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RESUMO 
 
 
Vegian MRC. Estudo do potencial de reposicionamento do composto auranofina no 
controle de infecções por Candida albicans [tese]. São José dos Campos (SP): 
Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciência e Tecnologia; 2022. 
 

 
A ocorrência crescente de resistência antifúngica, a toxicidade, além do pequeno 
espectro de ação dos antifúngicos convencionais, limita o número de alternativas 
terapêuticas para doenças causadas por leveduras do gênero Candida. Uma das 
frentes de pesquisa é a proposta de novos usos para drogas existentes chamada de 
reposicionamento, que diminui o tempo e esforço na busca de novos compostos 
eficazes. Neste contexto, o presente estudo tem como objetivo avaliar o potencial 
antifúngico e os mecanismos de ação do composto auranofina contra a espécie 
Candida albicans, além da toxicidade in vivo. Foram utilizadas cepas padrões de C. 
albicans (SC5314, ATCC 18804) e as concentrações inibitória mínima (CIM) e 
fungicida mínima (CFM) foram determinadas. Os mecanismos de ação dos 
compostos foram avaliados sobre a estrutura celular de C. albicans, com verificação 
de alterações na morfologia, na parede celular, sobre os fatores de virulência de C. 
albicans, como transição levedura-hifa e produção de exoenzimas, além do efeito do 
composto sobre o metabolismo de C. albicans e efeito antifúngico sob condições de 
estresse osmótico. Para avaliação da toxicidade das concentrações efetivas de 
auranofina in vivo, foi utilizado o modelo invertebrado, Drosophila melanogaster. Os 
dados obtidos no ensaio de transição levedura-hifa foram avaliados pelos testes 
ANOVA e de Tukey e os testes Kruskal-Wallis e de Dunn. foram utilizados na análise 
do efeito de auranofina sobre o metabolismo fúngico. O nível de significância para 
todos os testes foi de 5%. Foram verificadas concentrações inibitória e fungicida de 
auranofina sobre C. albicans. Apesar da ausência de efeitos sobre fatores de 
virulência, auranofina causou redução no metabolismo fúngico e no crescimento 
fúngico sob estresse osmótico, sugerindo, nesse caso, um possível efeito direto ou 
indireto na membrana celular fúngica. Além disso, nas concentrações efetivas não 
foi observada toxicidade relevante in vivo. Os resultados demonstraram, portanto, 
que auranofina tem potencial para seu reposicionamento como antifúngico, no 
entanto, mais estudos são necessários para mais esclarecimentos e utilização 
adequada do medicamento. 
 
 
Palavras-chave: auranofina; Candida albicans; antifúngico; mecanismo de ação;  
Drosophila. 
 
 
  



 

ABSTRACT 
 
 
Vegian MRC. Study on the potential for the repositioning of auranofin in the control of 
Candida albicans infections [thesis]. São 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 INTRODUÇÃO 

 

 

A incidência de infecções fúngicas tem aumentado significativamente nas 

últimas décadas (Mount et al., 2018). Em particular, as infecções por espécies do 

gênero Candida são consideradas um problema relevante nas áreas médicas (Dadar 

et al., 2018). Essas infecções podem ser superficiais e sistêmicas (Williams et al., 

2013). As infecções sistêmicas ocorrem quando o fungo invade a barreira epitelial e 

atinge a circulação sanguínea, causando a candidemia (Gow et al., 2013), a qual 

apresenta taxas de mortalidade de até 50% (Omrani et al., 2014). 

Neste cenário, infecções causadas por fungos do gênero Candida são as 

principais causas de infecções nosocomiais da corrente sanguínea em hospitais 

terciários em todo o mundo (Dadar et al., 2018). Por ser um micro-organismo 

comensal é necessário um comprometimento do mecanismo de defesa do 

organismo do hospedeiro para se tornar um patógeno, o que pode ocorrer após 

mudanças nas barreiras naturais ou comprometimento do sistema imunológico 

(Pilmis et al., 2017). Situações clínicas de pacientes com doenças, como a COVID-

19, podem ter complicações por infecções fúngicas com resultados desfavoráveis, o 

que tem sido demonstrado em um número crescente de relatos de casos e estudos 

observacionais (Arastehfar et al., 2020). Além disso, um estudo verificou que 

padrões específicos de exposição a antibióticos estão surgindo como novos fatores 

de risco para candidemia.em pacientes internados ou não em unidades de terapia 

intensiva (Poissy et al., 2020) 

Candida albicans é uma das espécies mais isoladas da cavidade bucal e 

está frequentemente associada às candidoses (Farah et al., 2010). Tem 

característica dimórfica e coloniza a mucosa bucal de forma comensal, tornando- se, 

no entanto, oportunista na presença de fatores predisponentes (Dadar et al., 2018). 

Sua capacidade de invasão tecidual, de adesão à células hospedeiras e formação 

de biofilme são ligadas à capacidade de transição de levedura para hifas, o que 

determina sua patogenicidade (Verma-Gaur, Traven, 2016). Além disso, a virulência 

de C. albicans envolve também componentes estruturais, como composição da 

parede celular, que podem diferir entre suas formas de hifa e levedura, 

apresentando um desafio para o sistema imunológico do hospedeiro (Gow et al., 
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2013). A aderência às células epiteliais através de adesinas da parede também 

auxilia na invasividade do fungo, permitindo a fixação de hifas na mucosa (Chin et 

al., 2016).  

A ocorrência crescente de resistência antifúngica, a toxicidade e interação 

com outras drogas dos fármacos antifúngicos existentes, além do pequeno espectro 

de ação, limita o número de alternativas terapêuticas para a candidose (Ford et al., 

2015; Lewis, Graybill, 2008). O desenvolvimento de resistência aos agentes 

antifúngicos como da classe dos azóis, por exemplo, que tem ampla utilização 

clínica e são vendidos sem restrições, contra infecções por Candida, tem se tornado 

um problema na busca por tratamentos de candidemias (Arendrup, Patterson, 2017). 

A resistência em C. albicans está relacionada, principalmente, com a densidade 

celular e quorum sensing dos biofilmes, além da produção de matriz extracelular, 

que melhora a aderência e protege as células componentes do biofilme de 

condições ambientais adversas (Taff et al., 2013). Portanto, é necessária a busca 

por novos compostos químicos com potencial antifúngico para tratamentos 

alternativos aos procedimentos convencionais. 

No entanto, o desenvolvimento de novos fármacos envolve processos 

custosos e prolongados, que precisam ser testados e aprovados por órgãos 

governamentais para garantir sua segura utilização (Siles et al., 2013). Dessa forma, 

medicamentos já aprovados para o tratamento de outras doenças, podem ser 

avaliados para diferentes ações e diminuir o tempo e esforço na busca de novos 

compostos eficazes (Wiederhold et al., 2017). 

Auranofina, um medicamento com propriedades anti-inflamatórias utilizado 

desde 1985 para diminuir a progressão dos sintomas de artrite reumatoide (Siles et 

al., 2013; Wiederhold et al., 2017), tem demonstrado, em pesquisas da última 

década, atividades antiparasitária, antifúngica e antibacteriana (Debnath et al., 2012; 

Fuchs et al., 2016; Hokai et al., 2014). Além disso, auranofina apresenta 

biodisponibilidade oral e toxicidade sistêmica toleráveis, indicando um possível 

reaproveitamento para diferentes usos terapêuticos (Wiederhold et al., 2017). 

Estudos recentes verificaram efeito inibitório in vitro desse composto sobre células 

planctônicas e biofilme de C. albicans (Fuchs et al., 2016; She et al., 2019), incluindo 

isolados clínicos resistentes ao fluconazol, reforçando a importância da abordagem 

de reposicionamento desse medicamento (Wiederhold et al., 2017). Apesar disso, 
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são necessários estudos concentrados na caracterização do mecanismo de ação 

específico, responsável pela atividade antifúngica, assim como experimentos in vivo, 

para sua utilização de forma efetiva.  

Em estudos in vivo, tem sido utilizados diversos modelos animais para 

investigar eventos como toxicidade de compostos e curvas de sobrevivência após 

infecções 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 antifúngico de auranofina sobre C. 

albicans foi recentemente descrito em estudos anteriores, como já mencionado, as 

informações disponíveis ainda não são suficientes para sugerir o reposicionamento 

dos fármacos para uso como antifúngico. Os mecanismos de ação, efeito sobre 

fatores de virulência e na interação patógeno-hospedeiro de C. albicans, não 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 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1 Aspectos gerais das infecções fúngicas invasivas 

 

 

As doenças invasivas causadas por fungos, impactam profundamente a 

saúde humana. Com altas taxas de mortalidade, essas infecções permanecem 

pouco estudadas e subdiagnosticadas em comparação com outras doenças 

infecciosas (Brown et al., 2012). O diagnóstico e tratamento de infecções fúngicas 

invasivas, com terapia antifúngica, muitas vezes, ocorre após vários exames e 

consultas por causa de manifestações clínicas atípicas, baixa incidência de sinais 

específicos em exames e baixa sensibilidade na detecção microbiana (Zhang, Zhu, 

2020), o que pode influenciar no desenvolvimento da doença no paciente.  

