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Resumo

As infecdes flingicas invasivas, ocorrendo em menor nimero que as bacterianas, s@o
responsaveis por taxas de mortalidade e morbilidade elevadas, tendo sido observadas a
nivel dos cuidados hospitalares, em particular nas unidades de cuidados intensivos, onde
ganham maior destaque e preocupacdo. Fatores inerentes a estas unidades, como
ventilacdo mecanica, intervengdes cirlrgicas, nutricdo parentérica total e tratamento
prolongado com antibidticos sdo algumas das condi¢des predisponentes. Candida
albicans continua a ser o agente patogénico mais isolado, no entanto tem surgido uma
modificacdo da epidemiologia, que d4 agora um maior peso as espécies nao-albicans face
ao demonstrado em décadas anteriores. Para além destas leveduras, fungos filamentosos
como Aspergillus e Mucorales tém sido associados a infe¢des fungicas, assim como as
leveduras pertencentes ao género Cryptococcus. Algumas das dificuldades na gestdo do
controlo destas infecdes passam pela identificacdo dos agentes etioldgicos, pelo que
foram desenvolvidos métodos inovadores com base em técnicas moleculares, na detecao
de constituintes da parede celular fingica, entre outros, visto terem melhor sensibilidade
e nio serem invasivos. No entanto, os métodos tradicionais como a cultura ndo deixam
de ser fundamentais, pelo que continuam a ser usados como método padrdo no
diagndstico. Atualmente o tratamento antifingico € limitado a quatro classes: polienos,
az0is, equinocandinas e andlogos da pirimidina, contudo tém surgido novas moléculas
com resultados promissores nos ensaios clinicos decorrentes. Estas quatro classes podem
ainda ser utilizadas noutras abordagens como o tratamento profildtico, preventivo e
empirico, assim como numa combinacdo entre si. E importante a implementagio das
medidas preventivas, pois muitas das infecdes ocorrem por falhas técnicas a nivel dos

dispositivos médicos e dos préprios profissionais de satide.

Palavras-chave: InfecOes flngicas invasivas; Unidades de cuidados intensivos;

Diagnéstico, Tratamento






Abstract

Invasive fungal infections, while occurring in less frequency as those of bacterial type,
are responsible for high mortality and morbidity rates, being registered at nosocomial
level, especially in intensive care units, where they gain notoriety and instigate special
care. Inherent to ICU are factors such as mechanical assisted ventilation, surgical
interventions, parenteral nutrition and prolonged exposure to antibiotics. Candida
albicans 1isolates are still the more prevalent pathological agents, although an
epidemiological change is now giving more emphasis to non-albicans species than that
given in previous decades. In addition to the upper mentioned yeasts, filamentous fungi
as Aspergillus e Mucorales are being associated with fungal infections, so are the yeasts
in the Cryptococcus genre. Some of the difficulties in the control management of these
infections arise from the identification of etiological agents, being developed for that
purpose, innovative methods based in molecular techniques, that are used in the detection
of fungal cell wall constituents, among other applications, being both more sensitive and
non-invasive. In spite of all the above, traditional methods, such as culture based
approach, are not to be despised, keep being used as a standard method in diagnosis.
These four classes can also be used in other approaches, such as prophylactic treatment,
preventive and empirical, as well as in a combination between them. Nowadays,
antifungal treatment is limited to four classes: polyenes, azoles, echinocandins, and
pyrimidine analogues, although new molecules with promising results in clinical trials on
course have been emerging. It is of great importance the implementation of preventive
measures, as many of the infections occur due to technical failures of medical equipment

as well as from health professionals themselves.

Keywords: Invasive fungal infections; Intensive care units; Diagnostic; Treatment
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1. Introducdo

1.Introducao

As infe¢des nosocomiais (IN) ou “infe¢des adquiridas nos cuidados de saude”
sempre foram um problema para a sadde publica, porém nos dltimos anos, estas t€m
assumido um papel mais relevante. Entende-se por IN, as infecdes que podem ser locais
ou sistémicas que resultam de uma reagcdo adversa na presenca de um agente infecioso ou
das suas toxinas, que ndo existiam nem se encontravam em incuba¢do no momento de
admissdo nas unidades de cuidados de saide (Ducel, Fabry, & Nicolle, 2002). Os avancos
tecnoldgicos a nivel da Medicina trouxeram grandes beneficios como o aumento da
sobrevivéncia dos pacientes, mas consequentemente uma maior incidéncia de infecoes
oportunistas fungicas (Paramythiotou, Frantzeskaki, Flevari, Armaganidis, &

Dimopoulos, 2014).

As IN representam um problema de satide publica global, na medida em que
atingem um numero elevado de individuos e estdo associadas a taxas elevadas de
mortalidade e morbilidade. Para além disso compreendem um elevado encargo
financeiro, especialmente pelo aumento de recursos hospitalares como o prolongamento
do tempo de hospitalizacdo, testes de diagndstico complementares, medicamentos

utilizados e tempo dos profissionais de saide despendido (Direcdo Geral de Sadde, 2003).

Sdo varios os microrganismos responsaveis pelas IN, tais como as bactérias, os
virus e os fungos. E nestes dltimos que me vou focar, na medida em que as infe¢des
fingicas t€ém ganho um maior destaque, especialmente nas unidades de cuidados
intensivos (UCI). Apesar de as infecdes fingicas serem menos frequentes que as
bacterianas, estdo associadas a uma mortalidade elevada sendo de extrema importancia o

estudo aprofundado das mesmas (Garbee, Pierce, & Manning, 2017).

O ndmero de espécies fingicas ronda cerca de 1,5 milhdes, mas somente 300 sao
consideradas patogénicas e causadoras de doenca. Estas podem ocorrer quando ha
exposicdo a fontes contaminantes presentes no ar e superficies. As infecdes fungicas
nosocomiais apresentam uma origem oportunista. O que pode diferenciar € o seu
envolvimento, podendo ser local ou invasivo, que € determinado pelo estado imunitéario

do hospedeiro. Se se tratar de um individuo imunocompetente, o seu sistema imunitario

estd ativo pelo que permite a sua defesa aquando a invasdo. Contrariamente se houver

11



1. Introducdo

algum compromisso da imunidade, o individuo tem predisposicdo para contrair infe¢ao

fingica invasiva (IFI) (Raquel Sabino & Martins, sd).

O aumento da ocorréncia das infe¢des flingicas a nivel dos cuidados hospitalares
deve-se a falhas pré-existentes nestes como condi¢des subdtimas do ambiente hospitalar,
produtos médicos contaminados, transmissdo através maos dos profissionais de satde e
maior recorréncia de processos invasivos. Os individuos que se encontram nas UCI sao
ainda mais suscetiveis devido ao seu estado clinico subjacente e menores defesas
adquiridas por tempo de hospitalizacdo prolongada, falha das suas barreiras naturais e
tratamentos prolongados com antibidticos (Benedict, Richardson, Vallabhaneni, Jackson,

& Chiller, 2017; Paramythiotou et al., 2014).

Face a enorme incidéncia de IFI e problemdticas associadas, a European
Organization for Research and Treatment of Cancer/Invasive Fungal Infections

Cooperative Group and the National Institute of Allergy and Infectious Diseases Mycoses
Study Group (EORTC/MSG) implementou e definiu um método padrio para a

classificacdo das IFI, de forma a tornar os estudos clinicos de igual reprodutibilidade e
consisténcia. Estas podem ser classificadas em provdveis, possiveis e provadas. Os
parametros que se t€ém em conta sdo os fatores clinicos, microbioldgicos e inerentes ao
hospedeiro. Uma infe¢do é denominada provavel quando ha a presenca de fatores de risco,
carateristicas clinicas e evidéncias micoldgicas; por outro lado, a presenca de elementos
fingicos na cultura ou nos tecidos lesionados € considerada uma infecdo provada. Por sua
vez, uma infe¢do € denominada de possivel quando hé a presenca de fator clinico e fator

de hospedeiro, sem a presenca de evidéncias micoldgicas (Pauw et al., 2008).

Outra medida importante e que deve ser reforcada € o controlo da vigilancia
epidemioldgica das IFI a nivel global, pois nem todos os paises t€m em vigor esta
metodologia. Este controlo é crucial e pode revelar-se importante a nivel da
caracterizacdo dos pacientes de risco e nas dreas criticas hospitalares, para que sejam
adotadas as melhores estratégias com o objetivo de diminuir as falhas existentes nos
programas de controlo de infecdo, e com isso a diminui¢do das IFI (Dire¢do Geral de

Saudde, 2003)
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2. Fatores de risco

2.Fatores de Risco

Existem indimeros fatores que podem potenciar a aquisicao de infecdes oportunistas nas
unidades de cuidados intensivos. Geralmente os doentes das UCI sdo pacientes mais
suscetiveis ao desenvolvimento de complicagdes devido as seguintes condigdes:
colocagdo de dispositivos invasivos; processos de monitorizagdo, as proprias doengas
subjacentes e até a contaminacio cruzada que pode ocorrer com outros pacientes ou com
os profissionais de satide. A tabela seguinte (Tabela 1) representa os fatores de risco de

adquirir IFI nas UCI pelos individuos com determinadas condi¢des clinicas.

Tabela 1:Fatores de risco das infe¢des fingicas nas UCI (Adaptado de Kerwat, Rolfes, & Wulf, 2011).

Pacientes adultos

Colonizagao por Candida

Diabetes mellitus

Insuficiéncia Renal
Hemodialise

Pancreatite
Pontuacio APACHE II
elevada
Ventilacdo mecanica
prolongada
Cateter venoso central ou
urinario
Internamento prolongado
nas UCI
Antibacterianos com
amplo espectro de acdo
Nutricdo parentérica total
Intervencao cirurgica
Queimaduras

Recetores de transplante de
orgaos solidos
Infe¢do por
Citomegalovirus
Medicacao
imunossupressora

Corticosteroides
Rececdo de mais de um
orgao
Rejei¢do crénica ou aguda
Idade avangada do doador

Pacientes com neoplasias

Quimioterapia recente

Neutropenia: duragdo e
gravidade

Danos na mucosa
Infecdo virica
concomitante

Recetores de transplantes
de células hematopoiéticas

Histérico de infecdo
fingica invasiva
Atraso no enxerto

Doenca subjacente

Legenda: APACHE II: Acute Physiology And Chronic Health Evaluation

De forma a identificar quais os fatores caracteristicos das UCI para a aquisi¢do de IFI foi
desenvolvido por Liao, Zhong, Xu, & Li (2013) um sistema que classifica os doentes em
trés niveis de risco , conforme a presenga dos sete parametros definidos. Os fatores de

risco e as pontuacdes correspondentes estdo apresentadas em seguida (Tabela 2). Este
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2. Fatores de risco

sistema pode ser bastante util e ajudar na decisdo clinica para o inicio da terapia

profilatica/ empirica.

Tabela 2:Fatores de risco para aquisi¢do de IFI e respetiva pontuagdo. (Adaptado de Liao, Zhong, Xu, &
Li, 2013).

Fator de Risco Pontuagao Niveis Risco
Diabetes Mellitus 5 Baixo
Cirurgia gastrointestinal 5 <8
Neoplasias hematoldgicas 4 Médio
Antibidticos amplo 4 9-13
espetro (> 4dias)
Cateter venoso central 3 Alto
Nutricdo parentérica total 3
Ventilagdo mecanica 2 >14
(<2dias) Total: 26
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3. Etiologia

3. Etiologia

As infecdes fungicas podem ser classificadas em dois grupos, consoante o local de origem
do organismo, que pode ser intrinseca (préprio hospedeiro) ou extrinseca (meio

ambiente).

Algumas das espécies fungicas fazem parte da flora comensal dos hospedeiros como € o
caso das leveduras Candida e Malassezia furfur. Por outro lado, existem fungos que s@o
isolados a partir do meio ambiente, como € o caso das leveduras Cryptococcus, dos fungos
dimoérficos e dos fungos filamentosos Aspergillus e Mucorales (Casadevall & Pirofski,
2004). Neste trabalho vou concentrar-me nos géneros Candida, Cryptococcus,
Aspergillus e Mucorales visto serem todos fungos oportunistas e isolados frequentemente

nas UCI (Paramythiotou et al., 2014).

3.1 Candida spp

As espécies do género Candida, taxonomicamente fazem parte da Filo Ascomycetes, da
Classe Blastomycetes, da Familia Cryptococcacea. Estas estdo amplamente distribuidas,
podendo ser encontradas no solo, em alimentos e na d4gua. Tém a capacidade de degradar
proteinas e carboidratos de forma a obter carbono e nitrogénio, que sdo cruciais para o
seu desenvolvimento. Para além disso t€ém a capacidade de se reproduzirem de forma
sexual ou assexual (através dos conidios), assim como de adaptacdo podendo habitar em

ambientes com oxigénio ou em situacdes de anaerobiose (Giolo & Svidzinski, 2010).

Relativamente a sua morfologia, as espécies de Candida sao leveduras unicelulares de
forma oval, eliptica ou cilindrica, cujo tamanho varia entre 3-5 mm (Lopez-Martinez,

2010).

O género Candida abrange bastantes espécies, cerca de 150, que se caraterizam como
comensais ou patogénicas. Destas, 15 t€ém um papel infecioso e encontram-se
identificadas na Tabela 3. Por sua vez, destas 15 espécies, hd 5 que se destacam por serem
as mais comuns nas infegdes fungicas e sdo as seguintes: Candida albicans, complexo

Candida glabrata, Candida tropicalis, complexo Candida parapsilosis e Candida krusei
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3. Etiologia

(Colombo, de Almeida Junior, Slavin, Chen, & Sorrell, 2017; Yapar, 2014). Para além
das espécies anteriormente mencionadas surgiu uma nova espécie : C. auris que foi
isolada pela primeira vez em 2009 e que se tem revelado muito patogénica e

multirresistente (Lockhart et al., 2017).

Tabela 3:Espécies de Candida potencialmente patogénicas (Adaptado de Yapar, 2014).

Candida Candida Candida Candida Candida krusei

albicans glabrata tropicalis parapsilosis

Candida Candida Candida Candida Candida kefyr
dubliniensi guilliermondii lusitaniae pelliculosa

Candida Candida famata Candida Candida rugosa Candida

lipolytica inconspicua norvegensis

e Epidemiologia

O género Candida € o principal responsavel pelas IFI, em especial nas UCI, sendo
que C. albicans € a espécie mais isolada, representando cerca de 40-60% dos casos
(Epelbaum & Chasan, 2017). Atualmente, C. albicans € a nivel global, a causa maioritéria
de candidemia, porém tem sofrido um decréscimo para as espécies ndo-albicans que tém
vindo a aumentar progressivamente. Esta crescente modificacdo na epidemiologia da
Candida deve-se, em parte, ao recurso de azois (especialmente ao fluconazol) quer em
profilaxia, quer em tratamento. Sem esquecer que a distribui¢do geogréfica e ambiental
, a condi¢ao médica subjacente, o tipo de paciente, a exposicao a agentes antimicrobianos
e a propria institui¢ao hospitalar t¢tm um papel determinante nestas modificacdes (Bassetti

et al., 2017; Raquel Sabino & Martins, 2016).

