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Fungal Disease

»Mais de 1,7 bilhdes — Infeccdes fungicas
»Mais de 2 milhdes - Infeccdes fungicas invasivas (IFls)

» Altas taxas de mortalidade (70-95%)
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Classificacao das micoses

Micose Tecido Agentes etioldgicos
Superficial Extrato corneo do tecido Malassezia spp.
epitelial, pelo e cabelo Hortaea werneckii
Piedraia hortae
Trichosporon spp.
Cutanea Porgdes queratinizadas da pele, | Trichophyton spp.
pelo e cabelo Microsporum spp.
Epidermophyton floccosum
Subcutanea Derme, musculos e tecido Sporothrix spp.
conjuntivo Fonsecaea pedrosoi e outros
Sistémica Inicia-se com uma infecgao Paracoccidioides spp.
pulmonar podendo atingir Histoplasma spp.
qualquer orgdo Coccidioides spp., Blatomyces spp.
Sistémica Qualquer tecido Candida spp., Cryptococcus spp.
Oportunista Pneumocystis jirovecii
Aspergillus spp., Fusarium spp.
Rhizopus spp., Mucor spp.
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Critical
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— Pavacoccidioides spp.

— Coccidinides spp

Scedospornum spp. and
Lomentospova prolificans

Lista de patogenos
fungicos prioritarios da
OMS para orientar
pesquisa,
desenvolvimento e a¢ao
de saude publica

WHO fungal priority
pathogens list to guide

research, development and
public health action

https://www.who.int/publicatio
ns/i/item/9789240060241

Brown, G.D., Ballou, E.R., Bates,
S. et al. The pathobiology of
human fungal infections. Nat Rev
Microbiol 22, 687—-704 (2024)



Antifungicos

Az0is (cetoconazol, fluconazol)
Alilaminas (terbinafina)

L

polienos Polienos (anfotericina B)

&
el [ v 3 '\\
Azéis #{gt ?= )

terol
. ergll STR02
D =® -~ 0 0

erqf‘. - ® - @

esterdis toxicos

Analogos de pirimidinas

Equinocandinas (caspofungina)
(5-Flucitosina)

Fquinocandinas  privarpenos (ibrexafungerpe)

Imagem: Kelly Ishida & Eduardo Nogueira.



Fig. 2. Historical overview of systemic antifungal drugs and their marketing authorization
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Historico dos Antifungicos

1939 1949 1958 1963 1970s 1981 19901992  Triazdis Novos
Griseofulvina NYS isolada AMB 5-FC imidazéis Cetoconazol Triazois 2%. geragdo 2022-0Oteseconazol
isolada isolada sintetizada a 3 2002-Voriconazol
: 1972 —primeira 1987 1% geragdo 2021-Ibrexafungerp
equinocandina Formulagdo Fluconazol 2006-Posaconazol 2023-Rezafungina
descoberta lipidica AMB  Itraconazol 2015 - Isavuconazol
A e 1988 Alilamina : :
E d
POlIenICOS Equinocandina . Auinocandines
’ T ) Terbinafina 2002-Caspofungina
Analogos de pirimidinas (produtos semi-
sintético) 2005-Micafungina
Alilamina / Azbis 2006-Anidulafungina

Equinocandinas / Triterpenos



Novos Antifungicos

triterpeno

equinocandina

tetrazol
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Filamentous Endemics

New mechanism, New mechanism,
oral, iv oral

Echinocandin-like,
oral

Oral polyene Long half-life
Invasive candidiasis

Hoenigl et al., 2024
» Aprovado pelo FDA https://doi.org/10.1128/cmr.00074-23

Inhaled formulation Very long hall-life

Pulmonary Resistant fungal Coccidinidomycosis

aspergillosis infections; Lomento/
Aspergillosis Scedosporiosis

Oteseconazole

Stepdown
candidemia

Ibrexafungerp

Opelconazole



https://doi.org/10.1128/cmr.00074-23
https://doi.org/10.1128/cmr.00074-23
https://doi.org/10.1128/cmr.00074-23

Dominio dos seres vivos

UNIVERSAL
ANCESTOR

http://vsites.unb.br/ib/cel/microbiologia/intromicro/intromicro.html
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célula fungica

Yacuolar Yesicles

Hucleus with SPBs

Yacuole




Alvos para a quimioterapia antifungica

Fungal cell Fungal cell membrane and cell wall
Proteins
B-glucans
z f — Chitin
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Cell membrane
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Figura: https://microbiologyinfo.com/mode-action-antifungal-drugs/



O antifungico ideal...