Um estudo retrospectivo da incidência de infecções fúngicas durante 85 

anos de serviço de necrópsia no Brasil, demonstrou que 19% dos casos foram 

suspeitos de diagnóstico clínico de infecção fúngica, mas sem classificação dos 

patógenos fúngicos no diagnóstico post-mortem (Dantas et al., 2021). Os autores 

descreveram que o uso progressivo de novas terapias imunossupressoras para 

transplante ou câncer podem dificultar a detecção de fungos e, o uso prévio de 

terapia antifúngica pode ter levado à descrição de baixas taxas de infecções 

fúngicas. Giacomazzi et al. (2016) demonstraram a existência de uma grande 

discrepância entre o número de infecções fúngicas notificadas ao Ministério da 

Saúde do Brasil e sua ocorrência estimada na população geral, principalmente, entre 

pacientes com doenças graves. Diante disso, com ausência de dados precisos, 

autoridades governamentais podem excluir tais doenças de seu plano de prioritárias 

para a assistência à saúde. 

As infecções fúngicas humanas diferem fundamentalmente de outras 

infecções. Patógenos fúngicos podem infectar uma ampla variedade de tipos 

celulares, o que pode levar à infecção de vários tecidos no mesmo hospedeiro 

(dependendo do seu estado imunológico), sofrendo alterações morfogênicas durante 

a infecção (Rodrigues, Nosanchuk, 2020). Uma infecção fúngica invasiva pode ser 

iniciada pela invasão fúngica da mucosa, pela inalação de esporos fúngicos do 
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ambiente ou por inoculação direta, que levam à colonização e disseminação do 

fungo no organismo (Firacative, 2020). No entanto, as manifestações clínicas das 

infecções não são específicas e a gravidade da doença depende das defesas do 

hospedeiro (Firacative, 2020). De acordo com uma revisão recente das definições e 

consenso sobre infecções fúngicas, uma doença fúngica invasiva ou sistêmica só é 

comprovada quando o dano tecidual, devido a elementos fúngicos, é observada por 

exame histopatológico e/ou quando o agente etiológico é isolado por cultura de 

amostras clínicas (Peter Donnelly et al., 2020). A candidíase hematogênica é uma 

complicação infecciosa que deve ser investigada em pacientes internados por um 

longo período e expostos a fatores de risco de candidemia, principalmente, 

exposição à antibioticoterapia de amplo espectro, procedimentos médicos invasivos, 

terapia imunossupressora e nutrição parenteral, porém, dados brasileiros sugerem 

que 40-50% desses pacientes estão na UTI no momento do diagnóstico, o que pode 

dificultar o controle da infecção e das opções de tratamento (Colombo et al., 2013). 

Em circunstâncias normais, geralmente, o tecido epitelial humano intacto, a 

barreira mucociliar do trato respiratório e um sistema imunológico competente 

impedem a invasão fúngica (de Pauw, 2011). Diante disso, o risco de infecção 

fúngica aumenta com a  presença de barreiras epiteliais disfuncionais e a introdução 

generalizada de sistemas venosos centrais, como ocorre em tratamentos com 

quimioterápicos, ou indivíduos imunocomprometidos (Papon et al., 2021; de Pauw, 

2011). 

Associação entre corticosteroides e predisposição para infecções fúngicas 

ou agravamento dessas infecções, também tem sido investigada. Apesar da terapia 

com esteroides para doenças alérgicas fúngicas ter uma longa história de uso bem-

sucedido, alguns autores sugerem que o uso excessivo desses compostos possa 

favorecer o crescimento de fungos nos pulmões e a recorrência futura dos sintomas 

(Fraczek et al., 2018). Devido a redução da resposta imune induzida por corticoides, 

o risco de infecções oportunistas, incluindo fúngicas, deve ser considerado quando 

as decisões estão sendo tomadas sobre a dose e duração do tratamento utilizando 

esses compostos (Palmer et al., 1991; de Pauw, 2011). Há relatos também de 

possíveis associações entre antibioticoterapia e infecções fúngicas. Ao avaliar 

relatórios médicos de infecções fúngicas, Krcmery Jr. et al. (1999) verificaram que 

pacientes tratados com vários tipos de antibióticos de amplo espectro foram mais 
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propensos a desenvolver infecções fúngicas invasivas causadas, principalmente, por 

fungos Aspergillus spp. e Candida albicans. Em outro estudo observacional 

retrospectivo, realizado em um hospital pediátrico, houve também uma forte 

correlação entre a taxa de detecção de Candida spp. e os dias de terapia com 

antibióticos de amplo espectro, sugerindo que o uso de antibiótico promove a 

colonização ou infecção por Candida  (Funaki et al., 2015).  

 

 

2.2  Infecções causadas por Candida albicans 

 

 

Em um dos primeiros a estimar a carga de doenças fúngicas no Brasil,  

Giacomazzi et al. (2016) forneceram uma estimativa de que infecções fúngicas 

graves afetam mais de 3,8 milhões de brasileiros. No mesmo estudo, realizado 

através da coleta de dados referentes à ocorrência de quadros invasivos de 

candidíase mucosa e esofagite no Brasil, os autores concluíram que 74% dessas 

infecções foram causadas por fungos do gênero Candida. Dentro desse gênero, o 

principal patógeno dos isolados de infecções fúngicas é a espécie Candida albicans 

(Costa-De-Oliveira et al., 2008; Junqueira et al., 2012; Santos et al., 2018; Terças et 

al., 2017; Zhang, Zhu, 2020). Esta é comumente encontrada em superfícies 

mucosas humanas como comensal inofensivo, porém pode se tornar um organismo 

oportunista na presença de fatores predisponentes (Dadar et al., 2018; Farah et al., 

2010). As infecções por C. albicans apresentam consideráveis riscos associados, 

como antibioticoterapia acompanhada de acesso venoso central, neutropenia, 

procedimentos cirúrgicos, nutrição parenteral e cateter urinário (Canela et al., 2017).  

C. albicans apresenta alto grau de adaptação em diferentes ambientes 

quanto à disponibilidade de nutrientes, variação de temperatura, pH, osmolaridade e 

quantidade de oxigênio disponível (Paramythiotou et al., 2014). Assim, essa espécie 

fúngicas possui inúmeras estratégias para sobreviver que podem afetar seu 

crescimento excessivo e alterar seus perfis de suscetibilidade (Santos et al., 2018). 

A virulência de C. albicans tem sido objeto de extensa pesquisa e muitos fatores 

podem contribuir para a resistência clínica e para a discrepância entre o padrão de 

suscetibilidade laboratorial e o desfecho clínico (Costa-de-Oliveira, Rodrigues, 2020)  
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Os fatores de virulência são caracterizados como um conjunto de 

mecanismos específicos dos micro-organismos reconhecidos pelas células do 

hospedeiro e que podem superar sua resistência. A expressão desses fatores se dá 

pelo contato com as condições externas ao micro-organismo (composição, presença 

de oxigênio e temperatura), e pela relação entre o patógeno e diferentes tecidos ou 

agentes (Ghannoum, Radwan, 1990). Os principais fatores de virulência de C. 

albicans incluem liberação de  exoenzimas, a presença de adesinas, a formação de 

tubos germinativos e de biofilme, além do dimorfismo (Polke et al., 2015)  

A adesão à células hospedeiras e formação de biofilme estão relacionados à 

sua capacidade de transição de levedura para hifas, o que determina sua 

patogenicidade (Verma-Gaur, Traven, 2016). A produção de exoenzimas como 

proteinases e fosfolipases facilitam a invasão de hifas no epitélio e as adesinas 

promovem a aderência de C. albicans às células hospedeiras, permitindo a fixação 

de hifas na mucosa (Calderone, Fonzi, 2001; Chin et al., 2016; Silva et al., 2019). 

Além disso, a composição da parede celular também pode contribuir com a 

virulência de C. albicans, diferindo entre suas formas de hifa e levedura e 

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

2013).  

A formação de biofilmes se apresenta como um dos principais mecanismos 

de resistência 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 fúngicas, envoltas por uma matriz extracelular rica em 

polissacarídeos, encontradas em diferentes morfologias em coexistência (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 urinários usados, esses biofilmes também contêm biomoléculas 

como fibrinogênio, células mortas, dentre outras, e sua formação é influenciada por 

variáveis 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 formação 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 à superfície e formando colônias distintas. Na 
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fase intermediária, as células fúngicas coagregadas formaram um filme rico em 

polissacarídeos, cobrindo e agregando colônias. 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. Diferenças na formação de biofilmes foram atribuídas a diferenças nas 

condições de nutrientes e propriedades do substrato no qual são formados.  

A densidade celular e quorum sensing, além da produção de matriz 

extracelular, melhora a aderência e protege as células componentes do biofilme (Taff 

et al., 2013). A presença de biofilmes em infecções causadas por C. albicans podem 

ter consequências devastadoras e evoluir para infecções invasivas da corrente 

sanguínea com células resistentes às alternativas terapêuticas (Costa-de-Oliveira, 

Rodrigues, 2020).  