A distribui¢do epidemioldgica de Candida ndo é uniforme, havendo alteragdes
consoante as diversas dreas geograficas. A nivel europeu, C. albicans varia entre 47-
100%, enquanto que na América do Norte e Sul entre 40-69,2%. Por sua vez, na Asia
sdo as espécies nao-albicans que apresentam maior incidéncia com uma média de 75%
dos casos. Na Austrdlia ndo ha discrepancia entre as espécies albicans e nao-albicans,
estando distribuidas de forma semelhante (Caggiano et al., 2017). Esta distribuicao das
vérias espécies de Candida é muito importante, na medida em que estas, podem sugerir
diferentes abordagens a nivel de tratamento, visto que ha diferentes perfis de

suscetibilidade (Kullberg & Arendrup, 2015).
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Dentro das espécies nao-albicans, as trés mais frequentes sdo: complexo C.

parapsilosis, complexo C. glabrata e C. tropicalis. Estas trés espécies em especial estdo

muito correlacionadas com o tipo de paciente e patologia subjacente. Em norma, a C.

parapsilosis estd associada a infe¢des em recém-nascidos e criangas, em recetores de

transplantes e em pacientes que recebem nutricdo parentérica; por sua vez a C. glabrata

€ a principal responsédvel pela doenca nos idosos e em individuos neoplésicos. Por sua

vez, a C. tropicalis estd relacionada com individuos neutropénicos e com leucemia

(Yapar, 2014). Os fatores predisponentes de infecdo das Candida nao-albicans estdo

detalhados na Tabela 4.

Tabela 4: Fatores predisponentes de infe¢cdo das Candida ndo albicans (Adaptado de Paramythiotou et al,

2014).

C. glabrata

Mais comum em pacientes idosos

Variacdo geogréfica

Associados a antibidticos especificos (piperacilina/tazobactam,
vancomicina)

Comum em pacientes com nutri¢ao parentérica total e cateter
venoso central

Transplante de orgdos s6lidos

Exposic¢do ao fluconazol

C. parapsilosis

Surtos nosocomiais (hospitalares)

Formacao de biofilmes nos cateteres venosos centrais
Dispositivos implantados

Nutri¢cdo Parentérica Total

Menos suscetivel a equinocandinas

Mais comum em criancas

C. tropicalis

Neutropenia
Neoplasias malignas hematolégicas

C. krusei

Utilizagado de piperacilina/tazobactam, vancomicina
Resisténcia inata ao fluconazol

Doengas hematoldgicas

Neutropenia

Cirurgia gastrointestinal recente

Exposicdo ao fluconazol

C. guiillermondii

Cateteres intravasculares
Recetores de medula 6ssea

A candidemia € a forma mais comum das infe¢des provocadas por Candida, pelo

que o estudo da sua incidéncia € importante. Esta foi estudada e analisada na populagao

em geral, nos vdrios setores dos cuidados hospitalares e em diversas dreas geograficas do
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mundo. As razdes dadas para a existéncia de tanta variabilidade entre os estudos
consistem essencialmente nas dreas geograficas estudadas, populacdo abordada, recursos
hospitalares, programas de treino, a altura em que o estudo decorreu e as metodologias
adotadas (Pfaller & Diekema, 2007). A nivel das UCI a candidiase invasiva (CI) € a forma
mais predominante. A taxa de incidéncia nas UCI € cerca de 5-10 vezes superior quando

comparada com os servicos médicos e cirtrgicos (Schmiedel & Zimmerli, 2016).

De acordo com um estudo de 10 anos realizado em Franca, numa UCI, que
decorreu entre 2007 e 2016, conclui-se que o género Candida foi o mais isolado como
esperado. Das 244 infecdes registadas, 44% eram infecdes intra-abdominais e 22% eram
candidemias, sendo que esta ultima apresentou uma incidéncia de 4,49 por 1000

admissdes hospitalares (Sasso et al., 2017).
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Figura 1:Distribuico das espécies de Candida numa UCI em Franga (Adaptado de Sasso et al,2017).

Como se pode observar na Figura 1, C. albicans continua a ser a espécie mais isolada, no
entanto, as Candida nao-albicans t€m ganho maior destaque. Esta alteracdo da
epidemiologia das infe¢des por Candida é atribuida em parte ao uso disseminado de

fluconazol na profilaxia e tratamento (Raquel Sabino & Martins, s.d.).
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O cenario numa Unidade de Cuidados Intensivos Neonatais (UCIN) ndo € muito diferente
dos resultados encontrados nas outras UCI. Num estudo realizado por Caggiano et al.,
(2017) numa UCIN durante 9 anos em Itdlia onde estudaram a epidemiologia de Candida
, concluiram que a incidéncia das candidemias era de 3 em cada 100 admissdes. A espécie
mais isolada foi a C. parapsilosis o que vai ao encontro de esta ser a espécie mais
prevalente em recém-nascidos e criancas, como referido anteriormente. Os resultados
deste estudo apresentam uma incidéncia de 3%, que € superior aos estudos realizados na

Europa (1,1-1,3%), mas inferior aos resultados da Asia 4-7,7%).

Em Portugal os estudos sdo muito escassos visto que ndo ha obrigatoriedade em notificar,
ndo existindo dados organizados acerca da epidemiologia das IFI (Raquel Sabino &
Martins, s.d). Num estudo realizado em Portugal durante 6 anos num hospital oncolégico
verificou-se que o0s pacientes com tumores de Orgdos solidos ou com doencgas
hematoldgicas tém predisposi¢ao para candidemia. Durante o periodo de estudo, dos 421
pacientes oncoldgicos, 110 (26,1%) apresentaram culturas positivas para estas leveduras
(Candida), aliadas a sintomas e sinais clinicos, sendo diagnosticados com candidemia (R.
Sabino et al., 2010). Mais recentemente, foi realizado o primeiro estudo multicéntrico,
que se propOs a estudar a epidemiologia das fungemias em 10 hospitais distritais
portugueses. Dos 240 episddios relatados, 40% dos isolados correspondem a C. albicans,
sendo a espécie maioritdria, como na maioria dos estudos europeus. No entanto, a segunda
mais isolada € C. glabrata, contrariamente a C. parapsilosis, identificada nos estudos
europeus. A candidemia apresenta assim uma incidéncia de 2,19 por 100000 habitantes,
sendo estes resultados semelhantes aos estudos realizados no Norte da Europa (Finlandia
e Noruega) que apresentam uma incidéncia de 3-5 episddios por 100000 habitantes

(Faria-Ramos et al., 2014; R. Sabino et al., 2017).

e Patogénese e fatores de viruléncia

As espécies de Candida fazem parte do microbioma humano, pelo que podem ser
encontradas em varios locais como a pele, trato geniturindrio e trato gastrointestinal.
Quando ocorrem perturbacdes a nivel da pele ou mucosas, associadas a um aumento da

carga fungica, € provavel que ocorra infegdo (McCarty & Pappas, 2016).

E através dos fatores de viruléncia e dos atributos de aptiddo que os fungos conseguem

infetar o hospedeiro. A expressdo destes fatores de viruléncia varia consoante a espécie,
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o local e estadio da infecdo, o tipo de infecdo assim como a resposta do hospedeiro

(Deorukhkar, Saini, & Mathew, 2014).

Os principais mecanismos que a C. albicans utiliza s@o o dimorfismo, a expressdo de
adesinas, o tigmotropismo, a formac¢ado de biofilmes, a variacao (“switching”’) fenotipica
e a secrecao de enzimas hidroliticas. Para além disso, a resposta ao stress, a regulacdo do
pH, a aquisicdo de metais e a adaptagdo metabdlica também tém um papel crucial na

viruléncia do fungo, como ilustrado na Figura 2.
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Figura 2:Mecanismos de patogénese da C. albicans. (Retirado e adaptado de Mayer, Wilson, & Hube,
2013)

C. albicans € a unica espécie do género Candida que tem a vantagem de ser polimoérfica,
pelo que pode alternar a sua morfologia entre uma levedura unicelular ou sob a forma
filamentosa, com hifas ou pseudo-hifas. Geralmente a forma filamentosa € mais
patogénica que a levedura. Podem ainda diferir quanto a cor, sendo que se encontram
brancas e durante o “switching” tornam-se opacas. O pH €é um fator que influencia a forma
do fungo. Geralmente se o pH for baixo (<6) o fungo cresce como levedura e se for
alcalino (>7), o fungo cresce como hifa. Para além do pH, a presenca de COz e a

temperatura fisiologica promovem o crescimento na forma de hifa (Mayer, Wilson, &

Hube, 2013).
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Quando ocorre adesao as células do hospedeiro, dd-se a formacao de biofilmes que sdo
determinantes para o inicio do processo de colonizacdo ou doenca (Hall-Stoodley,
Costerton, & Stoodley, 2004). Estes podem ser encontrados no Homem, nas mucosas
assim como em superficies artificiais, como cateteres, valvulas, préteses dentdrias e
dispositivos médicos. Um bom exemplo é o caso da C. parapsilosis que é capaz de
sobreviver até 14 dias nas superficies de bancadas, o que pode ser um importante fator
para a sua transmissdo, caso ndo ocorra uma correta limpeza e desinfecao (Sabino &

Martins, s.d.).

Outro mecanismo € a expressao de proteinas pelo fungo que conseguem aderir e penetrar
nas células do hospedeiro. Por norma, utilizam como meio a endocitose induzida ou a
penetracdo ativa, por intermédio de proteinas asparticas, por exemplo. Geralmente apds
a adesdo e crescimento das hifas, estas segregam hidrolases que vao auxiliar na
penetracdo ativa, sendo elas de trés tipos diferentes como as lipases, fosfolipases e
proteinases, assim como na obtencdo de nutrientes a nivel extracelular (Mayer et al.,
2013). As enzimas fosfolipases sdo um dos principais mecanismos de viruléncia, pois
estas tém a capacidade de provocar a lise das células do hospedeiro, através da dissolugcao
dos fosfolipidos das membranas celulares, tornando a posterior adesdo e penetracdo mais
facil do fungo. Por sua vez, as proteinases conseguem degradar as proteinas (albumina,
queratina) e provocam uma degradagdo local, permitindo a penetracdao (Lahkar, Saikia,

Patgiri, Nath, & Das, s.d.).

O tigmotropismo € uma adaptagdo ambiental que desencadeia o crescimento de hifas e
formacdo de biofilmes, aquando o contacto com uma superficie. As células de levedura
passam a hifas, quando entram em contacto com uma superficie. Em superficies com
determinada morfologia, o crescimento da hifa ocorre de forma direcional. Este
mecanismo € importante na patogenicidade do fungo, quer pela formacgao de biofilmes
em superficies artificiais ou pelo crescimento de hifas, causando danos a nivel celular

(Mayer et al., 2013).

Outros atributos de Candida e que implicam patogenicidade sdo a sua capacidade de
resposta ao stress ambiental, através de proteinas de choque térmico; a regulacdo do pH,
a captacdo de metais em especial, o Fe, Zn, Cu e Mn, que sdo importantes para a
sobrevivéncia dos fungos e a captacdo de aminodcidos que promovem a autoindugdo da

formacdo das hifas, pela alcalinizagdo extracelular (Mayer et al., 2013).
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e Fatores de Risco

Sdo vérios os fatores de risco predisponentes para as infecdes por Candida.
Independentemente dos fatores intrinsecos do hospedeiro, existem muitos fatores
relacionados com os cuidados de satde. Dentro dos fatores relacionados com os servigos
prestados nos cuidados hospitalares, a nutri¢do parentérica total, o uso de cateteres,
intervengoes cirurgicas (especialmente a nivel abdominal) e o uso de antibidticos de
amplo espetro constituem os principais problemas. Por sua vez, as préprias condi¢des dos
pacientes também podem ser predisponentes para que as infecdes ocorram como a idade,
o uso de agentes imunossupressores, neutropenia e a gravidade da sua condi¢@o clinica
subjacente (Yapar, 2014). Na tabela 5 estdo representados mais fatores de risco para as

infecdes por Candida.

Tabela 5:Fatores de risco para candidiase invasiva em adultos e prematuros. Adaptado de (Yapar, 2014)

Antibidticos de Queimaduras Indice de Cateter Venoso | Quimioterapia
amplo espetro colonizacao | Central/Urindrio
por Candida
Corticosteroides Diabetes Transplante de | Hemodidlise APACHE II
mellittus células >20
estaminais
Terapias Insuficiéncia Cirurgia Insuficiéncia Neutropenia
Imunossupressoras Renal major Hepatica
Pancreatite Ventilacdo | Hospitalizagdo | Transplante de Nutricao
necrosante mecanica prolongada orgdos solidos Parentérica
ucCl Total
Prematuridade Malformacdes | Baixo peso a Score baixo Doencas
congénitas nascenca APGAR Hematologicas

Legenda: APACHE II: Acute Physiology And Chronic Health Evaluation II; APGAR: American Pediatric

Gross Assessment

Dos fatores de risco anteriormente descritos, a hospitalizagdo prolongada nas UCI
continua a ser um fator major, pois estd associado a muitas intervengdes invasivas assim

como a colonizacao.
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e ManifestacOes clinicas

O termo candidose engloba um vasto portefélio de doencas, que vdo desde as mais
simples as mais severas. Nomeadamente, poderd variar entre uma candidiase da
orofaringe ou do es6fago até infecdes da corrente sanguinea e candidiase disseminada

(Yapar, 2014).

O termo CI engloba uma vasta gama de doencas como candidemia, endocardite,

meningite, endoftalmite e candidiase disseminada (Pappas, 2006).

A candidemia representa a principal forma de CI, sendo responsadvel pela maioria dos
casos e estd implicada na sepsis por Candida. A nivel endovascular pode ocorrer
endocardite infeciosa estando relacionada com o implante de dispositivos intracardiacos.
E também comum a ocorréncia de complicagdes a nivel ocular como a endoftalmite. O
compromisso do figado e baco também pode ocorrer por infe¢cdes com Candida, aquando
o tratamento com quimioterapia mieloblativa. Podem ainda ocorrer infecdes menos

comuns como meningite, artrite sética e pneumonia (McCarty & Pappas, 2016).

3.2 Aspergillus spp

Aspergillus € um género composto por fungos filamentosos que se caracteriza por ser
ubiquitdrio e saprofita tendo uma importante a¢do a nivel da reciclagem do carbono e do

nitrogénio (Dagenais & Keller, 2009).

Estao descritas mais de 250 espécies de Aspergillus, que consoante a sua morfologia,
metabolismo e forma molecular estdo agrupadas em diversos complexos (secgdes e
subgéneros). Os oito subgéneros sao os seguintes : Aspergillus, Fumigati, Circumdati,
Candidi, Terrei, Warcupi, Ornati e Nidulantes (Lass-Florl & Cuenca-Estrella, 2017). Esta
classificacdo € muito importante e crucial, porque as espécies pertencendo a0 mesmo
complexo, t€ém entre si um comportamento muito diferenciado, o que poderd influenciar
a suscetibilidade aos antifiingicos que iremos ver posteriormente esclarecido (Raquel
Sabino & Martins, s.d). Destas 250 espécies, sensivelmente 40 causam doencas humanas.

As espécies com maior interesse sao A. fumigatus, A. flavus, A. terreus e A. niger, sendo
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responsdveis pela maioria das infecdes invasivas (Klich, 2009; Lass-Florl & Cuenca-

Estrella, 2017; Sabino & Martins, sd).

