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Resumo:

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antifiangica dos compostos
selecionados por varredura virtual contra A. fumigatus, com alvos nas
proteinas tioredoxina redutase e glutationa redutase, utilizando as
metodologias in vitro, ensaio de microdiluicAo em caldo, e padronizacao de
modelo in vivo (murino), buscando compostos com atividade satisfatoria que
poderdo ser utilizados para tratamento de aspergilose invasiva. As principais
interacdes moleculares entre os 3 compostos selecionados e as proteinas
alvo foram as pontes de hidrogénio e ligacdes hidrofébicas. Os resultados de
CIM confirmaram atividade antifungica contra A. fumigatus para o0s
compostos 09 e 25 nas concentracdes de <0.5 e 8 pg/mL, respectivamente.
Além disso, um protocolo foi estabelecido para ensaios in vivo em modelo
murino de aspergilose invasiva.

Introducao

A aspergilose invasiva (Al) é uma infeccdo fangica causada pelo género
Aspergillus spp. acometendo principalmente imunocomprometidos. O agente
mais frequente dessa infeccdo € o0 Aspergillus fumigatus (3). As
manifestacdes clinicas variam desde reacdo alérgica a infeccdo pulmonar
invasiva. As taxas de mortalidade variam de acordo com as condi¢des
subjacentes, local de infeccdo e terapia antifungica utilizada. Pacientes
transplantados, com doenca pulmonar obstrutiva crénica, cirrose hepética ou
diabetes possuem maior taxa de mortalidade (4).

A terapéutica antifungica ainda é limitada, com apenas trés classes: azois,
poliénicos e equinocandinas, e que apresentam limitacdes como efeitos
adversos e cepas resistentes o que leva a busca por terapias alternativa ou
antifngicos mais especificos (3).

No grupo de pesquisa responsavel por este trabalho foi descrito inicialmente
dez alvos potenciais de drogas presentes em oito fungos patogénicos
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humanos e ausentes no ser humano. Um desses alvos é uma flavoenzima
denominada tioredoxina redutase (TRR1) que é parte de um sistema
complexo conhecido como tioredoxina, em que uma das principais funcdes &
a protecdo da célula do estresse oxidativo (2). Ja foi descrito atividade
antifingica nessa proteina em outros géneros fungicos (1). No entanto, sédo
necessarios estudos para fungos filamentosos como o Aspergillus em
relacdo a TRR1. A metodologia in silico de duplo alvo € uma alternativa que
vem sendo desenvolvida para a busca de novos compostos mais especificos
com atividade antifungica. Assim, esta proposta pretende explorar novos
compostos com atividade em dois alvos de A. fumigatus, a tioredoxina
redutase e a enzima glutationa redutase, envolvidos no controle do estresse
oxidativo.
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Materiais e métodos

Avaliacao das interagbes moleculares

Os compostos que apresentaram os melhores resultados nos testes de
encaixe molecular in silico, foram adquiridos comercialmente. As interagoes
moleculares foram analisadas pelo programa PLIP (https://plip-tool.biotec.tu-
dresden.de/plip-web/plip/index).

Avaliacao da susceptibilidade antifungica

O método utilizado para a avaliacdo da susceptibilidade antifungica foi a
microdiluicdo em caldo, objetivando estabelecer a Concentracdo Inibitéria
Minima (CIM), de acordo com o padronizado pelo Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2010), publicadas no documento CLSI M38-A,
com modificagdes (5). A CIM foi determinada como a menor concentragao
capaz de inibir 90% do crescimento de fungos em comparagdo ao controle
positivo.

Ensaios in vivo utilizando o modelo experimental de aspergilose
Camundongos Balb/c foram avaliados para modelo experimental de
aspergilose quanto a via de infeccdo (intratraqueal ou endovenosa);
tamanho do indculo; via de administracdo do composto; e as diluicbes
necessarias para a contagem das Unidades Formadoras de Coldnia (UFC)
recuperadas dos pulmbes. Os ensaios foram realizados seguindo os
protocolos da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UEM),
aprovados no projeto numero CEUA 9067030518.

Resultados e Discussao

Utilizando as proteinas alvos GR (glutationa redutase), TRO (tiroredoxina
redutase oxidada) e TRO (tioredoxina oxidada reduzida) e os 3 compostos
obtidos comercialmente (09, 19 e 25) para testes in vitro e in vivo, o software
PLIP revelou que as principais interacdes que 0os compostos fazem com as
proteinas alvos s@o pontes de hidrogénio e ligagBes hidrofobicas. Além de
pontes salinas, que sdo uma combinacdo de duas interacbes né&o
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covalentes, e o empilhamento, referente a um arranjo empilhado de
moléculas aromaticas, devido as interacdes interatbmicas. Capoci et al. (3)
observaram em seu estudo 0os mesmos tipos de ligagdes de compostos com
a tioredoxina redutase de espécies de Candida spp. e Paracoccidiodes spp.
indicando que séo ligacdes relevantes para a atividade.

A atividade antifUngica determinada in vitro revelou que os 3 compostos
exercem atividade contra A. fumigatus, com a CIM de <0,5 pg/mL para o
composto 09, 8 ug/mL para o composto 25 e o maior valor foi de 128 pg/mL
para o composto 19 (Tabela 01).

Tabela 01. Atividade antifingica dos compostos 09, 19 e 25 contra Aspergillus fumigatus.

Composto CIM (pg/mL) para A. fumigatus
09 <0.5

19 128

25 8

CIM: Concentracao Inibitéria Minima em pg/mL capaz de inibir 90% do crescimento flngico.

Sakita et al. (5) estudaram a atividade do Ebselen na tioredoxina redutase
frente a cepa padrdo e clinica de A. fumigatus, e os resultados obtidos da
CIM foram de 4 pg/mL e para os antifungicos convencionais de 0,25 pug/mL.
Logo, os compostos 09 e 25 possuem atividade muito satisfatoria contra o
género Aspergillus, sendo promissores para o0 desenvolvimento de um
inibidor duplo.

Foi necessario criar um protocolo de padroniza¢do para testes in vivo em
modelo experimental de Al, conforme Tabela 02. Os resultados mais
satisfatorios obtidos foram: via de infec¢cdo endovenosa, com inéculo fungico
variando de 1-2 x 10* conidios de A. fumigatus, os compostos
administrados por via intraperitoneal e as diluicdes para a contagem de UFC
guando recuperadas dos pulmdes foram seriadas de 1 até 10 vezes.

Tabela 02. Condi¢des para teste in vivo em modelo murino de aspergilose invasiva.

Via de infeccéo Intratraqueal Endovenosa
Tamanho do  inéculo | 10° 10*

fungico

Via de administragdo do Intraperitoneal Endovenosa
composto

Diluicbes para contagem Seriada 10 vezes Seriada 5 vezes
de UFC

Conclusdes

Este trabalho descreveu a atividade antifingica in vitro significativa de dois
compostos obtidos in silico, que tem como duplo alvo as enzimas tioredoxina
redutase e glutationa redutase. Além disso, um protocolo foi estabelecido
para ensaios in vivo em modelo murinho de aspergilose invasiva por A.
fumigatus.
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