O quorum sensing é um importante mecanismo de comunicação microbiana 

pela liberação contínua e monitoramento de moléculas semelhantes a hormônios, 

chamadas auto-indutores, ou moléculas de quorum sensing (quorum-sensing 

molecules, QSM) (Albuquerque, Casadevall, 2012). Uma das QSM mais conhecidas 

é o farnesol, que atua na regulação da formação de biofilmes influenciando no 

desenvolvimento micelial e, de acordo com alguns autores, pode atuar in vivo como 

um fator de virulência estimulando densidades celulares muito altas, facilitando a 

penetração nos tecidos do hospedeiro (Hornby et al., 2001). Além disso, Kruppa 

(2009) sugere que, em comunidades polimicrobianas, uma situação comum in vivo, 

QSM podem funcionar como moléculas de interação interespécies. 

A presença de proteínas intracelulares, denominadas moonlighting que 

emergem na superfície da célula de C. albicans e se ligam a parede celular por um 

tempo suficiente, também desempenham um papel importante na adaptação do 

patógeno ao ambiente dentro do organismo humano e podem contribuir para 

fenômenos particulares essenciais para a colonização e infecção do hospedeiro, 

como a adesão direta às células do hospedeiro e tecidos, ativação de cascatas 

proteolíticas homeostáticas do hospedeiro e proteção contra estresse ambiental 

(Satala et al., 2020). Algumas proteínas moonlighting podem formar a primeira linha 

de defesa contra o estresse oxidativo gerado in vivo por células fagocitárias do 

sistema imunológico (Serrano-Fujarte et al., 2016). 
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2.3 Limitações de antifúngicos para infecções causadas por C. albicans 

 

 

Muitos aspectos de tratamentos com antifúngicos tem limitado alternativas 

terapêuticas para tratamento de infecções causadas por C. albicans. Fatores como o 

limitado número de drogas antifúngicas atualmente disponíveis, a ocorrência 

crescente de resistência antifúngica, a possível toxicidade e interação com outras 

drogas dos fármacos antifúngicos existentes, são limitações que tem norteado a 

busca por alternativas terapêuticas para infecções fúngicas invasivas causadas por 

C. albicans (Ford et al., 2015; Lewis, Graybill, 2008; Mount et al., 2018).  

Sendo patógenos eucariotos, os fungos compartilham muitas semelhanças 

com as células do hospedeiro, o que prejudica o desenvolvimento de compostos 

antifúngicos. Entre os antifúngicos convencionais disponíveis, os azólicos são os 

mais utilizados para o tratamento de infecções causadas por espécies do gênero 

Candida, porém, dependendo do tipo de infecção e o perfil de sensibilidade das 

espécies, outros antifúngicos também podem ser usados (Santos et al., 2018). 

Fluconazol é um medicamento de preferência entre os azóis para tratamentos de 

infecções 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 antifúngicos utilizados são os polienos, como 

anfotericina B e nistatina, fluorocitosina e equinocandinas, como caspofunginas 

(Pappas et al., 2015; Spampinato, Leonardi, 2013). Em infecções sistêmicas as vias 

de administração e excreção são considerações importantes na seleção de um 

agente antifúngico apropriado, e fluconazol e caspofungina costumam ser 

medicamentos selecionados para o tratamento de infecções fúngicas do trato 

urinário devido a sua excreção na forma ativa, principalmente, pela urina 

(Spampinato, Leonardi, 2013). Em casos refratários aos azóis, a administração 

sistêmica de anfotericina B é a indicação mais comum (Colombo et al., 2013; 

Pappas et al., 2015). 

Contudo, o monitoramento desses medicamentos é essencial para avaliar o 

risco de toxicidade. Existe uma hepatotoxicidade potencial do tratamento antifúngico, 

maior com a utilização de azólicos em comparação com preparações à base de 

anfotericina B e equinocandinas, que pode apresentar riscos aumentados com uso 



18 

 

de medicamentos concomitantes e doença hepática pré-existente, o que leva à 

consideração de cenários de tratamento e opções de agentes antifúngicos 

alternativos (Tverdek et al., 2016). Efeitos adversos como nefrotoxicidade e 

distúrbios eletrolíticos podem ser verificados também em interações 

medicamentosas de anfotericina B com outras drogas com efeitos colaterais renais 

semelhantes, como imunossupressores (Nett, Andes, 2015). Além disso, uma ampla 

utilização de alguns antifúngicos pode aumentar a pressão seletiva e levar ao 

desenvolvimento de resistência antifúngica. 

Apesar de ser menos comum, em comparação com outras espécies do 

gênero Candida, a resistência antifúngica de C. albicans tem sido relatada após o 

uso de antifúngicos a longo prazo e com infecções recorrentes, como candidíase 

mucocutânea crônica ou candidíase orofaríngea recorrente em pacientes 

imunocomprometidos (Arendrup, Patterson, 2017). Há evidências também de 

resistência de C. albicans ao fluconazol e à classe azólica em mulheres após 

exposição prolongada ao medicamento para tratamento de vaginite clinicamente 

refratária (Marchaim et al., 2012). Ford et al. (2015) identificaram uma grande 

variedade genética entre isolados clínicos de C. albicans de pacientes tratados com 

fluconazol, sugerindo que seu efeito fungistático altera as proporções relativas dos 

diferentes genótipos e permite a sobrevivência de variantes resistentes. 

Além da proteção do biofilme, que contribui para a resistência de C. 

albicans, as células fúngicas podem apresentar um mecanismo, verificado como 

principal responsável pela resistência contra medicamentos, conhecido como bomba 

de efluxo, que reduz a entrada do fármaco nos patógenos, reduzindo assim o efeito 

do fármaco (Taff et al., 2013; Zhang et al., 2020). Outros mecanismos de resistência 

já relatados envolvem mutações que afetam a biossíntese de ergosterol e conteúdo 

na membrana fúngica, diminuindo acesso de drogas com mecanismo de ação 

direcionado a esses alvos (Costa-de-Oliveira, Rodrigues, 2020; Spampinato, 

Leonardi, 2013). Além disso, C. albicans possui inúmeras vias de respostas ao 

estresse que permitem a sobrevivência durante a exposição a diversos estresses no 

hospedeiro, incluindo estresses induzidos por drogas antifúngicas (Mount et al., 

2018).  
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2.4 Aprovação x reposicionamento de compostos 

 

 

Para desenvolvimento e utilização de novos compostos com potencial 

terapêutico, é necessário ultrapassar várias etapas desde a formulação até a 

aprovação por órgãos governamentais. As etapas descritas pela U.S. Food and Drug 

Administration (FDA) têm início com a descoberta e o desenvolvimento de novos 

medicamentos através de testes moleculares para encontrar possíveis efeitos 

benéficos contra várias doenças. Após os primeiros testes, no entanto, apenas um 

pequeno número de compostos parece promissor e exige mais estudos para 

determinar diversos aspectos da utilização do fármaco como melhor dose, melhor 

forma de administração, efeitos adversos, dentre outros. A segunda etapa inclui 

estudos pré-clínicos para fornecer informações detalhadas sobre a dosagem e os 

níveis de toxicidade, o que permite decidir se o medicamento deve ser testado em 

pessoas. Passando por essas etapas, os pesquisadores projetam ensaios clínicos 

para responder a questões de pesquisa específicas relacionadas a um produto 

médico, seguindo um plano de estudo específico, chamado de protocolo, 

desenvolvido pelo pesquisador ou fabricante, e os ensaios clínicos seguem uma 

série típica de estudos iniciais, em pequena escala, de fase 1, até estudos de fase 3 

em estágio avançado e em grande escala. Por fim, se houver evidências dos 

primeiros testes e pesquisas pré-clínicas e clínicas, de que um medicamento é 

seguro e eficaz para o uso pretendido, a empresa pode registrar um pedido para 

comercializar o medicamento, que será revisado e examinado para sua aprovação 

ou não. Após a aprovação, no entanto, são realizadas revisões periódicas de 

relatórios de problemas com medicamentos prescritos e de venda livre, pois apesar 

das etapas rigorosas no processo de desenvolvimento, existem limitações sobre a 

segurança que podem surgir durante o uso do composto. 

No Brasil, a responsável pelo registro de medicamentos em todo o território 

nacional é a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), e o procedimento 

para que um medicamento seja registrado e comercializado é bem semelhante ao da 

FDA. Os critérios, no caso da ANVISA, para concessão e renovação do registro de 

medicamentos também levam em consideração normas específicas para cada 

categoria, tais como medicamentos sintéticos e semissintéticos, biológicos, 
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fitoterápicos, específicos, entre outros (ANVISA, 2018). Ao final  do processo de 

avaliação da documentação sobre a qualidade, a segurança e a eficácia do 

medicamento, a aprovação no Brasil, de acordo com a lei 13.411 de dezembro de 

2016 do governo brasileiro, que regulamenta o processo de concessão e renovação 

de registro de medicamento, é de 120 dias para casos prioritários (remédios para 

doenças raras) e de 180 dias para casos não prioritários. Todo o processo, portanto, 

desde o desenvolvimento até a aprovação dos compostos para sua utilização 

envolve processos custosos e prolongados (Siles et al., 2013).   