Aspergillus pode ser encontrado em varios locais como na poeira, sistemas de ventilagao
de ar e 4gua, alimentos, plantas e em alguns equipamentos que se encontram nas UCI.
No entanto, € de salientar que € dificil distinguir entre a colonizacdo e infe¢do quando o

fungo € isolado a partir do paciente (Bassetti & Bouza, 2017).

e Epidemiologia

Em Portugal, a incidéncia de aspergilose invasiva (Al) € relativamente inferior quando
comparada com outros estudos europeus, sendo semelhante aos resultados encontrados
em Espanha e na Republica Checa. Estima-se que ocorram cerca de 240 episddios de Al
por ano, sendo que as condi¢cdes predisponentes sdo a doenca pulmonar obstrutiva
cronica (DPOC), o cancro do pulmio e os transplantes de células hematopoiéticas e de
orgaos solidos, com a ocorréncia de 83, 92 e 65 episddios, respetivamente (R. Sabino et

al., 2017).

e Patogénese e fatores de viruléncia

Os esporos de Aspergillus que se encontram presentes no ar e que podem ser inalados
entre 100-1000/dia tém a capacidade de atingir os alvéolos pulmonares devido ao seu
reduzido tamanho (cerca de 2-3 um) (van de Veerdonk, Gresnigt, Romani, Netea, &
Latgé, 2017). No entanto, podem ainda assim ndo causar doenca, caso sejam inalados por
individuos saudéveis, cujo sistema imunitario estd a funcionar corretamente. Por sua vez,
se estes chegarem a ser inalados por individuos que por algum motivo t€ém o seu sistema
imunolégico enfraquecido, quer por alergias ou algum problema a nivel dos pulmdes
(asma e fibrose cistica) podem desenvolver doengas (Dagenais & Keller, 2009). A Figura

3 representa o ciclo de infecdo por A. fumigatus.

Os fungos desenvolvem meios de adaptacdo aos vdrios ambientes a que se encontram
sujeitos. Tém a capacidade de causar viruléncia e infecdo nos hospedeiros através de
varios mecanismos adotados. Algumas das carateristicas adquiridas pelo A. fumigatus
passam pela termotolerancia, sendo capazes de sobreviver até aos 50°C. Para além disso
tém a capacidade de produzir micotoxinas, com destaque para a gliotoxina que tem

atividade imunossupressora, inibindo a resposta imune do hospedeiro. O pigmento
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melanina presente na superficie dos conidios também lhes proporciona prote¢do contra a
luz UV, espécies reativas ao oxigénio, temperaturas elevadas e impede a lise (Boral,

Metin, Dégen, Seyedmousavi, & Ilkit, 2017).

Imunossupressao induzida por
corticosterdides: recrutamento PAIN e dano
tecido

Membrana basal

Esporulacio Inalacdo dos conidios Germinacio dos
conidios na auséncia de
defesas dos pulmdes

Neutropenia: Crescimento
das hifas e disseminacio

Figura 3: Ciclo da infec¢do por A. fumigatus (Adaptado de (Dagenais & Keller, 2009).

Legenda: A inalacdo de conidios por individuos imunocomprometidos, leva a sua implementagdo nos pulmoes
e posterior germinacdo. Em caso de deficiéncia de PMN (polimorfonucleares), pela toma de corticosteroides,
ocorre dano a nivel dos tecidos; em casos de neutropenia ocorre crescimento abrupto das hifas e disseminagao
pelo organismo.

e Fatores de risco

Existem inumeros fatores relacionados com o hospedeiro que se consideram de risco na
aquisicao de infe¢Oes fungicas invasivas, que foram descritos pela EORTC/ MSG. Alguns
dos fatores contemplados passam pela neutropenia, uso continuado de corticosteroides,
tratamento com imunossupressores entre outros. No entanto, para a Aspergilose Pulmonar
Invasiva (API) existem certos critérios adicionais que se revelam predisponentes para a
aquisicao da doenga, tais como a DPOC, asma, neoplasias hematologicas como a
leucemia mieloide aguda (LMA) ou leucemia linfoblastica aguda (LLA), sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (SIDA), recetores de transplantes de 6rgaos s6lidos e cirrose

(Koulenti, Garnacho-Montero, & Blot, 2014).

Nas UCI o fator maioritario para a API ¢ a DPOC em 50% dos casos, seguido dos
transplantes de 6rgaos sélidos. Geralmente nos pacientes com DPOC, a coloniza¢do com
Aspergillus é de 16,3 em cada 1000 admissdes hospitalares (Guinea et al., 2010). Outros

fatores externos que se revelaram importantes no desenvolvimento de API sdo os
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trabalhos quer de constru¢do, remodelacdo ou demoli¢do nos hospitais € no meio
ambiente geral, sendo uma fonte bastante provavel dos surtos de aspergilose (Pemédn &

Salavert, 2013b)

Independentemente dos fatores de risco anteriormente descritos, pensa-se que existe
predisposicdo genética para o desenvolvimento de API, em recetores de transplante de
medula dssea. Existe um ntimero muito limitado de recetores que estdo implicados na
gestdo da resposta imune inata aos fungos. Estes s@o recetores de reconhecimento de
padrdes (PRRs, pattern recognition receptors), que permitem um aumento ou diminuicao
das reagdes inflamatdrias de forma a evitarem a infe¢do no hospedeiro. Dentro dos PRRs,
os toll-like receptor (TLRs), expressos na superficie dos macréfagos residentes e
neutrdfilos, destacam-se os TLR2, TLR4 e TLRY, no caso de Aspergillus fumigatus. A
sinalizacdo de TLR2 e TLR4 nas células polimorfonucleares (PMN), incita a ativacio de
diferentes vias que estdo associadas a diferentes perfis de clearance e inflamacao.
Contrariamente, A. fumigatus consegue reverter a resposta inflamatéria do hospedeiro,
pela redugdo das respostas pro-inflamatorias mediadas pelos recetores TLR2 e TLR4.
Dessa forma facilita a invasdo, dada a sua atividade imunossupressora. Assim, 0s
polimorfismos existentes nestes recetores podem modificar a suscetibilidade que os
individuos tém para a aquisi¢do de infecdo. O recetor mais estudado foi o TLR4 que
demonstrou apresentar duas mutacdes missense (D299G e T3991) que comprometem a
correta ligacdo ao TLR4, tornando os individuos suscetiveis a reacOes sistémicas e
bloqueio da via aérea, propicios ao desenvolvimento de API (Bochud et al., 2009; Cunha

etal., 2011).

Num outro estudo Cunha et al., (2014) demonstraram a importancia de pentraxina 3
(PTX3), um PRR, que é produzido pelos fagdcitos e células dendriticas, em locais de
inflamacdo e lesdo. Apresenta, desta forma, um papel determinante na modulacdo das
diversas vias de resisténcia imune de A. fumigatus, permitindo a estimulacao das células
da imunidade inata e adaptativa. Este recetor possibilita a formacdo de complexos a nivel
dos conidios do fungo, vai atuar como uma opsonina, permitindo o seu reconhecimento
e facilitando a fagocitose. O défice deste recetor vai traduzir-se num maior risco de
contracdo de API, uma vez que o reconhecimento dos conidios pelas células dendriticas,

macréfagos alveolares e neutréfilos € prejudicado.
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Meersseman, Lagrou, Maertens, & Van Wijngaerden, (2007) propuseram uma

classificac@o para os fatores de risco nos pacientes das UCI, que se dividem em baixo,

intermédio e alto risco, ilustrados na Tabela 6.

Tabela 6:Fatores de risco em pacientes das UCI (Adaptado de Koulenti, Garnacho-Montero, & Blot, 2014).

Risco Alto

Risco Intermédio

Risco Baixo

Neutropenia (<500/ul)

Corticosteroides antes de

admissao na UCI

Queimaduras severas

Neoplasia hematolégica

Transplante aut6logo células-

tronco hematopoiéticas

Transplantes de 6rgaos

sélidos

Transplante alogénico da

medula 6ssea

DPOC

Tratamento com esteroides

<8 dias

Cirrose hepdtica

Estadia prolongada nas

UCI (> 21dias)

Infecdo por VIH

Cirurgia pds-cardiaca

Cancros de 6rgaos solidos

Malnutri¢ao

Transplante de pulmao

Terapia imunossupressora

sistémica

e ManifestacOes clinicas:

As doengas causadas pelo fungo Aspergillus denominam-se aspergiloses e vao de ligeiras

a mais severas e generalizadas que colocam a vida em risco. Apesar de o local infetado

mais comum serem os pulmdes, a infecdo pode disseminar para outros érgaos, como no

coragdo, no figado, nos rins, nos nédulos linfaticos, na glandula tiroideia e no cérebro ,

podendo mesmo provocar convulsdes, hemorragia intracraniana e meningite (Feng,

Heffner, & Wright, 2007; Paramythiotou et al., 2014).

As manifestacoes clinicas podem variar consoante o local infetado e a capacidade do

hospedeiro para gerar uma resposta imune. Desta forma, podem tratar-se de doengas nao-

invasivas como a aspergilose broncopulmonar alérgica (ABPA) e o aspergiloma. Na

classe das infe¢des invasivas, podemos considerar a API e a aspergilose traqueobronquica

(Cadena, Thompson, & Patterson, 2016).
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Das doencas enumeradas anteriormente a que tem maior relevancia e que causa elevada
mortalidade e morbilidade é a API. Os sintomas nem sempre sdo especificos o que pode
dificultar o diagndstico. Os principais sintomas apresentados sdo tosse, febre, mal-estar
geral, dor no peito, perda de peso, hemoptise e dispneia (Pergam, 2017; Singh, Kalyan,
Prakash, & Sharma, 2017).

3.3 Mucorales spp

Antigamente, o termo zigomicoses era utilizado para descrever as infecdes criadas pela
classe zigomicetes, porém, uma nova reclassificacdo taxondémica eliminou a classe sendo
que esta deu origem a duas ordens: Mucorales e Entomophthorales. Porém, é a ordem
Mucorales, a responsdvel pela maior parte das infecdes fliingicas humanas, dai que se
utilize o termo mucormicoses (Farmakiotis & Kontoyiannis, 2016; Lackner, Caramalho,

& Lass-Florl, 2014).

Esta ordem esta dividida em sete familias que s@o as seguintes: Mucoraceae, Saksenacea,
Syncephalastraceae,  Cunninghamellaceae, = Thamnidaceae, = Mortierellaceae e
Absidiaceae (Paramythiotou et al., 2014). Os géneros mais associados a infecdes
fingicas sao Rhizopus, Mucor, Cunninghamella, Rhizomucor, Apophysomyces, Absidia
e Saksenaea (Sabino & Martins, sd). Os fungos pertencentes aos Mucorales sdo seres
ubiquitdrios e sapréfitas que se encontram em compostos organicos como pao, fruta,
matéria vegetal em decomposi¢do, solo e dejetos de animais. A nivel hospitalar podem
ser encontrados, em agulhas, depressores de lingua, equipamentos, bandejas, o que
facilita a sua transmissao (Richardson, 2009). Para além disso, sdo termorresistentes, o
que lhes confere a capacidade de crescer a temperatura de 37 °C ou mais elevadas em
algumas espécies e como sdo de crescimento rapido, sdo importantes patogénicos da
doenca humana (Binder, Maurer, & Lass-Florl, 2014; Richardson, 2009). As variacdes
sazonais também tém alguma influéncia no desenvolvimento de mucormicoses, sendo
mais frequentes de agosto a novembro (Farmakiotis & Kontoyiannis, 2016). Sem
esquecer que a drea geografica também tem algum impacto no tipo de infe¢do gerada e
no padrao de doentes afetados, existindo diferencas entre paises desenvolvidos e paises
em desenvolvimento. Nos pafses em desenvolvimento, como a India, Egipto e Aribia

Saudita, os individuos mais afetados sdo os que apresentam diabetes descontrolada e
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traumas. Por outro lado, os individuos dos paises desenvolvidos sujeitos a transplante de
células hematopoiéticas, doengas hematoldgicas e a quimioterapia, sdo os que apresentam

maior risco (Lackner et al., 2014; Petrikkos et al., 2012).

As mucormicoses nao escolhem idades nem condi¢des subjacentes, pelo que pode infetar
desde recém-nascidos até idosos se tiverem com o seu sistema imunitdrio debilitado
(Katragkou, Walsh, & Roilides, 2014). As mucormicoses sdo infe¢des menos comuns que
as provocadas por Candida ou Aspergillus, mas apresentam indices de mortalidade
elevados. De salientar que t€ém vindo a aumentar, como consequéncia do aumento do

nimero de individuos imunodeprimidos (Spellberg B, Edwards J, Ibrahim A, 2005).

Em Portugal, a incidéncia de mucormicoses deve-se em grande parte a enorme
prevaléncia de diabetes mellittus, que ocorre, em cerca de 13% da populagao total. Entre

os anos 2001 e 2015 foram registados 19 casos (R. Sabino et al., 2017).

e Patogénese e 0s seus fatores de viruléncia

As portas de entrada para esta infecdo podem ocorrer através da via respiratdria, da via
cutanea/percutanea (agulhas/cateteres) ou pela ingestdo de alimentos. Esta dltima via € a
menos frequente e estd implicada na mucormicose gastrointestinal (Binder et al., 2014).
A principal via implicada € através da inalacdo, pois como referido anteriormente, os
fungos s@o ubiquitdrios pelo que a maioria dos individuos estd exposta a estes
microrganismos e estima-se que possa existir uma inalacdo de até 170000 esporos por
dia. Apesar deste ser um nimero muito elevado, estes fungos raramente causam infecao
em individuos imunocompetentes (Lackner et al., 2014). O mesmo ndo acontece nos
individuos que por algum motivo tém o seu sistema de defesa fragilizado, nomeadamente
em individuos neutropénicos, diabéticos ou com toma prolongada de corticosteroides, o
que ndo lhes permite uma resposta de defesa eficaz. Desta forma os esporos conseguem
escapar a fagocitose, permitindo a sua germinacdo em hifas e posterior disseminagao,
como se pode ver na Figura 4 (Farmakiotis & Kontoyiannis, 2016; Kasner, Hunter, Ph,
Kariko, & Ph, 2013). De realcar que qualquer espécie de Mucorales pode causar doenca

(Petrikkos et al., 2012).
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Figura 4:Patogénese da mucormicose. Retirado e adaptado de (Farmakiotis & Kontoyiannis,
2016)

e Manifestacoes Clinicas

Consoante o local anatémico da infe¢do, a mucormicose pode ser dividida em seis tipos
que sao: rinocerebral, pulmonar, gastrointestinal, cutdnea/subcutinea, disseminada e
formas incomuns que podem incluir peritonite, mediastinite, abcessos renais, miocardite,

endocardite, otite externa e queratite (Farmakiotis & Kontoyiannis, 2016).

Os locais preferidos para a ocorréncia de infecdo invasiva sdo os seios paranasais (39%),
pulmdes (24%) e pele (19%), sendo que a disseminacdo para o sistema nervoso central
(SNC) pode ocorrer em 23% dos casos (Lackner et al., 2014). As infe¢des causadas por
estas espécies destacam-se na medida em que nestas hd um inicio rdpido da necrose
tecidual que pode vir acompanhada de febre ou ndo. Esta necrose que € tdo caracteristica
destas infecOes resulta da invasdo dos vasos sanguineos e da sua posterior trombose. A
presenca de escaras necrdticas negras constituem uma caracteristica particular das

mucormicoses (Binder et al., 2014; Petrikkos et al., 2012).

As mucormicoses rinocerebrais e pulmonares sdo as mais comuns (Long & Koyfman,
2015). No caso da mucormicose rinocerebral, a infe¢do € iniciada nos seios paranasais,
atingindo os olhos e posteriormente o cérebro. Numa fase inicial da doenca, os principais
sintomas sao congestionamento nasal, dor nos seios paranasais, febre e inchaco facial.

