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 Candida spp é o mais frequente agente etiológico de infecções fúngicas oportunistas. 

Candida albicans é a espécie mais isolada nas candidíases, no entanto espécies de Candida 

não-albicans têm emergido de forma crescente nas unidades hospitalares em que o uso de 

azólicos de forma profilática ou terapêutica é frequente. C. glabrata é uma das espécies mais 

relevantes neste cenário, causando infecções com alta morbidade e mortalidade, devido às 

altas taxas de resistência frente aos antifúngicos azólicos, em especial ao fluconazol, e a 

reduzida sensibilidade a anfotericina B e equinocandinas. A marcante resistência desta 

espécie aos antifúngicos impõe a busca por novas possibilidades terapêuticas. Uma alternativa 

é a combinação entre fármacos com distintos mecanismos de ação. Este estudo objetivou 

avaliar a suscetibilidade in vitro de C. glabrata a antifúngicos convencionais (anfotericina B, 

fluconazol, cetoconazol, itraconazol e voriconazol) e associações destes, com fármacos e 

compostos não-antifúngicos (clorpromazina, linezolida, minociclina, sulfametoxazol, 

tacrolimus e disseleneto de difenila). Foram avaliados dois grupos de isolados clínicos de C. 

glabrata. O primeiro grupo composto de isolados sensíveis ao fluconazol (FS) (n=30) e o 

segundo, derivado do primeiro, isolados clínicos resistentes ao fluconazol (FR) (n=30). Com 

base no protocolo M27-A3 (CLSI, 2008), pelo método de checkerboard. Isoladamente, as 

CIMs (Concentrações Inibitórias Mínimas) para o fluconazol variaram de 0,25 - ≥64,00 

µg/mL (FS) e 64,00 - 256,00 µg/mL (FR); para anfotericina B variaram de 0,06 - 0,50 µg/mL 

(FS) e 0,03 - 0,50 µg/mL (FR); para o itraconazol 0,50 - 8,00 µg/mL (FS) e 1,00 - 16,00 

µg/mL (FR); para cetoconazol 0,13 - 2,00 µg/mL (FS) e 0,50 - 16,00 µg/mL (FR); para 

voriconazol 0,13 - 4,00 µg/mL (FS) e 1.00 - 16.00 µg/mL (FR). As combinações de 

tacrolimus com azólicos apresentaram consideráveis 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 azólicos apresentou altas taxas de antagonismo para o grupo resistente, 



76,67%, 70% e 80% para cetoconazol, itraconazol e voriconazol, respectivamente; para o 

grupo sensível as combinações com clorpromazina tiveram maiores taxas de indiferença. 

Interações sinérgicas (76,66%) e indiferentes (23,34%) foram observadas na combinação de 

anfotericina B e disseleneto de difenila para o grupo sensível. A combinação de disseleneto de 

difenila com fluconazol apresentou indiferença (50%) e antagonismo (40%) para o grupo 

sensível, 10% dos isolados apresentaram sinergismo. Sulfametoxazol apresentou um maior 

porcentual de interações indiferentes, associado a todos os antifúngicos 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 associação com voriconazol, 86,66% 

(FS), 80% (FR) associado à anfotericina B. As associações de maior relevância merecem 

avaliação in vivo, a fim de verificar o potencial das mesmas no tratamento de infecções por 

Candida glabrata. 
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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 µg/mL (FS) and 64.00 to 256.00 

µg/mL (FR);  for amphotericin B ranged from 0.06 to 0.50 µg/mL (FS) and 0.03 to 0.50 µg/ 

mL (FR); for itraconazole 0.50 to 8.00 µg/ mL (FS) and 1.00 to 16.00 µg/mL (FR); for 

ketoconazole  0.13 to 2.00 µg/mL (FS) and 0.50 to 16.00 µg/mL (FR); for voriconazole 0.13 

to 4.00 µg/mL (FS) and 1.00 to 16.00 µg/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. 



LISTA DE TABELAS 

 

1. Tabela I: Suscetibilidade (g/mL) dos isolados de Candida glabrata sensíveis ao 

fluconazol e Candida glabrata resistentes ao fluconazol frente a anfotericina B 

(AmB), cetoconazol (CTZ), itraconazol (ITZ) e voriconazol (VRC) e fluconazol 

(FLU) isoladamente. 

2. Tabela II: Concentrações Inibitórias Mínimas (CIM) de cetoconazol combinado com 

tacrolimus em isolados de Candida glabrata sensíveis e resistentes ao fluconazol. 

 

3. Tabela III: Concentrações Inibitórias Mínimas (CIM) de itraconazol combinado com 

tacrolimus em isolados de Candida glabrata sensíveis e resistentes ao fluconazol. 

 

4. Tabela IV: Concentrações Inibitórias Mínimas (CIM) de voriconazol combinado com 

tacrolimus em isolados de Candida glabrata sensíveis e resistentes ao fluconazol. 

 

5. Tabela V: Concentrações Inibitórias Mínimas (CIM) de anfotericina B combinada 

com tacrolimus em isolados de Candida glabrata sensíveis e resistentes ao fluconazol. 

 

6. Tabela VI: Concentrações Inibitórias Mínimas (CIM) de cetoconazol combinado com 

linezolida em isolados de Candida glabrata sensíveis e resistentes ao fluconazol. 

 

7. Tabela VII: Concentrações Inibitórias Mínimas (CIM) de itraconazol combinado com 

linezolida em isolados de Candida glabrata sensíveis e resistentes ao fluconazol. 

 

8. Tabela VIII: Concentrações Inibitórias Mínimas (CIM) de voriconazol combinado 

com linezolida em isolados de Candida glabrata sensíveis e resistentes ao fluconazol. 

 

9. Tabela IX: Concentrações Inibitórias Mínimas (CIM) de anfotericina B combinada 

com linezolida em isolados de Candida glabrata sensíveis e resistentes ao fluconazol. 

 

10. Tabela X: Concentrações Inibitórias Mínimas (CIM) de cetoconazol combinado com 

minociclina em isolados de Candida glabrata sensíveis e resistentes ao fluconazol. 

 

11. Tabela XI: Concentrações Inibitórias Mínimas (CIM) de itraconazol combinado com 

minociclina em isolados de Candida glabrata sensíveis e resistentes ao fluconazol. 

 

12. Tabela XII: Concentrações Inibitórias Mínimas (CIM) de voriconazol combinado com 

minociclina em isolados de Candida glabrata sensíveis e resistentes ao fluconazol. 

 

13. Tabela XIII: Concentrações Inibitórias Mínimas (CIM) de anfotericina B combinada 

com minociclina em isolados de Candida glabrata sensíveis e resistentes ao 

fluconazol. 

 



14. Tabela XIV: Concentrações Inibitórias Mínimas (CIM) de cetoconazol combinado 

com sulfametoxazol em isolados de Candida glabrata sensíveis e resistentes ao 

fluconazol. 

 

15. Tabela XV: Concentrações Inibitórias Mínimas (CIM) de itraconazol combinado com 

sulfametoxazol em isolados de Candida glabrata sensíveis e resistentes ao fluconazol. 

 

16. Tabela XVI: Concentrações Inibitórias Mínimas (CIM) de voriconazol combinado 

com sulfametoxazol em isolados de Candida glabrata sensíveis e resistentes ao 

fluconazol. 

 

17. Tabela XVII: Concentrações Inibitórias Mínimas (CIM) de anfotericina B combinada 

com sulfametoxazol em isolados de Candida glabrata sensíveis e resistentes ao 

fluconazol. 

 

18. Tabela XVIII: Concentrações Inibitórias Mínimas (CIM) de cetoconazol combinado 

com clorpromazina em isolados de Candida glabrata sensíveis e resistentes ao 

fluconazol. 

 

19. Tabela XIX: Concentrações Inibitórias Mínimas (CIM) de itraconazol combinado com 

clorpromazina em isolados de Candida glabrata sensíveis e resistentes ao fluconazol. 

 

20. Tabela XX: Concentrações Inibitórias Mínimas (CIM) de voriconazol combinado com 

clorpromazina em isolados de Candida glabrata sensíveis e resistentes ao fluconazol. 

 

21. Tabela XXI: Concentrações Inibitórias Mínimas (CIM) de anfotericina B combinada 

com clorpromazina em isolados de Candida glabrata sensíveis e resistentes ao 

fluconazol. 

 

22. Tabela XXII: Interações resultantes da combinação de cetoconazol (CTZ) e tacrolimus 

(TAC) frente aos isolados de Candida glabrata sensíveis e resistentes ao fluconazol. 

 

23. Tabela XXIII: Interações resultantes da combinação de itraconazol (ITZ) e tacrolimus 

(TAC) frente aos isolados de Candida glabrata sensíveis e resistentes ao fluconazol. 

 

24. Tabela XXIV: Interações resultantes da combinação de voriconazol (VRC) e 

tacrolimus (TAC) frente aos isolados de Candida glabrata sensíveis e resistentes ao 

fluconazol. 

 

25. Tabela XXV: Interações resultantes da combinação de anfotericina B (AmB) e 

tacrolimus (TAC) frente aos isolados de Candida glabrata sensíveis e resistentes ao 

fluconazol. 

 

26. Tabela XXVI: Interações resultantes da combinação de cetoconazol (CTZ) e 

linezolida (LIN) frente aos isolados de Candida glabrata sensíveis e resistentes ao 

fluconazol. 



 

27. Tabela XXVII: Interações resultantes da combinação de itraconazol (ITZ) e linezolida 

(LIN) frente aos isolados de Candida glabrata sensíveis e resistentes ao fluconazol. 

 

28. Tabela XXVIII: Interações resultantes da combinação de voriconazol (VRC) e 

linezolida (LIN) frente aos isolados de Candida glabrata sensíveis e resistentes ao 

fluconazol. 

