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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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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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