Quando os olhos sdo atingidos, a visdo torna-se turva ou perde-se por completo. Ao
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alcancar o cérebro ocorrem neuropatias cerebrais e alteracdo da consciéncia (Binder et

al., 2014).

e Fatores de Risco

As infegdes provocadas pela ordem Mucorales sdo a 3* causa de IFI, a seguir a
candidiase e aspergilose, com especial impacto nos doentes hematolégicos e nos que
foram sujeitos a transplante alogénico (Raquel Sabino & Martins, s.d.). As espécies
Mucorales apresentam algumas caracteristicas que se revelam fatores de risco na
aquisicdo de infecdes. Os fungos tém a capacidade de crescer em ambientes
hiperglicémicos e dcidos, devido a presenga da enzima cetona redutase, pelo que os
pacientes com diabetes com ou sem cetoacidose sdo propensos ao crescimento destes.
O ferro € determinante na patogenicidade, especialmente em individuos que tomam
deferoxamina, pois os fungos conseguem absorver o ferro através dos seus

sider6foros, impulsionando a invasao tecidual (Long & Koyfman, 2015).

Para além destas condicdes existem muitas outras que sdo propicias ao
desenvolvimento de mucormicoses como o uso cronico de corticosteroides,
sobrecarga de ferro no organismo, trauma, malnutri¢do, baixo peso a nascencga e

prematuridade (Petrikkos et al., 2012).

Na Tabela 7 pode observar-se a relacao entre os fatores de risco e a localizacdo das

mucormicoses.

Tabela 7:Localizacio da infecdo e fatores predisponentes (Adaptado de Zigomicose, Severo, Guazzelli,
& Severo, 2010).

Localizagdo da infecao Fatores predisponentes
Rinocerebral Diabetes com cetoacidose
Pulmonar Linfoma, leucemia, corticosteroides, diabetes
Gastrointestinal Desnutri¢do, prematuridade, baixo peso a nascenga
Cutanea Traumas cutaneos, queimaduras
Disseminada Terapia com deferoxamina, Transplante de 6rgaos,

doencas hematoldgicas
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3.4 Cryptococcus spp

Das 37 espécies conhecidas de Cryptococcus, apenas C. neoformans e C. gattii sao
consideradas patogénicas e causadoras de infecdes em humanos e animais ( Kwon-Chung
et al.,, 2017). Este género pertence ao filo Basidiomycota e distingue-se das outras
leveduras, como por exemplo da Candida por possuir cdpsula polissacdrida, pela

formacdo de melanina e pela atividade da enzima urease (Huston et al., 2016).

As duas espécies patogénicas sdo muito diferentes entre si quer a nivel do genétipo como
do fenétipo. Enquanto que o complexo C. neoformans se divide em 2 espécies ,0
complexo C. gattii tem 5 espécies (Kwon-Chung et al., 2017). Estes dois agentes
patogénicos tém entre si muitas diferencas. Essas diferencas residem a nivel da
distribuicdo geografica, epidemiologia, caracteres moleculares e apresentacdo clinica.
Existem 9 tipos moleculares, sendo que 5 sdo pertencentes ao complexo C. neoformans e
4 ao complexo C. gattii. Os tipos moleculares pertencentes a C. neoformans sio VNI,
VNII, VNIII, VNIV e VNB, enquanto que VGI, VGILVGIII e VGIV estdo associados a
C. gartii (Cogliati, 2013; Hagen et al., 2015). Inicialmente os agentes responsdveis pela
criptococose eram considerados uma unica espécie, mas com o avangco dos métodos de
identificacdo molecular, foram divididos e distinguidos segundo a sua diversidade
antigénica. C. neoformans foi classificada em 2 variedades. C. neoformans var
neoformans e C. neoformans var grubii, com os serotipos D e A, respetivamente. Por sua
vez, C.gatti apresenta 2 variedades B e C. De salientar que estas espécies tém a
capacidade de se recombinar entre si e formar hibridos. Estes sdo encontrados
essencialmente na Colémbia, Brasil. India e Holanda (Aminnejad et al., 2012; Cogliati,

2013).

e Epidemiologia

Enquanto C. neoformans se encontra globalmente distribuido, C. gatti esta confinado a
dreas tropicais e subtropicais, no entanto tem havido um aumento nas zonas de clima
temperado tais como no norte dos Estados Unidos, no Norte da Europa e Canadd, muito
provavelmente derivado as alteragdes climdticas (Byrnes et al., 2010; Hoang, Maguire,
Doyle, Fyfe, & Roscoe, 2004). C. neoformans como referido anteriormente esti
distribuido de forma global, sendo encontrados essencialmente em solos com
excrementos de aves, com particular destaque para os pombos, € em cavidades de varios

tipos de arvores. Por sua vez, C. gattii estd ligado a eucaliptos, encontrados nas zonas
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tropicais, mas com a expansao para zonas de climas temperados tais como , os carvalhos
e abetos também ganharam destaque como reservatérios desta espécie (Maziarz &

Perfect, 2016).

A percentagem de infegdes a nivel global difere substancialmente entre C. neofomans e
C. gattii. A prevaléncia de infe¢cdes criadas por C. neoformans corresponde a 80%,

enquanto que as geradas por C. gattii equivalem aos restantes 20% (Kwon-chung et al.,

2016).

A criptococose era considerada uma infecdo rara antes da pandemia da sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (SIDA), no entanto por volta de 1970 ji assumia alguma
relevancia sendo associada essencialmente a neoplasias, transplantes de Orgdos e
tratamentos com imunossupressores. Contudo, por volta de 1980, esta doenga ganhou
maior prevaléncia, sendo que a SIDA foi responsdvel por 80 % dos casos (Maziarz &

Perfect, 2016).

Ha uma forte correlacio entre a meningite criptocécica e o virus da SIDA, sendo na Africa
subsariana que se regista o maior nimero de individuos infetados por estas duas infecoes.
Em 2009, segundo a organiza¢do mundial de saide (OMS), ocorreram cerca de 1 milhdo
de casos por ano em todo o mundo, sendo que 720000 na Africa Subsariana, provocando
cerca de 600000 mortes entre os pacientes com SIDA (Park et al., 2009). Atualmente, o
cendrio € mais satisfatério verificando-se um decréscimo no nimero de casos por ano,
estando nos 220000, mas ainda com uma elevada taxa de mortalidade, rondando as
181000 mortes. Continua a verificar-se a prevaléncia destas infecdes com os pacientes
infetados com SIDA, no entanto os ndmeros tém vindo a decrescer devido a maior
disponibilidade de terapia antirretroviral. Contudo, nos paises em desenvolvimento,
ainda hd uma grande incidéncia desta infecdo, como se pode ver na Figura 5 (Rajasingham

et al., 2017).

Segundo R. Sabino et al., (2017) a incidéncia de criptococose extrapulmonar em Portugal
¢ de 0,12 por 100000 habitantes/ano. Estes resultados sdo mais elevados quando
comparados com outros estudos europeus, dada a grande incidéncia de casos de meningite

criptocdcica, derivado do nimero elevado de pacientes com SIDA.
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Figura 5:Incidéncia da meningite criptocdcica a nivel global (Retirado e adaptado de
Rajasingham et al, 2017)

e Patogénese e fatores de viruléncia

A infecdo criptocdcica ocorre maioritariamente pela inalacdo de pequenos propagulos
sejam eles basidiésporos ou pequena células de levedura, que por terem dimensdes
minimas (1,5-3,5 mm) conseguem facilmente atravessar as vias aéreas e atingir os
alvéolos pulmonares. No entanto pode também acontecer inoculacao traumética, mas nao

¢ tdo comum (Christianson, Engber, & Andes, 2003; Kwon-chung et al., 2016).

Quando os propdgulos entram em contacto com os alvéolos, encontram os macréfagos
alveolares que t€ém um papel determinante na resposta imune. Estes recrutam outras
células que tém atividade a nivel da imunidade através citoquinas como o interferdo- y, a
interleucina-2 e o fator de necrose tumoral (TNF), que vao desencadear uma resposta
pelas células T auxiliares resultando numa inflamagdo granulomatosa. De salientar que
estas leveduras podem estar no hospedeiro sem provocar qualquer sintoma durante anos,
na medida em que tem a capacidade de se tornar latente dentro do mesmo, permanecendo
dentro dos nddulos linfaticos ou granulomas pulmonares. No entanto, quando ocorre
algum distirbio como a diminuic¢io da funcdo do TNF, através de inibidores anti-TNF;
ou a destrui¢do de células CD4™ pelo virus da SIDA, a levedura cresce e ocorre

disseminagao (Kwon-chung et al., 2016; Maziarz & Perfect, 2016).

Um dos principais fatores de viruléncia é a cdpsula polissacarida composta por

glucuronoxilomanogalactano (GXMGal) e glucuronuxilomanano (GXM) que ao
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funcionar como um escudo desempenha uma importante atividade contra as respostas
imunes do hospedeiro, com particular destaque para a inibi¢dao da fagocitose. Para além
disso também € importante na prote¢do do fungo contra a dessecacdo ambiental e das
espécies de oxigénio reativas (Almeida & Wolf, 2015; Haruta, Gray, & Sussman, 2015;
O’Meara & Andrew Alspaugh, 2012). Alguns dos principais fatores de viruléncia de C.
neoformans consistem na sua termotolerancia sendo capazes de crescer a temperaturas de
37°C, o que lhes permite gerar uma infe¢do no hospedeiro. A melanina dado o seu papel
antioxidante confere protecao contra o stress oxidativo, o frio e o calor. A aquisicao deste
pigmento deve-se ao facto de possuirem uma enzima denominada fenoloxidase que é
capaz de converter os compostos difendlicos em melanina. Para além dos fatores de
viruléncia supracitados, secretam vdrias enzimas como fosfolipases, urease, proteases e
DNAses que no processo de infe¢do permitem a destruicdo dos tecidos e posterior
sobrevivéncia do fungo. Como exemplo, a urease permite a passagem do fungo dos
pulmdes para a barreira hematoencefalica , fator crucial para a meningite criptocdcica

(Almeida & Wolf, 2015).

e Manifestacoes clinicas

As infecdes causadas por estes fungos tanto podem ser assintomadticas e variar de uma
infecdo cutinea autolimitada a uma infecdo sistémica e disseminada fatal (Srikanta,

Santiago-Tirado, & Doering, 2014).

Na infecdo disseminada os principais 6rgios afetados sdo os pulmdes e o SNC, no
entanto, o fungo pode ainda provocar infecio a nivel da pele, ossos, articulacdes e prostata

quando ocorre disseminacdo (Maziarz & Perfect, 2016).

Quando a infe¢do ocorre a nivel dos pulmdes os sintomas que os individuos apresentam
sd0 muito semelhantes a uma pneumonia, sendo que os mais comuns s3o tosse seca,

dispneia, dor no peito e febre (W. C. Chang et al., 20006).

Apesar de qualquer parte do corpo poder ser infetada, a infecao no SNC € a mais comum
€ a mais preocupante, visto ser a mais fatal. As principais manifestacoes clinicas passam
pela febre, dor de cabeca, alteracdo da consci€ncia, neuropatia craniana, letargia e perda

de memoria (Maziarz & Perfect, 2016).
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4.Meios de diagnostico

Uma vez que os progndsticos dos pacientes com IFI ndo sdo os mais favordveis, mesmo
com toda a terapéutica antifingica disponivel, € crucial a ado¢cdo de métodos de
diagndstico com a maior antecedéncia possivel, pois muitos dos agravamentos estao
relacionados com um atraso no diagndstico, o que se reflete num inicio tardio da terapia

adequada.

Visto que grande parte dos pacientes se encontram nas UCI ou possuem fatores que sao
considerados de risco, existem muitas técnicas de diagndstico como a histopatologia que
requerem intervencgdes invasivas como a bidpsia, tornando-se invidveis para pacientes
neutropénicos com risco acrescido de desenvolver trombocitopenia e hemorragias. Por
outro lado, como a técnica de cultura é demorada e nem sempre se revela especifica e
sensivel, surge a necessidade de se investir em técnicas para além das convencionais e
apostar nas metodologias ndo culturais que se baseiam essencialmente em métodos

moleculares e imunolégicos (Ostrosky-Zeichner, 2012).

4.1Métodos Convencionais

Como referido anteriormente, estes métodos podem revelar-se bastante insensiveis e por
vezes impraticdveis, no entanto continuam a ser necessdrios e utilizados na pratica clinica
de forma a complementar o diagndstico. Est@o incluidos nesta categoria, a microscopia

direta, a cultura, a histopatologia e a radiologia.

o Microscopia Direta

Esta técnica pode ser utilizada sempre que € possivel a recolha de amostras dos individuos
suspeitos de uma infecao fungica. As amostras colhidas podem vir de locais do corpo
estéreis como sangue, liquido cefalorraquidiano (LCR) ou medula 6ssea, ou de locais ndo
estéreis como a pele, trato respiratorio, trato geniturindrio, trato gastrointestinal e nas
membranas de mucosas oral ou vaginal. Apesar de ser um teste rapido d4 um diagndstico
que pode ndo ser o mais correto, uma vez que este método tem limitagdes. S6 € possivel
a observacdo de estruturas fungicas quando estas se encontram numa quantidade

considerdvel na amostra, o que geralmente s6 acontece quando a doenca j4 se encontra
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numa fase avancada. Sem esquecer que o nimero de campos utilizado e a ampliagdo
utilizada podem interferir na interpretacdo dos resultados. Desta forma, este método
torna-se pouco sensivel pelo que deve ser utilizado como complementar € nio como
método decisivo de diagndstico. No entanto, podem ser utilizadas medidas que auxiliam
a visualizacdo e permitem que esta tenha o minimo de contaminacdo, tais como o
hidréxido de potassio (KOH) 10-20% que contém o fluor6éforo branco-de- calcoflior. O
KOH tem um papel a nivel da dissociacdo das células, enquanto que o fluoréforo confere
fluorescéncia azul esverdeada pela ligacdo a quitina, que ndo estd presente em todas as
amostras biolégicas. Em relacdo aos esfregacos podem ser utilizadas vérias coloracdes
tais como a Gram, Giemsa, Tinta da China, Azul de Metileno e Hematoxilina-eosina, para

uma coloragdo histolégica (Cuenca-Estrella et al., 2011; Freitas & Lopes, 2014).

o Cultura

Ainda que tenham sido desenvolvidos muitos métodos de diagndstico posteriores as
culturas, esta técnica continua a ser considerada “padrdo de ouro” para um diagndstico
definitivo das infecdes fungicas (Chandrasekar, 2010). Esta metodologia apresenta
algumas desvantagens como a demora de resultados, variando entre 24-72h conforme as
espécies. Caso as amostras sejam retiradas de locais ndo estéreis como urina, reto ou
orofaringe, podem exibir colonizacdo em vez de infecdo. Dai que faca parte dos critérios
EORTC/MSG a disting@o entre culturas realizadas a partir de amostras de locais estéreis
e as obtidas de amostras de locais em que podem fazer parte da flora comensal humana.
De realcar que podem ainda constituir um resultado positivo, quando, na verdade, ocorreu

contaminacdo ambiental com Aspergillus, por exemplo (Hsu et al., 2011).

Ainda que tenham sido realizados esforcos para melhorar esta técnica, como o recurso de
centrifugacdo de amostras, meios de cultura com melhores caracteristicas e o uso de
sistemas automatizados, a sensibilidade continua a ndo ser a desejdvel (Chandrasekar,

2010).
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o Histopatologia

O exame histopatolégico nos tecidos vai ser sempre um método importante para
definir o diagndstico de infecdes fingicas a partir de isolados de cultura positivos,

invasdo tecidual e para se conhecer a reacao do hospedeiro ao fungo.

As amostras para examinar devem ser sempre adicionadas de hematoxilina-eosina
que permite o estudo dos tecidos infetados. Para além disso existem outras coloracdes
que auxiliam no diagnéstico como Fontana-Masson que permite a identificacdo de
Cryptococcus, pela coloracdo dp++a melanina; Periodic acid -Schiff (PAS) que cora
os elementos fungicos de rosa e metenamina de prata que permite uma Otima
visualizagdo do fungo, pelo contraste verde fluorescente provocado (Roden &

Schuetz, 2017; Zhang, 2012).