 

29. Tabela XXIX: Interações resultantes da combinação de anfotericina B (AmB) e 

linezolida (LIN) frente aos isolados de Candida glabrata sensíveis e resistentes ao 

fluconazol. 

 

30. Tabela XXX: Interações resultantes da combinação de cetoconazol (CTZ) e 

minociclina (MIN) frente aos isolados de Candida glabrata sensíveis e resistentes ao 

fluconazol. 

 

31. Tabela XXXI: Interações resultantes da combinação de itraconazol (ITZ) e 

minociclina (MIN) frente aos isolados de Candida glabrata sensíveis e resistentes ao 

fluconazol. 

 

32. Tabela XXXII: Interações resultantes da combinação de voriconazol (VRC) e 

minociclina (MIN) frente aos isolados de Candida glabrata sensíveis e resistentes ao 

fluconazol. 

 

33. Tabela XXXIII: Interações resultantes da combinação de anfotericina (AmB) e 

minociclina (MIN) frente aos isolados de Candida glabrata sensíveis e resistentes ao 

fluconazol. 

 

34. Tabela XXXIV: Interações resultantes da combinação de cetoconazol (CTZ) e 

sulfametoxazol (SUL) frente aos isolados de Candida glabrata sensíveis e resistentes 

ao fluconazol. 

 

35. Tabela XXXV: Interações resultantes da combinação de itraconazol (ITZ) e 

sulfametoxazol (SUL) frente aos isolados de Candida glabrata sensíveis e resistentes 

ao fluconazol. 

 

36. Tabela XXXVI: Interações resultantes da combinação de voriconazol (VRC) e 

sulfametoxazol (SUL) frente aos isolados de Candida glabrata sensíveis e resistentes 

ao fluconazol. 

 

37. Tabela XXXVII: Interações resultantes da combinação de anfotericina B (AmB) e 

sulfametoxazol (SUL) frente aos isolados de Candida glabrata sensíveis e resistentes 

ao fluconazol. 

 



38. Tabela XXXVIII: Interações resultantes da combinação de cetoconazol (CTZ) e 

clorpromazina (CLO) frente aos isolados de Candida glabrata sensíveis e resistentes 

ao fluconazol. 

 

39. Tabela XXXIX: Interações resultantes da combinação de itraconazol (ITZ) e 

clorpromazina (CLO) frente aos isolados de Candida glabrata sensíveis e resistentes 

ao fluconazol. 

 

40. Tabela XL: Interações resultantes da combinação de voriconazol (VRC) e 

clorpromazina (CLO) frente aos isolados de Candida glabrata sensíveis e resistentes 

ao fluconazol. 

 

41. Tabela XLI: Interações resultantes da combinação de anfotericina B (AmB) e 

clorpromazina (CLO) frente aos isolados de Candida glabrata sensíveis e resistentes 

ao fluconazol. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



SUMÁRIO 

 

 

INTRODUÇÃO................................................................................................................... 17 

REVISÃO BIBLIOGRÁFICA.......................................................................................... 19 

O gênero Candida................................................................................................................ 19 

Candidíases.......................................................................................................................... 20 

Candida glabrata.................................................................................................................. 21 

Agentes Antifúngicos.......................................................................................................... 27 

Agentes não-antifúngicos e associações............................................................................. 32 

OBJETIVOS........................................................................................................................ 35 

Objetivo geral....................................................................................................................... 35 

Objetivos específicos............................................................................................................ 35 

ARTIGO I – SYNERGISTIC EFFECTS OF TACROLIMUS AND AZOLE   

ANTIFUNGAL IN Candida glabrata ISOLATES……………………………………… 38 

Abstract................................................................................................................................ 38 

Introduction......................................................................................................................... 39 

Material and Methods......................................................................................................... 40 

Results................................................................................................................................... 41 

Discussion............................................................................................................................. 41 

References............................................................................................................................ 45 

Tables.................................................................................................................................... 48 

ARTIGO II – EFFECTS OF ANTIMYCOTICS ALONE AND IN COMBINATION   

WITH NON-ANTIFUNGAL AGENTS AGAINST Candida glabrata STRAINS   

SUSCEPITIBLE OR RESISTANT TO FLUCONAZOLE…………………………..  49 

Abstract................................................................................................................................ 50 

Introduction......................................................................................................................... 51 

Material and Methods......................................................................................................... 52 

Results................................................................................................................................... 53 

Discussion............................................................................................................................. 55 

Conclusion............................................................................................................................ 58 

References............................................................................................................................ 59 

Tables.................................................................................................................................... 63 

ARTIGO III - ANTIFUNGAL ACTIVITIES OF DIPHENYL DISELENIDE  

ALONE AND IN COMBINATION WITH FLUCONAZOLE OR   

AMPHOTERICIN B AGAINST FLUCONAZOLE-RESISTANT AND   

FLUCONAZOLE-SUSCEPTIBLE Candida glabrata…………………………………. 65 

Abstract................................................................................................................................ 66 

Introduction......................................................................................................................... 67 

Material and Methods......................................................................................................... 68 

Results................................................................................................................................... 69 

Discussion............................................................................................................................. 69 

References............................................................................................................................ 72 

Table..................................................................................................................................... 76 

DISCUSSÃO……………………………………………………………………………… 77 

CONCLUSÕES......................……………………………………………………………. 82 

REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS………………………………………………...... 83 

LISTA DE TABELAS......................................................................................................... 100 

 



17 
 

1 INTRODUÇÃO 

 

As infecções fúngicas têm emergido ao longo dos anos como uma das principais 

causas de doenças humanas, especialmente entre pacientes imunocomprometidos, 

hospitalizados e com doenças 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 etiológico 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 gênero Candida comporta em torno de 200 espécies e a C. albicans é a espécie mais 

comum associada às candidíases. Todavia, nos últimos anos vem aumentando o número de 

candidíases causadas por espécies de Candida não-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 países como 2° ou 3º agente mais 

isolado em episódios de candidíase (PFALLER & DIEKEMA, 2007; PERLROTH et al, 2007; 

SANDVEN et al, 2000). A incidência 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 impõe como a 2° espécie mais envolvida em 

candidíases, 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 compensação, tal percentual corresponde a 0,12 casos/1000. 

Assim, os percentuais brasileiros são mais baixos que na América do Norte e Europa, em 

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

 C. glabrata se caracteriza por evidenciar intrinsecamente menor sensibilidade frente 

ao fluconazol, sendo primariamente menos sensível a este azólico e também evidenciando a 

capacidade de tornar-se mais rapidamente resistente ao fluconazol e, cruzadamente aos 

demais antifúngicos azólicos 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 possível alternativa no 

tratamento de candidíase, sobretudo em isolados de Candida glabrata fluconazol-resistente, 

porém já têm sido detectados perfis de resistência, o que ameaça este perfil favorável de 

sensibilidade (THOMPSON et al, 2008; KATIYAR et al, 2006; NIIMI et al, 2012; GARCIA-

EFFROM et al, 2009). 

 Em resposta às falhas da terapêutica antifúngica, vários autores têm buscado 

estratégias que garantam o sucesso da atividade antifúngica. Entre estas estratégias a 

combinação de fármacos tem merecido atenção (MUKHERJEE et al, 2005). Os fármacos 

não-antifúngicos, muitas vezes, não evidenciam ação intrínseca sobre a célula fúngica, no 

entanto,  podem interferir em alguns mecanismos celulares permitindo uma maior penetração 

e ação do antifúngico. Neste contexto, ressalta-se a importância de analisar as interações entre 

agentes antifúngicos convencionais e agentes não-antifúngicos frente a fungos de difícil 

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

 

2.1 O gênero Candida 

 

 O gênero Candida pertence ao filo Ascomycota, classe Hemiaslomycetes, ordem 

Saccharomycetales e família Candidaceae (fase anamórfica de Saccharomycetales) 

(CALDERONE, 2002). Este gênero inclui mais de 200 espécies, das quais aproximadamente 

10% são consideradas agentes etiológicos de candidíases (CHAVES et al, 2003).  

 As espécies deste gênero tem distribuição ubíqua na natureza e fazem parte da 

microbiota normal humana, sendo encontradas frequentemente como saprófitas na pele, 

orofaringe, mucosa vaginal, trato gastrointestinal e genitourinário, em indivíduos saudáveis 

(LACAZ, 2002; BARBEDO & SGARBI, 2010). Passam da forma comensal para a forma 

patogênica quando ocorrem alterações na imunidade do hospedeiro. Os principais fatores 

predisponentes a infecção por Candida relacionados a defeitos na imunidade são decorrentes 

de mudanças fisiológicas características da infância, envelhecimento, ou ainda mais 

frequentes, doenças degenerativas, neoplásicas, imunodeficiências congênita ou adquirida, 

como pacientes portadores do vírus HIV (PFALLER & DIEKEMA, 2007; COLOMBO et al, 

2006). Alguns fatores que também contribuem para a infecção por Candida é o rompimento 

de barreiras mucocutâneas, disfunção dos neutrófilos, desordem metabólica, transplantes, e 

quimioterapia. O aumento no número de pacientes imunocomprometidos tem aumentado de 

forma expressiva a prevalência e gravidade das infecções fúngicas por microrganismos 

oportunistas, em especial candidíase oral e sistêmica (BALKIS et al, 2002; BODEY  et al, 

2002; TRICK et al, 2002; PFALLER & DIEKEMA, 2007; COLOMBO et al, 2006). 

 Os fungos do gênero Candida constituem-se em leveduras unicelulares, Gram-

positivas, e apresentam-se como células globosas ou ovaladas com diâmetro de 3 a 6 µm, que 

podem formar brotamentos e pseudohifas. Em Ágar Sabouraud Dextrose, elas se apresentam 

na cor branco-amarelada, de aspecto cremoso, lisas brilhantes ou secas, ou rugosas e sem 

brilho, apresentando crescimento rápido a 37ºC (LACAZ et al, 2002). 

