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Resumo:

As infec¢des fungicas invasivas (IFIs) tém emergido como problema de
saude publica em todo o mundo, uma vez que aumenta a morbidade e
mortalidade. Entre os fungos envolvidos nas IHF destacam-se as espécies
de Candida, sendo a Candida albicans a espécie ainda mais prevalente.
Devido as poucas opcgdes terapéuticas e o surgimento de resisténcia aos
antifungicos utilizados na pratica clinica, a busca por terapias alternativas
e/ou desenvolvimento de novas drogas mais especificas tem se tornado
imperiosa. Os avancos nas técnicas computacionais tem habilitado métodos
in silico que permitem a rapida varredura virtual de grandes bibliotecas de
small molecules que podem ser compradas e/ou sintetizadas, e avaliadas
experimentalmente, acelerando a identificacdo e otimizacao destas possiveis
novas drogas.

Introducao
A incidéncia de infec¢des hospitalares por fungos (IHF) tem aumentado nas
Ultimas décadas e representam um grave problema de saude publica

resultando alta morbidade e mortalidade. Entre os fungos envolvidos nas IHF
destacam-se as espécies de Candida, sendo Candida albicans a espécie
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mais prevalente (DOl AM et al., 2016). Devido as poucas opc¢oes
terapéuticas e o surgimento de resisténcia aos antifingicos utilizados na
pratica clinica (CANTON E et al., 2011), a busca por terapias alternativas
elou desenvolvimento de novas drogas mais especificas tem se tornado
imperiosa. Os avangos nas técnicas computacionais tem habilitado métodos
in silico que permitem a rapida varredura virtual de grandes bibliotecas de
small molecules que podem ser compradas e/ou sintetizadas, e avaliadas
experimentalmente, acelerando a identificacdo e otimizacdo destas possiveis
novas drogas (KAIRYS V et al., 2006). Por meio de varredura virtual, foram
selecionados previamente no laboratério de Micologia Médica, dois
compostos (LMM5 e LMM11) que interagem possivelmente bloqueando a
tioredoxina redutase (TRR1) de C. albicans. Desta forma, o presente
trabalho teve como objetivo principal avaliar a atividade antifangica in vitro e
in vivo de dois compostos selecionados por varredura virtual.

Materiais e métodos

A concentracao inibitéria minima (CIM) foi determinada para LMM5 e LMM11
pelo método de microdiluicio em caldo, seguindo o Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2008), documento M-27A3, com modificacoes
para 0s novos compostos. LMM5 e LMM11 foram diluidos em RPMI-1640
(Gibco®) com concentragcbes variando de 512 a 0.5 pg/mL e leitura apds 48
horas de incubacdo a 35°C. Adicionalmente, foi realizado a concentragédo
fungicida minima (CFM), no qual aliquotas do teste de microdiluicdo foram
transferidas para uma placa de SDA e incubadas a 37°C, 24h. Para os
ensaios in vivo utilizando o modelo experimental de Candidiase Sistémica
foram utilizados camundongos fémeas (Balb/c) que foram infectados pela via
endovenosa (E.V) com C. albicans (5x10° leveduras). Apés 3 horas da
infeccdo, os animais foram separados em 4 grupos (LMM5, LMM11,
fluconazol e controle - PBS) e tratados com 5mgkg™ dos compostos acima
mencionados, 2x/dia por 5 dias, via intraperitoneal. Ao final do periodo de
tratamento, os animais foram eutanasiados e o0s 6rgaos (rim e baco)
recolhidos para determinacao da carga fungica (UFC/g de tecido).

Resultados e Discussao
Os resultados do teste de susceptibilidade in vitro aos compostos

selecionados sdo mostrados na Figura 1, na qual é possivel observar que
maioria dos isolados clinicos testados, tiveram valores de CIM variando
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entre 32 a 64ug/mL para ambas small molecules. Os resultados demonstram
ainda que, a CIM para LMM11 variou menos (32 a 64 ug/mL) e foi mais
efetiva em concentracdes menores quando comparado a LMM5 (4 a >128
pMg/mL). Os resultados de CFM mostraram uma reducdo significativa da
viabilidade das células fungica em relagdo ao controle positivo. A CFM para
LMMS5 foi de 32 ug/mL (12,5%), 64 pg/mL (18,75%), 128 pg/mL (37,5%) e >
128 pg/mL (31,25%) para os isolados clinicos. Ja para LMM11, a CFM foi de
32 pg/mL (6,25%), 64 ug/mL (87,5%) e 128 ug/mL (6,25%). Estes resultados
sugerem que os compostos LMM5 e LMM11 apresentam perfil fungistético.
A figura 2 apresenta os resultados in vivo que apontam que os dois
compostos selecionados apresentaram reducdo significativa da carga
fungica (UFC) nos érgaos alvos - rins e baco (p<0,05). O composto LMM11
apresentou um melhor desempenho no qual apontou uma maior capacidade
em reduzir a UFC em relacdo a LMMS5.
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Figura 1 - Frequéncia dos isolados clinicos de Candida albicans referente as

Concentragdes Inibitérias Minimas (CIM) encontradas para as small molecules LMM5 e
LMM11. As CIM variaram de 4 a >128ug/mL para LMM5 e de 32 a 64pg/mL para LMM11.
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Figura 2 — Representacdo da carga fngica (Log10 CFU/g érgdo) dos grupos LMM11,
LMMS5, fluconazol e controle nos érgaos alvo rim (A) e baco (B).

Conclusodes

Com aumento da resisténcia as drogas antifUngicas convencionais, é
relevante a possibilidade de novas moléculas poderem atuar no contexto das
infecgbes fungicas causadas por C. albicans. Nesse sentido, LMM11 e
LMM5 mostraram acgao promissora, com importante redugéo do crescimento
fungico in vitro e in vivo.
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