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RESUMO

Candida glabrata, geralmente comensal, surgiu como uma causa comum de
infecgBes fungicas graves com risco de morte. Dada a resisténcia crescente aos
azdis, a orientacdo recente é utilizar as equinocandinas como a primeira escolha
para o tratamento de infec¢Bes sistémicas por C. glabrata. No entanto, esta € a
primeira espécie de Candida que foi detectada com resisténcia significativa as
equinocandinas. Esta levedura é capaz de colonizar tecidos do hospedeiro, bem
como superficies abidticas (catéteres, proteses) onde desenvolve um crescimento
em multicamadas caracterizado como biofilme. A natureza da estrutura do biofilme
e os atributos fisiologicos a ele conferidos resultam em uma resisténcia inerente a
agentes antimicrobianos, impactando negativamente na saude do paciente. Este
estudo teve como objetivo a inducéo in vitro de resisténcia a anidulafungina em
células planctdnicas e sésseis de sete cepas sensiveis de C. glabrata, além da
verificacdo do desenvolvimento de resisténcia cruzada com fluconazol. A inducao
de resisténcia foi realizada submetendo as cepas a concentracdes sub-inibitérias
do antifungico. A determinacdo de concentracdo inibitéria minima através de
microdiluicdo em caldo foi realizada previamente e posteriormente a inducao de
resisténcia e, também, para a verificacdo de resisténcia cruzada com fluconazol.
O método de inducao de resisténcia resultou em cepas fortemente resistentes a
anidulafungina, com concentracées inibitérias minimas variando de 1 a 2 pg/mL.
Antes da inducdo da resisténcia, as formas planctdnica e séssil das cepas eram
todas sensiveis ou sensiveis dose-dependente ao fluconazol. Apés a inducéo de
resisténcia a anidulafungina esta sensibilidade ao fluconazol ndo foi mantida,
tornando as cepas resistentes a este antifungico. Clinicamente, esta resisténcia
cruzada poderia implicar em falha terapéutica ao utilizar o fluconazol em pacientes
previamente expostos a concentracdes sub-inibitérias de anidulafungina por

longos periodos.

PALAVRAS-CHAVE: Candida glabrata; biofilme; anidulafungina; resisténcia

cruzada; fluconazol






ABSTRACT

Obtention of multirresistant strains of Candida glabrata by inducing anidulafungin

resistance in planktonic and biofilm cells

Candida glabrata, usually commensal, has emerged as a common cause of
serious life threatening fungal infections. Given the increasing resistance to azoles,
the recent guidance is to use echinocandins as the first choice for the treatment of
systemic infections by C. glabrata. However, C. glabrata is the first species of
Candida that has been detected with significant resistance to echinocandins. This
yeast is able to colonize host tissues as well as abiotic surfaces (catheters,
prostheses) where it develops a multi-layer growth characterized as biofilm. The
nature of the biofilm structure and the physiological attributes conferred on it, result
in an inherent resistance to antimicrobial agents, negatively impacting the patient's
health. This study aimed to induce in vitro resistance to anidulafungin in planktonic
and sessile cells of seven sensitive C. glabrata strains, as well as to verify the
development of cross-resistance with fluconazole. The induction of resistance was
performed by subjecting the isolates to sub-inhibitory concentrations of the
antifungal. The determination of minimum inhibitory concentration by broth
microdilution was performed before and after induction of resistance and also for
fluconazole cross-resistance verification. The resistance induction test resulted in
strains strongly resistant to anidulafungin, with minimum inibitory concentrations
ranging from 1 to 2 ug mL. Prior to induction of resistance, the planktonic and
sessile forms of the strains were all sensitive or sensitive dose-dependent to
fluconazole. However, after the induction of resistance to anidulafungin, this
sensitivity to fluconazole was not maintained, making the strains resistant to this
antifungal. Clinically, this cross-resistance could lead to therapeutic failure when
using fluconazole in patients previously exposed to sub-inhibitory concentrations

of anidulafungin for long periods.

KEYWORDS: Candida glabrata; biofilm; anidulafungin; cross-resistance;

fluconazole
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APRESENTACAO

De acordo com as normas vigentes no Regimento Interno do Programa de

P6s-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, da Universidade Federal do Rio

Grande do Sul, a presente dissertacdo de mestrado foi redigida na forma de

capitulos e encontra-se organizada da seguinte forma:

Introducéo e relevancia do tema

Objetivos: geral e especificos

Referencial tedrico

Capitulo 1: Multidrug resistant Candida glabrata strains obtained by
inducing anidulafungin resistance in planktonic and biofilm cells,
apresentado na forma de encarte de artigo a ser submetido a
publicacéo

Discusséo geral

Conclusbes gerais
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Nas ultimas décadas, a frequéncia de infec¢des fungicas invasivas tem
aumentado significativamente devido a elevagcdo do niumero de pacientes com
terapia imunossupressora, ao uso de antimicrobianos de amplo espectro e a

realizacdo cada vez mais frequente de transplantes de 6rgaos (KAM e XU, 2002).

Infec¢Bes sistémicas por Candida glabrata séo caracterizadas por uma alta
taxa de mortalidade e séo dificeis de tratar devido a suscetibilidade reduzida aos
antifungicos azolicos, em especial ao fluconazol (SPREGHINI et al., 2012). Esta
levedura € capaz de colonizar tecidos do hospedeiro assim como superficies
abidticas (catéteres, proteses) onde desenvolve um crescimento em

multicamadas caracterizado como biofilme (RIERA et al., 2012).

A formacdao de biofilme é um fator de viruléncia importante para as espécies
de Candida, pois confere uma resisténcia significante a terapia antifingica por
limitar a penetracdo de substancias pela matriz e proteger as células contra a
resposta imune do hospedeiro. Além disso, biofilmes formados por isolados de C.
albicans, C. parapsilosis, C. glabrata e C. tropicalis tém sido associados com
elevadas taxas de morbidade e mortalidade quando comparados com isolados

incapazes de formar biofilmes (SILVA et al., 2012).

Levando em conta a importancia das micoses invasivas e sua atual
epidemiologia, faz-se necessario ter multiplas estratégias terapéuticas. Ha alguns
anos o manejo terapéutico era realizado com azois e anfotericina B. Porém, devido
ao aumento da resisténcia aos azois, principalmente por espécies de Candida
nao-albicans e pela toxicidade renal da anfotericina B, um novo grupo
farmacol6gico — as equinocandinas — surgiu como uma nova opc¢ao terapéutica
(McCORNACK e PERRY, 2005). As equinocandinas inibem o complexo 1,3-B-D-
glucana sintase (GS) que catalisa a biossintese da 1,3-B-D-glucana, principal
componente glucano da parede celular dos fungos.

Nos ultimos anos, a levedura Candida glabrata, normalmente comensal,
surgiu como uma causa comum de infec¢des fungicas graves com risco de morte.
Isso deve-se, em grande parte, a sua baixa suscetibilidade aos antifungicos
azollicos amplamente utilizados no tratamento destas infecgdes.

Consequentemente, a orientacdo recente é utilizar as equinocandinas como
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primeira escolha para o tratamento de infeccbes sistémicas por C. glabrata
(KATIYAR et al., 2012).

