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RESUMO

Candida tropicalis é uma levedura dipldide causadora de infeccbGes superficiais e/ou
sistémicas, as quais podem ser adquiridas de maneira endégena ou exdgena e podem acometer
diversos 6rgdos. No Brasil, dentre as espécies de Candida spp., a C.tropicalis é a segunda
espécie mais comumente isolada e no Ceara € pouco estudada. Nos dias atuais, temos
vivenciado um aumento significativo das infeccdes fungicas invasivas. Porém as drogas
antifungicas disponiveis no mercado sdo restritas a um pequeno nimero quando comparadas
as antibacterianas. Logo, este fato unido ao aumento da frequéncia de resisténcia cruzada faz
necessaria a busca por novas estratégias terapéuticas. A amiodarona (AMD) é usada
classicamente para tratar pacientes com arritmia. Trabalhos recentes tém demonstrado uma
ampla atividade antifingica desta droga quando associado ao fluconazol (FLC). No presente
estudo induzimos resisténcia em sete cepas de Candida tropicalis e avaliamos um eventual
sinergismo entre FLC e AMD. A avaliacao da interacao das drogas foi determinada através do
calculo da Fractionary Inhibitory Concentration (FICI) e por meio da técnica de citometria de
fluxo, onde também avaliamos o provavel mecanismo de agdo desse sinergismo. Os isolados
utilizados no estudo pertencem ao Laboratorio de Bioprospeccdo Experimental em Leveduras
(LABEL) da UFC. Para o cumprimento da metodologia, as cepas foram recuperadas do
estoque e identificadas por biologia molecular. A inducdo foi realizada adaptando-se o
protocolo de Pinto e Silva (2009). Os testes de sensibilidade foram realizados utilizando-se o
teste de microdiluicdo em caldo padronizado pelo CLSI, segundo o documento M27-A3. Para
avaliar o sinergismo utilizou-se a técnica do checkboard. Por fim, para verificar o possivel
mecanismo de acdo do sinergismo, determinamos a integridade de membrana, potencial
transmembrana mitocondrial, formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), teste do
cometa, analise da oxidacdo de bases purinas e caspases. As cepas de C.tropicalis ap6s ~100
dias atingiram um CIM > 64ug/mL. Os testes de sensibilidade apresentaram CIM > 64ug/mL
tanto para o FLC como para AMD. Das cepas testadas, seis apresentaram sinergismo. O
tratamento FLC+AMD alterou a integridade da membrana plasmatica e mitocondrial,
aumentou os niveis de ROS intracelularmente, causou danos ao DNA e, consequentemente,

conduziu morte celular por apoptose.

Palavras chave: Candida tropicalis, fluconazol, amiodarona, estresse oxidativo, danos
ao DNA



ABSTRACT

Candida tropicalis is a diploid yeast causing superficial infections and / or systemic,
which can be acquired endogenously or exogenously and can affect several organs. In
Brazil, among the species of Candida spp. The C.tropicalis is the second most common
species isolated in Ceara and is rarely studied. Nowadays, we have experienced a
significant increase in invasive fungal infections. But antifungal drugs on the market are
restricted to a small number when compared to the antibacterial. Therefore, this fact
coupled with the increased frequency of cross-resistance is necessary to search for new
therapeutic strategies. Amiodarone (AMD) is traditionally used to treat patients with
arrhythmia. Recent studies have shown a broad antifungal activity of this drug when
combined with fluconazole (FLC). In the present study we induced resistance in seven
strains of Candida tropicalis and evaluate a possible synergism between FLC and
AMD. The evaluation of the interaction of the drugs was determined by calculating the
Fractionary Inhibitory Concentration (FICI) and by flow cytometry, where we also
evaluated the likely mechanism of action of this synergism. The isolates used in this
study belong to the Laboratory of Experimental Bioprospecting in yeast (LABEL) the
UFC. For the fulfillment of the methodology, the strains were recovered from stock and
identified by molecular biology. The induction was carried out adapting the protocol of
Pinto and Silva (2009). Sensitivity tests were performed using the broth microdilution
test standardized by the CLSI, the document M27-A3. To evaluate the synergism used
the technique of checkboard. Finally, to determine the possible mechanism of action of
synergism, we determine the membrane integrity, mitochondrial transmembrane
potential, formation of reactive oxygen species (ROS), comet assay, analysis of the
oxidation of purine bases and caspases. Strains C.tropicalis after ~ 100 days reached an
MIC> 64pg/mL. The sensitivity tests were MIC> 64pg/mL both the FLC as AMD. Of
the strains tested, six showed synergism. The treatment changed the FLC + AMD
plasma membrane integrity and mitochondrial increased levels of intracellular ROS,

cause DNA damage and therefore led cell death by apoptosis.

