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Classificacao das micoses

Superficial Extrato cérneo do tecido epitelial, Malassezia furfur
pelo e cabelo Hortaea werneckii
Piedraia hortae
Trichosporon beigelii

Cutaneo Porcdes queratinizadas da pele, pelo e | Trichophyton spp.
cabelo Microsporum spp.
Epidermophyton floccosum
Subcutaneo Derme, musculos e tecido conjuntivo | Sporothrix spp.
Fonsecaea pedrosoi
Sistémico Inicia-se com uma infeccao pulmunar | Paracoccidioides spp.
endémico podendo atingir qualquer 6rgao Histoplasma capsulatum

Coccidioides immitis

Sistémico Qualquer tecido Candida spp.

Cryptococcus spp.
Aspergillus spp.

Fusarium spp.
Zigomycetes-Rhizopus spp.




Histérico — antifungicos

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

1939 1949 1956 1962 1970s 1981 1990 e 1992 2002 - atual
i aa
Griseofulvina Nistatina Anfo-B 5-FC atividade Primeiros azois Cetoconazol entra no Tr'aZOJS 1% Triazois — 22.
. s . . . .. geragao ~
isolada (poliénico) isolada antifungica (imidazois) mercado geracgao
isolada no mercado Fluconazol e 2002-Voriconazol
ltraconazol 2006-Posaconazol
1987
o 2015-Isavuzonazol
Formulacao lipidica p/
Anfo-B Equinocandinas

2002-Caspofungina
2005- Micafungina
2006- Anidulafungina

1988 Equinocandina

1903 - Kl (iodeto de potassio)



Dominio dos seres vivos

R S,

osporidia

ARl

Micr
Iamnanade
lomonads

UNIVERSAL
ANCESTOR

intromicro.html




Chytrids

=250 4
e ‘_;"'-

Chytridiomycota

©
whd
0
o
>
=
o
o
>

N

e Loss of
flagella

Ascomycota

Basidiomycota

Originados de um unico
ancestral

!

Grupo monofilogenético

“Fungos
verdadeiros”



A célula fungica

Lipid granule
Budscar —»

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



D antifungico ideal...

Toxicidade seletiva = | efeitos colaterais
Amplo espectro de acao

Nao permita a selecao de amostras
resistentes

N3o ser alergeno (Efeito antigénico)
Soluvel em agua
Boa estabilidade

Boa farmacocinética (Absorcao,
distribuicao, metabolismo e excrecao)
Baixo custo



Antifangicos e Mecanismos
de acdo




Antifungicos que agem na Membrana
celular

Membrana celular
* Poliénicos
- Anfotericina B e formulagdes lipidicas
- Nistatina

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

*Alilamina (Terbinafina, butenafina)

sAmorolfina




Acao sobre o ergosterol- agentes
poliénicos

Anfotericina B Nistatina

Anfotericina B Ergosterol Colesterol

TRENDS in Microbiology

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



Fosfolipidio - Ergosterol

Meio aguoso

Bicamada lipidica

RS

Adaptado de White,1998.

Anfotericina B

o~

Ergosterol “

Membrana
Celular

Ligacdo com o ergsterol, \
formando poros na membrana

Saida de cations intracelulares



Interacoes com células de mamiferos

o Anfotericina B/Nistatina

- Colesterol

N

Nefrotoxicidade

Hepatotoxicidade
Cardiotoxicidade

Anemia hemolitica




1° poliénico (1949)
Isolado de Streptomyces noursei

Uso somente topico — suspensao, pastilhas, pomadas,
cremes

Tratamento de dermatofitos e infeccoes mucocutaneas
por Candida

Altamente toxico

Ma absorcido mucocutanea

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

Efeitos colaterais: Nauseas, vomito, diarréia com dose
elevada



Anfrotericina B desoxicolato
* Isolado de Streptomyces nodosus (1956)

- Desvantagem: -

. , . : : espectro de agao:
Muito toxica, < nistatina

— Candida spp. (exceto C.
lusitaniae)