Alarmantemente, C. glabrata é a primeira espécie de Candida que se tem
detectado com resisténcia importante as equinocandinas. Relatos de casos de
resisténcia dessa espécie durante e ap0s o tratamento com equinocandinas estéo
tornando-se mais comuns. A maioria desses isolados resistentes possui mutacées
especificas em um dos dois “hot spots” dos genes FKS1 e FKS2, que codificam
uma das subunidades da GS, alvo desse grupo farmacoldgico (LOCKHART et al.,
2012).

Isolados de C. glabrata resistentes ao fluconazol tém a probabilidade
aumentada de serem resistentes as equinocandinas e vice-versa. Candida
glabrata é capaz de criar mutacGes de ponto, assim como mudancas na estrutura
cromossOmica, alteracfes estas que podem ser mecanismos de adaptacdo a
mudancas no seu ambiente. Estas alteragbes genOmicas podem ser um
mecanismo de defesa que permite torna-la rapidamente resistente a multiplas

drogas, apés uma exposicao limitada (PHAM et al., 2014).

Apesar de ainda ndo haver um grande nimero de relatos na literatura, a
ocorréncia de mutacdes em FKS1 e FKS2 é responsavel por uma suscetibilidade
reduzida de isolados de C. glabrata frente as equinocandinas. A prevaléncia
dessas mutacdes parece ser baixa, mas deve-se levar em considera¢do que uma
guantidade relativamente pequena de isolados de Candida foi triada até o
momento no mundo inteiro. A identificacdo destas mutac¢des pode ser uma forma
mais sensivel de detectar isolados resistentes a equinocandinas quando
comparada ao teste de suscetibilidade que é amplamente utilizado. No presente
estudo, induziu-se resisténcia a anidulafungina em células plancténicas e sésseis
de cepas de C. glabrata sensiveis e verificou-se a possibilidade de

desenvolvimento de resisténcia cruzada com fluconazol.



OBJETIVOS
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OBJETIVO GERAL

Induzir resisténcia em células planctdonicas e de biofiime de cepas de
Candida glabrata sensiveis a anidulafungina e verificar a existéncia de resisténcia

cruzada com fluconazol.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar e selecionar, dentre 21 cepas de C. glabrata, quais sdo as
melhores formadoras de biofilme.

e Determinar a Concentragcdo Inibitéria Minima (CIM) da anidulafungina
frente as formas plancténica e séssil das cepas selecionadas.

e Padronizar a técnica de inducao de resisténcia a anidulafungina em células
planctdnicas e sésseis de C. glabrata.

e Verifica resisténcia cruzada nas cepas com resisténcia adquirida a

anidulafungina.






REFERENCIAL TEORICO
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EMERGENCIA DAS CANDIDEMIAS

Nos ultimos 30 anos, houve um aumento significativo na incidéncia de
infec¢des fungicas em humanos. Estas infec¢des podem ser superficiais, afetando
a pele, cabelos, unhas e mucosas, ou sistémicas, envolvendo os principais 6rgaos
do corpo humano (SILVA et al., 2012).

Existe uma série de possiveis razdes para o aumento da ocorréncia de
infeccbes graves e com risco de morte causadas por fungos. Uma razéo
importante seria a elevacdo da expectativa de vida da populacdo mundial e a
perda da imunocompeténcia com o passar da idade (RODLOFF, KOCH e
SCHAUMANN, 2011). Um aumento das infecc¢des fungicas sistémicas também
pode ser causado por terapias intensivas em pacientes hematoldgicos e
oncoldgicos, que causam fases neutropénicas prolongadas. Além disso,
tratamentos antibacterianos mais efetivos permitem que pacientes com infeccées
vivam por tempo prolongado, sem necessariamente resolver a doenga de base,
tornando-os mais susceptiveis a outras infeccbes oportunistas (RODRIGUES,
SILVA e HENRIQUES, 2014).

Dentre os fungos considerados patogénicos aos humanos, os membros do
género Candida sdo os mais frequentemente identificados como causadores de
infeccbes. Este género possui uma infinidade de espécies heterogéneas, mas
apenas uma minoria tem implicado em candidiase humana. Além disso, sabe-se
gue aproximadamente 65% das espécies de Candida ndo sdo capazes de crescer
a temperatura de 37°C, o0 que as exclui de serem patdgenos ou comensais em
humanos (MCCARTY e PAPPAS et al., 2016).

As candidemias sdo um problema crescente nos hospitais do mundo inteiro.
A utilizacdo de terapias com antibiéticos de amplo espectro, colocacdo de cateter
venoso central, nutricdo parenteral, terapia imunossupressora e procedimentos
médicos invasivos sdo fatores de risco para a ocorréncia destas infeccdes
(RODLOFF, KOCH e SCHAUMANN, 2011; COLOMBO et al., 2014). Candida
albicans é a espécie mais isolada, tanto em individuos saudaveis quanto em
doentes (PFALLER et al., 2007). Entretanto, mesmo a maioria dos estudos
mostrando que C. albicans representa cerca de 50% dos fungos isolados em

candidiases humanas, nas duas ultimas décadas o numero de infec¢des causadas
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por Candida nao-albicans (CNAs) tem aumentando significativamente. Este
aumento aparente do envolvimento de CNAs pode estar relacionado a evolucéo
dos métodos de diagnostico, como meios cromogénicos para identificacao a nivel
de espécie e a introducdo de técnicas de biologia molecular na rotina laboratorial.
A alta prevaléncia de CNAs em infec¢des também pode ser um reflexo do elevado
nivel de resisténcia inerente que estas espécies tém a certos antifungicos
(MATSUMOTO et al., 2014; DOI et al., 2016).

Mais de 20 espécies diferentes de Candida tém sido identificadas como
agentes etioldgicos de candidiase invasiva humana. Entretanto, cerca de 90% das
infeccBes invasivas por Candida sp. podem ser atribuidas a seis espécies, C.
albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei e C. auris (MCCARTY
e PAPPAS et al, 2016). Esta lista tende a crescer a medida que novas espécies
sejam relatadas e que os laboratérios fagam o diagnéstico a nivel de espécie, a

fim de otimizar o tratamento dos pacientes (PFALLER et al., 2007).

INFECCAO POR Candida glabrata

C. glabrata € uma preocupacéao crescente em situacdes clinicas, causando
infeccbes em mucosas, além de estar envolvida em cerca de 15% das infec¢des
sistémicas causadas por Candida sp. Em agar Sabouraud dextrose, C. glabrata
forma coldnias brilhantes, lisas e de cor creme, indistinguiveis das outras espécies
de Candida, exceto por seu tamanho, que pode ser relativamente menor. Em
meios de cultura cromogénicos, as colénias de C. glabrata podem aparecer
brancas, purpuras e, em relacéo as reacdes bioquimicas ela fermenta e assimila
glicose e trealose (FIDEL, VAZQUEZ e SOBEL, 1999). Finalmente, em relacdo a
parte genética, esta espécie tem genoma haploide, em contraste com o genoma
diploide de C. albicans e de diversas outras CNAs (SILVA et al.,, 2012;
RODRIGUES, SILVA e HENRIQUES, 2014).