Keywords: Candida tropicalis, fluconazole, amiodarone, oxidative stress, DNA damage
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1 INTRODUCAO

Durante as duas Ultimas décadas, a incidéncia de infec¢des fungicas invasivas (IFI)
aumentou drasticamente em todo o mundo. As IFIs sdo caracterizadas por alta morbidade e
mortalidade e sdo dificeis de diagnosticar, prevenir e tratar (Petrikkos, et. al., 2007). As
infeccbes causadas por Candida spp. resultam do aumento do tempo de internacdo e
juntamente com as despesas médicas constituem um importante problema de salde publica
(Chou, et. al., 2007).

Candida tropicalis ¢ uma levedura dipldide causadora de infec¢des superficiais e/ou
sistémicas, as quais podem ser adquiridas de maneira endégena ou exdgena e podem acometer
diversos 6rgdos(NEGRI et al. 2011).No Brasil, C.tropicalis é a segunda espécie mais
comumente isolada e no Ceara é pouco estudada(MENEZES, et. al., 2009). Durante os anos
1970 e 1980, varios estudos demonstraram que a fungemia causada por C. tropicalis foi
comum em pacientes com leucemia e naqueles que receberam um transplante de medula
0ssea. Em um estudo realizado no Brasil, visando caracterizar a epidemiologia das
candidemias, foi observado que em um grupo de 906 pacientes, 20% destes tiveram infeccoes
por C. tropicalis. Alem disso, foi possivel verificar que esta especie foi a segunda mais
frequentemente encontradas em adultos (21,6%) e idosos (23,2%), e a terceira em recém-
nascidos (11,9%) e criangas (18,5%) (NUCCI; COLOMBO, 2007).

Nas Gltimas décadas, houve um aumento significativo no nimero de infecgdes fangicas
invasivas. O tratamento dessas infeccBes &€ marcadamente limitado por problemas de
seguranca dos medicamentos, da resisténcia e dos perfis de eficacia. Além disso, as drogas
antifangicas disponiveis no mercado sdo restritas a um pequeno nimero quando comparadas
as antibacterianas. Diante desse fato, unido ao aumento da frequéncia de resisténcia cruzada
faz-se necessaria o desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas, como por exemplo, o
uso de combinacdes de farmacos com atividade antiflngica juntamente com farmacos nao
antifangicos(PINA-VAZ et al.,2005; TOBUDIC et al., 2012).

A AMD é classificada como uma droga antiarritmica classe 111 que impede a fibrilacdo
atrial e taquicardia ventricular, e é usada como droga de escolha em pacientes com arritmia.
Trabalhos recentes tém demonstrado uma ampla atividade antifungica desta droga quando
associado ao FLC(MUEND; RAQ, 2008).
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Diante dessa atividade da AMD quando associada ao FLC, este trabalho buscou
verificar o efeito sinérgico do FLC e AMD frente a cepas de C.tropicalis resistentes ao FLC,

além de avaliar o provavel mecanismo de a¢do desse sinergismo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 InfecgBes fungicas

Nas Ultimas décadas diversos fatores relacionados com o avango da medicina, como a
introducdo de novas técnicas diagndsticas e invasivas, a maior eficacia nas técnicas de
transplantes e 0 uso de agentes  imunossupressores e quimioterdpicos tém sido
responsabilizados pelo aumento de sobrevida dos pacientes (KOTHAVADE et al.,2010,
SCHMALRECK et al., 2012; SILVA et al.,2012). Entretanto, infec¢Bes oportunistas, como as
infeccbes causadas por fungos, surgiram como complicacbes nestes pacientes
imunocomprometidos. Dentreas infec¢des flngicas oportunistas, a candidiase tem sido aquela
maisdocumentada  nos  diferentes  grupos  de pacientes portadores  de
imunodeficiéncias,apresentando-se como infeccbes superficiais ou invasivas, com

envolvimento de umou multiplos 6rgaos(SILVA et al.,2012).

As infecgdes causadas por Candida spp. tem emergido mundialmente e resultam do
aumento do tempo de internacdo e juntamente com as despesas médicas constituem um
importante problema de saude publica, principalmente em centros médicos terciarios (CHOU
et al, 2007 ; SCHMALRECK et al., 2012) . Estas infeccdes destacam-se ndo apenas por sua
prevaléncia em diferentes centros médicos, como também por suas complicacGes, dificil
diagnostico, além de estarem associadas a mortalidade atribuida da ordem de 50%
(COLOMBO; GUIMARAES, 2003; GUDLAUGSSON et al., 2003, NUCCI; COLOMBO,
2007).