* Toxicidade seletiva = |, efeitos colaterais

 Amplo espectro de acao

* Nao permita a selecao de amostras resistentes

* N3o ser alérgeno (Efeito antigénico)

* Soluvel em agua

* Boa estabilidade

* Boa farmacocinética (Absorcao, distribuicao, metabolismo e excrecao)

 Baixo custo



Antifungicos e mecanismos
de acao e de resisténcia



Antifungicos que agem na membrana celular

Membrana celular
e Poliénicos
- Anfotericina B e formulacoes lipidicas
- Nistatina

e Az0is
- Cetoconazol, Miconazol,
- Fluconazol, Itraconazol
- Voriconazol, Posaconazol, Isavuconazol

eAlilamina (Terbinafina)

eDerivados morfolinicos (Amorolfina)



Agentes poliénicos (Anfotericina B e nistatina)
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Anfotericina B Ergosterol Colesterol
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TRENDS in Microbiology

Carolus et al. J. Fungi 6,321, 2020.
Odds et al. TRENDS in Microbiology, 11: 272-279, 2003.



lons

cell Pore formed by drug

DEATH RING
Computer modeling
suggests a set of
eight amphotericin

B molecules forms
anion channel in a
yeast cell membrane.

A binding interaction Ergosterol '

SRS A arposten Hydrophobic side Hydrophilic side

(green) and the mycosamine group (blue) of of amphotericin of amphotericin
amphotericin B enables the drug to form the

channels, which kill the yeast.

https://doi.org/10.1073/pnas.1015023108
https://clinicalgate.com/antifungal-agents/
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https://doi.org/10.3389/fmicb.2012.00286

Amphotericin-B + Sterol Binding

Hydrophilic Polyol Chain

(A)

Antifungical Class:

Hydrophilic Folypnes
tail Molecular Formula:
C47H73NO17
Hydrophobic Polyene Chain Molecular Weight:
924.1 g/mol
|
Slaro CAS Number:
1397-89-3
Polar Head
Efeito antifungico I Efeito Toxico
Fungal Membrane Mammalian Membrane
> - Hydrophilic 1)
= Pore 3
E ] Formation @ 3
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Anemia
Osg:ltl"soii:‘“’b Nephrotoxicity
- Cardiotoxicity
- Electrolytes
Ergosterol Cholesterol Phospholipid Amphotericin-B e o o
== . — ] q (K+, Na+, Mg2+)

https://doi.org/10.1007/s40121-020-00382-7



Nistatina

e 12 poliénico (1949)

e |solado de Streptomyces noursei

e Uso somente topico — suspensao, pastilhas, pomadas, cremes

e Tratamento de dermatofitos e infeccoes mucocutaneas por Candida
e Ma absorcao mucocutanea

e Altamente toxico



Anfotericina B desoxicolato

e |solado de Streptomyces nodosus (1956)

- Desvantagem: .
. o . . espectro de acgao:
Muito toxica, < nistatina ~ Candida spp. (exceto C.
lusitaniae)
— Cryptococcus spp.
- Vantagens — Fungos dimorficos
Amplo espectro de acao < — Aspergillus spp., Fusarium spp.
Fungicida — Fungos negros, Zigomicetos
Baixo custo Nao tem acao para:
9 — Trichosporon spp.

— Fusarium spp.
eFormulacao Topica e Endovenosa

eEfeitos adversos:
Agudos - febre, calafrio, vomito, nausea, cefaléia
Cronicos - Nefrotoxicidade (50% dos pacientes), anemia, efeito neurotoxico.



