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Relembrando...
Importancia dos fungos

Indlstria alimenticia




Relembrando...
Importancia dos fungos
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2 . L IndUstria farmacéutica - produtores de antibiéticos
Produ_tores de toxm_as (penicilina), imunossupressores (ciclosporina) e
(Ex. aflatoxina de Aspergillus sp.) hormdnios (esterdide)
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Superficial Extrato corneo do tecido Malassezia furfur
epitelial, pelo e cabelo Hortaea werneckii
Piedraia hortae
Trichosporon beigelii
Cutaneo Porgbes queratinizadas da Trichophyton spp.
pele, pelo e cabelo Microsporum spp.
Epidermophyton floccosum
Subcutaneo |Derme, musculos e tecido Sporothrix spp.
CcO njuntivo Fonsecaea pedrosoi e
outros
Sistémico Inicia-se com uma infeccgao Paracoccidioides spp.
endémico pulmunar podendo atingir Histoplasma capsulatum
qualquer 6rgao Coccidioides immitis
Sistémico Qualquer tecido Candida spp.

Cryptococcus spp.
Aspergillus spp.

Fusarium spp.
Zigomycetes-Rhizopus spp.




» Micoses superficiais e cutaneas
- Afeta pele, cabelo e unha
- Dermatofitos

Dermatologia.Net




» Micoses subcutaneas

- afeta musculos e tecidos subjacentes ao epitélio

Esporotricose

| Sporothrix spp.

¢

romoblastomicose

Fonsecaea pedrosoi




« Exemplos de micoses que acometem a cavidade oral -
Candidiase orofaringea

Pseudomembranosa -
halito fetido e placas
brancas destacaveis,

sensacao de ardéncia e

gueimacéao ,

Eritematosa — lingua
avermelhada e queimacéo

TS

Multifocal cronica

Hiperplasica -
caracteristicas das duas
citadas

Qu'elite éhgular




Exemplos de micoses que acometem a cavidade oral

-Paracoccidiodomicose - Paracoccidiodes spp.




Antifangicos:

Tratamento das infecdes fangicas




Historico

1940s 1950s 1960s 1970s 1980s 1990s

1939 1949 1956 1962 1970s 1981 1990 e 1992 2002 - atual
. . S . - I, Triazéis — 12, o
Griseofulvina Nistatina Anfo-B 5-FC atividade Primeiros azois Cetoconazol azots Triazois — 22
. L . e LT geracéo ~
isolada (poliénico) isolada antifingica (imidazaéis) geracgdo
. entra no mercado
isolada Fluconazol e .
no mercado 2002-Voriconazol
Itraconazol

2006-Posaconazol
1987 Equinocandinas
Formulago lipidica p/ 2002-Caspofungina
Anfo-B 2005- Micafungina

2006- Anidulafungina

1903 — Kl (iodeto de potassio)



Dominio dos seres vivos
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A célula fungica

Yacuolar Yesicles

Mucleus with SPBs

Yaclole
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Odds et al. TRENDS in Microbiology, 11: 272-279, 2003.
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Toxicidade seletiva = | efeitos colaterais
Amplo espectro de acao

Nao permita a selecao de amostras resistentes
N3o ser alérgeno (Efeito antigénico)

Boa estabilidade

Boa farmacocinética (Absorcao, distribuicao, metabolismo e
excrecao)

Baixo custo



Antifangicos e
Mecanismos de acao




Antifungicos que agermn na rmembrana
celular

Membrana celular

e Poliénicos

- Anfotericina B e formulacdes
lipidicas

- Nistatina

e AzOis
- Cetoconazol, Miconazol,
- Fluconazol, Itraconazol
- Voriconazol, Posaconazol
- Albaconazol, Ravuconazol,
Isavuconazol




Acao sobre o ergosterol- agentes
poliénicos

Anfotericina B Nistatina

CH

Anfotericina B Ergosterol Colesterol

TRENDS in Microbiology

Odds et al. TRENDS in Microbiology, 11: 272-279, 2003.