Um estudo conduzido por Wisplinghoff et al., (2004) reuniu dados do Surveillance
and Control of Pathogens of Epidemiological (SCOPE) envolvendo 40 hospitais terciarios de
varias regides dos Estados Unidos. No periodo de marco de 1995 a setembro de 2002, um
total de 24.179 episddios de bacteremias e fungemias foram documentadas e o género
Candida foi o0 4° agente mais comum isolado em hemoculturas, respondendo por 9% das
infeccdes da corrente sangliinea 0 que acarreta altos custos com medicamentos e uma taxa de
mortalidade de 40% (WENZEL; GENNINGS, 2005; PETRIKKOS; SKIADA, et. al., 2007)

Ja na Espanha, um estudo conduzido de janeiro de 2002 a dezembro de 2003
documentou 345 episodios de infeccdes de corrente sangiinea por Candida isolados de 341
pacientes. A incidéncia de candidemia foi de 4,3 casos/100.000. (ALMIRANTE,et al.,

2005).Em outro estudo conduzido em 44 hospitais terciarios, um total de 1367 episodios de



19

fungemia foram relatados. A incidéncia foi de 0.92 por 1.000 interna¢des. Candida albicans
foi a mais isolada (0.41 episodes/1000 admissdes) seguida por C.parapsilosis sensu stricto
(0.22) (PEMAN et al., 2012)

Na Suica, foi realizado um estudo de vigilancia entre 1991 a 2000 em 17 hospitais
universitarios e seus hospitais filiados, que representavam em sua totalidade 79% de todos os
hospitais terciarios deste pais. Observou-se Candida spp. como a sétima causa de infec¢des da
corrente sanguinea correspondendo a 2,9% dos isolados de hemoculturas, sendo que sua
incidéncia permaneceu inalterada durante os 10 anos do estudo, 5,4 casos/100.000 habitantes
(MARCHETT et al., 2004).

No Brasil, um estudo epidemioldgico realizado em hospital terciario, observou que na
maioria dos episodios de candidiase a C. albicans estava presente em 51,6% dos casos, mas
também espécies ndo-albicans como C. parapsilosis (25,8%), C. tropicalis (13,3%),
C.glabrata (3,3%), C. krusei (1,7%) e outras espécies (7,5%) (ANTUNES et al., 2004;
AQUINO et al., 2005). Em outro estudo conduzido em um Hospital Universitario de Londrina
por um periodo de trés anos, mostrou que infec¢bes por Candida albicans foi a mais
freqlente, mas outras espécies de Candida corresponderam a 64% dos isolados, incluindo
predominantemente Candida tropicalis (33,2%) e Candida parapsilosis (19,2%)
(FURLANETO, et al., 2011).

Particularmente no Estado do Ceard, um estudo realizado por Mendrano et al., (2006)
analisou 50 culturas de origem sanguinea e mostrou que a espécie mais comumente isolada
foi a C.parapsilosis (n=18), seguida por C.albicans (n=14), C.tropicalis (n=8),
C.guillermondii (n=6), C.glabrata (n=2) e Candida spp. (n=2) (NUCCI; COLOMBO, 2007).

A epidemiologia das infecgdes fungicas invasivas (IFIs) estd mudando, Candida
albicans continua sendo a levedura mais importante, no entanto, um notavel crescimento de
infeccdes por espécies ndo albicans (C. tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis e C. krusei)
tem aumentado e corresponde a 36-63% de todos os casos (HORN, et al, 2009; GAMARRA,
2010; CHl,et al, 2011).

Nos ultimos anos a prevaléncia de espécies de Candida ndo-albicans tem aumentado.
Além disso, existem diferencas marcantes na distribuicdo das espécies e das sensibilidades de
drogas antiflngicas entre os paises (Figura 1) que necessitam de vigilancia continuada em

cada pais para monitorar as tendéncias na distribui¢do de patdgenos e padrdo de sensibilidade,
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a fim de auxiliar na gestdo e tratamento de pacientes hospitalizados com candidiase
invasiva(SELLAMIet al, 2010; GURCUOGLU et al, 2010).

Fonte: (ARENDRUP, 2010)

Figura 1.As diferencas geograficas na propor¢do de casos que envolvem candidemia. Candida glabrata (a), C.
tropicalis (b) e C. parapsilosis (c), respectivamente.



