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SUSCETIBILIDADE IN VITRO DE ISOLADOS CLINICOS DE Candida
glabrata SENSIVEIS E RESISTENTES AO FLUCONAZOL FRENTE A
COMBINACOES ENTRE FARMACOS ANTIFUNGICOS E NAO
ANTIFUNGICOS
Autora: Laura Bedin Denardi
Orientador: Sydney Hartz Alves
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 19 de julho de 2013.

Candida spp é o mais frequente agente etiologico de infec¢bes flngicas oportunistas.
Candida albicans € a espécie mais isolada nas candidiases, no entanto espécies de Candida
ndo-albicans tém emergido de forma crescente nas unidades hospitalares em que o uso de
azolicos de forma profilatica ou terapéutica é frequente. C. glabrata é uma das espécies mais
relevantes neste cenario, causando infeccdes com alta morbidade e mortalidade, devido as
altas taxas de resisténcia frente aos antifingicos azélicos, em especial ao fluconazol, e a
reduzida sensibilidade a anfotericina B e equinocandinas. A marcante resisténcia desta
espécie aos antifingicos impde a busca por novas possibilidades terapéuticas. Uma alternativa
¢ a combinacdo entre farmacos com distintos mecanismos de acdo. Este estudo objetivou
avaliar a suscetibilidade in vitro de C. glabrata a antifingicos convencionais (anfotericina B,
fluconazol, cetoconazol, itraconazol e voriconazol) e associacdes destes, com farmacos e
compostos ndo-antifangicos (clorpromazina, linezolida, minociclina, sulfametoxazol,
tacrolimus e disseleneto de difenila). Foram avaliados dois grupos de isolados clinicos de C.
glabrata. O primeiro grupo composto de isolados sensiveis ao fluconazol (FS) (n=30) e o
segundo, derivado do primeiro, isolados clinicos resistentes ao fluconazol (FR) (n=30). Com
base no protocolo M27-A3 (CLSI, 2008), pelo método de checkerboard. Isoladamente, as
CIMs (Concentracdes Inibitorias Minimas) para o fluconazol variaram de 0,25 - >64,00
png/mL (FS) e 64,00 - 256,00 pg/mL (FR); para anfotericina B variaram de 0,06 - 0,50 pg/mL
(FS) e 0,03 - 0,50 pg/mL (FR); para o itraconazol 0,50 - 8,00 pg/mL (FS) e 1,00 - 16,00
pug/mL (FR); para cetoconazol 0,13 - 2,00 pg/mL (FS) e 0,50 - 16,00 pug/mL (FR); para
voriconazol 0,13 - 4,00 pg/mL (FS) e 1.00 - 16.00 pg/mL (FR). As combinacbes de
tacrolimus com azélicos apresentaram consideraveis taxas de sinergismo; para o grupo FS
tacrolimus + cetoconazol (43%), tacrolimus + itraconazol (43%), tacrolimus + voriconazol
(37%). Para o grupo FR tacrolimus + cetoconazol (77%), tacrolimus + itraconazol (73%),
tacrolimus + voriconazol (63%). Linezolida associada ao cetoconazol e ao voriconazol
apresentou altas taxas de sinergismo frente ao grupo FR, 76,67% e 70%, respectivamente.
Minociclina + anfotericina B obteve 46,67% (FS) e 36,67% (FR) de sinergismo;
clorpromazina + anfotericina B foi sinérgica para 40% do grupo FR. Clorpromazina
combinada aos azoélicos apresentou altas taxas de antagonismo para 0 grupo resistente,



76,67%, 70% e 80% para cetoconazol, itraconazol e voriconazol, respectivamente; para o
grupo sensivel as combinag¢des com clorpromazina tiveram maiores taxas de indiferenca.
Interacdes sinérgicas (76,66%) e indiferentes (23,34%) foram observadas na combinagdo de
anfotericina B e disseleneto de difenila para o grupo sensivel. A combinacdo de disseleneto de
difenila com fluconazol apresentou indiferenca (50%) e antagonismo (40%) para 0 grupo
sensivel, 10% dos isolados apresentaram sinergismo. Sulfametoxazol apresentou um maior
porcentual de interacdes indiferentes, associado a todos os antifingicos testados frente aos
dois grupos, 70% (FS), 73,34% (FR) associado ao cetoconazol, 60% (FS), 43,34% (FR)
associado ao itraconazol, 56,67% (FS), 66,67% (FR) na associacdo com voriconazol, 86,66%
(FS), 80% (FR) associado a anfotericina B. As associa¢fes de maior relevancia merecem
avaliacdo in vivo, a fim de verificar o potencial das mesmas no tratamento de infecgdes por
Candida glabrata.

Palavras chave: Candida glabrata, resisténcia antifungica, terapia de combinacéo.
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Candida species are the most common etiologic agent of opportunistic fungal
infections. Candida albicans is the most frequent species in candidiasis, however species of
non-albicans species have emerged increasingly in hospitals in which the use of azoles as a
prophylactic or therapeutic is common. C. glabrata is the species most relevant in this
scenario, causing infections with high morbidity and mortality due to high rates of resistance
to antifungal azoles, especially fluconazole, and reduced sensitivity to amphotericin B and
echinocandins. The remarkable resistance of these species to antifungal agents requires the
search for new therapeutic options. An alternative is the combination of drugs with different
mechanisms of action. This study aimed to evaluate the in vitro susceptibility of Candida
glabrata to conventional antifungal agents (amphotericin B, ketoconazole, itraconazole,
fluconazole and voriconazole), and these associations with non-antifungal drugs
(chlorpromazine, linezolid, minocycline, sulfamethoxazole, tacrolimus and diphenyl
diselenide). Two groups of clinical isolates of C. glabrata were evaluated. The first group
consists of fluconazole-sensitive clinical isolates (FS) (n = 30) and the second, derivative of
the first, fluconazole-resistant clinical isolates (FR) (n = 30). Based on protocol M27-A3
(CLSI, 2008), the checkerboard method. In isolation, MICs (Minimum Inhibitory
Concentration) for fluconazole ranged from 0.25 to > 64.00 pg/mL (FS) and 64.00 to 256.00
pg/mL (FR); for amphotericin B ranged from 0.06 to 0.50 pg/mL (FS) and 0.03 to 0.50 pg/
mL (FR); for itraconazole 0.50 to 8.00 pg/ mL (FS) and 1.00 to 16.00 pug/mL (FR); for
ketoconazole 0.13 to 2.00 pg/mL (FS) and 0.50 to 16.00 pg/mL (FR); for voriconazole 0.13
to 4.00 pg/mL (FS) and 1.00 to 16.00 pg/mL (FR). The combinations of tacrolimus with
azoles showed significant synergism rates; for the group FS tacrolimus + ketoconazole (43%),
tacrolimus + itraconazole (43%), tacrolimus + voriconazole (37%); for the group FR
ketoconazole + tacrolimus (77% ) tacrolimus + itraconazole (73%), tacrolimus + voriconazole
(63%). Linezolid combined with ketoconazole and voriconazole showed high rates of
synergism against the FR group, 76.67% and 70%, respectively. Minocycline + amphotericin
B obtained 46.67% (FS) and 36.67% (FR) of synergism; chlorpromazine + amphotericin B



was synergistic for 40% of the FR. Chlorpromazine combined to azoles showed high rates of
antagonism for resistant group, 76.67%, 70% and 80% for ketoconazole, itraconazole and
voriconazole, respectively, for the sensitive group combinations had higher rates of
indifference. Sulfamethoxazole evidenced a higher percentage of indifferent interactions
associated with all tested antifungals, 70% (FS), 73.34% (FR) associated to ketoconazole,
60% (FS), 43.34% (FR) associated to itraconazole, 56.67% (FS), 66.67% (FR) ins association
with voriconazole, 86.66% (FS), 80% (FR) associated to amphotericin B. Synergistic
(76.66%) and indifferent (23.34%) interactions were observed for diphenyl diselenide +
amphotericin B combination for the sensitive group. Diphenyl diselenide + fluconazole
combination demonstrated indifferent (50%) and antagonistic (40%) interactions for sensitive
group, whereas synergistic interactions were observed in 10% of the isolates. The most
significant associations deserve in vivo evaluation in order to verify their potential in the
treatment of infections caused by C. glabrata.

Key-words: Candida glabrata, antifungal resistance, combination antifungal therapy.
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1 INTRODUCAO

As infecgbes fungicas tém emergido ao longo dos anos como uma das principais
causas de doencas humanas, especialmente entre pacientes imunocomprometidos,
hospitalizados e com doencas de base graves (BLUMBERG et al, 2001; DIEKEMA &
PFALLER, 2004; EGGIMAN et al, 2003; FRIDKIN, 2005; MCNEIL et al, 2001; NUCCI &
MARR, 2005). Candida spp €é o principal agente etiolgico de micoses oportunistas em todo o
mundo (COLOMBO et al, 2006; MORGAN, 2005; PAPPAS et al, 2003; TORTORANO et
al, 2004; TORTORANO et al, 2006).

O género Candida comporta em torno de 200 espécies e a C. albicans é a espécie mais
comum associada as candidiases. Todavia, nos ultimos anos vem aumentando o numero de
candidiases causadas por espécies de Candida ndo-albicans, entre elas C. tropicalis, C.
guilliermondii, C. parapsilosis, C. dubliniensis, C. krusei e C. glabrata (PFALLER &
DIEKEMA, 2007; MANZANO-GAYOSSO et al, 2008).

Candida glabrata tem emergido em muitos paises como 2° ou 3° agente mais
isolado em episddios de candidiase (PFALLER & DIEKEMA, 2007; PERLROTH et al, 2007;
SANDVEN et al, 2000). A incidéncia de C. glabrata tem aumentado nas candidemias desde
1993; todavia, este aumento tem sido geograficamente determinado. De modo geral, na
América do Norte e Europa, C. glabrata se impGe como a 2° espécie mais envolvida em

candidiases, muitas delas com risco de morte (TRICK et al, 2002).

No Brasil, C. glabrata ocupa o 5° lugar (4,9%) entre os agentes de candidemia
(COLOMBO et al, 2006). Em compensacdo, tal percentual corresponde a 0,12 casos/1000.
Assim, os percentuais brasileiros sdo mais baixos que na América do Norte e Europa, em

funcdo de que as candidemias no Brasil (2,49 casos/1000) séo até 15 vezes mais frequentes.

C. glabrata se caracteriza por evidenciar intrinsecamente menor sensibilidade frente
ao fluconazol, sendo primariamente menos sensivel a este azélico e também evidenciando a
capacidade de tornar-se mais rapidamente resistente ao fluconazol e, cruzadamente aos
demais antifungicos azdlicos do que outras espécies de Candida. Ao mesmo tempo, C.
glabrata apresenta menor sensibilidade a anfotericina B (PFALLER & DIEKEMA, 2007;
WARNOCK, 2007).
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Neste contexto as equinocandinas surgem como uma possivel alternativa no
tratamento de candidiase, sobretudo em isolados de Candida glabrata fluconazol-resistente,
porém ja tém sido detectados perfis de resisténcia, o que ameaca este perfil favoravel de
sensibilidade (THOMPSON et al, 2008; KATIYAR et al, 2006; NIIMI et al, 2012; GARCIA-
EFFROM et al, 2009).

Em resposta as falhas da terapéutica antifungica, véarios autores tém buscado
estratégias que garantam o0 sucesso da atividade antifingica. Entre estas estratégias a
combinacdo de farmacos tem merecido atencdo (MUKHERJEE et al, 2005). Os farmacos
ndo-antiflngicos, muitas vezes, ndo evidenciam acdo intrinseca sobre a célula fangica, no
entanto, podem interferir em alguns mecanismos celulares permitindo uma maior penetracao
e acdo do antifungico. Neste contexto, ressalta-se a importancia de analisar as interagdes entre
agentes antifungicos convencionais e agentes ndo-antifingicos frente a fungos de dificil

tratamento, em especial, C. glabrata.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 O género Candida

O género Candida pertence ao filo Ascomycota, classe Hemiaslomycetes, ordem
Saccharomycetales e familia Candidaceae (fase anamorfica de Saccharomycetales)
(CALDERONE, 2002). Este género inclui mais de 200 espécies, das quais aproximadamente
10% sdo consideradas agentes etioldgicos de candidiases (CHAVES et al, 2003).

As espécies deste género tem distribuicdo ubiqua na natureza e fazem parte da
microbiota normal humana, sendo encontradas frequentemente como saprofitas na pele,
orofaringe, mucosa vaginal, trato gastrointestinal e genitourinario, em individuos saudaveis
(LACAZ, 2002; BARBEDO & SGARBI, 2010). Passam da forma comensal para a forma
patogénica quando ocorrem alteragfes na imunidade do hospedeiro. Os principais fatores
predisponentes a infecgdo por Candida relacionados a defeitos na imunidade s&o decorrentes
de mudancas fisiologicas caracteristicas da infancia, envelhecimento, ou ainda mais
frequentes, doencas degenerativas, neoplasicas, imunodeficiéncias congénita ou adquirida,
como pacientes portadores do virus HIV (PFALLER & DIEKEMA, 2007; COLOMBO et al,
2006). Alguns fatores que também contribuem para a infec¢do por Candida é o rompimento
de barreiras mucocutaneas, disfuncdo dos neutréfilos, desordem metabodlica, transplantes, e
guimioterapia. O aumento no numero de pacientes imunocomprometidos tem aumentado de
forma expressiva a prevaléncia e gravidade das infecgdes fungicas por microrganismos
oportunistas, em especial candidiase oral e sistémica (BALKIS et al, 2002; BODEY et al,
2002; TRICK et al, 2002; PFALLER & DIEKEMA, 2007; COLOMBO et al, 2006).

Os fungos do género Candida constituem-se em leveduras unicelulares, Gram-
positivas, e apresentam-se como células globosas ou ovaladas com diametro de 3 a 6 um, que
podem formar brotamentos e pseudohifas. Em Agar Sabouraud Dextrose, elas se apresentam
na cor branco-amarelada, de aspecto cremoso, lisas brilhantes ou secas, ou rugosas e sem
brilho, apresentando crescimento rapido a 37°C (LACAZ et al, 2002).

As técnicas convencionais para o diagnostico e diferenciacdo das espécies de Candida
baseiam-se na micromorfologia, como a presenca de blastoconidios no exame direto, e em
provas bioquimicas, como a assimilacdo (auxanograma) e a fermentacdo (zimograma) de
fontes de carbono e nitrogénio. Dentre os testes bioquimicos, os sistemas manuais mais

utilizados sdo API 20 AUX® e o ID 32C® e os automatizados sdo o Vitek® e o Microscan®.
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Entre 0s meios de isolamento cromogénicos destaca-se 0 CHROMagarCandida ™ que é
capaz de diferenciar as espécies de Candida e também verificar a ocorréncia de espécies
maltiplas (ELLEPOLLA & MORRISON, 2005).

