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Antifungal agents: pharmacological pathways of action at cellular and
molecular level

Abstract: In the present review, the authors summarize the data from many specialty papers that report various
macromolecules essential for the survival, growth and virulence of fungi, macromolecules which may become potential
targets for the development of new antifungal agents. The main targets for antifungal agents are various components of
fungal wall and cellular membrane (chitin, sterols, ergosterol and their biosynthesis processes), cellular organelles and
some cytoplasmic and nuclear macromolecules. New antifungal agents are developed to action at various sub cellular
levels and will become of therapeutic interest after they will overpass the clinical tests, such as triazolic compounds
(posaconazole, ravuconazole and voriconazole) and echinocandins (anidulafungin, caspofungin and micafungin). The
rhytm of development of new antifungal drugs is very slow especially because the clinical tests are long and clinical
requirements are changing considerably faster.

The development of fungal genomics led to the sequencing of many pathogene fungi, such as: Candida albicans,
Aspergillus fumigatus, Cryptococcus neoformans and Saccharomyces cerevisiae and provided to scientists the
knowledge of candidate genes that code for new possible antifungal targets. In conclusion, we can predict two main
future directions for the research of antifungal agents: finding more selective mechanisms of action and using the fungal
genomics information to validate new targets for the development of new drugs.

Keywords: antifungal agents, mechanisms of action, fungal genomics, antimitotics, antimetabolites, polyenes, azoles,
echinocandins, allylamines, morpholins, sordarins

Rezumat: In aceasti sinteza, autorii trec in revistd datele din literatura de specialitate care contine un numar mare de
articole in care se raporteaza diverse macromolecule esentiale pentru supravietuirea, cresterea sau virulenta fungilor si
care pot deveni tinte potentiale pentru noi agenti antifungici. Principalele tinte sunt reprezentate de componentele
peretelui si membranei fungice (chitina, sterolii, ergosterolii i procesele lor de biosinteza), organitele celulare si diverse
macromolecule citoplasmatice si nucleare. Noii agenti antifungici genereaza interes terapeutic pe masura ce trec testele
clinice: compusi triazolici (posaconazolul, ravuconazolul si voriconazolul) si echinocandine (anidulafungina,
caspofungial si micafungina). Ritmul de descoperire a noilor antifungice este extrem de lent; studiile clinice au inceput
in anii *80, dar pe parcursul evaludrii antifungicelor, necesitatile clinice s-au modificat considerabil.

Secventierea genomului unor fungi potential patogeni cum ar fi: Candida albicans, Aspergillus fumigatus,
Cryptococcus neoformans si Saccharomyces cerevisiae a dus la descoperirea genelor candidate care codifica tinte
antifungice la nivel molecular. Cu toate acestea este necesar un timp indelungat pentru a descoperi un antifungic nou pe
baza screeningului noilor tinte moleculare.

Se prevad doua directii viitoare a cercetarii principiilor cu actiune antifungica: gisirea de mecanisme cu actiune cat mai
selectiva si aplicarea informatiilor aduse de genomica fungica pentru a valida noi tinte ce pot fi abordate in viitor.

Cuvinte cheie: agenti antifungici, mecanism de actiune, genomica fungicd, antimitotice, antimetaboliti, poliene, azoli,
echinocandine, alilamine, morfoline, sordarine

* Xenia PATRAS,
Universitatea Petre Andrei, lasi, Bdul. Stefan cel Mare si Sfant nr. 10
Tel. 0742002202, Email: xenia.patras@gmail.com

235


mailto:xenia.patras@gmail.com

Fungi & Mycotoxins
Volume 3, N°. 1, April 2009

Introducere

Literatura de specialitate confine un numar
mare de articole in care se raporteaza diverse
macromolecule esentiale pentru supravietuirea,
cresterea sau virulenta fungilor si care pot deveni
tinte potentiale pentru noi agenti antifungici.

Tintele celulare ale agentilor antifungici
uzuali sunt schematizate in fig.1; principalele tinte
sunt reprezentate de componentele peretelui si
membranei fungice (chitina, sterolii, ergosterolii si
procesele lor de biosinteza), organite celulare si

diverse macromolecule citoplasmatice si nucleare
(tabelul 1).
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inceput in anii 80, dar pe parcursul evaluarii,
necesitatile clinice s-au modificat considerabil (1).

Secventierea  genomului  unor  fungi
patogeni cum ar fi Candida albicans (2),
Aspergillus fumigatus (3), Cryptococcus

neoformans (4) si Saccharomyces cerevisiae (5) a
dus la descoperirea genelor candidate care codifica
tinte antifungice la nivel molecular. Cu toate acestea
este necesar un timp indelungat pentru a descoperi
un antifungic nou pe baza screeningului noilor tinte
moleculare.