21

No Brasil, a C. tropicalis é um agente frequente de candidemia em hospitais, sendo a
segunda espécie mais comumente isolada (NUCCI; COLOMBO, 2007), como também pouco
estudada no Ceara (MENEZES, et. al., 2009).

2.2 Candida tropicalis: um patdgeno emergente

Candida tropicalis, conhecida primeiramente como Oidium tropicale, foi diferenciada
entre as mais diversas espécies de Candida em 1910 por Aldo Castellani. Enquanto isso,
varios outros nomes foram sendo atribuidos a esta espécie, como Monilia tropicalis, Candida
vulgaris, Mycotorula dimorpha, Candida paratropicalis e outros 58 sinbnimos. Somente em
1923, Berkhout introduziu o nome atual. (NEGRI et al. 2011).

Desde 1960, C. tropicalis tem sido reconhecida como responsavel por causar
infeccdes fangicas graves (HO, 1960). Ela ¢ uma levedura dipldide pertencente a divisdo
Ascomyceta e € um agente patogénico oportunista humano, que coloniza varios sitios
anatomicos distintos, incluindo a pele, trato gastrointestinal e geniturinario podendo também
ser encontrado no trato respiratério (KOTHAVADE et al.,2010; NEGRI et al. 2011)

As infeccbes causadas por essa espécie podem ser adquirida de forma endogena, ou
seja, quando o individuo ja esta colonizado pelo microorganismo como parte da microbiota
intestinal normal, mas que sob condicGes adversas essas leveduras podem ser translocadas e
se espalhar através do trato gastrointestinal para diferentes sitios anatémicos causando
infeccdo (NUCCI; COLOMBO, 2007). Ja as infeccGes exdgenas podem ocorrer através do
contato das méos dos profissionais de salide com 0s pacientes ou atraves de cateteres, proteses
implantaveis, bem como solugdes parenterais que foram previamente contaminados. (NUCCI;
COLOMBO, 2007; NEGRI et al., 2010).

O diagnostico laboratorial se baseia basicamente nas caracteristicas morfoldgicas, e
bioguimicas. Macroscopicamente, as colénias de C.tropicalis quando semeadas em agar
Sabouraud dextrose apresentam-se de cor creme com uma borda ligeiramente micelial
(Figura 2a) e de azul escuro quando semeada em CHROMagar Candida ™ (CHOMagar,
Paris, Franca) (Figura 2b). Microscopicamente (Figura 2c) em agar corn meal Tween 80, a
25°C, C. tropicalis apresenta blastoconideos isolados ou em pequenos grupos ao longo de
toda a pseudohifas podendo também produzir hifas verdadeiras. Ja em testes bioguimicos esta
levedura difere das outras espécies por ser capaz de fermentar e assimilar sacarose, glucose,
galactose, trealose e maltose, mas ndo a lactose ou rafinose (NEGRI et al. 2011; SILVA et
al.,2012).
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Fonte: (NEGRI et al, 2011)

Figura 2: Morfologia de Candida tropicalis em meios de cultura de rotina. (a) agar Sabouraud dextrose, (b)
CHROMagar Candida™ , (c) agar corn meal Tween 80.

A tecnologia molecular que teve o maior impacto no diagnostico clinico de infecgdes
por Candida foi o PCR. A caracteristica mais importante dessa metodolgia é que os primers
utilizados em amostras clinicas sao especificos e ndo amplificam o DNA do hospedeiro ou de

outros microorganismos (SILVA et al.,2012).

A maior parte do genoma hapldide de Candida consiste de DNA mitocondrial e DNA
ribossbmico (DNAr). Neste DNA existem trés regides codificadoras relativamente
conservadas: uma regido 18S, com cerca de 1.800 pares de base (pb); uma sequéncia
altamente conservada de 5.8S, com 160pb; e a regido 28S com cerca de 3.400pb. Flanqueando
a regido 5.8S, existem regides de sequéncias variaveis denominadas de internal transcribed
spacer regions(ITS1 e ITS2), cuja funcdo ndo € completamente conhecida (IWEN, et
al.,2002).

Como as regides ITS1 e ITS2 mostram grande variabilidade entre microrganismos do
mesmo género, podem ser utilizadas para a identificacdo das espécies de Candida em testes
moleculares, além de aumentarem o poder de detec¢do dos métodos de amplificacdo por
estarem presentes em multiplas copias (WHITE et al., 1990; CHEN et al., 2002).

