Descricao, modo de acao e
precaucoes.




Como controlar os fungos :

Agentes Quimicos: FENOIS, ALCOOIS, SAIS DE METAIS
PESADOS, HALOGENIOS, OXIDANTES, REDUTORES,
DETERGENTES

Agentes Fisicos: Controle dos fatores ambientais
que atuam no crescimento fungico:

- Umidade

- Temperatura
_pH
- radiacao



Tratamento das Micoses

12s- Drogas: ¢ ¢
-~ g\ O ~

1890 - Violeta Genciana

O OH

1940 - lodo (Esporotricose) 1T ..

: - . . [T
- Ac. Salicilico (Micoses cutaneas) ™~ -3

- Ac. Benzéico (Micoses cutaneas)

- Sulfas (Micoses sistémicas)



Antifungicos propriamente ditos:

1957 — Anfotericina B
1958 — Griseofulvina
1963 — Flucitosina
1967 — Miconazol -
1976 — Cetoconazol
1980 — ltraconazol
1996 — Voriconazol ~
1997 - Caspofungina
2000 - Micafungina

~ AzOis




O combate a infecgdes fungicas € muito mais complexo
que de bactérias. Principalmente, pelas similaridades

entre nossas celulas e dos fungos.
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Principais pontos de acao dos anti-bacterianos:

Inhibition of cell wall synthesis: Inhibition of protein synthesis:
Penicillins, cephalosporins, Chloramphenicol, erythromycin,
bacitracin, vancomycin tetracyclines, streptomycin

|

L

Transcription Translation
> : -
mRNA Protein

Replication

Inhibition of

E ati
nu::lait:_a::i:l amir:;, *
trepiicalimr; EI:I'EI synthesis of
ranscription: essential
2&3@. metabolites
Injury to plasma membrane: Inhibition of synthesis
Polymyxin B of essential metabolites:

Sulfanilamide, trimethoprim

Copyright £ 2004 Pearson Education, ina. | publishing as Berdamin Cummings



Combate a fungos causadores de doencas:
1- Agente deve combater o fungo nao o paciente.

2- Busca de estruturas celulares alvo: presentes nos
fungos mas ausentes nas nossas células.



Alvos potenciais terapia anti-fungica:

Membrana celular:
contém ergosterol ao
iInvés de colesterol

Algumas drogas podem
ser especificos em
iInterromper o
metabolismo DNA
fungico

..;rr’
<— Ao contrario das células
de mamiferos, os fungos
possuem parede celular



Esquema parede e membrana celular fungos:
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As membranas celulares dos fungos se diferenciam das dos
animais por apresentar em sua membrana Ergosterol, ao invés

de colesterol.

r\mf'ﬁ“‘x
NS¢ JL

Cholesterol

Ergosterol



Polienos



Polienos:

Modo de acao: se ligam ao ergosterol das membranas
celulares dos fungos levando a abertura de canais e
consequente vazamento de ions.

Anfotericina B

Nistatina



Esquema do modo de acdo da Anfotericina B

Ergosterol
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Anfotericina B — foi inicialmente isolada como um
metabdlito de actinomicetos do género Streptomyces.
Farmaco eficaz contra micoses sistémicas graves

amphotericin B



Resisténcia:

Casos de resisténcia em Candida e Aspergillus.

Efeitos colaterais :

Apresenta inumeros efeitos colaterais, sua utilizacdo continuada
€ nefrotoxica.

O acondicionamento da anfotericina B em lipossomos (L-AB)
leva a uma reducao consideravel de efeitos colaterais.



Acondicionamento de Anfotericina B em
vesiculas lipidicas:

Amphotec ® ABCD
o ___j'.':.
3
\_ 4

C-h_c:iesTer'yf Amphotericin B
Sulfate

m= Water-soluble agent
@D Fat-soluble agent

- Mesmo Efeito Farmacologico

- Menor Toxicidade



Nistatina: polieno de utilizacao unicamente topica.
Utilizado contra infeccoes com Candida da mucosa oral e
esofago.