A identificacdo de C. glabrata pode ser realizada por métodos microbioldgicos e
bioguimicos, e também mais recentemente por métodos imunolégicos e moleculares. No
CHROMagarCandida ™ a C. glabrata apresenta coloracdo purpura. Outra caracteristica é
assimilar somente os acucares trealose e glicose, diferentemente de outras espécies que
assimilam a maioria dos agucares (BAUMGARTNER et al, 1996; BOUCHARA et al, 1996).
Um dos métodos moleculares mais utilizados, baseado em amplificagdo do DNA ¢é a PCR
(polymerase chain reaction) que permite a identificagdo de leveduras patogénicas diretamente
de amostras teciduais. Baseia-se na amplificacdo de regifes especificas do DNA
cromossémico (ITS1 e ITS2 — regido espacadora transcrita interna, entre 5.8S-18S e 18S-28S
rRNA, respectivamente; gene 18S, gene TOPII topoisomerase-I1) e hibridizacdo do amplicons
com sondas de DNA conhecidos, derivados de patdgenos mais frequentes
(WAHYUNINGSIH et al, 2000; MASSONET et al, 2004; LIGORI et al, 2007).

As técnicas moleculares mais utilizadas para identificacdo das diferentes espécies de
Candida e também diferenciacdo entre cepas da mesma espécie baseiam-se na analise do
DNA cromossdmico (CHEN et al, 2002). Diversas técnicas moleculares sdo utilizadas
atualmente na identificacdo de espécies de Candida, entre elas a Single-strand
Conformational Polymorphism (SSCP) que consiste em uma eletroforese de alta resolucao
baseada na diferenca de migracdo de fragmentos de DNA de fita simples amplificados por
PCR; Multilocus Enzyme Electrophoresis (MLEE) que envolve amplificacdo por PCR
seguida de sequenciamento do DNA; Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment
Length Polymorfism (PCR-RFLP) onde o material amplificado de uma PCR é submetido a
enzimas digestivas que cortam o DNA em posi¢des constantes dentro de um sitio; Random
Amplification of Polymorphic DNA (RAPD) que consiste em uma PCR feita com um sé
primer amplificando fragmentos de DNA de forma aleatoria (CHEN et al, 2002; BORIOLLO
et al, 2006).

2.2 Candidiases

As infeccbes por Candida spp podem se manifestar de forma branda ou grave, aguda
ou cronica, superficial ou profunda. As formas clinicas se dividem em cutaneo-mucosas,

sistémicas e alérgicas. Na candidiase mucosa os tecidos mais afetados sdo os do trato
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digestorio e genitélias; na forma cutanea as areas intertriginosas como dobras da pele, virilha
e axilas, ainda, areas interdigitais de pés e maos e as unhas sdo frequentemente afetados. A
forma alérgica se manifesta de diversas maneiras, se observando lesbes vesiculosas ou
eczematdides. As formas sistémicas sdo infecgcdes graves como sepse, meningite, endocardite,

pneumonias e lesdo ulcerativa do esofago (LACAZ et al, 2002).

A incidéncia de candidiase oral teve substancial aumento durante as Ultimas décadas
devido ao crescimento de pacientes imunocomprometidos, em particular em individuos
portadores do HIV (66%). Considera-se que os individuos portadores do virus HIV sofrerdo
pelo menos um episodio de candidiase orofaringea ao longo da progressdo da doenca. A
candidiase oral é a porta de entrada para complicacfes das candidiases do tipo orofaringeanas,
esofagicas, laringeanas e sisttmicas (SANCHEZ-VARGAS et al, 2002). Além disso, tem-se
observado uma tendéncia ao aumento no numero de infeccdes orais relacionadas com as
espécies ndo-albicans como C. glabrata, C. krusei e C. tropicalis (PFALLER & DIEKEMA,
2007; MANZANO-GAYOSSO et al, 2008).

A candidiase vulvovaginal afeta um nimero significativo de mulheres em idade fértil,
cerca de 75% das mulheres apresentardo, pelo menos, um episddio de candidiase
vulvovaginal durante a vida. Esta infeccdo é considerada recorrente quando, pelo menos
quatro episodios especificos ou trés episddios ndo relacionados a antibidticoterapia ocorrem
durante um ano. (BIGGS et al, 2007; WORKOWSKI et al, 2006). C. glabrata é a segunda
espécie mais frequente em candidiases vulvovaginais, acometendo cerca de 15% das
pacientes infectadas (ZIARRUSTA, 2002).

A candidemia € observada, em particular, em pacientes hospitalizados submetidos a
terapias antimicrobianas por um longo periodo de tempo, a procedimentos invasivos ou
terapia imunosupressiva (SIDRIM & ROCHA, 2004). Em hospitais terciérios as infec¢bes por
Candida sp respondem por cerca de 80% das infec¢des fungicas e, devido a alta frequéncia
com que colonizam e infectam o hospedeiro humano, tém grande importancia no cenario
hospitalar. Representam importante desafio aos clinicos devido as dificuldades diagnosticas e
terapéuticas, além do alto custo do tratamento e altas taxas de mortalidade (COLOMBO et al,
2003; COLOMBO et al, 2006).
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2.3  Candida glabrata

Candida glabrata foi inicialmente classificada como Cryptcoccus glabratus (1917) e
posteriormente reclassificada em Torulopsis glabrata (1938), devido a seus blastoconidios
ndo produzirem pseudohifas. No entanto, mais tarde foi observado que ela é capaz de formar
pseudohifas em &gar contendo baixa concentracdo de amonia, porém, esta caracteristica ndo
foi considerada como um fator de confianca para diferenciar o género Torulopsis, entdo ela
foi novamente reclassificada no género Candida (CSANK & HAYNES, 2000).

C. glabrata era considerada, historicamente, uma levedura sapréfita, ndo patogénica,
da microbiota normal de individuos saudaveis, raramente causando infecgdes em humanos
(HALEY, 1961). Todavia com o aumento do uso de terapias imunossupressivas e
antimicéticos de amplo espectro a frequéncia de infecgbes por C. glabrata aumentou
significativamente. E uma das mais importante espécies de Candida nio-albicans. Possui
capacidade de adquirir e expressar mutacfes de resisténcia a varias classes de antifingicos
(PFALLER et al, 2012).

Raramente, esta espécie € a responsavel por colonizacdo e infeccdo em criancas ou
neonatos, aumentando consideravelmente com a idade. Ocorre com maior frequéncia em
pacientes idosos. Tém ocorrido em hospitais com maior nimero de pacientes leucémicos ou
que fizeram transplante de medula dssea e receberam tratamento prévio com fluconazol
(BODEY et al, 2002).

Ao contrario de outras espécies de Candida, C. glabrata ndo apresenta dimorfismo,
assim, sdo encontrados somente blastoconidios tanto na forma comensal quanto na forma
patogénica (HITCHCOCK et al, 1993; FIDEL et al, 1999). O genoma de C. glabrata ¢
haploide, diferente de C. albicans e muitas outras espécies de Candida que € diploide
(BARNS et al, 1991). Possuindo treze cromossomos e cerca de duzentos e sete genes
codificando RNAt e 5.283 genes codificando proteinas. Assemelha-se a Saccharomyces
cereviseae no contetdo de CG (guanina-citosina) sendo que este contém 38,3% de CG e C.
glabrata 38,8% (DUJON, 2004; BIALKOVA & SUBIK, 2006).

Existem poucas investigacdes a respeito da viruléncia de C. glabrata. A falta de
formacgéo de pseudohifas pode ser um fator que contribui para considera-la com uma baixa

viruléncia, uma vez que as pseudohifas sdo reconhecidamente um meio de aumentar a
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aderéncia e invasdo nos tecidos por C. albicans assim como um meio de aumentar a producao

de enzimas proteoliticas e a modulagio de antigenos (RUCHEL, 1999).

A producdo de proteinases (CHAKRABARTI et al, 1991) e fosfolipases
(GHANNOUM, 2000) por C. albicans esta também associada a sua patogenicidade, cepas
virulentas desta espécie produzem freqlientemente aspartil proteinase. C. glabrata também ¢
capaz de produzir proteinases, porém, estas ndo sdo especificadas (CHAKRABARTI et al,
1991) e secreta fosfolipases, no entanto em uma quantidade bem menor que C. albicans
(GHANNOUM, 2000). A hidrofobicidade da superficie celular (CSH) também € considerada
um fator de viruléncia que € afetado por fatores ambientais em C. albicans, C. glabrata possui
esta propriedade semelhantemente a C. albicans, no entanto ela ndo muda com o0 meio
(KLOTZ et al, 1985). Enquanto C. albicans é reconhecida avidamente por anticorpos
monoclonais como integrinas B2 (receptores de adesinas) a ligagdo de C. glabrata a esses
mesmos anticorpos ndo € detectada (BENDEL et al, 1991), além disso C. glabrata apresenta
minima aderéncia ao endotélio vascular (KLOTZ et al, 1983).

A superexpressdao de genes, como CgYP51, requeridos para a integridade da parede
celular, aderéncia as células mamiferas, viruléncia e sobrevivéncia em macrofagos, é um fator
que contribui para aumentar a viruléncia de C. glabrata (KAUR et al, 2005; FERRARI et al,
2010). Outro mecanismo que pode contribuir para 0 aumento da viruléncia, assim como, da
resisténcia aos antifungicos é a plasticidade gendmica, por ser um organismo hapldide o
rearranjamento gendmico, incluindo translocacdo cromossdmica e criacdo de novos
cromossomos, pode ocorrer facilmente (MULLER et al, 2009). A formacdo de novos
minicromossomos, resultantes de duplicacdes de outros cromossomos permite o crescimento
na presenca de altos niveis de fluconazol, e a perda desses cromossomos leva ao aumento da
sensibilidade ao fluconazol (POLAKOVA et al, 2009).

As infecgOes por C. glabrata estdo associadas a pacientes com um longo tempo de
hospitalizacdo e fazendo uso prévio de terapia antimicrobiana (CHOW et al, 2008).
Conhecimentos prévios a respeito da patogenia de C. glabrata supunham que a infeccdo por
esta espécie seria exclusivamente de origem enddgena, ou seja, da propria microbiota do
paciente, no entanto um estudo realizado por Vasquez e colaboradores (1998) sugeriu que a
aquisicdo nosocomial de C. glabrata ndo é incomum e pode ser adquirida de fonte exdgena,

como as méos de funcionarios hospitalares.
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A frequéncia de C. glabrata aumentou significativamente para 15-20% de todas as
infeccbes por Candida, e esse aumento pode ser devido a um decréscimo de infecgbes por C.
albicans, em funcdo de profilaxia e uso prolongado de fluconazol e diagndsticos mais
sensiveis (KAUFFMAN et al, 2000; RUAN et al, 2009). C. glabrata é a segunda espécie de
Candida mais comumente isolada de infecgdes hematogénicas nos EUA, apresentando uma
frequéncia de aproximadamente 25% dos casos, enquanto que na América Latina em torno de
7% dos casos sao atribuidos a esta espécie (PFALLER & DIEKEMA, 2007; PERLROTH et
al, 2007).

As infeccBes por C. glabrata sdo mais dificeis de tratar e frequentemente s&o
resistentes aos antifingicos usados na clinica, por isso evidenciam altas taxas de mortalidade
em pacientes hospitalizados em situacGes de risco, como internacdo em UTI, cirurgia
abdominal, insuficiéncia renal e tratamento prévio com fluconazol (SOBEL et al, 2000;
COLOMBO et al, 2006; TUMBARELLO et al, 2008).

Comparando-se com outras espécies de Candida, os isolados de C. glabrata, tendem a
apresentar as maiores Concentracfes Inibitorias Minimas (CIMs), quando testadas frente a
azélicos e também aos demais agentes antiflngicos, incluindo a anfotericina B. As CIMs de
fluconazol para C. glabrata sdo aproximadamente dezesseis vezes maiores que para C.
albicans, representando assim, uma selecdo de espécies resistentes durante o uso profilatico
do fluconazol (ZEPELIN et al, 2007; GARNACCHO-MONTERO et al, 2010).

Estudos de suscetibilidade de C. glabrata demonstraram que 61,9% dos isolados sdo
sensiveis ao fluconazol e 75,2% sdo sensiveis a anfotericina B; porém embora inicialmente
sensiveis, 0s tratamentos rapidamente revertem o perfil de sensivel para resistente (PFALLER
et al, 2004). Frente aos novos triazdlicos como o voriconazol, ravuconazol e posaconazol, C.
glabrata € significativamente mais sensivel do que ao fluconazol. Por isto, foi sugerido que os
novos triazélicos sejam ativos frente a isolados de C. glabrata fluconazol-resistentes. Por
outro lado, quando se comparam as CIMs, ha evidentes correlacbes entre voriconazol e
posaconazol com as CIMs frente ao fluconazol, comprovando a resisténcia cruzada. Isolados
resistentes ao fluconazol sdo menos sensiveis ao voriconazol, ravuconazol e posaconazol com
CIM > 2,0 pg/mL para 83-92 % dos isolados (BENNETT et al, 2004).

Pfaller et al (2001) documentaram a menor sensibilidade de isolados desta espécie

frente a anfotericina B. Em uma analise de 949 isolados clinicos de C. glabrata, observou-se
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que cerca de 53% das amostras avaliadas apresentaram CIMs para anfotericina B maiores que
1pg/mL, valores estes considerados muito elevados para terapéutica convencional
(DIEKEMA et al, 2002).

A resisténcia antifungica ocorre in vitro e pode, ou ndo, estar associada com
resisténcia clinica, que corresponde a falta de resposta do paciente ao tratamento, frente ao
uso de um ou mais agentes antifingicos. Esté ligada a fatores como a farmacodindmica do
antifangico, ou aqueles relacionados com o paciente ou com a espécie causadora da infeccao
(PFALLER & DIEKEMA, 2007).

A resisténcia in vitro pode ser dividida em resisténcia primaria, também conhecida
como resisténcia intrinseca ou inata, que ocorre quando o microrganismo é naturalmente
resistente ao farmaco antifungico (LEWIS, 2009) e resisténcia secundaria ou adquirida, que
ocorre quando a cepa que esta infectando o individuo se torna resistente apos a exposicao a
um agente antifangico utilizado no tratamento, podendo selecionar espécies menos sensiveis
como C. glabrata (BENNETT et al, 2004).