Utilizarea informatiilor genomului pentru
crearea de antifungice noi nu diferd de strategiile

Alterarea polimerizarii microtubulilor
citoscheletului fungic - actiune antimtotica
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Figure 1. The main cellular targets of antifungal drugs (modified after Odds et al. 2003)

Noii agenti antifungici genereaza interes
terapeutic pe masura ce trec testele clinice; trei
dintre antifungicele in curs de testare/implementare
in terapie sunt compusi triazolici (posaconazolul,
ravuconazolul §i voriconazolul), iar alte trei sunt
echinocandine (anidulafungina, caspofungina si
micafungina). Echinocandinele inhiba sinteza f3-1,3-
glucanului care reprezintd prima tintd descoperitd in
ultimii 20 de ani de cercetare a antifungicelor cu
utilizare clinica. Ritmul de descoperire al noilor
antifungice este extrem de lent; studiile clinice au
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designului de noi medicamente antibacteriene sau
antivirale. Dupa secventierea completa a genomului
unui fung patogen urmeaza studiul bioinformatic al

cadrelor de lectura care codifica produsii
functionali  (open  reading  frames-ORFs).

Secventele genelor fungice de interes, care definesc
tintele antifungice potentiale, sunt apoi comparate
cu secventele similare din genomul uman 1n vederea
descoperirii secventelor cu cel mai mic grad de
omologie. Doar secventele care codifica proteinele
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Tabelul 1

Modal i tt$Si de acSiune la nivel celul ar ki

Agentul antifungic aSOlFlyAaayYdz RS | OoAdzS
Griseofulvina ' OYAdzyS I YGAYAG23GAON

microtubulilor citoscheletului fungic

Flucitozina

' OYAdzyS yaAYSil o2t A0
Ffdz2NRPdzNF OAf OA5bYyRAODI

Polienele:Amfotericina B, Nistatina

a2RATAOFINBI aidNH¥zOG dzNR

Fdzy 3AO0S LINRyY f S3I NS
Azolii: Miconazol, Ketoconazol: Modificarea stdzO G dzZNA A 6 A LIS NXY
Triazolii Fluconazol, Voriconazol, Posaconazol, | Fdzy 3A OS LINR Y Ay KRASOTSNIB|
Ravuconazol fly2aGSNRf dzf dZA RSLISY R

Aureobazidinele bazifungina

Destabilizarea membranei fungice prin inhibareg
ceramid fosfoinozitol transferazei(IPC siat&t)

£ Af I YAY STt S Teibinafiva2Axdbralfina

Alterarea sintezei ergosterolului

EchinocandineleCaspofungina, Micafungina

Ly KA 6 NJB11,3 glutayi pofizh@ridelor din
peretele fungic

Nikkomicinele

Inhibarea sintezei chitinei dperetele fungic

Pradimicinele

Destabilizarea peretelui fungiein legarea
aSt SOGAGNET OF f OAdz RSLJ

LYKAOGAUZ2NAA RS 3ISNIyet

Destabilizarea peretelui fungic

Sordarinele

Inhibarea sintezei proteice la nivefulNJ y & f |
blocarea factorului EF2 fungic.

cu cele mai mici secvente omoloage vor fi
folosite ca tinte pentru viitoarele antifungice (1,24).

1. Actiune antimitotica

Griseofulvina este cel mai vechi agent
inhibitor specific fungic al carui mecanism de
actiune nu este inca complet elucidat; griseofulvina
interfera cu  polimerizarea  microtubulilor
citoscheletului  fungic care compun fusul de
diviziune (fig. 2). Blocheazi evolutia fazei G2/M a

ciclului celular, deci nu se OCH3 5 CH4
poate realiza trecerea de la

prometafazd la anafaza, —_— X H
blocandu-se astfel ** ! OCHs
proliferarea celulara. Figura nr. 2:
Efectul  antimitotic  se Griseofulvina
manifesta doar fatd de Figure 2. Griseofulvin

celulele fungice, nu si fata
de cele ale organismului infectat (6).

Totusi toxicitatea selectiva a griseofulvinei
fata de fungi este moderatd, putind induce
ocazional hepatotoxicitate, iar spectrul de actiune
este restrictionat in special la dermatofiti
(Epidermophyton, Microsporum , Trichophyton) si
specia Sporothrix schenckii (7).

Unii compusi ca Auristatina interfereaza cu
polimerizarea microtubulilor si la unii fungi
patogeni cum ar fi Cryptococcus neoformans (8).

