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RESUMO  

Devido ao aumento das doenças fúngicas, do uso indiscriminado de antimicrobianos, 

associados ao aparecimento de cepas resistentes e formadoras de biofilmes, é 

essencial a busca pelo desenvolvimento de novos antifúngicos mais eficientes. As 

espécies de Candida são conhecidas pela capacidade de infectar humanos, sendo a 

formação de biofilmes um dos fatores de virulência mais importantes. No estudo 

interação patógeno-hospedeiro, bem como para eficácia terapêutica e segurança, 

algumas vantagens no uso de modelos animais alternativos são a redução de tempo 

de resposta em experimentos, eficiência e baixo custo quando comparado ao uso de 

camundongos. Desta forma, moléculas antifúngicas estão sendo testadas nestes 

animais alternativos, como Danio rerio (Zebrafish), um vertebrado que apresenta 

rápida reprodução e homologia genética e funcional com os mamíferos. Em relação 

às moléculas em testes, há um crescente estudo de peptídeos oriundos de venenos 

e da hemolinfa de insetos, como novos compostos antifúngicos, os quais possam 

apresentar além de boa atividade, baixa toxicidade e não-teratogenicidade. Neste 

trabalho, foram estudados peptídeos análogos de Mastoparanos de vespas (MKs) 

cuja atividade antimicrobiana já é conhecida, previamente sintetizados com 

modificações nas suas características estruturais, como número de resíduos de Lisina 

e carga líquida. Levando em consideração as características estruturais dos MKs, 

outros quatro peptídeos foram sintetizados e estudados, dos quais dois peptídeos 

(PepM1; PepM2) são análogos do antimicrobiano Moricin C3, derivado da hemolinfa 

de Galleria mellonella, e dois peptídeos (PepM3; PepM4) análogos dos IsCT, uma 

classe oriunda do veneno do escorpião Opisthacanthus madagascariensis. Os 

resultados revelaram que as modificações quanto ao número de resíduos carregados 

e a distribuição em relação à fração hidrofóbica na cadeia peptídica, influenciaram 

tanto na atividade anti-Candida como em relação à toxicidade. Os análogos 

mostraram uma promissora atividade antifúngica contra Candida albicans, com a 

concentração inibitória mínima (CIM) variando de 15,62 a 250 µg/mL, apresentaram 

diferenças em relação à toxicidade em Zebrafish e também à citotoxicidade em 

queratinócitos de pele. Aqueles com melhores resultados da CIM foram selecionados 

para testes em espectrometria de massas para estudo da permeabilidade do córion 

do embrião de Zebrafish, onde foi visto também, alterações no comportamento destes 

peptídeos de acordo com as diferenças das suas características estruturais. Além 

disso, a metodologia de infecção por imersão usando embriões de Zebrafish foi 



padronizada neste trabalho frente C. albicans e, através de mapeamento por imagem, 

foi possível verificar o estabelecimento da infecção e aderência do patógeno. 

 

Palavras – chave: Peptídeos antimicrobianos; candidíase; córion; espectrometria de 

massas; toxicidade; zebrafish. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT  

Due to the increase of fungal diseases, indiscriminate use of antimicrobial linked to 

occurrence of resistance and biofilm – forming strains, the search for the development of 

new efficient antifungals is essential. Candida species are known for their ability to infect 

humans, and biofilm formation is one of the most important virulence factors. In respect 

pathogen – host interaction, as well as for therapeutic efficacy and safety, some 

advantages in the use of alternative animal models are the reduction of response time in 

experiments, efficiency and low cost when compared to the use of mice. Thus, antifungal 

molecules are being tested in these alternative animals, such as Danio rerio (Zebrafish), 

a vertebrate that exhibits rapid reproduction and genetic and functional homology with 

mammals. Regarding molecules under test, there is a growing study of peptides from 

poisons and insect hemolymph, as new antifungal compounds, which may present aside 

from to good activity, low toxicity and non-teratogenicity. In this work, it was studied was 

mastoparan analog peptides (MKs), whose antimicrobial activity is already known, 

previously synthesized with modifications in their structural characteristics, such as Lysine 

residues number and net charge. Taking into account the structural characteristics of MKs, 

four other peptides were synthesized and studied, of which two peptides (PepM1; PepM2) 

are analogues of the antimicrobial Moricin C3, derived from Galleria mellonella 

hemolymph, and two peptides (PepM3; PepM4) analogs of IsCT, a class from the poison 

of the scorpion Opisthacanthus madagascariensis. The results revealed that the changes 

in the number of charged residues and the distribution in relation to the hydrophobic 

fraction in the peptide chain influenced as well anti-Candida activity as toxicity and 

cytotoxicity. The analogues showed promising antifungal activity against Candida 

albicans, with minimal inhibitory concentration (MIC) ranging from 15.62 to 250 µg/mL, 

and showed differences in toxicity in Zebrafish. Those with the best MIC results were 

selected for mass spectrometric tests to study the permeability of the Zebrafish embryo 

chorion, where it was also seen changes in the behavior of these peptides according to 

differences in their structural characteristics. In addition, the methodology of immersion 

infection using Zebrafish embryos was standardized in this study against C. albicans and, 

through image mapping, it was possible to verify the infection establishment and pathogen 

adherence. 

