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RESUMO

Vegian MRC. Estudo do potencial de reposicionamento do composto auranofina no
controle de infec¢cdes por Candida albicans [tese]. Sdo José dos Campos (SP):
Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2022.

A ocorréncia crescente de resisténcia antifingica, a toxicidade, além do pequeno
espectro de acdo dos antifUngicos convencionais, limita o nimero de alternativas
terapéuticas para doencgas causadas por leveduras do género Candida. Uma das
frentes de pesquisa é a proposta de novos usos para drogas existentes chamada de
reposicionamento, que diminui o tempo e esfor¢co na busca de novos compostos
eficazes. Neste contexto, o presente estudo tem como objetivo avaliar o potencial
antifingico e os mecanismos de acdo do composto auranofina contra a espécie
Candida albicans, além da toxicidade in vivo. Foram utilizadas cepas padrbes de C.
albicans (SC5314, ATCC 18804) e as concentracdes inibitéria minima (CIM) e
fungicida minima (CFM) foram determinadas. Os mecanismos de acdo dos
compostos foram avaliados sobre a estrutura celular de C. albicans, com verificagdo
de alteracBes na morfologia, na parede celular, sobre os fatores de viruléncia de C.
albicans, como transicéo levedura-hifa e producédo de exoenzimas, além do efeito do
composto sobre 0 metabolismo de C. albicans e efeito antifiUngico sob condicbes de
estresse osmotico. Para avaliagdo da toxicidade das concentracdes efetivas de
auranofina in vivo, foi utilizado o modelo invertebrado, Drosophila melanogaster. Os
dados obtidos no ensaio de transicdo levedura-hifa foram avaliados pelos testes
ANOVA e de Tukey e os testes Kruskal-Wallis e de Dunn. foram utilizados na anélise
do efeito de auranofina sobre o metabolismo fungico. O nivel de significancia para
todos os testes foi de 5%. Foram verificadas concentracdes inibitoria e fungicida de
auranofina sobre C. albicans. Apesar da auséncia de efeitos sobre fatores de
viruléncia, auranofina causou reducdo no metabolismo fungico e no crescimento
fungico sob estresse osmotico, sugerindo, nesse caso, um possivel efeito direto ou
indireto na membrana celular fangica. Além disso, nas concentracdes efetivas nao
foi observada toxicidade relevante in vivo. Os resultados demonstraram, portanto,
gue auranofina tem potencial para seu reposicionamento como antifungico, no
entanto, mais estudos sdo necessarios para mais esclarecimentos e utilizacao
adequada do medicamento.

Palavras-chave: auranofina; Candida albicans; antifungico; mecanismo de acao;
Drosophila.



ABSTRACT

Vegian MRC. Study on the potential for the repositioning of auranofin in the control of
Candida albicans infections [thesis]. Sdo José dos Campos (SP): Sao Paulo State
University (Unesp), Institute of Science and Technology; 2022.

The increasing occurrence of antifungal resistance, toxicity, in addition to the small
spectrum of action of conventional antifungals, limits the number of therapeutic
alternatives for diseases caused by yeasts of the genus Candida. One of the
research fronts is the proposal of new uses for existing drugs called repositioning,
which reduces the time and effort in the search for new effective compounds. In this
context, the present study aims to evaluate the antifungal potential and mechanisms
of action of the auranofin compound against Candida albicans, in addition to in vivo
toxicity. Standard strains of C. albicans (SC5314, ATCC 18804) were used and
minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum fungicide concentration (MFC)
were determined. The mechanisms of action of the compounds were evaluated on
the cellular structure of C. albicans, with verification of changes in morphology, in the
cell wall, on the virulence factors of C. albicans, such as yeast-hypha transition and
production of exoenzymes, in addition to the effect of the compound on the
metabolism of C. albicans and antifungal effect under osmotic stress conditions. To
evaluate the toxicity of effective concentrations of auranofin in vivo, the invertebrate
model, Drosophila melanogaster, was used. The data obtained in the yeast-hypha
transition assay were evaluated by the ANOVA and Tukey tests and the Kruskal-
Wallis and Dunn tests. were used to analyze the effect of auranofin on fungal
metabolism. The significance level for all tests was 5%. Inhibitory and fungicidal
concentrations of auranofin were verified on C. albicans. Despite the absence of
effects on virulence factors, auranofin caused a reduction in fungal metabolism and
fungal growth under osmotic stress, suggesting, in this case, a possible direct or
indirect effect on the fungal cell membrane. Furthermore, at effective concentrations,
no relevant in vivo toxicity was observed. The results showed, therefore, that
auranofin has the potential for its repositioning as an antifungal, however, more
studies are needed for further clarification and proper use of the drug.

Keywords: auranofin; Candida albicans; antifungal; mechanism of action; Drosophila
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1 INTRODUCAO

A incidéncia de infec¢Bes fangicas tem aumentado significativamente nas
tltimas décadas (Mount et al., 2018). Em particular, as infec¢cdes por espécies do
género Candida séo consideradas um problema relevante nas areas meédicas (Dadar
et al., 2018). Essas infec¢cOes podem ser superficiais e sistémicas (Williams et al.,
2013). As infecgOes sistémicas ocorrem quando o fungo invade a barreira epitelial e
atinge a circulacdo sanguinea, causando a candidemia (Gow et al., 2013), a qual
apresenta taxas de mortalidade de até 50% (Omrani et al., 2014).

Neste cenério, infecgbes causadas por fungos do género Candida sdo as
principais causas de infecgcbes nosocomiais da corrente sanguinea em hospitais
terciarios em todo o mundo (Dadar et al., 2018). Por ser um micro-organismo
comensal é necessario um comprometimento do mecanismo de defesa do
organismo do hospedeiro para se tornar um patégeno, o que pode ocorrer apos
mudancas nas barreiras naturais ou comprometimento do sistema imunoldgico
(Pilmis et al., 2017). Situacdes clinicas de pacientes com doencas, como a COVID-
19, podem ter complicacdes por infec¢des fungicas com resultados desfavoraveis, o
gue tem sido demonstrado em um numero crescente de relatos de casos e estudos
observacionais (Arastehfar et al.,, 2020). Além disso, um estudo verificou que
padrbes especificos de exposi¢do a antibidticos estdo surgindo como novos fatores
de risco para candidemia.em pacientes internados ou ndo em unidades de terapia
intensiva (Poissy et al., 2020)

Candida albicans é uma das espécies mais isoladas da cavidade bucal e
estd frequentemente associada as candidoses (Farah et al., 2010). Tem
caracteristica dimorfica e coloniza a mucosa bucal de forma comensal, tornando- se,
no entanto, oportunista na presenca de fatores predisponentes (Dadar et al., 2018).
Sua capacidade de invaséo tecidual, de adesao a ceélulas hospedeiras e formacéo
de biofilme sdo ligadas a capacidade de transicdo de levedura para hifas, o que
determina sua patogenicidade (Verma-Gaur, Traven, 2016). Além disso, a viruléncia
de C. albicans envolve também componentes estruturais, como composi¢cao da
parede celular, que podem diferir entre suas formas de hifa e levedura,

apresentando um desafio para o sistema imunoldgico do hospedeiro (Gow et al.,



2013). A aderéncia as células epiteliais através de adesinas da parede também
auxilia na invasividade do fungo, permitindo a fixacdo de hifas na mucosa (Chin et
al., 2016).

A ocorréncia crescente de resisténcia antifiUngica, a toxicidade e interacao
com outras drogas dos farmacos antifingicos existentes, além do pequeno espectro
de acao, limita 0 nUmero de alternativas terapéuticas para a candidose (Ford et al.,
2015; Lewis, Graybill, 2008). O desenvolvimento de resisténcia aos agentes
antifngicos como da classe dos azois, por exemplo, que tem ampla utilizacédo
clinica e sédo vendidos sem restricdes, contra infec¢cdes por Candida, tem se tornado
um problema na busca por tratamentos de candidemias (Arendrup, Patterson, 2017).
A resisténcia em C. albicans esta relacionada, principalmente, com a densidade
celular e quorum sensing dos biofilmes, além da producdo de matriz extracelular,
gque melhora a aderéncia e protege as células componentes do biofilme de
condicbes ambientais adversas (Taff et al., 2013). Portanto, é necessaria a busca
por novos compostos quimicos com potencial antifingico para tratamentos
alternativos aos procedimentos convencionais.

No entanto, o desenvolvimento de novos farmacos envolve processos
custosos e prolongados, que precisam ser testados e aprovados por 6rgaos
governamentais para garantir sua segura utilizacéo (Siles et al., 2013). Dessa forma,
medicamentos jA aprovados para o tratamento de outras doencas, podem ser
avaliados para diferentes a¢des e diminuir o tempo e esforco na busca de novos
compostos eficazes (Wiederhold et al., 2017).

Auranofina, um medicamento com propriedades anti-inflamatérias utilizado
desde 1985 para diminuir a progressado dos sintomas de artrite reumatoide (Siles et
al., 2013; Wiederhold et al., 2017), tem demonstrado, em pesquisas da ultima
década, atividades antiparasitaria, antifngica e antibacteriana (Debnath et al., 2012;
Fuchs et al., 2016; Hokai et al., 2014). Além disso, auranofina apresenta
biodisponibilidade oral e toxicidade sistémica toleraveis, indicando um possivel
reaproveitamento para diferentes usos terapéuticos (Wiederhold et al., 2017).
Estudos recentes verificaram efeito inibitério in vitro desse composto sobre células
planctdnicas e biofilme de C. albicans (Fuchs et al., 2016; She et al., 2019), incluindo
isolados clinicos resistentes ao fluconazol, reforcando a importancia da abordagem

de reposicionamento desse medicamento (Wiederhold et al., 2017). Apesar disso,
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sdo necessarios estudos concentrados na caracterizacdo do mecanismo de acéo
especifico, responsavel pela atividade antifingica, assim como experimentos in vivo,
para sua utilizagao de forma efetiva.

Em estudos in vivo, tem sido utilizados diversos modelos animais para
investigar eventos como toxicidade de compostos e curvas de sobrevivéncia apos
infeccbes por Candida spp., dentre eles, modelos invertebrados como moscas da
espécie Drosophila melanogaster (Glittenberg et al., 2011; Sampaio et al., 2018).
Estudos anteriores verificaram que um hospedeiro simples, como D. melanogaster,
pode ser um modelo adequado para estudos comparativos de candidose (Chamilos
et al., 2006).

