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RESUMO

O aumento gradativo da incidéncia de infecgbes fungicas é resultado de varios
fatores e, um deles, € o numero crescente de pacientes com imunossupressao
severa. Apesar de novos medicamentos estarem sendo introduzidos para
minimizar este problema, o desenvolvimento de resisténcia diante das drogas
antifungicas se tornou evidente, em especial nos pacientes que recebem
tratamentos longos, ou que estdo recebendo antifungicos de forma profilatica,
onde, em ambos os casos, pode haver mudancas na microbiota humana,
dando origem a um ambiente favoravel as espécies resistentes. As
caracteristicas farmacologicas, a frequéncia e, em particular, os mecanismos
de resisténcia para atual classe de agentes antifUngicos sdo debatidos nesta
revisao.

PALAVRAS-CHAVE: Micoses. Agentes antifungicos. Resisténcia antifungica.
Resisténcia fungica.

ABSTRACT

The gradual increase incidence of fungal infections is the result of many
situations, and, one of them, is the crescent number of patients with severe
immunosuppression. Although new medicines have been introduced to
minimize this problem, the development of resistance to antifungal drugs has
become more and more apparent, especially in patients who receive long
treatments, or who are receiving antifungal prophylaxis, to what extent, in both
cases, there may be changes in the human microbiota, giving rise to a favorable
environment for resistant species. The pharmacological characteristics, the
frequency, and, in particular, the mechanisms of resistance to current classes of
antifungal agents are debated in this review.

KEYWORDS: Mycoses. Antifungal agents. Antifungal agents resistance. Fungal
resistance.
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INTRODUGAO

As infecgdes fungicas, também conhecidas como micoses, sé&o
classificadas em superficiais e cutaneas, quando afetam somente pele,
cabelos, unhas ou mucosas; e sistémicas, quando atingem regides mais
profundas do organismo. Poucas espécies fungicas apresentam elevada
patogenicidade, no entanto, em determinadas condi¢ées imunoldgicas, estes
microrganismos podem agir como patdégenos oportunistas (PARENTE-ROCHA,
2017). Candida spp. e Pneumocystis carinii, sdo amplamente conhecidas por
serem patdgenos oportunistas em pacientes imunocomprometidos (GUARNER,
2017).

As infecgbes sistémicas, em sua maioria, sdo oportunistas e tendem a
ocorrer com mais frequéncia em individuos imunocomprometidos, como, por
exemplo, portadores de AIDS (GUARNER, 2017). Dentre os fungos
responsaveis por estas infecgoes destacam-se Candida spp., Cryptococcus
spp., Aspergillus spp., Fusarium spp., Scedosporium spp., Penicillium spp.,
Pneumocystis carinii e espécies de Zigomicetos (SABOL, 2008). Em relacao
aos fungos dimoérficos, destacam-se: Histoplasma, Blastomyces, Coccidioides e
Paracoccidioides, os quais afetam nao s6 pacientes imunocomprometidos, mas
também imunocompetentes (COLOMBO, 2011).

Os relatos de infecgbes fungicas eram escassos até metade do século
XX (PALONE, 2013), entretanto, atualmente, o panorama é totalmente
diferente. Em um levantamento nos Estados Unidos, que avaliou a
epidemiologia das infec¢des hospitalares em 183 hospitais, demonstrou-se que
Candida spp. foi a etiologia mais frequente entre as infecgdes primarias de
corrente sanguinea, com a estimativa de 15000 casos por ano (MAGILL, 2014).
Quando se trata de pacientes imunocomprometidos, Pizani (2017), relatam que
a micose mais frequentemente encontrada em pacientes com AIDS é a
criptococose, sendo o Cryptococcus neoformans o maior responsavel por estas
infecgdes.

O atual conjunto de drogas antifungicas nao se mostra suficiente para
suprir a demanda crescente de infecgdes causadas por estes microrganismos
(CASTELLI, 2016). A resisténcia natural ou adquirida de algumas espécies
frente aos antifungicos é o fator de maior importancia que, juntamente com os
efeitos adversos e a toxicidade de alguns farmacos, justifica a caréncia na
producdo de novas drogas, bem como o aumento na pesquisa de outros
compostos com melhores perfis microbioldgicos (CARRILLO MUNOZ, 2006).

Os testes de suscetibilidade representam uma ferramenta essencial para
o norteamento no tratamento de doencas fungicas, para o conhecimento da
epidemiologia local e global, bem como para a identificagdo de resisténcia a
antifungicos (IZQUIERDO, 2015). Nesta revisdo de literatura encontram-se a
frequéncia, interpretacdo e, em particular, os mecanismos de resisténcia para
as classes de agentes antifungicos.