Apesar do desenvolvimento em abordagens moleculares, a grande maioria do
diagndstico clinico das candidiases sdo baseados em metodologias ndo moleculares devido a
reduzida quantidade de equipamento de PCR em laboratdrios hospitalares, os problemas com
a preparacdo da amostra e contaminacdo ambiental, falta de protocolos padronizados para
metodologias de PCR e de profissionais qualificados(SILVA et al.,2012; NEGRI et al.,2011).
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Em geral, os fatores de risco envolvidos no desenvolvimento de infecgOes por
Candida adquiridas em hospitais estdo associados com: longos periodos em UTIs,
administracdo de antibioticos de largo espectro, pacientes imunocomprometidos, queimados,
submetidos a ventilagdo mecanica, maltiplos sitios de colonizacdo e hemodialise. Estudos tém
mostrado, que, em oposicao a C. parapsilosis, infec¢bes por C. tropicalisé menos provavel de
ocorrer entre as criangas com menos de um ano de idade, entretanto, € mais provavel de
ocorrer em pacientes com cancer ou neutropénicos e esta fortemente associada com a
presenca de biofilme em cateteres urinarios (PFALLER; DIEKEMA, 2007; KOTHAVADE et
al., 2010; SILVA et al.,2012;CHONGet al., 2012).

Novos estudos sugerem que a C. tropicalis esta associada com um maior potencial de
difusdo e mortalidade em pacientes internados em UTI, especialmente pacientes oncoldgicos,
do que a C. albicans ou de qualquer outra espécie ndo albicans (NUCCI; COLOMBO, 2007;
KOTHAVADE et al., 2010).

A patogenicidade de espécies de C.tropicalis € mediada por um nimero de fatores de
viruléncia, incluindo a adeséo e formacao de biofilme no tecido do hospedeiro bem como em
dispositivos médicos, a capacidade de evadir as defesas do hospedeiro, producdo de hifas e

enzimas hidroliticas (proteases, fosfolipases e hemolisinas) (KOTHAVADE et al., 2010).

A formacdo de biofilme € um importante fator de viruléncia para vérias espécies de
Candida, pois confere resisténcia significativa a terapia antifungica, limitando a penetracdo de
substancias atraveés da matriz e protegendo as células de respostas imune do hospedeiro
(DONLAN; COSTERTON, 2002 ; MUKHERJEE; CHANDRA, 2004). Além disso,biofilmes
formados por espécies ndo albicanstém sido associados com maior morbidade e mortalidade
em comparacdo com os isolados ndo formadores de biofilmes. Supde-se que a formacdo de
biofilmes maduros e a subsequente producdo de matriz extracelular é fortemente dependente
da espécie, estirpe e das condi¢des ambientais (pH, composi¢do do meio, oxigénio) (SILVA
et al.,2012).

A producdo de enzimas hidroliticas causa destruicdo dos tecidos dos hospedeiros por
espécies de Candida. Dentre as enzimas secretadas que implicam na patogenicidade dessas

espécies, temos: aspartil proteinases (SAPs), fosfolipasese hemolisinas (SILVA et al.,2012).

As SAPs facilitam a invasdo e colonizacdo dos tecidos do hospedeiro por disruptura
das membranas mucosas e por degradar importantes proteinas de defesa imunoldgica e

estrutural. Ja as fosfolipases sdo enzimas que hidrolisam fosfolipidos em acidos graxos. A
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producdo de todas as classes de fosfolipases tém sido descritos para espécies de Candidae
sugerem que elas contribuem para o dano na membrana celular do hospedeiro facilitando

assim receptores de aderéncia (SILVA et al.,2012).

Outra importante enzima é a hemolisina. Os microorganismos patogénicos podem
crescer no hospedeiro utilizando heme como uma fonte de ferro. Hemolisinas degradam a
hemoglobina e facilitam a recuperacdo do ferro elementar de células hospedeiras. Assim, as
hemolisinas s&o consideradas como fator de viruléncia chave que permite a sobrevivéncia do

patdgeno e persisténcia no hospedeiro (SILVA et al.,2012).

2.3 Resisténcia ao fluconazol

Resisténcia € um fendmeno que ocorre in vivo, e pode estar ou ndo associada a falha
terapéutica. Fatores relacionados a farmacocinética e farmacodindmica do antifingico, bem
como aqueles relacionados ao hospedeiro e a espécie causadora da infeccédo, estdo envolvidos
nas diferengcas que existem entre sensibilidadein vitro e resposta clinica ao tratamento
(SANGLARD & ODDS, 2002; PFALLER, 2006; PFALLER; DIEKEMA, 2007).