&%ﬁ“ﬁ
nystatin o




7 ®

imidazol

3

\
B
H

i

4
U

H

H ‘1‘
N
A
H™ N
H

, [

Az01S

“Wﬁ

H

\

.
W

5 Variconazole

(Piner)

tetrazol

triazol



Os Azois

Essa classe de farmacos
age na via biossintetica

do ergosterol, interferindo

na acao do produto
génico de ERG11:
citocromo P450
lanosterol 14-alfa-
demetilase.

Ergl0

Ergl3 Acetyl CoA
Hmg1/Hmg2 :
Ergl2
Erg8 e
Ergl® :
Idil ¥
o | Farnesyl P}fﬂphﬂsphate
Ergd
Squalene
Brel | | Allylanfines
Squalene Epoxide (terbindfine)
Erg?
Lanosterol
Ergl] I Azoles
4,4-dimethylcholesta-8,14,24-trienol (fluconazole)
F.rg241 |
Eg2s | 4,4-dimethylzymosterol _
Erle — | ~ Morpholines
Ergﬁ ....... J Fecosterol ! (fenpropimorph,
Erg2 l } amorolfine)
Episterol
Erg3
Ergﬂsta-ts,;f,24{28)—triennl
e
Erpd
Ergosterol

Biossintese de Ergosterol



A enzima alvo dos azéis (Erg11p) também esta presente nas células de
mamiferos, além de outros enzimas da familia dos citocromos P450

human 1 MAAAAGMLLLGLLQ‘GGSVLGQAMEKETG LSMIBLARACIAE'T YLIRLAAGHE
yeast 1 - IS AINNS TV GIRATEN VNG Gy T S0 PLINO TpMPFTYNTIY
human 61 PAGAS——) YIRS P I3IAT KSIZTERAT AN A Y EIN4E P\ AN T TENY LIN€SD
yeast 48 LYSIHSK|nISgaT Y S INPME FISFIHSONK Y GIBT 'S F R VYIEPK
human 119 JAAAL SIKIN#DENAEBMYSRLTTPVEGKG IR LE OKK] SN T AHIZNOHY
yeast 108 [€HEF L SIAERVAYIVHT.TTPVEGKGVERY D@ PNSIRME O K KV KEA T iNaes SYM
human 179 SEEEKTKEMAESWG——---—-— ES[E@EKNYFEALSIHE TaNT iWaW)=| CiR H SQINEKVIRO
yeast 168 PEpAERVY RDSKINJRMNERXNT M€ T T DYMV T O PIV TRRE IS 2 SIR T, KIBDTDEIRY
/\Jif]f]fifT]fo]t() human 232 BARBRGEIFSHA. I8P G L PLISSIERRR DRAISIRIN T ISBINEN402 T @) R RONIOEINN Dig D T LO/T|
yeast 228 INS|RBYKENNP I N3 Flg— NIBRE HyU: 58 =10 SGTHMS LIKEIRKNNIE T OIRINBIEi DS

entre proteina

E 1 1 h human 291 BED- BN TDIREVACMT T GELEAGOHT SiSul GEFIAR DK TIHO KK CMLINOK T
rg umana e yeast 287 BUKNS MM TDEETANEL TGVMLMGGOHT Sk LLHMAER PD|COE LMEIHOMR
human 350 YCGENLPPINREROIRKIBIENINEDR CENSIMMANIS: DjsiM T RTPOTHAG--HTIREPEHON
yeast 347 YLDGGKKEINNGST IROIN PIEN O TERSIHMAN V= Hizis H SiEFINK VMK DMHY PN YHM
human 408 CUSIEFTVNORLKIESHVERLDIENPDIRMLOBNPAY----—-——————————— EKEAMVISRENE
yeast 407 LIYSPHGYTHLRDEYEPNAHOIPNT HININKIBSAS SSPMggece

human 452 |JNINGENEINNIPNY KTRWSTMIEIRL Y EfGDL T |p[€— Y E) T VN ERNNREH TIZFENg - — IR Y]SR S
yeast 467 REINGANEINHIPNYCOIIG IFPRTLKIHY P TVIEPPDISENSIUNY T LIFT G WEJSS3N P

human 509 K---
yeast 527 Ee)Sl



Derivados azolicos

* Agentes Fungistaticos

— 12 geragdo — uso topico — clotrimazol, miconazol, econazol, etc

— 2% geragao — cetoconazol — v. oral — amplo espectro — micoses
superficiais e sist€micas: paracoccidiodomicose, histoplasmose ¢
candidiase

— 32 geragao — triazolicos Itraconazol e fluconazol — micoses
superficiais e sist€micas
Itraconazol — alternativa para cromomicose € esporotricose

— Voriconazol —oral ou IV -

— Posaconazole



Exemplo de
alguns

azois:
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Fluconazol, Cetoconazol podem ser empregados de
maneira topica, ou via oral. Sao mais aconselhados no
tratamento de micoses superficiais e subcutaneas.