Porém, tal como na cultura esta técnica ndo pode ser usada em pacientes criticos, visto
requerer uma pratica invasiva. Para além disso, identificar uma espécie somente pelas
suas carateristicas morfoldgicas revela-se um processo dificil/ impossivel, na medida
em que existem diferentes agentes patogénicos com caracteres semelhantes

(Chandrasekar, 2010).

o Radiologia

Dada a inespecificidade e semelhanca dos sinais/sintomas no inicio do decorrer das
IFI, a radiologia pode revelar-se uma mais valia, na medida em que existem aspetos
especificos dos organismos que se tornam visiveis com o recurso de tecnologias de

imagem. Estes podem revelar-se sugestivos para o inicio da terapéutica (Lamoth &

Calandra, 2017).

Para além de ser um método ndo invasivo, tem a particularidade de diferenciar o
estadio da infecdo, através das imagens clinicas, o que permite evidenciar se a doenca

estd numa fase precoce ou mais avancada (Chandrasekar, 2010).

A técnica mais usual para a detecdo das imagens radioldgicas € essencialmente através

de tomografia computorizada (TC) de alta resolucdo. Este método permite a
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visualizagdo de anormalidades tais como nddulos, halos, lesdes cavitdrias, entre
outras que facilitam a detecdo do organismo. E um método muito usado para o
diagndstico da aspergilose invasiva, no entanto pode ndo ser o mais exato, havendo
por vezes semelhancas com infecOes causadas por Mucorales, entre outros

organismos (Lamoth & Calandra, 2017).

Fora a TC, existem outras técnicas como tomografia por emissdo de positroes (PET)
onde € utilizada um radionuclideo [18F] fluorodeoxiglucose. Uma vez que este
radionuclideo se acumula nas células metabdlicas e inflamatdrias permite que seja
utilizado na detecdo de infecdes fingicas para além de permitir a sua monitoriza¢ao

(Hot et al., 2011).

4.2Métodos nao convencionais

Surgiu a necessidade de desenvolver novas técnicas que permitissem diagnosticar IFI,
visto que os métodos existentes ndo eram suficientes, apresentando vérias limitacdes. Os
novos métodos desenvolvidos t€ém por base os antigénios encontrados na parede celular
das células fingicas como o galactomanano, manano, antigénio criptocécico, 1,3--
Glucano; nos anticorpos € metabolitos. Para além destas técnicas foram também
desenvolvidos métodos moleculares com vista a detecdo e amplificacdo dos acidos
nucleicos, como o PCR em tempo real e a hibridizacao in situ — PNA FISH. Fora isso,
métodos como a ionizacdo e dessor¢do a laser assistida por matriz (MALDI-TOF) e o
dispositivo de fluxo lateral (Lateral Flow Device- LFD) foram estudados, sendo usados
para o diagndstico das IFI. Alguns destes testes identificam multiplos fungos, sendo que

alguns se restringem a uma Unica espécie fingica (Ostrosky-Zeichner, 2012).

o Galactomanano

O galactomanano é um componente da parede celular das espécies de Aspergillus que é
libertado durante o crescimento das hifas e na invasdo tecidual. Para a detecdo deste
polissacarido é utilizado um imunoensaio enzimatico em dupla sandwich que foi
aprovado pela FDA (Food and Drug Administration) em 2003 e que é comercializado
pelo nome Platelia Aspergillus EIA ®( Bio-Rad Laboratories, Inc.), que se encontra

disponivel na Europa (Ostrosky-Zeichner, 2012).
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Apesar de também serem encontrados niveis de galactomanano em outros fungos
filamentosos como Paecilomyces spp. € Penicillium spp, estes sdo muito baixos pelo que
se desprezam e se considera a detecdo deste antigénio especifica para as espécies de
Aspergillus, sendo utilizado para o diagnéstico da aspergilose (Cuenca-Estrella et al.,

2011).

Os resultados dos niveis de galactomanano podem ser expressos de duas formas: em
termos de indice de galactomanano ou indice da densidade Stica, em que se compara a da

amostra com um padrdo definido (Ostrosky-Zeichner, 2012).

Foram realizados vérios estudos em diferentes amostras possiveis para este tipo de teste,
nomeadamente o soro e o lavado broncoalveolar (LBA). Relativamente aos estudos
realizados para o soro, os resultados encontrados em duas meta-andlises foram de 60-80%
para a sensibilidade e 80-95% para a especificidade (Leeflang et al., 2015; Pfeiffer, Fine,
& Safdar, 2006). Por sua vez Meersseman et al., (2007) constataram valores mais
favoraveis aquando o uso do LBA para a pesquisa do antigénio em pacientes de UCI,
sendo que a nivel da sensibilidade os valores se encontram entre 85-90% e para a

especificidade entre 90-95%.

E importante ressaltar que este teste demonstra uma menor especificidade para recetores
de transplantes de oOrgdos soélidos quando comparados com recetores de células
hematopoiéticas ou com doencas hematoldgicas, o que pode ser determinante no uso deste
ensailo para o diagnostico da aspergilose invasiva, sendo sugerido a TC como

complemento de diagndstico (Cuenca-Estrella et al., 2011).

Como qualquer teste, também este apresenta desvantagens, na medida em que pode
apresentar falsos-positivos ou falsos-negativos. Em situacdes que o paciente estd a fazer
antibidticos B-lactamicos como piperacilina-tazobactam ou possua concomitantemente
outras micoses invasivas, como as provocadas por Penicilium spp ou histoplasmose, o
teste pode diagnosticar falsos-positivos. Por outro lado, o teste pode acusar falsos-
negativos quando o paciente fez ou estd a fazer concomitantemente terapia antifiingica

(Ostrosky-Zeichner, 2012).
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o Manano

Uma das vérias op¢des para o diagndstico das infecdes por Candida é a detecdo do
antigénio (Ag) manano e do anticorpo (Ac) de imunoglobulina G contra o antigénio
manano (Ostrosky-Zeichner & Al-Obaidi, 2017a). O manano € um antigénio presente na
parede celular das espécies Candida que € langado na corrente sanguinea quando existe

uma invasao tecidular (Epelbaum & Chasan, 2017).

Existem vdrios testes comerciais para a realizacdo deste teste, mas o mais usual € o
Platelia Candida Ag Plus ELISA ® que demonstrou niveis de especificidade e

sensibilidade considerdveis (Ramanan, Wengenack, & Theel, 2017).

Segundo Mikulska, Calandra, Sanguinetti, Poulain, & Viscoli, (2010) h4 vantagem no
uso simultaneo da detecdo do antigénio e do anticorpo, comparativamente ao uso destes
de forma individualizada. Para o uso isolado da detecdo do anticorpo, os resultados
obtidos para a sensibilidade foram de 59% e para a especificidade 83%; por sua vez,
quando se utilizou o antigénio os resultados foram semelhantes, com uma sensibilidade
de 58% e uma especificidade de 93%. Contudo, o uso combinado de Ag/Ac obteve

melhores resultados, com uma sensibilidade de 83% e uma especificidade de 86%.

No entanto, esta metodologia também apresenta desvantagens, pois em individuos
imunodeprimidos, os niveis de Ac sdo muito baixos ou inexistentes, o que se traduz num
falso-negativo. Contrariamente, por vezes um titulo elevado de Ac detetado significa
coloniza¢do e ndo infecdo, pelo que é sempre necessdrio o recurso a outros métodos

complementares aquando uma suspeita de IFI (Lain et al., 2008).

o (1, 3)-B-D- Glucano

Este biomarcador ¢ um componente maioritdrio da parede celular da maioria dos fungos
com excec¢do das espécies de Cryptococcus, Mucorales e Blastomyces dermatitidis. Por
esta razao nao se pode considerar um método a usar nestas espécies, pois nao o expressam
de todo ou em muito pequena quantidade (Hsu et al., 2011; Ramanan et al., 2017). Visto
que este marcador s6 € expresso em fungos, ndo sendo detetado em bactérias, mamiferos
ou virus, pode considerar-se um marcador pan-fungico para o diagndstico das IFI

(Ostrosky-Zeichner, 2012).
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Foram desenvolvidos vdrios testes, no entanto apenas o teste Fungitel ® (Associates of
Cape Cod, East Falmouth, MA, USA) foi aprovado pela FDA, sendo comercializado na
América e Europa. Este teste tem como principio um ensaio cromogénico que usa um
fator de coagulacgdo (fator G) que € isolado das células do caranguejo Limulus polyphemus
ou Tachypleus tridentatus, de forma a detetar este marcador (Lamoth & Calandra, 2017).
O fabricante deste ensaio considera valores inferiores a 60 pg/mL como resultado
negativo e superiores a 80 pg/mL um resultado positivo. Este teste tem uma grande
vantagem a nivel da rapidez dos resultados, sendo que estes podem estar disponiveis até

2h ap6s realizado (Lamoth & Calandra, 2017; Ostrosky-Zeichner, 2012).

Numa meta-andlise de 16 estudos verificou-se que os niveis de detecdo deste marcador
foram de 77% e 85% para a sensibilidade e especificidade, respetivamente

(Karageorgopoulos et al., 2011).

Visto este marcador ter vdrias vantagens a nivel da rapidez de resultados, boa
especificidade e sensibilidade, foi considerado um marcador a considerar nas diretrizes
de Infectious Diseases Society of America (IDSA) e nas da EORTC para o diagnéstico de
aspergilose e candidiase. Este marcador revela-se muito util, na medida em que permite
o reconhecimento dos pacientes de alto risco, que beneficiariam no tratamento empirico,
assim como na monitorizagdo da resposta ao tratamento (Ostrosky-Zeichner & Al-
Obaidi, 2017b; Pauw et al., 2008). Porém como todos os testes, também este possui
algumas desvantagens sendo que as que se destacam sdo as reagdes cruzadas com
antibiéticos como os beta-lactamicos, o uso de produtos de sangue como imunoglobulinas

IV, albumina e a hemodidlise (Ramanan et al., 2017).

o Antigénio Criptocécico

As espécies de Cryptococcus possuem a nivel capsular um antigénio polissacarideo que
¢ libertado durante a infe¢do. Os métodos geralmente utilizados para a detecdo deste
antigénio baseiam-se essencialmente em teste de aglutinacao em latex, que € considerado
o teste padrdo e o imunoensaio enzimatico, sendo que ambos se demonstram ripidos,

sensiveis e especificos, e usam como amostras o LCR e o soro (Maziarz & Perfect, 2016).

Ambos os testes requerem infraestruturas laboratoriais complexas que nos paises em

desenvolvimento nao se encontram disponiveis. Visto que uma grande maioria dos casos
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de infecdes por estas espécies se manifestam na Africa subsariana surge a necessidade de
desenvolvimento de um teste praticdvel em paises com recursos limitados. De forma a
colmatar esta falha, desenvolveu-se um point of care testing (POCT), o IMMY (Norman,
Oklahoma) em 2009. Este ensaio consiste num ensaio de fluxo lateral que permite a
determinagdo do antigénio, a partir de amostras de varios fluidos corporais como plasma,
soro, sangue, urina € LCR. Caso o antigénio se encontre presente na amostra, ¢ capturado
pelos anticorpos monoclonais anti antigénio presentes no reagente, exibindo um resultado
positivo através da formacdo de uma linha no teste, como demonstrado na Figura 6 (Kozel
& Bauman, 2012). Este kit foi aprovado pela FDA em 2011 e recebeu marca CE para

aprovacao a nivel europeu.

Segundo a OMS este método de diagndstico é o favorito para as infecdes por
Cryptococcus, pelo que deve ser adotado, dadas as suas inumeras vantagens face aos
outros, tais como rapidez de resultados (15 min), ndo requerer laboratério, eletricidade e

ser estdvel a temperatura ambiente (Kozel & Bauman, 2012; Organization, 2011).
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Figura 6:Demonstragdo do teste para a dete¢do do antigénio criptocécico (Adaptado de Kozel & Bauman,
2012).
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o PCR (Polimerase Chain Reaction)

Os testes moleculares baseados nos 4cidos nucleicos ganharam grande destaque para a
identificacdo de espécies fungicas que apresentam falhas a nivel da producdo de
caracteristicas morfoldgicas num tempo aceitdvel (Ramanan et al., 2017). A técnica da
reacdo em cadeira da polimerase ganhou importancia por se tratar de uma prética nao
invasiva que contempla a andlise molecular do DNA fiingico. Esta pode permitir a
detecdo de primers iniciadores especificos de uma espécie ou utilizar primers pan-
fungicos para sequéncias conservadas que sao encontradas numa vasta gama de espécies

fingicas (Chandrasekar, 2010).

o PNA-FISH (Peptide Nucleic Acid Fluorescence in situ Hybridization)

Esta é uma estratégia utilizada para a distin¢do entre as vdrias espécies de Candida. Apds
a obtencdo de resultados positivos em culturas de sangue, recorre-se a uma hibridiza¢ao
in situ fluorescente com recurso a amostras ribossomais marcadas de C. albicans. Esta
técnica possui vantagens em relacdo ao método cultural convencional, na medida em que
disponibiliza resultados até 3h, em comparacdo com as 36-48h obtidas aquando uma

cultura (Chandrasekar, 2010).

O primeiro teste disponivel (AdvanDx, Inc., Woburn, MA), um PNA FISH Dual Prob,
que fora aprovado pela FDA, permite a detecdo entre apenas 2 espécies: C. albicans e C.
glabrata, corando de verde e vermelho, respetivamente. Posteriormente surgiu outro teste
Yeast Traffic Light PNA FISH kit (YTL) que permite a distingdo de 5 espécies de
Candida, sendo elas: C. albicans, C. parapsilosis ,C. glabrata, C. krusei e C. tropicalis,
com uma sensibilidade de 97% (Hall, Le Febre, Deml, Wohlfiel, & Wengenack, 2012;
Shepard et al., 2008).

Uma das limita¢des deste teste € que apenas tem a capacidade de detetar estas 5 espécies,

ndo permitindo a detecdo de todas as espécies patogénicas de Candida (Zhang, 2012).
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o LFD (Lateral Flow Device)

Outra das técnicas para o diagnéstico de IFI, consiste num dispositivo de fluxo lateral.
Este método consiste numa dete¢cdo imunocromatografica de um antigénio pela reagdo
com um anticorpo especifico presente na membrana do dispositivo. Esta técnica ja tinha
sido desenvolvida sendo que primeiramente tinha sido desenhada para a detecdo de virus,
bactérias e toxinas, tendo ficada reconhecida na aplicacdo dos testes de gravidez

(Thornton, 2008).

Para o diagnéstico de Aspergillus este teste também demonstrou eficédcia, sendo que o
antigénio presente na parede dos fungos € reconhecido pela ligagdo aos anticorpos
monoclonais JFS presentes no teste. Este teste demonstrou uma sensibilidade de 67% com
uma especificidade de 100% e permite a andlise em amostras de soro ou LBA (Thornton,

2008).