Keywords: Antimicrobial peptides; candidiasis; chorion; mass spectrometry; toxicity; 

zebrafish. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Candida albicans 

 Infecções causadas por vários microrganismos representam uma grande 

ameaça para sobrevivência humana (WISE, 2011), e além disso, os que são 

considerados comensais tornam-se patogênicos no momento em que ocorrem 

mudanças no sistema de defesa do hospedeiro ou por procedimentos invasivos, 

sendo que a emergência da resistência aos medicamentos cria obstáculos aos 

tratamentos (PAYNE et al., 2006). 

 Considera-se dentro de um bilhão de pessoas, uma estimativa de mais de 

150 milhões apresenta graves doenças fúngicas, ocasionando um grande impacto 

na sobrevivência destes ou até evoluindo para um caso fatal. Entretanto, a 

severidade varia de infecções mucocutâneas médias-assintomáticas a infecções 

sistêmicas potencialmente letais. A mortalidade relacionada as doenças fúngicas é 

similar à da tuberculose e três vezes maior do que a malária (BROWN et al., 2012; 

BONGOMIN et al., 2017). 

 Em relação as infecções fúngicas, as espécies que mais comumente estão 

envolvidas nestas doenças são as Candida spp., que estão presentes na cavidade 

oral com taxas em torno de 20-40% na população em geral, e em outros segmentos 

do trato gastrointestinal. As infecções por esta espécie apresentam um índice de 

75%, causando uma variedade de infecções mucocutâneas que debilitam o 

paciente, e dependendo da condição do sistema imune (PFALLER & DIEKEMA, 

2010; COLOMBO et al., 2013), como alterações fisiológicas na infância 

(prematuros), envelhecimento, imunodeficiências congênitas, doenças 

degenerativas, imunossupressão por drogas ou procedimentos médicos podem 

levar a alterações da defesa do paciente (COLOMBO et al., 2013; DIGNANI; 

SOLOMKIN; ANAISSIE, 2003). 

 Estudos estimam que cerca de um bilhão de pessoas apresentam infecções 

por fungos na pele, unhas e cabelo, com aproximadamente 10 milhões relacionados 

a infecção por candidíase na mucosa. Dentre as Candida spp. de importância 

clínica, as quais são aproximadamente 20 espécies, Candida albicans é o patógeno 

oportunista mais comum, responsável por 45% dos casos totais, especialmente em 

pacientes imunocomprometidos, tendo como um dos marcadores do agravamento 

imunológico de pacientes com AIDS a candidíase oral, uma das infecções 
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oportunistas mais prevalentes nesta população, podendo ocorrer recorrência ou até 

progredir para uma esofagite (COLOMBO et al., 2013; JOHNSON, 2010; 

BONGOMIN et al., 2017).  

 Estudos mostram que C. albicans continua a ser o principal agente etiológico 

de várias manifestações clínicas que vão desde lesões superficiais da pele até 

sistêmica candidíase invasiva (SELLAM et al., 2009; COSTA et al., 2013), e que, 

considerando isolados de amostras clínicas, 60% são referentes a C. albicans 

(BARBEDO & SGARBI, 2010). Este patógeno comumente coloniza vários sítios 

anatômicos em humanos (ODDS, 1988) e, mais do que isso, a sua resistência às 

drogas continua sendo uma séria preocupação no contexto clínico. Portanto, obter 

um entendimento na patogênese de C. albicans deverá melhorar a terapia 

antifúngica, e facilitar o estudo e desenvolvimento de novas drogas (BERMAN & 

SUDBERY, 2002). 

 Uma das formas de manifestação superficial causada por C. albicans é a 

candidíase oral, que pode ocorrer devido a uma alteração da imunidade local ou 

sistêmica, ocasionada pela idade (idosos e neonatos prematuros), por uso de 

prótese, exposição a drogas imunossupressivas como corticosteroides ou 

quimioterapia ou pela presença de doenças como desnutrição, diabetes, câncer, 

entre outras (VAZQUEZ & SOBEL, 2002; COLOMBO et al., 2013). C. albicans é 

responsável por aproximadamente 90% dos isolados causadores de candidíase 

oroesofágica (VAZQUEZ, 2003; COLOMBO et al., 2013). 

 Além disso, C. albicans é o agente causador mais comum de doenças 

fúngicas genitourinárias como candidíase vulvovaginal (CVV) (COLOMBO et al., 

2013; PFALLER & DIEKEMA, 2010; ILKIT & GUZEL, 2011; ALGARIHI et al., 

2019), sendo a segunda causa de leucorréia infecciosa, e em pacientes da América 

do Norte, é responsável por aproximadamente 13 milhões de casos de vaginite, 

anualmente. Estudos apontam que 75% das mulheres já apresentaram um episódio 

de CVV durante os anos férteis, estimando 5% de recidivas (estabelecido como 

quatro ou mais episódios todos os anos) (KENNEDY & SOBEL, 2010; COLOMBO et 

al., 2013; GIRALDO & WATKIN, 1998).  