Iltraconazol - micoses sistémicas

Voriconazol — candidiases invasivas - aspergiloses

O uso continuado, ou alta concentracoes de azois
podem levar a hepatotoxicidade (possivelmente por
causa do seu efeito em citocromos P450 endogenos)



Algumas variedades patogénicas do género Candida
sao resistentes particularmente a Fluconazol e, ou
Itraconazol — o mecanismo de resisténcia pode estar
relacionado a mutacoes no gene ERG11, no
transportador celular, bombas de efluxo...

Espectro de acao do Fluconazol

Sempre resistente » Eventualmente resistente
C. kruser > C. glabrata > C. parapsilosis

C. tropicalls
C. kefyr



Mecanismos de Resisténcia a Azois:

SUSCEPTIBLE

"?,i.*qﬁ
O "‘) J E |
FE SRR gosters
RESISTANT
Azoles
b 4
CDRs X = 4 MDR

White TC, Marr KA, Bowden RA.
Clin Microbiol Review 1998;11:382-402



Alilaminas



Alilaminas — o

terbinafine

O principal membro desse grupo € a Terbinafina - inibe a
esqualeno epoxidase (esqualeno monoxigenase) codificada pelo

gene ERG1, participante da via biossintética do ergosterol.
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Modo de acao da
Terbinafina: Interrompe a
via metabolica que leva a
sintese de Ergosterol,
Inativando a enzima
esqualeno monoxigenase

Ergl0

Ergl3 Acetyl CoA
Hmg1/Hmg2 :
Ergl2
Erg8 e
Ergl® :
Idil ¥
o | Farnesyl P}fﬂphﬂsphate
Ergd
Squalene
e | Allylamines
Squalene Epoxide (terbinafine)
Erg?
Lanosterol
Ergl] I Azoles
4,4-dimethyichﬂ|l§fta-8,l4,24-triennl (fluconazole)
Erg2d | |

Egs | 4,4-dimethylzymosterol
£r526
EEET ....... | Fecosterol
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Erg? 1 I
Episterol
Erg3
Ergﬂsta-ts,;f,24{28)—triennl
e

Erpd
Ergosterol
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~ Morpholines
(fenpropimarph,
amorolfine)



Terbinafina usada contra dermatofitos

Os efeitos colaterais ate agora constatados sao leves
para o trato gastro-intestinal e para a pele.



Também inibe a sintese de ergosterol e sao
usados prioritariamente contra dermatofitos:

Ghy HiC  CHy

Butenafina OJ\/OX/

HaC’



Equinocandinas



A chamada classe dos Equinocandinas
constitui os inibidores da Glucano sintase,
tals como:

Caspofungina



Inibidor da Glucano sintase:
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Micafungina Anidulafungina



Licenciadas no Brasil:
Caspofungina
Anidalafungina

Indicacoes — Candidiases invasivas



Modo de acao da Caspofungina e Micafungia: inibicao da
glucano sintase.

beta(1.6)-glucan
bata(1.3)-glucan

Chitin

Phosphalipid bilayer
of cell membrane

r ' ﬁ.\ beta(1,3) glucan synthase

depletion of beta(1,3) glucans
In call wall

Inhibition of
bata(1,3) glucan synthaso




Acao de caspofungina numa hifa em crescimento
de Aspergillus

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



Espectro de Ac¢ao de Equinocandinas:

Atividade:
Alta Média Baixa

Candida parapsilosis Coccidioides immitis

Candida albicans,
Candida gulliermondii Blastomyces dermatididis

Candida glabrata, : : .