Na tentativa de reduzir os prazos de pesquisa e desenvolvimento 

farmacêuticos o reposicionamento de medicamentos pode ser uma opção viável. O 

reposicionamento ou reaproveitamento de drogas (RD), também conhecido como 

reprofiling, resgate, reciclagem ou redirecionamento de drogas, ou ainda troca 

terapêutica, é um processo de identificação de novas indicações farmacológicas a 

partir de compostos já comercializados e aprovados por órgãos governamentais, 

para sua aplicação no tratamento de doenças diferentes do uso terapêutico 

pretendido inicialmente (Rudrapal et al., 2020). Fármacos candidatos ao 

reposicionamento muitas vezes passaram por vários estágios de desenvolvimento 

clínico e, portanto, têm perfis de segurança e farmacocinéticos bem conhecidos, o 

que garante rotas mais curtas para a clínica, pois a triagem in vitro e in vivo, 

otimização química, toxicologia, fabricação em massa, desenvolvimento de 

formulações e até mesmo desenvolvimento clínico inicial, em muitos casos, já foram 

concluídos (Ashburn, Thor, 2004). Estima-se que sejam gastos de 10 a 16 anos e 

US$ 12 bilhões 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 bilhão (Rudrapal et al., 2020).  

Para prosseguir com o reposicionamento é necessário gerar um perfil de 

produto alvo comercialmente viável para identificar compostos com as 

características 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, o mecanismo farmacológico conhecido de uma molécula de 

fármaco é aplicado a uma nova indicação terapêutica, na qual o alvo biológico da 

droga é o mesmo, mas a doença é diferente (Ferreira, Andricopulo, 2016). Já no 
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perfil off-target, o mecanismo farmacológico é desconhecido e o medicamento atua 

em novos alvos, fora do escopo original (Rudrapal et al., 2020).  

Um sucesso notável 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 hipertensão, ou ainda o lançamento do Sildenafil, 

nas décadas de 1990 e 2000, um medicamento reposicionado para tratar a 

disfunção erétil além da indicação inicial para angina, e da droga Duloxetina, usada 

para incontinência urinária de esforço, originalmente destinada ao tratamento de 

depressão (Low et al., 2020). Um dos exemplos mais significativos de RD 

atualmente, é a busca por medicamentos disponíveis, comercialmente usados para 

tratar outras doenças, 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 hipótese de que um composto de ouro absorvido oralmente 

poderia oferecer eficácia e baixa toxicidade, quando administrado em uma dose 

baixa, vários compostos foram selecionados e avaliados na década de 70 para 

diminuir a progressão dos sintomas de artrite reumatoide (Blodgett, 1983). Após 

mais de 10 anos e vários testes clínicos o composto de ouro 2,3,4,6,-tetra-O-acetil-1-

tiol-β-D-glucopiranosato (trietilfosfina) ouro(I) conhecido como auranofina, começou 

a ser utilizado na década de 1980, devido a suas propriedades anti-inflamatórias 

(Madeira et al., 2012; Siles et al., 2013; Wiederhold et al., 2017).  

Auranofina foi aprovado para o tratamento a longo prazo da artrite 

reumatoide não 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-inflamatória e imunorreguladora, afeta eventos inflamatórios agudos e crônicos e 

inibe eventos lesivos dos tecidos, como liberação de enzimas lisossômicas, 

produção de radicais de oxigênio e citotoxicidade celular dependente de anticorpos 

(Walz et al., 1983). O principal mecanismo de ação da auranofina, verificado em 

células animais, é através da inibição da enzima tiorredoxina redutase (TrxR), que 
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controla reações de oxidação e redução intracelular (Rigobello et al., 2005; Roder, 

Thomson, 2015). 

Com biodisponibilidade oral e toxicidade sistêmica toleráveis, auranofina 

apareceu como um composto candidato para reaproveitamento para diferentes usos 

terapêuticos (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 concentrações 

inibitórias 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 

confirmação do efeito antibacteriano foi avaliado em animais invertebrados da 

espécie Caenorhabditis elegans infectados com Staphylococcus aureus, com 

sobrevivência de mais de 90% dos animais após o tratamento com auranofina em 

concentrações verificadas como inibitórias do micro-organismo (Fuchs et al., 2016).  

A atividade antiparasitária de auranofina também foi avaliada e confirmada 

contra espécies de protozoários como Leishmania infatum e Entamoeba hystolitica 

(Debnath et al., 2012; Ilari 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 clínico de 

fase I foi iniciado com resultados promissores da segurança 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 vírus HIV-1 (Diaz et al., 2019). A 

partir dos resultados, os autores sugeriram que auranofina pode ter um impacto na 

dinâmica do DNA viral do vírus HIV e intensificar a terapia antiviral. Mais 

recentemente, também foi verificado in vitro que auranofina inibe a replicação do 

vírus SARS-CoV-2 em células humanas a partir de uma baixa concentração, além 

de resultar em redução significativa na expressão de citocinas induzidas por infecção 

viral (Rothan et al., 2020).  

O potencial antifúngico de auranofina também foi verificado in vitro em vários 

estudos ao inibir o crescimento planctônico de múltiplas espécies de fungos, 

incluindo espécies do gênero Candida (Fuchs et al., 2016; Stylianou et al., 2014; 

Thangamani et al., 2017) e isolados clínicos de C. albicans resistentes ao fluconazol, 
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reforçando a importância da abordagem de reposicionamento desse medicamento 

(Wiederhold et al., 2017). Em uma dessas pesquisas, os resultados indicaram que 

auranofina foi eficaz em romper o biofilme de C. albicans, reduzindo a atividade 

metabólica das células fúngicas presentes no biofilme em mais de 75% em 

comparação 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). Avaliações da atividade antifúngica de 

auranofina in vivo, no entanto, são escassas. Até o momento, apenas um 

experimento foi realizado com tratamento de invertebrados C. elegans infectados 

com Cryptococcus neoformans, com redução significativa da carga fúngica média 

nos animais tratados em comparação 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 prospecção de alternativas 

terapêuticas inovadoras para as infecções por Candida albicans, avaliando os efeitos 

antifúngicos do composto auranofina in vitro e toxicidade in vivo, assim como 

investigar seus mecanismos de ação. 

 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

 

Em busca do objetivo geral, estabelecemos os seguintes objetivos 

específicos: 

a) avaliar do potencial antifúngico de auranofina sobre C. albicans; 

b) avaliar a ação de auranofina sobre: 

• a morfologia celular e integridade da parede celular 

• fatores de virulência de C. albicans: produção de exoenzimas e 

transição de levedura-hifa; 

• células de C. albicans sob condições de estresse osmótico  

• o metabolismo de C. albicans; 

c) avaliar in vivo, em modelo invertebrado Drosophila melanogaster, a 

toxicidade das concentrações efetivas de auranofina; 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1 Cepas e condições de crescimento 

 

 

Foram incluídas no estudo cepas padrão de Candida albicans SC 5314 e 

ATCC 18804. Essas cepas permaneceram armazenadas em caldo Sabouraud com 

20% de glicerol a -80ºC. Os inóculos utilizados nos testes foram obtidos a partir da 

cultura desses micro-organismos em ágar Sabouraud dextrose (SD) ou em caldo 

YPD (yeast peptone dextrose), determinado por protocolos específicos, por 24 h a 

37ºC, em aerobiose.  

 

 

4.2 Preparação das soluções dos fármacos utilizados 

 

 

A solução estoque de auranofina (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) foi 

preparada em dimetilsulfóxido (DMSO) (Synth, São Paulo, Brasil) na concentração 

de 5 mg/ml, de acordo com o fabricante, e mantida no escuro a -20ºC. Da mesma 

forma foi preparada a solução de caspofungina (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) e 

anfotericina B (Inlab, São Paulo, Brasil). Ambos os compostos foram utilizados como 

controle positivo em testes específicos. Durante a utilização dos compostos nos 

experimentos, as soluções foram diluídas nos meios de cultura de cada teste, nas 

concentrações mencionadas. 

 

 

4.3 Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) e concentração 

fungicida mínima (CFM) 

 

 

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

amostras padrão de C. albicans utilizando a técnica da microdiluição em caldo RPMI 
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1640 (Inlab, São Paulo, SP) tamponado com ácido 3-(N-morfolino)-propanosulfônico 

(MOPS) (Inlab, São Paulo, SP), descrita no documento M27-A3 (CLSI, 2008). As 

células da cultura de C. albicans foram suspensas em solução fisiológica estéril 

(NaCl 0,9%) até atingir a concentração de 1 x 106 UFC/ml, com o auxílio de 

espectrofotômetro (λ = 530; DO = 0,138) (AJX-1600, AJ Micronal, São Paulo, SP, 

Brasil). Em seguida, a suspensão foi diluída novamente em RPMI até atingir a 

concentração de 1 x 103 UFC/ml (inóculo). 

A faixa de concentração de auranofina a ser testada foi de 64 a 0,125 µg/ml 

(Fuchs et al., 2016). Para atingir a concentração inicial, a solução estoque de 

auranofina foi diluída em caldo RPMI com MOPS e 200 µl da solução final foi 

adicionada ao primeiro poço da placa de 96 poços. O intervalo de teste foi preparado 

pela técnica de microdiluição com a passagem de 100 µl de um poço para o outro. 