OS ANTIFUNGICOS

Estima-se que existam entre 80.000 e 100.000 espécies de fungos
descritas na literatura, e destas, apenas 50 causam mais de 90% das infecgoes
em animais e humanos (TAVARES, 2001; MURRAY, 2009). Os principais
agentes antifungicos em uso sao classificados de acordo com o principio ativo
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e 0 mecanismo de agao e estdo subdivididos nos seguintes grupos: Polienos,
Imidazolicos, Triazdlicos, Equinocandinas, Inibidores da sintese de quitina,
Alilaminas, Antimetabdlitos, entre outros agentes isolados (MURRAY, 2009).

POLIENOS

Grupo de antifungicos constituido por agentes de origem microbiana.
Possuem estrutura quimica formada por atomos de carbono com dupla ligagao
(TAVARES, 2001). A Anfotericina B (ou AmB) é o principal antifungico da classe
dos polienos (BROOKS, 2012).

Por possuir amplo espectro de acdo contra fungos dimoérficos,
filamentosos e leveduras, a AmB ¢é utilizada para a maioria das infec¢des
sistémicas, entre elas, candidiase invasiva, aspergilose e criptococose
(MURRAY, 2009; BROOKS, 2012). A maior limitagdo do uso da AmB esta
relacionada com sua nefrotoxicidade (MURRAY, 2009; BROOKS, 2012), que
apesar de reversivel na maioria dos casos, ocasiona redu¢ao permanente da
funcao renal (BROOKS, 2012). Isto é fruto da interacdo entre a droga e a
membrana das células humanas que, semelhante as células fungicas, também
contém colesterol (MANDELL, 1996).

Atividade e mecanismo de agao. Os complexos da droga e lipideos extraem
ergosterol dos fosfolipidos na membrana, esgotando o ergosterol da célula,
além disso, em concentracdes mais elevadas, os polienos inibem a sintese de
quitina, uma enzima importante sintetizada na parede celular fungica
(ANDERSON, 2014).

Mecanismos de resisténcia. O ergoesterol € um elemento fundamental para
muitos aspectos diferentes da fisiologia fungica (KLOSE, 2010), fato que
implica na dificuldade de gerar mutagdes que confiram resisténcia aos poliénos
sem acarretar custos enormes para a célula (VINCENT, 2013). Por isso, na
clinica, sdo raros os casos de fungos resisténtes a AmB (PFALLER, 2012;
DAVIS, 2015).

Para C. tropicalis, o baixo teor de ergosterol na membrana esta
associado a menor suscetibilidade (FORASTEIRO, 2013). Como a AmB
aumenta os niveis de radicais livres (RL) em células fungicas (MESA-
ARANGO, 2014), a C. tropicalis AmB-resistente produz menos RL e altera a
atividade mitocondrial (VINCENT, 2013), se tornando assim uma das unicas
espécies com sucetibilidade reduzida a droga.

A deficiéncia da substancia pode ser resuldado de mutagdes em genes
que codificam enzimas envolvidas na sintese de ergosterol, ou também de
substituicdes de esterdis que ligam polienos (ergosterol) por aqueles que
apresentam uma afinidade menor pelos mesmos (fecosterol) (ESPINEL-
INGROFF, 2008). Para Pierce (1978), quanto maior a concentragéo da droga
necessaria para inibir o crescimento de cepas, maiores sao as alteragdes na
concentracado de ergosterol e esterdis.

Sokol Anderson (1988) encontrou niveis elevados de catalase em cepas
de C. albicans resistentes a AmB, o que diminuiria o efeito oxidativo do polieno.
Cepas mutantes de C. neoformans apresentam, assim como em C. albicans,
alteracbes na composicdo dos esterdis membranais, com diminuicdo ou
auséncia de ergosterol, ou ainda, presenca de esterdis modificados, com
menor afinidade pelos polienos (DICK, 1980; HADFIELD, 1987; WHITE, 1998;
KONTOYIANNIS, 2002; ESPINEL-INGROFF, 2008).

As mutagdes conhecidas na biossintese de ergosterol que determinam o
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perfil de resisténcia in vitro para AmB sdo: ERG2, ERG6 ou ERG3/ERG11.
Todas causam resisténcia substancial a AmB, e todos esses mutantes sio
conhecidos por ndo serem patogénicos (VINCENT, 2013).

Frequéncia de resisténcia. Apesar dos quase 50 anos de uso, a resisténcia a
AmB ndo é um evento comum. Para C. neoformans a resisténcia natural ndo é
observada e a resisténcia adquirida € um fendbmeno muito raro (POWDERLY,
1992a). Todavia, em amostras isoladas de material bioldgico, alguns mutantes
de C. neoformans mostram resisténcia a AmB (KONTOYIANNIS, 2002).

Ainda que o poder discriminatério do método de CIM por microdiluicdo
para AmB seja baixo, um estudo espanhol realizado com 317 amostras
encontrou CIM de 2 yg/mL para 5,3% dos isolados (PERKINS, 2005) e outro
estudo, com 1811 amostras dos cinco continentes, mostrou o mesmo valor de
CIM em 1% das amostras (PFALLER, 2006).