Cercetdri recente au aritat cd microtubulii
fungici nu mai reprezintd tinte de mare interes
pentru dezvoltarea de noi antifungice cu utilizare
clinica la om (5, 22).

2. Actiune antimetabolica

Flucitozina sau 5-fluorocitozina este un
derivat florurat pirimidinic care actioneaza ca
antimetabolit al citozinei in metabolismul fungilor,
fiind convertit la 5-fluorouracil in celulele acestora

(fig. 3). Fluorouracilul NH;

este incorporat in

macromolecula de ARN, i
determinand blocarea o” ™N
prematurd a elongarii H

lantului poliribo-  Figura nr. 3: Flucitozina

nucleotidic si inhibarea
sintezei de ADN prin
efectul sau asupra timidilat-sintetazei.
Pentru a fi sensibild la acest mecanism de
actiune, celula tinta trebuie sa posede trei enzime:
e citozin-permeaza  care faciliteaza
internalizarea moleculei de flucitozina;

Figure 3. Flucytosine
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e citozin-dezaminaza care
flucitozina la 5-fluorouracil,
e uracil-fosforibozil-transferaza care
converteste 5-fluorouracilul in substrat
pentru sinteza acizilor nucleici (9).
Majoritatea fungilor filamentosi nu prezinta
aceste enzime, de aceea spectrul de actiune al
fluocitozinei este restrans la speciile genului
Candida, Cryptococcus neoformans, Torulopsis
glabrata si Cladosporium spp. Flucitozina este
inactiva sau foarte slab activd in cazul maladiilor
produse de Histoplasma capsulatum, Coccidioides
immitis, Blastomyces dermatitidis, Aspergillus spp
si dermatofiti (7). Flucitozina nu se foloseste in
monoterapie, ci asociata cu amfotericina B din
cauzd ca dezvoltd usor rezistentd primard si
secundard prin defecte ale celor trei enzime
mentionate mai sus (9).

converteste

3. Actiune de modificare a structurii
membranei fungice si a permeabilitatii sale

a . AgenSi i
mecanism de actiune deosebit de complex. Legarea
lor de membrana plasmatica duce la:

e initierea diviziunii celulare
blocarea procesului de sinteza proteica
retentia intracelulard a sodiului
pierderea mitocondriilor
depletia intracelulara a potasiului

Mecanismul de actiune al polienelor se
bazeaza pe afinitatea lor de a forma complecsi
insolubili cu sterolii din structura membranei
plasmatice (ergosterol 1n cazul fungilor si colesterol
in cazul mamiferelor), ceea ce determina
modificarea permeabilitagii membranei, efluxul de
potasiu si fosfor si alterarea fluxului de protoni
producénd in final moartea celulei.

Amfotericina B este primul antifungic
sistemic folosit in terapia micozelor interne (fig. 4)
si a ramas multi ani singurul antifungic polienic
care putea fi administrat parenteral (5,7).

CH, 0 3
HO o—on"ts -
HaC Ok OH o
g COOH
O OH OH OH OH O OH

Figura nr. 4: Amfotericina B
Figure 4. Amphotericin B

Modul sau de actiune este atipic pentru o
moleculd antimicrobiana: se leagd de ergosterol -
principalul sterol din membrana fungica si perturba

Copyright © 2009,
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functiile membranare pana la permeabilizarea sa
excesivda. Modul exact de actiune este inca
neclarificat; molecula de ergosterol din membrana
fungicd are o structurd tridimensionala cilindrica
diferita de forma sigmoidd a colesterolului din
membranele mamiferelor (fig. 5). Aceasta diferenta
conformationald explicd diferentele de afinitate in
legarea amfotericinei B fata de ergosterol (10).
Totusi, aceasta selectivitate este scazutd, motivand
astfel potentialul citotoxic al amfotericinei B.

Cholesterol

Ergosterol

Figuranr.5: Di f er enft erl matciomnal e al
moleculelordeergost er ol si col ester ol
mecani smul de actiune al Amf

Odds et al. 2003)

Figure 5. Conformational differences between
ergosterol and cholesterol molecules which explain
the mechanism of action of Amphotericin B (after
Odds et al. 2003)

Legarea amfotericinei B de ergosterol lasa
molecula amfotera cu capatul hidrofil neechilibrat
fatd de portiunea hidrofoba, mai mare a
complexului; se creeaza astfel arii membranare cu
tensiuni neechilibrate care duc la distrugerea
fungului prin permeabilizarea membranei (5).