Limitacdo de nutrientes, resposta oxidativa, competicio com outros
microorganismos e a impossibilidade de gerar esporos resistentes sao causas de
stress, intrinsecas ou de origem ambiental, para C. glabrata. Em comparacéo a
outras especies de Candida, C. glabrata parece ser uma das mais robustas,

podendo sobreviver em superficies inanimadas por mais de 5 meses, enquanto a
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viabilidade da C. albicans é limitada a 4 meses e as células de C. parapsilosis
morrem apos duas semanas. Para manterem-se viaveis fora do organismo do
hospedeiro, as células demandam uma tolerancia muito elevada ao stress
(RODRIGUES, SILVA e HENRIQUES, 2014).

As células de C. glabrata sdo capazes de colonizar comensalmente a boca,
esobfago, intestino, mucosa vaginal, mas pouco se sabe a respeito da sua interacéo
com o hospedeiro e de seus mecanismos de defesa. Espera-se que o hospedeiro
consiga suprimir a expressao de propriedades patogénicas, prevenindo a infeccéo
(ROETZER, GABALDON e SCHULLER, 2011).

BIOFILMES

Décadas atras, considerava-se que as leveduras contribuiam passivamente
para o estabelecimento de uma infec¢do flngica. Consequentemente, uma
fragueza do organismo ou uma imunossupressao do hospedeiro eram 0s Unicos
mecanismos considerados responsaveis por estabelecer uma infeccéo
oportunista (CUELLAR-CRUZ et al., 2012). Nos dias atuais, este conceito foi
modificado e sabe-se que estes microorganismos participam de forma dinamica
na fisiopatologia do processo de instauracdo da doenca, utilizando mecanismos
de agressao chamados fatores e viruléncia. Como exemplos destes fatores estao
a habilidade em aderir-se a superficies, a capacidade de produzir enzimas
hidroliticas, como as fosfolipases, causadoras de danos aos tecidos, e a formacéo
de biofilmes em tecidos do hospedeiro e em dispositivos médicos (D’ENFERT e
JANBON, 2016).

Biofilmes séo, por definicdo, comunidades sésseis caracterizadas por
células aderidas irreversivelmente a um substrato, a uma interface ou umas as
outras (COSTERTON, STEWART e GREENBERG, 1999). S&o envoltas por uma
matriz extracelular de substancias poliméricas e exibem um fenadtipo alterado no
gue diz respeito a taxa de crescimento e transcricdo génica. Fragmentos destas
estruturas podem desprender-se de dispositivos médicos que estejam
colonizados, passando a circular nos fluidos corporais e levando consigo todas as
caracteristicas de resisténcia de sua comunidade de origem (DONLAN e
COSTERTON, 2002).
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A formacéo do biofilme é constituida de vérias etapas (figura 1). A aderéncia
a superficies (por exemplo, dispositivos médicos) mediada por proteinas da
parede celular é a primeira fase da formacao do biofilme. Mais tarde, durante a
fase intermediaria, ocorre a proliferagcdo do microorganismo na superficie a qual
esta aderido, através do desenvolvimento de hifas e da formagédo da matriz de
polissacarideos, carboidratos, proteinas e outros componentes. Essa matriz tem
a funcao de defender o microorganismo de células fagociticas, manter nutrientes
e servir como barreira contra a difusao de drogas e substancias toxicas. Na ultima
fase, chamada de maturacdo, o biofilme estd no seu estagio méximo de
desenvolvimento. Algumas células desprendem-se da estrutura, penetram nos
tecidos e alcancam a corrente sanguinea, assim disseminando-se pelo organismo
do hospedeiro. Durante a formacédo e desenvolvimento dos biofilmes, as células
coexistem e comunicam-se através de um mecanismo intercelular conhecido
como “quorum sensing”, que modula o desenvolvimento e impede a disperséo de
células (CUELLAR-CRUZ et al., 2012).

Phagocytic cells Exopolymeric
Diug A= matrix
Y

{ Proteins Mg * o
Mg\ o ca*
L J a % (=3 L]

S J ¢, B AU — I ——————
® ® © ©

Figure 1. Phases of Candida biofilm formation on medical devices. (A) Adherence of Candida
by cell wall proteins to inert material. (B) Candida starts to proliferate by forming a matrix of
polysaccharides, carbohydrates, proteins and unknown components. (C) Growth continues, giving
rise to the formation of mature biofilm, where Candida is protected from phagocytic cells, drugs and
toxic substances. (D) Finally, some of the fungal cells break off and colonize tissues or other
implanted devices of the host.

Figura 1: Etapas de formacdo de um biofilme. (FONTE: CUELLAR-CRUZ et al.,
2012).

Candida glabrata tem-se mostrado capaz de formar biofilmes em diferentes
dispositivos médicos como catéteres vasculares e urinarios e valvulas cardiacas,
preferencialmente feitos de silicone. Intensas remodelacbes da parede celular e

alteragdes nas propriedades fisicas da superficie celular sédo alguns dos eventos
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associados a formacao de biofilme de C. glabrata. Ndo se sabe exatamente qual
a composicao da matriz extracelular do biofiime de C. glabrata, mas inclui
proteinas e carboidratos, como B-1,3 glucanas (D’ENFERT e JANBON, 2016).

RESISTENCIA ATRIBUIDA A FORMACAO DE BIOFILME

A natureza da estrutura do biofiime e os atributos fisiolégicos a ele
conferidos, resultam em uma resisténcia inerente a agentes antimicrobianos,
sendo estes antibioticos, desinfetantes ou germicidas (D’ENFERT e JANBON,
2016). Existem mecanismos responsaveis por essa resisténcia, dentre eles 1)
penetracdo reduzida dos agentes antimicrobianos pela matriz do biofilme; 2) taxa
de crescimento alterada dos organismos e 3) outras mudancas fisioldgicas
decorrentes do modo de crescimento do biofilme. Esta resisténcia impacta
negativamente na salude do paciente, uma vez que o dispositivo médico
colonizado precisa ser retirado quando a infeccéo ndo responde adequadamente
ao tratamento, podendo causar danos aos tecidos adjacentes (CUELLAR-CRUZ
et al.,, 2012). Estima-se que 65 a 80% das infeccbes em humanos estejam
relacionadas a formacédo de biofilmes, com grandes implicacdes na terapéutica
dos pacientes. Como exemplos temos a fibrose cistica, periodontite e infecces
sistémicas e do trato urinario em que estéo presentes dispositivos médicos, como
catéteres (DONLAN e COSTERTON, 2002; VITALI et al, 2016).