Com excecgao desses trabalhos, ha pouca comprovagao de possiveis
tendéncias a resisténcia a AmB. Um estudo mais recente observou resisténcia
in vitro para AmB em 12.7% dos isolados de Candida sp. estudados através do
método de CIM por microdiluicdo (Negroni et al, 2015).

AZOIS

Também conhecidos como inibidores da biossintese de ergosterol, o
grupo foi desenvolvido no fim dos anos 60, possuindo amplo espectro de
atividade antimicotica. Atualmente, é dividido em dois subgrupos, com base no
numero de nitrogénios presentes no anel azol: imidazéis (cetoconazol e
miconazol) e triazdis (itraconazol, fluconazol e voriconazol). Estdo na lista dos
mais usados para o tratamento de Candidemia e Cryptococcoses.

O primeiro azol disponivel para uso sistémico foi o Clotrimazol. Contudo,
seu uso foi limitado, pois suas concentragdes plasmaticas eram inconsistentes.
Posteriormente, foi lancado o Miconazol para os mesmos fins sistémicos, mas,
novamente, seu uso foi limitado porque este s6 poderia ser administrado de
forma intravenosa. Além disso, oferecia poucas vantagens sobre a Anfotericina
B, apesar da menor toxicidade (STEVENS, et al. 1977).

O lItraconazol, o primeiro azol usado em humanos, teve versdes
disponiveis para via oral (capsulas e solugbes de ciclodextrina) e via
intravenosa. Oferece, tanto por via oral como intravenosa, niveis séricos
elevados (Troyano et al. 2017), o que é especialmente preocupante em
pacientes com absorgédo prejudicada (Carrillo Mufioz, et al. 2006). In vitro, o
Itraconazol mostrou atividade ampla contra Candida spp., Aspergillus spp,
dermatdfitos e fungos dimérficos (Dennis, 2016).

O Cetoconazol foi o primeiro azol de fato eficaz, apresentando niveis
plasmaticos consistentes (BORELLI, 1979). A susceptibilidade ao farmaco foi
documentada para a maioria das espécies de Candida, em particular C.
glabrata (AHEARN, 1984; PFALLER, 1988). Foi um sucesso no tratamento de
candidiase cronica mucocutdanea e também mostrou atividade contra
Coccidioides, Histoplasma, Blastomyces e dermatdfitos. A resisténcia foi
descrita especialmente em pacientes com candidiase mucocutanea, AIDS,
candidiases orofaringeas e exofagicas (HORSBURGH, 1983; WARNOCK,
1983).

O Fluconazol teve um papel de extrema importancia no tratamento de
infeccdes fungicas complicadas, apresentando toxicidade minima em relagéo a
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AmB no tratamento de candidiase em adultos (KONTOYIANNIS, 2001). Apesar
das recidivas, tornou-se o agente preferido no tratamento de meningite
coccidioidal e mostrou-se util na terapia de meningite criptococica. No entanto,
nao demonstrou efetividade em casos de aspergilose, mucormicose e
infecgdes por Scedosporium apiospermum. Quando comparado com azois
mais recentes, teve efetividade reduzida em infecgdes por C. glabrata e C.
krusei (DENNIS, 2016).

Estruturalmente parecido com o Fluconazol, o Voriconazol possui maior
espectro de agao contra espécies de Candida (inclusive C. glabrata e C. krusei)
e apresenta atividade satisfatéria em infecgdes por Fusarium, Scedosporium e
Aspergillus, sendo considerado, para este ultimo, o padrdo ouro, pois bloqueia
mais intensamente a sintese de ergosterol em bolores, para os quais chega a
ser fungicida (Pigatto et al. 2009). Alguns relatos de casos revelam que o
Voriconazol é eficaz no tratamento de pacientes com coccidioidomicose,
blastomicose e histoplasmose; entretanto, em virtude da escassez de dados
disponiveis, ndo é recomendado para o tratamento de micoses endémicas
(DENNIS, 2016).

Uma desvantagem do grupo azol é que, dependendo da droga e da
dose terapéutica, eles sado fungistaticos em vez de fungicidas. Esta
caracteristica provavelmente contribui para o desenvolvimento da resisténcia,
uma vez que as células fungicas persistem e a resposta imunologica néo é o
suficiente para remové-las do organismo, é estabelecido um ambiente
favoravel para as células mutantes resistentes, fato que torna os azdis o grupo
com maior incidéncia de resisténcia (MAESAKI, 1998) entre diversas espécies
(CORNELY, 2013; ROBSON, 2017; CORNELIA, 2017).