Os mecanismos de resisténcia de Candida aos azolicos tém sido elucidados em muitos
estudos, podendo ocorrer mais de um mecanismo simultaneamente na célula fungica (CHAU
et al, 2004; MORSCHHAUSER, 2002; WHITE, 2002). C. glabrata ¢ a espécie que mais
manifesta resisténcia aos antifungicos, principalmente aos antifingicos azélicos, em um
tempo relativamente menor (VANDEPUTTE et al, 2008; CHAPELAND-LECLERC et al,
2010; KROGH-MADSEN et al, 2006). A resisténcia de C. glabrata aos azdlicos pode ser

explicada por diferentes mecanismos.

Os principais mecanismos responsaveis pelo desenvolvimento da resisténcia em
Candida sdo: superexpressao de bombas de efluxo, alteracbes na biossintese do ergosterol,
mutacOes e superexpressdo do gene ERG 11, que codifica a enzima lanosterol-14-o
demetilase (MORSCHHAUSER, 2002). A reducéo do acimulo intracelular do medicamento,
pelas bombas de efluxo, é um dos mecanismos mais importantes de resisténcia antifungica. O
maior efluxo de antifungico realizado pelas células fungicas é causado pela superexpresséo de

genes que codificam proteinas transportadoras de membrana (MORSCHHAUSER, 2002).

Os genes CDR1 e CDR2 (Candida Drug Resistance) codificam proteinas

transportadoras do tipo ABC (ATP-binding-cassette), que atuam como bombas de efluxo
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transmembrana utilizando energia em forma de ATP para mobilizar varios compostos para o
meio extracelular (AKINS, 2005).

O gene MDR1 (Multidrug Resistance) também atua no sistema de transporte
dependente de energia. Este gene codifica uma proteina que pertence a familia das permeases
e atua como transportadora de membrana do tipo MFS (Major Facilitator Superfamily)
também transportando compostos para fora da célula (AKINS, 2005).

Em C. glabrata quatro transportadores do tipo ABC tém sido implicados no
surgimento da resisténcia: CgCDR1p, CgPDH1p, CgSNQ2p e CgAUS1p (SANGLARD et al,
2001). C. glabrata exposta ao fluconazol in vitro tem a capacidade de adquirir resisténcia
mediada por transportadores do tipo ABC, sendo que 0 gene predominantemente expresso
associado com a resisténcia desta espécie é 0 CQCDR1p (SANGLARD et al, 2001).

O alvo primario da acdo dos antifingicos azdlicos é a lanosterol-14-o0. demetilase
(ERG11p ou 14DM) principal enzima responsével pela sintese do ergosterol (SHEEHAN et
al, 1999). A inibicdo desta enzima resulta em reducdo do ergosterol, assim como acumulo
intracelular de seu precursor, o lanosterol, o qual ¢ convertido em 14a-methylfecosterol, este,
por sua vez, e convertido pela enzima A5-6 desaturase em 14a-methyl-3,6-diol, um composto
toxico a célula que inibe o seu crescimento (KELLY et al, 1995; LUPET] et al, 2002; AKINS,
2005). A inativagdo da A5-6 desaturase pelas células leveduriformes expostas aos azolicos
impede a formagao do metabdlito toxico 14a-methyl-3,6-diol, assim permitindo o crescimento
celular (AKINS, 2005). Martel et al (2010) observaram que cepas de C. albicans mutantes
ERG 3 (que codifica e enzima A5-6 dessaturase) tiveram reduzida suscetibilidade ao
fluconazol, voriconazol, itraconazol, cetoconazol e clotrimazol estando assim a inibicdo desta

enzima diretamente ligada a resisténcia aos azolicos.

O gene ERGL11 ¢é codificante da enzima lanosterol-14-o. demetilase, o nimero e a
sequencia de seus nucleotideos variam conforme a espécie. Mutagdes em ERG11 podem
resultar em alteracbes na sequencia de seus aminoacidos, mudando, consequentemente, a
estrutura da ERG11p, diminuindo sua afinidade com os agentes antifingicos sem impedir sua
funcdo, no entanto gerando espécies com fenotipo alterado resistentes aos agentes
antifangicos azo6licos (SANGLARD, 1998).

A expressdao do gene ERG11 aumenta na presenca de fluconazol, devido a um

provavel mecanismo compensatorio da deplecdo do ergosterol (ALBERTSON, 1996), no
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entanto mesmo na auséncia de fluconazol algumas cepas resistentes expressam este gene em
niveis superiores aqueles encontrados em cepas suscetiveis. O aumento da expressdo do gene
ERG11 leva a um consequente aumento da enzima ERG11p intracelular gerando uma
necessidade de maiores quantidades de agente antifingico para inibir sua atividade
(MORSCHHAUSER, 2002). Experimentos in vivo demonstraram que C. glabrata acumula
precursores anormais de ergosterol diferentes dos acumulados por C. albicans (KELLY et al,
1995).

O mecanismo de resisténcia de Candida a anfotericina B parece ser a partir de uma
alteracdo qualitativa ou quantitativa do teor de esterdis das células. Cepas de C. glabrata que
séo resistentes ao tratamento com anfotericina B demonstraram ter um teor mais baixo de
esterdis ligantes de anfotericina B e uma substituicdo destes, por esterois intermediarios com
menor afinidade por poliénicos. Mutacdo no gene ERG 6 que codifica a enzima C-24 esterol
metiltransferase, resulta na interrupgdo da biossintese de ergosterol em Candida glabrata e
assim em resisténcia poliénica (VANDEPUTTE et al, 2007; VANDEPUTTE et al, 2008).
Hull et al (2012) relataram dois isolados de C. glabrata, resistentes a anfotericina B, com
CIM de 8ug/mL, considerados ERG 2 mutantes.

MutagOes nos genes que codificam os elementos do complexo GS (1,3-B-D-glucana
sintase) tém sido associadas com resisténcia de Candida as equinocandinas (PERLIN, 2011).
Em C. glabrata, resisténcia a equinocandinas estdo ligadas com mutacdes no gene FKS2.
Mutacdes nas proteinas FKS alteram a cinética da GS resultando em um aumento de 50% nas
concentragdes inibitorias minimas comparadas com cepas selvagens (GARCIA-EFFRON et
al, 2009).

2.4 Agentes antifingicos

O numero de farmacos disponiveis para o tratamento das infecgdes fungicas ainda, é
reduzido. Devido as semelhancas filogenéticas, fungos e mamiferos possuem algumas vias
metabolicas homdlogas, como para producdo de energia, divisdo celular e sintese de
proteinas. Este fato faz com que exista maior dificuldade no desenvolvimento de agentes
antifungicos seletivos, havendo a necessidade de descobrir novos alvos fungicos exclusivos
que poderdo ser explorados (PAPPAS et al, 2009).
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Atualmente, diferentes classes de agentes antifungicos estdo disponiveis no mercado,
como as alilaminas (terbinafina e naftifina), derivados poliénicos (anfotericina B e nistatina),
antimetabolitos (5-flucitosina), azdlicos (cetoconazol, miconazol, itraconazol, fluconazol,
voriconazol, ravuconazol e posaconazol) e inibidores da sintese de glucana (caspofungina,
anidulafungina e micafungina) (JOHNSON et al, 2004; DERESINSKI & STEVENS, 2003).

Poliénicos, azdlicos e equinocandinas tém sido os farmacos de primeira escolha no
tratamento de infeccBes fungicas complicadas causadas por Candida sp (PAPPAS et al,
2009).

2.4.1 Poliénicos

Os dois poliénicos disponiveis no mercado sdo nistatina e anfotericina B, que tem seu
mecanismo de acdo baseado na desestabilizacdo da membrana plasmatica do fungo, porém
devido a sua toxicidade a nistatina é usada somente para tratamento topico (BEM-AMI et al,
2008). A anfotericina B foi desenvolvida em 1956, foi utilizada como principal agente
antifungico até o inicio da década de 1990 (MAERTENS, 2004). Atua como fungicida, sua
atividade antimicotica €, em parte, dependente de sua ligacdo a uma fracéo esterol, no caso o
ergosterol, presente na membrana dos fungos. Desta maneira, poros sdo formados
aumentando a permeabilidade da membrana, alterando sua integridade, e ocasionando o
extravasamento de componentes citoplasmaticos vitais, levando a morte celular (GOODMAN
& GILMAN, 2003; CATTALAN & MONTEJO, 2006). E um antifingico de amplo espectro,
ativo sobre varias micoses como candidiases, aspergilose, coccidiodomicose, criptococose,
zigomicose e esporotricose. Possui uma 6tima atividade frente a Candida, embora algumas
especies de Candida ndo-albicans possam apresentar CIMs superiores ou mesmo ser
resistentes, a exemplo de C. glabrata (OLSON et al, 2005).

Figura 1: Molécula de anfotericina B
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Requer administragdo intravenosa, intratecal ou inalatoria, pois ndo é absorvido via
oral (GUBBINS & ANAISSIE, 2002). Atua em menor grau ligando-se ao colesterol das
células humanas, causando assim efeitos adversos. Um dos seus principais efeitos adversos é
a nefrotoxicidade, decorrente do efeito da anfotericina B diretamente nas células tubulares
renais resultando em necrose tubular aguda, vasoconstri¢éo e reducéo da filtracdo glomerular.
Mais de 80% dos pacientes que recebem anfotericina B apresentam reducdo da funcéo renal e
alguns permanecem com comprometimento mesmo apos o término do tratamento (BRANCH,
1988).

A forma convencional de anfotericina B é utilizada em associacdo ao desoxicolato de
sodio com a finalidade de solubiliza-la em &gua na forma micelial. Uma Unica dose diéria de 1
mg/kg de peso corporal resulta em concentracdes sericas maximas de aproximadamente de 1 a
2 pg/mL na primeira hora (CHRISTIANSEN et al, 1985). A fracdo circulante se liga a
proteinas, colesterol e heméacias tendo seu nivel reduzido lentamente, sendo renal a principal
via de excrecdo (GALLIS et al, 1990).

Novas formas de apresentacdo da anfotericina B foram desenvolvidas pela industria
farmacéutica para tentar amenizar sua toxicidade: anfotericina B complexo lipidico (ABCL),
anfotericina B em dispersdo coloidal (ABCD) e a forma lipossomal (L-AmB). Estas
formulagBes mantém o mesmo espectro de acdo da anfotericina B na forma de desoxicolato,
sendo que as formas lipidicas aparentam ser mais potentes e menos nefrotoxicas (REX et al,
2001; DUPONT, 2002).

2.4.2 Azd6licos

Os azdlicos sdo antifungicos caracterizados por apresentarem um anel pentagonal na
sua estrutura molecular, unido por uma ligagdo carbono-nitrogénio com outros anéis
aromaticos. Estes agentes antifungicos sdo classificados em imidazolicos quando o anel
pentagonal possui trés atomos de carbono e dois de nitrogénio (miconazol e cetoconazol) e
triazolicos quando o anel possui dois atomos de carbono e trés de nitrogénio (fluconazol,
itraconazol, voriconazol, posaconazol e ravuconazol) (CATALAN & MOONTEJO, 2006).

Seu mecanismo de acdo se faz também através da alteracdo da permeabilidade da
membrana, todavia essa alteracdo decorre da inibicdo da sintese do ergosterol, pois 0s
azolicos se ligam as enzimas do complexo citocromo P450 do fungo e inibem a desmetilagéo

do lanosterol, um precursor do ergosterol. Os triazolicos representam um novo grupo de



30

azolicos com grande eficiéncia e baixa toxicidade. Possuem alta afinidade pelo citocromo
P450 flangico e baixa afinidade pelo citocromo P450 dos mamiferos (SPINOSA, 2002).

O espectro de acdo dos azolicos incluem agentes de paracoccidioidomicose,
coccidiodomicose, histoplasmose, criptococose e dermatomicoses (SPINOSA, 2002). A
maioria das espécies de Candida é sensivel aos azolicos, no entanto C. glabrata e C. krusei
s80 menos sensiveis, e ha relatos de resisténcia principalmente ao fluconazol em muitas
especies de Candida (PAPPAS, 2011; SOBEL, 2008).

Todos os azolicos tem um tempo de meia-vida relativamente longo, possibilitando
fazer a terapia em uma Unica dose ou duas doses didrias. Os principais efeitos colaterais que
os azolicos apresentam sdo hepatotoxidade, intolerancia gastrintestinal e hipersensibilidade.

Cetoconazol pode causar ginecomastia e irregularidades menstruais (TAVARES, 2001)
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Figura 2: Agentes antifungicos azélicos
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O fluconazol aprovado no final dos anos 80 cobriu muitas deficiéncias dos
imidazdlicos, por ser altamente solivel em agua, ndo ser alterado por mudancgas na acidez
gastrica, possuir menor risco de hepatotoxicidade e podendo ser administrado tanto por via
oral, quanto intravenosa. Possui uma excelente biodisponibilidade, apresenta boa penetracédo
cérebro-espinhal e alcanca niveis de quase 80% no sangue. Uma vez que o fluconazol se
tornou o antifungico mais utilizado, seu uso foi desafiado pelo envolvimento de um maior
espectro de patdgenos nas infecgbes fungicas e pela emergéncia da resisténcia aos azolicos.
Embora C. albicans seja a levedura mais comumente isolada, e geralmente sensivel ao
fluconazol, este antifingico apresenta restricbes no tratamento de infeccbes causadas por C.
krusei e C. glabrata (HAJJEH et al, 2004; COLOMBO et al, 2007).

O cetoconazol apresenta menor biodisponibilidade, pois assim como, o itraconazol,
depende de um pH géstrico menor que 3,0 para sua solubilizacdo e absorcdo. N&o alcanca
niveis efetivos na urina e no liquido cefalorraquidiano. Tem boa penetracdo na pele, liquido
sinovial e pulm@es. E metabolizado pelo figado e sua excrecdo é por via biliar (TAVARES,
2001). E usado no tratamento de dermatomicoses, paracoccidioidomicose, histoplasmose, tem
eficiéncia em candidiase mucocutanea crénica e pode ser utilizado na terapéutica inicial de
candidiase oral em pacientes com AIDS (LOPES, 2006).