O fluconazol surgiu no inicio da década de 90 como o primeiro agente antifingico
triazolico aprovado pela FDA para o tratamento de infec¢bes sistémicas causadas por
Candida(SHEEHAN et al., 1999; NUCCI, 2007; PFALLER; DIEKEMA, 2010).E bem
tolerado e um agente seguro que tem boa atividade clinica contra Cryptococcus neoformans e
a maioria de Candida spp. isolada. O uso aumentado desta droga deu origem ao
desenvolvimento de resisténcia a Candida spp., principalmente C. glabrata e C. krusei
isoladas(JR, et al., 2005).

Esse agente atua especificamente inibindo a enzima lanosterol-14-a-demetilase,
pertencente ao sistema enzimatico microssomal do complexo citocromo P-450, que promove
a conversdao de lanosterol a ergosterol. O resultado é a inibicdo dessa conversdo, com a
deplecdo conseguinte de ergosterol, acumulacdo de precursores e perda da integridade da
membrana (AKINS, 2005; JR, et. al., 2005; DERY; HASBUN, 2011). O uso excessivo de
azolicos (especialmente fluconazol) em tratamentos de pacientes HIV-positivos com
infeccdes fungicas nas mucosas no periodo anterior a introducdo da terapia antiretroviral tem
favorecido a aquisicdo de resisténcia aos azdlicos de varios fungos patogénicos
(SANGLARD, 2002).
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Os mecanismos tém sido estudados principalmente em C. albicans, C. glabrata e C.
parapsilosis (VANDEPUTTE, et. al., 2005; PINTO E SILVA et al, 2009). Quatro
mecanismos principais sao normalmente descritos (Figura 3): (i) superexpressdo de bombas
de efluxo (ii) alteracbes na biossintese do ergosterol, (iii) mutacbes no gene ERG11 e (iv)
super expressdo no gene ERG11. Estes mecanismos podem ser encontrados separadamente,
mas eles também podem ser combinados, contribuindo assim para a aquisi¢ao de resisténcia
aos azolicos (LUPETTI et al.,2002; SANGLARD, 2003; VANDEPUTTE, et. al., 2005 ).

Super expressdo de bombas de efluxo: Esse mecanismo é desencadeado pela
reducdo do acimulo intracelular do medicamento. Nos ultimos anos, estudos realizados com
fluconazol mostraram evidéncias de que ele é ativamente transportado ao meio externo pelas
células fangicas, de uma maneira dependente de energia, e que o maior efluxo do antifingico
¢ causado pela super expressdo de genes que codificam proteinas transportadoras de
membrana (MORSCHHAUSER, 2002).

Os genes CDR1 e CDR2 (Candida Drug Resistance) codificam proteinas
transportadoras do tipo ABC (ATP-binding cassette), que atuam como bombas de efluxo
transmembranas e utilizam a hidrolise do ATP para mobilizar uma variedade de compostos
hidrofobicos para fora da células. Além de CDR1 e CDR2, outro gene conhecido como
MDR1 (Multidrug Resistance) também esta envolvido no sistema de transporte dependente de
energia. A proteina codificada por MDR1 atua como transportadora de membrana do tipo
MFS (Major Facilitator Superfamily) e utiliza gradiente de protons para o transporte de
compostos. Esta proteina é encontrada em fungos, bactérias e no homem (WHITEet al.,1998;
AKINS, 2005; ESPINEL-INGROFF, 2008; TOBUDIC, KRATZER, PRESTERL, 2012).

As bombas de efluxo tém a capacidade de transportar a0 meio externo, entre outros
compostos, alguns antifangicos, porém ndo em quantidades suficientes para conferir
resisténcia. No entanto, algumas linhagens de Candida podem apresentar super expressdo dos
genes CDR e MDR, aumentando o nimero de bombas transportadoras em suas membranas e
reduzindo o acumulo do antifangico no meio intracelular (AKINS, 2005).

Alteracbes na biossintese do ergosterol: O ergosterol é essencial para manter a
integridade e funcdo da membrana plasmatica dos fungo e , por esse motivo, a sua biossintese
é alvo para muitos antifangicos, incluindo o fluconazol. O alvo primario dos azélicos é a 14-
a-demetilase (ERG11p), enzima chave na sintese do ergosterol, membro da superfamilia dos
citocromos P-450. A inibicdo da ERG11p pelo fluconazol ndo resulta somente na reducdo do
ergosterol, mas também no acimulo do seu precursor, o lanosterol. Este é convertido em 14-

a-metilfecosterol e, subsequentemente, catalisado pela AS5,6-desaturase (codificada pelo
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ERG3) para o esterol intermediario, 14-a-metilergosta-8,24(28)-dien-3,6diol que um
composto toxico que inibe o crescimento celular (LUPETTI et al., 2002; AKINS, 2005;
TOBUDIC, KRATZER, PRESTERL, 2012).