Atividade e mecanismo de agao. Os azdis inibem, de forma ndo competitiva e
reversivel, enzimas que participam das etapas finais da biossintese do
ergosterol. A principal enzima inibida € a lanosterol-14-a-desmetilase, enzima
microssObmica associada ao citocromo P-450 (CYP), codificada pelo gene
ERG11. Essa inibigao leva ao acumulo de 14-a-metilesterol, o qual ndo possui
a mesma forma e propriedade fisica do ergosterol. Assim, ¢ formada uma
membrana celular com propriedades alteradas, que nao desempenha as
fungdes basicas necessarias para o desenvolvimento do fungo (WILLIAMS,
2002).

Também agem modificando a sintese de lipidios, inativando enzimas

inibidoras do processo oxidativo das células fungicas (MARTINEZ, 2006). Em
leveduras, os azbéis atuam como fungicida por desequilibrio osmético, enquanto
que, em filamentosos, atuam na porcdo apical e nos pontos de
ramificacdo/crescimento das hifas, gerando bolhas que, ao se romperem,
induzem a morte celular. Para tanto, sdo necessarias concentragdes elevadas
(CATALAN & MONTEJO, 2006).
Mecanismos de resisténcia. Os mecanismos de resisténcia podem ser
divididos em: 1- alteragbes estruturais na enzima-alvo; 2- implementacédo de
vias metabdlicas alternativas ou produgdo da molécula da enzima-alvo, e 3-
aumento de bombas de efluxo, que transportam distintas classes de
antimicrobianos e outros compostos para fora da célula, codificadas pelas
familias de genes CDR MDR (ALVES, 1997; KAKEYA, 2003; ESPINELL-
INGROFF, 2008).

O primeiro mecanismo citado decorre em alteragbes estruturais na
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enzima-alvo dos azdis, através da mutagcdo no gene ERG11, que impede a
ligacdo do farmaco na proteina. As alteragbes no gene ERG11 ja foram
documentadas em varios isolados clinicos (VANDEN-BOSSCHE, 1990; LAMB,
1995; MARICHAL, 1999). Segundo Hagiwara (2016), as mutagdes nos genes
CYP51A e CYP51B (homologos ao gene ERG11) também sédo descritas como
redutoras da interacdo azodlica frente ao produto genético (proteina alvo). As
substituicbes G54, P216, F219, M220 e G448 foram descritas recentemente
como causas da resisténcia ao grupo.

A redugdo da permeabilidade em relacdo aos agentes azolicos
provavelmente ocorre devido as alteragdes nos fosfolipidios e na composi¢ao
dos esterois, ambas em nivel de membrana plasmatica. Como consequéncia,
ocorre menor captura da droga pelo fungo. Assim, a estrutura alvo do farmaco,
a enzima esterol 14-alfa-desmetilase do Citocromo P450, embora ainda ativa,
sofre mutacdo genética, fazendo com que o receptor de superficie especifico
ao farmaco apresente baixa afinidade aos compostos e derivados azdlicos
(KAKEYA, 2003).

Outra mutagdo que envolve alteracdo na biossintese de ergosterol é a
eliminacao do gene ERG3, cuja fungao é codificar a 14 alfa-desmetilase em um
esterol chamado 5,6-desaturase. O delta 5,6-desaturase é quem transforma os
intermediarios de 14-metil, que sao tolerados pela célula, em um composto
altamente toxico, o 14-metilergosta-8,24(28)-dieno-3,6-diol.

Por outro lado, a inativagdo do gene ERG3 confere resisténcia a varias
espécies fungicas. Entre as espécies, encontram-se C. albicans e
Saccharomyces cerevisiae; ao passo que, espécies como C. glabrata ndo
adquirem resisténcia, mesmo que sejam portadoras do gene ERG3 inativado
(CARRILLO-MUNOZ, 2006).

O Fluconazol, Voriconazol, ltraconazol e Posaconazol sdo exemplos de
antifungicos que atuam sobre a 14-alfa-desmetilase do lanosterol associado ao
Citocromo P450, codificada pelo gene ERG11. Quando mutag¢des neste gene
acontecem, o processo de sintese de ergosterol ndao é bloqueado pelos
farmacos, apesar da concentracdo de lanosterol apresentar-se aumentada. O
grupo 14-metil, pertencente a enzima, tem papel importante na sintese de
intermediarios 14-metilados (CARRILLO-MUNOZ, 2006).

A resisténcia primaria para C. krusei e C. glabrata ao fluconazol, é
explicada pela presenca de bomba de efluxo (KAKEYA, 2003). Em cepas de S.
Cerevisiae, os transportadores de substancias téxicas PDR5 e PDR15 séao
super-expressos, o que, de igual modo, conferiu resisténcia a espécie (PAUL,
2014). A proteina de efluxo presente nas espécies fungicas contribui para a
manutenc¢ao celular dos organismos em seus habitats (GIBBONS, 2004).