O itraconazol é uma molécula lipossollvel, com afinidade por érgdos que contém
tecido adiposo como pele e anexos epidérmicos. O itraconazol gradualmente substituiu o
cetoconazol como tratamento de escolha para casos ndo-invasivos de histoplasmose,
blastomicose e paracoccidioidomicose. O itraconazol possui consideraveis vantagens sobre o
fluconazol no tratamento de aspergilose e esporotricose, entretanto, o fluconazol demonstra
um perfil farmacoldgico e toxicologico mais favoravel. Diferente do fluconazol, o itraconazol
é altamente lipidico e quando foi langado pela primeira vez, foi formulado apenas em
capsulas. Por causa da errdtica absorcdo e baixas concentragfes sanguineas estarem
associadas a falhas terapéuticas, foi desenvolvida uma formulagdo oral contendo
hidroxipropil-B-ciclodextrina como solubilizante, cuja biodisponibilidade € significativamente
maior do que a apresentada pelas capsulas (TERRELL, 1999). Itraconazol é moderadamente

ativo frente a espécies de Candida fluconazol sensiveis e resistentes (PFALLER et al, 2005).

O voriconazol, lancado em 2002, é estruturalmente relacionado ao fluconazol, possui
boa disponibilidade oral e parenteral, e diferente do itraconazol sua absor¢cdo ndo é afetada

pelo pH gastrico (JEU, 2003). O voriconazol representa um avango na terapia antiflngica,
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pois, possui espectro mais amplo que o fluconazol e uma potente agéo fungicida contra fungos
filamentosos como Aspergillus e Fusarium. Contra leveduras sua acdo € fungistatica
(QUINDOS et al, 2007). Voriconazol é mais ativo que o fluconazol frente as espécies de
Candida, incluindo C. albicans e C. glabrata fluconazol-resistente, exceto para C. tropicalis
(PFALLER & DIEKEMA, 2007). H& relatos de isolados de Candida que foram refratarios ao
voriconazol (QUINDOS et al, 2007).

Voriconazol apresenta boa biodisponibilidade oral. Alcanca niveis efetivos no liquido
cefalorraquidiano e no encéfalo. E metabolizado e excretado pelo figado, e possui efeitos
adversos comuns aos antifungicos azoélicos (JOHNSON et al, 2003). Em um estudo
randomizado feito em pacientes com aspergilose pulmonar invasiva, voriconazol se mostrou
superior sobre anfotericina B, em relacdo a resposta ao tratamento e a sobrevida dos pacientes
(HERBRECHT et al, 2002). Em candidemias de pacientes nao-neutropénicos sua eficacia foi
semelhante a anfotericina B (KULLBERG et al, 2005).

2.4.3 Equinocandinas

A mais recente classe de agentes antifingicos é representada pelas equinocandinas,
que sdo constituidas de lipopeptideos derivados de produtos naturais de fermentagdo fungica.
A caspofungina, anidulafungina e a micafungina séo 0s agentes representantes desta classe.
As equinocandinas atuam inibindo a B-(1,3) glucana-sintetase, enzima responsavel pela
sintese de B-(1,3) glucana, componente da parede celular fungica (GUBBINS & ANAISSIE,
2002). Devido a esse distinto modo de acdo, as equinocandinas evidenciam toxicidade
seletiva frente a células flngicas devido a auséncia da molécula de glucana nas células dos
mamiferos (ARIKAN et al, 2005).

A caspofungina foi aprovada para o tratamento de candidemia, candidiase
mucocutanea e aspergilose invasiva (PFALLER et al, 2003). Provou ser altamente ativa frente
a biofilmes de C. albicans, e uma de suas mais significantes vantagens ¢ a maior atividade
frente a isolados de Candida resistentes a azolicos (PFALLER et al, 2003).

A anidulafungina foi introduzida no Brasil para o tratamento de candidiase invasiva
em pacientes ndo-neutropénicos. Anidulafungina tem boa atividade antifingica in vitro frente
a muitas espécies de Candida incluindo C. glabrata e C. krusei (PFALLER, 2008).
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A micafungina foi aprovada para uso no Brasil em 2010, com indicagdo para
candidiase invasiva, aspergilose e profilaxia em pacientes submetidos a transplante de células-
tronco (BOORMANN & MORRISON, 2009).

2.5  Agentes ndo-antiflingicos e associacoes

A resisténcia fungica aos antifngicos convencionais, especialmente de C. glabrata
aos azolicos, sugere a busca de novas estratégias terapéuticas tais como a associacdo entre
antifangicos e farmacos de diferentes classes. Poucos sdo 0s estudos que avaliaram
combinacBes entre farmacos antifingicos e ndo-antifungicos frente a C. glabrata, o que
justifica este estudo.

Alguns estudos ja avaliaram a atividade de agentes ndo-antiflngicos, assim como a
associacdo destes a antifungicos frente a Candida sp. A associacdo de fluvastatina ao
fluconazol é sinérgica frente a C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, e C. glabrata
(CHIN et al, 1997). A associacdo de doxicilina associada ao fluconazol é sinérgica frente a C.
albicans (FIORI et al, 2012). Anfotericina associada a ciprofloxacino e levofloxacino €
sinérgica para C. albicans (STERGIOPOULOU et al, 2009). A associacdo de amiodarona e
fluconazol apresenta sinergismo frente a C. albicans (GUO et al, 2008). Tetraciclina melhora
o perfil de suscetibilidade de C. albicans frente aos antifungicos (OLIVER et al, 2008).

Entre os farmacos ndo antifungicos avaliados sabe-se que clorpromazina apresenta
atividade frente a Candida (WOOD et al, 1985; EILAM et al, 1987), Aspergillus sp,
Scedosporium e zigomicetos (VITALE et al, 2007). Tacrolimus associado a antifingicos
azolicos demonstrou interacdes sinérgicas frente a C. albicans (SUN et al, 2008), assim como
a interacdo de tacrolimus e terbinafina foi sinérgica frente a C. albicans (OLIVER et al,
2008). Sulfametoxazol associado ao trimetoprim €é usado no tratamento de
paracoccidiodomicose, e estudos associando sulfametoxazol ao cetoconazol (SHIKANIA —
YASUDA et al, 2002) e ao miconazol observaram interagdes sinérgicas frente a C. albicans
(ZARRIN et al, 2009). A associa¢do de minociclina ao fluconazol é sinérgica frente a cepas
de C. albicans resistentes ao fluconazol (SHI et al, 2010). A atividade de linezolida néo foi

testada frente & Candida sp até o momento.
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O disseleneto de difenila (PhSe), ¢ um composto organofosforado de selénio ainda ndo
utilizado na clinica, porém estudos realizados in vitro e in vivo demonstram a satisfatoria
atividade bioldgica deste composto. Entre suas principais propriedades farmacoldgicas,
destacam-se as atividades antioxidante (PRIGOL et al, 2009; STANGHERLIN et al, 2009),
antinociceptiva, anti-inflamatéria (NOGUEIRA et al, 2003; ZASSO et al, 2005;
SAVEGNAGO et al, 2007; SAVEGNAGO et al, 2008), antitlcera (GHISLENI et al, 2008) e
hepatoprotetora (NOGUEIRA et al, 2009). Além disso, estudos em modelos animais
demonstram que em doses com efeitos bioldgicos conhecidos o disseleneto de difenila ndo
apresenta efeitos toxicos (COX et al, 1998). Sua atividade microbioldgica ja foi evidenciada
frente a espécies de Candida e fungos filamentosos (LORETO et al, 2011; ROSSETI et al,
2011).

S

Figura 3 - Estrutura quimica do disseleneto de difenila
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3 OBJETIVOS

3.1  Objetivo Geral

Investigar combinacBes entre agentes antifungicos e ndo-antifingicos para definir
interagBes sinergicas, indiferentes ou antagobnicas, in vitro, frente a isolados clinicos de

Candida glabrata sensiveis e resistentes ao fluconazol.

3.2  Objetivos Especificos

3.2.1 Avaliar com base nas Concentra¢des Inibitérias Minimas (CIMs) a suscetibilidade de
C. glabrata sensiveis e resistentes ao fluconazol frente aos agentes anfotericina B, fluconazol,
cetoconazol, itraconazol, voriconazol, tacrolimus, clorpromazina, linezolida, minociclina e

sulfametoxazol.

3.2.2 Avaliar com base nas CIMs a suscetibilidade de C. glabrata sensiveis ao fluconazol

frente a disseleneto de difenila.

3.2.3 Investigar interacbes entre anfotericina B e agentes ndo-antifingicos: clorpromazina,
linezolida, minociclina e sulfametoxazol para definir interagdes sinérgicas, indiferentes ou
antagobnicas frente a isolados clinicos de C. glabrata sensiveis e resistentes ao fluconazol

através do Indice de Concentragao Inibitoria Fracionaria (ICIF).

3.2.4 Investigar interagfes entre cetoconazol e agentes ndo-antifingicos: tacrolimus,
clorpromazina, linezolida, minociclina e sulfametoxazol para definir interacfes sinergicas,
indiferentes ou antagbnicas frente a isolados clinicos de C. glabrata sensiveis e resistentes ao

fluconazol através do indice de Concentragdo Inibitoria Fracionaria (ICIF).

3.2.5 Investigar interacbes entre itraconazol e agentes ndo-antifungicos: tacrolimus,
clorpromazina, linezolida, minociclina e sulfametoxazol para definir interagdes sinérgicas,
indiferentes ou antagonicas frente a isolados clinicos de C. glabrata sensiveis e resistentes ao

fluconazol através do Indice de Concentrac&o Inibitoria Fracionaria (ICIF).
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3.2.6 Investigar interacGes entre voriconazol e agentes ndo-antifungicos: tacrolimus,
clorpromazina, linezolida, minociclina e sulfametoxazol para definir interacbes sinergicas,
indiferentes ou antagénicas frente a isolados clinicos de C. glabrata sensiveis e resistentes ao

fluconazol através do Indice de Concentrac&o Inibitoria Fracionaria (ICIF).

3.2.7 Investigar interacOes entre fluconazol e disseleneto de difenila para definir interacGes
sinérgicas, indiferentes ou antagonicas frente a isolados clinicos de C. glabrata sensiveis ao

fluconazol através do indice de Concentrago Inibitdria Fracionaria (ICIF).

3.2.8 Investigar interacdes entre anfotericina B e disseleneto de difenila para definir
interacdes sinérgicas, indiferentes ou antagonicas frente a isolados clinicos de C. glabrata

sensiveis ao fluconazol através do Indice de Concentragéo Inibitdria Fracionaria (ICIF).
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ABSTRACT

Here, we evaluated the effects of ketoconazole, itraconazole and voriconazole
combined with the immunosuppressant tacrolimus against thirty clinical isolates of both
fluconazole-susceptible and -resistant Candida glabrata using a checkerboard assay.
Synergistic, additive or indifferent interactions were found for combinations of the antifungal
agents and tacrolimus. A larger synergistic effect was observed for the combinations of
tacrolimus with itraconazole and voriconazole (43%), followed by that of the combination
with ketoconazole (37%), against fluconazole-susceptible isolates. For fluconazole-resistant
C. glabrata, a higher synergistic effect was obtained from tacrolimus combined with
ketoconazole (77%) than from the combinations with itraconazole (73%) and voriconazole
(63%). The synergisms that we observed in vitro, notably against fluconazole-resistant C.
glabrata isolates, are promising and warrant further analysis of their applications in

experimental in vivo studies.

KEYWORDS: Candida glabrata, azole resistance, tacrolimus, combination therapy
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1. INTRODUCTION

In the last few decades, invasive fungal infections that are caused by Candida species
have risen in parallel with the number of immunocompromised patients, such as those with
AIDS, transplant recipients and cancer therapy patients (5). C. glabrata is currently the
second most common cause of candidemia in the United States (15), and is emerging as a
more important human pathogen (4), the increased number of C. glabrata systemic infections
is very concerning due to the high mortality rate. C. glabrata fungemia is frequently difficult
to treat due to its intrinsic or rapidly acquired resistance to azole antifungals (15), which has

emerged in clinical isolates from immunocompromised patients (14).

The treatment for Candida infections that show resistance to fluconazole has been the
use of other classes of antifungal agents, such as amphotericin B (14) and echinocandins (10).
Although these treatments have been effective for Candida albicans, treatment of non-
albicans Candida, especially C. glabrata, has been difficult (14). Combination therapy is an
alternative that can be used to improve the efficacy of antimicrobial therapy for difficult-to-
treat infections, either by combining different antifungals or combining antifungal and non-

antifungal agents, which can decrease antimicrobial resistance (12).

Tacrolimus (FK506) is a calcineurin inhibitor that prevents T-cell proliferation and
suppresses the immune responses that are involved in transplant rejection (6). Recent studies
have shown that calcineurin inhibitors, such as cyclosporin A and tacrolimus have synergistic
interactions when combined with azole antifungal agents, resulting in fungicidal activity (17).

However, these antifungal activities against azole-resistant isolates have not been evaluated.

In this context, the aim of this study was to evaluate the in vitro activity of tacrolimus

alone and in combination with ketoconazole, itraconazole and voriconazole against both
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fluconazole-susceptible and fluconazole-resistant C. glabrata isolates using the Clinical and

Laboratory Standards Institute guidelines (7) standardised broth microdilution method.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Microorganisms

We studied two groups of Candida glabrata isolates. The first included thirty
fluconazole-susceptible (FS) clinical isolates that were recovered from AIDS patients. The
second group included fluconazole-resistant isolates obtained via induction of resistance, as
previously described by Fekete-Forgacs et al. (9). All of the yeasts were identified using the

commercial kit ID 32C (bioMérieux, Marcy I'Etoile, France).

2.2. Chemicals

Ketoconazole (KTZ), itraconazole (ITZ) and tacrolimus (Janssen-Cilag
Pharmaceutica, Belgium), voriconazole (VRC) (Pfizer, Inc., New York, NY) and fluconazole
(FLZ) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) were obtained as standard powders. A stock
solution for FLZ was prepared by dissolving the powder in distilled water, and stock solutions
for the other tested drugs were prepared by dissolving ITZ, KTZ and VRC in dimethyl

sulphoxide and tacrolimus in methanol.

2.3. In vitro susceptibility and drug interaction tests

Susceptibility tests were performed according to the CLSI protocol M27-A3
microdilution technique (7), and the highest concentrations used were 64 pg/mL for
tacrolimus and 32 pg/mL for the azoles. The interaction between tacrolimus and the azoles

against thirty strains each of fluconazole-susceptible and -resistant C. glabrata was evaluated



41

using the microdilution checkerboard method. Drug dilutions were prepared in order to obtain
four times the final concentrations, and 50 uL of each concentration of azoles was added to
columns 1 to 10 and 50 L of each concentration of tacrolimus was added to rows A to G.
The concentrations of tacrolimus ranged from 0.25 pg/mL to 32 pg/mL, and the
concentrations of the azole antifungals ranged from 0.03 pg/mL to 16 pg/mL. The fractional
inhibitory concentration (FIC) was calculated for each agent by dividing the minimal
inhibitory concentration (MIC) of each drug in combination by the MIC of the drug alone.
The FIC values were then totalled to determine the fractional inhibitory concentration index
(FICI) that resulted from the drug combinations. Synergism was defined as an FICI < 0.5,

indifference was defined as 1.0 < FICI <4, and antagonism was defined as FICI > 4 (11).