Coandid ali Aspergillus fumigatus Histoplasma capsulatum
andiaa tropicatis, Aspergillus flavus Cryptococcus neoformans

Candida krusei Aspergillus terreus . )

Candida kefyr Candida lusitaniae Sporothrix schencki

Prneumocystis carinii



Viabilidade de Candida em
biofilmes apos tratamento com
antifungicos

B FLUCONAZOL
AMB
CASPOFUNGINA

Antifungal Conc (pg/mL)

Ramage et al. Antimicrob Agent Chemother 2002;46:3634




Griseofulvina



Griseofulvina — um dos primeiros anti-fingicos a ser
desenvolvidos, foi inicialmente isolado de Penicillium
griseofulvun em 1937, e e utilizada contra dermatofitos.

ariseofulvin



Modo de Acao da Griseofulvina: Inibicao da formacao
dos microtubulos celulares necessarios, por exemplo,
na formacao das fibras dos fusos mitoticos.




Flucitosina



Antimetabodlicos: Flucitosina:
Modo de Acao:

Age na sintese de RNA, substituindo uracila por 5-
fluor-uracil - inibe também a duplicacao do DNA.

0
Seu uso € indicado em | Y
situacOes especifica e em N
conjunto com outros anti- j
fungicos, como anfotericina B. NHz

flucytosine

Como efeito colateral pode apresentar intolerancia
gastro-intestinal e depressao da medula 6ssea.



Mecanismo de acdo - Flucitosina

Flucitosina ‘ '
Analogo da 5

Citosina

MWW |

0
Citosina
desaminase

Sintese de DNA
e Transcricao RNA

S5-Fluoruracil




Drogas antifingicas, resumo dos modos
de agdo:



F I Cell iti
- s Promotores vazamento eletrolitico

_— celular ap6s associacao com
Glucan \ ergosterol:
. N\ Anfotericina B, nistatina

Ergasterol i )\ Inibidores da sintese de ergosterol:
| Derivados azolicos (Citocromo P450
lanosterol 14 a-demetilase

Alilaminas (esqualeno monoxigenase)

Inibidores da sintese de glucanas
(inibicao da B-(1-3) glucana sintetase)

DNA and ANA Equinocandinas

Inibidor sintese de acido-nucleicos:
Flucitosina

Inibidor da divisao celular:
Griseofulvina

FIGURE 33-2 Actions of antifungal drugs an fungal cels.

Copyright © 2005 Lippincott Williams and Wilkins., fnstrucior's Resowte COD-ROM To Accompany Foundations of Chinical
Drug Therapy by Joanne Carlson



Controle Caspofungina +




Diagnostico Laboratorial das Micoses



Sequéncia diagnostico de uma dermatofitose (tinea unguium)

cultivo

clinico

Microscopia



O diagnotisco depende sempre de:

- Coleta apropriada e cuidadosamente estocada

- Coleta de informacodes do paciente (sexo, idade, profissao...)
- Processamento do material

- Interpretacao dos resultados



Principais Técnicas para Diagnostico em Micologia Médica

1. Exame micoloégico direto
- simples e barato
- materiais clinicos: escamas, pelos, unhas, secrecao,
pus, crostas, graos, especime de biopsia, liquor, urina.
- muito util para as micoses superficiais, cutanea e

subcutanea e também algumas sistémicas.



Stud Mycol. 2008; 61: 77-82.
& R Il The Lancet 364: 1173-1182 (2004)

Figure 4: Black piedra as darkly pigmented, firmly attached nodules
Courtesy of Prof Luiz Guilherme Martins Castro, $30 Pacle, Brazil.



2. Cultura

- Indispensavel para o isolamento e a identificacdo do

fungo patogénico

- Quando isolado de sitios estéries (liquor € sangue
tem significado importante), de materiais como pus, escarro e

urina deve ser interpretado com cautela

> meio de cultivo predominante é o Agar Sabouraud



Isolado de pele
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3- Microcultivo

->cultivo em um pequeno bloco de agar colocado entre
lamina e laminula para microscopia

- Estudo dos aspectos microscopicos caracteristicos

->Micelio vegetativo e micélio reprodutivo
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4- Testes Biologicos
Normalmente sao utilizados como forma de distinguir
espécies dentro de um mesmo género. Exemplos:
—> Testes de crescimento em meio de cultivo seletivo
- Analise de pigmentacao