 As técnicas convencionais para o diagnóstico e diferenciação das espécies de Candida 

baseiam-se na micromorfologia, como a presença de blastoconídios no exame direto, e em 

provas bioquímicas, como a assimilação (auxanograma) e a fermentação (zimograma) de 

fontes de carbono e nitrogênio. Dentre os testes bioquímicos, os sistemas manuais mais 

utilizados são API 20 AUX
®
 e o ID 32C

®
 e os automatizados são o Vitek

®
 e o Microscan

®
. 
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Entre os meios de isolamento cromogênicos destaca-se o CHROMagarCandida 
TM

 que é 

capaz de diferenciar as espécies de Candida e também verificar a ocorrência de espécies 

múltiplas (ELLEPOLLA & MORRISON, 2005). 

 A identificação de C. glabrata pode ser realizada por métodos microbiológicos e 

bioquímicos, e também mais recentemente por métodos imunológicos e moleculares. No 

CHROMagarCandida 
TM

 a C. glabrata apresenta coloração púrpura. Outra característica é 

assimilar somente os açúcares trealose e glicose, diferentemente de outras espécies que 

assimilam a maioria dos açúcares (BAUMGARTNER et al, 1996; BOUCHARA et al, 1996).  

Um dos métodos moleculares mais utilizados, baseado em amplificação do DNA é a PCR 

(polymerase chain reaction) que permite a identificação de leveduras patogênicas diretamente 

de amostras teciduais. Baseia-se na amplificação de regiões específicas do DNA 

cromossômico (ITS1 e ITS2 – região espaçadora transcrita interna, entre 5.8S-18S e 18S-28S 

rRNA, respectivamente; gene 18S, gene TOPII topoisomerase-II) e hibridização do amplicons 

com sondas de DNA conhecidos, derivados de patógenos mais freqüentes 

(WAHYUNINGSIH et al, 2000; MASSONET et al, 2004; LIGORI et al, 2007). 

 As técnicas moleculares mais utilizadas para identificação das diferentes espécies de 

Candida e também diferenciação entre cepas da mesma espécie baseiam-se na análise do 

DNA cromossômico (CHEN et al, 2002). Diversas técnicas moleculares são utilizadas 

atualmente na identificação de espécies de Candida, entre elas a Single-strand 

Conformational Polymorphism (SSCP) que consiste em uma eletroforese de alta resolução 

baseada na diferença de migração de fragmentos de DNA de fita simples amplificados por 

PCR; Multilocus Enzyme Electrophoresis (MLEE) que envolve amplificação 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 posições constantes dentro de um sítio; Random 

Amplification of Polymorphic DNA (RAPD) que consiste em uma PCR feita com um só 

primer amplificando fragmentos de DNA de forma aleatória (CHEN et al, 2002; BORIOLLO 

et al, 2006). 

 

2.2 Candidíases 

As infecções por Candida spp podem se manifestar de forma branda ou grave, aguda 

ou crônica, superficial ou profunda. As formas clínicas se dividem em cutâneo-mucosas, 

sistêmicas e alérgicas. Na candidíase mucosa os tecidos mais afetados são os do trato 
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digestório e genitálias; na forma cutânea as áreas intertriginosas como dobras da pele, virilha 

e axilas, ainda, áreas interdigitais de pés e mãos e as unhas são frequentemente afetados. A 

forma alérgica se manifesta de diversas maneiras, se observando lesões vesiculosas ou 

eczematóides. As formas sistêmicas são infecções graves como sepse, meningite, endocardite, 

pneumonias e lesão ulcerativa do esôfago (LACAZ et al, 2002). 

 A incidência de candidíase oral teve substancial aumento durante as últimas décadas 

devido ao crescimento de pacientes imunocomprometidos, em particular em indivíduos 

portadores do HIV (66%). Considera-se que os indivíduos portadores do vírus HIV sofrerão 

pelo menos um episódio de candidíase orofaríngea ao longo da progressão da doença. A 

candidíase oral é a porta de entrada para complicações das candidíases do tipo orofaringeanas, 

esofágicas, laringeanas e sistêmicas (SÁNCHEZ-VARGAS et al, 2002). Além disso, tem-se 

observado uma tendência ao aumento no número de infecções orais relacionadas com as 

espécies não-albicans como C. glabrata, C. krusei e C. tropicalis (PFALLER & DIEKEMA, 

2007; MANZANO-GAYOSSO et al, 2008). 

A candidíase vulvovaginal afeta um número significativo de mulheres em idade fértil, 

cerca de 75% das mulheres apresentarão, pelo menos, um episódio de candidíase 

vulvovaginal durante a vida. Esta infecção é considerada recorrente quando, pelo menos 

quatro episódios específicos ou três episódios não relacionados à antibióticoterapia ocorrem 

durante um ano. (BIGGS et al, 2007; WORKOWSKI et al, 2006). C. glabrata é a segunda 

espécie mais frequente em candidíases vulvovaginais, acometendo cerca de 15% das 

pacientes infectadas (ZIARRUSTA, 2002). 

A candidemia é observada, em particular, em pacientes hospitalizados submetidos a 

terapias antimicrobianas por um longo período de tempo, a procedimentos invasivos ou 

terapia imunosupressiva (SIDRIM & ROCHA, 2004). Em hospitais terciários as infecções por 

Candida sp respondem por cerca de 80%  das infecções fúngicas e, devido a alta frequência 

com que colonizam e infectam o hospedeiro humano, têm grande importância no cenário 

hospitalar. Representam importante desafio aos clínicos devido às dificuldades diagnósticas e 

terapêuticas, além do alto custo do tratamento e altas taxas de mortalidade (COLOMBO et al, 

2003; COLOMBO et al, 2006). 

 

 

 



22 
 

2.3 Candida glabrata 

 

 Candida glabrata foi inicialmente classificada como Cryptcoccus glabratus (1917) e 

posteriormente reclassificada em Torulopsis glabrata (1938), devido a seus blastoconídios 

não produzirem pseudohifas. No entanto, mais tarde foi observado que ela é capaz de formar 

pseudohifas em ágar contendo baixa concentração de amônia, porém, esta característica não 

foi considerada como um fator de confiança para diferenciar o gênero Torulopsis, então ela 

foi novamente reclassificada no gênero Candida (CSANK & HAYNES, 2000). 

C. glabrata era considerada, historicamente, uma levedura saprófita, não patogênica, 

da microbiota normal de indivíduos saudáveis, raramente causando infecções em humanos 

(HALEY, 1961). Todavia com o aumento do uso de terapias imunossupressivas e 

antimicóticos de amplo espectro a frequência de infecções por C. glabrata aumentou 

significativamente.  É uma das mais importante espécies de Candida não-albicans. Possui 

capacidade de adquirir e expressar mutações de resistência a várias classes de antifúngicos 

(PFALLER et al, 2012). 

Raramente, esta espécie é a responsável por colonização e infecção em crianças ou 

neonatos, aumentando consideravelmente com a idade. Ocorre com maior frequência em 

pacientes idosos. Têm ocorrido em hospitais com maior número de pacientes leucêmicos ou 

que fizeram transplante de medula óssea e receberam tratamento prévio com fluconazol 

(BODEY et al, 2002). 

Ao contrário de outras espécies de Candida, C. glabrata não apresenta dimorfismo, 

assim, são encontrados somente blastoconídios tanto na forma comensal quanto na forma 

patogênica (HITCHCOCK et al, 1993; FIDEL et al, 1999).  O genoma de C. glabrata é 

haplóide, diferente de C. albicans e muitas outras espécies de Candida que é diplóide 

(BARNS et al, 1991). Possuindo treze cromossomos e cerca de duzentos e sete genes 

codificando RNAt e 5.283 genes codificando proteínas. Assemelha-se a Saccharomyces 

cereviseae no conteúdo de CG (guanina-citosina) sendo que este contém 38,3% de CG e C. 

glabrata 38,8% (DUJON, 2004; BIALKOVA & SUBIK, 2006). 

Existem poucas investigações a respeito da virulência de C. glabrata. A falta de 

formação de pseudohifas pode ser um fator que contribui para considerá-la com uma baixa 

virulência, uma vez que as pseudohifas são reconhecidamente um meio de aumentar a 
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aderência e invasão nos tecidos por C. albicans assim como um meio de aumentar a produção 

de enzimas proteolíticas e a modulação de antígenos (RÜCHEL, 1999). 

A produção de proteinases (CHAKRABARTI et al, 1991) e fosfolipases 

(GHANNOUM, 2000) por C. albicans está também associada a sua patogenicidade, cepas 

virulentas desta espécie produzem freqüentemente aspartil proteinase. C. glabrata também é 

capaz de produzir proteinases, porém, estas não são especificadas (CHAKRABARTI et al, 

1991) e secreta fosfolipases, no entanto em uma quantidade bem menor que C. albicans 

(GHANNOUM, 2000). A hidrofobicidade da superfície celular (CSH) também é considerada 

um fator de virulência que é afetado por fatores ambientais em C. albicans, C. glabrata possui 

esta propriedade semelhantemente a C. albicans, no entanto ela não muda com o meio 

(KLOTZ et al, 1985). Enquanto C. albicans é reconhecida avidamente por anticorpos 

monoclonais como integrinas β2 (receptores de adesinas) a ligação de C. glabrata a esses 

mesmos anticorpos não é detectada (BENDEL et al, 1991), além disso C. glabrata apresenta 

mínima aderência ao endotélio vascular (KLOTZ et al, 1983). 