3. RESULTS

Based on the parameters of susceptibility (MIC range, MICsy, MICgy and geometric
mean), as shown in Table 1, fluconazole-susceptible (FS) strains showed lower MICs to
ketoconazole (0.125-2 pg/mL), itraconazole (0.5-8 pg/mL) and voriconazole (0.125-4
pg/mL), compared to fluconazole-resistant (FR) strains, which showed MIC ranges of 0.5-16

png/mL for ketoconazole, 1-16 pg/mL for itraconazole and 1-16 pg/mL for voriconazole.

Because C. glabrata fluconazole-resistant (FR) strains showed an increase in the MIC
for all antifungal agents, cross-resistance appears to occur between fluconazole and the other
azoles. Tacrolimus did not show activity against FS and FR strains at the highest
concentration tested. Table 2 shows the percentages of synergism, additivity and indifference
that resulted from the combinations of tacrolimus with ketoconazole, itraconazole and

voriconazole against the FS and FR strains.
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The results showed that the percentages for the synergistic interactions against the FR
strains were similar for the three azoles. Tacrolimus combined with ketoconazole the most
synergistic interaction against the FR strains (77%), followed by the combinations with
itraconazole (73%) and voriconazole (63%). In contrast, the FS group showed lower
synergism percentages for both voriconazole and itraconazole combined with tacrolimus
(43%) as well as for the combination with ketoconazole (37%). The percentages of
indifference were also similar for the three combinations (approximately 60% with FS and

30% with FR strains). Antagonism effects were not detected.

4. DISCUSSION

Invasive fungal infections are a significant complication in transplant patients, and
62% to 91% of these infections are caused by Candida species. In liver transplants, the
manipulation of the gastrointestinal tract can translocate this microorganism through the

intestinal epithelium, resulting in the development of invasive candidiasis (16).

Tacrolimus is one of the most common and efficient immunosuppressants used to
prevent transplant rejection (14). This compound inhibits calcineurin, a phosphatase protein
involved in lymphocyte activation that is responsible for the synthesis of cytokines, such as
interleukin-2, and is primarily involved in NFAT (nuclear factor of activated T-cells)
regulation. Calcineurin is activated by an increase in cytoplasmic Ca®*, and its inhibition by
immunosuppressants blocks the activation of T lymphocytes, which is critical for an immune

response (3).

Calcineurin governing fungal physiology, including the regulation of cell cycle
progression, cation homeostasis, cell wall biosynthesis, antifungal drug resistance and

virulence (6). Immunosuppressants inhibit calcineurin function in several fungal species,



43

including C. albicans, Cryptococcus neoformans, and Aspergillus fumigatus, affecting

essential functions in cell fungal (2).

Azole antifungals stimulate calcium influx and this activates the calcium signalling
pathway, which is essential for yeast survival (2). In C. albicans, calcineurin inhibition results
in greater susceptibility to azole antifungal agents (18), due to the high level of stress that is
caused by influx of cations such as Ca** and Na®* in the fungal cell (6). Here, we showed that
the combination of tacrolimus with azoles can show synergism against fluconazole-

susceptible and -resistant C. glabrata strains.

Onyewu et al. (2003) (14) demonstrated a synergistic effect with the combination of
terbinafine and tacrolimus against C. glabrata, and Sun et al. (2008) (18) showed that the
activity of azole antifungal agents against C. albicans can be enhanced by tacrolimus. Cruz et
al. (2002) (8) proposed that the immunosuppressant tacrolimus and cyclosporin analogues can
be effective in combination with azoles for the treatment of invasive infections that are caused
by Candida spp, which is in agreement with the present study showing that calcineurin

inhibition can function as an adjuvant for treating invasive C. glabrata infections.

Novel antifungal agents, such as posaconazole, have also been ineffective in the
treatment of candidemia that is caused by C. glabrata, and susceptibility tests have confirmed
drug resistance to posaconazole in these isolates (1). In addition, among echinocandins,
decreased in vitro susceptibility to micafungin was observed in C. glabrata strains with single

FKS or FKS2 mutations, or both (13).

In conclusion, we demonstrated that the rates of synergism were higher among
fluconazole-resistant isolates than those observed with fluconazole-sensitive C. glabrata
isolates. Our results confirm that combinations of tacrolimus and azole antifungal agents may

be promising and warrant further studies in vivo using an experimental C. glabrata infection.
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Table 1: Susceptibility (ug/mL) of fluconazole-susceptible (FS) and fluconazole-resistant

(FR) Candida glabrata strains to ketoconazole, itraconazole and voriconazole.

Agents Group of Geometric MIC MICs MICy
isolates mean Range

Ketoconazole FS 0.536 0.13-2.00 0.50 1.00
FR 2.579 0.50-16.00 2.00 8.00

ltraconazole FS 1.203 0.50-8.00 1.00 4.00
FR 3.402 1.00-16.00 4.00 8.00

Voriconazole FS 0.478 0.13-4.00 0.50 1.00
FR 2.639 1.00-16.00 2.00 8.00

Table 2: Percentages of synergism, indifference and antagonism that resulted from the

combinations of tacrolimus with ketoconazole, itraconazole and voriconazole against

fluconazole-susceptible (FS) and fluconazole-resistant (FR) Candida glabrata strains.

Interactions (%)

Agents Group of isolates
Synergism Indifference Antagonism

KTZ + FK506 kS 37 03 )
FR 77 23 -

ITZ + FK506 kS 43 > )
FR 73 27 -

VRC + FK506 kS 43 > )
FR 63 37 -
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ABSTRACT

In the present study, we evaluated the effects of ketoconazole, itraconazole,
voriconazole and amphotericin B combined with non-antifungal agents chlorpromazine,
linezolid, minocycline and sulfamethoxazole against thirty clinical isolates of both
fluconazole-susceptible (FS) and —resistant (FR) Candida glabrata using a checkerboard
assay. The most synergistic combination observed were linezolid + ketoconazole (76.67%)
and linezolid + voriconazole (70%) for FR strains. Minocycline + amphotericin B showed
46.67% and 36.67% of synergism for FS and FR strains, respectively. The combination of
chlorpromazine + amphotericin B was synergistic for 40% of FR strains, whereas the
combination of chlorpromazine + azoles exhibited the highest percentage of antagonism to FS

and FR strains. The other combinations studied showed indifference predominantly.

KEY-WORDS: Candida glabrata, azole resistance, combination therapy.
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1. INTRODUTION

Opportunistic fungal infections has been evidenced along the years as the
major cause of diseases in humans with some dysfunction in the immune system (Diekema et
al, 2004; Nucci et al, 2005). High rates of morbidity and mortality are associated with these
infections (Zaoutis et al, 2005; Gudlaugsson et al, 2003). The list of fungal pathogens causing
serious infections in immunocompromised patients has increased in recent years, (Fridkin,
2005) however the genus Candida remains the most common etiologic agent of opportunistic
mycoses worldwide (Colombo et al, 2006; Morgan 2005; Pappas et al, 2003; Tortorano et al,

2004; Tortorano et al, 2006).

C. glabrata is responsible for about 25% of cases of hematogenous infections cases in
the United States, ranking second among Candida species isolates. In Latin America, this
species is isolated in 4% to 7% of the cases (Perlroth & Spellberg 2007; Pfaller & Diekema,
2007). C. glabrata is associated with high mortality rates, large number of clinical isolates
were resistant to fluconazole and also shows cross-resistance to other azole antifungals, and

lower sensitivity to amphotericin B (Pfaller & Diekema, 2007; Warnock, 2007).

Fluconazole resistance of C. glabrata and azoles cross-resistance, as well as its lower
sensitivity to other classes such as polyene antifungal, represents a challenge for treatment of
infections caused by this species (Sanguinetti et al, 2005). Even for echinocandins, emergence
of resistance has been detected when it is used for C. glabrata infection treatment (Niimi et

al, 2012; Garcia-Effrom et al, 2009).

The combination therapy between antifungal drugs or antifungal combined with non-
antifungal drugs can be an alternative in the treatment of infections caused by C. glabrata,

unresponsive to conventional therapy. Although non-antifungal drugs do not show intrinsic
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activity against this species they can alter some mechanisms in fungal cells, allowing greater

penetration and action of antifungal (Afeltra & Werweij, 2003).

In this context, this study aimed to evaluate the in vitro interaction of different
antifungal and non-antifungal agents against clinical isolates of C. glabrata susceptible and
resistant to fluconazole, through broth microdilution standardized by Clinical and Laboratory

Standards Institute (CLSI, 2008), adapted checkerboard technique for drug combination.

2. MATERIAL AND METHODS

2.1. Microorganisms

Two groups of C. glabrata isolates. The first included thirty fluconazole-susceptible
(FS) clinical isolates. The second group included fluconazole-resistant isolates obtained via
induction of resistance, as previously described by Fekéte-Forgacs et al, (2000). All the yeasts
were identified by conventional mycology methods and through the commercial kit ID 32C

(bioMérieux, Marcy I'Etoile, France).

2.2. Chemicals

Ketoconazole (KTZ), itraconazole (ITZ) (Janssen-Cilag Pharmaceutica, Belgium),
voriconazole (VCZ), amphotericin B (AmB) (Pfizer, Inc., New York, NY), fluconazole
(FLZ), minocycline hydrochloride (MYN), chlorpromazine hydrochloride (CLO), and
sulfamethoxazole (SUL) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) were obtained as standard
powders. Linezolid (LIN) (Pfizer, Inc., New York, NY) was obtained in an injectable form.
The stock solutions for FLZ, MYN, CLO and AmB were prepared by dissolving the powder
in distilled water, and stock solutions for ITZ, KTZ and VCZ were prepared by dissolving in

dimethyl sulphoxide; SUL was dissolved in methanol.
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2.3. In vitro susceptibility and drug interaction tests

Susceptibility tests were performed according to the CLSI protocol M27-A3
microdilution technique (CLSI, 2008), and the highest concentrations studied were 32 pg/mL
for the azoles, 2 pg/mL for the amphotericin B, 256 pg/mL for the LIN and SUL and 512
pg/mL for the MYN and CLO. The interaction between antifungal and the non-antifungal
agents against thirty strains of both fluconazole-susceptible and -resistant C. glabrata were
evaluated using the microdilution checkerboard method.

Drug dilutions were prepared in order to obtain four times the final concentrations. In
microplates of 96 wells, 50 puL of each concentration of antifungal agents was added to
columns 1 to 10 and 50 pL of each concentration of non-antifungal agents was added to rows
A to G. The concentration of the azole antifungals ranged from 0.06 pg/mL to 32 pg/mL, and
the concentration of AmB ranged from 0.01 pg/mL to 2.00 pg/mL. The concentration of the
LIN and SUL ranged from 2.00 pg/mL to 256 pg/mL. The concentration of the MYN and
CLO ranged from 4.00 pg/mL to 512 pug/mL. The fractional inhibitory concentration (FIC)
was calculated for each agent by dividing the minimal inhibitory concentration (MIC) of each
drug in combination by the MIC of the drug alone. The FIC values were then totalled to
determine the fractional inhibitory concentration index (FICI) that resulted from the drug
combinations. Synergism was defined as an FICI < 0.5, indifference was defined as 1.0 <

FICI <4, and antagonism was defined as FICI > 4 (Johnson et al, 2004).

3. RESULTS

Based on the parameters of susceptibility (MIC range, MICsy, MICgy and geometric
mean), as shown in Table I, amphotericin B was effective against C. glabrata, showing low

MICs for both FS (0.06 to 0.50 pg/mL) and FR (0.03 to 0.50 pg/ mL) groups. Among the
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azoles, voriconazole, showed geometric mean 0.48 pg/mL, the most effective, followed by
ketoconazole (0.54 pg/mL) and itraconazole (1.20 pug/mL) for FS group. FR group exhibited
resistance to ketoconazole with geometric mean 2.58 pug/mL, followed by voriconazole (2.64

pg/mL) and itraconazole (3.40 pg/mL).

The azole antifungal agents showed the more elevated MICs ranges for FR than FS
group; the phenomenon of cross-resistance was well evident. The non-antifungal drugs
studied (chlorpromazine, minocycline, linezolid, sulfamethoxazole) did not exhibit antifungal

activity alone against C. glabrata strains, within tested concentrations.

As shown in Table I, the association of linezolid with azole antifungal agents showed
high percentage of synergistic interactions, especially for FR group. The association
ketoconazole + linezolid demonstrated synergism for 76.67% of FR and 50% of FS group. On
the other hand, linezolid + amphotericin B showed high percentages of indifference for the

two groups tested.

The association between minocycline and azoles was also characterized by high
percentages of indifference, however, when combined with amphotericin B showed

synergism against FS (46.67%) and FR (36.67%) group (Table II).

The interactions between sulfamethoxazole and azoles antifungals showed high
percentages of indifference for FS and FR group. The percentages of synergism were low and
similar among all combinations with azoles. The combination sulfamethoxazole +

amphotericin B showed indifference for 86.66% for FS and 80% for FR strains.

The associations of chlorpromazine with, ketoconazole, itraconazole and voriconazole,
showed high percentage of antagonism, 76.67%, 70% and 80% respectively for FS strains; for

FR strains, these associations resulted in higher percentages of indifference.
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The combination of chlorpromazine + azoles was characterized by indifference,
however the combination chlorpromazine + amphotericin B showed 40% of synergism

against FR group (Table II).

4. DISCUSSION

The combination of drugs with different mechanisms of action can provide an
alternative to overcome fungal resistance. Drugs routinely used in the clinic for treatment of
various diseases, may potentiate the antifungal activity of conventional agents, reducing the
time of response to treatment, enhancing the spectrum of activity, reducing the dose and, thus,
the antifungal toxicity. In addition, can decrease the potential of microorganisms acquiring

resistance to certain antimicrobials (Johnson et al, 2004).