 CVV se enquadra em duas classificações, dependendo da presença ou não 

de comorbidades associadas com esta condição, designadas de primária ou 

secundária. A primeira é, geralmente, responsável pela maioria dos casos e é 

idiopática; já a segunda pode manifestar-se por diferentes causas como 
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desequilíbrio hormonal, desordens metabólicas, altos níveis de estrógeno, alguns 

medicamentos como antibióticos ou contraceptivos e imunossupressão (ACHKAR & 

FRIES, 2010; COLOMBO et al., 2013). 

 Os fungos apresentam parede e membrana celular, sendo sua parede 

composta principalmente de polissacarídeos como glucanos, manana e quitina 

(RUIZ-HERRERA et al., 1994). Mais especificamente de células de Candida, a 

parede é composta abundantemente por glucanos, sendo 60-65% do total dos 

polissacarídeos, e as mananas entre 20-25%. A camada externa da parede celular é 

principalmente composta de manana e laminarina. O que mais diferencia a classe 

fúngica é o componente lipídico neutro principal, conhecido como ergosterol 

(WANG, et al., 2014; SULLIVAN et al., 1983; TANIDA et al., 2006). 

 Considerando a natureza oportunista deste patógeno, existe um verdadeiro 

desafio relacionado às defesas do sistema imune do hospedeiro e os fatores de 

virulência de C. albicans (CASADEVALL & PIROFSKI, 2003; JABRA-RIZK et al., 

2016; GRATACAP et al., 2017), como por exemplo a candidíase orofaríngea aguda, 

sendo que ela é mais comum em pacientes com neutropenia, podendo ter a 

imunidade inata e adaptativa afetada devido aos tratamentos imunossupressores, 

como radiação, quimioterapia, uso de antibióticos e corticosteroides (LORTHOLARY 

& DUPONT, 1997; SCULLY et al., 1994; GRATACAP et al., 2017). 

 Juntamente com Staphylococcus aureus (S. aureus), Candida é um patógeno 

predominantemente nosocomial (adquirida no hospital) causando alta morbidade e 

mortalidade (PETERS et al., 2012). Entre todas as espécies de Candida, C. albicans 

é um dos patógenos fúngicos humanos melhor estudado, sendo conhecido por 

crescer em três distintas estruturas morfológicas (morfogênese): leveduras, 

pseudohifas e hifas verdadeiras (KIM & SUDBERY, 2011). Ambas as hifas e 

pseudohifas são invasivas, o que pode promover uma maior invasão nos tecidos 

durante o estágio inicial da infecção (SUDBERY et al., 2004; MAYER et al., 2013). 

 Devido à hifa ter tendências de aderir e penetrar no tecido do hospedeiro, 

elas são responsáveis por infecções na mucosa (candidíase oral) (PETERS et al., 

2012). Além disso, estas formas filamentosas são também importantes para a 

colonização de órgãos, como rins, causando infecções profundas. A forma de 

levedura, pelo contrário, pode ser mais adequada para disseminação na corrente 

sanguínea e doença sistêmica (SUDBERY et al., 2004).  
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 A infecção de corrente sanguínea causada por C. albicans é conhecida como 

“candidemia”, sendo que esta pode levar à infecção de órgãos internos, uma 

condição conhecida como “candidíase disseminada”; e tanto a candidemia quanto a 

candidíase disseminada representam problemas médicos e clínicos extremamente 

sérios (KIM & SUDBERY, 2011). A candidíase disseminada está associada a 30-

40% da mortalidade em pacientes imunocomprometidos (CHENG et al., 2004; 

YANG et al., 2010). Em relação a epidemiologia no Brasil, estudos indicam que 

durante um período de 12 meses (março/2002-fevereiro/2003) em quatro hospitais 

da cidade de São Paulo, de um total de 7.038 casos de bacteremias e fungemias 

avaliados, 4,3% do total de infecções da corrente sanguínea correspondia a 

Candida spp. (COLOMBO & GUIMARAES, 2003; COLOMBO, 2003). Outros 

estudos indicam que a taxa de mortalidade atribuída a candidemia permanece 

aproximadamente 50% (COLOMBO et al., 2007; GUDLAUGSSON et al., 2003), e 

que C. albicans foi a principal causa de candidemia em 32 de 40 estudos, 

mostrando prevalência com taxas entre 18,8% e 66% (DA MATTA et al., 2017). 

 Fatores de virulência que permitem C. albicans evoluir de comensal para 

patógeno incluem reconhecimento de biomoléculas do hospedeiro (adesinas), 

morfogênese, proteases aspartil secretadas (SAPs), fosfolipases (PLs) e alteração 

fenotípica (CALDERONE & FONZI, 2001; KUO et al., 2013; DEMUYSER et al., 

2014). Entre estes fatores, a transição levedura-hifa (morfogênese) é considerada 

um fator de virulência crucial para patogênese de C. albicans (KUO et al., 2013). 

 Uma condição para a patogenicidade de espécies de Candida é a invasão do 

tecido do hospedeiro, sendo mediada por moléculas de adesão (adesinas) 

expressas na superfície, interações específicas ligante-receptor e também 

interações não específicas, que permitem a este patógeno se ligar a uma variedade 

de tecidos eucarióticos (LASS-FLORL, 2009; CHIN et al., 2016).  