Miyazaki et al.(2001) demonstraram que a dele¢cdo do gene ERG3 em C.albicans
resultou na reducdo de sensibilidade dos mutantes ao fluconazol, fornecendo evidéncia direta
de que a alteracdo na biossintese do ergosterol, em especial a inativa¢do da enzima AS5,6-
desaturase pode causar resisténcia ao fluconazol.

Mutacdo no gene ERG11: Uma causa frequente de resisténcia é decorrente da
alteracdo na configuracdo espacial da ezima alvo dos antifingicos azolicos, a 14-a-demetilase
(ERG11p), enzima chave na via de biossintese do ergosterol. Muta¢gdes em ERG11 podem
resultar em alteracdes pos traducionais na sequéncia de amionoacidos e, consequentemente,
na estrutura tridimensional de ERG11p, ocasionando decréscimo na afinidade de ligacdo entre
0 componente azolico e a proteina, sem impedir sua funcdo, porém gerando leveduras com
fendtipo alterado resistentes aos azolicos (SANGLARD et al., 2002; TOBUDIC, KRATZER,
PRESTERL, 2012).

Super expressao do gene ERG11: Em presenca de fluconazol, C.albicans aumenta a
expressdo do gene ERG11, provavelmente por mecanismo compensatorio a deplecdo do
ergosterol. Entretanto, Franz et al., 1998, relataram que mesmo na auséncia de fluconazol,
alguns isolados resistentes expressam ERG 11 em niveis superiores aos encontrados em
isolados susceptiveis expostos aos antifungicos.

O aumento da expressdo do gene ERG11 resulta em incremento da concentracdo da
enzima 14-a-demetilase no ambiente intracelular, e consequentemente, acarreta a necessidade
de quantidades maiores de antifungico para inibir a atividade da enzima (LUPETTI et
al.,2002; GOLDMAN et al., 2004; TOBUDIC, KRATZER, PRESTERL, 2012).

Embora a super expressdo do gene ERG11 tenha sido descrita como mecanismo de
resisténcia, alguns dados indicam que este fendmeno néo esta necessariamente relacionado a
resisténcia aos azolicos em C.albicans, uma vez que quando detectado, esta frequentemente
associado ao aumento da expressao de genes codificadores de bombas de efluxo (GOLDMAN
et al., 2004).

A resisténcia ao fluconazol em isolados clinicos de C.tropicalis tem aumentado.
Clinicamente, o surgimento desse tipo de resisténcia é consideravelmente importante porque a
C.tropicalis € um dasespécies de Candida, mais comumente isoladas apds C. albicans e

constantemente vem sendo relatada como resistente ao fluconazol(CHOU et al.,2007;
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BARCHIESI et al., 2000). Um largo estudo conduzido por Pfalleret al.(2009) mostrou um
nivel moderado de resisténcia ao fluconazol por C.tropicalistKOTHAVADE et al., 2010).
Apesar de existirem poucas informag6es acerca da resisténcia de C.tropicalis aos az6licos, o
mecanismo de resisténcia parece ser uma superexpressdao do gene CtERG11 associado com
uma mutacdo missense(VANDEPUTTE, et. al., 2005; KOTHAVADE et al., 2010).
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Figura 3. Mecanismos de resisténcia aos antifingicos azolicos

O aumento do uso global de fluconazol em varias condic6es clinicas (candidiase) é a
maior causa de dominancia de espécies ndo albicans em relacdo a C.albicans. Portanto,
algumas medidas para tentar controlar o aparecimento de espécies resistentes na pratica
clinica devem ser tomadas, como: aplicacdo terapéutica de fluconazol deve ser limitado a
pacientes de alto risco para minimizar aparecimento da resisténcia; pacientes com candidiase
recorrente que foram tratados recentemente com fluconazol, ndo devem ser tratados
novamente com o mesmo farmaco; utilizacdo de varios agentes antifingicos e suas interacdes
com outros medicamentos precisam ser cuidadosamente pensado antes da sua aplicacéo
clinica em pacientes de alto risco; nos pacientes cirlrgicos, novos agentes antifingicos como
os azdis (voriconazol) e equinocandinas sdo opcdes terapéuticas menos toxicas para
prevencdo e terapia de infec¢des por Candida e 0 aumento do conhecimento dos fatores de
risco para espécies nao albicans pode fornecer orientacdes para escolhas apropriadas de
tratamento antifungico(KOTHAVADE et al., 2010).
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2.4 Métodos de deteccao de resisténcia

O desenvolvimento de métodos de sensibilidade a antifingicos tem sua historia
vinculada aos avancos obtidos na quimioterapia antibacteriana. Com o surgimento de espécies
patogénicas com resisténcia intrinseca aos antifingicos, principalmente pelo uso de terapia
antifingica profilatica, tem aumentado a necessidade de desenvolvimento e padronizagdo de
testes de senbilidade aos antifungicos (CUENCA-ESTRELA et al., 2002).