Formulagoes lipidicas da anfotericina B

Abelcet ® ABLC

Complexo lipidico

Top view
of single complex

Polar
interior

Lipid— "
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Amphotericin B

Associated complexes

Ribbon-like particles
Carrier lipids: DMPC, DMPG
Particle size (um): 1.6-11

DMPC-Dimyristoyl phospitidylcholine
DMPG- Dimyristoyl phospitidylcglycerol

Amphotec ® ABCD

Dispersao coloidal
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Disk-like particles
Carrier lipids: Cholesteryl sulfate
Particle size (um): 0.12-0.14

Ambisome ® L-AMB
AMB lipossomal

mm Water-soluble agent
@D Fat-soluble agent

Unilaminar liposome

Carrier lipids: HSPC, DSPG,
cholesterol

Particle size (um) : 0.08

HSPC-Hydrogenated soy phosphatidylcholine
DSPG-Distearoyl phosphitidylcholine



Ambisome ® L-AMB
AMB lipossomal

ik
Amphotericin B

Eficacia semelhante a AMB
desoxicolato

|| Efeitos colaterais




AMB lipossomal

- | v/ Maior afinidade pela célula fungica
L% v Menor toxicidade, por impedir
92 liberacdo nas células do hospedeiro

v' Permite maior dosagem e tempo de
tratamento

2 d 0”7

s v/ Custo muito elevado (~100x a mais
.1 que aAMB desoxicolato)
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Resisténcia a Anfotericina B é rara!!!

Candida lusitaniae, Candida auris, complexo Candida haemulonii
B Polyenes
embrane stress
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Candida albicans

- Loss-of-function mutations in - Regulators of stress responses,
ergosterol biosynthesis genes such as Hsp90, modulate
confer resistance resistance phenotypes

v Diminuicdo da quantidade de ergosterol (mutacdo no gene ERG2 e ERG3)

v' Acimulo de outro esterol, diferente de ergosterol, com baixa afinidade
pelos polienos

v’ Aumento da atividade catalase e outras enzimas — reduz o dano oxidativo

Carolus et al. J. Fungi 6, 321, 2020 .
Cowen et al. 2014. Cold Spring Harb Perspect Med doi: 10.1101 /cshperspect.a019752



Inibicao da sintese do ergosterol

Acetil CoA Tiolase Acetoacetil-CoA

H MG:CoA
intetas 4

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

Farnesil pirofosfato

Esqualeno sintase
A
Esqualeno

Alilaminas (Terbinafina) 4| Esqualeno epoxidase

Adaptado de Shea e Del Poeta. Current Opinion in Microbiology, 9: 352-358, 2006.

Esqualeno epdxido
v

v
| v Cl4-redutase
Lanosterol

Amorolfina

Az0is —| z Cl14-a-lanosterol demetilase

C14-dimeti| lanosterol

v

v
Zimpsterol
l Esterol metil transferase

Fecosterol

v
Amorolfina | . C8-isomerase
v

Ergosterol Anfotericina B




Alilaminas (terbinafina e butenafina)

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

* ReacOes adversas: diarréia, nauseas, erupcoes cutaneas, urticaria e fotossensibilidade.



Az0is: imidazois e triazois

* Imidazois
* 12, Geracgao
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cetoconazol

* Triazois
* 12, Geracao
e 22 Geracgao
* 32, Geracgao

Fluconazol



Az0is: imidazois e triazois

(b) AZOLES

i T SN
zém&amm Ergostero

Membrane stress Via de biossintese
Azlole do ergosterol -
— >
Erg11 Erg3 \
@— ¢ Toxic sterol .
ErgB* AGUIW‘O d. O S T s o0 e
esterois
mal-formados A
na membrana >0
esterol mal-formado
Inibicdo da

C14-a-lanosterol demetilase



Imidazol

 Econazol
. S 0
* Miconazol - Topico o>;/—\ } |
N N @] 7 (@] Cl
* Clotrimazol J ~/ 2 i o

cetoconazol

e Cetoconazol (topico e sistémico)

Sao Fungistaticos

Dermatofitoses, candidiasis cutdnea/mucocutanea

Uso topico (creme, locao, shampoo) e sistémico (comprimido)
Absorcao do cetoconazol — pH acido

Sao hepatotoxicos, altera niveis de testosterona e cortisol



Triazol

Isavuconazol A\
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No tratamento de Infec¢bes sistémicas.