Uma caracteristica diferenciada do biofilme é a sua tolerancia intrinseca
aos antimicrobianos e resisténcia a resposta imune do hospedeiro. As células de
biofilme podem sobreviver a concentracfes até 1000 vezes maiores do que a
concentracdo inibitéria minima (CIM) definida para as células plancténicas.
Tolerancia antimicrobiana deve ser diferenciada de resisténcia antimicrobiana,
pois ndo é herdada geneticamente, envolvendo mecanismos alternativos como o
sequestro de drogas pela matriz polimérica extracelular e a ocorréncia de uma
subpopulacao de células chamadas persisters, que mantém seu metabolismo em
estado dormente. Biofilmes de Candida sé&o especialmente resistentes aos azois
e a anfotericina B, mas sensiveis as equinocandinas (D’ENFERT e JANBON,
2016).
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EQUINOCANDINAS

Infec¢Bes fungicas invasivas sdo uma preocupacédo, principalmente para
pacientes imunodeprimidos. Eles contam com uma alta taxa de mortalidade e o
sucesso clinico depende da resposta a terapia antifungica (ALEXANDER et al.,
2013). Infelizmente, as opcdes de tratamento sdo restritas, pois estdo limitadas a
apenas algumas classes de antifungicos disponiveis. Para muitos pacientes, a
classe das equinocandinas (micafungina, anidulafungina e caspofungina) é
recomendada como primeira escolha no tratamento de candidiases invasivas e
60% dos pacientes com candidemia sdo tratados com essa classe de antifiungicos
(EMRI et al.,, 2013). Segundo diretrizes para o tratamento de sepse grave,
publicadas por Salomédo et al. (2011), pacientes com candidemia e n&o
neutropénicos devem receber uma dose de ataque de fluconazol ou,
preferencialmente, uma equinocandina se a infecgéo for causada por C. glabrata.
A medida que a utilizacdo das equinocandinas é ampliada, aumenta a falha
terapéutica devido a organismos que se tornaram resistentes, principalmente
entre espécies de Candida (PERLIN, 2015; WIEDERHOLD, 2016).

A primeira equinocandina a ser isolada foi a anidulafungina, em 1974,
seguida da caspofungina, em 1989 e da micafungina, em 1990. Entretanto,
somente em 2001 estes medicamentos foram aprovados para 0 uso em humanos,
com a introducédo da caspofungina no mercado, seguida pela micafungina, em
2005 e, finalmente, pela anidulafungina no ano de 2006. A anidulafungina é a
Unica equinocandina ndao metabolizada pelo citocromo P450, mas sim por
degradacdo quimica espontdnea. Ao contrario da anfotericina B, ndo causa
insuficiéncia renal e nio sdo conhecidas interagdes importantes. (CORTES e
RUSSI, 2011).

Y

Em relacdo a estrutura quimica, as equinocandinas sdo um grupo de
lipopeptideos semi-sintéticos, produtos da fermentacdo de vérios fungos. A
micafungina deriva do fungo Coleophoma empedri, a anidulafungina do
Aspergillus nidulans e a caspofungina é sintetizada a partir da Glarea lozoyensis
(CORTES e RUSSI, 2011). Para entender seu mecanismo de acdo é necessario
tomar conhecimento de que, na maioria dos fungos, o esqueleto da parede celular

€ formado por dois polissacarideos: 1,3-B-D-glucana e quitina, responsaveis pela
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integridade estrutural e pela forma da célula. Esta estrutura é frequentemente
rodeada por outros compostos polissacaridicos como manose, galactose e outros
acucares que podem estar ligados covalentemente as proteinas da parede da
célula fungica. A auséncia de qualquer um desses polimeros geralmente é letal
para os fungos patogénicos. Como consequéncia, as enzimas responsaveis pela
sintese dos polissacarideos da parede celular sdo alvos muito especificos para
drogas antifungicas (WALKER, GOW e MUNRO, 2010).

As equinocandinas tém como mecanismo de acdo a inibicdo nao-
competitiva da enzima (1,3)-B-D-glucana sintase (GS), que € responsavel pela
producéo de (1,3)-p-D-glucana, componente da parede celular fungica. A inibicdo
dessa enzima e a consequente reducdo da producdo deste componente
importante da parede celular torna o fungo vulneravel a estresses externos. GS é
um complexo enzimético com pelo menos duas subunidades, Fksp e Rholp. Fksp,
codificada por trés genes relacionados, FKS1, FKS2 e FKS3, é a subunidade
catalitica e o alvo das equinocandinas. (GARCIA-EFFRON, PARK e PERLIN,
2011). Uma vez que as células dos mamiferos ndo possuem parede celular e
enzimas homoélogas, este alvo molecular € especifico dos fungos. Deste modo, as
interacBes medicamentosas e efeitos adversos associados com a anfotericina B e
com o0s azois, por causa da interacdo com enzimas do citocromo P450 e de

ligacdes nao especificas com colesterol, sao evitadas (WIEDERHOLD, 2016).

RESISTENCIA DE Candida glabrata A EQUINOCANDINAS

A resisténcia a terapia com equinocandinas tem sido associada com
substituicdes de aminoacidos devido a mutagfes nos genes FKS1 e FKS2 para
C. glabrata. Essas mutacdes de ponto ocorrem em regibes altamente
conservadas, chamadas de hot spots, em que trocas de aminoacidos levam a um
decréscimo da poténcia das equinocandinas contra a enzima alvo. Como as
equinocandinas atuam via inibicdo n&o-competitiva, estas mudancas nos
aminoacidos nao resultam em uma diminui¢ao da afinidade da ligagéo do farmaco
com a enzima, mas sim em um decréscimo da atividade da enzima GS
(WIEDERHOLD, 2016)
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Em 2008, o CLSI (Clinical and Laboratory Stardards Institute) prop6s pontos
de corte para concentragdo inibitéria minima (CIM), sendo CIM < 2ug/mL
considerada para susceptibilidade a todas equinocandinas frente a todas espécies
de Candida. O breakpoint para resisténcia néo foi definido, pois naguele momento
n&o havia relatos de resisténcia de isolados de Candida as equinocandinas. Com
0 passar do tempo, ficou claro que este ponto de corte poderia ndo identificar todos
os isolados com resisténcia relacionada a falha terapéutica. Entdo, em 2012, o
CLSI alterou a CIM da anidulafungina, tratando-se especificamente de C. glabrata,
para < 0,12ug/mL para ser considerada susceptivel, assegurando uma maxima
deteccédo de cepas com mutacdes em FKS (ALEXANDER et al., 2013).

Elevados valores de CIM servem como um screening fenotipico sensivel,
mas ndo especifico, para a presenca de mutacbes em FKS clinicamente
relevantes. A presenca de CIM elevada e uma mutacdo caracteristica em FKS
estdo correlacionados com resultados clinicos reduzidos. Alteracdes em FKS
reduzem, em diferentes graus, a sensibilidade da enzima GS a inibicdo pelo
farmaco e se manifestam fenotipicamente como mudancas de diferentes

magnitudes nos valores de CIM (ALEXANDER et al., 2013).

ANIDULAFUNGINA

Anidulafungina é uma equinocandina que tem acao fungicida contra muitas
espécies de Candida, incluindo cepas resistentes aos azdis, e uma atividade
melhor contra C. glabrata quando comparada a caspofungina (figura 2). Por causa
de sua baixa biodisponibilidade oral, ela deve ser administrada via intravenosa. E
excretada por via biliar e ndo é degradada por enzimas hepaticas. Como nédo
interage com as enzimas do citocromo P450, n&do tem interagdes limitantes com
outros medicamentos e, especialmente, ndo altera niveis sanguineos de
imunossupressores. O fluconazol também é um potente agente antifingico contra
espécies de Candida, pode ser administrado via oral e € relativamente seguro em
doses baixas. Porém, interage potencialmente com ciclosporinas e tacrolimus,
além de ser hepatotoxico e nefrotéxico em doses altas. Por esses motivos, da-se

preferéncia a anidulafungina como opcéo de tratamento (SGANGA et al, 2012).