- Testes de perfuracio de pelo



C. neoformans vs C. gattiem
meio CGB

T. mentagrophytes - Perfura o pelo
T. Rubru -> Nao perfura o pelo

Fotos B e C: gentlmente cedidas pelo Prof, L.C. Severo

Figura 1 - A: Aspecto microscapico de segmento de pulmdo afetado pelo
Cryptococcus neoformans. Os alvéolos estdo fotalmente preenchidos por
fungos com membrana de duplo contorno e que se reproduzem por
brotamento simples. Os fungos esido separados entre si por espessa capsula
mucopolissacaridica, ndo individualizdvel nesta coloracdo (HE). Este é o
aspecto mais caracteristico da espécie. A capsula tem espessura semelbante ao
didgmetro do corpo celular do fungo. B - Imagem microscpica de Crypiococcus P e
corada pela tinta nanguim. C-Meio de cultivo CGB diferenciando Cryptococcus N : C. p ara p S " Io S ,' S
neoformans (@marelo clara) de Cryptococcus ganii (em azul). N C l b - ta
. gla

(C. krusei) .

Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical 41(5):524-344, set-out, 2008 —



5- Testes Bioquimicos
Tambem utilizados na distingao entre espéecies proximas.
- Avaliam capacidades bioguimicas especificas, ex:
- Capacidade fermentativa (zimograma)
- Capacidade assimilacao nutrientes (auxanograma

—> Utilizacao de uréia (prova da urease)



Quadro 9.1 Identifica¢io das principais leveduras de interesse clinico

LEVEDURAS Assimilaciio Fermentacio Cap | Tg | U | KNo;

Inu | Ram | Ara | Gli | Sac | Lac sal | Raf | Ino | Xil | Cel Tre | Dul | Mal | Mel | Gli | Sac | Lac | Gal | Tre | Mal
Candida albicany NT NT NT + v - + - - + - + - + - G - - v G G - + =
+

C. guillicrmondii - NT | NT + - +_ _: drl + + I + + : il V T C?r ) G Lk I :\J il (; oy - - - -
= s et %) " - Ni . . s (| e s i e : El_. St Mg ; _ - . V Gt
C. parapsilosis - NT + + - + 4 - a +_ . - ”+ [ = + V - Vv Vv - - - -
7(:.7;)?\:1';1([;:1iri,uh'uh'.\'" il + NT | NT 7+ il + + - \a_' : F v vV Vv v e 7(7177 (3“. _(3- m(] - - - i
_T'.-Ts‘:-('!-Iu-fr.!i:ﬁ'mi e NV']‘ NT _N] i -;_ i , - + - + ; . - +_ F "(: Gi + - =i
C. tropicaliy NT L + 4 - + 3 o + + - + - v v - G G G - - - _

C. gevlunoides NT NT NT + - “ vV L - = VvV + 5 5 = vV ! ¥ . A\ L ol R . ¥

C. lambica NT NT NT + - = - o = + = - - % - G . 4 . 4 - Y
C. lipolytica NT NT NT + - = - & = - A% w e S & = o 5 = = - v B +

C. lusitanice NT + NT + + - V - - + + + - 0 +—" e G v 77: v \_r’_ - - - - -

C rugosa e e e e e R PO e R T A
N R O o e e e e
C. glabrata ] o e TR c R b,
| Cryptococeus neoformans | N | w1 [ NT | ¢ | 4 ik ey R T E e T i
”(Ziuib.‘du.\' N1 NT NI o v v v ;"_-_ _+ + ﬁ;/'i 5|5 V + Vv - - - - - v + +
. gasiricis NERTEE A e [ TR
_(‘._-.'_r-tm'e‘m.‘: o i NT | NT . _N] + + + +V Vf ” +m H + —+ + + Vv - - - el I i + + o
( terreus - Nl Nl NT + - V Vv vV o .__+_—. i -I— l + 777\7’77 V V ‘ A ) - - + + +