Datorita mecanismului sau de actiune,
amfotericina B are un spectru larg incluzénd fungi

primari  patogeni (Coccidioides, Blastomyces,
Paracoccidioides), fungi conditionat patogeni
(Candida, Cryptococcus), fungi  oportunisti

(Aspergillus, Mucor, Sporothrix) (11).

Desi prezinta citotoxicitate, amfotericina B
este foarte populard in practica clinica; pentru a
inlatura in special nefrotoxicitatea au aparut
combinatii lipidice cu amfotericina B incapsulata in
lipozomi (11, 21) sau complexe lipidice discoidale,

preparate  B-cohleate §i  complexe arabino
galactanice (12).
Nistatinul are capacitatea de a lega

nespecific sterolii, dar cu afinitate mai scazutd
pentru colesterol si mai crescuta pentru ergosterol
decat amfotericina B; de aceea are o specificitate
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reevaluate, motiv pentru care au fost create
formulari lipozomale cu nistatind pentru tratamentul
sistemic. De asemenea, se incearcd crearea unor
sisteme inteligente de eliberare a nistatinei bazate
pe conjugate cu diversi polimeri (1,23). Spectrul de
actiune este mai restrans decit al amfotericinei B si
cuprinde fungi din genurile Candida, Torulopsis si
Geotrichum, fiind prima poliend folositda 1in
tratamentul infectiilor cutanate si mucocutanate cu
Candida.

b. Azolii antifungici reprezintd cea mai
mare clasd de agenti antifungici cuprinzand doua
grupe: imidazolii (ketoconazol, miconazol) si
triazolii. Principalul lor efect este inhibarea C14 a-
demetildrii lanosterolului in lantul metabolic de
sinteza al ergosterolului; la unele specii fungice pot
inhiba de asemenea si reactia A 22-desaturazei (13).
Depletia si inlocuirea ergosterolului duce la
alterarea permeabilitatii si fluiditatii membranei
fungice, afectind si activitatea unor enzime
membranare cum ar fi cele implicate In sinteza
peretelui celular i a replicarii celulare.

Principala tintd moleculard a azolilor o
reprezinta citocromul P450-Cyp51p care catalizeaza
inlaturarea oxidativa a gruparii Cl4o-metil a
lanosterolului fungic de catre P450 monooxigenaza
specificd. Aceastd proteind contfine un miez
protoporfirinic in situsul activ cu un atom de fier la
care se leagd azolii prin intermediul atomului de
azot. Restul moleculei azolice se leagd de
apoproteina intr-un mod dependent de structura
fiecarui azol.

Pana acum, structura cristalind a Cyp51p a
fost descifratd doar la Mycobacterium tuberculosis
si datele au fost translate in studiile pentru fungi,
motiv. pentru care se impune studierea
interactiunilor Intre streroli, azoli si situsurile active
protoporfirinice si in cazul fungilor (14).

Triazolii. Moleculele azolice au fost
“rafinate” in ultimii 30 ani, ducand la aparitia
nucleului triazolic, care a inlocuit imidazolul
crescand specificitatea de legare cu citocromul P450
fungic. Prototipul triazolilor este reprezentat de
fluconazol, din care s-au obtinut apoi molecule
derivate prin includerea unei grupari o-O-metil care
i-au conferit activitate impotriva speciilor de
Aspergillus si a multor fungi filamentosi (fig. 6).

Prin modificarea fluconazolului s-au obtinut
doua noi antifungice triazolice: voriconazolul si
ravuconazolul, iar prin modificarea itraconazolului
s-a obtinut posaconazolul. Diferentele structurale
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intre aceste molecule sunt mici, dar influenteaza
efectul  antifungic, spectrul de  actiune,
biodisponibilitatea si potentialul toxic al acestor
agenti.

N Y
N

Ravuconazol
Figura nr. 6: Triazolii
Figure 6. Triazoles

Voriconazolul a fost primul agent aprobat
din acest grup si are un spectru foarte larg
antifungic, fiind chiar fungicid asupra unor specii
filamentoase. In plus, are avantajul de a fi eficient
in infectiile cu Fusarium si Scedosporium. Datorita
mecanismului siu de actiune la nivel enzimatic
hepatic,  voriconazolul  prezintd  numeroase
interactiuni medicamentoase care pun probleme in
utilizarea clinica (15).

Posaconazolul actioneazd asupra unui
spectru larg de fungi si demonstreaza o eficacitate
bund Tmpotriva coccidioidomicozelor in studiile
preclinice.