O transportador melhor caracterizado na espécie C. neoformans
denomina-se AntiFungal Resistance 1 (CnAFR1). Além do CnAFR1, ha outro
gene que ocorre em outras leveduras, o MDR1, que codifica proteinas
transportadoras mais seletivas para fluconazol, ndo estando associado a
resisténcia cruzada a outros azéis (THORNEWELL, 1997; SHAPIRO, 2011).

Nos ultimos dez anos, a resisténcia natural causada pela exposi¢ao
ambiental foi estudada extensivamente. Esta resisténcia &€ provavelmente o
resultado de uma TR (repeticdo em tandem, com pelo menos 34 bases) na
regidao promotora CYP51A, juntamente com mutagdes pontuais (posigdes L98,
Y121 e T289) o que, consequentemente, origina aminoacidos alterados. Estes
tipo de mutagdes sdo bem caracterizadas em A. Fumigatus e esta estabelecido
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que ocorrem apos exposi¢cao (SNELDERS, 2011; ALASTRUEY-IZQUIERDO,
2015).

Recentemente, Gsaller (2016) associaram a mutagdo TR34 a proteina
de ligagcao ao elemento regulador de esterol (SREBP) SrbA e ao complexo de
ligagdo CCAAT (CBC), sendo o ultimo ja descrito como um dos repressores da
sintese de esterdis. Neste caso, a tolerancia aos azois foi o resultado da
repressao do complexo CBC, o que resultou em um aumento da sintese de
esterois.

A degradagéo dos azois no interior da célula, outra forma de resisténcia
desenvolvida pelos fungos, ainda nao estd bem caracterizada. Todavia,
estudos realizados com A. fumigatus correlacionam o complexo mitocondrial |
com o metabolismo dos azdis, processos que, somados e alterados, podem ser
a causa da degradacao rapida dos farmacos pelo meio intracelular, neste tipo
de resisténcias (BROMLEY, 2016).

A resisténcia a multidrogas (MDR) também pode levar a resisténcia aos
azdis e inclui o fendtipo alcancado pelas interagbes entre ativadores
transcripcionais, complexos de mediadores, e bombas de efluxo, atuando como
uma rede em resposta a varias moléculas. A resisténcia aos azdis causada em
cepas MDR, ja foi descrita em S. cerevisiae e inclui a expressao de genes
regulados por dois fatores transcricionais homoélogos: o PDR1 e o PDR3
(YIBMANTASIRI, 2014).

Hoje sabe-se que os principais mecanismos de resisténcia aos azois
incluem: o aumento a regulagdo dos transportadores de varios farmacos, e a
modificagdo da enzima alvo, o Citocromo P450 (gene ERG11), envolvida na
14-alfa-desmetilagdo do ergosterol. Tanto um como o outro podem estar
presentes paralelamente entre as espécies (MACCALLUM, 2010). Testes de
susceptibilidade indicam valores de CIM maiores em isolados de C. gattii,
quando comparados a C. neoformans (BROMLEY, 2016; ESPINEL-INGROFF,
2012; SILVA, 2012; YIBMANTASIRI, 2014).

Frequéncia de resisténcia. Durante seus aproximadamente 25 anos de uso,
os azois foram o grupo com maior frequéncia de resisténcia até entdo. Apesar
disso, este conjunto de antifungicos desempenha papel importante na
terapéutica, principalmente diante da crescente populagao
imunocomprometida. Razbées como custo-beneficio, melhor terapéutica na
terapia empirica, e efeitos adversos reduzidos, contam positivamente e
favorecem os azois diante de outras classes antifungicas (MARRA, 2002).

O primeiro caso publicado de A. fumigatus resistente a classe foi em
1997. Apesar de ser um evento incomum para época, a resisténcia deste fungo
foi aumentando gradativamente. Grande parte dos estudos feitos sobre a
resisténcia adquirida na espécie recairam sobre o Itraconazol; todavia, nao
demorarou muito para surgirem relatos de resisténcia multipla aos triazois
(QUIAO, 2008).

Um dos primeiros estudos sobre a resisténcia aos triazois foi o de
Mosqueira (2002). Os farmacos foram testados contra A. fumigatus em 17
isolados clinicos (a maioria deles com CIM elevada frente ao Itraconazol). O
Posaconazol foi o mais ativo dentre todos, e os autores sugeriram diferengas
na atividade e nos mecanismos de resisténcia para o Voriconazol e o
Ravuconazol. Observaram também um possivel padrdo complexo de
resisténcia cruzada da espécie frente aos triazdis.
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Taek Heo (2017) realizaram um estudo com 290 isolados durante os
anos de 1999 a 2002, (antes da introdugao de Voriconazol e Posaconazol), e
de 2003 a 2015 (apdés a introdugado). Valores de CIM mais elevados foram
encontrados apenas em isolados de A. fumigatus. Diante disso, os autores
concluiram que as CIMs para azodis em Aspergillus estdo aumentando e, na
maior parte das vezes, isso esta associado a exposi¢cao anterior ao grupo.