Fosfolipidio  Ergosterol  Anfotericina B Meio aquoso

Bicamada lipidica

) ' Anfotericina B
ol i

Ergosterol \

Membrana
Celular

Ligacao com o ergsterol, \ Ca**
formando poros na membrana Na*

Saida de cations intracelulares



Interacoes com células de marmiferos

o Anfotericina B/Nistatina

- Colesterol

N

Nefrotoxicidade

Hepatotoxicidade
Cardiotoxicidade

Anemia hemolitica




19 poliénico (1949)
Isolado de Streptomyces noursei

Altamente toxico

Uso somente tdpico — suspensao, pastilhas, pomadas,
cremes

Tratamento de dermatofitos e infeccoes mucocutaneas por
Candida

Ma absorcao mucocutanea

Usado no tratamento de infeccdes mucocutaneas (Ex.
lavagem bucal, SGI)

Efeitos colaterais: Nauseas, vomito, diarreia com dose
elevada



* Isolado de Streptomyces nodosus (1956)

- Desvantagem: -

. L . : . espectro de acgao:
Muito toxica, < nistatina

— Candida spp. (exceto C.
lusitaniae)

- Vantagens — Cryptococcus spp.
- — Fungos dimorficos
Amplp gspectro de acao < — Aspergillus spp., Fusarium spp.
Fungicida — Fungos negros, Zigomicetos
Baixo custo

Nao tem espectro para:

9 — Trichosporon spp.
— Fusarium spp.

*Formulacao Topica e Endovenosa

Efeitos adversos:

Agudos - febre, calafrio, vOomito, nausea, cefaléia

Cronicos - Nefrotoxicidade (50% dos pacientes), anemia, efeito
neurotoxico.




» Nistatina - Uso topico e altamente toxico
« Anfotericina B desoxicolato - topico e IV

Anfotericina B lipossomal (L-AMB, Ambissome)
Anfotericina B dispersao coloidal (ABCD —
Amphocil ou Amphotec)
Anfotericina B Complexo lipidico (ABLC, Abelcet)

. |




Acetil CoA Tiolase Tiofase Acetoacetil-CoA

INIDICAOo da sintese adc HMG,CoA
o ) _ lntetas

3-OH-3-metilglutaril-CoA
(HMG-CoA)

Farnesil pirofosfato

Esqualeno sintase
Esqualeno

Alilaminas (Terbinafina) ———] l

Esqualeno epdxido
v
Y
v Cl4-redutase
Lanosterol

m—| § C14-a-lanosterol demetilase

C14-dimetil lanosterol
¥
v
Zimgsterol

l Esterol metil transferase

Fecosterol
v
C8-isomerase
Adaptado de Shea e Del Poeta. Current Opinion in Microbiology, 9: 352-358, 2006. Ergosterol



Alilaminas: terbinafina e butenafina

Terbinafina

» Inibe a enzima esqualeno epoxidase

» Efeito antifungico devido o acumulo de esqualeno no citoplasma e
falta de ergosterol nas membranas

» Onicomicoses causadas por dermatofitos
» Efetivo em 90 % dos casos

» Uso tépico (1% em creme) e oral

« Acumula na pele, unha e tecido adiposo

« Reacoes adversas: diarréia, nauseas, erupgoes cutaneas, urticaria e
fotossensibilidade.




Azo0is: imidazois e trizois

Imidazois

13, Geracao (Ex.
23, Geracao (Ex.

Triazois

13, Geracao (Ex.
23, Geracao (Ex.
33, Geracao (Ex.

miconazol)
cetoconazol)

fluconazol)
voriconazol)
ravuconazol)



Azois: imidazois e trizois

Via de biossintese
do ergosterol

Actimulo de O0O000 ~OO000C -
na membrana

Inibigdo da —d

C14-a-lanosterol
demetilase

"""""

P
esterol mal-formado




« Econazol 2VOD(
» Miconazol >TépiCO f;
« Clotrimazol ot

-

« Cetoconazol (tépico e sistémico)
cetoconazol
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Dermatofitoses, candidiasis cutdanea/mucocutanea
Uso topico (creme, locao, shampoo) e sistémico (comprimido)
Absorcao do cetoconazol — pH acido

Sao hepatotoxicos, altera niveis de testosterona e cortisol



Voriconazol

Iltraconazol
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Posaconazol
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No tratamento de InfeccOes sistémicas.
Principal efeito colateral — hepatoxicidade.