Minocycline is a semisynthetic antibiotic derived from tetracycline with similar
bacterial spectrum and activity. It is efficient against Gram-positive and Gram-negative
bacteria and also has low toxicity (Souza et al, 2005). In our study, minocycline alone was
inactive against C. glabrata. However, the combination amphotericin B + minocycline
showed a high percentage of synergism against C. glabrata. Oliver et al (2008) found
synergistic interactions between amphotericin B and tetracycline against C. albicans, which
was confirmed in our study against C. glabrata when we associate minocycline, a derivative
of tetracycline, with amphotericin B. In this same work, the authors demonstrated that, when
exposed to tetracycline for 48 hours, C. albicans undergoes a reduction in total ergosterol.
Furthermore, analysis of growth curves suggested that, the effect of tetracycline is associated
with loss of mitochondrial function in the yeast (Chopra & Roberts, 2001). Thus, the best
action of amphotericin B combined with minocycline against C. glabrata may also be due to a

reduction in the content of ergosterol and loss of mitochondrial function C. glabrata. The
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activity of minocycline was tested alone and in combination with fluconazole, in vitro, against
C. albicans susceptible and resistant to fluconazole by Shi et al (2010). Singly, well as for C.
glabrata, minocycline showed no activity against C. albicans. However, when combined with
fluconazole demonstrated synergism for resistant strains and indifference for susceptible
strains. This effect was attributed to the greater penetration of fluconazole in biofilms,

disrupting calcium ion balance in the fungal cell.

Linezolid is an antibiotic of the oxazolidinone class, produced totally by synthetic via,
with excellent activity against Gram-positive cocci. Exert its activity by inhibiting protein
synthesis (Diekema & Jones, 2000). In our study, when tested alone against clinical isolates
of Candida glabrata FS and FR, linezolid was inactive. However, its use associated with
azole antifungals, showed high percentages of synergistic interaction. This combination
deserves attention as experimental studies because demonstrated an important activity against
C. glabrata FR. This is the first report of the use of linezolid. The activity of linezolid against
Candida species has not been studied until this moment. The percentage of synergisms when
linezolid was associated with azoles for FS strains must be emphasized, reinforcing the
satisfactory interaction of linezolid when used with azole antifungals. The use of linezolid
associated with amphotericin B showed no significant synergistic effect, but did not decrease

the antifungal action either.

Sulfonamides, such as sulfamethoxazole, have bacteriostatic effect and inhibit the
synthesis of para-aminobenzoic acid (PABA). Associated with trimethoprim shows
synergistic effect because they act on different steps of the folic acid synthesis. Besides this
association being indicated for the treatment of bacterial infections, it was also used
successfully in the treatment of paracoccidioidomycosis (Shikanai-Yasuda et al, 2006;
Stevens & Vo, 1982). Shikanai-Yasuda et al (2002) reported that the combination of

sulfamethoxazole with ketoconazole is synergistic against C. albicans. Futhermore, Zarrin et



57

al (2009) reported synergistic effect in the association of miconazole with sulfamethoxazole
against Candida species. Although the studies cited above indicate a possible action of
sulfamethoxazole against C. albicans and Paracoccidioides spp, here against C. glabrata FS
and FR, sulfamethoxazole alone was inactive. The interaction of sulfamethoxazole with
azoles and amphotericin B was indifferent against most FS and FR strains, demonstrating that
against C. glabrata, sulfamethoxazole is not able to potentiate, in vitro, the action of azole

antifungals and amphotericin B.

Chlorpromazine is an antipsychotic drug belonging to the class of phenothiazines. In
addition, the effects on the central nervous system has been shown that phenothiazines act
modifying cell membranes, and the metabolism of nucleotides, causing DNA intercalation
(Levin & Weiss, 1979; Kantesaria & Marfey, 1975). Some of these effects occur when
chlorpromazine binds and inhibits calmodulin, a protein that regulates many cellular
processes, essential to the fungi growth (Joseph & Means, 2002). These activities suggest that
chlorpromazine has other potential therapeutic besides its activity in the central nervous

system.

Some previous studies reported that chlorpromazine has antimicrobial activity against
bacteria (Amaral et al, 2000) and fungi, such as Candida (Wood et al, 1985; Eilam et al,
1987), Aspergillus and zygomycetes (Vitale et al, 2007). In this study the combination
chlorpromazine + amphotericin B showed synergism (40%) against to the FR group, which is

in agreement with previous observations.
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5. CONCLUSION

By prospecting the, in vitro, antifungal combination of antifungal and non-antifungal
Is a pathway for the recognition of synergistic interactions with future potential for therapeutic

applications. It has the advantage that the two drugs are already used in clinical.

The synergism observed among azoles + linezolid, amphotericin B + minocycline and
amphotericin B + chlorpromazine against C. glabrata fluconazole-resistant are promising

findings that deserve to be evaluated, through in vivo, studies.



59

6. REFERENCES

1

10

AFELTRA, J.; VERWEL], P.E. Antifungal Activity of Nonatifungal Drugs. J. Clin.
Microbiol. Infect. Dis., 22:397-407, 2003.

AMARAL, L.; KRISTIANSEN, J.E. Phenothiazines: an alternative to conventional
therapy for the initial management of suspected multidrug resistant tuberculosis. A call
for studies. Int. J. Antimicrob. Agents, 14:173-176, 2000..

CHOPRA, |.; ROBERTS, M. Tetracycline antibiotics: mode of action, applications,
molecular biology, and epidemiology of bacterial resistance. Microbiol. Mol. Biol.
Rev., 65:232-260, 2001.

Clinical and Laboratory Standards Institute Reference Method for Broth Dilution
Antifungal Susceptibility Testing of Yeasts; Approved Standard. M27-A3. Wayne,
P.A.; CLSI, 2008.

COLOMBO, A. L.; NUCCI, M.; PARK, B. J.; NOUER, S. A.; ARTHINGTON-
SKAGGS, B.; DA MATTA, D. A.; WARNOCK, D. MORGAN, J. Epidemiology of
candidemia in Brazil: a nationwide sentinel surveillance of candidemia in Eleven
Medical Centers. J. Clin. Microbiol. 44:2816-2823, 2006.

DIEKEMA, D. J.; JONES, R. N. Oxazolidinones; A review. Drug, 59:7-16, 2000.

DIEKEMA, D. J.; PFALLER, M. A. Nosocomial candidemia: an ounce Nosocomial
candidemia: an ounce of prevention is better than a pound of cure. Infect. Control.
Hosp. Epidemiol., 25:624-626, 2004.

EILAM, Y.; POLACHECK, I.; BEN-GIGI, G.; CHERNICHOVSKY, D. Activity of
phenothiazines against medically important yeasts. Antimicrob. Agents Chemother.,
31:834-836, 1987.

FEKETE-FORGACS, K.; GYURC, L.; LENKEY, B. Chances of virulence factors
accompanyning the phenomenon of induced fluconazole and resistance in Candida
albicans. Mycoses, 43:273-279, 2000.

FRIDKIN, S. K. The changing face of fungal infections in health care settings. Clin.
Infect. Dis., 41:1455-1460, 2005.



11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

60

GARCIA-EFFROM, G.; LEE, S.; PARK, S.; CLEARY, J. D.; PERLIN, D. S. Effect
of Candida glabrata FKS1 and FKS2 mutations on echinocandin sensitivity and
kinetics of 1,3-D-glucan synthase: implication for the existing susceptibility
breakpoint. Antimicrob Agents Chemother., 53:3690-3699, 2009.

GUDLAUGSSON, O.; GILLESPIE, S.; LEE, K.; VANDE BERG, J.; HU, J;
MESSER, S.; HERWALDT, L.; PFALLER, M.; DIEKEMA, D.; Attributable
mortality of nosocomial candidemia, revisited. Clin. Infect. Dis., 37:1172-1177, 2003.

JOHNSON, M. D.; MACDOUGALL, C.; OSTROSKY-ZEICHNER, L.; PERFECT, J.
R.; REX, J. H. Combination antifungal therapy. Antimicrob. Agents. Chemother.,
48:693-715, 2004.

JOSEPH, J. D.; MEANS, A. R. Calcium binding is required for calmodulin function in
Aspergillus nidulans. Eukaryot. Cell, 1:119-125, 2002.

KANTESARIA, P.; MARFEY, P. The effect of chlorpromazine on some properties of
DNA in solution. Physiol. Chem. Phys., 7:53-67, 1975.

LEVIN, R. M.; WEISS, B. Selective binding of antipsychotics and other psychoactive
agents to the calcium-dependent activator of cyclic nucleotide phosphodiesterase. J.
Pharmacol. Exp. Ther., 208:454-459, 1979.

MORGAN J. Global trends in candidemia: review of reports from 1995-2005. Curr.
Infect. Dis. Rep. 7:429-439, 2005.

NIIMI, K.; WOODS, M. A.; MAKI, K.; NAKAYAMA, H.; HATAKENAKA, K,
CHIBANA, H.; IKEDA, F.; UENO, K.; NIIMI, M.; CANNON, R. D.; MONK, B. C.
Reconstitution of high-level micafungin resistance detected in a clinical isolate of
Candida glabrata identifies functional homozygosity in glucan synthase gene
expression. J. Antimicrob. Chemother., 67:1666-1676, 2012.

NUCCI, M.; MARR, K. A. Emerging fungal diseases. Clin. Infect. Dis., 41:521-526,
2005.

OLIVER, B. G.; SILVER, P. M.; MARIE, C.; HOOT, S. J.; LEYDE, S. E.; WHITE, T.
C. Tetracycline alters drug susceptibility in Candida albicans and other pathogenic
fungi. Microbiol., 154:960-970, 2008.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16225780
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16225780

21

22

23

24

25

26

27

28

29

61

PAPPAS, P. G.; REX, J. H,; LEE, J.; HAMILL, R. J.; LARSEN, R. A.; POWDERLY,
W.; KAUFFMAN, C. A.; HYSLOP, N.; MANGINO, J. E.; CHAPMAN, S,
HOROWITZ, H. W.; EDWARDS, J. E.;, DISMUKES, W. E.; NIAID MYCOSES
STUDY GROUP. A prospective observational study of candidemia: epidemiology,
therapy, and influences on mortality in hospitalized adult and pediatric patients. Clin.
Infect. Dis. 5:634-643, 2003.

PERLROTH, J.; CHOI, B.; SPELLBERG, B. Nosocomial fungal infections:

epidemiology diagnosis, and treatment. Med. Mycol., 45:321-346, 2007.

PFALLER, M. A.; DIEKEMA, D. J. Epidemiology of invasive candidiadis: a
persistent public health problem. Clin. Microbiol. Rev. 20:133-63, 2007.

SANGUINETTI, M. A.; POSTERARO, B.; FIORI, B.; RANNO, S.; TORELLI, R,
FADDA, G. Mechanisms of azoles resistance in clinical isolates of Candida glabrata
colleted during a hospital survey of antifungal resistance. Antimicrob. Agents.
Chemother., 49:668-679, 2005.

SHI, W.; CHEN, Z.; CHEN, X.; CAO, L.; LIU, P.; SUN, S. The combination of
minocycline and fluconazole causes synergistic growth inhibition against Candida
albicans: an in vitro interaction of antifungal and antibacterial agents. FEMS Yeast
Research, 10:885-893, 2010.

SHIKANAI-YASUDA, M. A.; BENARD, G.; HIGAKI, Y.; DEL NEGRO, G. M;
HOOQO, S.; VACCARI, E. H.; GRYSCHEK, R. C.; SEGURADO, A. A, BARONE, A.
A.; ANDRADE, D. R. Randomized trial with itraconazole, ketoconazole and
sulfadiazine in paracoccidioidomycosis. Med. Mycol., 40:411-417, 2002.

SHIKANAI-YASUDA, M. A,; TELLES FILHO F. Q.; MENDES, R. P.; COLOMBO,
A. R.;; MORETTI, M. A. Consenso de paracoccidioidomicose. Rev. Soc. Bras. Med.
Trop., 39:297-310, 2006.

SOUSA, J. C. Manual de Antibioticos Antibacterianos. p. 423-482, 2005.

STEVENS, D.A.; VO, P. T. Synergistic interaction of trimethoprim and
sulfamethoxazole on Paracoccidioides brasiliensis. Antimicrob. Agents Chemother.,
21:852-854, 1982.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pappas%20PG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12942393
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rex%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12942393
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lee%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12942393
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hamill%20RJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12942393
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Larsen%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12942393
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Powderly%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12942393
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Powderly%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12942393
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kauffman%20CA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12942393
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hyslop%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12942393
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mangino%20JE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12942393
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chapman%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12942393
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Horowitz%20HW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12942393
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Edwards%20JE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12942393
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dismukes%20WE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12942393
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=NIAID%20Mycoses%20Study%20Group%5BCorporate%20Author%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=NIAID%20Mycoses%20Study%20Group%5BCorporate%20Author%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12942393
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12942393

30

31

32

33

34

35

36

62

TORTORANO, A. M., PEMAN, J.; BERNHARDT, H.; KLINGSPOR, L.; KIBBLER,
C.C.; FAURE, O.; BIRAGHI, E.; CANTON, E.; ZIMMERMANN, K.; SEATON, S.;
GRILLOT, R. Epidemiology of candidaemia in Europe: results of 28-month European
Confederation of Medical Mycology (ECMM) hospital-based surveillance study. Eur.
J. Clin. Microbiol. Infect. Dis. 23:317-322, 2004.

TORTORANO, A. M.; KIBBLER, C.; PERNANC, J.; BERNHARDT, H,;
KLINGSPOR, L.; GRILLOT, R. Candidaemia in Europe: epidemiology and resistance.
Int. J. Antimicrob. Agents, 27:359-366, 2006.

VITALE, R. G.; AFELTRA, J.; MEIS J. F.G. M.; VERWELJ, P. Activity and post
antifungal effect of chlorpromazine and trifluopherazine against Aspergillus,

Scedosporium and zygomycetes. Mycoses, 50:270-276, 2007.

WARNOCK, D. W. Trends in the epidemiology of invasive fungal infections. Nippon
Ishinkin Gakkai Zasshi, 48:1-12, 2007

WOOD, N. C.; NUGENT, K. M. Inhibitory effects of chlorpromazine on Candida
species. Antimicrob. Agents Chemother. 27:692-694, 1985.

ZARRIN, M.; JAMSHIDIAN, M.; JAFARI, M. In vitro interactions of miconazole
with sulfametoxazole against Candida species. Pak. J. Med. Sci., 25:243-246, 2009.

ZAOUTIS, T. E.; ARGON, J.; CHU, J.; BERLIN, J. A.; WALSH, T. J.; FEUDTNER,
C. The epidemiology and attributable outcomes of candidemia in adults and children
hospitalized in the United States: a propensity analysis. Clin. Infect. Dis., 41:1232-
1239, 2005.