Ravuconazolul prezinta un farmacofor
identic cu voriconazolul, dar o catena laterala mai
lunga care 1i alungeste timpul de injumatatire
plasmatic (16).

c. Aureobazidinele, prin reprezentantul lor
bazifungina, destabilizeazdi membranele fungice
prin inhibarea ceramid fosfoinozitol transferazei
(IPC-sintetaza); aceastd enzima este codificata de
gena esentiala AUR1 la Saccharomices cerevisiae.

4. Actiuni de modificare a structurii
peretelui fungic

a. Echinocandinele sunt metaboliti
secundari fungici care contin un nucleu ciclic
hexapeptidic cu o catend lateralda peptidica
responsabild de activitatea antifungica. Prototipurile
clasei - echinocandina B si aculeacina A au fost
descoperite prin screening in anii ’70. La sfarsitul
anilor °70 au fost dezvoltati trei noi compusi:
anidulafungina , caspofungina si micafungina care
prezinta 0 configuratie tridimensionala
asemanatoare (fig. 7).
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Figura nr. 7: Echinocandinele
Figure 7. Echinocandins

Tinta echinocandinelor este un complex de
proteine responsabil de sinteza -1,3-glucanului, un
polizaharid din peretele fungic. Acest complex de
proteine (Fkslp si Fks2p) este reglat de un peptid
legat de GTP numit Rholp (17). Principalul
component de care se leagd echinocandinele este
Fkslp, intrucat Fks2p nu se exprima la Candida.

Caspofungina a fost aprobata de catre FDA
in 2001 pentru terapia aspergilozei rezistente la alte
antifungice. Echinocandinele nu sunt active fata de
Cryptococcus neoformans sau alte basidiomicete si
nici fatd de speciile de Fusarium si Scedosporium.

b.Nikkomicinele actioneaza competitiv ca

analog de substrat pentru  UDP-N-acetil
glucozamina, impiedicand sinteza chitinei din
peretele fungic. Reprezentantul acestei clase:

Nikkomicina are un spectru relativ ingust, dar are
efecte sinergice si aditive cand este administrata
impreuna cu azolii.

¢. Pradimicinele actioneaza prin legarea
selectiva, calciu dependentd, de manoproteine
destabilizand peretele fungic (1,24).

d. [Inhibitorii de geranyl geranyl
t r a n s fuet pradasitin curs de cercetare care
distrug integritatea peretelui fungic (1,24)

5. Noi inhibitori ai sintezei sterolice

Alilamine si  morfoline. Ambele clase
interfereaza lantul metabolic de biosintezd a
ergosterolului.  Alilaminele si in  special

reprezentantul lor terbinafina inhiba epoxidaza
squalenica din lantul biosintezei ergosterolului
avand efect fungicid pe multe specii de fungi
filamentosi, si mai putin pe levurile patogene.
Fenilmorfolinele cu singurul lor
reprezentant in farmacologia umand — amorolfina,

afecteazd doua enzime din lantul sintezei
ergosterolului (Erg24p-reductazaA™,
Copyright © 2009,
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erg2p-A®-A'izomeraza). Amorolfina este utilizata
doar in tratamentul topic al micozelor (fig. 8).

(I_:Hg CH3
N\/\_,_I_CH3
CHs4

Figura nr. 8: Amorolfina
Figure 8. Amorolfine

6. Inhibitorii sintezei proteice

Sordarinele reprezintd o noud clasa de
antifungice, care nu au fost create pentru utilizare
clinica, dar meritda mentionate pentru mecanismul
lor de actiune (fig. 9). Sordarinele inhiba sinteza
proteicd la nivelul translatiei , blocand functia
factorului de translatie EF2. Ele au fost descoperite
la inceputul anilor 70 si au fost abandonate;
cercetarile asupra sordarinelor au fost reluate recent
in legatura cu Candida albicans, sperandu-se
dezvoltarea unor noi compusi anticandidozici (18).

COgH

H CHo

GM193663

GM531920
Figura 9: Sordarinele
Figure 9. Sordarins

Concluzii

Analizand modalitatile farmacologice de
actiune la nivel celular si molecular ale agentilor
antifungici, atat a celor uzuali, cét si a celor 1n curs
de testare clinica, putem concluziona ca
mecanismele lor de actiune sunt variate, iar tintele
carora se adreseaza diverse. Acest lucru face ca
descoperirea si dezvoltarea de noi antifungice sa fie
un proces lent si anevoios, accentuat de faptul ca
necesitatile clinice in domeniu s-au modificat
semnificativ in ultimii ani.

Se prevad doud directii viitoare
cercetarii principiilor cu actiune antifungica:

e gisirea de mecanisme cu actiune cit mai

selectiva
aplicarea informatiilor aduse de genomica
fungica pentru a valida noi tinte ce pot fi
abordate 1n viitor.

ale
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