Poços foram selecionados para controles negativo (apenas com RPMI) e de 

crescimento (inóculo sem tratamento). Posteriormente, foram adicionados 100 µL da 

suspensão celular (inóculo) para os poços teste e controle de crescimento. A CIM do 

solvente da solução estoque de auranofina (DMSO) também foi verificada, para 

avaliar se não irá interferir na ação do composto, a partir da concentração de 1,28% 

(quantidade equivalente àquela 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 corresponderá à concentração que levou a mais de 80% de inibição 

em relação ao controle de crescimento, verificada visualmente e pela leitura em 

espectrofotômetro a 595 nm (Fuchs et al., 2016). A CFM foi obtida pela subcultura 

de 10 µl de cada poço verificado sem crescimento do micro-organismo, em placas 

de Petri com ágar Sabouraud dextrose (SD), incubadas por 24 h a 37ºC, em 

aerobiose. 

 

 

4.4 Investigação dos mecanismos de ação de auranofina sobre C. albicans 

 

 

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

de ½ CIM previamente determinado para auranofina. Foram incluídos controle de 
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crescimento, controle solvente (DMSO) e controle positivo, quando necessário, 

conforme descrito em cada teste. 

 

 

4.4.1  Determinação do efeito sobre a morfologia da célula fúngica 

 

 

A morfologia celular após tratamento foi avaliada por microscopia eletrônica 

de varredura (MEV). Para obtenção das amostras, uma suspensão de C. albicans na 

concentração de 107 UFC/ml foi preparada em solução fisiológica e diluída para 106 

UFC/ml em RPMI com MOPS. Foram acrescentados 100 µl da suspensão em 100 µl 

de RPMI com auranofina (1/2 CIM), em placa de 96 poços deixada em estufa a 37°C 

por 24 h. Após o período de incubação, as suspensões foram centrifugadas a 3000 

rpm por 5 min, o sobrenadante foi retirado e os poços foram lavados com 200 µl de 

solução fisiológica. A placa foi centrifugada novamente, sob as mesmas condições, e 

o sobrenadante foi descartado. A seguir, foram acrescentados 200 µl de solução 

fisiológica e, a partir da suspensão formada, foram retirados 20 µl acrescentados em 

lâminas 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 modificações. Para tanto, as lâminas foram acondicionadas 

em placas de Petri, cobertas com glutaraldeído 2,5% tamponado com tampão fosfato 

de sódio (0,1 M) e deixadas no escuro por 24 h em temperatura ambiente para 

fixação. No dia seguinte, o excesso de glutaraldeído foi retirado das placas com 

auxílio de pipetas Pasteur e as lâminas foram cobertas com tampão fosfato de sódio 

por 10 min, duas vezes, para lavagem. Em seguida, foi realizada a desidratação das 

amostras cobrindo as lâminas com álcool em diferentes concentrações em ordem 

crescente (30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 100%), deixadas por 10 min em cada 

concentração. Por fim, as lâminas foram deixadas em estufa a 65°C por 24 h para 

secagem. 

Para observação no MEV, as amostras foram metalizadas com o 

equipamento Quorum Q150R (Quorum Technologies, East Sussex, Reino Unido) e 
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foi utilizado o microscópio de varredura Tescan Veja 3 (Tescan, Brun, Tchéquia) com 

detector de elétrons secundários (SE), a 10 kV. As imagens foram obtidas com 

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

 

 

4.4.2 Avaliação dos efeitos sobre a parede celular fúngica 

 

 

Os efeitos dos compostos sobre a parede celular fúngica foram avaliados 

utilizando o ensaio de proteção por sorbitol proposto por Frost et al. (1995),  

realizando o procedimento de microdiluição em caldo. Placas de 96 poços foram 

preparadas com diluições de auranofina em RPMI com MOPS, na faixa de 

concentração de 64 à 0,125 µg/ml. Em uma das séries de diluições foram 

acrescentados 50 µl de solução de sorbitol (Sigma Aldrich, Missouri, EUA) a 0,8 M, 

preparada em RPMI e filtrada com filtro de 0,22 µm, em cada poço. Todos os poços 

foram inoculados com 100 μL de suspensão 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 concentração mais baixa que inibiu 80% do crescimento fúngico em 

comparação com o controle de crescimento. A CIM foi verificada também, com ou 

sem sorbitol, utilizando caspofungina, como controle positivo, na faixa de 

concentração de 8 a 0,015 µg/ml (Eksi et al., 2013). Cada experimento foi realizado 

em triplicata e repetido três vezes em momentos diferentes.  

 

 

4.4.3  Avaliação do efeito sobre a transição levedura-hifa  

 

 

Os ensaios foram realizados com suspensão de C. albicans padronizada na 

concentração de 1 x 106 UFC/ml, em solução fisiológica (NaCl 0,9%). Em placa de 

24 poços foram adicionados 500 µl das soluções de auranofina (concentração final = 

½ 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 



29 

 

(LGC Biotecnologia, São Paulo, Brasil). Em seguida, foram adicionados 500 µl da 

suspensão de C. albicans e as placas foram incubadas por 3 h a 37°C (Zuzarte et 

al., 2012).   

Após o tempo de incubação, foi realizada contagem de acordo com 

Chevalier et al. (2012) em câmara de Neubauer através de um microscópio (Leica 

DMLB, Wetzlar, Alemanha) acoplado a uma câmera 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 

números de hifas e pseudo-hifas, e a porcentagem de inibição de filamentação foi 

calculada em comparação com o controle sem tratamento. Os resultados foram 

apresentados como médias de três experimentos em momentos diferentes 

realizados em triplicata. 

 

 

4.4.4 Avaliação do efeito sobre a produção de exoenzimas 

 

 

A avaliação dos efeitos sobre a produção de fosfolipase foi realizada e 

avaliada de acordo com metodologia proposta por Polak (1992) com ágar de meio-

base de emulsão de gema de ovo a 50% preparado em água 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 suspensão na concentração de 1 x 107 UFC/ml, 

em espectrofotômetro. Em seguida, 100 µl dessa suspensão foram expostos à 100 

µl da solução de auranofina (1/2 CIM), preparada em meio YPD, a partir da solução 

estoque, e a placa com as suspensões foi incubada a 37°C por 2 h. Após esse 

período, foram adicionados 2 µl das suspensões em placas com ágar com emulsão 

de gema de ovo, em pontos equidistantes, que foram incubadas a 37°C por 7 dias 

em câmara úmida. Controles de crescimento e solvente (DMSO, 0,04%, v/v) foram 

acrescentados. Todos os procedimentos foram realizados em triplicata em três 

momentos diferentes. 

A avaliação do efeito na produção de proteinase foi baseada na metodologia 

de Ruchel et al. (1982) e as suspensões de C. albicans, expostas ou não ao 
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tratamento, foram distribuídas em ágar YCB-BSA-Protovit preparado a partir de uma 

solução 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), diluídos em 20 ml de água deionizada. Essa 

solução foi filtrada com filtro de 0,22 µm e misturada com 80 ml de solução de ágar-

ágar, previamente esterilizada e resfriada a 50°C em banho-maria. A preparação das 

suspensões de C. albicans, exposição ao tratamento e incubação foram realizadas 

como descrito para o ensaio de produção da fosfolipase. 

Os resultados foram expressos em Pz calculados pela razão entre o 

diâmetro da colônia e o diâmetro da colônia mais a zona de precipitação formada, 

sendo produção negativa (Pz = 1), positiva (0,64 < Pz < 1) e fortemente positiva (Pz 

< 0,64). 

 

 

4.4.5  Avaliação do efeito antifúngico de auranofina sob condições de estresse 

osmótico  

 

 

O potencial antifúngico de auranofina sob condições de estresse osmótico 

foi avaliado de acordo com Brilhante et al. (2013). Inicialmente, foi determinada a 

concentração inibitória mínima de NaCl sobre C. albicans, dentro da faixa de 

concentração de 2-0,0025 M, utilizando a técnica de microdiluição descrita 

anteriormente. Após a observação do resultado em 24 h, foi determinada a 

concentração subinibitória de NaCl que permitia o crescimento de células fúngicas. 

Foram preparadas placas de 96 poços com diluições de auranofina em 

RPMI com MOPS, na faixa de concentração de 64 à 0,125 µg/ml. Em uma das 

séries de diluições foram acrescentados 50 µl de solução de NaCl, preparada em 

água deionizada e filtrada com filtro de 0,22 µm, mantendo a concentração 

subinibitória de NaCl em cada poço. Todos os poços foram inoculados com 100 μL 

de suspensão de células padronizadas (1 x 103 UFC/ml) e as placas foram 

incubadas a 37°C por 48 h. Após o período, as placas foram lidas em 

espectrofotômetro a 595 nm, como descrito para o teste de concentração inibitória. 