A superexpressão de genes, como CgYP51, requeridos para a integridade da parede 

celular, aderência as células mamíferas, virulência e sobrevivência em macrófagos, é um fator 

que contribui para aumentar a virulência  de C. glabrata (KAUR et al, 2005; FERRARI et al, 

2010). Outro mecanismo que pode contribuir para o aumento da virulência, assim como, da 

resistência aos antifúngicos é a plasticidade genômica, por ser um organismo haplóide o 

rearranjamento genômico, incluindo translocação cromossômica e criação de novos 

cromossomos, pode ocorrer facilmente (MULLER et al, 2009). A formação de novos 

minicromossomos, resultantes de duplicações de outros cromossomos permite o crescimento 

na presença de altos níveis de fluconazol, e a perda desses cromossomos leva ao aumento da 

sensibilidade ao fluconazol (POLÁKOVÁ et al, 2009). 

As infecções por C. glabrata estão associadas a pacientes com um longo tempo de 

hospitalização e fazendo uso prévio de terapia antimicrobiana (CHOW et al, 2008). 

Conhecimentos prévios a respeito da patogenia de C. glabrata supunham que a infecção por 

esta espécie seria exclusivamente de origem endógena, ou seja, da própria microbiota do 

paciente, no entanto um estudo realizado por Vasquez e colaboradores (1998) sugeriu que a 

aquisição nosocomial de C. glabrata não é incomum e pode ser adquirida de fonte exógena, 

como as mãos de funcionários hospitalares. 
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 A frequência de C. glabrata aumentou significativamente para 15-20% de todas as 

infecções por Candida, e esse aumento pode ser devido a um decréscimo de infecções por C. 

albicans, em função de profilaxia e uso prolongado de fluconazol e diagnósticos mais 

sensíveis (KAUFFMAN et al, 2000; RUAN et al, 2009). C. glabrata é a segunda espécie de 

Candida mais comumente isolada de infecções hematogênicas nos EUA, apresentando uma 

frequência de aproximadamente 25% dos casos, enquanto que na América Latina em torno de 

7% dos casos são atribuídos a esta espécie (PFALLER & DIEKEMA, 2007; PERLROTH et 

al, 2007).  

As infecções por C. glabrata são mais difíceis de tratar e frequentemente são 

resistentes aos antifúngicos usados na clínica, por isso evidenciam altas taxas de mortalidade 

em pacientes hospitalizados em situações de risco, como internação em UTI, cirurgia 

abdominal, insuficiência 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 Concentrações Inibitórias Mínimas (CIMs), quando testadas frente à 

azólicos e também aos demais agentes antifúngicos, incluindo a anfotericina B. As CIMs de 

fluconazol para C. glabrata são aproximadamente dezesseis vezes maiores que para C. 

albicans, representando assim, uma seleção de espécies resistentes durante o uso profilático 

do fluconazol (ZEPELIN et al, 2007; GARNACCHO-MONTERO et al, 2010).  

 Estudos de suscetibilidade de C. glabrata demonstraram que 61,9% dos isolados são 

sensíveis ao fluconazol e 75,2% são sensíveis à anfotericina B; porém embora inicialmente 

sensíveis, os tratamentos rapidamente revertem o perfil de sensível para resistente (PFALLER 

et al, 2004). Frente aos novos triazólicos como o voriconazol, ravuconazol e posaconazol, C. 

glabrata é significativamente mais sensível do que ao fluconazol. Por isto, foi sugerido que os 

novos triazólicos sejam ativos frente a isolados de C. glabrata fluconazol-resistentes. Por 

outro lado, quando se comparam as CIMs, há evidentes correlações entre voriconazol e 

posaconazol com as CIMs frente ao fluconazol, comprovando a resistência cruzada. Isolados 

resistentes ao fluconazol são menos sensíveis ao voriconazol, ravuconazol e posaconazol com 

CIM ≥ 2,0 µg/mL para 83-92 % dos isolados (BENNETT et al, 2004). 

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

frente à anfotericina B. Em uma análise de 949 isolados clínicos de C. glabrata, observou-se 
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que cerca de 53% das amostras avaliadas apresentaram CIMs para anfotericina B maiores que 

1µg/mL, valores estes considerados muito elevados para terapêutica convencional 

(DIEKEMA et al, 2002). 

A resistência antifúngica ocorre in vitro e pode, ou não, estar associada com 

resistência clínica, que corresponde à falta de resposta do paciente ao tratamento, frente ao 

uso de um ou mais agentes antifúngicos. Está ligada a fatores como a farmacodinâmica do 

antifúngico, ou aqueles relacionados com o paciente ou com a espécie causadora da infecção 

(PFALLER & DIEKEMA, 2007). 

A resistência in vitro pode ser dividida em resistência primária, também conhecida 

como resistência intrínseca ou inata, que ocorre quando o microrganismo é naturalmente 

resistente ao fármaco antifúngico (LEWIS, 2009) e resistência secundária ou adquirida, que 

ocorre quando a cepa que esta infectando o indivíduo se torna resistente após a exposição a 

um agente antifúngico utilizado no tratamento, podendo selecionar espécies menos sensíveis 

como C. glabrata (BENNETT et al, 2004). 

Os mecanismos de resistência de Candida aos azólicos têm sido elucidados em muitos 

estudos, podendo ocorrer mais de um mecanismo simultaneamente na célula fúngica (CHAU 

et al, 2004; MORSCHHÄUSER, 2002; WHITE, 2002). C. glabrata é a espécie que mais 

manifesta resistência aos antifúngicos, principalmente aos antifúngicos azólicos, em um 

tempo relativamente menor (VANDEPUTTE et al, 2008; CHAPELAND-LECLERC et al, 

2010; KROGH-MADSEN et al, 2006). A resistência de C. glabrata aos azólicos pode ser 

explicada por diferentes mecanismos. 

Os principais mecanismos responsáveis pelo desenvolvimento da resistência em 

Candida são: superexpressão de bombas de efluxo, alterações na biossíntese do ergosterol, 

mutações e superexpressão do gene ERG 11, que codifica a enzima lanosterol-14-α 

demetilase (MORSCHHÄUSER, 2002). A redução do acúmulo intracelular do medicamento, 

pelas bombas de efluxo, é um dos mecanismos mais importantes de resistência antifúngica. O 

maior efluxo de antifúngico realizado pelas células fúngicas é causado pela superexpressão de 

genes que codificam proteínas transportadoras de membrana (MORSCHHÄUSER, 2002). 

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

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 vários 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 proteína que pertence à família 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 têm sido implicados no 

surgimento da resistência: CgCDR1p, CgPDH1p, CgSNQ2p e CgAUS1p (SANGLARD et al, 

2001). C. glabrata exposta ao fluconazol in vitro tem a capacidade de adquirir resistência 

mediada por transportadores do tipo ABC, sendo que o gene predominantemente expresso 

associado com a resistência desta espécie é o CgCDR1p (SANGLARD et al, 2001). 

O alvo primário da ação dos antifúngicos azólicos é a lanosterol-14-α demetilase 

(ERG11p ou 14DM) principal enzima responsável pela síntese do ergosterol (SHEEHAN et 

al, 1999). A inibição desta enzima resulta em redução do ergosterol, assim como acúmulo 

intracelular de seu precursor, o lanosterol, o qual é convertido em 14α-methylfecosterol, este, 

por sua vez, é convertido pela enzima ∆5-6 desaturase em 14α-methyl-3,6-diol, um composto 

tóxico a célula que inibe o seu crescimento (KELLY et al, 1995; LUPETI et al, 2002; AKINS, 

2005). A inativação da ∆5-6 desaturase pelas células leveduriformes expostas aos azólicos 

impede a formação do metabólito tóxico 14α-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 ∆5-6 dessaturase)  tiveram reduzida  suscetibilidade ao 

fluconazol, voriconazol, itraconazol, cetoconazol e clotrimazol estando assim a inibição desta 

enzima diretamente ligada a resistência aos azólicos. 

O gene ERG11 é codificante da enzima lanosterol-14-α demetilase, o número e a 

sequencia de seus nucleotídeos variam conforme a espécie. Mutações em ERG11 podem 

resultar em alterações na sequencia de seus aminoácidos, mudando, consequentemente, a 

estrutura da ERG11p, diminuindo sua afinidade com os agentes antifúngicos sem impedir sua 

função, no entanto gerando espécies com fenótipo alterado resistentes aos agentes 

antifúngicos azólicos (SANGLARD, 1998). 

A expressão do gene ERG11 aumenta na presença de fluconazol, devido a um 

provável mecanismo compensatório da depleção do ergosterol (ALBERTSON, 1996), no 
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entanto mesmo na ausência de fluconazol algumas cepas resistentes expressam este gene em 

níveis superiores àqueles encontrados em cepas suscetíveis. O aumento da expressão do gene 

ERG11 leva a um consequente aumento da enzima ERG11p intracelular gerando uma 

necessidade de maiores quantidades de agente antifúngico para inibir sua atividade 

(MORSCHHÄUSER, 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 resistência de Candida à anfotericina B parece ser a partir de uma 

alteração qualitativa ou quantitativa do teor de esteróis das células. Cepas de C. glabrata que 

são resistentes ao tratamento com anfotericina B demonstraram ter um teor mais baixo de 

esteróis ligantes de anfotericina B e uma substituição destes, por esteróis intermediários com 

menor afinidade por poliênicos. Mutação no gene ERG 6 que codifica a enzima C-24 esterol 

metiltransferase, resulta na  interrupção da biossíntese de ergosterol em Candida glabrata e 

assim em resistência poliênica (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 8µg/mL, considerados ERG 2 mutantes. 

 Mutações nos genes que codificam os elementos do complexo GS (1,3-β-D-glucana 

sintase) têm sido associadas com resistência de Candida às equinocandinas (PERLIN, 2011). 

Em C. glabrata, resistência a equinocandinas estão ligadas com mutações no gene FKS2. 

Mutações nas proteínas FKS alteram a cinética da GS resultando em um aumento de 50% nas 

concentrações inibitórias mínimas comparadas com cepas selvagens (GARCIA-EFFRON et 

al, 2009). 