Alta afinidade pela C14-a-lanosterol demetilase

v S30 mais especificos para a enzima do fungo
v" Reducio dos efeitos colaterias

Itraconazol

v’ Espectro de acdo ampliado: leveduras,
dermatofitos, fungos filamentosos e fungos ‘
dimorficos

Voriconazol

Fluconazol

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



Fluconazol Voriconazol Itraconazol Posaconazol
(Pfizer) (Pfizer) (Jlanssen (Schering-Plough)
Pharmaceuticals)
Indicacdo -Candidiase (C. krusei Amplo espectro, - Paracoccidiodomicose - Candidiase esofagica,
e C. glabrata baixa exceto Zigomicetos (PCM) - Infeccdo fungica
susceptibilidade) - Esporotricose refrataria e profilaxia
-Criptococose. Candidiase
-Profilaxia Criptococose
Efeito Fungistatico -Fungistatico: Fungistatico Fungicida para:
antifdngico Condida spp. e - Candida spp.,
Cryptococcus spp. - Cryptococcus spp.,
-Fungicida: -Aspergillus spp.
Aspergillus spp.
Caracteristicas -Bem tolerada Farmacocinética - pH estomacal — - pH estomacal —
relevantes -Possivel semelhante ao influencia na absorcdo influencia na absorcdo

hepatotoxicidade

fluconazol

- Nao passa pela
barreira
hematoencefalica

- Ndo passa pela barreira
hematoencefalica




Caracteristicas farmacoldgicas

Espectro de acao

Cryptocacaus Aspergil

Fluconazol (FLC) +++/-

ltraconazol (ITC) +++ ++ +++ - -
Voriconazol (VRC)  +++ +++ +++ ++ -
Posaconazol (POS) +++ +++ +++ ++ +
Isavuconazol (ISV) +++ +++ +++ + +

Formulacao: oral e IV
Metabolizados no figado isoenzimas do citocromo (CYP450)
Principal efeito colateral: hepatotoxicidade (VOR)

Interacdo medicamentosa (VRC)
Houst’ et al. Metabolites, 10, 106, 2020.



Mecanismos de resisténcia aos azois

Target alteration Up-regulation of
or overexpression multidrug transporters Cellular stress responses
A Azoles Toxic sterol

Azole Fluconazole

o O O o O O Ergosterol Membrane T~ _
s 000000 /7| \

Erg11” Erg11

il

Azole

Candida albicans

- Mutations in ERG11 and UPC2 - Overexpression of Cdr1, Cdr2, - erg3 mutations confer stress-

- Loss of heterozygosity and Mdr1 response-dependent resistance
- Isochromosome [i(5L)] - Mutations in TAC1 and MRR1 - Mediators of stress-response
- Loss of heterozygosity pathways include: Hsp90, Sgt1,

Lee et al. Chem. Rev. 121, 3390-3411, 2021. . ] :
Cowen et al. 2014. Cold Spring Harb Perspect Med. = Isochromosome [l(SL)] calcmeurln, KDACS: PKC




Antifungicos que agem na sintese de parede celular

Parede celular

e Equinocandinas

- Caspofungina

- Micafungina

- Anidulafungina
-Rezafungina™

*Aprovado pelo FDA 2023 e pela ANVISA 2024
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Equinocandinas
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Lee et al. Chem. Rev. 121, 3390-3411, 2021.