Contudo, apesar do potencial efeito antifingico de auranofina sobre C.
albicans foi recentemente descrito em estudos anteriores, como ja mencionado, as
informac@es disponiveis ainda ndo sado suficientes para sugerir o reposicionamento
dos farmacos para uso como antifingico. Os mecanismos de acdo, efeito sobre
fatores de viruléncia e na interacdo patdgeno-hospedeiro de C. albicans, ndo foram
investigados. Dessa forma, o presente estudo busca elucidar esses efeitos sobre C.
albicans, in vitro e in vivo, utilizando modelos experimentais de invertebrado,

Drosophila melanogaster.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos gerais das infec¢fes fungicas invasivas

As doencgas invasivas causadas por fungos, impactam profundamente a
saude humana. Com altas taxas de mortalidade, essas infecgbes permanecem
pouco estudadas e subdiagnosticadas em comparacdo com outras doencas
infecciosas (Brown et al., 2012). O diagnéstico e tratamento de infeccbes fungicas
invasivas, com terapia antifingica, muitas vezes, ocorre ap0s VAarios exames e
consultas por causa de manifestagBes clinicas atipicas, baixa incidéncia de sinais
especificos em exames e baixa sensibilidade na deteccdo microbiana (Zhang, Zhu,
2020), o que pode influenciar no desenvolvimento da doenca no paciente.

Um estudo retrospectivo da incidéncia de infec¢des fungicas durante 85
anos de servico de necrdpsia no Brasil, demonstrou que 19% dos casos foram
suspeitos de diagnéstico clinico de infeccdo fungica, mas sem classificacdo dos
patdgenos fangicos no diagndstico post-mortem (Dantas et al., 2021). Os autores
descreveram que 0 uso progressivo de novas terapias imunossupressoras para
transplante ou cancer podem dificultar a deteccdo de fungos e, 0 uso prévio de
terapia antifingica pode ter levado a descricdo de baixas taxas de infec¢bes
fungicas. Giacomazzi et al. (2016) demonstraram a existéncia de uma grande
discrepancia entre o numero de infeccbes fungicas notificadas ao Ministério da
Saude do Brasil e sua ocorréncia estimada na populacao geral, principalmente, entre
pacientes com doencas graves. Diante disso, com auséncia de dados precisos,
autoridades governamentais podem excluir tais doencas de seu plano de prioritarias
para a assisténcia a saude.

As infecgbes fungicas humanas diferem fundamentalmente de outras
infeccbes. Patdgenos fungicos podem infectar uma ampla variedade de tipos
celulares, o que pode levar a infec¢cdo de varios tecidos no mesmo hospedeiro
(dependendo do seu estado imunoldgico), sofrendo alteragdes morfogénicas durante
a infeccdo (Rodrigues, Nosanchuk, 2020). Uma infeccdo fungica invasiva pode ser

iniciada pela invasédo fungica da mucosa, pela inalacdo de esporos fungicos do



ambiente ou por inoculacdo direta, que levam a colonizacdo e disseminacdo do
fungo no organismo (Firacative, 2020). No entanto, as manifestacdes clinicas das
infeccdes ndo sdo especificas e a gravidade da doenca depende das defesas do
hospedeiro (Firacative, 2020). De acordo com uma revisao recente das definicoes e
consenso sobre infec¢des fungicas, uma doenca fangica invasiva ou sistémica s6 é
comprovada quando o dano tecidual, devido a elementos fungicos, € observada por
exame histopatolégico e/ou quando o agente etiolégico € isolado por cultura de
amostras clinicas (Peter Donnelly et al., 2020). A candidiase hematogénica € uma
complicacdo infecciosa que deve ser investigada em pacientes internados por um
longo periodo e expostos a fatores de risco de candidemia, principalmente,
exposicdo a antibioticoterapia de amplo espectro, procedimentos médicos invasivos,
terapia imunossupressora e nutricdo parenteral, porém, dados brasileiros sugerem
gue 40-50% desses pacientes estdo na UTI no momento do diagndstico, o que pode
dificultar o controle da infeccdo e das opc¢des de tratamento (Colombo et al., 2013).

Em circunstancias normais, geralmente, o tecido epitelial humano intacto, a
barreira mucociliar do trato respiratério e um sistema imunolégico competente
impedem a invasao fangica (de Pauw, 2011). Diante disso, o risco de infeccdo
fungica aumenta com a presenca de barreiras epiteliais disfuncionais e a introdu¢éo
generalizada de sistemas venosos centrais, como ocorre em tratamentos com
quimioterapicos, ou individuos imunocomprometidos (Papon et al., 2021; de Pauw,
2011).

Associacdo entre corticosteroides e predisposicdo para infeccdes fungicas
ou agravamento dessas infec¢des, também tem sido investigada. Apesar da terapia
com esteroides para doencas alérgicas flngicas ter uma longa historia de uso bem-
sucedido, alguns autores sugerem que 0 USO excessivo desses compostos possa
favorecer o crescimento de fungos nos pulmdes e a recorréncia futura dos sintomas
(Fraczek et al., 2018). Devido a reducé&o da resposta imune induzida por corticoides,
o risco de infec¢des oportunistas, incluindo fungicas, deve ser considerado quando
as decisdes estdo sendo tomadas sobre a dose e duracdo do tratamento utilizando
esses compostos (Palmer et al., 1991; de Pauw, 2011). H& relatos também de
possiveis associacbes entre antibioticoterapia e infecgbes fangicas. Ao avaliar
relatorios medicos de infec¢des fungicas, Krcmery Jr. et al. (1999) verificaram que

pacientes tratados com varios tipos de antibiéticos de amplo espectro foram mais
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propensos a desenvolver infec¢des fungicas invasivas causadas, principalmente, por
fungos Aspergillus spp. e Candida albicans. Em outro estudo observacional
retrospectivo, realizado em um hospital pediatrico, houve também uma forte
correlagcdo entre a taxa de deteccdo de Candida spp. e os dias de terapia com
antibioticos de amplo espectro, sugerindo que o uso de antibiético promove a

colonizacdo ou infeccéo por Candida (Funaki et al., 2015).

2.2 Infeccdes causadas por Candida albicans

Em um dos primeiros a estimar a carga de doencas fangicas no Brasil,
Giacomazzi et al. (2016) forneceram uma estimativa de que infec¢cdes fangicas
graves afetam mais de 3,8 milhbes de brasileiros. No mesmo estudo, realizado
através da coleta de dados referentes a ocorréncia de quadros invasivos de
candidiase mucosa e esofagite no Brasil, os autores concluiram que 74% dessas
infeccbes foram causadas por fungos do género Candida. Dentro desse género, o
principal patégeno dos isolados de infeccdes flungicas é a espécie Candida albicans
(Costa-De-Oliveira et al., 2008; Junqueira et al., 2012; Santos et al., 2018; Tercas et
al., 2017; Zhang, Zhu, 2020). Esta € comumente encontrada em superficies
mucosas humanas como comensal inofensivo, porém pode se tornar um organismo
oportunista na presenca de fatores predisponentes (Dadar et al., 2018; Farah et al.,
2010). As infeccbes por C. albicans apresentam consideraveis riscos associados,
como antibioticoterapia acompanhada de acesso venoso central, neutropenia,
procedimentos cirargicos, nutricdo parenteral e cateter urinario (Canela et al., 2017).

C. albicans apresenta alto grau de adaptacdo em diferentes ambientes
quanto a disponibilidade de nutrientes, variagdo de temperatura, pH, osmolaridade e
guantidade de oxigénio disponivel (Paramythiotou et al., 2014). Assim, essa espécie
fungicas possui inUmeras estratégias para sobreviver que podem afetar seu
crescimento excessivo e alterar seus perfis de suscetibilidade (Santos et al., 2018).
A viruléncia de C. albicans tem sido objeto de extensa pesquisa e muitos fatores
podem contribuir para a resisténcia clinica e para a discrepancia entre o padrao de

suscetibilidade laboratorial e o desfecho clinico (Costa-de-Oliveira, Rodrigues, 2020)
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Os fatores de viruléncia sédo caracterizados como um conjunto de
mecanismos especificos dos micro-organismos reconhecidos pelas células do
hospedeiro e que podem superar sua resisténcia. A expressao desses fatores se da
pelo contato com as condi¢des externas ao micro-organismo (composicao, presenca
de oxigénio e temperatura), e pela relacdo entre o patdégeno e diferentes tecidos ou
agentes (Ghannoum, Radwan, 1990). Os principais fatores de viruléncia de C.
albicans incluem liberacdo de exoenzimas, a presenca de adesinas, a formacéo de
tubos germinativos e de biofilme, além do dimorfismo (Polke et al., 2015)

A adeséao a células hospedeiras e formacéo de biofilme estdo relacionados a
sua capacidade de transicdo de levedura para hifas, o que determina sua
patogenicidade (Verma-Gaur, Traven, 2016). A producdo de exoenzimas como
proteinases e fosfolipases facilitam a invasdo de hifas no epitélio e as adesinas
promovem a aderéncia de C. albicans as células hospedeiras, permitindo a fixacdo
de hifas na mucosa (Calderone, Fonzi, 2001; Chin et al., 2016; Silva et al., 2019).
Além disso, a composicdo da parede celular também pode contribuir com a
viruléncia de C. albicans, diferindo entre suas formas de hifa e levedura e
apresentando um desafio para o sistema imunologico do hospedeiro (Gow et al.,
2013).

A formacao de biofilmes se apresenta como um dos principais mecanismos
de resisténcia do microrganismo contra o sistema imune hospedeiro e os métodos
de controle microbiano (Taff et al., 2013). Biofilmes de C. albicans, formados in vitro,
compreendem células fangicas, envoltas por uma matriz extracelular rica em
polissacarideos, encontradas em diferentes morfologias em coexisténcia (levedura,
hifa e pseudo-hifas) (Chandra, Mukherjee, 2015; Kuhn et al., 2002). Quando
formados in vivo ou em amostras obtidas de pacientes, como cateteres
intravasculares ou urinérios usados, esses biofilmes também contém biomoléculas
como fibrinogénio, células mortas, dentre outras, e sua formacao é influenciada por
variaveis derivadas do hospedeiro, incluindo fluxo de fluido, nutrientes e produtos
microbianos (Chandra, Mukherjee, 2015).