 

2.4 Agentes antifúngicos 

O número de fármacos disponíveis para o tratamento das infecções fúngicas ainda, é 

reduzido. Devido às semelhanças filogenéticas, fungos e mamíferos possuem algumas vias 

metabólicas homólogas, como para produção de energia, divisão celular e síntese de 

proteínas. Este fato faz com que exista maior dificuldade no desenvolvimento de agentes 

antifúngicos seletivos, havendo a necessidade de descobrir novos alvos fúngicos exclusivos 

que poderão ser explorados (PAPPAS et al, 2009). 
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Atualmente, diferentes classes de agentes antifúngicos estão disponíveis no mercado, 

como as alilaminas (terbinafina e naftifina), derivados poliênicos (anfotericina B e nistatina), 

antimetabólitos (5-flucitosina), azólicos (cetoconazol, miconazol, itraconazol, fluconazol, 

voriconazol, ravuconazol e posaconazol) e inibidores da síntese de glucana (caspofungina, 

anidulafungina e micafungina) (JOHNSON et al, 2004; DERESINSKI & STEVENS, 2003). 

 Poliênicos, azólicos e equinocandinas têm sido os fármacos de primeira escolha no 

tratamento de infecções fúngicas complicadas causadas por Candida sp (PAPPAS et al, 

2009). 

 2.4.1 Poliênicos 

 Os dois poliênicos disponíveis no mercado são nistatina e anfotericina B, que tem seu 

mecanismo de ação baseado na desestabilização da membrana plasmática do fungo, porém 

devido a sua toxicidade a nistatina é usada somente para tratamento tópico (BEM-AMI et al, 

2008). A anfotericina B foi desenvolvida em 1956, foi utilizada como principal agente 

antifúngico até o início da década de 1990 (MAERTENS, 2004). Atua como fungicida, sua 

atividade antimicótica é, em parte, dependente de sua ligação a uma fração esterol, no caso o 

ergosterol, presente na membrana dos fungos. Desta maneira, poros são formados 

aumentando a permeabilidade da membrana, alterando sua integridade, e ocasionando o 

extravasamento de componentes citoplasmáticos vitais, levando a morte celular (GOODMAN 

& GILMAN, 2003; CATTALÁN & MONTEJO, 2006). É um antifúngico de amplo espectro, 

ativo sobre várias micoses como candidíases, aspergilose, coccidiodomicose, criptococose, 

zigomicose e esporotricose. Possui uma ótima atividade frente à Candida, embora algumas 

espécies de Candida não-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 administração intravenosa, intratecal ou inalatória, pois não 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, vasoconstrição e redução da filtração glomerular. 

Mais de 80% dos pacientes que recebem anfotericina B apresentam redução da função renal e 

alguns permanecem com comprometimento mesmo após o término do tratamento (BRANCH, 

1988).  

A forma convencional de anfotericina B é utilizada em associação ao desoxicolato de 

sódio com a finalidade de solubilizá-la em água na forma micelial. Uma única dose diária de 1 

mg/kg de peso corporal resulta em concentrações séricas máximas de aproximadamente de 1 a 

2 μg/mL na primeira hora (CHRISTIANSEN et al, 1985). A fração circulante se liga a 

proteínas, colesterol e hemácias tendo seu nível reduzido lentamente, sendo renal a principal 

via de excreção (GALLIS et al, 1990). 

Novas formas de apresentação da anfotericina B foram desenvolvidas pela indústria 

farmacêutica para tentar amenizar sua toxicidade: anfotericina B complexo lipídico (ABCL), 

anfotericina B em dispersão coloidal (ABCD) e a forma lipossomal (L-AmB). Estas 

formulações mantém o mesmo espectro de ação da anfotericina B na forma de desoxicolato, 

sendo que as formas lipídicas aparentam ser mais potentes e menos nefrotóxicas (REX et al, 

2001; DUPONT, 2002). 

2.4.2 Azólicos 

Os azólicos são antifúngicos caracterizados por apresentarem um anel pentagonal na 

sua estrutura molecular, unido por uma ligação carbono-nitrogênio com outros anéis 

aromáticos. Estes agentes antifúngicos são classificados em imidazólicos quando o anel 

pentagonal possui três átomos de carbono e dois de nitrogênio (miconazol e cetoconazol) e 

triazólicos quando o anel possui dois átomos de carbono e três de nitrogênio (fluconazol, 

itraconazol, voriconazol, posaconazol e ravuconazol) (CATALÁN & MOONTEJO, 2006). 

Seu mecanismo de ação se faz também através da alteração da permeabilidade da 

membrana, todavia essa alteração decorre da inibição da síntese do ergosterol, pois os 

azólicos se ligam às enzimas do complexo citocromo P450 do fungo e inibem a desmetilação 

do lanosterol, um precursor do ergosterol. Os triazólicos representam um novo grupo de 
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azólicos com grande eficiência e baixa toxicidade. Possuem alta afinidade pelo citocromo 

P450 fúngico e baixa afinidade pelo citocromo P450 dos mamíferos (SPINOSA, 2002).  

O espectro de ação dos azólicos incluem agentes de paracoccidioidomicose, 

coccidiodomicose, histoplasmose, criptococose e dermatomicoses (SPINOSA, 2002). A 

maioria das espécies de Candida é sensível aos azólicos, no entanto C. glabrata e C. krusei 

são menos sensíveis, e há relatos de resistência principalmente ao fluconazol em muitas 

espécies de Candida (PAPPAS, 2011; SOBEL, 2008). 

Todos os azólicos tem um tempo de meia-vida relativamente longo, possibilitando 

fazer a terapia em uma única dose ou duas doses diárias. Os principais efeitos colaterais que 

os azólicos apresentam são hepatotoxidade, intolerância gastrintestinal e hipersensibilidade. 

Cetoconazol pode causar ginecomastia e irregularidades menstruais (TAVARES, 2001)

             

                      

     

 

Figura 2: Agentes antifúngicos azólicos 
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O fluconazol aprovado no final dos anos 80 cobriu muitas deficiências dos 

imidazólicos, por ser altamente solúvel em água, não ser alterado por mudanças na acidez 

gástrica, possuir menor risco de hepatotoxicidade e podendo ser administrado tanto por via 

oral, quanto intravenosa. Possui uma excelente biodisponibilidade, apresenta boa penetração 

cérebro-espinhal e alcança níveis de quase 80% no sangue. Uma vez que o fluconazol se 

tornou o antifúngico mais utilizado, seu uso foi desafiado pelo envolvimento de um maior 

espectro de patógenos nas infecções fúngicas e pela emergência da resistência aos azólicos. 

Embora C. albicans seja a levedura mais comumente isolada, e geralmente sensível ao 

fluconazol, este antifúngico apresenta restrições no tratamento de infecções 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 gástrico menor que 3,0 para sua solubilização e absorção. Não alcança 

níveis efetivos na urina e no líquido cefalorraquidiano. Tem boa penetração na pele, líquido 

sinovial e pulmões. É metabolizado pelo fígado e sua excreção é por via biliar (TAVARES, 

2001). É usado no tratamento de dermatomicoses, paracoccidioidomicose, histoplasmose, tem 

eficiência em candidíase mucocutânea crônica e pode ser utilizado na terapêutica inicial de 

candidíase oral em pacientes com AIDS (LOPES, 2006). 

 O itraconazol é uma molécula lipossolúvel, com afinidade por órgãos que contém 

tecido adiposo como pele e anexos epidérmicos. O itraconazol gradualmente substituiu o 

cetoconazol como tratamento de escolha para casos não-invasivos de histoplasmose, 

blastomicose e paracoccidioidomicose. O itraconazol possui consideráveis vantagens sobre o 

fluconazol no tratamento de aspergilose e esporotricose, entretanto, o fluconazol demonstra 

um perfil farmacológico e toxicológico mais favorável. Diferente do fluconazol, o itraconazol 

é altamente lipídico e quando foi lançado pela primeira vez, foi formulado apenas em 

cápsulas. Por causa da errática absorção e baixas concentrações sanguíneas estarem 

associadas a falhas terapêuticas, foi desenvolvida uma formulação oral contendo 

hidroxipropil-β-ciclodextrina como solubilizante, cuja biodisponibilidade é significativamente 

maior do que a apresentada pelas cápsulas (TERRELL, 1999). Itraconazol é moderadamente 

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

O voriconazol, lançado em 2002, é estruturalmente relacionado ao fluconazol, possui 

boa disponibilidade oral e parenteral, e diferente do itraconazol sua absorção não é afetada 

pelo pH gástrico (JEU, 2003). O voriconazol representa um avanço na terapia antifúngica, 
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pois, possui espectro mais amplo que o fluconazol e uma potente ação fungicida contra fungos 

filamentosos como Aspergillus e Fusarium. Contra leveduras sua ação é fungistática 

(QUINDÓS et al, 2007). Voriconazol é mais ativo que o fluconazol frente às espécies de 

Candida, incluindo C. albicans e C. glabrata fluconazol-resistente, exceto para C. tropicalis 

(PFALLER & DIEKEMA, 2007). Há relatos de isolados de Candida que foram refratários ao 

voriconazol (QUINDÓS et al, 2007). 

Voriconazol apresenta boa biodisponibilidade oral. Alcança níveis efetivos no líquido 

cefalorraquidiano e no encéfalo. É metabolizado e excretado pelo fígado, e possui efeitos 

adversos comuns aos antifúngicos azólicos (JOHNSON et al, 2003). Em um estudo 

randomizado feito em pacientes com aspergilose pulmonar invasiva, voriconazol se mostrou 

superior sobre anfotericina B, em relação à resposta ao tratamento e a sobrevida dos pacientes 

(HERBRECHT et al, 2002). Em candidemias de pacientes não-neutropênicos sua eficácia foi 

semelhante à anfotericina B (KULLBERG et al, 2005). 