- Vantagens — Cryptococeus spp.
- — Fungos dimorficos
Amplg gspectro de acgao < — 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, vébmito, nausea, cefaléia

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




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

Nistatina lipossomal (Nyotran)

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

Anfotericina B Complexo lipidico (ABLC, Abelcet)

4

Eficacia semelhante a
AMB desoxicolato

4 Efeitos colaterais




Abelcet ® ABLC Amphotec ® ABCD Ambisome © L-AMB

Complexo lipidico Dispersao coloidal AMB lipossomal
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Amphotericin B

Associated complexes

mm Water-soluble agent
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Ribbon-like particles Disk-like parti Unilaminar liposome
. -like particles Carrier lipids: HSPC, DSPG
ga:tr_lelr lipids: DM_P1Cé2'¥PG Carrier lipids: Cholesteryl sulfate choloatemt™: ’ ’
article size (um): 1.6- Particle size (um): 0.12-0.14 Particle size (um) : 0.08
DMPC-Dimyristoyl phospitidylcholine HSPC-Hydrogenated soy phosphatidylcholine

DMPG- Dimyristoy| phospitidylcglycerol DSPG-Distearoyl phosphitidylcholine



AMB lipossomal - Ambissome®

ST L
'bob55'°..‘.

et

O AL

_Mf{-fﬁ /"—I"'.-J. : "/I {”l'('m%

*Maior afinidade pela célula fungica
*Menor toxicidade, por impedir liberacdo nas células do hospedeiro
* Permite maiores dosagens
» Custo muito elevado (~100 x a mais que a AMB desoxicolato)



Acetil CoA M Acetoacetil-CoA

H MG;COA

Inibicdao da sintese do ntetas .
3-OH-3-metilglutaril-CoA

ergosterol (HMG-CoA)

Farnesil pirofosfato
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Adaptado de Shea e Del Poeta. Current Opinion in }l C8-isomerase
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Alilaminas: terbinafina e butenafina
Terbinafina

Inibe a enzima esqualeno epoxidase
Efeito antifungico devido o acumulo de esqualeno e falta de ergosterol
Onicomicoses causadas por dermatoéfitos
Efetivo em 90 % dos casos
Uso topico (1% em creme) e oral
Acumula na pele, unha e tecido adiposo

ReacOes adversas: diarréia, nduseas, erupgdes cutaneas, urticaria e
fotossensibilidade.



Azo0is: imidazois e trizois

Imidazois
12, Geracao
28, Geracao

Triazois
12, Geracao
28, Geracao
38, Geracao



Azo0is: imidazois e trizois

Via de biossintese

do ergosterol -
Acimulo de 29
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Agentes a

J

Econazol
Miconazol -
Clotrimazol

-

cetoconazol

Cetoconazol (tépico e sistémico)

(Nizoral, Jassen Pharmaceutica)
Sao Fungistaticos
Dermatofitoses, candidiasis cutanea/mucocutanea
Uso tépico (creme, logcdo, shampoo) e sistémico (comprimido)
Absorcao do cetoconazol — pH acido

Sao hepatotdxicos, altera niveis de testosterona e cortisol



ltraconazol
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No tratamento de Infeccoes sistémicas.



Sao mais especificos para a
enzima do citocromo P450

Itraconazol

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

Voriconazol

Fluconazol

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



Fluconazol Voriconazol Itraconazol Posaconazol
(Pfizer) (Pfizer) (Janssen (Schering-Plough)
Pharmaceuticals) —2006 (FDA)
Indicacio -Candidiase (C. Amplo espectro, - Paracoccidiodomicose - Candidiase
krusei e C. exceto Zigomicetos (PCM) esofagica,
glabrata baixa - Esporotricose - Infeccao fungica
susceptibilidade) Candidiase refrataria e
-Criptococose. Criptococose profilaxia
-Profilaxia
Efeito Fungistatico -Fungistatico: Fungistatico Fungicida para:
antifungico Candida spp. € - Candida spp.,
Cryptococcus spp. - Cryptococcus
-Fungicida: spp-,
Aspergillus spp. -Aspergillus spp.
Caracteristicas -Bem tolerada Farmacocinética - pH estomacal — - pH estomacal —
relevantes -Possivel semelhante ao influencia na absor¢ao influencia na
hepatotoxicidade fluconazol - Nao passa pela absor¢ao
barreira - Nao passa pela
hematoencefalica barreira

hematoencefalica
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N InUa Novos triazbis