63

7. TABLES

Table 1: Susceptibility (ug/mL) of fluconazole-susceptible (FS) and fluconazole-resistant
(FR) Candida glabrata strains to ketoconazole, itraconazole, voriconazole and amphotericin
B.

Group of Geometric MIC

Agents isola?es mean range MICso MICoo

Ketoconazole FS 0.54 0.13-2.00 0.50 1.00
€ FR 2.58 0.50-16.00 2.00 8.00
ltraconazole FS 1.20 0.50-8.00 1.00 4.00
FR 3.40 1.00-16.00 4.00 8.00

Vori | FS 0.48 0.13-4.00 0.50 1.00
oriconazote FR 2.64 1.00-16.00 2.00 8.00

FS 0.22 0.06-0.50 0.25 0.25

Amphotericin B ER 0.19 0.03-0.50 0.13 0.25
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Table 2: Percentages of synergism, indifference and antagonism resulting from combinations
of ketoconazole (KTZ), itraconazole (ITZ), voriconazole (VRC) and amphotericin B (AmB)
with linezolid (LIN), minocycline (MIN), sulfamethoxazole (SUL) and chlorpromazine

(CLO) against fluconazole-susceptible (FS) and fluconazole-resistant (FR) Candida glabrata

strains.
Aot Group o ‘ . Inte'ractions (%) .
isolates Synergism Indifference Antagonism
KTZ + LIN E; ?223 3222 g:gg
ITZ + LIN E; gg:gg fﬁgg 22;
VRC + LIN E: 4718:88 ggjgg 10?6303
AmB + LIN E; iﬁjgg gg:gg g:g;
KTZ + MIN E; ig:gg Sigi 206.'0607
e 1232 s 3567
VRC + MIN E; 165677 ;‘22@ 58:88
AmB + MIN E: ggg; Zégg ggg
KTZ + SUL Eg ﬁgjgé Zgjgi 2:23
ITZ + SUL E; ;322 22:22 ;g:g;
VRC + SUL E; ;2:83 22125 263?6373
AmB + SUL E: 233 zggg 122(7)
KTZ + CLO E; 135?333 ég:gg ;gg;
ITZ+ CLO E; 200'_0000 gg:gg 12:23
VRC + CLO E; 105_0607 ﬁgjgg gg:gc?)
AmB + CLO kS 13.33 o 000

FR 40.00 60.00 0.00
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Abstract

Here, we evaluated combinations of diphenyl diselenide [(PhSe),] with fluconazole
and amphotericin B in a checkerboard assay against clinical Candida glabrata strains.
Minimal inhibitory concentration (geometric mean) ranged from 0.25 to > 64 (5.16 pg/mL)
for (PhSe),, 1 to 32 (5.04 pg/mL) for fluconazole and 0.06 to 0.5 (0.18 pg/mL) for
amphotericin B. Synergistic (76.66%) and indifferent (23.34%) interactions were observed for
(PhSe),+Amphotericin B combination. (PhSe),+fluconazole combination demonstrated
indifferent (50%) and antagonistic (40%) interactions, whereas synergistic interactions were
observed in 10% of the isolates. New experimental in vivo protocols are necessary and will
promote a better understanding of the antimicrobial activity of (PhSe), against C. glabrata

and its use as an adjuvant therapy with antifungal agents.

Keywords: antifungal drug combination, Candida glabrata, diphenyl diselenide.
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1. Introduction

The incidence of infections caused by Candida species has increased dramatically
since the 1980s, mainly due to the AIDS epidemic, immunosuppressive therapy and other
immunosuppressed conditions, an increasingly aged population, and an increased complexity
of surgical procedures [1, 2]. Although Candida albicans is the most prevalent cause of
antifungal infections, the prevalence of and widespread infections caused by non-C. albicans
species have changed significantly during recent decades, with some epidemiological data
showing that nearly half of the candidiasis cases are caused by other Candida species [3-7].
Candida glabrata has emerged as the second or third most common cause of candidiasis and
is less susceptible to azole antifungals, such as fluconazole (FLU), as well as to amphotericin
B (AmB). Furthermore, C. glabrata fungaemia has been associated with high mortality,

especially in severely immunocompromised patients [8-13]

As an alternative treatment to control antimicrobial resistance, natural or synthetic
compounds (chemosensitisers) can make the pathogen more vulnerable and contribute to the
efficacy of antifungal drugs [14, 15]. Diphenyl diselenide [(PhSe),] is an organoselenium
compound (OS) with pharmacological effects reported in vitro and in animal models, among
which we highlight its antioxidant, antinociceptive, anti-inflammatory, antiulcer and
hepatoprotective activities [16-18]. Interestingly, (PhSe), has in vitro fungistatic and
fungicidal activities against yeasts, filamentous fungi and the oomycete Pythium insidiosum

[19-22] .

In this context, this study aimed to evaluate the in vitro susceptibility of C. glabrata
isolates to (PhSe), alone and in combination with FLU or AmB, using the CLSI M27-A3

broth microdilution technique.
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2. Material and methods
2.1. Chemicals

Fluconazole and Amphoterin B (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO) were purchased
commercially. Diphenyl diselenide was synthesised according to Paulmier [23]. Analysis of
the *H NMR and *C NMR spectra showed analytical and spectroscopic data in full agreement
with its assigned structure. Proton nuclear magnetic resonance spectra (*H NMR) were
obtained at 200 MHz using a DPX-200 NMR spectrometer or at 400 MHz using a DPX-400

NMR spectrometer (Bruker, Bremen, Germany).
2.2. Microorganisms

Thirty Candida glabrata clinical isolates recovered from advanced HIV-positive
patients affected by fluconazole-refractory oropharyngeal candidiasis or recovered from
immunocompromised patients with disseminated fungal infections were evaluated. All yeasts

were identified by the ID 32C (bioMerieux) commercial Kit.
2.3. In vitro susceptibility and drug interactions test

Susceptibility tests were performed according to the CLSI M27-A3 microdilution
technique [24]. Drug interactions were evaluated by the broth microdilution checkerboard
method, and the lowest fractional inhibitory concentration (FIC) was calculated for each agent
by dividing the minimal inhibitory concentration (MIC) of each drug, in combination, by the
MIC of the drug alone. FIC values were then summed to determine the fractional inhibitory
concentration index (FICI) resulting from the combination. A synergistic interaction was
defined as FICI < 0.5 and indifference was defined as 1.0 < FICI < 4, whereas antagonism
was defined as FICI > 4 [25]. When computing the FIC index, off-scale MIC (isolate Cg28,

(PhSe),: > 64 png/mL) was converted to the next highest concentration (128 pg/mL).
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3. Results

The results of the in vitro susceptibility test, FICI and the resulting drug interactions
against the C. glabrata isolates are described in Table 1. MICs (geometric mean) ranged from
0.25 to > 64 (5.16 pg/mL) for (PhSe),, 1 to 32 (5.04 pg/mL) for FLU and 0.06 to 0.5 (0.18
pg/mL) for amB. When C. glabrata were tested for the (PhSe),+FLU combination, a
predominance of indifferent (50%) and antagonistic (40%) interactions were observed,
whereas synergistic interactions were observed in 10% of the isolates. ~ With regards to the
(PhSe),+AmB combination, synergistic (76.66%) and indifferent (23.34%) interactions were

observed.

4. Discussion

Among the associations analysed in this study, the best results were obtained with the
combination AmB+(PhSe), against C. glabrata while in the combination FLU+(PhSe),
predominated indifferent and antagonistic interactions. The pharmacological and toxicological
properties of (PhSe), have been demonstrated in several biological models, as previously
reported [17, 18], and many of the pharmacological properties are associated with the
antioxidant activity of (PhSe), through the interaction with reducing thiols (thiol peroxidase-
like activity). In vitro, (PhSe), showed antifungal activity against yeasts and filamentous fungi
[19, 20, 22] and antimicrobial activity against the oomycete Pythium insidiosum [21]. In vivo,
it was observed that subcutaneous or oral administration of (PhSe), had no acute lethal toxic

effects in rodents [18, 26, 27].

Despite AmB being recommended for primary therapy in severe infections by C.
glabrata, it is generally becoming evident that higher doses of AmB may be required for
efficient treatment [28]. It has previously been shown that the fluconazole- resistant C.

glabrata group required higher concentrations of AmB to be inhibited [29]. C. glabrata
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infections have become increasingly hard to treat due to an innate resistance to azole

antifungal agents and a low susceptibility to AmB [30, 31].

A high percentage of C. glabrata isolates have proven to possess primary resistance to
fluconazole, while another percentage of C. glabrata isolates easily develop resistance after
exposure to treatment with this azole [11, 32]. Triazoles, such as voriconazole, ravuconazole
and posaconazole, have been shown to be more effective against fluconazole-resistant
Candida spp than fluconazole. Due to this fact, voriconazole has been proposed as an
alternative therapy for C. glabrata infections with strains that are resistant to fluconazole [33,
34]. However, the cross-resistance phenomenon among azoles is well-established [35, 36],

which was confirmed with the same strains used in the present study [29, 37].

In this scenario, it is important that studies investigate the mechanism by which
chemosensitising agents interact with pathogens in a way that the pathogens become more
susceptible to antifungal compounds. This synergism may result in lower effective doses of
antifungal agents, induce the resistant microorganisms to become susceptible to antifungals or
at least more sensitive to treatment. In the present work, the antifungal activity of (PhSe),
against C. glabrata and the potential to generate synergistic combinations when (PhSe), is

associated with FLU and amB were demonstrated.

In conclusion, we reported that (PhSe), inhibited the in vitro growth of C. glabrata
isolates, and we provided a new approach to C. glabrata susceptibility studies once the
association of (PhSe), with AmB presents a synergistic potential. New experimental in vivo
protocols are needed and will promote a better understanding of (PhSe), antimicrobial activity

and its use as an adjuvant therapy with antifungal agents.
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Table 1: In vitro susceptibility and interactions between diphenyl diselenide [(PhSe),],
fluconazole (FLU) and amphotericin B (AmB) against clinical isolates of Candida glabrata

(Co).

Isolate MIC (ug/mL) MIC combination MIC combination
(PhSe), FLU Amb (PhSe),/FLU  FICI Interaction (PhSe),/AmB  FICI Interaction
Cgl 16.00 200 0.25 0.125/32 16.00 A 0.125/0.125 0.50 Syn
Cg2 4.00 200 0.25 2/0.25 0.62 Ind 0.125/0.031  0.15 Syn
Cg3 4.00 4.00 0.125 4/0.25 1.06 Ind 0.125/0.125 1.03 Ind
Cg4 2.00 4,00 0.06 8/0.25 4.06 A 2/0.03 1.52 Ind
Cg5 64.00 2.00 0.125 0.125/16 8.00 A 0.12/0.06 0.25 Syn
Cgb 1.00 200 0.25 8/0.25 8.12 A 0.125/0.06 0.30 Syn
Cg7 16.00 200 0.25 0.125/32 16.00 Ant 0.125/0.125 0.50 Syn
Cg8 1.00 2.00 0.06 0.125/1 0.62 Ind 0.125/0.06 1.10 Ind
Cg9 2.00 8.00 0.06 0.125/16 2.06 Ind 0.5/0.03 0.07 Syn
Cgl0 2.00 200 0.25 0.125/32 16.00 A 0.125/0.06 0.31 Syn
Cgll 16.00 4,00 0.25 0.125/16 4.00 Ind 0.125/0.125 0.50 Syn
Cgl2 0.50 200 0.25 2/16 8.50 A 0.5/0.03 0.25 Syn
Cgl13 16.00 2.00 0.0 16/32 17.00 A 0.5/0.125 0.28 Syn
Cgl4 4.00 8.00 0.25 1/4 0.75 Ind 0.125/0.25 1.03 Ind
Cgl5 2.00 200 0.25 0.125/16 8.06 A 0.125/0.06 0.31 Syn
Cgl6 16.00 4,00 0.25 8/8 2.50 Ind 0.125/0.06 0.25 Syn
Cgl7 8.00 16.00 0.125 0.125/16 1.01 Ind 0.125/0.03 0.26 Syn
Cgl18 0.25 8.00 0.25 0.5/32 6.00 A 0.125/0.125 1.00 Ind
Cgl19 8.00 16.00 0.25 0.5/16 1.06 Ind 1/0.06 0.37 Syn
Cg20 0.5 4,00 0.25 2/32 12.00 A 0.125/0.06 0.50 Syn
Cg21 8.00 32.00 0.125 0.125/32 1.01 Ind 2/0.03 0.50 Syn
Cg22 4.00 32.00 0.125 2/0.25 0.50 Syn 0.5/0.01 0.25 Syn
Cg23 8.00 4,00 0.25 16/0.25 2.00 Ind 0.125/0.06 0.26 Syn
Cg24 8.00 32.00 0.25 2/0.25 0.25 Syn 0.25/0.03 0.15 Syn
Cg25 8.00 16.00 0.125 16/0.25 2.00 Ind 0.5/0.01 0.18 Syn
Cg26 8.00 32.00 0.125 2/16 0.75 Ind 0.125/0.03 0.26 Syn
Cg27 4.00 16.00 0.125 16/16 5.00 Syn 0.125/0.125 1.03 Ind
Cg28 >64 200 0.25 0.125/16 8.00 A 16/0.03 0.25 Syn
Cg29 32.00 4.00 0.125 0.25/16 4.00 Ind 8/0.01 0.37 Syn
Cg30 4.00 1.00 0.06 0.125/1 1.00 Ind 0.125/0.125 2.11 Ind

A: antagonism; Ind: indifference; Syn: synergism;
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6 DISCUSSAO

As infeccbes fungicas tém muito menor incidéncia do que as infecgdes bacterianas e
virais. Historicamente as micoses mais frequentemente observadas na clinica sdo as
superficiais, cutdneo-mucosas e, em menor nimero, as micoses subcutaneas. Todas elas

podem ser tratadas por antifungicos topicos.

A segunda metade do século XX foi marcada pelo avan¢o das ciéncias médicas onde
os diagnosticos mais precoces e tratamentos mais eficientes para doencgas cronicas como
cancer definiram o que hoje conhecemos como pacientes imunocomprometidos. Neste novo
perfil de paciente as micoses oportunistas manifestam-se com intensa morbidade e
surpreendentes taxas de mortalidade. A pandemia da AIDS intensificou este dramatico

processo.