 O fenômeno descrito como transição reversível entre levedura unicelular e 

formas de crescimento filamentoso para pseudohifa e hifa é chamado morfogênese 

(CALDERONE & FONZI, 2001). O crescimento de hifas é promovido por um número 

de fatores ambientais como temperatura de crescimento a 37 ºC, presença de soro, 

pH neutro, alto CO2, entre outros (KIM & SUDBERY, 2011; MAYER et al., 2013). 

Células de leveduras crescem a 30 ºC e em pH ácido (pH 4,0); e as pseudohifas em 

condições como 35 ºC e pH 5,5 (KIM & SUDBERY, 2011; MAYER et al., 2013). 
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 A alteração fenotípica é uma transição entre estados celulares alternativos 

considerada categórica para a patogênese fúngica, para colonizar e infectar 

diferentes nichos no hospedeiro. Candida albicans altera de colônias brancas e lisas 

para colônias planas e cinzas (mais opacas), sugerindo ser importante, 

principalmente, na interação com o sistema imune do hospedeiro (GEIGER et al., 

2004; LOHSE & JOHNSON, 2008; CHIN et al., 2016). Existem diferenças entre 

esses dois tipos de colônias, como por exemplo a forma da célula, em que as 

células brancas são ovoides e as opacas são alongadas em forma de feijão 

(CALDERONE & FONZI, 2001; ANDERSON et al., 1990). Além disso, esta 

alteração pode ser um mecanismo adaptativo das células de C. albicans para 

escapar do sistema imune do hospedeiro, pois as células brancas e opacas são 

diferencialmente fagocitadas por macrófagos (LOHSE & JOHNSON, 2008; CHIN et 

al., 2016).  

 Outro fator de virulência de C. albicans são as aspartil proteinases secretadas 

(SAPs), que são produzidas logo depois do processo de adesão à superfície celular. 

As SAPs facilitam a penetração ativa do fungo para dentro das células hospedeiras 

e aumentam a eficiência na aquisição de nutriente extracelular para as próprias 

células do patógeno (WACHTLER et al., 2012; NAGLIK et al., 2003; CHIN et al., 

2016). Esse fornecimento de nutrientes se dá pela degradação de proteínas do 

hospedeiro, o que facilita a penetração e invasão dos tecidos, além da evasão das 

respostas imunes (GAUWERKY et al., 2009; CHAFFIN et al., 1998; CHIN et al., 

2016). 

 As fosfolipases também são enzimas que aumentam a patogenicidade da 

infecção por Candida. Elas quebram os fosfolipídios das membranas da célula 

hospedeira, que por sua vez, auxilia na aderência, penetração e por fim, na invasão 

celular (MAVOR et al., 2005; CHIN et al., 2016). 

 Muitos fungos e bactérias são descritos como capazes de formar biofilmes, 

estabelecendo comunidades resistentes em uma variedade de superfícies clínicas 

(DONLAN, 2001; HOYLE et al., 1990). Estes conglomerados de células aderentes 

representam um sério obstáculo para o tratamento da infecção. Em comparação 

com as células planctônicas, estes são extremamente resistentes às terapias 

antimicrobianas (HAWSER et al., 1998).  

 Biofilmes são comunidades dinâmicas de microrganismos aderidos 

fortemente a superfícies biológicas e não biológicas (CHANDRA, et al., 2001), 
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caracterizados por uma malha fibrilar de polissacarídeos (matriz) à qual se fixam 

microrganismos, formando uma arquitetura tridimensional complexa (CHANDRA, et 

al., 2001), e estas células microbianas, ditas sésseis, diferem em suas propriedades 

biológicas de suas homólogas livres, flutuantes ou planctônicas (COSTERTON, et 

al., 1995; DONLAN & COSTERTON, 2002). A matriz de um biofilme funciona como 

barreira física afetando a penetração do agente antimicrobiano aplicado 

externamente, protegendo as células internas do biofilme (LONNEMANN, 2000; 

PIERCE et al., 2008). As células em biofilme exibem um distinto fenótipo de células 

livres flutuantes (planctônicas), incluindo sua reduzida susceptibilidade para agentes 

antimicrobianos (KUCHARIKOVA et al., 2013, KUCHARIKOVA et al., 2011; NOBILE 

et al., 2006). Estudos tem mostrado que a matriz extracelular do biofilme tem uma 

importante função na tolerância para os antifúngicos como a classe dos azóis 

(NETT et al., 2010b; BONHOMME & D'ENFERT, 2013; MITCHELL et al., 2015); 

outro processo desta tolerância é a densidade celular, expressão de bombas de 

efluxo ou ocorrência de células persistentes (variantes fenotípicas de tipo selvagem 

que são altamente tolerantes) (LAFLEUR et al., 2006; BONHOMME & D'ENFERT, 

2013).  

 Recentemente, WÖLLERT & LANGFORD, (2016), descreveram mudanças 

na arquitetura e no mecanismo de rearranjo do citoesqueleto de actina em células 

epiteliais de pele infectadas com biofilmes de C. albicans, mostrando que os 

biofilmes são formas presentes em células hospedeiras. 

 A produção de células persistentes associada com a resistência das 

respostas imunes do hospedeiro tem mostrado que a necessidade de melhorar as 

terapias medicamentosas é crucial (CHRISTENSEN et al., 2007; SHIRTLIFF et al., 

2009).   