€. luteolus Nt Nt [Nt | s | e D e e e e BT e f e T
AR TR L e e e e
Rhodotorula rubra i NT | NT NI +7 7+ V_ ;_ s + B ;’ + - + - - - LT . - + s
”f(‘.“};('rl!l'lu.\' NT NT N[ _+ l +” 7 V \7’ - + v i - + 1 - - - - Vv + + N
Trickosporon ki | - | - |V |+ |+ ]+ | V]| = | * ]+ |+ | = |nr| « L W
L raares . | [V [ e e s e s T |- - e
'75(!('(’.‘]“?'1‘”]!‘\‘{'l"\ [‘('F'(‘l.’!:.\.i;;.lfz. N]' NI‘ N‘ll ;‘7 ';' V = _--1—'._- V— ) j = il : i ;"“m e -_-\7“— - (J 3 (57 = G v (_1 e = = 1
.E’U_ﬁ:h—'hmuum:ﬁa’mn 7 NE }\J'F NT -_v_—_ b + T P +'- T - -- T i B[ - ) e

G capitation NT NT NT + £ < + = = = = L = = = . 2 E

Hansenula anomala NI NT + + - A4 v - v + + - 4 - G G - v Ld v - - - +

NT = nio testado: G = produgio de gast + = positivo; - = negativo; V = varidvel; Inu = inulina; Ram=L-ramnose; Ara = L-arabinose; Gli = glicose; Sar = sucarose; Lac = lactose; Gal = D-galactose; Raf = rafinose; Ino = inositol; Xil = D-xilose;
Cel = celobiose. e = realose: Dul = duleitol; Mal = maltose; Mel = melibiose; Cap = cipsula; Tg = wbo germinativo; U = urease; KNO, = nitrato de potissio.




Auxanograma

MAPA DE LEITURA DOS TESTES DE ASSIMILACAO DE CARBOIDRATOS

PONTOS DE ORIENTAGAD
DA PLACA

CELOBIOSE

RAMNOSE DEXTROSE

SACAROSE

RAFINOSE DULCITOL

TREALOSE

GALACTOSE

MELIBIOSE

INOSITOL

MALTOSE

XILOSE

INULINA

L-ARABINOSE

LACTOSE

Zimograma

T. mentagrophuytes

T. rubrum



Anatomopatologico
- Demonstracao de elementos fungicos em tecidos

Cromoblastomicose
v e = ; Esporotricose

h!-:ﬁ?i

=
d-

Ficura 3: Biopsia de pele mostrando célula muriforme tipica
(corpo esclerotico) em meio a um microabscesso. PAS x 1000

An.Bras.Dermatol (2011) 86:138-141

CORPO ASTEROIDE



Fig. 3 - Histopathological slides positive for C. neoformans (mucicarmin methd, 500x).

Rev. Inst. Med. trop. S. Paulo
44 (4):225-228, July-August, 2002.
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Fig 3. Cortes histolégicos demonstrando o P. brasiliensis. Coloracdo de Grocott, 200X), A, Prata ( 600X), B, e HE (200X), C.

Arq Neuropsiquiatr 2006;64(2-A)



7- Luz UV (Lampada de Wood)

—>auxilio no diagnostico e controle de micoses

superficiais e cutaneas

Presenca sugestiva de M. canis



8- Intradermorreacao:

—>Injecao intradérmica de antigeno padronizado na face
anterior do antebraco.

—>Leitura apos 48h, e considera-se positivo o surgimento de
papula eritematosa igual ou maior que 5Smm

—>Resultado pode indicar: infeccao ativa, passada ou apenas
sensibilizagcao ao antigeno

—> Utilizada com frequéncia em inquéritos epidemiologicos
em regidoes endémicas de micoses.



Reacoes Intradermicas positivas

Paracoccidiodina

Piel Latinoamericana caso clinico # 22

Esporotriquina

Annais Bras. Dermato 25:1



9- Sorologia

—> Auxilio no diagndstico e na avaliagao prognostica

Mycopathologia (2008) 165:289-302
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Fig. 2 Immunodiffusion test for paracoccidioidomycosis. In
the well center, Ag7 antigen; in the outer wells serum of PCM
patients



10- Técnicas Moleculares

- Frequente o uso de RFLP (restriction fragment length
polymorphism) e RAPD (random amplified polymorphic
DNA)

RFLP

Bintecnologia Ciéncia & Desenvolvimento 25