Para além do diagnéstico para Aspergillus, esta técnica também tem sido aplicada para a

detecdo de Cryptococcus, anivel do antigénio criptocécico, como referido anteriormente.

o D-arabinitol

D-arabinitol € um metabolito encontrado na maioria das espécies de Candida como C.
albicans e C. parapsilosis, com exce¢do da C. glabrata ou C. krusei. Quando existe CI,
0s niveis no soro e urina estao aumentados, pelo que permite distin¢ao entre colonizacao.
No entanto o mesmo pode acontecer quando ha anormalidades na fun¢do renal (FR), o
que se revela uma limitacdo. De forma a controlar este problema, constatou-se que a taxa
de depuracido deste metabolito € equivalente a taxa de creatinina, pelo que fazendo a razao
entre os dois, € possivel o controlo desta. Outra alternativa a esta € a dete¢cdo do metabolito
L-arabinitol que apesar de fazer parte do metabolismo dos seres humanos, € a principal
fonte metabdlica dos fungos. De reforcar que este ndo estd aumentado num paciente com
CI na detecdo do soro/ urina (Ostrosky-Zeichner, 2012). Num estudo precoce realizado
por Lehtonen, Anttila, Ruutu, Salonen, & Nikoskelainen, (1996) este método revelou

88% sensibilidade e 91% de especificidade.
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o MALDI-TOF

A metodologia Matrix-assisted laser desorption ionization time of flight mass
spectrometry (MALDI-TOF) baseia-se na espetrometria de massa que se tem revelado
revoluciondrio pelas suas caracteristicas. Inicialmente foi apenas testado para bactérias,
mas o seu uso alargou-se para virus e fungos (Posteraro, De Carolis, Vella, & Sanguinetti,

2013).

Este método permite uma distin¢do entre leveduras e fungos filamentosos a partir de
colénias. Em casos de leveduras, a amostra é colocada num prato de metal e revestida
com uma matriz, onde se faz incidir um feixe de laser, permitindo a dessor¢do e ioniza¢ao
das proteinas, sendo realizada posteriormente a espectrometria de massa das mesmas. O
espetro gerado € depois comparado com uma base de dados que contem espetros de
caraterizacdo fungica previamente analisados e inseridos. No caso de se tratar de um
fungo filamentoso € realizada previamente a lise e extra¢do do dcido nucleico antes de se

colocar a amostra no prato de metal.

As principais vantagens deste método consistem num tempo de resposta rdpido, na
necessidade de uma pequena amostra (uma unica col6nia), na sua precisdo € na
capacidade de testar varios organismos de forma simultanea. O facto de s6 permitir o uso
de coldnias isoladas e de ndo permitir a andlise direta nos produtos biolégicos, requerendo
uma cultura prévia e de a base com espetros de fungos filamentosos ser mais limitada em
comparacdo com a base de dados das bactérias ou leveduras, pode limitar o seu uso,

constituindo uma desvantagem (Ramanan et al., 2017).
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5.Tratamento Antifingico

Uma das maiores dificuldades a nivel do tratamento das IFI centra-se no facto de os
fungos serem eucariotas tal como os hospedeiros Humanos, limitando os alvos que podem
ser explorados de forma seletiva para o desenvolvimento de firmacos sem risco de
toxicidade associadas. Por esta razdo o nimero de farmacos antifungicos quando
comparados com os antibacterianos é muito mais limitado (Denning & Bromley, 2015;

Robbins, Wright, & Cowen, 2016).

Ha que salientar que desde 2000 o nimero de agentes antifungicos aumentou, existindo
porém em numero inferior ao desejdvel, na medida em que nenhum ¢é totalmente
satisfatorio a nivel de eficacia, seguranca e toxicidade (Thompson, Cadena, & Patterson,

2009). A Figura 7 ilustra a descoberta de novos antifiingicos no decorrer do tempo.

Fluconazol Caspofungina
e . Isavuconazol
ABCL Micafungina
ABDC Posaconazol
1990 2000 010
Voriconazol
Itraconazol
AmB L Anidulafungina

Figura 7:Descoberta de novos antifiingicos (Retirado e adaptado de A.R. et al., 2016).

Legenda: ABCL: AmB complexo lipidico; ABDC: AmB dispersao coloidal; AmB L: AmB lipossémica

5.1 Classes terapéuticas dos antifiingicos

Atualmente estdo disponiveis para o tratamento de infecdes fingicas quatro classes de
agentes que existem em diferentes formulacdes como via oral ou intravenosa. As classes
existentes sdo os polienos, os azdis, as equinocandinas e os andlogos das pirimidinas.
Estas moléculas antifingicas apresentam diferentes mecanismos de agdo que lhes
conferem diferentes propriedades e espetros de acdo. Estes farmacos tanto podem ser

usados a nivel de tratamento ou profilaxia (Paramythiotou et al., 2014).
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E com base na estrutura e composicio dos fungos, que os firmacos sdo pensados e
desenvolvidos. Os fungos possuem parede celular e membrana citoplasmatica com
composi¢do diferente das células Humanas, e é essencialmente nestas duas estruturas que
se vai interferir. Os componentes maioritdrios da membrana celular sdo o ergosterol e o
zimosterol. A quitina, manoproteinas e beta-glucanos encontram-se na parede celular.
Estes compostos sdo essenciais pois para além de conferirem rigidez e estrutura aos
fungos também desempenham uma a¢do importante a nivel da imunidade do hospedeiro,
sendo responsdveis pelas reagdes inflamatoérias derivadas das lesdes a nivel dos tecidos,

assim como reacdes sistémicas que podem levar a morte (Carmona & Limper, 2017).

A figura seguinte (Figura 8) ilustra as vdrias classes antiftingicas e o seu local alvo.

Inibicio da sintese de
DNA/RNA no niacleo Inibicio da sintese
de 1 .3- ﬂ- Glacano

icito';in_a na parede celalar

Equinocandinas:
Caspofungina
ME:aRmainn

Interrapcio do ergosterol

NSRS st A na membrana celular

ergosterol na membrana

celular A Polienos:
:Fl'ucou-lazol MNMB
Cetoconazol Ambisone
i Abelcet
Voriconazol Anpiocd
Posaconazol
Irraconazol

Figura 8:Diferentes classes terapéuticas e respetivos alvos. Adaptado de (Chandrasekar 2011).

Em suma, as classes antiftiingicas e as estruturas afetadas sao:

¢ Polienos/Azdis: interferem na membrana celular
¢ Equinocandinas: afetam a sintese da parede celular

% Andlogos da pirimidina: bloqueiam a sintese de DNA
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Polienos

A anfotericina B (AmB) e a nistatina sdo dois dos farmacos pertencentes a esta classe,
sendo que vou abordar apenas a anfotericina visto esta ter um papel essencial no

tratamento das IFI.

A AmB foi desenvolvida em 1950, sendo por isso um dos firmacos mais antigos, nao
deixando de ser um farmaco de elei¢do, devido ao seu amplo espetro de acdo. Este
farmaco € desenvolvido a partir de Streptomyces nodosus e tem como alvo o ergosterol
presente na membrana celular. A ligacdo a este permite a formagdo de poros que vao
possibilitar um efluxo de eletrdlitos e outras moléculas, perturbando assim a membrana

e, causando a morte do fungo (Carmona & Limper, 2017).

A AmB apresenta elevada eficécia dado o seu amplo espetro de acdo. Demonstra efeito
sobre a maioria das espécies Candida e Aspergillus, Cryptococcus neoformans,
Mucorales, fungos dimorficos como Histoplasma, Blastomyces e a levedura
Trichosporon spp. E raro existir resisténcia a este agente, mas quando ocorre deve-se ao
facto de existir uma diminuicdo da sintese do ergosterol ou a sintese de esterdis
alternativos que ndo t€m afinidade para o composto em questdo. As espécies resistentes
e conhecidas a este farmaco sao Aspergillus terreus, Candida lusitaneae, Scedosporium

spp, como se pode ver na Tabela 10 (Rex & Pfaller, 2002; Thompson et al., 2009).

No entanto, este agente para além da afinidade para o ergosterol, tem também para o
colesterol presente nas células dos mamiferos. Ainda que esta afinidade seja minima
provoca danos celulares que se vao traduzir em toxicidade e efeitos adversos no
hospedeiro, especialmente nefrotoxicidade (Lemke, Kiderlen, & Kayser, 2005). A AmB
€ muito mal absorvida ao longo do trato gastrointestinal pelo que tem de ser administrada
via IV. O desoxicolato € adicionado de forma a melhorar a sua solubilidade, no entanto

este confere-lhe nefrotoxicidade (Campoy & Adrio, 2017; Carmona & Limper, 2017).

De forma a contornar esta toxicidade foram desenvolvidas formulagdes lipidicas da AmB,
visto terem um melhor perfil a nivel de seguranca e toxicidade, diminuindo também as
reacOes associadas a perfusdo da AmB convencional como calafrios, vomitos, nduseas,

febre, hipotensdo e broncoespasmo.
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As 3 formulacdes desenvolvidas sdo Anfotericina B lipossdmica (Ambissome®),
complexo lipidico (Abelcet®) e dispersdao coloidal ( Amphocil®) (Tang, Clemons,
Katzenstein, & Stevens, 2015). Estas formulacdes apesar de ainda apresentarem alguma
toxicidade, esta € bastante inferior a apresentada com a AmB convencional. Segundo
Wilcock, Endo, Uno, & Burke,( 2013) estes derivados da anfotericina B convencional sdo
menos toxicos devido a dele¢do do grupo hidroxilo C’2, o que faz com que estes se liguem

apenas ao ergosterol e nio ao colesterol presente nas células do mamifero.

Az0is

Os azdis a semelhanca dos polienos desempenham o seu papel a nivel da membrana
celular, nomeadamente na sintese do ergosterol que € o seu maior componente. O seu
mecanismo de acdo passa pela inibi¢do da enzima dependente do citocromo P-450,
nomeadamente a nivel da 14-a-desmetilase que € codificada pelo gene ERGII,
responsavel pela conversdo do lanosterol em ergosterol. Desta forma vai ocorrer inibicao
do crescimento e replicacao do fungo, apés acumulacdo de produtos toxicos resultantes
da inibicdo, com alteracdo da permeabilidade da membrana (Carmona & Limper, 2017;

Thompson et al., 2009).

As diferengas encontradas a nivel de poténcia e espectro entre os agentes deve-se a

afinidade que estes t€ém para a enzima.

Os azo6is podem ser divididos em imidazodis e triazois consoante o seu nimero de 4tomos
de nitrogénio, no anel de 5 membros. Os primeiros a serem desenvolvidos foram os
imidazéis (clotrimazol, cetoconazol, miconazol) mas devido a sua elevada toxicidade e
inimeras interacdes estes foram substituidos pelos triazdis. Estes podem ser classificados
em primeira ou segunda geracdo (Campoy & Adrio, 2017). Os triazdis sdo todos
fungistiticos com a exce¢ao do voriconazol, que se pode apresentar fungicida para as

espécies de Aspergillus (Carmona & Limper, 2017).

Da primeira geracao fazem parte o fluconazol e itraconazol. Relativamente aos imidazdis,
estes apresentam um melhor perfil de seguranca e um espetro de acdo mais amplo. O

espetro de acdo entre os dois difere um pouco, na medida em que o fluconazol tem
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atividade contra as espécies de Candida, Cryptococcus neoformans, Histoplasma spp,
ndo tendo atividade contra os fungos filamentosos. Por sua vez, o itraconazol tem um
espetro mais amplo, sobre espécies de Aspergillus e outros fungos filamentosos. No
entanto, o desenvolvimento de resisténcias € frequente, muito devido ao facto de serem
fungistaticos em vez de fungicidas. Com excecdo do voriconazol que pode ser fungicida
contra Aspergillus, todos os restantes azé6is sdo fungistiticos, como referido
anteriormente, o que se traduz numa desvantagem, devido as resisténcias criadas assim
como a recorréncia das infe¢des (Campoy & Adrio, 2017; Carmona & Limper, 2017;

Shukla, Singh, Yadav, Pandey, & Bhunia, 2016).

O voriconazol e posaconazol, aprovados em 2002 e 2006, respetivamente pela FDA,
foram desenvolvidos de forma a melhorar a farmacocinética, a diminui¢do das interagdes
e o espetro de atividade, fazendo parte da segunda geracdo de triazdis. Ambos 0s
farmacos necessitam de ciclodextrinas, devido a sua fraca solubilidade em dgua, pelo que

lhes € conferida nefrotoxicidade (Campoy & Adrio, 2017).

Em 2015 a FDA aprova uma substancia inovadora com excelentes resultados no
tratamento da aspergilose e mucormicose invasivas. Trata-se de um pré-farmaco solivel

em 4gua que deriva do isavuconazol, a que se deu o nome de sulfato de isovuconazonio.

Uma caracterfstica que o diferencia e lhe confere vantagem € o facto de ndo necessitar de
ciclodextrina, um potente nefrotéxico, devido a sua elevada solubilidade. Apds
administracao IV, este pro-farmaco é rapidamente metabolizado em isacuvonazol, através
das esterases plasmaticas. Contudo ha que ter cuidado pois o facto de ser substrato e
concomitantemente inibidor da CYP3A4, podem existir interagcdes aquando a co-

administracio de inibidores/indutores da CYP3A4.

Este farmaco apresenta atividade alargada contra as espécies de Candida resistentes aos
azois; C. neoformans e C. gattii, Aspergillus, fungos dimoérficos e outros fungos
filamentosos como Alternaria spp. Na Tabela 8 podem ver-se as principais carateristicas

farmacocinéticas entre os varios azois.
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Tabela 8:Propriedades farmacocinéticas e farmacodindmicas dos vérios azdis (Adaptado de Falci &

Pasqualotto, 2013)

Parametro Antifiingico
Isavuconazol Voriconazol Itraconazol Posaconazol Fluconazol
Formulagdo Orale IV Orale IV Oral Oral Orale IV
Biodisponibilidade Muito alta Até 95% 30% Nao 95%
cépsula aplicédvel
50%
solucdo
Ligacao as proteinas 98% 58% >99% 99% 10%
Efeito da alimentacdo | Sem efeito Efeito Positivo em Efeito Efeito
negativo cépsulas positivo negativo
Negativo
para a
solucdo
Volume de Alto (4.4- Alto (4.6) Muito alto Alto (6.5) Baixa (0.7)
distribui¢do (L/Kg) 7.7) (10.7)
Penetracdo no SNC Baixa no Alta (>50%) Baixa Baixa Alta (>60%)
FCE (<10%)
Alta no
cérebro
Depuracgado Baixa (1.9- Alta (8.4) Muito alta Muito alta Baixa (1.2)
2.8) (15.9) (21.7)
Tempo de semi-vida 56-104 6-12 24-30 16-35 24-30
(h)
Interacdo entre Moderada Alta Alta Moderada Moderada
medicamentos

Legenda: LCR: liquido cefalorraquidiano; h: horas; L/Kg: Litro/quilo

Equinocandinas

As equinocandinas sdo a classe terapéutica mais recentemente desenvolvida para o

tratamento de infecdes fuingicas. E a tnica classe que tem como alvo terapéutico a parede

celular das células fungicas, tendo uma agdo a nivel do 1,3,3- D-Glucano. Visto que este

componente existe exclusivamente nas células fungicas, € uma classe menos téxica na

medida em que ndo afeta as células humanas (Walker et al., 2011).

As trés equinocandinas disponiveis sdo lipopéptidos semi-sintéticos que derivam de

produtos naturais fungicos. A micafugina deriva do Aspergillus nidulans var echinulatus;

a caspofungina vem da pneumocandina B que € produzida pela Glarea lozoyensis e a

anidulafungina da Coleophoma empetri (Eschenauer, Depestel, & Carver, 2007).
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Apesar de serem a nivel farmacodindmico muito semelhantes entre si, a nivel da
farmacocinética apresentam bastantes diferencas, o que lhes confere diferentes

propriedades, como ilustrada na Tabela 9.

A nivel das espécies de Candida, as equinocandinas t€ém uma atividade fungicida, o que
lhes confere uma boa opcao no tratamento de candidiase invasiva. Por sua vez, contra as
espécies de Aspergillus a atividade limita-se a ser fungistdtica, sendo apenas usado de
forma alternativa/ 2* linha. Nao possuem atividade contra Cryptococcus, Mucorales,

Fusarium ou fungos dimérficos (Nett & Andes, 2016).