37

Diferentemente das outras equinocandinas, a anidulafungina pode ser
administrada sem ajuste de dose em pacientes com qualquer nivel de dano renal
ou insuficiéncia hepatica, além de ndo necessitar de ajuste de dose de outros
medicamentos administrados concomitantemente. Estas propriedades fazem este
medicamento particularmente ideal para pacientes com candidemia em unidades
de terapia intensiva, pois tendem a apresentar disfungédo de 6rgdos e estar em
regimes de terapia multidrogas (MAYR, AIGNER e LASS-FLORL, 2011).

Anidulafungina
HO

Figura 2: Estrutura quimica da anidulafungina.

RESISTENCIA CRUZADA COM FLUCONAZOL

Mesmo ndo havendo dados que comprovem a ocorréncia de resisténcia
cruzada entre azois e equinocandinas, o intenso uso de equinocandinas na Ultima
década, incentivado pela ampla resisténcia aos azéis, tem promovido uma
pressdo de selecdo para o desenvolvimento de resisténcia multidrogas
(resisténcia a 2 ou mais classes de agentes antifingicos) em C. glabrata. Estudos
indicam que terapia prévia com azois prediz resisténcia ao fluconazol e terapia
prévia com equinocandinas prediz resisténcia ao fluconazol e a equinocandinas
(ALEXANDER et al., 2013).

Em um grande estudo de vigilancia em 4 regibes metropolitanas dos

Estados Unidos, envolvendo 80 hospitais e cerca de 1400 isolados, percebeu-se
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gue 32,9% dos isolados classificados como nao-susceptiveis as equinocandinas
eram, também, resistentes ao fluconazol. Em contraste, apenas 8,1% dos isolados
susceptiveis a equinocandinas eram resistentes ao fluconazol (VALLABHANENI
et al., 2015).

A razado exata para o aumento de isolados de C. glabrata resistentes a azois
e equinocandinas é desconhecida. Pode ser porque os pacientes acometidos por
candidiases invasivas sdo expostos a multiplos antifangicos por terem outras
comorbidades que os colocam em risco para infec¢gbes invasivas fungicas. O
genoma haploide de C. glabrata também torna esta espécie mais susceptivel ao
desenvolvimento de resisténcia (WIEDERHOLD, 2016).

A observacdo do aumento da resisténcia multidrogas em isolados de C.
glabrata é clinicamente preocupante devido as opcdes limitadas de tratamento
disponiveis para o tratamento de infec¢cbes invasivas causadas por estes isolados.
Pacientes com infeccoes causadas por isolados resistentes tanto a
equinocandinas, quanto a azdéis precisam ser tratados com uma formulagcédo de
anfotericina B, de toxicidade elevada, principalmente a pacientes de idade
avancada ou com comorbidades multiplas (WIEDERHOLD, 2016).



CAPITULO 1. Artigo

A ser submetido
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INTRODUCAO

A resisténcia as equinocandinas entre as espécies de Candida é
considerada incomum, com excecao de C. glabrata. Esta levedura tem uma menor
susceptibilidade relatada e relacionada a alguns sitios clinicos, frequentemente
associada a resisténcia aos azois. Existem fatores ligados ao hospedeiro que
podem facilitar essa resisténcia, dentre eles a formacdo de biofilmes em
superficies bidticas e abidticas e o uso crescente de profilaxia com equinocandinas
(PERLIN, 2015).

Este capitulo trata da inducdo de resisténcia a anidulafungina em células
planctdnicas e sésseis de isolados de Candida glabrata sensiveis e o

desenvolvimento de resisténcia cruzada com fluconazol.

E apresentado na forma de artigo a ser submetido para publicacio no

periddico Current Microbiology.
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ABSTRACT

Candida glabrata, usually commensal, has emerged as a common cause of
serious threatening fungal infections. This yeast is able to colonize host tissues as
well as abiotic surfaces (catheters, prostheses) where it develops a multi-layer
growth characterized as biofilm. Given the increasing resistance to azoles, the
recent guidance is to use echinocandins as the first choice for the treatment of
systemic infections by C. glabrata. However, C. glabrata is the first species of
Candida that has been detected with significant resistance to echinocandins. This
study presents an in vitro induction of resistance to anidulafungin in planktonic and
sessile cells of seven sensitive C. glabrata strains and also the development of
cross-resistance with fluconazole. The resistance induction test resulted in strains
strongly resistant to anidulafungin, with minimum inibitory concentrations ranging
from 1 to 2 uyg mL. Prior to induction of resistance, the planktonic and sessile
forms of the strains were all sensitive or sensitive dose-dependent to fluconazole.
However, after the induction of resistance to anidulafungin, the sensitivity to

fluconazole was not maintained, because the strains became resistant to it.

KEYWORDS

Candida glabrata; biofilm; anidulafungin; cross-resistance; fluconazole
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INTRODUCTION

In the last decades, the frequency of invasive yeast infections has increased
significantly due to the rise of the number of patients with immunosuppressive
therapy, the use of broad spectrum antimicrobials and the increasing frequency of
organ transplants [24]. Systemic infections caused by Candida glabrata are
characterized by a high mortality rate and are difficult to treat due to the reduced
susceptibility to azole antifungals, especially fluconazole [12, 16, 23]. This yeast is
able to colonize host tissues as well as abiotic surfaces (catheters, prostheses)

where it develops a multi-layer growth characterized as biofilm [12].

Biofilms are described as communities of microorganisms adhered to a
surface and embedded in a polymeric extracellular matrix [7]. It is known that this
is the most prevalent form of growth of the microorganisms in the environment
which they live. Biofilm formation is an important virulence factor for Candida
species. It confers significant resistance to antifungal therapy by limiting the
penetration of substances by the matrix and protecting the cells against the

immune response of the host [17].

Considering the importance of invasive mycoses and their current
epidemiology, it is necessary multiple therapeutic strategies. A few years ago
therapeutic management was performed with azoles and amphotericin B.
However, given the increasing resistance to azoles, mainly by species of Candida
non-albicans and renal toxicity of amphotericin B, a new pharmacological group -
the echinocandins - emerged as a new therapeutic option [20].

Echinocandins inhibit the 1,3-B-D-glucan synthase (GS) complex that
catalyzes the biosynthesis of 1,3-p-D-glucan, the main glucan component of the
fungal cell wall. GS is an enzyme complex with at least two subunits, Fksp and
Rholp. Fksp, encoded by three related genes, FKS1, FKS2 and FKS3, is the
catalytic subunit and is the target of echinocandins. Resistance to these antifungal
agents, which results in therapeutic failure, has been linked to mutations in the
Fksp subunit of GS [22].

Recently, yeast Candida glabrata, usually commensal, has emerged as a
common cause of serious fungal infections that are life threatening. This is largely

due to their low susceptibility to azole antifungals which are widely used in the
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treatment of these infections. Consequently, the recent guidance indicates the use
of echinocandins as the first choice drug for the treatment of systemic infections by
C. glabrata. Alarmingly, C. glabrata is the first species of Candida that has been

detected with significant resistance to echinocandins [24].