Como nos ultimos anos o arsenal terapéutico antifungico tem aumentado, ha uma
crescente preocupagdo com o aumento da resisténcia a estas drogas. Mundialmente, estudos
de vigilancia de resisténcia a antifungicos mostram a emergéncia de leveduras de Candida
ndo-albicans como causa de infec¢fes superficiais e invasivas, sendo que muitas destas
espécies apresentam menor sensibilidade a anfotericina-B e/ou azolicos (REX et al.,2001;
ALMIRANTE et al., 2005; PFALLEREet al., 2010).

Diante deste fato, aumentou o interesse da comunidade cientifica no aperfeicoamento
de testes de senbilidade para auxiliar na escolha mais adequada na terapéutica antifungica
como também, da industria farmacéutica para utilizar essa ferramenta no desenvolvimento de
novas drogas (REXet al., 2001).

No decorrer do tempo, foram desenvolvidas técnicas para o estudo da
sensibilidadeinvitro aos antifingicos, sendo o método de microdiluicdo em caldo considerado
a técnica de referéncia. O Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,2005), antigo
NCCLS, ap0s 15 anos de trabalhos colaborativos publicou o primeiro documento, 0 M27-A
(1997) com normas e técnicas da padronizacdo dos testes de sensibilidade. Mais
recentemente, foi publicado o documento M27-S3 (2008) (NCCLS, 1997; REX et al., 2001;
CLSI, 2008).

Este documento fundamenta a metodologia de diluicdo em caldo (microdiluicdo em
caldo) como padrdo ouro para testes de sensibilidade a antifungicos. Desta forma,0 CLSI
(2008), utiliza o meio de cultura sintético RPMI-1640 com L-glutamina, sem bicarbonato e

tamponado com acido morfolinopropanosulfénico (MOPS) com pH 7,0, um in6culo de 0,5 a

3
2,5x10 UFC/mL, 24 e 48 horas de incubacdo a 35°C para leveduras do género Candida e 72
horas para Cryptococcus neoformans. O critério de leitura dos ensaios com azdlicos e 5-FC
foi definido como a menor concentracdo capaz de inibir significativamente 50% do

crescimento quando comparado com o grupo controle. Para anfotericina-B, a concentracdo
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inibitéria minima (CIM) foi definida como a menor concentracdo capaz de inibir qualquer

crescimento visivel. (CLSI, 2008).

O Etest é um método comercial utilizado para determinar quantitativamente a
sensibilidadein vitro aos antifingicos, baseado em gradientes de concentracdo dos
antifungicos empregados em fita plastica, através da técnica de difusdo em éagar. Este método
nos permite determinar uma cepa como sensivel ou resistente, pois também determina a
concentracdo inibitéria minima (CIM) (REX et al., 2001). Esta técnica é de facil e rapida
execucdo e fornece um resultado quantitativo, porém limita 0 nimero de antimicrobianos que

podem ser testados por placa, além do alto custo das fitas(ANVISA).

A citometria de fluxo tem sido ha muito tempo reconhecida como uma possivel
ferramenta para testes de sensibilidade antifingica onde pesquisas concentram-se

principalmente no género Candida e Saccharomyces (REX, et al., 2001).

Na microbiologia, esta técnica tem mostrado varias potencialidades, nomeadamente no
estudo da sensibilidade a antimicrobianos. E uma técnica que permite a contagem, anélise e
classificagdo de células suspensas num fluido onde realiza, simultaneamente, uma andlise
multiparamétrica de caracteristicas fisicas e quimicas célula a célula, através de aparelhos de
deteccdo opticos e/ou eletronicos (DOS SANTOS, 2010). Essa metodologia pretende que as
analises sejam cada vez mais: especificas, com menor probabilidade de falsos positivos;
sensiveis, com menor probabilidade de falsos negativos; reprodutiveis; automaticas e rapidas
(CORTE-REAL et al, 2002).

Trabalhos tém explorado essa possibilidade e mostrou o potencial dessa técnica em
relacio ao método de referéncia (microdiluicdo em caldo). Um estudo sugeriu que essa
técnica pode se