 2.4.3 Equinocandinas  

A mais recente classe de agentes antifúngicos é representada pelas equinocandinas, 

que são constituídas de lipopeptídeos derivados de produtos naturais de fermentação fúngica. 

A caspofungina, anidulafungina e a micafungina são os agentes representantes desta classe. 

As equinocandinas atuam inibindo a -(1,3) glucana-sintetase, enzima responsável pela 

síntese de -(1,3) glucana, componente da parede celular fúngica (GUBBINS & ANAISSIE, 

2002). Devido a esse distinto modo de ação, as equinocandinas evidenciam toxicidade 

seletiva frente a células fúngicas devido à ausência da molécula de glucana nas células dos 

mamíferos (ARIKAN et al, 2005).  

A caspofungina foi aprovada para o tratamento de candidemia, candidíase 

mucocutânea e aspergilose invasiva (PFALLER et al, 2003). Provou ser altamente ativa frente 

a biofilmes de C. albicans, e uma de suas mais significantes vantagens é a maior atividade 

frente a isolados de Candida resistentes a azólicos (PFALLER et al, 2003). 

A anidulafungina foi introduzida no Brasil para o tratamento de candidíase invasiva 

em pacientes não-neutropênicos. Anidulafungina tem boa atividade antifúngica 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 indicação para 

candidíase invasiva, aspergilose e profilaxia em pacientes submetidos a transplante de células-

tronco (BOORMANN & MORRISON, 2009). 

 

2.5 Agentes não-antifúngicos e associações 

A resistência fúngica aos antifúngicos convencionais, especialmente de C. glabrata 

aos azólicos, sugere a busca de novas estratégias terapêuticas tais como a associação entre 

antifúngicos e fármacos de diferentes classes. Poucos são os estudos que avaliaram 

combinações entre fármacos antifúngicos e não-antifúngicos frente a C. glabrata, o que 

justifica este estudo.  

Alguns estudos já avaliaram a atividade de agentes não-antifúngicos, assim como a 

associação destes à antifúngicos frente a Candida sp. A associação de fluvastatina ao 

fluconazol é sinérgica frente a C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, e C. glabrata  

(CHIN et al, 1997). A associação de doxicilina associada ao fluconazol é sinérgica frente a C. 

albicans (FIORI et al, 2012). Anfotericina associada à ciprofloxacino e levofloxacino é 

sinérgica para C. albicans (STERGIOPOULOU et al, 2009). A associação 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 antifúngicos (OLIVER et al, 2008). 

Entre os fármacos não antifúngicos avaliados sabe-se que clorpromazina apresenta 

atividade frente à Candida (WOOD et al, 1985; EILAM et al, 1987), Aspergillus sp, 

Scedosporium e zigomicetos (VITALE et al, 2007). Tacrolimus associado a antifúngicos 

azólicos demonstrou interações sinérgicas frente à C. albicans (SUN et al, 2008), assim como 

a interação de tacrolimus e terbinafina foi sinérgica frente à 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 interações sinérgicas frente a C. albicans 

(ZARRIN et al, 2009). A associação de minociclina ao fluconazol é sinérgica frente a cepas 

de C. albicans resistentes ao fluconazol (SHI et al, 2010). A atividade de linezolida não foi 

testada frente à Candida sp até o momento. 
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 O disseleneto de difenila (PhSe)2 é um composto organofosforado de selênio ainda não 

utilizado na clínica, porém estudos realizados in vitro e in vivo demonstram a satisfatória 

atividade biológica deste composto. Entre suas principais propriedades farmacológicas, 

destacam-se as atividades antioxidante (PRIGOL et al, 2009; STANGHERLIN et al, 2009), 

antinociceptiva, anti-inflamatória (NOGUEIRA et al, 2003; ZASSO et al, 2005; 

SAVEGNAGO et al, 2007; SAVEGNAGO et al, 2008), antiúlcera (GHISLENI et al, 2008) e 

hepatoprotetora (NOGUEIRA et al, 2009). Além disso, estudos em modelos animais 

demonstram que em doses com efeitos biológicos conhecidos o disseleneto de difenila não 

apresenta efeitos tóxicos (COX et al, 1998). Sua atividade microbiológica já foi evidenciada 

frente a espécies de Candida e fungos filamentosos (LORETO et al, 2011; ROSSETI et al, 

2011). 

Se

Se

 

Figura 3 - Estrutura química do disseleneto de difenila 
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3 OBJETIVOS 

 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

 

 Investigar combinações entre agentes antifúngicos e não-antifúngicos para definir 

interações sinérgicas, indiferentes ou antagônicas, in vitro, frente a isolados clínicos de 

Candida glabrata sensíveis e resistentes ao fluconazol. 

 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

3.2.1 Avaliar com base nas Concentrações Inibitórias Mínimas (CIMs) a suscetibilidade de 

C. glabrata sensíveis 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 sensíveis ao fluconazol 

frente à disseleneto de difenila. 

 

3.2.3 Investigar interações entre anfotericina B e agentes não-antifúngicos: clorpromazina, 

linezolida, minociclina e sulfametoxazol para definir interações sinérgicas, indiferentes ou 

antagônicas frente a isolados clínicos de C. glabrata sensíveis e resistentes ao fluconazol 

através do Índice de Concentração Inibitória Fracionária (ICIF). 

 

3.2.4 Investigar interações entre cetoconazol e agentes não-antifúngicos: tacrolimus, 

clorpromazina, linezolida, minociclina e sulfametoxazol para definir interações sinérgicas, 

indiferentes ou antagônicas frente a isolados clínicos de C. glabrata sensíveis e resistentes ao 

fluconazol através do Índice de Concentração Inibitória Fracionária (ICIF). 

 

3.2.5 Investigar interações entre itraconazol e agentes não-antifúngicos: tacrolimus, 

clorpromazina, linezolida, minociclina e sulfametoxazol para definir interações sinérgicas, 

indiferentes ou antagônicas frente a isolados clínicos de C. glabrata sensíveis e resistentes ao 

fluconazol através do Índice de Concentração Inibitória Fracionária (ICIF). 
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3.2.6  Investigar interações entre voriconazol e agentes não-antifúngicos: tacrolimus, 

clorpromazina, linezolida, minociclina e sulfametoxazol para definir interações sinérgicas, 

indiferentes ou antagônicas frente a isolados clínicos de C. glabrata sensíveis e resistentes ao 

fluconazol através do Índice de Concentração Inibitória Fracionária (ICIF). 

 

3.2.7  Investigar interações entre fluconazol e disseleneto de difenila para definir interações 

sinérgicas, indiferentes ou antagônicas frente a isolados clínicos de C. glabrata sensíveis ao 

fluconazol através do Índice de Concentração Inibitória Fracionária (ICIF). 

 

3.2.8 Investigar interações entre anfotericina B e disseleneto de difenila para definir 

interações sinérgicas, indiferentes ou antagônicas frente a isolados clínicos de C. glabrata 

sensíveis ao fluconazol através do Índice de Concentração Inibitória Fracionária (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 l'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 µg/mL for 

tacrolimus and 32 µg/mL for the azoles. The interaction between tacrolimus and the azoles 

against thirty strains each of fluconazole-susceptible and -resistant C. glabrata was evaluated 
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using the microdilution checkerboard method. Drug dilutions were prepared in order to obtain 

four times the final concentrations, and 50 µL of each concentration of azoles was added to 

columns 1 to 10 and 50 µL of each concentration of tacrolimus was added to rows A to G. 

The concentrations of tacrolimus ranged from 0.25 µg/mL to 32 µg/mL, and the 

concentrations of the azole antifungals ranged from 0.03 µg/mL to 16 µg/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, MIC50, MIC90 and geometric 

mean), as shown in Table 1, fluconazole-susceptible (FS) strains showed lower MICs to 

ketoconazole (0.125-2 µg/mL), itraconazole (0.5-8 µg/mL) and voriconazole (0.125-4 

µg/mL), compared to fluconazole-resistant (FR) strains, which showed MIC ranges of 0.5-16 

µg/mL for ketoconazole, 1-16 µg/mL for itraconazole and 1-16 µg/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
2+

, 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, 
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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
2+

 and Na
2+

 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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7. TABLES 
 

Table 1: Susceptibility (µg/mL) of fluconazole-susceptible (FS) and fluconazole-resistant 

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

Agents  Group of 

isolates 

 Geometric 

mean 

 MIC 

Range 

 MIC50  MIC90 

Ketoconazole 
 FS  0.536  0.13-2.00  0.50  1.00 

 FR  2.579  0.50-16.00  2.00  8.00 

Itraconazole 
 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. 

 

Agents 

 

Group of isolates 

 Interactions (%) 

  Synergism  Indifference  Antagonism 

KTZ + FK506 
 FS  37  63  - 

 FR  77  23  - 

ITZ + FK506 
 FS  43  57  - 

 FR  73  27  - 

VRC + FK506 
 FS  43  57  - 

 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 l'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 µg/mL 

for the azoles, 2 µg/mL for the amphotericin B, 256 µg/mL for the LIN and SUL and 512 

µg/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 µL of each concentration of antifungal agents was added to 

columns 1 to 10 and 50 µL of each concentration of non-antifungal agents was added to rows 

A to G. The concentration of the azole antifungals ranged from 0.06 µg/mL to 32 µg/mL, and 

the concentration of AmB ranged from 0.01 µg/mL to 2.00 µg/mL. The concentration of the 

LIN and SUL ranged from 2.00 µg/mL to 256 µg/mL. The concentration of the MYN and 

CLO ranged from 4.00 µg/mL to 512 µg/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, MIC50, MIC90 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 µg/mL) and  FR (0.03 to 0.50 µg/ mL) groups. Among the 
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azoles, voriconazole, showed geometric mean 0.48 µg/mL, the most effective, followed by 

ketoconazole (0.54 µg/mL) and itraconazole (1.20 µg/mL) for FS group. FR group exhibited 

resistance to ketoconazole with geometric mean 2.58 µg/mL, followed by voriconazole (2.64 

µg/mL) and itraconazole (3.40 µg/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 II, 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 
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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. 
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7. TABLES 

Table 1: Susceptibility (µg/mL) of fluconazole-susceptible (FS) and fluconazole-resistant 

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

B. 