Fluconazole resistant isolates of C. glabrata have an increased likelihood of
being resistant to echinocandins and vice versa. Candida glabrata is able to create
point mutations, as well as changes in the chromosome structure, which may be
related to mechanisms of adaptation to environmental changes. These genomic
modifications may be a consequence of defense-mechanism which makes this
fungus rapidly resistant to multiple drugs after limited exposure to the drug. For C.
glabrata resistant to azoles and echinocandins, the only remaining antifungal agent
available is amphotericin B. This is very worrying as the frequency of infections
increases with the age of the population and amphotericin B is not very well

tolerated by elderly patients [25].

In the present study, we induced in vitro resistance to anidulafungin in
planktonic and sessile cells of sensitive C. glabrata strains and checked the

development of cross-resistance with fluconazole.

MATERIALS AND METHODS
Fungal strains

Twenty one clinical strains of Candida glabrata (RL37m, RLO3m, RLO9m,
RLO2, RLO3, HCCGO01, CG08, RL09, CG06, CG03, CG04, CG40039, RL12,
CG18S, RL22, RL24, RL25, RL26, RL45, RL49 and RL51) belonging to the
micology collection of the Applied Mycology Laboratory of the Federal University
of Rio Grande do Sul (UFRGS), Brazil, were used in this study. In some tests, the

characterized clinical isolate CG40039 was included as control.

Antifungal compounds
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Stock solutions of anidulafungin (Ecalta®, Pfizer, Sdo Paulo, Brazil) and
fluconazole (Cristélia®, Sao Paulo, Brazil) were prepared in sterile distilled water.

For the experiments, antifungal agents were diluted with RPMI 1640.
Biofilm formation assay on tracheal catheter material

The applied methodology is an adaptation of the literature [15, 26]. Initially,
the strains were cultured on Sabouraud agar for 24h at 35°C. Seven young
colonies were added to 2mL of TSB and incubated for 24h at 35°C. 1 x 1 cm?
polyvinyl polychloride (PVC, Mark Med, number 12) catheter fragments were
added to 9mL of peptone water containing 1mL of standardized inoculum in TSB
and incubated for 96h at 35°C. After the incubation period, the catheter fragments
were washed three times with peptone water to remove poorly adhered cells.
Catheter fragments were added to other flasks with 50mL of peptone water, and
the adhered cells were released from the catheter by sonication at 40KHz for
10min. The water resulting from the sonication was diluted (dilution factor 10)
allowing the determination of Colony Forming Units (CFU) and 20uL of each
dilution were plated on Sabouraud agar. Plates were incubated for 24 h at 35°C
and values of CFU cm were determined. All counts were performed in triplicate.
The best biofilm forming strains cells obtained with this test were cultivated on
Sabouraud agar and stored for further use.

Planktonic and sessile minimum inhibitory concentration (MIC)

MIC values of the planktonic and sessile cells of C. glabrata were
determined in microplates by broth microdilution method as proposed by CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute), according to protocol M27-A3 [4],
taking into account the updates of document M27-S4 [5], with modifications. The

antifungal was tested at concentrations of 0.0075 to 4.0 yg mL™2.

Induction of resistance to anidulafungin in planktonic and sessile cells and

evaluation of its stability
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This test was performed exposing the strains to increasing concentrations
of antifungal, as described by Fekete-Forgacs et al [8], with modifications.

One colony of each C. glabrata strain, originally anidulafungin sensitive, was
incubated in 10 mL RPMI 1640 containing 4% glucose for 24 h at 35°C. After
centrifugation, the supernatant was discarded, leaving only the yeast cells in the
vials. RPMI 1640 was added until reaching a final absorbance of 0.1 (A= 640 nm).
After 10 h of incubation, the material was centrifuged, the supernatant was
discarded and 10 mL of anidulafungin diluted in RPMI at the desired concentration
(MIC/8) was added. After 14 h of incubation, the previous procedure was repeated
three consecutive times, but with a 24 h incubation interval. After the third
incubation, 20 yL of each culture was grown on Sabouraud agar for 24 h. A sample
of cells was subcultured for MIC determination and saved for further testing. After
another centrifugation and discard of the supernatant, the antifungal was added at
the MIC/8 concentration until reach the final absorbance of 0.1. After 10 h of
incubation, the culture was centrifuged again, the supernatant discarded. Then, 10
mL of the desired concentration of anidulafungin (MIC/4) were added and
incubated for 14 h as described above. The experiment was repeated, doubling
the concentration of anidulafungin until reach the final concentration of 0.25 ug mL-

1 for all strains.

Fluconazole cross-resistance detection

Fluconazole cross-resistance was assessed by MIC determination of
anidulafungin resistant strains and compared to MIC prior to induction of

resistance.

RESULTS

Screening for identification of optimum biofilm formation on tracheal cateter
material, reveled seven outstanding biofilm-forming strains which were selected to
follow the induction experiments of resistance to anidulafungin (table 1). These

strains were chosen based on the colony count results (CFU cm? and log).



51

Table 1: C. glabrata biofilm forming strains.

Candida glabrata

—_ Colony count (CFU cm™) Colony count (log)
RL 37m 1,5x10% 4,1
RL 03m 2,2x10* 4,3
RL 09m 7,5x104 4,8

RL 02 0,2x10* 3,2

RL 03 0,2x10* 3,2

HCCG 01 1,5x10% 4,1

CG 08 1,5x10% 4,1

RL 09 1,5x10% 4,1

CG 06 0,2x10* 3,2

CG 03 0,2x10* 3,2

CG 04 0,2x10* 3,2

CG 40039 7,5x104 4,8

RL 12 12,5x104 51
CG 18S 12,5x10% 51

RL 22 7,5x104 4,8

RL 24 0,7x104 3,8

RL 25 4,0x10% 4,6

RL 26 3,5x10% 4,5

RL 45 1,5x104 4,1

RL 49 2,2x10% 4,3

RL 51 1,5x10% 4,1

MIC values of the planktonic and sessile cells of C. glabrata, determined by
broth microdilution method as proposed by the CLSI, are described intable 2. MICs
ranged from <0.0075 to 0.03 yg mL* to planktonic cells, and 0.015 to 0.06 yg mL"

1 to sessile cells.
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Table 2: Minimum inhibitory concentration (MIC) of anidulafungin against
planktonic and sessile cells of C. glabrata.

Candida glabrata MIC (ug mL?)

strain Planktonic cells Sessile cells

RL 12 0.03 0.03

CG 18S < 0.0075 0.06

CG 40039 0.03 0.03

RL 09m 0.015 0.03

RL 22 < 0.0075 0.015

RL 25 0.015 0.03

RL 26 < 0.0075 0.03

Following the induction of anidulafungin resistance against the sessile and
planktonic forms of C. glabrata strains, MICs were determined again. It was
observed that six out seven strains tested (86%) acquired strong resistance to
anidulafungin (table 3). It was not observed differences between MICs of the biofilm
and planktonic cells after induction of resistance, which was verified previously this
test.

Table 3: MIC of sessile and planktonic cells of C. glabrata before and after induction
of resistance to anidulafungin.