Em um estudo realizado por Chandra et al. (2001), os autores verificaram as
etapas de formagéo e a arquitetura do biofilme de C. albicans sobre amostras de
silicone. Na fase inicial, foi observado que as células de C. albicans proliferaram na

forma unicelular de levedura, aderindo a superficie e formando colbnias distintas. Na
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fase intermediaria, as células fungicas coagregadas formaram um filme rico em
polissacarideos, cobrindo e agregando colonias. Com o passar do tempo, o biofilme
amadureceu e a quantidade de material extracelular aumentou, até que as
comunidades de C. albicans foram completamente alojadas dentro dessa matriz
extracelular. Diferencas na formacéo de biofilmes foram atribuidas a diferencas nas
condicBes de nutrientes e propriedades do substrato no qual séo formados.

A densidade celular e quorum sensing, além da producdo de matriz
extracelular, melhora a aderéncia e protege as células componentes do biofilme (Taff
et al., 2013). A presenca de biofilmes em infec¢des causadas por C. albicans podem
ter consequéncias devastadoras e evoluir para infec¢cdes invasivas da corrente
sanguinea com células resistentes as alternativas terapéuticas (Costa-de-Oliveira,
Rodrigues, 2020).

O quorum sensing € um importante mecanismo de comunica¢do microbiana
pela liberacdo continua e monitoramento de moléculas semelhantes a hormonios,
chamadas auto-indutores, ou moléculas de quorum sensing (quorum-sensing
molecules, QSM) (Albuquerque, Casadevall, 2012). Uma das QSM mais conhecidas
€ o farnesol, que atua na regulacdo da formacédo de biofilmes influenciando no
desenvolvimento micelial e, de acordo com alguns autores, pode atuar in vivo como
um fator de viruléncia estimulando densidades celulares muito altas, facilitando a
penetracdo nos tecidos do hospedeiro (Hornby et al., 2001). Além disso, Kruppa
(2009) sugere que, em comunidades polimicrobianas, uma situagdo comum in vivo,
QSM podem funcionar como moléculas de interacao interespécies.

A presenca de proteinas intracelulares, denominadas moonlighting que
emergem na superficie da célula de C. albicans e se ligam a parede celular por um
tempo suficiente, também desempenham um papel importante na adaptacdo do
patbgeno ao ambiente dentro do organismo humano e podem contribuir para
fenbmenos particulares essenciais para a colonizacdo e infeccdo do hospedeiro,
como a adesédo direta as células do hospedeiro e tecidos, ativacdo de cascatas
proteoliticas homeostaticas do hospedeiro e protecdo contra estresse ambiental
(Satala et al., 2020). Algumas proteinas moonlighting podem formar a primeira linha
de defesa contra o estresse oxidativo gerado in vivo por células fagocitarias do

sistema imunolégico (Serrano-Fujarte et al., 2016).
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2.3 LimitacGes de antifungicos para infeccdes causadas por C. albicans

Muitos aspectos de tratamentos com antifingicos tem limitado alternativas
terapéuticas para tratamento de infec¢cdes causadas por C. albicans. Fatores como o
limitado namero de drogas antifungicas atualmente disponiveis, a ocorréncia
crescente de resisténcia antifingica, a possivel toxicidade e interacdo com outras
drogas dos farmacos antifungicos existentes, sao limitagdes que tem norteado a
busca por alternativas terapéuticas para infeccfes fungicas invasivas causadas por
C. albicans (Ford et al., 2015; Lewis, Grayhbill, 2008; Mount et al., 2018).

Sendo patégenos eucariotos, os fungos compartilham muitas semelhancas
com as células do hospedeiro, 0 que prejudica o desenvolvimento de compostos
antifangicos. Entre os antifingicos convencionais disponiveis, os azoélicos sdo os
mais utilizados para o tratamento de infeccBes causadas por espécies do género
Candida, porém, dependendo do tipo de infeccdo e o perfil de sensibilidade das
espécies, outros antifungicos também podem ser usados (Santos et al., 2018).
Fluconazol € um medicamento de preferéncia entre os azois para tratamentos de
infeccbes por Candida, devido ao seu baixo custo e toxicidade, porém tem
apresentado atividade reduzida entre as espécies menos comuns de Candida
(Pfaller et al., 2010). Outros antifungicos utilizados s@o os polienos, como
anfotericina B e nistatina, fluorocitosina e equinocandinas, como caspofunginas
(Pappas et al., 2015; Spampinato, Leonardi, 2013). Em infeccbes sistémicas as vias
de administracdo e excrecdo sdo consideracfes importantes na selecdo de um
agente antifangico apropriado, e fluconazol e caspofungina costumam ser
medicamentos selecionados para o tratamento de infeccdes fungicas do trato
urindrio devido a sua excre¢cdo na forma ativa, principalmente, pela urina
(Spampinato, Leonardi, 2013). Em casos refratarios aos azois, a administracao
sistémica de anfotericina B é a indicagdo mais comum (Colombo et al., 2013;
Pappas et al., 2015).

Contudo, o monitoramento desses medicamentos € essencial para avaliar o
risco de toxicidade. Existe uma hepatotoxicidade potencial do tratamento antifingico,
maior com a utilizacdo de azolicos em comparacdo com preparacdes a base de

anfotericina B e equinocandinas, que pode apresentar riscos aumentados com uso
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de medicamentos concomitantes e doenca hepatica pré-existente, o que leva a
consideracdo de cenarios de tratamento e opcdes de agentes antifungicos
alternativos (Tverdek et al., 2016). Efeitos adversos como nefrotoxicidade e
disturbios eletroliticos podem ser \verificados também em interacdes
medicamentosas de anfotericina B com outras drogas com efeitos colaterais renais
semelhantes, como imunossupressores (Nett, Andes, 2015). Além disso, uma ampla
utilizacdo de alguns antifUngicos pode aumentar a pressdo seletiva e levar ao
desenvolvimento de resisténcia antifungica.

Apesar de ser menos comum, em comparacdo com outras espécies do
género Candida, a resisténcia antifungica de C. albicans tem sido relatada apds o
uso de antifangicos a longo prazo e com infec¢des recorrentes, como candidiase
mucocutanea cronica ou candidiase orofaringea recorrente em pacientes
imunocomprometidos (Arendrup, Patterson, 2017). Ha evidéncias também de
resisténcia de C. albicans ao fluconazol e a classe azdlica em mulheres apés
exposicao prolongada ao medicamento para tratamento de vaginite clinicamente
refrataria (Marchaim et al., 2012). Ford et al. (2015) identificaram uma grande
variedade genética entre isolados clinicos de C. albicans de pacientes tratados com
fluconazol, sugerindo que seu efeito fungistatico altera as proporcdes relativas dos
diferentes genotipos e permite a sobrevivéncia de variantes resistentes.

Além da protecdo do biofilme, que contribui para a resisténcia de C.
albicans, as células fungicas podem apresentar um mecanismo, verificado como
principal responsavel pela resisténcia contra medicamentos, conhecido como bomba
de efluxo, que reduz a entrada do farmaco nos patdgenos, reduzindo assim o efeito
do farmaco (Taff et al., 2013; Zhang et al., 2020). Outros mecanismos de resisténcia
ja relatados envolvem mutacdes que afetam a biossintese de ergosterol e contetudo
na membrana fungica, diminuindo acesso de drogas com mecanismo de acgéo
direcionado a esses alvos (Costa-de-Oliveira, Rodrigues, 2020; Spampinato,
Leonardi, 2013). Além disso, C. albicans possui inUmeras vias de respostas ao
estresse que permitem a sobrevivéncia durante a exposicdo a diversos estresses no
hospedeiro, incluindo estresses induzidos por drogas antifungicas (Mount et al.,
2018).
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2.4 Aprovacao x reposicionamento de compostos

Para desenvolvimento e utilizagdo de novos compostos com potencial
terapéutico, € necessario ultrapassar varias etapas desde a formulacdo até a
aprovacao por 0rgaos governamentais. As etapas descritas pela U.S. Food and Drug
Administration (FDA) tém inicio com a descoberta e o desenvolvimento de novos
medicamentos através de testes moleculares para encontrar possiveis efeitos
benéficos contra varias doencas. Apds 0s primeiros testes, no entanto, apenas um
pequeno numero de compostos parece promissor e exige mais estudos para
determinar diversos aspectos da utilizacdo do farmaco como melhor dose, melhor
forma de administragdo, efeitos adversos, dentre outros. A segunda etapa inclui
estudos pré-clinicos para fornecer informacdes detalhadas sobre a dosagem e os
niveis de toxicidade, o que permite decidir se 0 medicamento deve ser testado em
pessoas. Passando por essas etapas, 0s pesquisadores projetam ensaios clinicos
para responder a questbes de pesquisa especificas relacionadas a um produto
médico, seguindo um plano de estudo especifico, chamado de protocolo,
desenvolvido pelo pesquisador ou fabricante, e 0s ensaios clinicos seguem uma
série tipica de estudos iniciais, em pequena escala, de fase 1, até estudos de fase 3
em estadgio avancado e em grande escala. Por fim, se houver evidéncias dos
primeiros testes e pesquisas pré-clinicas e clinicas, de que um medicamento é
seguro e eficaz para o uso pretendido, a empresa pode registrar um pedido para
comercializar o medicamento, que sera revisado e examinado para sua aprovacao
ou ndo. Apés a aprovacdo, no entanto, sdo realizadas revisfes periddicas de
relatorios de problemas com medicamentos prescritos e de venda livre, pois apesar
das etapas rigorosas no processo de desenvolvimento, existem limitagdes sobre a
seguranca que podem surgir durante o uso do composto.

No Brasil, a responsavel pelo registro de medicamentos em todo o territorio
nacional é a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), e o procedimento
para que um medicamento seja registrado e comercializado € bem semelhante ao da
FDA. Os critérios, no caso da ANVISA, para concessado e renovagao do registro de
medicamentos também levam em consideracdo normas especificas para cada

categoria, tais como medicamentos sintéticos e semissintéticos, biologicos,
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fitoterapicos, especificos, entre outros (ANVISA, 2018). Ao final do processo de
avaliacdo da documentacdo sobre a qualidade, a seguranca e a eficacia do
medicamento, a aprovagado no Brasil, de acordo com a lei 13.411 de dezembro de
2016 do governo brasileiro, que regulamenta o processo de concessédo e renovacgao
de registro de medicamento, é de 120 dias para casos prioritarios (remédios para
doencas raras) e de 180 dias para casos nao prioritarios. Todo 0 processo, portanto,
desde o desenvolvimento até a aprovacdo dos compostos para sua utilizacdo
envolve processos custosos e prolongados (Siles et al., 2013).

