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Resumo:

A incidéncia de infec¢cdes hospitalares por fungos (IHF) tem aumentado
substancialmente nas ultimas décadas atingindo indices de mortalidade da
ordem de 60%. Espécies do género Candida sdo as mais frequentemente
iIsoladas, correspondendo a aproximadamente 80% das IHF, estdo entre os
guatro principais agentes responsaveis por infeccées da corrente sanguinea.
Além disso, a resisténcia as drogas atualmente disponiveis e seus efeitos
colaterais, apontam para a relevante necessidade de desenvolvimento de
novas drogas antifungicas. Um alvo promissor para terapia antifangica é
codificada pelo gene ALS3. Esta adesina atua como um fator de viruléncia,
desempenhando func¢édo central em multiplos processos como: aderéncia as
células do hospedeiro, formacéo de biofilme, invasdo e aquisicdo de ferro.
Vinte e quatro moléculas foram selecionadas por varredura virtual contra o
alvo ALS3, das quais cinco apresentaram resultados promissores quanto a
capacidade de inibir a adesdo e interferir na formacéo do biofilme de C.
albicans. Embora ndo tenha sido observado atividade antifiungica in vitro,
estas moléculas apresentam um grande potencial no desenvolvimento de
novos antifingico, considerando uma interferéncia direta na relacao
patdgeno-hospedeiro, ou, ainda, como um adjuvante no processo, seja
potencializando a acdo de outros antifingicos ou no tratamento de materiais
hospitalares.

Introducao
A incidéncia de infec¢cdes hospitalares por fungos (IHF) tem aumentado

substancialmente nas ultimas décadas atingindo indices de mortalidade da
ordem de 60% (Conde-Rosa et al., 2010). Apesar da crescente ocorréncia
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de infecc¢des fungicas invasivas demonstrada por estudos epidemioldgicos
envolvendo principalmente pacientes internados em UTI, o arsenal
antifingico é ainda restrito. Adicionalmente, tem sido observado o
surgimento de resisténcia aos agentes antifUngicos como anfotericina B e
derivados azolicos (Canton et al., 2011). Este cenario justifica a busca de
novas opcodes antifungicas para esquemas terapéuticos, sobretudo em
pacientes graves. Os avangos nas técnicas computacionais e hardware tem
habilitado métodos in silico para acelerar a identificacdo e otimizacdo destas
possiveis novas drogas. Pesquisas mostram que essa abordagem pode ser
utilizada na identificacdo e validacdo de alvos terapéuticos, bem como na
identificacéo e otimizacado de prototipos. A principal vantagem dos estudos in
silico é que eles permitem a répida varredura de grandes bibliotecas de
pequenas moléculas (small molecules) reduzindo o tempo e os custo para o
desenvolvimento de novos farmacos.

Um alvo promissor para terapia antifangica e desenvolvimento de vacina é
codificada pelo gene als3. Esta adesina atua como um fator de viruléncia,
desempenhando func¢édo central em multiplos processos como: aderéncia as
células do hospedeiro, formacdo de biofilme, invasdo e aquisicdo de ferro
(Liu & Filler, 2011). Desta forma, objetivo principal deste trabalho foi avaliar o
perfil de adeséo, formacédo de biofilme e susceptibilidade da cepa padrao de
Candida albicans (ATCC) frente as moléculas selecionadas por técnicas in
silico contra ALS3, contribuindo com o desenvolvimento de novos farmacos
antifangicos.

Materiais e métodos

O perfil de suscetibilidade da Candida albicans (ATCC 90028) frente as 24
small molecules (SM) (Life Chemichals), foi comparada ao fluconazol (FLU).
O fluconazol (Galena Quimica e Farmacéutica) foi preparado em
concentracOes variando de 0,125 a 64 pg/mL. As 24 small molecules foram
testadas nas concentracfes 1 a 512ug/mL. A concentracao inibitéria minima
(CIM) foi determinada pelo método de microdiluicio em caldo (M27-A3 -
CLSI, 2008). O critério de leitura considerou que a CIM seria aquela capaz
de inibir 80% do crescimento para o fluconazol e 100% para as SM.

Uma suspensédo de leveduras padronizadas (2 x 10° células) de C.albicans
(ATCC90028) em meio RPMI 1640 (Sigma) foi adicionada juntamente com
diferentes concentracdes de SM (1-512 ug/ml), em placas de 96 pocos de
poliestireno, e incubada a 37°C sob agitacdo (120 RPM/min). Apés 2h, a
capacidade de adesado foi avaliada através da contagem das unidades
formadoras de colonia (UFC), em Sabourand Dextrose Agar. Os resultados
sao representativos de trés ensaios independente.

As preparacbes foram feitas do mesmo modo da aderéncia, porem,
incubadas durante 24h. Em seguida, o meio foi aspirado do poc¢o, o qual foi
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lavado duas vezes com agua destilada, para remocdo das células nao
aderentes. A capacidade de formacao do biofilme foi executada da mesma
forma da aderéncia, sendo realizados os ensaios em triplicata em dias
diferentes.

Resultados e Discussao

Os resultados de suscetibilidade de C. albicans frente as 24 moléculas
selecionadas contra ALS3, ndo mostram atividade antifingica in vitro.
Todavia, este resultado poderiam ser encontrados, uma vez que o alvo é
uma adesina e, a sua inativacdo nao necessariamente teria atividade na
células de levedura isolada. No entanto, os resultados relacionados a
capacidade de inibir a adesao a superficies abidticas e formacéo de biofilme
foram promissores. Das 24 moléculas testadas, cinco foram selecionadas
(LMM2, LMM4,LMM11, LMM19 e LMM24), por inibir de maneira significativa
a adesao das leveduras e a formacdo de biofilme, etapas importantes no
processo de instalacdo de doencas.
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Figura 1: Atividade de cinco small molecules (SM) selecionadas por varredura virtual
sobre a adesdo e formacdo de biofilme de  C. albicans. (A) Inibicdo da adeséo de C.
albicans a microplaca de poliestireno pretratadas com as SM, por contagem de unidade
formadoras de colonias. (B) Reducdo da capacidade de formacédo de biofiime de C.
albicans apés tratamento com as SM. 2 — molécula LMM2; 4 — molécula LMM4; 11 —
molécula LMM11; 19 — molécula LMM19; 24 — molécula LMM24; C — controle (PBS).

Em seguida, para avaliar se os fenomenos observados eram dose
dependentes, novos ensaios foram realizados utilizando concentracfes
decrescentes dos compostos (16-64pg/mL) (Figura 1).

Uma reducdo significativa tanto da adesdo quanto da capacidade de
formacao de biofilme foi observada, independente da concentragéo utilizada.
Portanto, efeito de dose-dependéncia ndo foi observado. Por outro lado a
molécula LMM4, foi a que apresentou melhor desempenho, reduzindo
aproximandamente 90% da capacidade de adesao e formacao de biofilme.
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Conclusodes

As moléculas selecionadas apresentam uma acao promissora inibindo a
capacidade de adesao de C. albicans a superficie abibtica e interferindo na
formacdo de biofilme. Embora n&do tenha sido observado atividade
antifingica in vitro, ndo se deve excluir o potencial desta moléculas no
desenvolvimento de novos antifingico, considerando uma atuacado direta na
relagdo patdgeno-hospedeiro ou, ainda, como um adjuvante no processo.
Novas perspectivas devem ser investigadas como possivel acdo sinérgica
com outros antifingicos, ou ainda sua aplicagdo no tratamento de materiais
hospitalares previnindo a formacéao de biofilme.
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