Houst’ et al. Metabolites, 10, 106, 2020.
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Inibidores nao-competitivos

Anidulafungin Caspofungin Mifungin

Cadeia de glucana em
desenvolvimento

Sitio de ligagdo GTP UDP-glicose

TRENDS in Microbiclogy

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



Espectro de acao
v Candida spp. - fungicida
v’ Aspergillus spp. - fungistatico

v" Indicacdo: candidiase esofagica, candidemia, candidiase invasiva,
Aspergilose invasiva refrataria a outros antifungicos

v' N3o apresenta resisténcia cruzada aos agentes azélicos

v' N3o é ativo para Cryptococcus, Fusarium e zigomicetos

Aspergillus

v’ S3o similares em eficacia e seguranca

Caracteristicas farmacologicas

v Via de administracdo IV uma vez por dia.
v Pouca interacdo com outras drogas

v Efeitos adversos: gastrointestinais

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



Mecanismos de resisténcia as equinocandinas

Target alteration Up-regulation of
or overexpression multidrug transporters Cellular stress responses

A Echinocandins

? <

i

2 WD PN I
Fks H Bm
Cell wall stress

Candida albicans

. : - Mediators of stress-response
Mutations in FKST pathways include: Hsp90,
calcineurin, PKC, HOG, and KDACs

Cowen et al. 2014. Mechanisms of Antifungal Drug Resistance. Cold Spring Harb Perspect Med




Antifungicos que inibem a sintese de acidos nucleicos

S
3
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."*‘Oﬁr\ Sintese DNA/RNA

© < Analogos de Pirimidina

j‘ - Flucitosina ou
5-fluorocitosina (5-FC)




Flucytosine

Cytosine
permease
/ Acetyl CoA A \
l Flucytosine
Squalene Cytosine
L deaminase
Allylamine \/
drugs 5-Fluorouracil
Lanosterol
|
e Fungal RNA Fosforilagdo {
derivatives
* Conversao a

Inhibits protein synthesis deoxinucleosideo
Ergosterol
K Fungal cey

a “ & 3 & 8 8 & & 8 & 8 Celimembrans Inibicdo da Sintese de DNA rbiao .t Sintese e R

Binds to ergosterol and increases
membrane permeability

Polyene
antibiotics

https://basicmedicalkey.com/antifungal-drugs-2/



- . . -
HN,j/ Sintetizada em 1957 como agente antitumoral

H 1962 — atividade antifungica

5-fluorocitosina

v’ Administracdo oral e intravenosa

v’ Espectro de acdo restrito (C. neoformans e Candida sp.) Monoterapia Limitada
v' Usada em combinacdo com Anfotericina B e fluconazol

v'Resisténcia desenvolvida rapidamente durante o tratamento

v'Resisténcia: Mutacdo da citosina permease e citosina deaminase



Chitin
™ (1,3)-B-glucan
- (1,6)-B-glucan
4% Mannan

Cell wall

Membrane

Ergosterol

® ® ® O
—> > > >> > >>

Erg11/ Erg3
Cyp51

® Squalene
Lanosterol
® 4-4-Dimethylcholesta-8,14,24-trienol
© Episterol
@ Ergosta-5,7,24(28)-trienol
® Ergosterol

~ Sugestao de leitura : Lee et al. npj Antimicrobials & Resistance (2023) 1:5 ; https://doi.org/10.1038/s44259-023-00007-2

Mode-of-action Resistance mechanisms
(a) ECHINOCANDINS Target alteration Stress responses
Echinocandin
Hsp90 & client proteins  Cell wall salvage
Cell wall stress response
SR B Echinocandin
&. & & %& gg E.g., Increase in
%%g % ‘§ ?é. chitin synthesis
Echinocandin
(b) AZOLES Target alteration Target overexpression Drug transporters
™ Azole A4 A4
it O T L
m Azole Erg11 %}8 I .Qggl I .
‘* x
Membrane stress Erg11 ABC & MF
Azole i
l Aneuploidy " Stress responses
_,', S— Er‘53* Hsp90 & client proteins
ST
o— *Toxic sterol g
Erg3 > Alternate sterol
(c) POLYENES Target alteration Stress responses

Amphotericin B

\ e
- - e

A ARTAR A
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Resisténcia aos agentes antifungicos




Resisténcia e sensibilidade aos antifungicos

v'Resisténcia: capacidade do micro-organismo em crescer em
concentracdes plasmaticas da droga.

v'Sensibilidade: quando n3ao crescem nessas concentracoes.

v CIM: menor concentracao do antifungico necessaria para inibir o
crescimento fungico (ug/mL)



O que pode levar a resisténcia?