Na tentativa de reduzir os prazos de pesquisa e desenvolvimento
farmacéuticos o reposicionamento de medicamentos pode ser uma opcéao viavel. O
reposicionamento ou reaproveitamento de drogas (RD), também conhecido como
reprofiling, resgate, reciclagem ou redirecionamento de drogas, ou ainda troca
terapéutica, € um processo de identificacdo de novas indica¢des farmacolégicas a
partir de compostos ja comercializados e aprovados por 0rgaos governamentais,
para sua aplicagdo no tratamento de doencas diferentes do uso terapéutico
pretendido inicialmente (Rudrapal et al., 2020). Farmacos candidatos ao
reposicionamento muitas vezes passaram por varios estagios de desenvolvimento
clinico e, portanto, tém perfis de seguranca e farmacocinéticos bem conhecidos, o
gue garante rotas mais curtas para a clinica, pois a triagem in vitro e in vivo,
otimizagdo quimica, toxicologia, fabricagdo em massa, desenvolvimento de
formulacBes e até mesmo desenvolvimento clinico inicial, em muitos casos, ja foram
concluidos (Ashburn, Thor, 2004). Estima-se que sejam gastos de 10 a 16 anos e
US$ 12 bilhdes para o desenvolvimento de um novo medicamento na abordagem
tradicional, enquanto no redirecionamento de compostos o tempo estimado é de 3 a
12 anos com gasto de US$ 1,6 bilhdo (Rudrapal et al., 2020).

Para prosseguir com o reposicionamento € necessario gerar um perfil de
produto alvo comercialmente viavel para identificar compostos com as
caracteristicas desejadas direcionados para uma determinada abordagem validada
cientificamente (Ashburn, Thor, 2004). Em seguida, duas estratégias principais de
redirecionamento podem ser desenvolvidas: no alvo (on-target) e fora do alvo (off-
target). Na primeira, 0 mecanismo farmacolégico conhecido de uma molécula de
farmaco € aplicado a uma nova indicacao terapéutica, na qual o alvo biolégico da

droga € o mesmo, mas a doenca é diferente (Ferreira, Andricopulo, 2016). Ja no
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perfil off-target, o0 mecanismo farmacologico é desconhecido e o0 medicamento atua
em novos alvos, fora do escopo original (Rudrapal et al., 2020).

Um sucesso notavel de RD pode ser datado da década de 1970, quando o
medicamento Minoxidil foi aprovado para tratar a perda de cabelo, além de seu uso
direcionado para o tratamento da hipertensédo, ou ainda o langamento do Sildenafil,
nas décadas de 1990 e 2000, um medicamento reposicionado para tratar a
disfuncéo erétil além da indicacao inicial para angina, e da droga Duloxetina, usada
para incontinéncia urinéria de esforgo, originalmente destinada ao tratamento de
depressdo (Low et al., 2020). Um dos exemplos mais significativos de RD
atualmente, € a busca por medicamentos disponiveis, comercialmente usados para
tratar outras doencas, sendo cuidadosamente avaliados para tratamentos da
COVID-19 (Low et al., 2020; Rudrapal et al., 2020).

2.5 Auranofina e seu reposicionamento

Com base na hipétese de que um composto de ouro absorvido oralmente
poderia oferecer eficacia e baixa toxicidade, quando administrado em uma dose
baixa, varios compostos foram selecionados e avaliados na década de 70 para
diminuir a progressdo dos sintomas de artrite reumatoide (Blodgett, 1983). Apos
mais de 10 anos e varios testes clinicos o composto de ouro 2,3,4,6,-tetra-O-acetil-1-
tiol-B-D-glucopiranosato (trietilfosfina) ouro(l) conhecido como auranofina, comecgou
a ser utilizado na década de 1980, devido a suas propriedades anti-inflamatorias
(Madeira et al., 2012; Siles et al., 2013; Wiederhold et al., 2017).

Auranofina foi aprovado para o tratamento a longo prazo da artrite
reumatoide nao responsiva em adultos em doses orais de 3 mg uma ou duas vezes
ao dia, com baixa toxicidade e efeitos adversos (Debnath et al., 2012). Sua atividade
anti-inflamatéria e imunorreguladora, afeta eventos inflamatérios agudos e crénicos e
inibe eventos lesivos dos tecidos, como liberacdo de enzimas lisossémicas,
producdo de radicais de oxigénio e citotoxicidade celular dependente de anticorpos
(Walz et al., 1983). O principal mecanismo de agédo da auranofina, verificado em

células animais, é através da inibicdo da enzima tiorredoxina redutase (TrxR), que
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controla reacdes de oxidacdo e reducao intracelular (Rigobello et al., 2005; Roder,
Thomson, 2015).

Com biodisponibilidade oral e toxicidade sistémica toleraveis, auranofina
apareceu como um composto candidato para reaproveitamento para diferentes usos
terapéuticos (Wiederhold et al., 2017) e o redirecionamento desse composto contra
diversos micro-organismos tem apresentado resultados promissores. Em estudos in
vitro utilizando auranofina contra bactérias, foram verificadas concentracfes
inibitérias contra diversas bactérias gram-positivas e gram-negativas, incluindo
cepas resistentes a medicamentos convencionais (Fuchs et al., 2016; Hokai et al.,
2014; Jackson-Rosario, Self, 2009; She et al.,, 2019). Testes in vivo para
confirmagédo do efeito antibacteriano foi avaliado em animais invertebrados da
espécie Caenorhabditis elegans infectados com Staphylococcus aureus, com
sobrevivéncia de mais de 90% dos animais apés o tratamento com auranofina em
concentracdes verificadas como inibitérias do micro-organismo (Fuchs et al., 2016).

A atividade antiparasitaria de auranofina também foi avaliada e confirmada
contra espécies de protozoarios como Leishmania infatum e Entamoeba hystolitica
(Debnath et al.,, 2012; llari et al., 2012). Os efeitos contra E. hystolitica foram
confirmados in vivo com tratamento de ratos infectados com o parasita com
auranofina (Debnath et al., 2012). Baseado nesses resultados, um teste clinico de
fase | foi iniciado com resultados promissores da seguranca do uso de auranofina
em terapia anti-infecciosa de curto prazo (Capparelli et al., 2017).

Em outro estudo, foi avaliado o efeito do tratamento de auranofina associada
a antirretrovirais em pacientes infectados com o virus HIV-1 (Diaz et al., 2019). A
partir dos resultados, os autores sugeriram que auranofina pode ter um impacto na
dindmica do DNA viral do virus HIV e intensificar a terapia antiviral. Mais
recentemente, também foi verificado in vitro que auranofina inibe a replicacdo do
virus SARS-CoV-2 em células humanas a partir de uma baixa concentracdo, além
de resultar em reducao significativa na expressao de citocinas induzidas por infec¢ao
viral (Rothan et al., 2020).

O potencial antifungico de auranofina também foi verificado in vitro em varios
estudos ao inibir o crescimento plancténico de multiplas espécies de fungos,
incluindo espécies do género Candida (Fuchs et al., 2016; Stylianou et al., 2014;

Thangamani et al., 2017) e isolados clinicos de C. albicans resistentes ao fluconazol,
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reforcando a importancia da abordagem de reposicionamento desse medicamento
(Wiederhold et al., 2017). Em uma dessas pesquisas, 0s resultados indicaram que
auranofina foi eficaz em romper o biofilme de C. albicans, reduzindo a atividade
metabdlica das células fungicas presentes no biofiilme em mais de 75% em
comparacao com o grupo controle.(Thangamani et al., 2017). Ainda em outro estudo
mais recente, auranofina foi capaz de reduzir células de biofilmes dual-espécie de C.
albicans e S. aureus (She et al.,, 2019). Avaliacdes da atividade antifingica de
auranofina in vivo, no entanto, sdo escassas. Até 0 momento, apenas um
experimento foi realizado com tratamento de invertebrados C. elegans infectados
com Cryptococcus neoformans, com reducao significativa da carga fangica média
nos animais tratados em comparacgéo com os grupos de controle (Thangamani et al.,
2017).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

O objetivo geral deste projeto é contribuir para a prospeccao de alternativas
terapéuticas inovadoras para as infec¢des por Candida albicans, avaliando os efeitos
antifngicos do composto auranofina in vitro e toxicidade in vivo, assim como

investigar seus mecanismos de acéo.

3.2 Objetivos especificos

Em busca do objetivo geral, estabelecemos o0s seguintes objetivos
especificos:
a) avaliar do potencial antifungico de auranofina sobre C. albicans;
b) avaliar a acao de auranofina sobre:
« a morfologia celular e integridade da parede celular
» fatores de viruléncia de C. albicans: producdo de exoenzimas e
transicado de levedura-hifa;
» células de C. albicans sob condicfes de estresse osmotico
* 0 metabolismo de C. albicans;
c) avaliar in vivo, em modelo invertebrado Drosophila melanogaster, a

toxicidade das concentragfes efetivas de auranofina;



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Cepas e condigOes de crescimento

Foram incluidas no estudo cepas padrdo de Candida albicans SC 5314 e
ATCC 18804. Essas cepas permaneceram armazenadas em caldo Sabouraud com
20% de glicerol a -80°C. Os indculos utilizados nos testes foram obtidos a partir da
cultura desses micro-organismos em agar Sabouraud dextrose (SD) ou em caldo
YPD (yeast peptone dextrose), determinado por protocolos especificos, por 24 h a
37°C, em aerobiose.

4.2 Preparacédo das solugdes dos farmacos utilizados

A solucdo estoque de auranofina (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) foi
preparada em dimetilsulfoxido (DMSO) (Synth, Sdo Paulo, Brasil) na concentracéo
de 5 mg/ml, de acordo com o fabricante, e mantida no escuro a -20°C. Da mesma
forma foi preparada a solucdo de caspofungina (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) e
anfotericina B (Inlab, Sado Paulo, Brasil). Ambos os compostos foram utilizados como
controle positivo em testes especificos. Durante a utilizacdo dos compostos nos
experimentos, as solucdes foram diluidas nos meios de cultura de cada teste, nas

concentracfes mencionadas.