Alta afinidade pela C14-a demetilase -
|efeitos colaterais

S&0 mais especificos para a
enzima do citocromo P450

Itraconazol

@’

Voriconazol

|Efeitos colaterais

Espectro de acao ampliado:
dermatofitos, fungos
filamentosos, leveduras e
fungos dimorficos

Fluconazol

Odds et al. TRENDS in Microbiology, 11: 272-279, 2003.
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Ravuconazol

CI

Isavuconazol
Albaconazol N




Candida Cryptococcus Aspergillus Fusarium  Zigomicetos

Flu ++ +++ - - -
Itra ++ ++ +++ - -
Vori | +++ +++ +++ ++ -
Posa | +++ +++ +++ ++ ++
Isav | +++ +++ +++ + +




Antifangicos que agem na sintese
da parede celular

Parede celular

 Equinocandinas

- Caspofungina
- Micafungina

- Anidulafungina
- Aminocandina
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HO Micafungina

Agentes lipopeptidio: peptidio ciclico + cadeia de &cido graxo



3 Imembrana

Parede celular fangica

81,6 ,
glucanas/( e

B1,3 glucana
sintetase 7




Anidulafungin Caspofungin Micafungin

Cadeia de glucanaem
desenvolvimento

Sitio de ligagdo GTP UDP-glicose

TRENDS in Microbiclogy

Odds et al. TRENDS in Microbiology, 11: 272-279, 2003.
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Reducao de B(1,3)-glucana
na parede celular

mo QORPPR0S
S48 0088 80bSES 80 0¢

e

Perda da integridade da parede celular

Inibicdo da sintese de
e 8(1,3)-glucana

Fragilidade Osmaética

Efeito fungicida



Ativos contra: Aspergillus
Candida spp. - fungicida
e Aspergillus spp. - fungistatico

Indicacao: candidiase esofagica,
candidemia, candidiase invasiva,
Aspergilose invasiva refrataria a outros
antifungicos

Bowman et al. Antimicrob Agent Chemother 2002;46:3001-12.

Via de administracao IV uma vez por dia.
Pouca interacao com outras drogas
Efeitos adversos: gastrointestinais

Nao apresenta resisténcia cruzada os agentes
azolicos

Caspofungina, Anidulafungina e Micafungina - Sao
similares - eficacia e seguranca






“ O antimicrobiano nao induz a resisténcia”

O que ocorre é a Selecao natural de

microrganismos resistentes ao
antimicrobiano”

“A resisténcia microbiana reflete o principio
evolutivo de que os organismos se
adaptam geneticamente a mudancas no
seu meio ambiente”



Evitar o uso indiscriminado de antifungicos
Diagndstico correto

Tratamento adequado

Utilizar dosagens adequadas e suficientes

Mudar tao logo de antifungico quando se observa
que o fungo possui sinais de resisténcia

Fazer teste de susceptibilidade a droga quando
necessario



Mecanismos de resisténcia aos

antifangicos




Antifingicos

Membrana plasmatica
Poliénicos
Az0is

Parede celular
Equinocandinas




« Diminuicao da quantidade de ergosterol

 Acumulo de outro esterol, diferente de ergosterol, com baixa
afinidade pelos poliénicos.

Resisténcia intrinsica: C. lusitaniae e C. guilhiermondii
Resisténcia secundaria: C. albicans, C. glabrata e C. krusei

Resisténcia é rara.



Mecanismos de resisténcia aos azois

Mutacao do gene ERG 11 (C14-a- lanosterol demetilase)

Point mutation of
ERG-11 gene
——

Cytochrome
P450

lanosterol ergosterol




Aumento da expressao da C14-¢- lanosterol demetilase

Overexpression
of ERG-11 gene

Cytochrome
P450

lanosterol ergosterol




Aumento de bombas de efluxo

SUSCEPTIBLE
Azoles

¥ Mooy
Q@999 9.
— — E%(ﬂ — gosterol

RESISTANT
Azoles




Raros casos de
resisténcia

Cadeia de glucana em
desenvolvimento

Mecanismos: _
_ G000000Y | §OOOO
Mutacao no gene FKS1
(B 1,3 glucana sintetase)  ©OOTLL 00 00000
Bomba de efluxo / \
CDR]. e CDRZ (EX. C. GTP binding site UDP-glucose

ENDS in Microbiolog

glabrata)



Resisténcia: capacidade do micro-organismo em
crescer em concentracoes plasmaticas da droga.