Agents  
Group of 

isolates 
 

Geometric 

mean 
 

MIC 

range 
 MIC50  MIC90 

Ketoconazole 
 FS  0.54  0.13-2.00  0.50  1.00 

 FR  2.58  0.50-16.00  2.00  8.00 

Itraconazole 
 FS  1.20  0.50-8.00  1.00  4.00 

 FR  3.40  1.00-16.00  4.00  8.00 

Voriconazole 
 FS  0.48  0.13-4.00  0.50  1.00 

 FR  2.64  1.00-16.00  2.00  8.00 

Amphotericin B 
 FS  0.22  0.06-0.50  0.25  0.25 

 FR  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. 

Agents 
Group of 

isolates 

Interactions (%) 

Synergism Indifference Antagonism 

KTZ + LIN 
FS 50.00 43.33 6.67 

FR 76.67 23.33 0.00 

ITZ + LIN 
FS 30.00 63.34 6.67 

FR 53.33 43.33 3.33 

VRC + LIN 
FS 40.00 46.67 13.33 

FR 70.00 30.00 0.00 

AmB + LIN 
FS 13.33 80.00 6.67 

FR 10.00 86.66 3.33 

 
KTZ + MIN 

FS 10.00 63.34 26.67 

FR 16.67 83.34 0.00 

ITZ + MIN 
FS 13.33 56.66 30.00 

FR 10.00 53.33 36.67 

VRC + MIN 
FS 6.67 43.34 50.00 

FR 16.67 73.33 10.00 

AmB + MIN 
FS 46.67 53.33 0.00 

FR 36.67 60.00 3.33 

KTZ + SUL 
FS 26.67 70.00 3.33 

FR 20.00 73.34 6.67 

ITZ + SUL 
FS 23.33 60.00 16.67 

FR 23.33 43.34 30.00 

VRC + SUL 
FS 20.00 56.67 23.33 

FR 26.67 66.67 6.67 

AmB + SUL 
FS 3.33 86.66 10.00 

FR 3.33 80.00 16.67 

KTZ + CLO 
FS 3.33 20.00 76.67 

FR 13.33 63.33 23.33 

ITZ + CLO 
FS 0.00 30.00 70.00 

FR 20.00 63.33 16.67 

VRC + CLO 
FS 0.00 20.00 80.00 

FR 16.67 56.67 26.57 

AmB + CLO 
FS 13.33 86.67 0.00 

FR 40.00 60.00 0.00 
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Abstract 

Here, we evaluated combinations of diphenyl diselenide [(PhSe)2] 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 µg/mL) 

for (PhSe)2, 1 to 32 (5.04 µg/mL) for fluconazole and 0.06 to 0.5 (0.18 µg/mL) for 

amphotericin B. Synergistic (76.66%) and indifferent (23.34%) interactions were observed for 

(PhSe)2+Amphotericin B combination. (PhSe)2+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)2 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)2] 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)2 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)2 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 
1
H NMR and 

13
C NMR spectra showed analytical and spectroscopic data in full agreement 

with its assigned structure. Proton nuclear magnetic resonance spectra (
1
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)2: > 64 µg/mL) was converted to the next highest concentration (128 µg/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 µg/mL) for (PhSe)2, 1 to 32 (5.04 µg/mL) for FLU and 0.06 to 0.5 (0.18 

µg/mL) for amB. When C. glabrata were tested for the (PhSe)2+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)2+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)2 against C. glabrata while in the combination FLU+(PhSe)2 

predominated indifferent and antagonistic interactions. The pharmacological and toxicological 

properties of (PhSe)2 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)2 through the interaction with reducing thiols (thiol peroxidase-

like activity). In vitro, (PhSe)2 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)2 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)2 

against C. glabrata and the potential to generate synergistic combinations when (PhSe)2 is 

associated with FLU and amB were demonstrated. 

In conclusion, we reported that (PhSe)2 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)2 with AmB presents a synergistic potential. New experimental in vivo 

protocols are needed and will promote a better understanding of (PhSe)2 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)2], 

fluconazole (FLU) and amphotericin B (AmB) against clinical isolates of Candida glabrata 

(Cg).. 
 

Isolate 
 MIC (µg/mL)  MIC combination  MIC combination 

 (PhSe)2 FLU Amb   (PhSe)2/FLU FICI Interaction  (PhSe)2/AmB FICI Interaction 

Cg1  16.00 2.00 0.25   0.125/32 16.00 A  0.125/0.125 0.50 Syn 

Cg2  4.00 2.00 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 

Cg6  1.00 2.00 0.25   8/0.25 8.12 A  0.125/0.06 0.30 Syn 

Cg7  16.00 2.00 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 

Cg10  2.00 2.00 0.25   0.125/32 16.00 A  0.125/0.06 0.31 Syn 

Cg11  16.00 4.00 0.25   0.125/16 4.00 Ind  0.125/0.125 0.50 Syn 

Cg12  0.50 2.00 0.25   2/16 8.50 A  0.5/0.03 0.25 Syn 

Cg13  16.00 2.00 0.50   16/32 17.00 A  0.5/0.125 0.28 Syn 

Cg14  4.00 8.00 0.25   1/4 0.75 Ind  0.125/0.25 1.03 Ind 

Cg15  2.00 2.00 0.25   0.125/16 8.06 A  0.125/0.06 0.31 Syn 

Cg16  16.00 4.00 0.25   8/8 2.50 Ind  0.125/0.06 0.25 Syn 

Cg17  8.00 16.00 0.125   0.125/16 1.01 Ind  0.125/0.03 0.26 Syn 

Cg18  0.25 8.00 0.25   0.5/32 6.00 A  0.125/0.125 1.00 Ind 

Cg19  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 2.00 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  DISCUSSÃO 

 

 As infecções fúngicas têm muito menor incidência do que as infecções bacterianas e 

virais. Historicamente as micoses mais frequentemente observadas na clínica são as 

superficiais, cutâneo-mucosas e, em menor número, as micoses subcutâneas. Todas elas 

podem ser tratadas por antifúngicos tópicos. 

 A segunda metade do século XX foi marcada pelo avanço das ciências médicas onde 

os diagnósticos mais precoces e tratamentos mais eficientes para doenças crônicas como 

câncer 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 dramático 

processo. 

 Este contexto requeria antifúngicos sistêmicos; até o final dos anos 80 havia apenas 

duas opções: anfotericina B e cetoconazol, ambos com elevada toxicidade. O lançamento do 

fluconazol e itraconazol com indicações primárias para fungos leveduriformes e filamentosos, 

respectivamente, veio interferir positivamente nas taxas de mortalidade causadas por fungos 

oportunistas, sobretudo candidíases e criptococose e aspergilose. 

 A emergência da resistência ao fluconazol foi um marco preocupante, o qual foi 

intensificado pela comprovação da resistência cruzada aos demais azólicos ameaçando 

inutilizar a nova classe de antimicóticos. O voriconazol e o posaconazol são as últimas armas 

que, presume-se, serão ineficazes diante de muitos fungos resistentes. As equinocandinas 

embora restritas a alguns fungos têm, sobretudo, indicação às candidíases resistentes. Todavia 

a comprovação de que espécies como C. parapsilosis e C. guilliermondii tornam-se 

resistentes a esta classe, recrudesce a ameaça aos novos antimicóticos. 

 A associação de fármacos com diferentes mecanismos de ação pode servir como uma 

alternativa para a superação da resistência antifúngica. Fármacos rotineiramente utilizados na 

clínica para o tratamento de diversas patologias, assim como outros agentes 

quimiosensibilizadores, podem potencializar a atividade de agentes antifúngicos 

convencionais, reduzindo o tempo de resposta ao tratamento, aumentando o espectro de 

atividade, reduzindo a dose, e a toxicidade antifúngica. Além disso, pode diminuir o potencial 
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dos microrganismos em adquirir resistência a determinados antimicrobianos (JOHNSON et 

al, 2004). 

 No presente estudo escolhemos fármacos que já demonstraram efeito antifúngico 

(tacrolimus e clorpromazina), agentes antibacterianos tradicionais (sulfametoxazol, 

minociclina), novos antibacterianos ainda não avaliados em seu potencial de sinergismo 

antifúngico (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. É eficiente frente a bactérias Gram-positivas e Gram-

negativas e possui baixa toxicidade (SOUZA et al, 2005). Em nosso estudo, a minociclina, 

isoladamente, não apresentou atividade frente a C. glabrata. No entanto foi demonstrado que 

a combinação de anfotericina B e minociclina evidenciou alto porcentual de sinergismo. 

Oliver et al, (2008) encontraram interações 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 redução 

no conteúdo total de ergosterol após exposição a tetraciclina. Além disso, já foi demonstrado 

que o efeito da tetraciclina está também associado à perda de função mitocondrial em 

leveduras. (CHOPRA & ROBERTS, 2001). Sendo assim, a melhor ação da anfotericina B 

combinada a minociclina frente à C. glabrata pode também ser devido à redução no conteúdo 

de ergosterol e perda de função mitocondrial de C. glabrata. 