4.3 Determinagdo da concentracao inibitoria minima (CIM) e concentracao
fungicida minima (CFM)

Foram obtidos valores de CIM e CFM dos compostos auranofina para as

amostras padrao de C. albicans utilizando a técnica da microdiluicdo em caldo RPMI



1640 (Inlab, Sdo Paulo, SP) tamponado com acido 3-(N-morfolino)-propanosulfénico
(MOPS) (Inlab, Sdo Paulo, SP), descrita no documento M27-A3 (CLSI, 2008). As
células da cultura de C. albicans foram suspensas em solugéo fisioldgica estéril
(NaCl 0,9%) até atingir a concentracdo de 1 x 10°® UFC/ml, com o auxilio de
espectrofotometro (A = 530; DO = 0,138) (AJX-1600, AJ Micronal, Sdo Paulo, SP,
Brasil). Em seguida, a suspensédo foi diluida novamente em RPMI até atingir a
concentracéo de 1 x 102 UFC/ml (inéculo).

A faixa de concentragao de auranofina a ser testada foi de 64 a 0,125 pg/ml
(Fuchs et al., 2016). Para atingir a concentracdo inicial, a solucdo estoque de
auranofina foi diluida em caldo RPMI com MOPS e 200 pl da solucéo final foi
adicionada ao primeiro pogo da placa de 96 pocos. O intervalo de teste foi preparado
pela técnica de microdiluicdo com a passagem de 100 pl de um pogo para o outro.
Pocos foram selecionados para controles negativo (apenas com RPMI) e de
crescimento (in6culo sem tratamento). Posteriormente, foram adicionados 100 pL da
suspensao celular (indculo) para os pocos teste e controle de crescimento. A CIM do
solvente da solucdo estoque de auranofina (DMSO) também foi verificada, para
avaliar se ndo ira interferir na acdo do composto, a partir da concentracéo de 1,28%
(quantidade equivalente aquela utilizada como inicial para auranofina). Os
procedimentos foram realizados em triplicata para cada cepa. A seguir, as placas
foram incubadas por 24 h a 37°C, em aerobiose.

A CIM correspondera a concentracdo que levou a mais de 80% de inibicdo
em relacdo ao controle de crescimento, verificada visualmente e pela leitura em
espectrofotometro a 595 nm (Fuchs et al., 2016). A CFM foi obtida pela subcultura
de 10 pl de cada poco verificado sem crescimento do micro-organismo, em placas
de Petri com agar Sabouraud dextrose (SD), incubadas por 24 h a 37°C, em

aerobiose.

4.4  Investigacdo dos mecanismos de acdo de auranofina sobre C. albicans

Para estes ensaios foi utilizada a cepa padréo C. albicans SC 5314 e o valor

de Y2 CIM previamente determinado para auranofina. Foram incluidos controle de
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crescimento, controle solvente (DMSO) e controle positivo, quando necessario,

conforme descrito em cada teste.

4.4.1 Determinacédo do efeito sobre a morfologia da célula fungica

A morfologia celular apds tratamento foi avaliada por microscopia eletrénica
de varredura (MEV). Para obtencao das amostras, uma suspensao de C. albicans na
concentracdo de 10’ UFC/ml foi preparada em solucéo fisiol6gica e diluida para 10°
UFC/ml em RPMI com MOPS. Foram acrescentados 100 pl da suspensédo em 100 pl
de RPMI com auranofina (1/2 CIM), em placa de 96 pocos deixada em estufa a 37°C
por 24 h. Apds o periodo de incubacao, as suspensdes foram centrifugadas a 3000
rom por 5 min, o sobrenadante foi retirado e os pocos foram lavados com 200 pl de
solucéo fisioldgica. A placa foi centrifugada novamente, sob as mesmas condigdes, e
o0 sobrenadante foi descartado. A seguir, foram acrescentados 200 pl de solucao
fisiologica e, a partir da suspenséao formada, foram retirados 20 pl acrescentados em
laminas de vidro (26x76 mm) e mantidos em temperatura ambiente para secagem.
Foram preparadas, da mesma forma, amostras de controle de crescimento (sem
tratamento) e controle solvente, expostas ao DMSO (0,04%).

As etapas seguintes foram realizadas de acordo com de Menezes et al.
(2021) com pequenas modificacdes. Para tanto, as laminas foram acondicionadas
em placas de Petri, cobertas com glutaraldeido 2,5% tamponado com tampé&o fosfato
de sédio (0,1 M) e deixadas no escuro por 24 h em temperatura ambiente para
fixacdo. No dia seguinte, o excesso de glutaraldeido foi retirado das placas com
auxilio de pipetas Pasteur e as laminas foram cobertas com tampao fosfato de sédio
por 10 min, duas vezes, para lavagem. Em seguida, foi realizada a desidratacao das
amostras cobrindo as laminas com alcool em diferentes concentracdes em ordem
crescente (30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 100%), deixadas por 10 min em cada
concentracdo. Por fim, as laminas foram deixadas em estufa a 65°C por 24 h para
secagem.

Para observacdo no MEV, as amostras foram metalizadas com o

equipamento Quorum Q150R (Quorum Technologies, East Sussex, Reino Unido) e



foi utilizado o microscépio de varredura Tescan Veja 3 (Tescan, Brun, Tchéquia) com
detector de elétrons secundarios (SE), a 10 kV. As imagens foram obtidas com

aumentos de 5000x e 15000x em triplicata para avaliagdo qualitativa.

4.4.2 Avaliacdo dos efeitos sobre a parede celular fungica

Os efeitos dos compostos sobre a parede celular fangica foram avaliados
utilizando o ensaio de protecdo por sorbitol proposto por Frost et al. (1995),
realizando o procedimento de microdiluicAo em caldo. Placas de 96 pocos foram
preparadas com diluicbes de auranofina em RPMI com MOPS, na faixa de
concentracdo de 64 a 0,125 pg/ml. Em uma das séries de diluicbes foram
acrescentados 50 pl de solugéo de sorbitol (Sigma Aldrich, Missouri, EUA) a 0,8 M,
preparada em RPMI e filtrada com filtro de 0,22 um, em cada poc¢o. Todos 0S pogos
foram inoculados com 100 pL de suspensdo de células padronizadas (1 x 103
UFC/ml) e as placas foram incubadas a 37°C por 7 dias. Foram adicionados
controles de crescimento e negativo (RPMI ou RPMI+sorbitol). A CIM foi definida
como a concentracdo mais baixa que inibiu 80% do crescimento fungico em
comparacao com o controle de crescimento. A CIM foi verificada também, com ou
sem sorbitol, utilizando caspofungina, como controle positivo, na faixa de
concentracdo de 8 a 0,015 ug/ml (Eksi et al., 2013). Cada experimento foi realizado

em triplicata e repetido trés vezes em momentos diferentes.

4.4.3 Avaliacdo do efeito sobre a transicao levedura-hifa

Os ensaios foram realizados com suspensao de C. albicans padronizada na
concentracdo de 1 x 10 UFC/mI, em solucéo fisiolégica (NaCl 0,9%). Em placa de
24 pocos foram adicionados 500 pl das solugbes de auranofina (concentragao final =
% CIM) e de DMSO (0,08%, v/v), como controle solvente, em duplicata, preparadas

em RPMI com MOPS concentrado (2x) suplementado com 10% de soro fetal bovino



(LGC Biotecnologia, Sado Paulo, Brasil). Em seguida, foram adicionados 500 pl da
suspensao de C. albicans e as placas foram incubadas por 3 h a 37°C (Zuzarte et
al., 2012).

Ap6s o tempo de incubacgdo, foi realizada contagem de acordo com
Chevalier et al. (2012) em camara de Neubauer através de um microscopio (Leica
DMLB, Wetzlar, Alemanha) acoplado a uma camera CMOS (Tucsen Photonics Co.
Ltd., Fuzhou, China) acoplada. As imagens foram visualizadas e capturadas através
do software TCapture sob aumento de 200x. A contagem foi realizada somando
nameros de hifas e pseudo-hifas, e a porcentagem de inibicdo de filamentacao foi
calculada em comparacdo com o controle sem tratamento. Os resultados foram
apresentados como meédias de trés experimentos em momentos diferentes

realizados em triplicata.

4.4.4 Avaliagcdo do efeito sobre a producédo de exoenzimas

A avaliacdo dos efeitos sobre a producdo de fosfolipase foi realizada e
avaliada de acordo com metodologia proposta por Polak (1992) com agar de meio-
base de emulsdo de gema de ovo a 50% preparado em agua deionizada estéril. A
partir de uma cultura de C. albicans, crescida em meio YPD, preparado com 10 g de
extrato de levedura, 10 g de peptona e 10 g de glicose (Mardegan et al., 2006), a
37°C por 24 h, foi padronizada uma suspensédo na concentragdo de 1 x 10’ UFC/ml,
em espectrofotdmetro. Em seguida, 100 pl dessa suspensao foram expostos a 100
pl da solucéo de auranofina (1/2 CIM), preparada em meio YPD, a partir da solucéo
estoque, e a placa com as suspensodes foi incubada a 37°C por 2 h. Apds esse
periodo, foram adicionados 2 pl das suspensdes em placas com agar com emulséo
de gema de ovo, em pontos equidistantes, que foram incubadas a 37°C por 7 dias
em camara umida. Controles de crescimento e solvente (DMSO, 0,04%, v/v) foram
acrescentados. Todos os procedimentos foram realizados em triplicata em trés
momentos diferentes.

A avaliacao do efeito na producéo de proteinase foi baseada na metodologia

de Ruchel et al. (1982) e as suspensfes de C. albicans, expostas ou nao ao
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tratamento, foram distribuidas em agar YCB-BSA-Protovit preparado a partir de uma
solucéo contendo 1,17 g de YCB (yeast carbono base), 0,4 g de soro de albumina
bovina (BSA, Tocris Bioscience, Bristol, Reino Unido) e 0,25 ml de Protovit® plus
(Bayer, Leverkusen, Alemanha), diluidos em 20 ml de &gua deionizada. Essa
solucéo foi filtrada com filtro de 0,22 pm e misturada com 80 ml de solucdo de agar-
agar, previamente esterilizada e resfriada a 50°C em banho-maria. A preparacéo das
suspensdes de C. albicans, exposicado ao tratamento e incubagéo foram realizadas
como descrito para o ensaio de producgéo da fosfolipase.