“0O 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 mudang¢as no seu meio
ambiente”



Qual é a causa do aumento de isolados de Candida resistentes ?

original yeast population final yeast population

Tempo prolongado
Subdose

Exposure to antimycotics

» Selects (resistant) pathogens

« Triggers genomic changes J/(Jj}

Q Susceptible yeast strains

‘ Resistant yeast strains | acquired (a) or inherent (i)

Lass-Florl & Steixner., 2023



* Resisténcia clinica

* Local da infeccao

e Diagnostico errado da doenca

* Tratamento errado

* Farmacocinética desfavoravel

Dificuldade do paciente de se aderir ao tratamento

* Resisténcia microbiologica — relacionada com caracteristicas do fungo

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



Como minimizar o aparecimento de resisténcia?

v Diagndstico correto e tratamento adequado
v Evitar o uso indiscriminado de antifungicos
v Utilizar dosagens adequadas e suficientes

v" Utilizar associacao de drogas

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

v' Fazer teste de sensibilidade aos antifungicos, quando necessario



Como saber se o fungo é resistente ou sensivel??

EUROPEAN COMMITTEE
E U C A S T ON ANTIMICROEBIAL
SUSCEPTIBILITY TESTING

European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases
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BrCAST

Brazilian Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing

CLINICAL AND
// LABORATORY

STANDARDS

INSTITUTE®

Comités

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

s 1.Padronizacdao das técnicas

2. Critérios para interpretacao dos
resultados

3. Parametros para o controle qualidade

53



» Testes de sensibilidade aos antifungicos “in vitro”

* Método de difusao em agar

 Método de diluicao em caldo (padrao ouro)
* Macrodiluicao
* Microdiluicao

* Metodologia do E-teste

e Métodos automatizados



E teste® - viomerieux

Figure 1
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

e Técnica de diluicao em caldo
* Leveduras
* Filamentoso
e CIM (ou MIC) — inibicao de 50% e 90% do crescimento fungico
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Macrodiluicao Microdiluigao




Repeated perform from Passage 0 to 10

| —

Cultura de fungos

Two-fold Broth Microdilution Method

for MIC measurement
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% Interpretagao
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Estudo Dirigido

1. Complete a tabela abaixo:

Classe de Antifungico Mecanismo de | Mecanismos Espectro de Toxicidade
Antifungicos (insira um de resisténcia | Acdo (do

exemplo) exemplo)

Equinocandinas

Poliénicos

Imidazois

Triazois

Analogos de
Pirimidina



Estudo Dirigido

2. O Fluconazol é ativo para todas as espécies de leveduras de Candida e
Cryptococcus? Discuta.

3. Todos os antifungicos azodis tem atividade contra Aspergillus? Justifique a sua
resposta.

4. Explique brevemente sobre as vantagens e desvantagens farmacologicas do
voriconazol com o seu analogo estrutural fluconazol.

5. Quais as vantagens das formulacoes lipidicas da Anfotericina B?

6. As equinocandinas sao farmacos de escolha tratar fungos dimorficos
(Paracoccidioides e Histoplasma)? Explique a sua resposta.

6. Qual a importancia de se realizar a identificacao da espécie de fungos?

7. Qual a importancia de se realizar o teste de sensibilidade aos antifungicos?
8. Na pratica clinica, o que significa Resisténcia a um antimicrobiano?

9. Explique resumidamente o conceito da técnica de microdiluicao em caldo.



< 5 S‘a ANTIFUNGICA

) e-mail:
c P ishidakelly@usp.br
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