 Shi et al (2010) compararam a atividade de minociclina e da combinação desta com 

fluconazol frente a isolados clínicos e biofilmes de C. albicans sensíveis e resistentes ao 

fluconazol. Assim como aqui demonstrado para C. glabrata, a minociclina também não 

demonstrou atividade frente à C. albicans. Quando, porém, associada ao fluconazol a 

minociclina demonstrou interações sinérgicas para os isolados resistentes e indiferença para 

os sensíveis. Esse efeito foi atribuído a desregulação no balanço dos íons cálcio na célula 

fúngica. Em biofilmes, a atividade do fluconazol gerou pequena zona de inibição; todavia, na 

associação com minociclina seu efeito foi aumentado, mostrando-se maior penetração do 

fluconazol nos biofilmes de C. albicans. 

 Linezolida é um antibacteriano pertencente à 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 síntese proteica (DIEKEMA & JONES, 2000). Em nosso estudo, quando 

testada isoladamente linezolida não apresentou efeito frente à C. glabrata, todavia associada a 

antifúngicos azólicos mostrou altos porcentuais de sinergismo. Esta combinação merece 

atenção por ter demonstrado uma importante atividade frente a C. glabrata FR. Não há 

registros de estudos prévios avaliando a atividade de linezolida frente à Candida spp. A 

porcentagem de sinergismos na combinação linezolida+azólicos frente aos isolados FS deve 

ser enfatizada, reforçando a interação satisfatória quando usada em associação aos 

antifúngicos azólicos. 

 As sulfonamidas, como o sulfametoxazol, têm efeito bacteriostático e inibem a síntese 

do ácido para-aminobenzóico (PABA). Associado ao trimetoprim exibe efeitos sinérgicos 

porque agem em diferentes etapas da síntese do ácido fólico. Esta associação além de usada 

no tratamento de infecções 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 combinação 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 

indiquem uma possível ação do sulfametoxazol frente à Candida sp e Paracoccidiodes sp,  

estes resultados foram mais modestos frente a C. glabrata. Frente aos dois grupos FS e FR, as 

interações de sulfametoxazol+azólicos e sulfametoxazol+ anfotericina B foram indiferentes 

para a maior parte dos isolados. 

 A clorpromazina é um antipsicótico, pertencente à classe das fenotiazinas. Além de 

seus efeitos no sistema nervoso central, a clorpromazina age modificando membranas 

celulares e também no metabolismo dos nucleotídeos causando intercalação do DNA (LEVIN 

& WEISS, 1979; KANTESARIA & MARFEY, 1975). Alguns destes efeitos decorrem da 

ligação da clorpromazina à calmodulina, uma proteína que regula muitos processos celulares 

essenciais ao crescimento fúngico (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 fúngica, como já foi demonstrado em Sacharomyces cerevisae (KOLACZKOWSKI et 

al, 2003); por conseguinte,  seu uso associado a antifúngicos pode reduzir a multirresistência 

antifúngica. Em nosso estudo, a clorpromazina associada à anfotericina B mostrou 40% de 

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

anfotericina B. 

 O tacrolimus é um dos mais eficientes agentes imunossupressores e muito utilizado na 

prevenção da rejeição de transplantes (ONYEWU et al, 2003). Este composto inibe a 

calcineurina, uma proteína fosfatase envolvida na ativação de linfócitos responsáveis pela 

síntese de citocinas, como interleucina-2 e, primariamente, auxilia na regulação do NFAT 

(fator nuclear de ativação de células T). A calcineurina é ativada pelo aumento de cálcio 

citoplasmático e sua inibição, por imunossupressores, bloqueia a ativação dos linfócitos T, o 

que é crítico para a resposta imune (BAKSH & BURAKOFF, 2000). 

 A calcineurina age na fisiologia fúngica, incluindo a regulação da progressão do ciclo 

celular, na homeostase de cátions, na biossíntese da parede celular, na resistência antifúngica 

e na virulência (BLANKENSHIP & HEITMAN, 2005). Os imunossupressores inibem a 

função da calcineurina em muitas espécies fúngicas, incluindo C. albicans, Cryptococcus 

neoformans e Aspergillus fumigatus, afetando funções essenciais na célula fúngica (BADER 

et al, 2003). Os antifúngicos azólicos estimulam o influxo de cálcio e isso ativa a via de 

sinalização do cálcio que é essencial para a sobrevivência das leveduras. Em C. albicans a 

inibição da calcineurina resulta em um aumento da suscetibilidade aos antifúngicos azólicos, 

devido aos altos níveis de estresse causado pelo influxo de íons cálcio e sódio na célula 

fúngica (BLANKENSHIP & HEITMAN, 2005). Em C. glabrata a combinação de azólicos 

com tacrolimus evidenciou sinergismo frente aos isolados sensíveis e resistentes ao 

fluconazol. Alguns estudos previamente realizados já haviam demonstrado a boa interação de 

tacrolimus com antifúngicos frente à Candida. Onyewu et al (2003) demonstraram efeito 

sinérgico na combinação de terbinafina e tacrolimus frente a C. glabrata; também Sun et al 

(2008) demonstraram que a atividade de agentes antifúngicos azólicos pode ser aumentada 

pelo tacrolimus em C. albicans.  Cruz et al (2002) propuseram que o tacrolimus e a 

ciclosporina podem ser sinérgicos na combinação com azólicos para o tratamento de 

infecções invasivas por Candida sp. Esta proposição está de acordo com os resultados do 

presente estudo, pois a inibição da calcineurina pode funcionar como um adjuvante junto aos 

antifúngicos azólicos no tratamento de infecções invasivas causadas por C. glabrata, em 

destaque para isolados resistentes ao fluconazol. 

 As propriedades farmacológicas e toxicológicas do disseleneto de difenila (PhSe)2 têm  

sido demonstradas em vários modelos biológicos, (NOGUEIRA et al, 2010; NOGUEIRA et 
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al, 2011) e, muitas das propriedades farmacológicas estão associadas com a atividade 

antioxidante do (PhSe)2, através da interação com a redução de grupos tióis. In vitro, (PhSe)2 

mostrou atividade antifúngica contra leveduras e fungos filamentosos, (BILLACK et al, 2009; 

LORETO et al, 2011; ROSSETI et al, 2010) e a atividade antimicrobiana contra o oomiceto 

Pythium insidiosum (LORETO et al, 2012). In vivo, observou-se que a administração 

subcutânea ou oral de (PhSe)2 não tiveram efeitos tóxicos letais agudos em roedores 

(NOGUEIRA et al, 2011; MEOTTI et al, 2003; WILHELM et al, 2009). No presente estudo, 

a atividade antifúngica, in vitro, do (PhSe)2 contra C. glabrata e potencial para gerar 

combinações sinérgicas quando o (PhSe)2 está associado com fluconazol e anfotericina B foi 

estabelecida. 

 Apesar de anfotericina B ser recomendada para terapia primária em infecções graves 

por C. glabrata, geralmente pode ser necessárias doses mais elevadas de anfotericina B para o 

tratamento eficaz (KRCMERY & BARNES, 2002). Foi previamente evidenciado que C. 

glabrata fluconazol-resistente requer concentrações mais elevadas de anfotericina B para ser 

inibida (MARIO et al, 2012). Outrossim, uma elevada percentagem de isolados de C. 

glabrata evidenciam resistência primária ao fluconazol, ao mesmo tempo em que outra  

desenvolve resistência após  tratamento com este azólico (SELLAMI ET AL, 2011; 

BENNETT et al, 2004). Os triazóis voriconazol, ravuconazol e posaconazol, têm demonstrado 

maior atividade contra Candida spp resistente ao fluconazol. Assim, o voriconazol tem sido 

proposto como uma alternativa terapêutica para infecções por C. glabrata com cepas 

resistentes ao fluconazol (JOHNSON & KAUFFMAN, 2003; MARCOS-ARIAS et al 2012). 

No entanto, o fenômeno de resistência cruzada entre os azóis está bem estabelecido 

(PFALLER et al, 2007; CROSS et al, 2000), a qual foi confirmada com as mesmas amostras 

utilizadas no presente estudo.  

 Neste cenário, é importante investigar o mecanismo pelo qual os agentes 

quimiosensibilizantes interagem com agentes patogênicos de tal modo a se tornarem mais 

suscetíveis aos antifúngicos. Este sinergismo pode resultar em menores doses eficazes de 

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

 Os estudos in vitro são preliminares, todavia, demonstram o comportamento de duas 

drogas que quando combinadas e interagindo sinergisticamente permitem a elaboração de 

novas hipóteses de tratamento. Os resultados do presente estudo apontam algumas 

combinações candidatas a serem avaliadas em modelos experimentais in vivo.  
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7  CONCLUSÕES 

  

 A avaliação da suscetibilidade de C. glabrata aos antifúngicos isolados e combinados 

com agentes não-antifúngicos permitiu verificar que: 

 - os isolados resistentes ao fluconazol evidenciaram CIMs mais elevadas aos demais 

azólicos, confirmando-se resistência cruzada; 

 - a suscetibilidade a anfotericina B não foi afetada pela resistência aos azólicos; 

 - as combinações de azólicos com tacrolimus ou com linezolida evidenciaram os 

maiores percentuais de sinergismo, sobretudo frente ao grupo fluconazol-resistente.  

 - entre as combinações com anfotericina B minociclina, clorpromazina e disseleneto 

de difenila apresentaram elevados percentuais de sinergismo.  

 - as combinações de azólicos com minociclina e sulfametoxazol, assim como as 

combinações de anfotericina com linezolida e sulfametoxazol, e ainda a combinação de 

fluconazol com disseleneto de difenila não modificaram o perfil de suscetibilidade de C. 

glabrata a estes antifúngicos; 

 - as combinações dos azólicos com a clorpormazina tiveram elevados porcentuais de 

antagonismo, assim essas associações não são recomendadas no tratamento de infecções por 

C. glabrata. 

 As combinações com elevadas taxas de sinergismo surgem como potenciais 

alternativas terapêuticas no tratamento de infecções por C. glabrata a serem estudadas in vivo 

que, podem melhorar a ação e consequentemente reduzir a resistência frente aos antifúngicos. 
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