Os resultados foram expressos em Pz calculados pela razdo entre o
didmetro da col6nia e o diametro da colénia mais a zona de precipitacdo formada,
sendo producao negativa (Pz = 1), positiva (0,64 < Pz < 1) e fortemente positiva (Pz
<0,64).

4.4.5 Avaliacao do efeito antifungico de auranofina sob condi¢cfes de estresse

osmotico

O potencial antifungico de auranofina sob condicbes de estresse osmdético
foi avaliado de acordo com Brilhante et al. (2013). Inicialmente, foi determinada a
concentragdo inibitéria minima de NaCl sobre C. albicans, dentro da faixa de
concentracdo de 2-0,0025 M, utilizando a técnica de microdiluicdo descrita
anteriormente. ApOs a observacdo do resultado em 24 h, foi determinada a
concentracdo subinibitéria de NaCl que permitia o crescimento de células fangicas.

Foram preparadas placas de 96 pocos com diluicbes de auranofina em
RPMI com MOPS, na faixa de concentracdo de 64 a 0,125 pg/ml. Em uma das
séries de diluicdes foram acrescentados 50 ul de solu¢cdo de NaCl, preparada em
agua deionizada e filtrada com filtro de 0,22 um, mantendo a concentracao
subinibitéria de NaCl em cada poco. Todos os pogos foram inoculados com 100 pL
de suspensdo de células padronizadas (1 x 10° UFC/ml) e as placas foram
incubadas a 37°C por 48 h. Apés o periodo, as placas foram lidas em
espectrofotometro a 595 nm, como descrito para o teste de concentracdo inibitoria.

Controles de crescimento e negativo (RPMI ou RPMI+NaCl) também foram
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adicionados. A CIM foi definida como a concentragcdo mais baixa que inibiu 80% do
crescimento no po¢co em comparacdo com o controle de crescimento. Foi verificada
também a CIM, com ou sem NaCl, utilizando anfotericina B como controle positivo,
na faixa de concentracédo de 4 a 0,005 pg/ml (Eksi et al., 2013). Cada experimento

foi realizado em triplicata e repetido trés vezes em momentos diferentes.

4.4.6 Avaliacao do efeito sobre o metabolismo celular de C. albicans

O efeito de auranofina sobre o metabolismo de C. albicans foi avaliado
utilizando o corante brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT)
sobre células em suspensdo. A partir da cultura de 24 h de C. albicans, uma
suspensao foi preparada em solucdo salina tamponada com fosfato (PBS),
padronizada na concentracdo de 10”7 UFC/ml em espectrofotdmetro (A = 530 nm, DO
= 0,56). Em placa de 96 pocos, 100 pl dessa suspensao foram adicionados em
pocos contendo 100 ul de meio base de nitrogénio e levedura (YNB) suplementado
com 1% de glicose (Levitz, Diamond, 1985) preparado com auranofina (1/4 e 1/2
CIM) ou nao (controle de crescimento). Controle negativo, com apenas o0 meio de
cultura, também foi acrescentado. As placas foram, entdo, incubadas ao abrigo da
luz em estufa a 37°C por 24 h.

No dia seguinte, foi realizada a centrifugacéo da placa a 3000 rpm por 5 min
para deposicdo das células no fundo dos pocos. Apds a retirada do sobrenadante,
foi acrescentado PBS, para lavagem dos residuos do meio cultura, e a placa foi
centrifugada novamente com os mesmos parametros. O PBS foi retirado e 200 pl da
solucdo de MTT foram acrescentados. A preparacdo da solucédo final de MTT, e
revelagdo do resultado foram realizadas de acordo com Chiou et al. (2001). Para
tanto, a solucdo de MTT foi preparada a partir do pé de MTT (Inlab, Sdo Paulo, SP)
em PBS (5 mg/ml), filtrada em filtro de 0,22 um, e diluida em YNB, atingindo a
concentracéo final de 0,05 mg/ml. Com o acréscimo da solugdo nos pocos, a placa
foi incubada ao abrigo da luz por 3 h a 37°C (Levitz, Diamond, 1985). Controle
solvente, com DMSO (0,04%), e controle negativo, contendo apenas a solucao de

MTT, também foram acrescentados para controles do ensaio. Apés o periodo, a



placa foi centrifugada novamente, o sobrenadante foi retirado e foram acrescentados
200 pl de isopropanol (Merck Millipore, Massachussetts, EUA) para solubilizacdo dos
cristais de formazan. Houve mais uma centrifugacdo e 100 pl do sobrenadante foram
coletados e acrescentados em poc¢os vazios para leitura em espectrofotometro a 570

nm.

4.5 Avaliagcao do efeito de auranofina in vivo em modelo invertebrado

Drosophila melanogaster

O modelo invertebrado utilizado nos ensaios foi de moscas da espécie
Drosophila melanogaster, obtidas do Centro de Estoque de Bloomington, na

Universidade de Indiana.

4.5.1 Avaliacdo da toxicidade nas concentracdes efetivas

A avaliacéo da toxicidade in vivo foi baseada na metodologia de Sampaio et
al. (2018). Para o ensaio foram utilizadas 50 moscas fémeas, com idade entre 4 e 6
dias, separadas randomicamente, para cada concentracdo. A solucdo estoque de
auranofina foi misturada ao meio base de alimentacdo das moscas valores de 1xCIM
e 10xCIM. Inicialmente, as moscas foram armazenadas em tubos e mantidas sem
alimentagao por 6 h. Apos o periodo, foram transferidas para tubos com meio com
substancia teste com trocas do meio em dias alternados (Figura 1). Também foi
avaliada a sobrevivéncia de moscas com comida padrdo sem auranofina, como
controle. A toxicidade foi avaliada em 8 dias consecutivos com verificagdo do
namero de sobreviventes e a andlise de sobrevivéncia foi realizada através do teste

nao paramétrico de Kaplan-Meier.
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Figura 1 — Tubos com alimento para manutencéao de D. melanogaster

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.6 Andlise estatistica

Os dados obtidos nos ensaios foram analisados estatisticamente com auxilio
do programa GraphPad Prism verséo 8.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA,
USA). Nos experimentos para investigacdo do efeito de auranofina sobre
exoenzimas e células fungicas sob estresse osmotico, os dados foram avaliados
qualitativamente utilizando os critérios descritos em cada experimento. Os resultados
do ensaio de transicdo levedura-hifa foram avaliados pelo teste de normalidade
Shapiro-Wilk e a andlise estatistica foi realizada pelos testes ANOVA e de Tukey
para comparacdes entre os grupos. Na andlise do efeito de auranofina sobre o
metabolismo fungico, foi utilizado o teste Kruskal-Wallis e, para multiplas
comparacdes, o teste de Dunn. No ensaio in vivo, foi utilizada a analise de
sobrevivéncia de Kaplan-Meier. O nivel de significancia para testes estatisticos foi

estabelecido em 5%.
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5 RESULTADOS

5.1 Concentracdes inibitoria minima (CIM) e fungicida minima (CFM)

As concentragdes inibitérias observadas foram de 2 e 4 ug/ml, para as cepas
ATCC 18804 e SC 5314, respectivamente, confirmadas de forma visual e através da
avaliacdo das densidades Opticas obtidas (Figura 2). Apdés a distribuicdo das
suspensdes na placa com agar SD, foi possivel verificar também concentracéo
fungicida minima (CFM) de 32 pg/ml para ambas as cepas (Quadro 1). Nao foram
observadas CIM ou CFM para os experimentos realizados apenas com DMSO,

demonstrando que a acéao efetiva foi do composto.

Figura 2 — Valores de densidade 6ptica verificados apés teste de microdiluicdo com

auranofina e DMSO sobre cepas de C. albicans
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Legenda: As concentragbes com >80% de reducdo da DO em relacdo ao controle foram
consideradas inibitérias minimas (CIM) e estéo indicadas pelo simbolo amarelo. Estdo representadas
as médias de cada triplicata. A leitura das placas foi realizada de forma visual e em espectrofotdmetro
a 595 nm.

Fonte: Elaborada pelo autor.



Quadro 1 — Crescimento de C. albicans verificado na avaliacdo da concentracéo

fungicida minima (CFM) ap0s exposicdo ao composto auranofina

Cepas de Concentragdes (ug/ml)
C. albicans 0 1 2 4 8 16 32 64

5914 UU 4 "‘
ol Olefiaf:l-0 1 N |

Fonte: Elaborada pelo autor.

5.2 Investigagcdo dos mecanismos de agdo de auranofina

5.2.1 Efeito sobre a morfologia da célula fungica

O efeito de auranofina sobre a morfologia celular de C. albicans foi
investigado utilizando microscopia eletrénica de varredura. As imagens, obtidas a
partir de triplicatas, demonstraram que o tratamento com % CIM de auranofina (2
pug/ml) por 24 h, provocaram perfuracbes na estrutura celular fungica com
frequéncia, o que nao foi observado quando as células foram expostas apenas ao
DMSO ou ficaram sem tratamento (controle) (Figura 3). Os danos também foram

verificados nas hifas apés o tratamento com auranofina.



Figura 3 — Imagens de microscopia eletrbnica de varredura (MEV) de C. albicans

com e sem tratamento com auranofina

Controle

DMSO

Legenda: grupo controle = células sem tratamento; grupo DMSO = células tratadas com concentracéo
de DMSO correspondente a quantidade presente na solucéo de % CIM de auranofina, sendo 0,04%;
grupo % CIM = células tratadas com 2 pg/ml.de auranofina. Figuras A, B, C indicam imagens
realizadas no aumento de 5000x. Figuras A’, B’ e C’ indicam imagens realizadas a 15000x. Setas
vermelhas indicam perfuracdes observadas na estrutura celular de C. albicans.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os resultados demonstram, portanto, que auranofina altera a morfologia
celular de C. albicans levando a inibicdo do crescimento fungico. A quantidade de
células observadas também foi menor em comparacdo com 0S Outros grupos,

apesar da concentracao utilizada ser subinibitéria.
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5.2.2 Efeito sobre a parede celular fungica

O efeito sobre a parede celular fungica foi investigado através do ensaio de
protecdo com sorbitol e demonstrou que o composto auranofina ndo tem mecanismo
de acéo direcionado a esse componente celular. A CIM, observada com acréscimo
de sorbitol, avaliada em 7 dias, foi de 8 pg/ml, o que se manteve na auséncia do
sorbitol (Tabela 1). A efetividade do ensaio foi confirmada com acréscimo de
caspofungina (controle positivo), composto ja descrito com efeito sobre a parede
celular de C. albicans (Odds et al., 2003), que apresentou maior CIM na presenca de
sorbitol (2 pg/ml) em comparacdo com a CIM verificada no teste sem o sorbitol (1
pg/ml). Microdiluicdes com controle solvente ndo foram acrescentadas neste

experimento, pois nao foi verificado valor de CIM na presenca de DMSO.