 

1.2.  Peptídeos antimicrobianos (AMP`s) 

A resistência dos fungos aos agentes antifúngicos traz a necessidade 

emergencial de se descobrir novas terapias, uma vez que estas infecções podem 

ser letais. Concomitante a isto, como há um número limitado de antibióticos 

disponíveis com atividades e mecanismo de ação similares, pesquisas intensivas 

estão em progresso para novas e não-convencionais terapias antimicrobianas 

(CZAPLEWSKI et al., 2016; MAHLAPUU et al., 2016). 



29 
 

Devido ao fator emergencial para a pesquisa e desenvolvimento de novos 

tratamentos antifúngicos, um interesse amplo em produtos naturais tem levado aos 

estudos com compostos não-tradicionais, como por exemplo os venenos de insetos 

e outros animais, que apresentam funcionalidades medicinais valorizadas no 

combate a muitas doenças como câncer, analgésicos, anticoagulantes, diabetes, 

entre outros (SAMY, et al., 2015; HARVEY, 2014; BEA, et al., 2017). 

Peptídeos de defesa do hospedeiro ou AMP`s envolvem mecanismos de 

membrana ativa ou de alvos intracelulares sem danos de membrana, que geram 

interesse por sua possível utilização como agentes antimicrobianos em uma era de 

resistência antibiótica (BROGDEN & BROGDEN, 2011; MEMARIANI et al., 2016). 

Estes compostos podem ser encontrados em todos os organismos, são 

componentes importantes da defesa não específica e do sistema imune inato de 

diferentes grupos de animais (MITSUHARA, 2001; DE SOUZA et al., 2011). 

Possuem uma notável estrutura e diversidade funcional, e somando-se a atividade 

antimicrobiana direta, eles apresentam propriedades imunomodulatórias, o que os 

tornam interessantes para desenvolvimento de novas terapêuticas (FJELL et al., 

2012; MAHLAPUU et al., 2016).  

Adicionalmente, HANCOCK & PATRZYKAT (2002) observaram que os 

AMP`s apresentam muitas propriedades benéficas, incluindo amplo espectro de 

atividade antimicrobiana, comumente não induzem resistência bacteriana, rápido 

mecanismo de morte, e apresentam atividade sinérgica quando combinados com 

antibióticos clássicos, sendo um atrativo no desenvolvimento de novos candidatos 

antimicrobianos.  

Estudos presumem que os microrganismos não criarão resistência contra 

muitos AMP`s, uma vez que eles agem na membrana celular. Isto porque, apesar 

de alguns mecanismos de resistência já terem sido descritos, eles envolvem uma 

grande alteração na composição da membrana a fim de mudar a carga, interferindo 

na associação peptídeo-alvo, ou também por serem mecanismos altamente 

específicos que não são cabíveis a um grande número de peptídeos 

antimicrobianos (BROGDEN, 2005; CHAN et al., 2006). 

Apesar de ainda ser pouco estudado como ocorre a interação de peptídeos 

com os fungos, AMP`s que são catiônicos anfipáticos podem interagir com os 

lipídios aniônicos da membrana fúngica e romper a integridade desta (WANG et al., 
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2014), formando poros que permitem a saída de nutrientes e íons essenciais (LI et 

al., 2014; MATSUZAKI, 1999; ZASLOFF, 2002).  

DENNISON et al., (2005) indicaram que o mecanismo de atuação dos AMP´s 

pode ser desde ataque direto à membrana microbiana, como até exercer a atividade 

antimicrobiana através de alvos adicionais como DNA e peptidoglicano 

(MEMARIANI et al., 2016). Muitos AMP´s possuem uma direta e rápida atividade 

devido à quebra da integridade física da membrana microbiana e/ou pela 

translocação através da membrana no interior do citoplasma da bactéria, atuando 

em alvos intracelulares (HANCOCK & SAHL, 2006; MAHLAPUU et al., 2016).  

Entretanto, os diferentes mecanismos de morte que não envolvem danos de 

membrana são alvos intracelulares que incluem inibição de síntese de 

macromoléculas como ácidos nucléicos ou proteínas (SUBBALAKSHMI & SITARAM 

1998; LI et al., 2014), inibição de função enzimática ou metabólica (OTVOS et al. 

2000; LI et al., 2014), e inibição da formação da membrana ou parede celular do 

microrganismo (BRÖTZ et al. 1998; LI et al., 2014). 

Os AMP´s constituem um grupo representado por peptídeos com estruturas 

lineares ou cíclicas, com propriedades hidrofóbicas ou anfipáticas. Em relação às 

estruturas primárias dos AMP´s, assim como no caso dos peptídeos antibacterianos, 

não existe um domínio estrutural conservado ao qual seja atribuída a atividade 

antifúngica dessas moléculas (FALICO & CASTRO, 2014; JESSEN et al., 2006). 

Muitos peptídeos antifúngicos são capazes de formar α-hélice, o que poderia estar 

relacionado com sua habilidade em interagir com as cadeias laterais de lipídeos da 

membrana dos diferentes microrganismos, levando à ruptura da função da 

membrana e interferindo com o balanço osmótico da célula (FALICO & CASTRO, 

2014; GORAYA et al., 1998). 