Controles de crescimento e negativo (RPMI ou RPMI+NaCl) também foram 
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adicionados. A CIM foi definida como a concentração mais baixa que inibiu 80% do 

crescimento no poço em comparação com o controle de crescimento. Foi verificada 

também a CIM, com ou sem NaCl, utilizando anfotericina B como controle positivo, 

na faixa de concentração de 4 a 0,005 µg/ml (Eksi et al., 2013). Cada experimento 

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

 

 

4.4.6  Avaliação 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-difeniltetrazólio (MTT) 

sobre células em suspensão. A partir da cultura de 24 h de C. albicans, uma 

suspensão foi preparada em solução salina tamponada com fosfato (PBS), 

padronizada na concentração de 107 UFC/ml em espectrofotômetro (ʎ = 530 nm, DO 

= 0,56). Em placa de 96 poços, 100 µl dessa suspensão foram adicionados em 

poços contendo 100 µl de meio base de nitrogênio e levedura (YNB) suplementado 

com 1% de glicose (Levitz, Diamond, 1985) preparado com auranofina (1/4 e 1/2 

CIM) ou não (controle de crescimento). Controle negativo, com apenas o meio de 

cultura, também foi acrescentado. As placas foram, então, incubadas ao abrigo da 

luz em estufa a 37ºC por 24 h. 

No dia seguinte, foi realizada a centrifugação da placa a 3000 rpm por 5 min 

para deposição das células no fundo dos poços. Após a retirada do sobrenadante, 

foi acrescentado PBS, para lavagem dos resíduos do meio cultura, e a placa foi 

centrifugada novamente com os mesmos parâmetros. O PBS foi retirado e 200 µl da 

solução de MTT foram acrescentados. A preparação da solução final de MTT, e 

revelação do resultado foram realizadas de acordo com Chiou et al. (2001). Para 

tanto, a solução de MTT foi preparada a partir do pó de MTT (Inlab, São Paulo, SP) 

em PBS (5 mg/ml), filtrada em filtro de 0,22 µm, e diluída em YNB, atingindo a 

concentração final de 0,05 mg/ml. Com o acréscimo da solução nos poços, a placa 

foi incubada ao abrigo da luz por 3 h a 37ºC (Levitz, Diamond, 1985). Controle 

solvente, com DMSO (0,04%), e controle negativo, contendo apenas a solução de 

MTT, também foram acrescentados para controles do ensaio. Após o período, a 
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placa foi centrifugada novamente, o sobrenadante foi retirado e foram acrescentados 

200 µl de isopropanol (Merck Millipore, Massachussetts, EUA) para solubilização dos 

cristais de formazan. Houve mais uma centrifugação e 100 µl do sobrenadante foram 

coletados e acrescentados em poços vazios para leitura em espectrofotômetro a 570 

nm. 

 

 

4.5 Avaliação 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  Avaliação da toxicidade nas concentrações efetivas 

 

 

A avaliação da toxicidade in vivo foi baseada na metodologia de Sampaio et 

al. (2018). Para o ensaio foram utilizadas 50 moscas fêmeas, com idade entre 4 e 6 

dias, separadas randomicamente, para cada concentração. A solução estoque de 

auranofina foi misturada ao meio base de alimentação das moscas valores de 1xCIM 

e 10xCIM. Inicialmente, as moscas foram armazenadas em tubos e mantidas sem 

alimentação por 6 h. Após o período, foram transferidas para tubos com meio com 

substância teste com trocas do meio em dias alternados (Figura 1). Também foi 

avaliada a sobrevivência de moscas com comida padrão sem auranofina, como 

controle. A toxicidade foi avaliada em 8 dias consecutivos com verificação do 

número de sobreviventes e a análise de sobrevivência foi realizada através do teste 

não paramétrico de Kaplan-Meier. 
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Figura 1 – Tubos com alimento para manutenção de D. melanogaster  

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

4.6 Análise estatística 

 

 

Os dados obtidos nos ensaios foram analisados estatisticamente com auxílio 

do programa GraphPad Prism versão 8.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, 

USA). Nos experimentos para investigação do efeito de auranofina sobre 

exoenzimas e células fúngicas sob estresse osmótico, os dados foram avaliados 

qualitativamente utilizando os critérios descritos em cada experimento. Os resultados 

do ensaio de transição levedura-hifa foram avaliados pelo teste de normalidade 

Shapiro-Wilk e a análise estatística foi realizada pelos testes ANOVA e de Tukey 

para comparações entre os grupos. Na análise do efeito de auranofina sobre o 

metabolismo fúngico, foi utilizado o teste Kruskal-Wallis e, para múltiplas 

comparações, o teste de Dunn. No ensaio in vivo, foi utilizada a análise de 

sobrevivência de Kaplan-Meier. O nível de significância para testes estatísticos foi 

estabelecido em 5%. 
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5 RESULTADOS  

 

 

5.1 Concentrações inibitória mínima (CIM) e fungicida mínima (CFM) 

 

 

As concentrações inibitórias observadas foram de 2 e 4 µg/ml, para as cepas 

ATCC 18804 e SC 5314, respectivamente, confirmadas de forma visual e através da 

avaliação das densidades ópticas obtidas (Figura 2). Após a distribuição das 

suspensões na placa com ágar SD, foi possível verificar também concentração 

fungicida mínima (CFM) de 32 µg/ml para ambas as cepas (Quadro 1). Não foram 

observadas CIM ou CFM para os experimentos realizados apenas com DMSO, 

demonstrando que a ação efetiva foi do composto. 

 

 

Figura 2 – Valores de densidade óptica verificados após teste de microdiluição com 

auranofina e DMSO sobre cepas de C. albicans 

 

Legenda: As concentrações com >80% de redução da DO em relação ao controle foram 
consideradas inibitórias mínimas (CIM) e estão indicadas pelo símbolo amarelo. Estão representadas 
as médias de cada triplicata. A leitura das placas foi realizada de forma visual e em espectrofotômetro 
a 595 nm. 
Fonte: Elaborada pelo autor.  
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Quadro 1 – Crescimento de C. albicans verificado na avaliação da concentração 

fungicida mínima (CFM) após exposição ao composto auranofina 

 

Cepas de 

C. albicans 

Concentrações (µg/ml) 

0  1 2 4 8 16 32 64 

SC  
5314         

ATCC 
18804         

Fonte: Elaborada pelo autor. 
 

 

5.2  Investigação dos mecanismos de ação de auranofina 

 

 

5.2.1  Efeito sobre a morfologia da célula fúngica 

 

 

O efeito de auranofina sobre a morfologia celular de C. albicans foi 

investigado utilizando microscopia eletrônica de varredura. As imagens, obtidas a 

partir de triplicatas, demonstraram que o tratamento com ½ CIM de auranofina (2 

µg/ml) por 24 h, provocaram perfurações na estrutura celular fúngica com 

frequência, o que não foi observado quando as células foram expostas apenas ao 

DMSO ou ficaram sem tratamento (controle) (Figura 3). Os danos também foram 

verificados nas hifas após o tratamento com auranofina.  
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Figura 3 – Imagens de microscopia eletrônica de varredura (MEV) de C. albicans 

com e sem tratamento com auranofina 

 

 

Legenda: grupo controle = células sem tratamento; grupo DMSO = células tratadas com concentração 
de DMSO correspondente a quantidade presente na solução de ½ CIM de auranofina, sendo 0,04%; 
grupo ½ CIM = células tratadas com 2 µg/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 perfurações 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 à inibição do crescimento fúngico. A quantidade de 

células observadas também foi menor em comparação com os outros grupos, 

apesar da concentração utilizada ser subinibitória. 
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5.2.2  Efeito sobre a parede celular fúngica 

 

 

O efeito sobre a parede celular fúngica foi investigado através do ensaio de 

proteção com sorbitol e demonstrou que o composto auranofina não tem mecanismo 

de ação direcionado a esse componente celular. A CIM, observada com acréscimo 

de sorbitol, avaliada em 7 dias, foi de 8 µg/ml, o que se manteve na ausência do 

sorbitol (Tabela 1). A efetividade do ensaio foi confirmada com acréscimo de 

caspofungina (controle positivo), composto já descrito com efeito sobre a parede 

celular de C. albicans (Odds et al., 2003), que apresentou maior CIM na presença de 

sorbitol (2 µg/ml) em comparação com a CIM verificada no teste sem o sorbitol (1 

µg/ml). Microdiluições com controle solvente não foram acrescentadas neste 

experimento, pois não foi verificado valor de CIM na presença de DMSO. 