Outra espécie frequentemente associada a resisténcia azodlica € a C.
auris. Ela foi descrita pela primeira vez em 2009, no Japao, e, desde entado, tem
sido relatada em diversos paises. Partindo desta informagdo, um estudo
(SHAWN, 2017) analisou 54 isolados coletados durante o periodo de 2012 a
2015. Os isolados pertenciam a hospitais do Paquistdo, india, Africa do Sul, e
Venezuela. No estudo, 93% dos isolados eram resistentes ao fluconazol. Os
testes moleculares mostraram que mutagbes no gene ERG11 foram
associadas a resisténcia azédlica; mas, a grande revelagao foi que, mesmo
discretas, cada area geografica possuia diferentes tipos de mutagdo no gene,
sugerindo uma populacgao clonal distinta.

Estudos do mesmo seguimento reportaram o surgimento quase
simultaneo de infecgbes por C. auris com caracteristicas genéticas distintas
entre si, reforcando uma contrariedade a hipétese de que a disseminacao viria
a partir de uma unica fonte (CHOWDHARY, 2013; EMARA, 2015; SHARMA,
2016). Embora as causas desse surgimento ndo sejam claras, elas podem
incluir: pressdes de selecdo antimicéticas (novas ou crescentes) em seres
humanos, animais ou meio ambiente, ou ainda, que a espécie azol resistente
nao tenha sido previamente reconhecida (SHAWN, 2017). Deve-se ressaltar
que a C. auris é filogenéticamente parecida com as espécies de C. krusei, C.
lusitaniae e C. haemulonii, e que todas as trés possuem resisténcia intrinseca
ao fluconazol (SHARMA, 2016).

Xisto (2017) analisaram a frequéncia de resisténcia aos azdis e as
equinocandinas, em isolados de Candida (n = 75) coletados entre 2012 e 2014,
em um hospital brasileiro. As trés espécies mais frequentes foram C. albicans
(38,0%), C. tropicalis (30,0%) e C. glabrata (17,0%). A resisténcia foi observada
em 27,0% dos isolados de Candida. Além disso, os autores detectaram uma
nova mutagado pontual no ERG11, localizada em K143R e associaram-na aos
isolados de C. tropicalis. Esta mutagao, segundo o relato, se aproxima do local
de ligacdo ativo do ERG11 e é provavel que confira resisténcia a multiplos
antifungicos pertencentes ao grupo. Além disso, os autores observaram um
aumento da regulagdo dos transportadores ABC, que podem somar-se a um
fendtipo resistente, com resisténcia multipla.

EQUINOCANDINAS

Em 1974 obteve-se o primeiro farmaco da classe das equinocandinas, a
chamada Anidulafungina, sintetizada a partir do composto VER002 (HECTOR,
1993). Apdbs varios estudos, em 1989 foi descoberta a Caspofungina e, em
1990, a Micafungina sintetizada a partir do composto FK463. Somente no ano
2001 a classe foi aprovada para uso em humanos. Logo apds, houve a
introducdo da Caspofungina no mercado; em 2005 a Micafungina e, em
fevereiro de 2006, a Anidulafungina (MORRIS, 2006).

Os inibidores da sintese de glucanas foram obtidos originalmente
através da fermentacdo do caldo de cogumelos (ESCHENAUER, 2007). Os
lipopeptideos semissintéticos inibem a sintese de [(-1,3-glucano sintase,
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importante enzima constituinte da parede celular.

As equinocandinas sao utilizadas para o tratamento de infeccdes
causadas por Candida spp. e Aspergillus spp (TORTORA, 2012). Porém, nos
casos de infecgdes por zigomicetos, Cryotococcus neoformans, Fusarium spp.
e Trichosporon spp. a classe ndao demonstra eficacia clinica (DIOMEDI, 2004).
E uma das poucas novas classes de antifliingicos produzidas com o inttito de
atingir a clinica da ultima década (PARENTE-ROCHA, 2017).

Atividade e mecanismo de agao. Inibem de forma ndo competitiva a 3-1,3-
glucano sintase, enzima cuja fungcéo é catalisar a polimerizagado da glucose-
uridina-difosfato (UDP glucose) em -1,3-glucano. A inibicdo desta sintese gera
extravasamento de componentes importantes na célula fungica, em resposta a
alta pressao osmotica exercida sobre a membrana enfraquecida (ZAAS, 2008).
Ao contrario de outros grupos de antifungicos, as equinocandinas tém a
peculiaridade de inibir a sintese da parede celular do fungo, produzindo efeitos
secundarios sob outros constituintes, tais como a quitina e o ergosterol
(ESCHENAUER, 2007). Desta forma, a resisténcia cruzada (resisténcia
paralela entre equinocandinas e outros antifUngicos convencionais) nao é
esperada.