MIC (ug mL?)
Candida glabrata
. Planktonic Resistant _ Resistant
strain Sessile cells
cells planktonic cells sessile cells

RL 12 0.03 1.0 0.03 1.0
CG 18S <0.0075 2.0 0.06 2.0
CG 40039 0.03 2.0 0.03 2.0
RL 09m 0.015 0.03 0.03 0.03
RL 22 <0.0075 2.0 0.015 2.0
RL 25 0.015 2.0 0.03 2.0
RL 26 <0.0075 2.0 0.03 2.0

After 30 days subcultivating the resistant strains, MICs were determinated

and the resistance were maintaned for six strains.
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The occurrence of cross-resistance with fluconazole was determined by
performing MIC of this antifungal with the strains obtained by induction of
resistance to anidulafungin. For comparative purposes, MIC of fluconazole with the
anidulafungin-sensitive strains was previously performed (table 4).

Table 4. Comparison between fluconazole MIC of planktonic and sessile forms of
C. glabrata strains before and after induction of resistance to anidulafungin.

MIC (ug mL?)
Candida Resistant Planktonic Resistant Sessile cells
glabrata strain planktonic cells control sessile cells control
cells
CG40039 >64 16 >64 16
RL12 >64 32 >64
RLO9mM 64 32 >64 4
RL22 >64 1 >64 32
RL25 >64 32 >64 32
RL26 >64 4 >64
CG18S >64 4 >64 4

DISCUSSION

According to protocol M27-A3 [4] and taking into account the updates of
document M27-S4 [5], an isolate is considered susceptible to anidulafungin if its
MIC is < 0.12 ug mL™L. All selected strains were sensitive to the antifungal tested,
both in their planktonic and sessile forms (table 2), as found by Pfaller et al. (2013).
They showed that only 3.8% of the isolates of C. glabrata obtained from the Asian
region had resistance to anidulafungin, whereas none of the isolates obtained in
Latin America had resistance to this antifungal [18, 19]. The sessile form of the
strains was less or equally sensitive to anidulafungin when compared to the
planktonic form (table 2). This result is in agreement with that published by
Kucharikova et al. (2011) suggesting that Candida glabrata biofilms formed in vitro
or in animal models demonstrate to be resistant to azoles, but sensitive to

echinocandins and lipid formulations of amphotericin B [13].
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The induction of resistance test resulted in strains strongly resistant to
anidulafungin, with MICs ranging from 1 to 2 ug mL* (table 3). Bordallo-Cardona
et al. also obtained resistant C. glabrata strains after in vitro exposure to increasing
concentrations of micafungin and anidulafungin. In their experiment, the authors
used Sabouraud agar plates containing the desired antifungal concentrations,
obtaining MICs ranging from 0.06 to 4 ug mL"* for micafungin and 1 to 4 uyg mL*

for anidulafungin [2].

As a final result of induction of resistance, a larger MIC was expected for
sessile cells compared to planktonic cells, but was not observed in the experiments
(table 3). It is known that biofilm cells have antimicrobial resistance characteristics
and can withstand drug concentrations 1000 times greater than MIC determined
for planktonic cells [6]. It was verified that both biofilm and planktonic cells obtained
the same final MIC, not maintaining their susceptibility characteristics prior to the

induction of resistance.

In order to analyze the stability of the resistance developed, the strains were
harvested for 30 consecutive days in antifungal free Sabouraud agar. The result
obtained was the maintenance of the resistance in all tested strains. In a study
published by Pippi et al. (2015), resistance loss was demonstrated in 60% of the
C. glabrata isolates tested, differently from our experiments, but the antifungal used
was fluconazole [21]. Previously, Borst et al. (2005) demonstrated maintenance of
acquired resistance to fluconazole in strains of C. glabrata for at least 4 months
after removal of antifungal [3]. This result is clinically relevant and worrying
because once resistant, these cells will continue to express resistance genes for a
long period. Treatment with the antifungal becomes ineffective and a second
therapeutic choice is necessary. In addition, there is a risk of transmission of these

isolates already resistant to other patients, further limiting the therapeutic options.

Morphological changes (phenotypic switching) were observed in resistant
C. glabrata strains. Phenotypic switching enables micro-organisms to undergo
rapid microevolution and to adapt to a constantly changing microenvironment. It
also facilitates pathoadaptation in the host [10]. Like C. albicans, C. glabrata is
capable of expressing different cellular phenotypes in colonizing populations,

amongst them the phenotipe irregular wrinkle [14]. In C. albicans, this effect was
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correlated to high levels of antifungal resistance, indicating that morphological
change may have an effect on drug sensitivity [28].

According to the CLSI, it is considered resistant to fluconazole, the C.
glabrata strain that obtained MIC = 64ug mL™?; sensitive dose-dependent when the
MIC is between 16 and 32 ug mL* and sensitive when the MIC is < 8 uyg mL™. It
was observed that, prior to induction of resistance, the planktonic and sessile forms
of the strains were all sensitive or sensitive dose-dependent to fluconazole, with
MICs ranging from 1 to 32 ug mL™* (table 4). Interestingly, after the induction of
resistance to anidulafungin, this sensitivity to fluconazole was not maintained,

making the strains resistant to this antifungal.

Resistance to fluconazole has been associated with non-susceptibility to
echinocandins in many studies [18, 19]. This resistance is the result of
overexpression of efflux pumps, but is not involved in echinocandin resistance. C.
glabrata has a unique ability to sequentially acquire and express mutations
responsible for conferring resistance. It is possible that previous treatments with
fluconazole exert a selective pressure resulting in changes in the genome of the
pathogen even in the absence of evident resistance to fluconazole. These
organisms may persist as colonizers in patients and, with subsequent exposure to
antifungal agents, emerge as resistant to echinocandins [27]. In our study, the
opposite was observed: the emergence of fluconazole-resistant strains after
previous exposure to anidulafungin. This finding is in agreement with Alexander et
al. (2013), who suggests that previous therapy with azoles predicts resistance to
fluconazole and previous therapy with echinocandins predicts resistance to
fluconazole and echinocandins [1].

In conclusion, all C. glabrata strains were susceptible to anidulafungin, both
in planktonic and sessile forms. However, in all strains, the sessile form had a
slightly reduced susceptibility when compared to planktonic form. The strains
submitted to resistance induction test became strongly resistant to anidulafungin.
All of the anidulafungin sensitive C. glabrata strains were sensitive or sensitive
dose-dependent to fluconazole. After induction of resistance, they became
resistant to fluconazole, with MICs > 64 ug / mL, corroborating with reports of cross-

resistance between the classes of azoles and echinocandins. Clinically, this cross-
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resistance could lead to therapeutic failure when using fluconazole in patients
previously exposed to sub-inhibitory concentrations of anidulafungin for long

periods.

In future studies, the presence of mutations in FKS, responsible for the
drastic decrease in the susceptibility of C. glabrata strains to anidulafungin will be

evaluated and results presented in the due time.
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A presente dissertagéo foi desenvolvida tendo como referéncia os relatos
de aumento de casos de resisténcia da levedura Candida glabrata frente a classe
de antifangicos das equinocandinas, em especial, a anidulafungina. Além disso,
muitos estudos tém concluido que, quando em sua forma séssil (biofilme), C.
glabrata, assim como as outras espécies de Candida, demonstram uma maior

resisténcia aos antifungicos quando comparada a sua forma planctonica.