Devido ao seu elevado peso molecular e instabilidade a nivel gastrico, a formulac¢io oral
nao € possivel, estando apenas disponivel a nivel IV. Como t€ém tempos de semi-vida
baixos € necessdria uma administracdo didria, o que implica idas didrias ao hospital.
Apesar de serem consideradas uma classe mais segura e menos téxica, foram relatados
alguns efeitos adversos a nivel cardiaco, como arritmias e insuficiéncia cardiaca, com a
administracdo de caspofungina. Com a anidulafungina foi observada instabilidade
hemodinamica fatal, pelo que é muito importante a monitoriza¢cdo em pacientes com

comorbidades cardiacas (Fink et al., 2013; Stover, Farley, Kyle, & Cleary, 2014).

Visto ndo se tratarem de substratos/inibidores da CYP450 as intera¢des farmaco-farmaco
sd30 muito raras, o que lhes confere uma grande vantagem em relacdo as outras classes,
para além de terem como alvo, um composto exclusivamente fingico (Y. L. Chang, Yu,

Heitman, Wellington, & Chen, 2017).

Tabela 9:Propriedades farmacocinéticas das equinocandinas. Adaptado de (Azanza Perea, 2016)

Parametros Caspofungina Anidulafungina Micafungina
Biodisponibilidade <10 % <10% <10%

Vd (L/kg) 0,14 0,22 0,5

tiz2 (h) 9-11 11-17 24--26
Ligacdo as protefnas | >95% >95% >95%
Eliminagdo urindria 1,4% <15 <1%

Legenda: Vd: Volume de distribuicdo
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Analogos da pirimidina

A flucitosina faz parte dos andlogos da pirimidina, ndo tendo por si uma atividade
antifingica, mas quando € absorvida pelas células fiingicas, a enzima citosina desaminase
encarrega-se de a transformar no metabolito ativo, S5-fluorouracilo (5-FU). Este
posteriormente vai ser incorporado no DNA e seguidamente no RNA, interferindo e
impedindo a sua sintese. Tem um amplo espetro contra varios organismos, tais como a
maioria das espécies de Candida, C. neoformans e algumas espécies de Aspergillus

(Carmona & Limper, 2017).

De salientar que ndo deve ser administrado em monoterapia pelo elevado risco de
aquisicdo de resisténcia, sendo sempre associado a outros agentes, com especial destaque

a AmB (Stott & Hope, 2017).

5.2 Resisténcias adquiridas as varias classes antifiingicas

Com o intuito de melhorar a sua capacidade de sobrevivéncia e permitir o crescimento
ha, por parte dos organismos, o desenvolvimento de mecanismos de resisténcia, que se

baseiam em:

1) Diminuicao efetiva da concentragdo de farmaco
2) Alteragdo do alvo terapéutico

3) Modifica¢des do metabolismo de forma a contornar os efeitos téxicos

A falha de resposta a terapéutica depende de vdrios fatores que podem ser intrinsecos
(resisténcia propria do organismo) ou extrinsecos (resisténcia adquirida pelo hospedeiro).
Um microrganismo define-se resistente quando os valores de concentragdo minima
inibitéria (CMI) do farmaco ultrapassam os valores de suscetibilidade para esse
organismo. A resisténcia denomina-se intrinseca quando o organismo tem auséncia das
estruturas alvo da molécula. Por sua vez, a resisténcia € designada extrinseca quando
depende da alteracdo de genes e da exposicdo a esse antifingico (Cowen, Sanglard,

Howard, Rogers, & Perlin, 2015; Sanglard, 2016).

Um dos grandes motivos para o aparecimento das resisténcias prende-se no facto de o

nimero de pacientes imunocomprometidos ser cada vez maior, pois a estes doentes, 0s
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farmacos antifingicos sdo administrados de forma profildtica e empirica perante 0 mau

prognodstico que lhes esté associado (Zilberberg & Shorr, 2009).

A avaliagdo da resisténcia pode ser avaliada através de métodos definidos por The
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) e Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) que envolvem testes padrdo de suscetibilidade
antiflingica para leveduras e fungos filamentos, que se baseia na medi¢do da CMI. Estao
padronizados valores para a maioria de leveduras e fungos filamentosos, o que torna este
método vidvel. Estes dois métodos sao bastante utilizados em laboratérios especializados,
enquanto que nos laboratérios de microbiologia de rotina se recorra a kits comerciais
como Etest® ou Sensititre YeastOne®, ou Vitek® em caso de sistema automatizado

(Perlin, Rautemaa-Richardson, & Alastruey-Izquierdo, 2017).

Na classe dos azdis, os mecanismos diferem consoante a espécie resistente. No caso do
género Candida, sdo possiveis quatro mecanismos, € para a espécie Aspergillus estao

descritos trés.

No caso das espécies Candida a resisténcia adquirida pode dever-se a varios mecanismos.
Um deles ocorre pelo aumento do efluxo do farmaco através da ativacdo dos genes CDR/
e CDR2 (ATP binding cassette transportes) € MDRI (major facilitators), o que leva a
uma diminuicdo da concentracdo do farmaco. De salientar que os genes CDR estdo
implicados em vérios azdis, e os genes MDRI restringem-se a resisténcia causada pelo
fluconazol. O segundo e terceiro mecanismos estao correlacionados, sendo que ao ocorrer
mutagdes no gene ERGII, que € responsavel pela codificacdo da 14-a-desmetilase
(enzima alvo), pode diminuir a afinidade para o antiftingico, tal como acontece quando
existe a sua sobre expressdo. O tltimo mecanismo estd implicado na perda de funcao dos
esterois da membrana a nivel do gene ERG3. De salientar que estes mecanismos podem
ocorrer de forma isolada, sequencial ou em simultdneo. Sem esquecer que C. krusei

apresenta resisténcia intrinseca ao fluconazol e que C. glabrata tem uma suscetibilidade

reduzida ao mesmo (Freitas & Frade, 2014; Perlin et al., 2017).

Por sua vez, os mecanismos adotados pelas espécies de Aspergillus consistem em
mutacdes pontuais no gene CYP5I/A que vao provocar alteracdes na enzima alvo. Pode
ocorrer um aumento da expressdo dos genes que codificam as bombas de efluxo assim
como muta¢des na zona promotora do gene CYP51A que se pensa estar relacionado com

o uso de antifungicos a nivel agricola (Perlin et al., 2017).
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A nivel das equinocandinas, os mecanismos envolvidos baseiam-se essencialmente em
mutacdes a nivel dos genes FKS que t€m um papel importante na sintese do glucano, mais

especificamente a nivel das regides SER 645 e Phe 641 (Y. L. Chang et al., 2017).
Na Tabela 10 estao representadas as varias espécies e respetivas resisténcias aos agentes

antiftingicos.

Tabela 10:Espécies flingicas e respetivas resisténcias aos farmacos. Adaptado de (Thompson, Cadena, &
Patterson. 2009).

[Organismo W AamMB FLU  ITR  POS VOR ANl MFG CAS 5FC

Aspergillus fumigatus + - - - + + + + i
Aspergillus flavus +/- - + - + + - + -
Aspergillus terreus - - - - - + + + .
Aspergillus niger 5 - +/- + + + " g =
Aspergillus nidulans + . +/- - + + + + -
Candida albicans - + + + + 3 + 3
Candida glabrata + +/- +/- + + + + - -
Candida krusei + - +/- - + + + + +/-
Candida tropicalis - + - + + + - +
Candida parapsilosis + - + - +/- +/- +/- + +
Candida guilliermondii + + - - - 2 . + +
Candida lusitaniae - + - - + + + + +
Cryptococcus spp + + - - - . = + +
Mucorales +/- - - - = = = z 5

Legenda: AMB: Anfotericina B; FLU: Fluconazol; ITR: Itraconazol; POS: Posaconazol; VOR:
Voriconazol; ANI: Anidulafungina; MFG: Micafungina; CAS; Casofungina;5SFC: Flucitosina

(+) possui atividade antifungica; (-) atividade antifingica inexistente ou limitada; (+/-): atividade
antifiingica variavel

5.3 Outras abordagens de tratamento

Dados os maus progndsticos que estdo associados as infe¢des fingicas invasivas, € como
o diagnostico se revela lento e invidvel em certos pacientes mais debilitados, € desejdvel
implementar outras abordagens como a profilaxia ou terapia preventiva, quando nao é

possivel comecar com a terapia dirigida.

=  Terapia Profilatica

Quando existem pacientes de alto risco, mas que ndo apresentam sinais/sintomas clinicos

¢ lhes administrado um farmaco de forma a prevenir o desenvolvimento de infecdes
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invasivas. O agente profilatico mais utilizado € o fluconazol, mas dada a sua aptidao para
criar resisténcias, as equinocandinas tornam-se agora uma op¢do vdlida, ainda que esta

pratica ndo seja abordada em todas as UCI (Paramythiotou et al., 2014).

Esta estratégia é aplicada em varias UCI, quando se tratam de pacientes com alto risco
para candidiase ou aspergilose invasiva pela IDSA, com resultados positivos. No caso da
profilaxia para a candidiase invasiva em pacientes das UCI, as recomendacdes segundo a
IDSA sdo o uso de fluconazol ou equinocandinas. Para além disso o recurso a banhos
corporais didrios com clorohexidina também pode ser adotado no caso de candidemia,
ainda que apresente uma recomendacdo fraca (Pappas et al., 2015). No caso dos
individuos com neutropenia prolongada e com elevado risco para aspergilose invasiva, o
posaconazol é o agente preferido, sendo também possivel o uso de voriconazol ou

micafungina, segundo as mais recentes diretrizes da IDSA (Patterson et al., 2016).

No entanto, hd sempre dificuldade na identificacdo dos pacientes de alto risco, podendo
haver a aplicacao deste procedimento a pacientes que nao necessitavam (Kerwat, Rolfes,
& Wulf, 2011). Nem sempre € vantajoso iniciar terapia profildtica na medida em que pode
mascarar processos de controlo de infecdo, especialmente quando os individuos possuem

cateter venoso central (CVC) (Zilberberg & Shorr, 2009).

= Terapia Empirica

A terapia empirica envolve uma abordagem precoce para pacientes de alto risco com
sinais de infecdo nado especificos e sem causa aparente como febre que ndo respondem a
terapia antibidtica, assim como sem quaisquer resultados positivos em métodos de
diagnodstico. No caso de suspeita para infecOes por Candida, as diretrizes IDSA
recomendam para pacientes nao neutropénicos primeiramente o uso de equinocandinas,

ou fluconazol ou ainda a formulacao lipidica de anfotericina B (Pappas et al., 2015).

No caso de suspeita de infecOes por Aspergillus, os agentes recomendados na terapia
empirica sdo a formulagdo lipidica de anfotericina B, equinocandinas (micafungina ou

caspofungina) ou voriconazol (Patterson et al., 2016).
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= Terapia Preventiva

Esta abordagem revela-se uma boa tdtica na gestdo das IFI, em especial nas UCI, na
medida em que limita o nimero de pacientes expostos a terapia antifingica permitindo
ainda uma intervenc¢do no inicio da doenga. Esta técnica baseia-se na utilizacdo de
marcadores de diagndstico antes do inicio de sintomas/sinais clinicos. Ao ser feita
vigilancia através de técnicas de imagem, serologia entre outras, pode iniciar-se logo
terapéutica dirigida aquando o aparecimento dos primeiros sinais de doenca ou na

persisténcia das evidéncias dos marcadores (Zilberberg & Shorr, 2009) .

Num estudo realizado por Hanson et al. (2012) foi utilizado o marcador (1,3)-B-D-
glucano como orientador da terapia preventiva em pacientes das UCI, onde se recorreu a
prevencdo com anidulafungina, o que demonstra a viabilidade do uso de marcadores neste

tipo de terapia.

Na Figura 9 estdo representadas as varias estratégias adotadas, em funcdo da progressao

da doenca.

Progressio da doenca _

Dirigida et

Isolamento e identicagdo fungoes em

Intervencio Terapéutica we. Profilaxia — DIEVENHVE — —Empitica

Métodos de culfura cultura usado na terapia empirica e dirizida
E‘I;:E_?“ Acs 5 Rastreio com Ags ou Detegiio molecular & util
SICOS eSpeicos acido nucleicos pode na terapia dirizida

; x para identifar ajudar na terapia
Meétodos nio-cultura e PACIELIEES € TISCO € s 05 gica

adotar medidas
profilaticas antes
de iniciar terania

Eementos fingicos

> vistos nos tecidos
preventiva através histologia
definem doenga invasiva

-

Figura 9: Cronologia entre diagndstico e tratamento nas IFI. Adaptado de (Powers-Fletcher & Hanson,
2016)

5.4Combinacio de terapéuticas

A combinagdo de vérios firmacos no tratamento das IFI, comparativamente com a
monoterapia € vantajosa. Pode permitir um atraso ou até o impedimento do
desenvolvimento de resisténcias, na medida em que consegue diminuir a carga flngica
muito mais rdpido. Sem esquecer que € mais complicado existirem muta¢des numa

combinacdo de agentes, do que com o uso de apenas um agente. Fora isso permite um
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efeito terapéutico mais eficaz e amplo, devido a sinergia criada pelos vérios agentes, que
ndo € conseguida quando se utiliza apenas uma classe. As combinacOes foram avaliadas
in vivo, in vitro e em contextos clinicos, de forma a serem aprovadas (Spitzer, Robbins,

& Wright, 2017).

e Candida spp

Para o tratamento das infe¢des causadas por estas espécies podem ser utilizadas varias
classes como azdis, equinocandinas ou AmB em monoterapia. Nao € aconselhavel o uso
de combinagdes. De acordo com as diretrizes da IDSA de 2016, as equinocandinas sao os
agentes antifingicos na terapia primdria, devido a sua atividade fungicida contra a maioria
das espécies Candida. Como alternativa, o fluconazol pode ser utilizado. No caso de CI,

nao estido aprovadas combinacdes de antifingicos (Pappas et al., 2015).

o Aspergillus spp

Numa abordagem inicial o voriconazol € o farmaco de primeira linha na Al, no entanto,
com o aparecimento do isacuvonazol também este tem aprovacdo para o tratamento da
Al Por sua vez, as equinocandinas sdo consideradas terapia de resgate, mas dada a sua
atividade fungistética, os progndsticos nao sdo os melhores. Dada a falta de dados
suficientes que comprovem o uso de combinagdes no tratamento da Al esta s6 € utilizada

em pacientes de alto risco (Cadena et al., 2016).

e  Cryptococcus spp

O uso de terapia combinada nas infe¢des por Cryptococcus estd bem estabelecido pelo
que € vantajoso a sua utilizacdo. O uso combinado de flucitosina com AmB estd indicado
no tratamento da meningite criptocdcica estando definido pelas guidelines da IDSA e da

OMS (Perfect & Bicanic, 2015).
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e  Mucorales spp

No tratamento das infecdes por Mucorales ndo esta aprovado o uso simultineo de dois
antifiingicos. Geralmente a abordagem utilizada consiste na utiliza¢do de um antifingico
associado ao desbridamento cirdrgico. A anfotericina B lipossémica € o agente escolhido
como primeira linha. Em caso de doentes refratdrios ou intolerantes a esta terapia, o
posaconazol € o escolhido, para a terapia de resgate, sendo que o local da infe¢do ndo

interfere na taxa de resposta (Arif & Perfect, 2017; Koehler, Tacke, & Cornely, 2014).