As trés equinocandinas sao fungicidas in vivo e in vitro frente as
espécies de Candida, incluindo aquelas que sao conhecidas por serem
intrinsecamente resistentes aos azois (C. glabrata, C. haemulonii, C. lusitaniae,
e C. krusei) ou AmB (C. lusitaneae) (CHEN, 2009; SHARMA, 2016). Para
outras espécies, como A. fumigatus, as equinocandinas tém acao fungistatica
(ANTACHOPOULOS, 2008).

E importante salientar que a concentracdo de glucano n&o é igual em
todas as espécies fungicas. Por exemplo, a 3-1,3-glucano € predominante em
C. albicans e A. fumigatus, enquanto os Zygomycetes carecem deste
componente (CHEN, 2011). Logo, entende-se que a presenca significativa de
glucano na parede celular fungica tem importancia fundamental para a eficacia
destes farmacos.

Mecanismo de resisténcia. A resisténcia as equinocandinas ocorre na
subunidade catalitica da enzima alvo da classe, a B-1,3-glucano sintase. A
enzima é codificada pelos genes FKS1, FKS2 e FKS3; mutagbes nas regides
denominadas “hot spots” de FKS1, (presentes em todas as espécies de
Candida, C. albicans principalmente) ou em regides homodlogas de FKS2
(especifico da C. glabrata) resultam em substituicbes de aminoacidos
(GARCIA-EFFRON, 2009; ARENDRUP, 2014). O mecanismo € altamente
restrito e completamente independente do grupo azol (COWEN, 2014).

As substituicbes de aminoacidos podem diminuir a sensibilidade da
glucano sintase por varias ordens logaritmicas, demonstrando valores elevados
de CIM acompanhados por uma reducdo na sintese de glucanas, o que causa
falha terapéutica (GARCIA-EFFRON, 2009; SHIELDS, 2015). Para C. albicans,
as alteracdes de aminoacidos em SER641 e SER645 s&o as mais frequentes e
causam o fendtipo de resisténcia mais pronunciado (GARCIA-EFFRON, 2009;
ARENDRUP, 2014), enquanto que em C. glabrata, modificacbes de
aminoacidos em regides homodlogas, tais como SER663 em FKS2, SER629 em
FKS1, e PHEG59 em FKS2, sdo as substituicdes mais proeminentes (GARCIA-
EFFRON, 2009). Ha ainda muta¢des em C. albicans que ocorrem em “hot spot”
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altamente conservados englobando residuos PHE641-PRO649 e ARG1361
(KATIYAR, 2009; JOHNSON, 2011; PARK, 2005).

Dentre as espécies de Candida, cinco representam mais de 95% das
candidiases invasivas. Entre estas, C. albicans, C. grablata, C. tropicalis e C.
krusei podem adquirir mutagdes FKS sob pressao seletiva no ambiente. Certas
espécies que carregam mutacbes FKS adquiridas possuem suscetibilidade
diminuida in vitro. C. parapsilosis, ao contrario das demais, abriga um
polimorfismo FKS1, fato que Ihe confere resisténcia natural as equinocandinas,
cujo o significado clinico ainda ndo esta completamente elucidado (REBOLI,
2007; GARCIA-EFFRON, 2008).

Cepas mutantes FKS de C. albicans e C. glabrata mostram sensibilidade
diminuida nos estudos farmacodindmicos feitos em modelos de infecgao
murina (HOWARD, 2011; ARENDRUP, 2012). Estas mutagbes conferem
resisténcia, mas quando o organismo infectante é exposto a doses crescentes,
se torna sensivel novamente (ARENDRUP, 2012). Portanto, entende-se que a
concentracédo plasmatica das equinocandinas € dose dependente e pode variar
conforme expressao dos genes FKS (HOLT & DREW, 2011; KATIYAR, 2012).

A expressao de FKS2 em C. glabrata é dependente da presenca de
calcio na urina (ENG, 1994), podendo ser revertida apds tratamento com
inibidores de calciuria FK506 (KATIYAR, 2012). Além destas, uma terceira
regido de “hot spot” definida por W695 de S. cerevisiae FKS1 foi descrita a
partir de estudos in vitro, mas nao foi observada em isolados clinicos
(JOHNSON, 2011).

E importante entender que as mutacdes de FKS surgem em
configuragcbes especificas, dentro das quais as taxas de resisténcia as
equinocandinas sao mais altas do que na populagdo geral acometida por
candidiase invasiva. O mais notavel € que, os genes mutantes em C. glabrata e
C. albicans, sao descritos quase que exclusivamente em pacientes com
exposicao prévia ao grupo de antifungicos (ALEXANDER, 2013; SHIELDS,
2013; BEYDA, 2014). O maior risco esta entre os pacientes que desenvolvem
infeccbes que evoluem durante o tratamento, nos quais 50% ou mais dos
isolados carregam mutacgdes (PFEIFFER, 2010; SHIELDS, 2014).