C. glabrata € um importante patégeno fingico humano que causa infec¢des
com risco de vida e representa um desafio para as opc¢Oes terapéuticas
antifangicas devido a sua susceptibilidade reduzida aos azdis e a capacidade de
desenvolver resisténcia a ambos azbis e equinocandinas. Resisténcia as
equinocandinas, em C. glabrata, € geralmente causada pela aquisicdo de
mutacOes de ponto em regides do gene FKS que codifica a enzima 1,3-B-D-
glucana sintase (GS), o alvo da classe de equinocandinas. Além disso, acredita-
se que a natureza hapldide de C. glabrata a torna particularmente apta a adquirir
mutacdes relacionadas a resisténcia (KATIYAR et al., 2012; CASTANHEIRA et al.,
2014).

Pfaller et al. mostrou em seu estudo que apenas 3,8% dos isolado de C.
glabrata obtidos da regido asiatica apresentavam resisténcia a anidulafungina,
enquanto que, dos isolados obtidos na américa latina, nenhum apresentava
resisténcia a esse antifungico (PFALLER et al., 2013). Segundo o protocolo M27-
A3 (CLSI, 2008) e, levando em consideracao as atualizacées do documento M27-
S4 (CLSI, 2013), um isolado é considerado sensivel a anidulafungina se a sua
CIM for < 0,12ug/mL. Todas as cepas selecionadas foram sensiveis ao antifingico
testado, tanto em sua forma plancténica, quanto na séssil. A forma séssil das
cepas foi menos ou igualmente sensivel a anidulafungina quando comparada a
forma plancténica. Este resultado esta de acordo com o publicado por Kucharikova
et al. sugerindo que biofilmes de C. glabrata formados in vitro ou em modelos
animais demonstram ser resistentes aos azois, mas sensiveis as equinocandinas
e a formulagdes lipidicas de anfotericina B (KUCHARIKOVA et al., 2011).

O teste de inducéo de resisténcia resultou em cepas fortemente resistentes
a anidulafungina, tendo CIMs variando entre 1 e 2 uyg/mL. Bordallo-Cardona et al.

também obteve isolados de C. glabrata resistentes apds a exposi¢do in vitro a
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concentracgdes crescentes de micafungina e anidulafungina. Em seu experimento,
utilizou placas de agar Sabouraud contendo as concentracdes desejadas do
antifungico, obtendo CIMs que variaram de 0,06 a 4 yg/mL para a micafungina, e
de 1 a 4 pg/mL para anidulafungina (BORDALLO-CARDONA et al., 2016).

Como resultado final da inducdo de resisténcia, era esperada uma CIM
maior para as células sésseis em comparacdo as planctdnicas, mas nao foi o
observado nos experimentos. Sabe-se que as células de biofime tém
caracteristicas de resisténcia aos antimicrobianos, podendo suportar
concentracfes de farmacos 1000 vezes maiores que a CIM determinada para
células planctonicas (SILVA et al., 2012). Verificou-se que tanto as células de
biofilme quanto as planctonicas obtiveram a mesma CIM final, ndo mantendo suas

caracteristicas de susceptibilidade prévias a inducéo de resisténcia.

A fim de analisar a estabilidade da resisténcia desenvolvida, as cepas foram
repicadas por 30 dias consecutivos em agar Sabouraud livre de antifangico. O
resultado obtido foi a manutencéo da resisténcia em todas as cepas testadas. Em
estudo publicado por Pippi et al., foi demonstrada a perda de resisténcia em 60%
dos isolados de C. glabrata testados, diferentemente do ocorrido em nossos
experimentos, porém o antifiingico utilizado foi o fluconazol (PIPPI et al., 2015).
Este resultado é clinicamente relevante e preocupante, pois uma vez resistentes,
estas células continuardo a expressar genes de resisténcia por um longo periodo.
O tratamento com o antifingico torna-se ineficaz e uma segunda escolha
terapéutica faz-se necessaria. Além disso, existe o risco de transmissédo destes
isolados ja resistentes a outros pacientes, limitando ainda mais as opc¢oes

terapéuticas.

Mudancas morfologicas (phenotypic switching) foram observadas nas
cepas de C. glabrata resistentes. Em C. albicans, esse efeito foi correlacionado a
altos niveis de resisténcia a antifangicos, indicando que a mudanga morfolégica

pode ter um efeito na sensibilidade aos farmacos (VARGAS et al., 2000).

De acordo com o CLSI, € considerado resistente ao fluconazol, o isolado
de C. glabrata que obtiver MIC = 64ug/mL; sensivel dose-dependente quando o
MIC estiver entre 16 e 32 ug/mL e sensivel quando o MIC for < 8ug/mL. Observou-

se que, anteriormente a inducao de resisténcia, as formas planctbnica e séssil das
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cepas eram todas sensiveis ou sensiveis dose-dependente ao fluconazol, tendo
MICs variando entre 1 e 32 ug/mL. Curiosamente, apds a inducao de resisténcia
a anidulafungina, esta sensibilidade ao fluconazol ndo se manteve, tornando as

cepas resistentes ao antifungico.

A resisténcia ao fluconazol tem sido associada com a nao-susceptibilidade
as equinocandinas em muitos estudos. E possivel que tratamentos prévios com
fluconazol exercam uma pressao seletiva, resultando em mudangas no genoma
do patégeno mesmo na auséncia de resisténcia evidente ao fluconazol. Estes
organismos podem persistir como colonizadores em pacientes e, com uma
posterior exposi¢cao a antifiUngicos, emergem como resistentes a equinocandinas
(VALLABHANENI et al., 2015). Em nosso estudo, observou-se o contrario: o
surgimento de cepas resistentes ao fluconazol apds exposicdo prévia a
anidulafungina. Este achado est& de acordo com Alexander et al., que sugere que
terapia prévia com azdis prediz resisténcia ao fluconazol e terapia prévia com
equinocandinas prediz resisténcia ao fluconazol e a equinocandinas
(ALEXANDER et al., 2013).
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by

Todas as cepas de C. glabrata testadas foram susceptiveis a
anidulafungina, tanto em sua forma planctonica quanto na séssil. Porém, a
forma séssil teve uma susceptibilidade levemente reduzida, em relacdo a

planctbnica, em todos as cepas.

As cepas submetidas ao teste de indugédo de resisténcia tornaram-se

fortemente resistentes a anidulafungina.

Em sua totalidade, as cepas de C. glabrata sensiveis a anidulafungina eram
sensiveis ou sensiveis dose-dependente ao fluconazol. Apés a inducao de
resisténcia, tornaram-se resistentes, com CIMs >64 ug/mL, corroborando
com os relatos de existéncia de resisténcia cruzada entre as classes dos
azois e equinocandinas. Clinicamente, esta resisténcia cruzada poderia
implicar em falha terapéutica ao utilizar o fluconazol em pacientes
previamente expostos a concentracdes sub-inibitérias de anidulafungina

por longos periodos.

O teste de inducédo de resisténcia in vitro poderia ser uma ferramenta de
estudo das possiveis mutacBes causadoras de resisténcia em Candida

glabrata.
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