A cirurgia assume um papel determinante nas mucormicoses, pois dado o seu carater
angioinvasivo que resulta na trombose e necrose dos tecidos, comprometendo a
penetracdo dos antifingicos, torna-se crucial a remog¢ao dos tecidos desvitalizados. Para
além disso, existem alguns dados, ainda que limitados, acerca do uso de agentes quelantes
de ferro. Estes estdo apoiados no facto de o ferro desempenhar um papel importante a

nivel do crescimento e metabolismo dos Mucorales.

Em suma, as estratégias a adotar em caso de mucormicoses residem em trés aspetos:
revisdao da doenca subjacente, terapia com recurso a anfotericina B lipossémica e

desbridamento cirdrgico (Arif & Perfect, 2017).

5.5 Opcoes terapéuticas futuras

De forma a contornar as limita¢des existentes nos agentes antifingicos atuais, t€ém sido
realizadas investigacdes onde se procuram alvos diferentes dos que existem no mercado,
sendo eles a nivel do ergosterol, do 1,3-B-D-Glucano e do DNA. Estas novas abordagens
podem revelar-se muito vantajosas na medida em que as toxicidades e interagdes podem
ndo ocorrer, assim como as resisténcias verificadas com as outras classes. Para tal os
novos alvos a desenvolver devem ser tnicos para além de permitirem a viabilidade celular

(Mazu, Bricker, Flores-Rozas, & Ablordeppey, 2016; Wiederhold, 2017).
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e Biossintese de glicosilfosfatidilinositol (GPI)

AXO001 (Amplyx Pharmaceuticals, San Diego, CA, USA) € um novo agente que a partir
da inibi¢do da inositol aciltransferase, mediada pela enzima fiingica conservada Gwtl,
previne a maturagdo das proteinas ligadas ao GPI. Estas por permitirem a adesdo dos
agentes nas mucosas e superficies epiteliais, a formacgao de biofilmes e o crescimento de

hifas, sao determinantes a nivel da colonizagao/infecao.

A principal vantagem desta molécula é que atua unicamente nas células fungicas visto

ndo ter qualquer atividade na acilacdo das células humanas.

O seu espetro de acdo é bastante alargado na medida em que permite atuar contra
Candida, Aspergillus, Fusarium e Scedosoporium. Nao possui atividade contra C. krusei
e Mucorales, mas demonstrou eficicia in vivo para as espécies de Candida resistentes as

equinocandinas e azdis

Esta molécula recebeu pela FDA a designacdo de medicamento 6rfao e Qualified
Infectious Disease Product (QIDP), estando agora em ensaios de fase 1 das formulagdes
orais e intravenosas, para a avaliacdo da seguranca e tolerabilidade (Gonzalez-Lara,

Sifuentes-Osornio, & Ostrosky-Zeichner, 2017a; Wiederhold, 2017).

e Biossintese da pirimidina

O agente F901318 faz parte da classe das orotomidas e tem a capacidade de inibir uma
enzima oxidoredutase, a diidroorotato desidrogenase que interfere na biossintese da
pirimidina. Apesar desta enzima se encontrar nas células mamiferas, este agente parece
ter apenas atividade contra fungos. Os principais fungos para o qual este agente
demonstrou ter eficicia in vitro sdo Aspergillus, Scedosporium, Blastomyces
dermatitidis, no entanto, sem eficdcia contra leveduras e Mucorales. Este Agente recebeu
pela European Medicines Agency (EMA) a designacdo de medicamento orfao para o
tratamento da Al (Gonzalez-Lara, Sifuentes-Osornio, & Ostrosky-Zeichner, 2017b;
Wiederhold, 2017).
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e Sidero6foros

Dado que o ferro € fulcral para a viabilidade dos microrganismos, se este for assimilado
deixa de estar disponivel para os agentes patogénicos, pelo que pode ser uma boa
estratégia. Os sider6foros sdo quelantes de ferro, pelo que conseguem eliminar o ferro
disponivel em vdérios organismos como plantas, fungos e bactérias. Desta forma,
conseguem eliminar o ferro que possa estar presente nos hospedeiros que os agentes

patogénicos posam estar a infetar.

VT-2397, antes designado ASP2397, € isolado de Acremonium e permite a quelacao de
aluminio e foi desenvolvido pela Vical Pharmaceuticals (San Diego, CA, USA)

demonstrando atividade contra A. fumigatus resistentes aos azéis (Wiederhold, 2017).

5.6 Novas moléculas com base nos mesmos alvos

o Az0is
Estdo em desenvolvimento duas moléculas VT-1161 e VT-1129 que sdo metaloenzimas
e que tal como os azois inibem a 14-a-desmetilase, sendo direcionadas para o tratamento
das infecdes por Candida e meningite criptocdcica, respetivamente. O que as diferencia
dos azd6is atuais € a melhor seletividade, ndo se ligando ao CYP5 humano, pelo facto de
possuirem na sua estrutura uma fracao de tetrazol, em vez de triazol ou imidazol, presente

nos agentes disponiveis no mercado (Gonzalez-Lara et al., 2017b).

e Equinocandinas

As equinocandinas atuais s6 estdo disponiveis na formulacdo IV. A molécula SCY-078
(antes MK-3118) sdo derivados da enfumafungina e que t€ém a vantagem de estar
disponiveis na formulacdo oral. Esta apresenta atividade contra vdérias espécies de
Candida e para além disso também para as espécies resistentes ao fluconazol e em

isolados com mutacdo a nivel dos genes FKSI/FKS2, que conferem resisténcia as
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equinocandinas. Esta molécula demonstrou espetro de agdo equipardvel as
equinocandinas comerciais, com destaque para a C. glabrata onde apresentou eficicia
oito vezes maior. Para além disso, estudos recentes demonstraram atividade contra a nova
espécie C. auris (Y. L. Chang et al., 2017; Gonzalez-Lara et al., 2017a; Wiederhold,
2017).

A molécula CD101 (antes SP3025) também faz parte das equinocandinas e apresenta
melhor solubilidade e menos toxicidade, devido a uma modificacdo a nivel da colina.
Fora estas propriedades também demonstra um tempo de semi-vida muito maior, podendo
ser administrado de forma mais espagada. atividade contra espécies de Candida e

Aspergillus (Gonzalez-Lara et al., 2017a).

e Polienos

A molécula MAT2203 (Matina BioPharma Holdings, Inc, USA) é uma versdo da
anfotericina B veiculada por nanoparticulas que permite uma formulagdo oral e que foi
aprovada pela FDA em agosto de 2015 para o tratamento da candidiase e aspergilose

invasivas. No ensaio de fase 1 demonstrou perfil de seguranca e tolerabilidade positivos

(Gonzalez-Lara et al., 2017b)

A tabela seguinte (Tabela 11) estdo representadas as caracteristicas das moléculas em

desenvolvimento.
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Tabela 11:Firmacos em desenvolvimento para as infecdes fingicas. Adaptado de Gonzalez-Lara,
Sifuentes-Osornio, & Ostrosky-Zeichner, 2017

VT-1161 Inibidor de lanoesterol ~ Fragio de tetrazol Candidiaze
demetilase apresenta elevada
afinidade com o fungo
CYP51
VT-1129 Tnibidor de lanoesterol | Fragi3o de tetrazol Meningoencefalite
demetilase apresenta elevada criptocdcica
afinidade com o fungo
CYPs1
SCY-078 Tnibidor da sintese de Biodispomibilidade oral = Candidiase invasiva
glucano Ativo
independentemente das
mutacdes de resisténcia
CD101 Tnibidor da sintese de Toxicidade reduzida Candidiase invasiva
glucano Tempo de semi-vida Aspergilose
alarpada
MAT2203 Ligagdo do ergosterol,  Biodispombilidade oral Candidiase mvasiva
formacio de poros na  Tomicidade reduzida Aspergilose
membrana fiingica, Largo espectro de acio
efluxo de K & Mg,
resultando na morte da
célula
APX001 Inibidor de Gwtl, Alvo fingico Infecdes de Candida e
Sintese proteina especifico Aspergillus
ancorada GPI Afeta varios fatores de
viruléncia
Fo01318 Inibidor da diidroonato  Alvo fiingico Fungos dimérficos
desidrogenase especifico Scedosporium
Facilita a sintese de Antifingico de largo Fusanum spp
pirimidina espectro de acio
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Os avancos tecnoldgicos trouxeram melhorias a nivel dos cuidados de sadde, quer a nivel
de diagnéstico como de tratamento, com o uso de dispositivos invasivos e recurso a
quimioterapia, no entanto, todas estas praticas sdo fatores de risco para o desenvolvimento
de infecdes nosocomiais. Dado que estas t€m grande impacto a nivel das taxas de
mortalidade, para além dos encargos subjacentes, é crucial que se adotem medidas que
previnam a emergéncia destas infecdes a nivel dos cuidados de satde, tendo em conta o

agente patogénico (Peman & Salavert, 2013a).

Torna-se essencial o conhecimento da epidemiologia das infecdes fungicas, a nivel
hospitalar, de forma a estabelecer os planos de ac¢do preventivos necessérios. No entanto

¢ fulcral os dois aspetos seguintes:

1) Reconhecimento dos pacientes criticos para as vdrias infeg¢des, assim como 0s
fatores de risco inerentes e os periodos mais criticos, sem esquecer os padroes

de resisténcia existentes.

2) Estabelecimento de mecanismos que evitem a exposi¢do permanente aos
agentes patogénicos através da criacdo de instalacOes apropriadas e controlo

de qualidade de ar e d4gua dentro e fora das instalacdes hospitalares.

As medidas preventivas a adotar t€ém de ter em conta 0 modo de transmissdo do agente

envolvido, pois pressupdem diferentes meios de acao.

Em relacdo as infe¢des causadas por Candida, estas sao geralmente de origem enddgena,
podendo, no entanto, resultar da contaminagdo cruzada através das maos dos profissionais
de satde, familiares e dispositivos médicos. Por isso as medidas de precau¢do consistem
essencialmente na higiene das maos e na prevencao das infe¢des associadas aos cateteres
intravasculares. Relativamente a higienizacdo das maos a Dire¢do Geral de Satde
(DGS)emitiu em 2010 uma circular normativa para a Orientagdo de Boa Pratica para a
Higiene das Maos nas Unidades de Saude (Saude, 2010). Por sua vez as diretrizes
existentes para a prevencdo de infecOes relacionadas com cateteres intravasculares
esclarecem as seguintes medidas: 1) Educacdo e treino dos profissionais de saide que

inserem e fazem a manutencdo dos cateteres; 2) Uso médximo de barreiras estéreis
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aquando a inser¢ao do cateter; 3)uso de clorohexidina >0,5% como antisséptico da pele;
4) evitar a substitui¢do rotineira do cateter como forma estratégica de prevencdo de
infecdo; 5) revisdo didria da necessidade da via central e remocdo das vias desnecessarias
e o uso de antissético/antibidtico impregnado no cateter, quando a taxa de infecdo nio
diminui. (O’Grady et al., 2002) Para além destas medidas preventivas, é recomendado o

uso de terapia profilatica para contornar a causa endégena (Pemén & Salavert, 2013b).

No caso das infecOes causadas por Aspergillus a prevengdo consiste essencialmente no
controlo da infe¢do a nivel ambiental, visto a infe¢do ser tradicionalmente adquirida pela
inalacdo de esporos que existem no meio ambiente. Para além disso sdo muitas vezes
encontrados em reservatorios hospitalares como nos sistemas de ventilacdo, poeiras

poluidas durante a constru¢do, plantas, 4gua e carpetes (Munoz, Burillo, & Bouza, 2001).

De acordo com Siegel, Rhinehart, Jackson, & Chiarello, (2007) as salas com ambiente

protegido, que existem nas instalacdes hospitalares devem obedecer a certos requisitos:

1) Filtros de particulas de ar de alta eficacia (HEPA) com eficiéncia de 99,97% para

a remocao de particulas de 0,3 mm ou mais;
2) Pressdo de ar positiva entre a sala e o corredor, tem de ser superior a 2,5 Pa;

3) Fluxo de ar direcionado, de forma a que a entrada ocorra num lado e a saida no

lado oposto
4) Mudangas de ar/hora >12
5) Quartos bem selados (janelas e portas isolantes, tetos lisos e livres de fissuras)

Geralmente estas salas de ambiente protegido estdo reservadas as salas de bloco
operatorio, das UCI, de oncologia e transplantes, unidades de didlise e preparacoes
de medicacgdes de injetdveis. Fora isso, todos os responsdveis de saide devem
alertados para manterem um sistema de registo de novos casos de IFI e informar
0s pacientes criticos para os riscos fora do contexto hospitalar como evitar as
zonas de constru¢do, jardins, fumo de tabaco e animais de estimacdo. (Ruiz-

Camps et al., 2010)
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Os avangos que tém ocorrido nos ultimos anos a nivel dos cuidados de saide tém sido
muitos, o que permitiu aos profissionais de saide mais ferramentas de diagndstico e
tratamento, para a resolugcao das necessidades dos doentes. No entanto estes trouxeram
algumas desvantagens como o aumento dos individuos imunodeprimidos e da incidéncia
das infecOes fungicas invasivas. Estas sdo particularmente preocupantes nas unidades de
cuidados intensivos, pela delicadeza dos individuos envolvidos e das metodologias
invasivas que lhes sdo necessdarias. As principais condutas inerentes aos individuos das
UCI passam pela cirurgia, nutricdo parentérica total, ventilacio mecénica, estadia

prolongada e o uso de cateter de acesso venoso central.

Das infecOes fungicas invasivas que mais ocorrem nas UCI destacam-se as leveduras
pertencentes ao género Candida e Cryptococcus e aos fungos filamentosos do género
Mucorales e Aspergillus. Apesar de terem ocorrido modifica¢des a nivel da etiologia das
IFI, com uma maior prevaléncia das espécies nao albicans, Candida albicans continua a
ser o agente patogénico mais isolado. Portugal, em comparacdo com outros paises
europeus apresenta menores taxas de IFI, mas ndo deixam de constituir um problema para

a saude publica.

O recurso a técnicas tradicionais, como a cultura e histopatologia continua a ser
amplamente utilizado e considerado método padrdo, ainda que estes métodos sejam
invasivos € com muitas limitagdes a nivel de sensibilidade e especificidade. Para
contornar estas limitacdes foram desenvolvidas uma série de metodologias ndo invasivas,
com melhores resultados a nivel de rapidez, sensibilidade e especificidade, para além de
ndo serem invasivas, o que se revela muito util em doentes criticos, sem esquecer que

também estas apresentam as suas desvantagens.

O conjunto de medicamentos para o tratamento das IFI é limitado quando comparado
com o existente para as infecdes bacterianas. No entanto estdo em desenvolvimento novas
moléculas que se baseiam nos mesmos alvos dos antifingicos disponiveis, ou noutros
novos, encontrando-se em diversas fases dos ensaios clinicos, que se tém revelado
promissoras. As classes antiftingicas disponiveis sdo quatro: os azdis, os polienos, as
equinocandinas e os andlogos da pirimidina. Estas diferem entre si em muitas

propriedades, como farmacocinética, farmacodinamica, espetro de acdo, efeitos adversos
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e no perfil de seguranca e toxicidade, pelo que € fundamental a escolha mais adequada

para cada caso.

Outras abordagens passam pelo tratamento profildtico, empirico e preventivo, assim
como a combinacao das diferentes classes. No entanto, estas nem sempre sdo indicadas

para todo o tipo de infecdes.

Concluindo, € crucial a implementagdo da vigilancia epidemiolégica em todos os paises
de forma a ser possivel a comparagdo entre os vérios estudos, tendo por base os mesmos
parametros. A nivel das comissdes hospitalares € importante que as comissdes de controlo
de infecdo estejam em continua revisdo e que ponham em praticas as Ultimas diretrizes

recomendadas de forma a ter uma melhor gestdo dos recursos hospitalares.
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