Ravuconazol

CI

Isavuconazol \\
Albaconazol FDA - 2015 N




Candida Cryptococcus Aspergillus Fusarium  Zigomicetos

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




Antifungicos que agem na sintese da
parede celular

Parede celular

e Equinocandinas

- Caspofungina

- Micafungina

- Anidulafungina
- Aminocandina
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Agentes lipopeptidio: peptidio ciclico + cadeia de acido graxo
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Inibidores nao-competitivos

-
Anidulafungin Caspofungin Micafungin

Cadeia de glucana em
desenvolvimento

Sitio de ligacdao GTP f UDP-glicose

TRENDS in Microbiclogy

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




Reducao de p(1,3)-glucana
na parede celular
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Inibicdo da sintese de

®e 8(1,3)-glucana

Perda da integridade da parede celular
Fragilidade Osmoatica

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 |V uma vez por dia.
Pouca interagao com outras drogas
Efeitos adversos: gastrointestinais
Nao apresenta resisténcia cruzada os agentes azolicos

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



Antifingico que inibe a sintese de
acidos nucléicos

— Sintese DNA/RNA
- ¢ Analogos de Pirimidina
- 5- Flucitosina (5-FC)
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NH;

F
HN
ﬂ/ Sintetizada em 1957 como agente anti-tumoral
0% N
H

5-fluorcitosina

1962 — atividade antifungica

e Administracao oral e intravenosa

e Espectro de acao restrito (C. neoformans e Candida sp.)
Monoterapia Limitada

Usada em combinacao com Anfotericina B e fluconazol

e Resisténcia desenvolvida rapidamente durante o
tratamento

e Resisténcia: Mutacao da citosina permease e citosina
deaminase



MINISTERIO DA SAUDE
Secretaria de Ciéncia, Tecnologia e Insumos Estratégicos
Departamento de Assisténcia Farmacéutica e Insumos Esratézicos

Relacao Nacional de Medicamentos Essenciais
Rename 2006

PARECER DE EXCLUSAOQ

Comissdo Tecnica e Multidisciplinar de Amalizagdo da Relagio Nacional de Medicamentos Essenciais - Comare

FLUCITOSINA

imaria ocorre em cerca de 10% das cepas de C. albicanf. secundaria €
. tendo sido observada em até 30% dos pacientes.” pel0™qUE @ monetarapia com
flucitosina foi abandonada. O uso deste farmaco justifica-se em associagdo com anfotericina B, com
a qual apresenta sinergismo da agdo, em infeccbes fingicas graves causadas por Ciyprococcus
neoformans, Candida sp e algumas cepas de Aspergillus °. No entanto. itraconazol apresenta
eficacia para as mesmas indicagdes.

Entre os efeitos adversos destacam-se nauseas, \onntos diarréla, sonoléncia e depves>ao medular
(ue ocasiona anenua, leucopema e txombocuopema Oitenta pox cento do faxmaco sao e\:cxetado:
em forma inalterada na urina. ondese gan . EfliE -
de esquema em insuficiéncia renal’




Acao sobre a organizacao dos
microtubulos

- Isolado de Penicilium griseofulvum

HsC, N
o\) mm - 1° antifungico descoberto (1939)
CHs cHs | - Recomendacéo: tratamento das dermatofitoses
Griseofulvina - Nao ¢ efetivo em infecgdes causadas por

Candida, Cryptpcoccus, Malassezia spp.,

Aspergillus, e outros

Inibe a fungao microtubular

(interfere na polimerizacao da tubulina)
a

Inibe a divisao celular
a

Inibe o0 crescimento
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~ Griseofulvin
= Terbinophine
S Ketoconazole

= Amphotericin

* Itraconazole tab
™ Fluconazole tab

* Ttraconazole iv
' Fluconazole iv
¥ Caspofungin

«» Amphotec

~ Abelcet

~ AmBisome



Evolucao dos antifungicos sistémicos
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Resisténcia: capacidade do micro-organismo em
crescer em concentracoes plasmaticas da droga.