Este contexto requeria antifungicos sistémicos; até o final dos anos 80 havia apenas
duas opcdes: anfotericina B e cetoconazol, ambos com elevada toxicidade. O lancamento do
fluconazol e itraconazol com indicacGes primarias para fungos leveduriformes e filamentosos,
respectivamente, veio interferir positivamente nas taxas de mortalidade causadas por fungos

oportunistas, sobretudo candidiases e criptococose e aspergilose.

A emergéncia da resisténcia ao fluconazol foi um marco preocupante, o qual foi
intensificado pela comprovacdo da resisténcia cruzada aos demais azolicos ameacando
inutilizar a nova classe de antimicéticos. O voriconazol e o posaconazol sdo as Ultimas armas
que, presume-se, serdo ineficazes diante de muitos fungos resistentes. As equinocandinas
embora restritas a alguns fungos tém, sobretudo, indicacdo as candidiases resistentes. Todavia
a comprovacdo de que espécies como C. parapsilosis e C. guilliermondii tornam-se

resistentes a esta classe, recrudesce a ameacga aos novos antimicaéticos.

A associagdo de farmacos com diferentes mecanismos de acdo pode servir como uma
alternativa para a superagéo da resisténcia antifingica. Farmacos rotineiramente utilizados na
clinica para o tratamento de diversas patologias, assim como outros agentes
guimiosensibilizadores, podem potencializar a atividade de agentes antifingicos
convencionais, reduzindo o tempo de resposta ao tratamento, aumentando o espectro de

atividade, reduzindo a dose, e a toxicidade antifungica. Além disso, pode diminuir o potencial
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dos microrganismos em adquirir resisténcia a determinados antimicrobianos (JOHNSON et
al, 2004).

No presente estudo escolhemos farmacos que j& demonstraram efeito antifingico
(tacrolimus e clorpromazina), agentes antibacterianos tradicionais (sulfametoxazol,
minociclina), novos antibacterianos ainda ndo avaliados em seu potencial de sinergismo
antifungico (linezolida) e uma molécula recentemente sintetizada (disseleneto de difenila) que
tem apresentado atividade frente a alguns fungos (Fusarium, Candida) e oomicetos (Pythium

insidiosum).

A minociclina é um antibacteriano semi-sintético derivado da tetraciclina com
espectro bacteriano e atividade similar. E eficiente frente a bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas e possui baixa toxicidade (SOUZA et al, 2005). Em nosso estudo, a minociclina,
isoladamente, ndo apresentou atividade frente a C. glabrata. No entanto foi demonstrado que
a combinagdo de anfotericina B e minociclina evidenciou alto porcentual de sinergismo.
Oliver et al, (2008) encontraram interacGes sinérgicas entre anfotericina B e tetraciclina frente
a C. albicans, o que foi confirmado também frente a C. glabrata quando associada a
minociclina com anfotericina B. Naquele mesmo estudo, C. albicans foi evidenciado redugéo
no conteddo total de ergosterol apds exposicdo a tetraciclina. Além disso, ja foi demonstrado
que o efeito da tetraciclina esta também associado a perda de funcdo mitocondrial em
leveduras. (CHOPRA & ROBERTS, 2001). Sendo assim, a melhor acdo da anfotericina B
combinada a minociclina frente a C. glabrata pode também ser devido a redu¢do no contetido
de ergosterol e perda de fungdo mitocondrial de C. glabrata.

Shi et al (2010) compararam a atividade de minociclina e da combinagdo desta com
fluconazol frente a isolados clinicos e biofilmes de C. albicans sensiveis e resistentes ao
fluconazol. Assim como aqui demonstrado para C. glabrata, a minociclina também néo
demonstrou atividade frente a C. albicans. Quando, porém, associada ao fluconazol a
minociclina demonstrou interacdes sinérgicas para os isolados resistentes e indiferenca para
0s sensiveis. Esse efeito foi atribuido a desregulacdo no balanco dos ions calcio na célula
fangica. Em biofilmes, a atividade do fluconazol gerou pequena zona de inibicéo; todavia, na
associacdo com minociclina seu efeito foi aumentado, mostrando-se maior penetragéo do

fluconazol nos biofilmes de C. albicans.

Linezolida € um antibacteriano pertencente a classe das oxazolidinonas, produzido de

forma totalmente sintética, com excelente atividade frente a cocos Gram-positivos. Exerce sua
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atividade inibindo a sintese proteica (DIEKEMA & JONES, 2000). Em nosso estudo, quando
testada isoladamente linezolida ndo apresentou efeito frente a C. glabrata, todavia associada a
antifingicos azolicos mostrou altos porcentuais de sinergismo. Esta combinacdo merece
atencdo por ter demonstrado uma importante atividade frente a C. glabrata FR. Nao ha
registros de estudos prévios avaliando a atividade de linezolida frente a Candida spp. A
porcentagem de sinergismos na combinacéo linezolida+azolicos frente aos isolados FS deve
ser enfatizada, reforcando a interacdo satisfatoria quando usada em associacdo aos

antifangicos azolicos.

As sulfonamidas, como o sulfametoxazol, tém efeito bacteriostatico e inibem a sintese
do &cido para-aminobenzéico (PABA). Associado ao trimetoprim exibe efeitos sinérgicos
porque agem em diferentes etapas da sintese do &cido félico. Esta associa¢do além de usada
no tratamento de infec¢Bes bacterianas é também utilizada com sucesso no tratamento da
paracoccidioidomicose (SHIKANIA-YASUDA et al, 2006; STEVENS & VO, 1982).
Shikania —Yasuda et al (2002) reportaram que a combinac¢do cetoconazol+sulfametoxazol foi
sinérgica frente a C. albicans. Ainda, Zarrin et al (2009) reportaram efeito sinérgico de
sulfametoxazol associado ao miconazol frente a Candida sp. Embora os estudos acima citados
indiguem uma possivel acdo do sulfametoxazol frente a Candida sp e Paracoccidiodes sp,
estes resultados foram mais modestos frente a C. glabrata. Frente aos dois grupos FS e FR, as
interagcBes de sulfametoxazol+azolicos e sulfametoxazol+ anfotericina B foram indiferentes

para a maior parte dos isolados.

A clorpromazina é um antipsicotico, pertencente a classe das fenotiazinas. Além de
seus efeitos no sistema nervoso central, a clorpromazina age modificando membranas
celulares e também no metabolismo dos nucleotideos causando intercalacdo do DNA (LEVIN
& WEISS, 1979; KANTESARIA & MARFEY, 1975). Alguns destes efeitos decorrem da
ligacdo da clorpromazina a calmodulina, uma proteina que regula muitos processos celulares
essenciais ao crescimento fungico (JOSEPH & MEANS, 2002). Estudos previos reportam que
a clorpromazina tem atividade frente a bactérias (AMARAL et al, 2000) e fungos como
Candida (WOOD et al, 1985; EILAM et al, 1987), Aspergillus e zigomicetos (VITALE et al,
2007). A clorpromazina age como um potente modulador de transportadores multidrogas na
célula fangica, como ja foi demonstrado em Sacharomyces cerevisae (KOLACZKOWSKI et
al, 2003); por conseguinte, seu uso associado a antifungicos pode reduzir a multirresisténcia
antifungica. Em nosso estudo, a clorpromazina associada a anfotericina B mostrou 40% de

sinergismo para o0 grupo FR, o que corrobora os estudos que sustentam de que a
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clorpromazina pode interferir no metabolismo fangico, permitindo uma melhor agdo da

anfotericina B.

O tacrolimus é um dos mais eficientes agentes imunossupressores e muito utilizado na
prevencdo da rejeicdo de transplantes (ONYEWU et al, 2003). Este composto inibe a
calcineurina, uma proteina fosfatase envolvida na ativacdo de linfécitos responsaveis pela
sintese de citocinas, como interleucina-2 e, primariamente, auxilia na regulagdo do NFAT
(fator nuclear de ativacdo de células T). A calcineurina é ativada pelo aumento de célcio
citoplasmatico e sua inibicdo, por imunossupressores, bloqueia a ativacdo dos linfocitos T, 0
que é critico para a resposta imune (BAKSH & BURAKOFF, 2000).

A calcineurina age na fisiologia fangica, incluindo a regulacéo da progressao do ciclo
celular, na homeostase de cations, na biossintese da parede celular, na resisténcia antifingica
e na viruléncia (BLANKENSHIP & HEITMAN, 2005). Os imunossupressores inibem a
funcdo da calcineurina em muitas espécies fungicas, incluindo C. albicans, Cryptococcus
neoformans e Aspergillus fumigatus, afetando funcdes essenciais na célula fangica (BADER
et al, 2003). Os antiflngicos azolicos estimulam o influxo de célcio e isso ativa a via de
sinalizacdo do calcio que é essencial para a sobrevivéncia das leveduras. Em C. albicans a
inibicdo da calcineurina resulta em um aumento da suscetibilidade aos antifingicos azolicos,
devido aos altos niveis de estresse causado pelo influxo de ions calcio e sédio na célula
fangica (BLANKENSHIP & HEITMAN, 2005). Em C. glabrata a combina¢do de azdlicos
com tacrolimus evidenciou sinergismo frente aos isolados sensiveis e resistentes ao
fluconazol. Alguns estudos previamente realizados ja haviam demonstrado a boa interacdo de
tacrolimus com antifangicos frente a Candida. Onyewu et al (2003) demonstraram efeito
sinérgico na combinacdo de terbinafina e tacrolimus frente a C. glabrata; também Sun et al
(2008) demonstraram que a atividade de agentes antifingicos azolicos pode ser aumentada
pelo tacrolimus em C. albicans. Cruz et al (2002) propuseram que o tacrolimus e a
ciclosporina podem ser sinérgicos na combinacdo com azolicos para o tratamento de
infeccBes invasivas por Candida sp. Esta proposigdo estad de acordo com os resultados do
presente estudo, pois a inibi¢do da calcineurina pode funcionar como um adjuvante junto aos
antifingicos azélicos no tratamento de infec¢Ges invasivas causadas por C. glabrata, em

destaque para isolados resistentes ao fluconazol.

As propriedades farmacologicas e toxicologicas do disseleneto de difenila (PhSe), tém
sido demonstradas em varios modelos bioldgicos, (NOGUEIRA et al, 2010; NOGUEIRA et
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al, 2011) e, muitas das propriedades farmacoldgicas estdo associadas com a atividade
antioxidante do (PhSe),, através da interacdo com a reducdo de grupos tidis. In vitro, (PhSe),
mostrou atividade antifangica contra leveduras e fungos filamentosos, (BILLACK et al, 2009;
LORETO et al, 2011; ROSSETI et al, 2010) e a atividade antimicrobiana contra 0 oomiceto
Pythium insidiosum (LORETO et al, 2012). In vivo, observou-se que a administracdo
subcutanea ou oral de (PhSe), ndo tiveram efeitos toxicos letais agudos em roedores
(NOGUEIRA et al, 2011; MEOTTI et al, 2003; WILHELM et al, 2009). No presente estudo,
a atividade antifingica, in vitro, do (PhSe), contra C. glabrata e potencial para gerar
combinac@es sinérgicas quando o (PhSe), esta associado com fluconazol e anfotericina B foi
estabelecida.

Apesar de anfotericina B ser recomendada para terapia priméaria em infeccdes graves
por C. glabrata, geralmente pode ser necessarias doses mais elevadas de anfotericina B para o
tratamento eficaz (KRCMERY & BARNES, 2002). Foi previamente evidenciado que C.
glabrata fluconazol-resistente requer concentracdes mais elevadas de anfotericina B para ser
inibida (MARIO et al, 2012). Outrossim, uma elevada percentagem de isolados de C.
glabrata evidenciam resisténcia primaria ao fluconazol, ao mesmo tempo em que outra
desenvolve resisténcia ap0s tratamento com este azolico (SELLAMI ET AL, 2011;
BENNETT et al, 2004). Os triazbis voriconazol, ravuconazol e posaconazol, tém demonstrado
maior atividade contra Candida spp resistente ao fluconazol. Assim, o voriconazol tem sido
proposto como uma alternativa terapéutica para infecgfes por C. glabrata com cepas
resistentes ao fluconazol (JOHNSON & KAUFFMAN, 2003; MARCOS-ARIAS et al 2012).
No entanto, o fendbmeno de resisténcia cruzada entre os azdis esta bem estabelecido
(PFALLER et al, 2007; CROSS et al, 2000), a qual foi confirmada com as mesmas amostras

utilizadas no presente estudo.

Neste cenario, & importante investigar o mecanismo pelo qual os agentes
guimiosensibilizantes interagem com agentes patogénicos de tal modo a se tornarem mais
suscetiveis aos antifungicos. Este sinergismo pode resultar em menores doses eficazes de

agentes antifungicos, podendo se constituir em importante alternativa de tratamento.

Os estudos in vitro s@o preliminares, todavia, demonstram o comportamento de duas
drogas que quando combinadas e interagindo sinergisticamente permitem a elaboracdo de
novas hipoteses de tratamento. Os resultados do presente estudo apontam algumas

combinag0es candidatas a serem avaliadas em modelos experimentais in vivo.
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7 CONCLUSOES

A avaliacdo da suscetibilidade de C. glabrata aos antifngicos isolados e combinados
com agentes ndo-antifangicos permitiu verificar que:

- 0s isolados resistentes ao fluconazol evidenciaram CIMs mais elevadas aos demais
azolicos, confirmando-se resisténcia cruzada;

- a suscetibilidade a anfotericina B ndo foi afetada pela resisténcia aos azolicos;

- as combinacBes de azodlicos com tacrolimus ou com linezolida evidenciaram 0s
maiores percentuais de sinergismo, sobretudo frente ao grupo fluconazol-resistente.

- entre as combinagdes com anfotericina B minociclina, clorpromazina e disseleneto
de difenila apresentaram elevados percentuais de sinergismo.

- as combinacgBes de azblicos com minociclina e sulfametoxazol, assim como as
combinagbes de anfotericina com linezolida e sulfametoxazol, e ainda a combinagdo de
fluconazol com disseleneto de difenila ndo modificaram o perfil de suscetibilidade de C.
glabrata a estes antifingicos;

- as combinacgdes dos azolicos com a clorpormazina tiveram elevados porcentuais de
antagonismo, assim essas associacdes ndo sdo recomendadas no tratamento de infec¢bes por
C. glabrata.

As combinacBes com elevadas taxas de sinergismo surgem como potenciais
alternativas terapéuticas no tratamento de infeccdes por C. glabrata a serem estudadas in vivo
que, podem melhorar a acdo e consequentemente reduzir a resisténcia frente aos antifingicos.
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