Tabela 1 — Concentracao inibitéria minima (CIM), em pg/ml, observada com ou sem
sorbitol, para avaliar o efeito de auranofina ou caspofungina (controle positivo) sobre

a parede celular de C. albicans

Auranofina Caspofungina
Cepa 2 dias 7 dias 2 dias 7 dias
S() | SH) | SG) | SH) | S | SH | S() |SM
SC 5314 4 4 8 8 1 2 1 2

Legenda: S (+) = teste realizado com 50 ul de sorbitol (0,8 M); S(-) = teste realizado sem sorbitol.
Fonte: Elaborada pelo autor.

5.2.3 Efeito sobre a transicéo levedura-hifa

Apos tratamento das suspensdes de C. albicans com a CIM de auranofina,
em solugBes enriquecidas com 10% de soro fetal bovino, foi possivel observar uma
diminuicdo no nimero de células apds o tratamento com auranofina. No entanto,

apos a realizacdo do teste estatistico ANOVA, os resultados ndo demonstraram
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diferenca significativa (p>0,05) com relagdo a quantidade de células e a
porcentagem de filamentacdo entre as células tratadas, o controle de crescimento

(sem tratamento) e o controle solvente (DMSO) (Figura 4).

Figura 4 — Porcentagem de filamentacédo e numero de células observadas apés

incubacao de células de C. albicans com auranofina
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Legenda: 1xCIM = células tratadas com a CIM (4 ug/ml) de auranofina; Controle = controle de
crescimento com células néo tratadas; DMSO = controle solvente com células expostas a DMSO
0,08%; n.s = diferenca ndo significante (p>0,05). Porcentagem (%) de filamentacdo calculada pela
quantidade de células em filamentacéo (hifas + pseudo-hifas) / total de células - 100.

Fonte: Elaborada pelo autor.

5.2.4 Acdao sobre a producéo de exoenzimas

O efeito de auranofina sobre a producédo de fosfolipase e proteinase foi
avaliado com a distribuicdo de suspensdes de C. albicans em &gar com meio-base
de emulsdo de gema de ovo a 50% e agar YCB-BSA, respectivamente, apos
tratamento com %2 CIM (2 pug/ml) ou DMSO (0,04%) por 2 h. Foi realizada a medi¢cao
do diametro da colénia (DC) e do diametro da colbnia mais a zona de precipitacao

formada (DC+ZP) (Figura 5) e o valor de Pz foi quantificado (Pz = DC/DC+ZP).
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Figura 5 — Coldnia e halo de precipitacdo formados apos 7 dias de incubacéo da

suspensao de C. albicans tratada com auranofina

_ocy
. DC

Legenda: estéo representadas as precipitacdes verificadas no teste do efeito sobre fosfolipase (a
esquerda) e sobre proteinase (a direita). DC = diametro da coldnia; DC+ZP = diametro da colbnia +
zona de precipitagao.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os resultados demonstraram que nao houve diferenca entre a producéo de
fosfolipase e proteinase das col6nias tratadas com auranofina e os controles de
crescimento (sem tratamento) e solvente (DMSO) (Tabela 2), indicando que o
composto néo afetou a producdo dessas exoenzimas por C. albicans.

Tabela 2 — Média dos valores de Pz (n = 9) referente a producéo de fosfolipase e

proteinase apoés tratamento com auranofina

Tratamento Valores de Pz Classificacao
_ 0,66 (F) Positiva
Auranofina (2 pg/ml) _
0,36 (P) Fortemente positiva
0,72 (F) Positiva
DMSO (0,04%) _
0,36 (P) Fortemente positiva
. 0,68 (F) Positiva
Controle de crescimento _
0,33 (P) Fortemente positiva

Legenda: classificacdo baseada em Price et al. (1982), sendo producéo negativa (Pz = 1), positiva (1
> Pz > 0,64) e fortemente positiva (Pz < 0,64). F = teste de producdo de fosfolipase; P = teste de
producéo de proteinase.

Fonte: Elaborada pelo autor.



5.2.5 Efeito antifungico de auranofina sob condi¢cdes de estresse osmaotico

Inicialmente, foi obtida a CIM de NaCl de 1 M e os ensaios seguintes foram
realizados com a concentracéo subinibitoria de 0,5 M. Com acréscimo de NacCl, que
proporcionou condi¢cBes de estresse osmoético sobre C. albicans, foi verificada uma
menor CIM de auranofina apds 48 h, em comparacdo com o teste realizado na

auséncia de NaCl (Figura 6).

Figura 6 - Gréficos de densidades épticas verificadas apés tratamento de C. albicans

sob estresse osmoético
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Legenda: a concentracdo média que inibiu mais de 80% do crescimento fungico esta indicada pelo
simbolo amarelo.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Ao provocar um estresse osmotico com o acréscimo de NaCl, substancias
gue atingem a membrana celular podem ter seus efeitos potencializados. Os
resultados sugerem, portanto, que auranofina apresenta efeito direto na membrana
celular fungica ou em processos moleculares que afetam a membrana. A diminuicao
da CIM no teste com anfotericina B, um controle positivo com mecanismo de acéo ja
conhecido sobre a membrana fangica, demonstra que o ensaio pode indicar efeitos

diretos na membrana.
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5.2.6 Efeito sobre o metabolismo celular de C. albicans

O efeito de auranofina sobre o metabolismo de C. albicans, verificado
através do ensaio com MTT, demonstrou que as concentracdes de auranofina
utilizadas (1 e 2 pg/ml) reduziram o metabolismo celular fungico com diminuicéo
significativa (p<0,05) nos valores de DO, em comparagdo com 0 controle de
crescimento e controle solvente (DMSO), ap0s o tratamento com 2 pg/ml (Figura
7).

Figura 7 — Valores de DO verificados no ensaio com MTT apoés tratamento de

suspensdes de C. albicans com auranofina e DMSO
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Legenda: Ensaio realizado com ¥ CIM (1 pg/ml) e %2 CIM (2 pg/ml). Controle = controle de
crescimento sem tratamento; DMSO = controle solvente com DMSO 0,04%; C- = controle negativo
com solugdo de MTT. Barras indicam o desvio-padrdo (n=12) e letras diferentes indicam diferenca
significante (p<0,05).

Fonte: Elaborada pelo autor.

O tratamento com apenas DMSO, na concentragcdo equivalente a maior
concentracdo de auranofina utilizada, ndo demonstrou efeitos no metabolismo,
indicando a acgéo efetiva do composto. Além disso, o controle negativo, contendo
apenas solucdo de MTT, indicou que a formacdo dos cristais de formazan

ocorreram apenas devido ao metabolismo celular.
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5.3 Efeito da auranofina in vivo em modelo invertebrado Drosophila

melanogaster

5.3.1 Toxicidade das concentracfes efetivas de auranofina

Na avaliacdo de toxicidade de auranofina sobre moscas da espécie D.
melanogaster, foi observada de 80-100% de sobrevivéncia dos animais, apos
ingestdo do alimento com concentracbes de auranofina (Figura 8). Nas
concentracOes utilizadas (4 e 40 pg/ml) o composto demonstrou, portanto, baixa
toxicidade, sendo a maior concentracdo acima da observada como CFM. O periodo
de avaliacdo foi de 8 dias, com trocas do alimento contendo o composto ou nao

(controle) em dias alternados.

Figura 8 — Curva de sobrevivéncia de D. melanogaster apos ingestdo do alimento

com auranofina
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Fonte Elaborada pelo autor.



6 DISCUSSAO

A disponibilidade de medicamentos para combater infec¢bes fungicas
sistémicas ainda € muito limitado, apesar do desenvolvimento de pesquisas
dedicadas ao desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas (Kim et al., 2015).
Diante disso, a triagem por “medicamentos reposicionaveis”, que podem atuar
também como adjuvantes a antifingicos convencionais pode ser uma opg¢éo para
tratamento dessas infeccbes (Eldesouky et al., 2020). Ao redirecionar compostos ja
aprovados, por 0rgaos governamentais, e comercializados, para fins diferentes dos
que foram direcionados inicialmente, os prazos de pesquisa e desenvolvimento
farmacéutico sdo reduzidos, pois sdo compostos com perfis de seguranca e
farmacocinéticos bem conhecidos e com triagem in vitro e in vivo ja concluida, o que
permite caminhos mais curtos para a utilizacao clinica (Ashburn, Thor, 2004).

Auranofina, um composto de ouro com propriedades anti-inflamatérias usado
por via oral no tratamento da artrite reumatoide ha mais de 30 anos, tem
apresentado resultados promissores para reposicionamento como antimicrobiano e
antiparasitario (Peroutka-Bigus, Bellaire, 2019; Rothan et al., 2020; Siles et al., 2013;
Thangamani et al., 2016). Neste contexto, o presente trabalho buscou elucidar os
possiveis mecanismos de acao de auranofina sobre a estrutura celular e processos
moleculares de C. albicans, além de verificar a toxicidade do composto in vivo nas
concentracfes antifingicas efetivas, o que pode contribuir em investigacdes clinicas
de utilizacdo desse composto para tratamentos de candidoses sistémicas.

O efeito inibitério de auranofina sobre C. albicans foi verificado em nosso
estudo, nas concentracbes de 2 e 4 pg/ml (cepas ATCC 18804 e SC 5314,
respectivamente) apds 24 h de incubacéo. Diferentes valores de CIM de auranofina
foram verificados em estudos anteriores com cepas diferentes das que foram
utilizadas em nosso estudo. Wiederhold et al. (2017) encontraram CIM de 0,25 a 1
png/ml ao analisar treze cepas clinicas de C. albicans. Neste caso, 0os autores
consideraram uma reducéo de 50% com relacdo ao controle de crescimento. Em
outro estudo, de She et al. (2019), a CIM encontrada para auranofina foi de 8 pg/ml
para duas cepas padrdes de C. albicans, com incubacéo das placas por 48 h.