Sensibilidade: quando nao crescem nessas
concentragoes.

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

(ng/mL)

CFM: menor concentracao do antifungico
necessaria para matar o fungo (ug/mL)
Fungicida x Fungistatico



“ 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 mudancgas no
seu meio ambiente”



Resisténcia clinica

Local da infeccao

Diagnostico errado da doenca

Tratamento errado

Farmacocinética desfavoravel

Dificuldade do paciente de se aderir ao tratamento

Resisténcia microbioldgica - relacionada com
caracteristicas do fungo

Primaria = Intrinsica (C. krusei ao fluconazol)
Secundaria = Extrinsica (C. albicans ao fluconazol)



Mecanismos de resisténcia aos

antifangicos




Antifungicos

Membrana plasmatica
Poliénicos
Azois

0 3
F

<« 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.

Resisténcia Candida spp. CIM>1ug/mL



Mecanismos de resisténcia aos azois

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

Point mutation of
ERG-11 gene
e

Cytochrome
P450

lanosterol ergosterol




Aumento da expressao da C14-u- lanosterol demetilase

Overexpression
of ERG-11 gene

®0

| terol Cytochrome terol
anostero P450 ergostero




SUSCEPTIBLE

Aumento de bombas de efluxo

Azoles

RESISTANT




Raros casos de
resisténcia

Aumento em C. glabrata

Cadeia de glucana em
desenvolvimento

Mecanismos:

Mutacao no gene FKS1 ©O00000G ?OO@O
?ﬁ]

(B 1,3 glucana oooconod _odiico 0oooo

smtetase)

Bomba de efluxo CDR1 X \

GTP binding site UDP-glucose

e CDR2 (C. glabrata) | eV T



Como saber se um microrganismo é resistente
ou sensivel a uma droga?

M27-A3

Vol 28 Ne. 14
Replaces M27-A2
Vol 22 No. 15

Reference Method for Broth Dilution
Antifungal Susceptibility Testing of Yeasts;
Approved Standard—Third Edition

This document addresses the selection and preparation of antifungal agents; implementation
and interpretation of test procedures; and quality control requirements for susceptibility
ing of that cause invasive infections.

A standard for global application developed through the Clinical and Laboratory Standards
Institute CONSENsUS Process.

CLINICAL AND
LABORATORY
STANDARDS
INSTITUTE"

(Pormey NCCL

Comités

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

53




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

Técnica de difusao em agar- Documento 44-A2 (CLSI, 2004).
Candida spp.

1. Suspensao fungica: 1-5 x 106 UFC/mL

2. Agar Muller-Hinton
2. Discos de papel impregnados com antifungicos:

Fluconazol - 40 ug




Diluicao em caldo

Técnica de diluicao em caldo
Leveduras - documento M27-A3 - CLSI, 2008

Filamentoso — documento mM38-A2 — CLSI, 2008
e CIM — inibi¢do de 50 e 90-100% do crescimento fungico

Somente caldo (controle negativo} |
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Concentragio decrescente da roQa -

Macrodiluicao Microdiluicao



E teste® - viomericux

Figure 1
Fluconazole (FL): change of morphology at endpoint. MIC, 48 mg/litre;
itraconazole (IT): sharp end point. MIC, 0.5 mg/litre.



Automacao

Identificacao e testes de susceptibilidade e resisténcia
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Vitek 2 .ovcicu

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




Sensititre YeastOne (TREK Diagnostic
Systems)