Sensibilidade: quando nao crescem nessas
concentracgoes.

CIM: menor concentracao do antifungico
necessaria para inibir o crescimento fungico

(ng/mL)

CFM: menor concentracao do antifungico

necessaria para matar o fungo (ng/mL)
Fungicida x Fungistatico



Corno saber se urn rnicrorganismo & resistente
ou sensivel a urna droga?

MIT-A3
Val 28 Ho. 14

Raplices M27-A2 - N
omités

Antifungal Susceptibility Testing of Yeasts; : ~ : : :
Approved Standard—Third Edition « O rganiZzacoes in ternacionais /

interdisciplinares e
educacionais que promovem
o desenvolvimento e a ampla
utilizacao de normas e
procedimentos laboratoriais
padronizados.

Reference Method for Broth Dilution

This document addresses the selection and preparation of antifimgal azents; nplementation
and interpretation of test procedores; and quality conirol requirements for susceptibility

ine of yeasts that camse imvasive infections.
A standard for global application developed through the Clinical and Lsboratory Standards
Institoie CODSETENs. PIOCess.

CLINICAL AND
LA.BO%T'DRT
STANDARDS
INSTITUTE"

Parmmesdy NOTLY
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CLSI (Clinical Laboratory Standard Institute) - Americano
Método Microdiluicao em caldo= M27-A3 (2008) e M27-54
(2012) (LEVEDURA), M38-A2 (2008) (FILAMENTOSO)

Método de Difusao em agar = M44-A2 (2004) e M44-S3
(2009) (LEVEDURA), e M51-A (2010) e M51-S1 (2010)

EUCAST (European Commitee on Antibiotic Susceptibility Testing) -
Europeu

Método Microdiluicao em caldo
Lass-Ford et al. Mycoses, 53:1-11, 2010.
EUCAST. Clin Microbiol Infect, 14: 398-405, 2008.
EUCAST. Clin Microbiol Infect, 14: 982-984, 2008

OUTRAS NORMAS
Canadian
Chinese
Entre outras



Testes de susceptibilidade “in vitro”

Método da difusao em agar

Método de diluicao em caldo
- Macrodiluicao
- Microdiluicao

Metodologia do E teste

Métodos automatizados



Difusao em agar

1. Suspensao fungica: 1-5 x 10 UFC/mL
2. Agar Muller-Hinton
3. Ex. Discos de papel impregnados com antifingicos:
Fluconazol - 40 ug




E teSte® = bioMérieux

Fluconazole (FL): change of morphology at endpoint. MIC, 48 mg/litre;

itraconazole (IT): sharp end point. MIC, 0.5 mg/litre.


http://www.rapidmicrobiology.com/Companies/3184.php

Diluicao em caldo

Técnica de diluicdo em caldo

Leveduras - documento M27-S4 (CLSI, 2012)

Filamentoso — documento M38-A2 (CLSI, 2008)
e CIM —inibicéo do crescimento fungico
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Somente caldo (controle nagai
Dromicicling ‘
. B

Elanabulel

Estreptomocn

Kanamicing
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Concentragio decrescenie da aroga =

Macrodiluicao Microdiluicao



Automacao

ldentificacao e testes de susceptibilidade e resisténcia
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Vitek 2 bioMérieux

http://www.biomerieux.com.br/



http://www.rapidmicrobiology.com/Companies/3184.php

» Sensititre YeastOne (TREK Diagnostic
Systems)




Livros

Trabulsi. Microbiologia

Sidrim. Micologia médica

Anaissie EJ,McGinnisMR, Pfaller MA. Clinical Mycology. 2th ed. Elsevier, 2009.



