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Resumo

Espécies do género Candida sdo os fungos mais frequentemente isolados de
infeccdes hospitalares, representando um grave problema de sadde publica. Devido
a poucas opcoes terapéuticas disponiveis e a resisténcia de algumas cepas, €
necessaria a busca por compostos para o desenvolvimento de um novo antifingico.
O obijetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antifungica in vitro de 11 compostos,
selecionados por métodos in silico, contra espécies de Candida spp. As
metodologias in vitro empregadas foram a concentracdo inibitéria minima (CIM) e
concentragdo fungicida minima (CFM), seguindo os protocolos do CLSI. A maioria
dos compostos avaliados apresentaram CIM e CFM de 256 pg/ml, que quando
comparados ao antifungico comercial fluconazol, os valores obtidos frente a ele séo
menores. Assim, os 11 compostos testados nao tiveram atividade satisfatoria in vitro
contra espécies de Candida spp., porém, 0s mesmos serdo avaliados quanto a
atividade antifingica contra outros fungos importantes patégenos humanos.

Introducéo

As infec¢des hospitalares por fungos (IHF) estdo associadas a maior morbidade,
aumento no tempo de internagcdo e, consequentemente, altos custos para o
tratamento de pacientes graves. Espécies do género Candida spp. sdo os fungos
mais frequentemente isolados, e estdo entre 0s principais agentes responsaveis por
infecgBes da corrente sanguinea.

O arsenal terapéutico para tratamento dessas infeccdes € restrito a poucas classes
e pode causar efeitos indesejaveis, como toxicidade. Além disso, as espécies de
Candida spp. variam quanto a suscetibilidade aos antifingicos comumente
utilizados. A resisténcia intrinseca de algumas espécies a esses medicamentos, € a
resisténcia adquirida durante o tratamento em outras, esta se tornando um grande
problema no tratamento destas infeccbes (SANGUINETTI et al, 2015). Diante deste
contexto, novas opcdes terapéuticas precisam ser desenvolvidas.

As metodologias in silico tem contribuido com o processo de desenvolvimento de
farmacos utilizando como alvo, preferencialmente, enzimas que fazem parte do
metabolismo dos patégenos, conferindo assim a propriedade de toxicidade seletiva.
Um exemplo de alvo é a a flavoenzima tioredoxina redutase (TRR1) (ARNER &
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HOLMGREN 2000). Recentemente em nosso grupo de pesquisa, foram obtidos dois
Nnovos compostos que interagem com a enzima TRR1 com efetiva atividade contra
fungos dos géneros Candida, Cryptococcus e Paracoccidioides (CAPOCI et al,
2019), e dando seguimento as pesquisas, atraves de reposicionamento de drogas in
silico, outros 11 compostos foram selecionados. Portanto, o objetivo deste trabalho
foi avaliar a atividade antifungica in vitro dos 11 compostos contra espécies de
Candida spp.

Materiais e métodos

Microrganismos

Para o desenvolvimento do projeto, foram utilizadas cepas padrdao ATCC de Candida
albicans (ATCC90028), Candida parapsilosis (ATCC22019), Candida krusei
(ATCC6258), Candida glabrata (ATCC2001) e Candida tropicalis (ATCC750),
estocadas a -20 C na Micoteca do Laboratério de Micologia Médica.

Avaliacao da atividade antifingica in vitro

Determinacgdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM )

A avaliacdo dos 11 compostos foi realizada pela metodologia da microdiluicdo em
caldo com a determinacdo da CIM (menor concentragdo do composto capaz de inibir
0 crescimento fungico), seguindo as normas de padronizacdo do Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2010). Foram avaliadas 10 concentracbes de cada
composto variando de 0,5 a 256 pg/ml. A concentracdo do indculo das espécies de
Candida spp. foi de 0,5 x 10° a 2,5 x 10° UFC/mL. Para a avaliacdo frente ao
fluconazol, a metologia foi a mesma empregada. Em cada placa foram incluidos
controles: negativo, positivo e uma levedura de referéncia.

Determinagdo da Concentracao Fungicida Minima (CFM)

Foram retiradas aliquotas de 3 pL de cada um dos pocos da placa da CIM para
serem transferidas para placas de Agar Saboraud (SDA), isento de drogas
antifangicas, e incubadas a 35°C por 24hs, a fim de determinar a CFM, avaliando se
a atividade inibitoria é também fungicida.