 

 

Tabela 1 – Concentração inibitória mínima (CIM), em µg/ml, observada com ou sem 

sorbitol, para avaliar o efeito de auranofina ou caspofungina (controle positivo) sobre 

a parede celular de C. albicans 

 

Cepa 

Auranofina Caspofungina 

2 dias 7 dias 2 dias 7 dias 

S (-) S (+) S (-) S (+) S (-) S (+) S (-) S (+) 

SC 5314 4 4 8 8 1 2 1 2 

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

 

 

5.2.3  Efeito sobre a transição levedura-hifa 

 

 

Após tratamento das suspensões de C. albicans com a CIM de auranofina, 

em soluções enriquecidas com 10% de soro fetal bovino, foi possível observar uma 

diminuição no número de células após o tratamento com auranofina. No entanto, 

após a realização do teste estatístico ANOVA, os resultados não demonstraram 
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diferença significativa (p>0,05) com relação à quantidade de células e à 

porcentagem de filamentação entre as células tratadas, o controle de crescimento 

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

 

 

Figura 4 – Porcentagem de filamentação e número de células observadas após 

incubação de células de C. albicans com auranofina  

 

Legenda: 1xCIM = células tratadas com a CIM (4 µg/ml) de auranofina; Controle = controle de 
crescimento com células não tratadas; DMSO = controle solvente com células expostas a DMSO 
0,08%; n.s = diferença não significante (p>0,05). Porcentagem (%) de filamentação calculada pela 
quantidade de células em filamentação (hifas + pseudo-hifas) / total de células ∙ 100.  
Fonte: Elaborada pelo autor.  

 

 

5.2.4 Ação sobre a produção de exoenzimas 

 

 

O efeito de auranofina sobre a produção de fosfolipase e proteinase foi 

avaliado com a distribuição de suspensões de C. albicans em ágar com meio-base 

de emulsão de gema de ovo a 50% e ágar YCB-BSA, respectivamente, após 

tratamento com ½ CIM (2 µg/ml) ou DMSO (0,04%) por 2 h. Foi realizada a medição 

do diâmetro da colônia (DC) e do diâmetro da colônia mais a zona de precipitação 

formada (DC+ZP) (Figura 5) e o valor de Pz foi quantificado (Pz = DC/DC+ZP).  
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Figura 5 – Colônia e halo de precipitação formados após 7 dias de incubação da 

suspensão de C. albicans tratada com auranofina 

 

 
 

Legenda: estão representadas as precipitações verificadas no teste do efeito sobre fosfolipase (à 
esquerda) e sobre proteinase (à direita). DC = diâmetro da colônia; DC+ZP = diâmetro da colônia + 
zona de precipitação.  
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

Os resultados demonstraram que não houve diferença entre a produção de 

fosfolipase e proteinase das colônias tratadas com auranofina e os controles de 

crescimento (sem tratamento) e solvente (DMSO) (Tabela 2), indicando que o 

composto não afetou a produção dessas exoenzimas por C. albicans.  

 

 

Tabela 2 – Média dos valores de Pz (n = 9) referente à produção de fosfolipase e 

proteinase após tratamento com auranofina 

 

Tratamento Valores de Pz Classificação 

Auranofina (2 µg/ml) 
0,66 (F) Positiva 

0,36 (P) Fortemente positiva 

DMSO (0,04%) 
0,72 (F) Positiva 

0,36 (P) Fortemente positiva 

Controle de crescimento 
0,68 (F) Positiva 

0,33 (P) Fortemente positiva 

Legenda: classificação baseada em Price et al. (1982), sendo produção negativa (Pz = 1), positiva (1 
> Pz > 0,64) e fortemente positiva (Pz < 0,64). F = teste de produção de fosfolipase; P = teste de 
produção de proteinase. 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
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5.2.5 Efeito antifúngico de auranofina sob condições de estresse osmótico 
 

 

Inicialmente, foi obtida a CIM de NaCl de 1 M e os ensaios seguintes foram 

realizados com a concentração subinibitória de 0,5 M.  Com acréscimo de NaCl, que 

proporcionou condições de estresse osmótico sobre C. albicans, foi verificada uma 

menor CIM de auranofina após 48 h, em comparação com o teste realizado na 

ausência de NaCl (Figura 6).  

 

 

Figura 6 - Gráficos de densidades ópticas verificadas após tratamento de C. albicans 

sob estresse osmótico 

 

Legenda: a concentração média que inibiu mais de 80% do crescimento fúngico está indicada pelo 
símbolo amarelo.  
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

Ao provocar um estresse osmótico com o acréscimo de NaCl, substâncias 

que atingem a membrana celular podem ter seus efeitos potencializados. Os 

resultados sugerem, portanto, que auranofina apresenta efeito direto na membrana 

celular fúngica ou em processos moleculares que afetam a membrana. A diminuição 

da CIM no teste com anfotericina B, um controle positivo com mecanismo de ação já 

conhecido sobre a membrana fúngica, 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 concentrações de auranofina 

utilizadas (1 e 2 µg/ml) reduziram o metabolismo celular fúngico com diminuição 

significativa (p<0,05) nos valores de DO, em comparação com o controle de 

crescimento e controle solvente (DMSO), após o tratamento com 2 µg/ml (Figura 

7).  

 

 

Figura 7 – Valores de DO verificados no ensaio com MTT após tratamento de 

suspensões de C. albicans com auranofina e DMSO 

 

Legenda: Ensaio realizado com ¼ CIM (1 µg/ml) e ½ CIM (2 µg/ml). Controle = controle de 
crescimento sem tratamento; DMSO = controle solvente com DMSO 0,04%; C- = controle negativo 
com solução de MTT. Barras indicam o desvio-padrão (n=12) e letras diferentes indicam diferença 
significante (p<0,05). 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

O tratamento com apenas DMSO, na concentração equivalente à maior 

concentração de auranofina utilizada, não demonstrou efeitos no metabolismo, 

indicando a ação efetiva do composto. Além disso, o controle negativo, contendo 

apenas solução de MTT, indicou que a formação 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 concentrações efetivas de auranofina 

 

 

Na avaliação de toxicidade de auranofina sobre moscas da espécie D. 

melanogaster, foi observada de 80-100% de sobrevivência dos animais, após 

ingestão do alimento com concentrações de auranofina (Figura 8). Nas 

concentrações utilizadas (4 e 40 µg/ml) o composto demonstrou, portanto, baixa 

toxicidade, sendo a maior concentração acima da observada como CFM. O período 

de avaliação foi de 8 dias, com trocas do alimento contendo o composto ou não 

(controle) em dias alternados. 

 

 

Figura 8 – Curva de sobrevivência de D. melanogaster após ingestão do alimento 

com auranofina 
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6 DISCUSSÃO 

 

 

A disponibilidade de medicamentos para combater infecções fúngicas 

sistêmicas ainda é muito limitado, apesar do desenvolvimento de pesquisas 

dedicadas ao desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas (Kim et al., 2015). 

Diante disso, a triagem por “medicamentos reposicionáveis”, que podem atuar 

também como adjuvantes a antifúngicos convencionais  pode ser uma opção para 

tratamento dessas infecções (Eldesouky et al., 2020). Ao redirecionar compostos já 

aprovados, por órgãos governamentais, e comercializados, para fins diferentes dos 

que foram direcionados inicialmente, os prazos de pesquisa e desenvolvimento 

farmacêutico são reduzidos, pois são compostos com perfis de segurança e 

farmacocinéticos bem conhecidos e com triagem in vitro e in vivo já concluída, o que 

permite caminhos mais curtos para a utilização clínica (Ashburn, Thor, 2004).  

Auranofina, um composto de ouro com propriedades anti-inflamatórias usado 

por via oral no tratamento da artrite reumatóide há mais de 30 anos, tem 

apresentado resultados promissores para reposicionamento como antimicrobiano e 

antiparasitário (Peroutka-Bigus, Bellaire, 2019; Rothan et al., 2020; Siles et al., 2013; 

Thangamani et al., 2016). Neste contexto, o presente trabalho buscou elucidar os 

possíveis mecanismos de ação de auranofina sobre a estrutura celular e processos 

moleculares de C. albicans, além de verificar a toxicidade do composto in vivo nas 

concentrações antifúngicas efetivas, o que pode contribuir em investigações clínicas 

de utilização desse composto para tratamentos de candidoses sistêmicas. 

O efeito inibitório de auranofina sobre C. albicans foi verificado em nosso 

estudo, nas concentrações de 2 e 4 µg/ml (cepas ATCC 18804 e SC 5314, 

respectivamente) após 24 h de incubação. 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 

µg/ml ao analisar treze cepas clínicas de C. albicans. Neste caso, os autores 

consideraram uma redução de 50% com relação ao controle de crescimento. Em 

outro estudo, de She et al. (2019), a CIM encontrada para auranofina foi de 8 µg/ml 

para duas cepas padrões de C. albicans, com incubação das placas por 48 h.  

Ao utilizar a cepa SC 5314, como em nosso estudo, Fuchs et al. (2016), 
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descreveram um valor de CIM de 8 µg/ml. No entanto, neste estudo, os autores 

utilizaram uma concentração de micro-organismos de 5 x 104 a 2,5 x 106 células/ml 

para o teste de microdiluição, concentrações diferentes da que foi utilizada em nosso 

estudo (103 UFC/ml). Ainda assim, no mesmo trabalho é possível observar, no 

gráfico com as concentrações utilizadas, uma redução do crescimento de C. albicans 

em relação ao controle sem tratamento, a partir de 4 µg/ml em 24 h, corroborando 

com nossos resultados. Essas variações, portanto, podem ocorrer com a utilização 

de diferentes cepas e de diferentes protocolos para verificação da CIM. A CFM 

também pode variar pelos mesmos motivos. Apesar disso, estudos anteriores 

demonstraram ação fungicida de auranofina com concentrações de 8 e 32 µg/ml 

(She et al., 2019) e acima de 16 µg/ml (Wiederhold et al., 2017), valores similares ao 

que foi observado em nossos resultados de CFM de 32 µg/ml para ambas as cepas. 