Ao utilizar a cepa SC 5314, como em nosso estudo, Fuchs et al. (2016),

43



descreveram um valor de CIM de 8 pg/ml. No entanto, neste estudo, os autores
utilizaram uma concentracéo de micro-organismos de 5 x 10* a 2,5 x 108 células/ml
para o teste de microdiluicdo, concentracdes diferentes da que foi utilizada em nosso
estudo (102 UFC/mI). Ainda assim, no mesmo trabalho é possivel observar, no
grafico com as concentracdes utilizadas, uma reducdo do crescimento de C. albicans
em relacdo ao controle sem tratamento, a partir de 4 pg/ml em 24 h, corroborando
com nossos resultados. Essas variacdes, portanto, podem ocorrer com a utilizagcéo
de diferentes cepas e de diferentes protocolos para verificagdo da CIM. A CFM
também pode variar pelos mesmos motivos. Apesar disso, estudos anteriores
demonstraram acao fungicida de auranofina com concentracdes de 8 e 32 pg/ml
(She et al., 2019) e acima de 16 pg/ml (Wiederhold et al., 2017), valores similares ao
gue foi observado em nossos resultados de CFM de 32 pg/ml para ambas as cepas.
Fuchs et al. (2016), porém, néo verificaram efeito fungicida para a cepa SC 5314 até
64 upg/ml de auranofina, uma variagdo que pode ter sido encontrada devido a
concentragéo da suspensao de C. albicans utilizada, e meio de cultura diferente do
que foi utilizado em nosso estudo, para avaliagdo da CFM.

Apesar de ser um medicamento ja conhecido, 0 mecanismo de acdo de
auranofina sobre C. albicans foi pouco explorado em estudos anteriores. Quando o
reposicionamento € direcionado para atuacdo do medicamento como antimicrobiano,
0S mecanismos de acdo sdo pontos importantes a serem avaliados, pois o estudo
dos principais mecanismos-alvo sobre estrutura antimicrobiana s&o pontos de
partida classicos para o estudo de novas técnicas terapéuticas para evitar falhas no
processo de aprovacao com essa finalidade (Singh et al., 2021).

Durante a investigacdo desses mecanismos neste trabalho, foi possivel
observar, através da analise de imagens de microscopia eletrbnica de varredura
(MEV), que auranofina diminuiu visivelmente a quantidade de células e afetou a
morfologia celular de C. albicans em culturas plancténicas. As células ficaram em
contato com o composto em concentracdo subinibitoria (2 pg/ml) por 24 h antes da
preparacao para o MEV. Essa foi a primeira observacédo dos efeitos de auranofina
em células planctbnicas, porém outros autores utilizaram MEV para avaliar a acao
de auranofina sobre biofilmes de C. albicans, formados em cateteres, e observaram
a diminuicdo de células no biofilme e de sua estrutura em tratamentos com 8 pg/ml
por 24 h (She et al., 2019).
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Apesar do efeito observado sobre a estrutura celular fangica, néo foi
verificada acdo de auranofina sobre a parede celular de C. albicans no ensaio
realizado com sorbitol. Nessa metodologia, o sorbitol aumenta a osmolaridade
externa da célula, reduzindo a pressdo de turgescéncia para fora e estabiliza a
parede celular (Popolo et al., 2001). Dessa forma, na presenca de sorbitol, as células
ficam menos inchadas e as propriedades da parede celular retornam ao normal,
aumentando os valores de CIM se a substancia testada atuar diretamente sobre a
parede celular, o que é verificado no teste com caspofungina, utilizada como controle
positivo por ser um medicamento ja conhecido que desestabiliza a integridade da
parede celular fungica, levando a instabilidade osmotica e morte celular (Kofla,
Ruhnke, 2011; Wiederhold, Lewis, 2003). Os valores de CIM de auranofina foram
semelhantes na presenca ou auséncia de sorbitol, 0 que sugere, portanto, que a
inibicdo do crescimento fungico ocorreu sem afetar especificamente esse
componente celular.

Ndo foi verificado também efeito de auranofina, na concentracao
subinibitoria, sobre fatores de viruléncia de C. albicans como transi¢do hifa-levedura
e producdo de exoenzimas. Com relacdo a mudanca na morfologia, a porcentagem
de filamentacdo foi muito semelhante entre os grupos tratado e controles sem
tratamento e DMSO. Da mesma forma, a producdo das exoenzimas, fosfolipase e
proteinase, foi similar em todos os grupos. A classificagdo da producdo das enzimas
foi baseada no célculo da raz&o entre o didmetro da colénia e o diametro da coldnia
mais a precipitacdo observada em &agares especificos, sendo “positiva” para
fosfolipase e “fortemente positiva” para proteinase.

Apesar disso, o efeito de auranofina foi observado sobre suspensdes de C.
albicans sob condicfes de estresse osmotico, com diminui¢cdo da CIM. Neste ensaio,
células fungicas foram expostas a uma concentracdo subinibitéria de NaCl e
auranofina. A quantidade de NaCl alterou a pressao osmotica no meio e 0 acréscimo
de auranofina pode ter ocasionado um aumento do extravasamento do conteudo
celular, diminuindo a CIM. Dessa forma, os resultados sugerem que 0 composto atue
direta ou indiretamente sobre a estrutura da membrana celular fungica, o que pode
estar relacionado com a alteracado observada no MEV. O resultado do efeito direto
na membrana pode ser observado com o controle positivo, anfotericina B, que

também teve a diminuicdo da CIM nas mesmas condic¢des, e ja tem mecanismo de
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acdo conhecido sobre a membrana celular fungica, através da ligacdo com a
molécula de ergosterol e inducéo da formacdo de poros na membrana (Mesa-Arango
et al., 2012).

Outro possivel mecanismo de acdo de auranofina sobre C. albicans foi
avaliado utilizando o composto brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT). A molécula de MTT € clivada em cristais de formazan por
células com mitocondrias ativas, o que é verificado através da espectrofotometria
(Mosmann, 1983). Diante disso, nossos resultados demonstraram que as
concentracdes de ¥4 e ¥2 CIM de auranofina foram suficientes para induzir a redugéo
da atividade mitocondrial de C. albicans, sendo significativa com a concentracéo
subinibitéria (2 pg/ml) em relacdo aos controles ndo tratado e DMSO. Nessas
concentragcdes ndo houve diminui¢do do crescimento fingico, de acordo com o teste
de microdilui¢do, indicando que houve apenas a reducao do metabolismo sem afetar
a quantidade de células na suspensao.

Com sua atuacdo bioenergética, as mitocondrias sdo qualificadas como
principais organelas responsaveis pela producédo de espécies reativas de oxigénio
(ROS), que participam da inducédo do estresse oxidativo celular (Nohl et al., 2003;
Zhao et al.,, 2019). Uma das espécies reativas produzidas é o peroxido de
hidrogénio, que pode ser controlado pela oxidacdo da proteina tiorredoxina (Trx).
Alguns autores observaram que auranofina impede fortemente a atividade da enzima
tioredoxina redutase (TrxR) em mitocondrias de células de mamiferos, o que impede
a reducdo da Trx e resulta na abertura de poros ou aumento da permeabilidade da
membrana externa mitocondrial (Rigobello et al., 2005). Dessa forma, o efeito de
auranofina na inativagéo das mitocondrias verificadas no ensaio do MTT, pode ter
levado a um aumento do estresse oxidativo, com liberagdo de ROS para o meio
intracelular.

Moléculas semelhantes as TrxR e Trx de animais estdo presentes em C.
albicans e atuam como antioxidante, regulando respostas ao estresse induzido por
peréxido de hidrogénio (H202) (Dantas et al., 2010). E possivel, portanto, que
auranofina, além de atuar na atividade mitocondrial, tenha interferido na resposta ao
estresse oxidativo gerado ao impedir a reducdo de Trx, por inibicdo de TrxR
presente nas células fangicas, causando o efeito fungicida verificado no ensaio de

CFM. Além disso, Dantas et al. (2010) ainda observaram que, na auséncia de Trx
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reduzida, as células fungicas apresentaram viruléncia significativamente atenuada in
Vivo.

No ensaio de toxicidade in vivo realizado com moscas da espécie Drosophila
melanogaster, foi possivel observar a sobrevivéncia de mais de 80% dos animais
gue ingeriram alimento contendo 4 ou 40 pg/ml de auranofina, sendo esta Ultima
uma concentracdo acima da verificada como fungicida (32 pg/ml). Apesar da
auséncia de registros na literatura de ensaios in vivo de redirecionamento de
auranofina para tratamento de infec¢des por C. albicans, alguns autores verificaram
gue concentracdes até 25 pug/ml do composto proporcionou a sobrevivéncia de mais
de 80% de vermes da espécie Caenorhabditis elegans infectados com
Staphylococcus aureus, indicando a baixa toxicidade do composto e acéo
antimicrobiana (Fuchs et al., 2016). Outros ainda observaram que o tratamento de C.
elegans infectados com fungos Cryptococcus neoformans, com 8 pg/ml de
auranofina, diminuiu a UFC/animal apés 24 h (Thangamani et al., 2017), o que
poderia garantir a sobrevivéncia em um periodo prolongado.

Por fim, este estudo demonstrou que o composto auranofina tem sua
eficacia contra C. albicans com mecanismos de acdo direcionado,
preferencialmente, ao metabolismo flungico e possivel inibicdo da resposta ao
estresse oxidativo, com baixa toxicidade em modelo invertebrado nas concentracées
efetivas. Apesar disso, mais investigacbes sao necessarias, como avaliacdo do
efeito em infec¢des fungicas in vivo e farmacocinética nas concentracfes efetivas,
dentre outras, para determinar a eficacia e a dose ideal in vivo ao redirecionar
auranofina para tratamento de infec¢des fungicas causadas, principalmente, por C.

albicans.
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7 CONCLUSAO

Apesar da auséncia de efeitos sobre fatores de viruléncia, auranofina teve
efeito fungistatico e fungicida em determinadas concentracfes e causou reducao no
metabolismo fangico e no crescimento fungico sob estresse osmoético, sugerindo,
nesse caso, um possivel efeito direto ou indireto na membrana celular fungica. Além
disso, nas concentracbes efetivas ndo foi observada toxicidade relevante in vivo
utilizando o modelo animal Drosophila melanogaster. Os resultados demonstraram,
portanto, que auranofina tem potencial para seu reposicionamento como antifingico.
No entanto, mais estudos sdo necessarios para mais esclarecimentos e utilizacédo

adequada do medicamento.
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