Resultados e Discussao

Apesar da crescente e preocupante ocorréncia das IHF, as opc¢des terapéuticas para
o tratamento efetivo dessas doencas sdo limitadas. Na busca de novas estratégias
para o desenvolvimento de antifiUngicos, na tentativa de otimizar e ultrapassar as
barreiras para desenvolvimento tradicional de farmacos (tempo e custos), 0s
avancos nas técnicas computacionais tém habilitado métodos in silico para essa
finalidade. Este trabalho objetivou a avaliacdo da suscetibilidade in vitro de cepas de
Candida spp. frente a 11 compostos obtidos por reposicionamento de drogas in
silico, dando inicio as técnicas de investigacao sobre a acdo antifingica de um novo
composto.

De acordo com os resultados, os compostos R1 e R2 apresentaram valores
de 64 e 16 pg/ml para espécies de C. glabrata e C. krusei, respectivamente; R4
frente a C. albicans e C. glabrata apresentaram CIM de 16 e 64 pg/ml, porém, a
maioria dos isolados tiveram uma CIM de 256 pg/ml ou maior (Tabela 1). A busca
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por novos compostos antifungicos baseados em metodologias in silico vem se
destacando e na literatura encontramos, por exemplo, compostos promissores com
CIM de 32 pg/ml frente a C. albicans (CAPOCI et al, 2019) e 32 pg/ml contra C.
krusei (FARIA et al, 2020).
Entretanto, quando avaliamos a CFM dos 11 compostos, todos eles tiveram suas
concentracbes em 256 pg/ml (Figura 1 demonstra dois exemplos de CFM de
compostos), ou seja, foi visualizado crescimento fungico em todas as concentracdes
avaliadas, denotando um carater fungistatico em concentracbes elevadas. Essa
concentragdo encontarda ndo é considerada satisfatoria, porque é maior do que as
concentragfes in vitro dos antifingicos ja comercializados para tratamento de
infeccdes por Candida.
Comparando nossos resultados com o antifungico convencional fluconazol (Tabela
1), os isolados foram mais suscetiveis a esse medicamento do que 0S novos
testados, com CIM de 0,25 pug/ml para C. albicans, 1 pg/ml para C. tropicalis e C.
parapsilosis, 8 pg/ml C. glabrata e 32 pug/ml para C. krusei. Mesmo o fluconazol
também apresentando carater fungistatico, suas concentracbes in vitro para
espécies de Candida spp. apresentam valores significativos menores do que os
resultados que obtivemos, por exemplo para C. albicans, CIM variando de 64 — 256
pg/ml e CIM para fluconazol de 0,25 pg/mi.

Tabela 1. Concentracéo inibitéria minima (CIM) de 11 compostos e fluconazol (flc)
frente as cepas padrao de Candida spp.

Isolado CIM dos compostos ( pg/ml)

RL|R2| R3 [R4A|R5| R7 | R8 | RO | RI0 | RIL | R12 | fic
;E:‘C‘ggg 256 | 64 |>256 | 64 | 128 | >256 | >256 | >256 | 128 | >256 | >256 | 0,25
;22?;?: 64 | 16 | >256 | 16 | 128 | >256 | >256 | >256 | 256 | >256 | >256 | 8
candida | 64 | 16 | >256 | 64 | 256 | >256 | >256 | >256 | >256 | >256 | >256 | 32
t?ggi‘iflf‘s 256 | 64 | >256 | 128 | 256 | >256 | >256 | >256 | 256 | >256 | >256 | 1
g:rr;%gi?osis 256 | 128 | >256 | 64 | 256 | >256 | >256 | >256 | >256 | >256 | >256 | 1

>256: o valor da CIM ser& maior que 256 pg/ml, porém o teste so foi realizado até essa concentracéo.
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Figura 1. Concentracao fungicida minima (CFM) dos compostos R1 e R2 frente as cepas padréo de
Candida spp.

Conclusodes

De acordo com os resultados apresentados, os 11 compostos testados néo tiveram
atividade satisfatéria in vitro contra espécies de Candida spp. Porém, serao testados
frente a outros importantes patdégenos humanos, como Cryptococcus spp. €
Paracoccidioides spp.
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