Fuchs et al. (2016), porém, não verificaram efeito fungicida para a cepa SC 5314 até 

64 µg/ml de auranofina, uma variação que pode ter sido encontrada devido à 

concentração da suspensão de C. albicans utilizada, e meio de cultura diferente do 

que foi utilizado em nosso estudo, para avaliação da CFM. 

Apesar de ser um medicamento já conhecido, o mecanismo de ação de 

auranofina sobre C. albicans foi pouco explorado em estudos anteriores. Quando o 

reposicionamento é direcionado para atuação do medicamento como antimicrobiano, 

os mecanismos de ação são pontos importantes a serem avaliados, pois o estudo 

dos principais mecanismos-alvo sobre estrutura antimicrobiana são pontos de 

partida clássicos para o estudo de novas técnicas terapêuticas para evitar falhas no 

processo de aprovação com essa finalidade (Singh et al., 2021).  

Durante a investigação desses mecanismos neste trabalho, foi possível 

observar, através da análise de imagens de microscopia eletrônica de varredura 

(MEV), que auranofina diminuiu visivelmente a quantidade de células e afetou a 

morfologia celular de C. albicans em culturas planctônicas. As células ficaram em 

contato com o composto em concentração subinibitória (2 µg/ml) por 24 h antes da 

preparação para o MEV. Essa foi a primeira observação dos efeitos de auranofina 

em células planctônicas, porém outros autores utilizaram MEV para avaliar a ação 

de auranofina sobre biofilmes de C. albicans, formados em cateteres, e observaram 

a diminuição de células no biofilme e de sua estrutura em tratamentos com 8 µg/ml 

por 24 h (She et al., 2019).  
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Apesar do efeito observado sobre a estrutura celular fúngica, não foi 

verificada ação 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 pressão de turgescência para fora e estabiliza a 

parede celular (Popolo et al., 2001). Dessa forma, na presença de sorbitol, as células 

ficam menos inchadas e as propriedades da parede celular retornam ao normal, 

aumentando os valores de CIM se a substância testada atuar diretamente sobre a 

parede celular, o que é verificado no teste com caspofungina, utilizada como controle 

positivo por ser um medicamento já conhecido que desestabiliza a integridade da 

parede celular fúngica, levando a instabilidade osmótica e morte celular (Kofla, 

Ruhnke, 2011; Wiederhold, Lewis, 2003). Os valores de CIM de auranofina foram 

semelhantes na presença ou ausência de sorbitol, o que sugere, portanto, que a 

inibição do crescimento fúngico ocorreu sem afetar especificamente esse 

componente celular.  

Não foi verificado também efeito de auranofina, na concentração 

subinibitória, sobre fatores de virulência de C. albicans como transição hifa-levedura 

e produção de exoenzimas. Com relação à mudança na morfologia, a porcentagem 

de filamentação foi muito semelhante entre os grupos tratado e controles sem 

tratamento e DMSO. Da mesma forma, a produção das exoenzimas, fosfolipase e 

proteinase, foi similar em todos os grupos. A classificação da produção das enzimas 

foi baseada no cálculo da razão entre o diâmetro da colônia e o diâmetro da colônia 

mais a precipitação observada em ágares específicos, sendo “positiva” para 

fosfolipase e “fortemente positiva” para proteinase. 

Apesar disso, o efeito de auranofina foi observado sobre suspensões de C. 

albicans sob condições de estresse osmótico, com diminuição da CIM. Neste ensaio, 

células fúngicas foram expostas a uma concentração subinibitória de NaCl e 

auranofina. A quantidade de NaCl alterou a pressão osmótica no meio e o acréscimo 

de auranofina pode ter ocasionado um aumento do extravasamento do conteúdo 

celular, diminuindo a CIM. Dessa forma, os resultados sugerem que o composto atue 

direta ou indiretamente sobre a estrutura da membrana celular fúngica, o que pode 

estar relacionado com a alteração observada no MEV. O resultado do efeito direto 

na membrana pode ser observado com o controle positivo, anfotericina B, que 

também teve a diminuição da CIM nas mesmas condições, e já tem mecanismo de 
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ação conhecido sobre a membrana celular fúngica, através da ligação com a 

molécula de ergosterol e indução da formação de poros na membrana (Mesa-Arango 

et al., 2012).  

Outro possível mecanismo de ação de auranofina sobre C. albicans foi 

avaliado utilizando o composto brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazólio (MTT). A molécula de MTT é clivada em cristais de formazan por 

células com mitocôndrias ativas, o que é verificado através da espectrofotometria 

(Mosmann, 1983). Diante disso, nossos resultados demonstraram que as 

concentrações de ¼ e ½ CIM de auranofina foram suficientes para induzir a redução 

da atividade mitocondrial de C. albicans, sendo significativa com a concentração 

subinibitória (2 µg/ml) em relação aos controles não tratado e DMSO. Nessas 

concentrações não houve diminuição do crescimento fúngico, de acordo com o teste 

de microdiluição, indicando que houve apenas a redução do metabolismo sem afetar 

a quantidade de células na suspensão.  

Com sua atuação bioenergética, as mitocôndrias são qualificadas como 

principais organelas responsáveis pela produção de espécies reativas de oxigênio 

(ROS), que participam da indução do estresse oxidativo celular (Nohl et al., 2003; 

Zhao et al., 2019). Uma das espécies reativas produzidas é o peróxido de 

hidrogênio, que pode ser controlado pela oxidação da proteína tiorredoxina (Trx). 

Alguns autores observaram que auranofina impede fortemente a atividade da enzima 

tioredoxina redutase (TrxR) em mitocôndrias de células de mamíferos, o que impede 

a redução 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 inativação das mitocôndrias verificadas no ensaio do MTT, pode ter 

levado a um aumento do estresse oxidativo, com liberação de ROS para o meio 

intracelular. 

Moléculas semelhantes às TrxR e Trx de animais estão presentes em C. 

albicans e atuam como antioxidante, regulando respostas ao estresse induzido por 

peróxido de hidrogênio (H2O2) (Dantas et al., 2010). É possível, portanto, que 

auranofina, além de atuar na atividade mitocondrial, tenha interferido na resposta ao 

estresse oxidativo gerado ao impedir a redução de Trx, por inibição de TrxR 

presente nas células fúngicas, causando o efeito fungicida verificado no ensaio de 

CFM. Além disso,  Dantas et al. (2010) ainda observaram que, na ausência de Trx 
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reduzida, as células fúngicas apresentaram virulência significativamente atenuada in 

vivo.  

No ensaio de toxicidade in vivo realizado com moscas da espécie Drosophila 

melanogaster, foi possível observar a sobrevivência de mais de 80% dos animais 

que ingeriram alimento contendo 4 ou 40 µg/ml de auranofina, sendo esta última 

uma concentração acima da verificada como fungicida (32 µg/ml). Apesar da 

ausência de registros na literatura de ensaios in vivo de redirecionamento de 

auranofina para tratamento de infecções por C. albicans, alguns autores verificaram 

que concentrações até 25 µg/ml do composto proporcionou a sobrevivência de mais 

de 80% de vermes da espécie Caenorhabditis elegans infectados com 

Staphylococcus aureus, indicando a baixa toxicidade do composto e ação 

antimicrobiana (Fuchs et al., 2016). Outros ainda observaram que o tratamento de C. 

elegans  infectados com fungos Cryptococcus neoformans, com 8 µg/ml de 

auranofina, diminuiu a UFC/animal após 24 h (Thangamani et al., 2017), o que 

poderia garantir a sobrevivência em um período prolongado. 

Por fim, este estudo demonstrou que o composto auranofina tem sua 

eficácia contra C. albicans com mecanismos de ação direcionado, 

preferencialmente, ao metabolismo fúngico e possível inibição da resposta ao 

estresse oxidativo, com baixa toxicidade em modelo invertebrado nas concentrações 

efetivas. Apesar disso, mais investigações são necessárias, como avaliação do 

efeito em infecções fúngicas in vivo e farmacocinética nas concentrações efetivas, 

dentre outras, para determinar a eficácia e a dose ideal in vivo ao redirecionar 

auranofina para tratamento de infecções fúngicas causadas, principalmente, por C. 

albicans. 
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7 CONCLUSÃO 

 

 

Apesar da ausência de efeitos sobre fatores de virulência, auranofina teve 

efeito fungistático e fungicida em determinadas concentrações e causou redução no 

metabolismo fúngico e no crescimento fúngico sob estresse osmótico, sugerindo, 

nesse caso, um possível efeito direto ou indireto na membrana celular fúngica. Além 

disso, nas concentrações efetivas não foi observada toxicidade relevante in vivo 

utilizando o modelo animal Drosophila melanogaster. Os resultados demonstraram, 

portanto, que auranofina tem potencial para seu reposicionamento como antifúngico. 

No entanto, mais estudos são necessários para mais esclarecimentos e utilização 

adequada do medicamento. 
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