Forças eletrostáticas entre AMP´s catiônicos e a carga negativa da superfície 

dos microrganismos são pontos alvos para a interação entre peptídeos e membrana 

microbiana, uma vez que a interação com a membrana é fator crucial para a 

atividade direta destes (YEAMAN & YOUNT, 2003; GIULIANI et al., 2007; YEUNG 

et al., 2011; EBENHAN et al., 2014; MAHLAPUU et al., 2016).  

Levando em consideração AMP`s que atuam como dano de membrana, 

existem três mecanismos já descritos que podem causar a lise pela formação de 

poros, provocados pelos peptídeos: “carpete” (SHAI, 1999), “barril” (SANSOM, 

1991; SHAI, 1999) e “toroidal” (LUDTKE et al., 1996). No primeiro modelo, os 
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peptídeos estão em contato com a cabeça do grupo lipídico durante o processo de 

permeação de membrana e não se inserem dentro do núcleo hidrofóbico da 

membrana (POUNY et al., 1992; SHAI, 1999). Já no segundo modelo, os AMP`s se 

inserem no núcleo hidrofóbico da membrana e formam poros transmembrana 

(EHRENSTEIN & LECAR, 1977; SHAI, 1999). O último modelo, apresenta uma 

maior complexidade de entendimento, resumidamente a bicamada lipídica dobra-se 

nela mesma como se fosse o interior de um toro, deformando a membrana e 

formando uma curvatura. Esta deformação e a flexão na área toroidal custam uma 

energia. Assim, os peptídeos seriam incorporados para auxiliar nesta energia e 

tensão gerados pela expansão da membrana, estabilizando os poros (LUDTKE et 

al., 1996). A figura 1 é representativa dos mecanismos de ação dos AMP`s 

(CARVALHO & MACHINI, 2013). 

 

Figura 1. Modelos de mecanismo de ação dos AMP`s em membrana lipídica. 1 – 

Adsorção peptídica na superfície da membrana (modelo “barril”); 2- Interação 

eletrostática entre os resíduos carregados positivamente do peptídeo e as cargas 

negativas dos fosfolipídeos (modelo “carpete”); 3 - Inserção do AMP pela bicamada 

resultando em poro toroidal ou cilíndrico (modelo “toroidal”) (CARVALHO & 

MACHINI, 2013). 
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O desenho de novos peptídeos, no intuito de aumentar atividade 

antimicrobiana e reduzir a toxicidade, tem sido amplamente estudado, apesar do 

mecanismo de ação específico ainda não ser muito bem compreendido. Esta 

melhora nas funções dos AMP`s podem ser realizadas por alterações nos 

parâmetros físico-químicos, como por exemplo tamanho da cadeia, anfipacidade, 

conteúdo de conformação alfa-hélice e carga líquida positiva (DATHE & 

WIPRECHT, 1999; DATHE et al., 2002; DE SOUZA et al., 2011).  

Estudos destacam que alguns peptídeos são capazes de suprimir a formação 

de biofilmes e induzir a dissolução de biofilmes existentes, sendo este último 

especialmente importante, uma vez que pode alterar totalmente a maturação dele, 

existindo ainda aqueles que possuem capacidade de sensibilizar os biofilmes, 

permitindo que estes se tornem mais sensíveis a ação de outros agentes 

microbianos (FJELL et al., 2012; MEMARIANI et al., 2016; LEITCH & WILLCOX, 

1999).   

Peptídeos antimicrobianos têm sido isolados de venenos de animais, que são 

misturas complexas de componentes utilizados no intuito de defesa e no ataque as 

suas presas. Muitos venenos já foram estudados com objetivo de isolar os AMP`s, 

incluindo insetos como vespas e também do escorpião, como por exemplo o 

peptídeo polybia-CP, ILGTILGLLKSL-NH2, isolado da vespa Polybia paulista 

(SOUZA et al., 2005). Este AMP mostrou atividade antibacteriana e antitumoral, com 

mecanismo de ação membrana-ativa, entretanto, pouco se conhece sobre este 

mecanismo (WANG et al., 2011; WANG et al., 2012; WANG et al., 2016). 

Peptídeos mastoparanos isolados dos venenos de vespas tem alta atividade 

antimicrobiana, por exemplo, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacilus 

subtilis, entre outros. Eles são tetradecapeptídeos amidados na porção C-terminal, 

policatiônicos e geralmente tem de dois a quatro resíduos de Lisina em suas 

sequências (DE SOUZA et al., 2011; NAKAJIMA et al., 1986). Estudos de número 

de resíduos de Lisina e sua distribuição na sequência dos peptídeos sugerem sua 

influência na anfipacidade e na carga líquida positiva destes peptídeos, promovendo 

um segmento hélice estável e uma mais homogênea superfície hidrofóbica, e 

consequentemente influenciando a interação com membranas (DE SOUZA et al., 

2011; DE SOUZA et al., 2015; DOS SANTOS et al., 2004; DA SILVA et al., 2014).  

Mastoparanos possuem muitos mecanismos de ação, além dos causadores 

de membrana discutidos na figura 1. O posicionamento dos resíduos de Lisina 
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(posições estratégicas 4/5 e 11/13) mantém estável a alfa-hélice, que se expande 

do resíduo 4 ao 13, tendo uma superfície hidrofóbica mais homogênea na estrutura 

anfipática, podendo contribuir para a máxima eficiência lítica (DE SOUZA et al., 

2011). 