Algumas mutagdes FKS conferem resisténcia diferencial a algumas
equinocandinas; todavia, organismos portadores de tais alteracbes genéticas
sédo raros (ARENDRUP, 2012; ARENDRUP, 2014; SHIELDS, 2015). Ha ainda
outros mecanismos que desencadeiam resisténcia, conhecidos como “fatores
gatilho”, os quais, quando presentes, podem contribuir para a diminuicdo da
susceptibilidade. Sdo entendidos como: disturbios gastrointestinais
subjacentes, transplante de 6rgaos solidos e candidiase invasiva recorrente
(PFEIFFER, 2010; ALEXANDER, 2013; SHIELDS, 2014).

Frequéncia de resisténcia. O primeiro relato de resisténcia as equinocandinas
foi reportado em 2005 (PARK, 2005). Desde entado, a frequéncia de resisténcia
permaneceu relativamente baixa, mantendo-se por volta de 3% para a maioria
das espécies de Candida (CASTANHEIRA, 2010). Até a data, um numero
crescente de isolados de Candida sp. tém sido relatados. Alguns deles
suscetiveis as equinocandinas (C. famata, C. rugosa), enquanto outros, menos
susceptiveis a classe (C. fermentati e C. guiliermondii) (ESCENAUER, 2007,
CHEN, 2009).

Entre os anos de 2006 e 2013, o Programa de Vigilancia Antimicrobiana
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(SENTRY) relatou que a porcentagem de resisténcia fungica as
equinocandinas passou de 8,0% para 9,3% (PFALLER, 2012). Em
contrapartida, um estudo de coorte, retrospectivo, realizado em ambiente
hospitalar Norte Americano, entre os anos de 2001 e 2010, observou um
aumento importante na frequéncia de resisténcia a classe: de 4,9% para 12,3%
em isolados sanguineos de C. glabrata (ALEXANDRE, 2013).

A grande excegao entre as espécies € a C. Glabrata, pois a diminuigdo
da susceptibilidade na espécie esta relacionada ao desenvolvimento de
resisténcia cruzada (entre antifungicos azolicos) por cepas antecessoras, que,
por sua vez, geram cepas resistentes a multiplos farmacos, incluindo as
equinocandinas (PFALLER, 2012; ALEXANDER, 2013; PHAM, 2014; DAVID,
2015).

As CIM’s e os pontos de corte sdo maiores para C. parapsilosis do que
para outras espécies, de acordo com os polimorfismos intrinsecos do FKS.
Uma limitagcdo importante dos testes € que os pontos de corte clinicos do CLSI
e EUCAST diferem entre si, o que acaba dificultando a interpretacdo das CIMs
para estas drogas na rotina laboratorial, em particular, para caspofungina
(RYAN, 2015).

Os fungos dimérficos tém uma resisténcia natural as equinocandinas
durante a fase patogénica, sendo os mecanismos de resisténcia dos inibidores
da B-glucano sintase ainda desconhecidos (GOUGHENOUR, 2017).

Acredita-se que o0 uso generalizado das equinocandinas, assim como o
tratamento profilatico com azdis, seja o responsavel por este grande aumento
na resisténcia. Pressupde-se que praticas como estas levaram a uma mudancga
epidemioldgica, tornando a C. glabrata um patdégeno emergente oportunista
humano, responsavel maioritariamente por candidiases invasivas em pacientes
neutropénicos (LORTHOLARY, 2011).

CONCLUSAO

A crescente incidéncia de infec¢bes fungicas invasivas é o resultado de
varios fatores e, um deles, € o numero de pacientes com imunossupressao
severa. Em virtude disto, ha preocupacao da parte dos agentes de saude em
relagdo ao desenvolvimento de resisténcia, uma vez que existem poucos
antifungicos disponiveis verdadeiramente eficazes. Embora trabalhos sejam
capazes de definir certos mecanismos de resisténcia, esfor¢os continuados sao
de fundamental importancia, visando uma compreensao mais profunda e
detalhada dos mecanismos celulares, bem como dos componentes clinicos da
resisténcia antifungica.

Como se nao bastasse, € necessaria a criagdo de novas ferramentas de
diagndstico para a detecgdo rapida, sensivel e especifica de fungos em
material clinico (técnicas baseadas em PCR, por exemplo). Por fim, o
conhecimento aqui exposto a respeito dos mecanismos de resisténcia pode
contribuir para o manejo correto dos farmacos disponiveis na atualidade, e
também, auxiliar no desenvolvimento de novos farmacos contribuindo com
novas estratégias de tratamento.
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