Os insetos apresentam um sistema imune efetivo, com mecanismos de 

resposta humoral e inata. Fagocitose e encapsulação, por exemplo, são mediados 

por hemócitos, e os peptídeos e proteínas antimicrobianas são componentes 

essenciais da resposta imune humoral, sendo estes sintetizados no corpo gordo do 

inseto durante a resposta contra patógenos, e secretados na hemolinfa (apresenta 

funcionalidades análogas ao soro de mamíferos), sendo depois difundidos para os 

locais da infecção para combater os componentes das bactérias ou da parede 

celular fúngica (BULET & STOCKLIN, 2005; FERRANDON et al., 2007; 

JIRAVANICHPAISAL et al., 2006; LAVINE & STRAND, 2002; LECLERC & 

REICHHART, 2004; MARMARAS & LAMPROPOULOU, 2009; MAKA et al., 2010; 

BULET et al., 1999; VIERSTRAETE et al., 2004; BERGIN et al., 2006), uma vez que 

a resposta imune adaptativa é inexistente nestes invertebrados (FARUCK et al., 

2016).  

Um modelo de inseto que tem sido amplamente utilizado para estudos de 

resposta imune é a traça de cera Galleria mellonella (Lepidoptera). Pesquisas 

recentes mostraram a presença de um grande conjunto de peptídeos 

antimicrobianos na hemolinfa da mesma. Dentre os identificados, alguns são 

peptídeos lineares alfa hélice (cecropina e moricin-like), peptídeos estabilizados por 

cisteína (defensinas), ricos em prolina e glicina (gloverin) (BROWN et al., 2008, 

2009; CYTRYNSKA et al., 2007; KIM et al., 2004; LEE et al., 2004; MAK et al., 2001; 

SCHUHMANN et al., 2003; MAKA et al., 2010). 

Os AMP`s produzidos pela larva podem ter interações benéficas que incluem 

sinergismo, diversificação funcional e potencialização (BARRIBEAU et al., 2014; 

DOBSON et al., 2013; MOGHADDAM et al., 2016), tornando-se mais eficaz e 

permitindo a ação direta sobre patógenos específicos (VILCINSKAS et al., 2013; 

HAINE et al., 2008; MOGHADDAM et al., 2016). 

Estudos indicam que o sistema imune da larva de Galleria mellonella 

diferencia – se e responde adequadamente a partir do patógeno em que entrou em 

contato. Peptídeos antimicrobianos e proteínas são cruciais na resposta imune 

humoral e são produzidos contra os patógenos invasores (MAK et al., 2001). 



34 
 

MAK et al., 2001 fizeram estudos com G. mellonella infectada com vários 

patógenos, sendo um deles C. albicans, e analisaram a resposta imune da larva 

frente produção de AMP`s, como cecropin, anionic 1 e 2, entre outros. Eles 

observaram que quando a larva está infectada com C. albicans não provoca muitas 

mudanças efetivas nos níveis dos peptídeos antimicrobianos estudados, pois talvez 

leva ao aparecimento de outros peptídeos não investigados. Outra observação foi 

que o peptídeo anionic 2 pode atuar sinergicamente com outros AMP`s presentes 

na hemolinfa, potencializando sua atividade. 

Destacando outros dois peptídeos isolados de animais, conhecidos como a 

classe do IsCT, foram denominados como IsCT (ILGKIWEGIKSLF-NH2) o primeiro 

AMP isolado por DAI et al., 2001, e IsCT2 (IFGAIWNGIKSLF-NH2), isolado do 

mesmo veneno, dividindo 78% de homologia com o primeiro, apresentando 

semelhante atividade biológica, isolado por DAI et al., 2002. Ambos foram 

originados do veneno do escorpião da espécie Opithancatus madagascariensis, 

apresentando 13 resíduos de aminoácidos com C-terminal amidado, formando uma 

estrutura secundária alfa-hélice com propriedades anfipáticas. A denominação IsCT 

é devido à esta espécie ter sido encontrada em Isalo, Madagascar e o peptídeo ter 

atividade citotóxica (DAI et al., 2001; BEA et al., 2017). 

DAI et al., (2001, 2002), mostrou uma promissora atividade antimicrobiana 

dos dois IsCT (IsCT e IsCT2) frente Staphylococcus aureus, Escherichia coli, 

Candida albicans, entre outros; por outro lado, os peptídeos resultaram em alta 

atividade hemolítica (BELOKONEVA et al., 2003). Desta forma, estes resultados 

mostram o quão importante são os estudos relacionados à substituição de alguns 

resíduos de aminoácidos na estrutura peptídica, a fim de reduzir a toxicidade e 

melhorar atividade antimicrobiana.  

Sendo assim, estudos já demonstraram vários análogos de IsCT com 

resíduos substituídos em posições definidas que apresentaram uma melhora da 

atividade com a toxicidade considerada moderada ou até mínima (LIM et al., 2005; 

BEA et al., 2017), porém estudos envolvendo a atividade antifúngica desta classe de 

AMP`s ainda são escassos na literatura. 

 

1.3. Espectrometria de massas e Abordagem Proteômica 

A espectrometria de massas (MS) abrange uma tecnologia imprescindível 

para a interpretação das informações codificadas pelos genes, ou seja, proteínas. O 
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primeiro espectro de massas foi obtido em 1912 e o grande avanço da 

espectrometria de massas no campo biológico aconteceu somente a partir da 

década de 80, com o desenvolvimento de técnicas mais avançadas conhecidas 

como MALDI (Matrix-assisted laser desorption/ionization) e ESI (Electrospray 

Ionization) (PALMA et al., 2010). 

A análise proteômica é um conjunto de metodologias analíticas que são 

capazes de caracterizar qualitativamente e quantitativamente um proteoma, sendo 

uma área interdisciplinar da ciência, agrupando disciplinas como química, física, 

biologia e informática (CANTÚ et al., 2008; TYERS & MANN, 2003; AEBERSOLD & 

MANN, 2003). Toda essa junção de áreas e conhecimentos é extremamente 

necessária pois o objetivo é estudar a função e/ou comportamento dos genes com 

base na identificação das proteínas por eles expressas. Os dados de espectrometria 

de massas também são utilizados para informações relacionadas na identificação 

de peptídeos e proteínas a partir de banco de dados depositados (CANTÚ et al., 

2008; TYERS & MANN, 2003; AEBERSOLD & MANN, 2003). 

O instrumento conhecido como espectrômetro de massas é formado por 

sistema de injeção de amostra, fonte de íons, analisador de massas, detector e 

sistema de aquisição de dados. A técnica de espectrometria de massas determina a 

relação de massa e carga (m/z) de espécies ionizadas em fase gasosa (PALMA et 

al., 2010).  

As fontes de ionização, como o próprio nome indica, possuem a função de 

ionizar suavemente, para preservar a estrutura polipeptídica, e transferir as 

moléculas a serem analisadas para fase gasosa. O analisador de massas separa os 

íons formados de acordo com sua relação m/z. Após esta separação, os íons são 

detectados por eletromultiplicadores que constituem os detectores mais largamente 

usados, e então são isolados e submetidos à fragmentação por colisão com 

moléculas de gás inerte, como nitrogênio. Este espectro de fragmentação resultante 

é chamado de espectro de massas sequencial ou MS/MS (CANTÚ et al., 2008).   

Finalmente, após todos esses processos, os resultados de massa molecular 

(MM) dos peptídeos, tanto quanto a relativa sequência de aminoácidos destes 

(MS/MS) podem ser pesquisados nos bancos de dados depositados nos softwares 

mais comumente utilizados, que são o Sequest (ENG et al., 1994) e o Mascot 

(PERKINS et al., 1999) (CANTÚ et al., 2008). 
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1.4. Abordagem Peptidômica  

O peptidoma representa o conjunto inteiro de peptídeos naturais de um 

sistema de célula, tecido ou corpóreo, em um determinado prazo, sob uma 

específica condição fisiológica (AMADO et al., 2010). Estudos já demonstraram que 

o peptidoma vai além de uma simples junção de produtos da degradação de 

proteínas, podendo ser espécies ativas cruciais em muitos processos biológicos 

(VILLANUEVA et al., 2006; VILLANUEVA et al., 2006; AMADO et al., 2010), apesar 

de habitualmente o peptidoma ser considerado uma consequência de um 

desequilíbrio entre a atividade de proteases e a ação de inibidores destas (DOUCET 

et al., 2008; AMADO et al., 2010). 

A metodologia de análise peptidômica foi introduzida por SCHULZ-KNAPPE 

et al., (2001), a fim de avançar nas limitações propostas pelas metodologias 

proteômicas convencionais baseadas em gel, para moléculas com tamanho inferior 

a 15000Da. Tendo em mente estes fatores, o peptidoma pode ser então 

considerado como uma ampliação do proteoma, estendendo-se aos menores 

valores de massa de todas as proteínas, independente da origem do peptídeo 

(AMADO et al., 2010). 

Uma vez que a abordagem peptidômica vem crescendo, os avanços em 

instrumentos permitem uma rotina de sequenciamento e identificação de muitos 

peptídeos em várias amostras, como por exemplo fluídos corpóreos, tecidos e 

células (VILLANUEVA et al., 2005; AMADO et al., 2010); e com isso, o 

desenvolvimento de novas ferramentas médicas para diagnósticos ou até para 

desvendar a fisiopatologia de algumas doenças, estão se destacando. Um exemplo 

importante dessas novas ferramentas é a possibilidade de descobrir um potencial 

peptídeo biomarcador de doenças, como infecção ou câncer de tireóide 

(VILLANUEVA et al., 2006; AMADO et al., 2010), entre outras aplicabilidades. 

 

1.5. Modelo Zebrafish (Danio rerio)  

O controle sobre o uso de animais experimentais é crescente, e este assunto 

atrai a atenção de toda sociedade por ser um debate ético. Após os anos 70 surgem 

leis que se baseiam no princípio dos 3Rs da experimentação animal, que foram 

propostos por Russel e Burch em 1959, em busca de uma estratégia de abordagem 

em relação à experimentos envolvendo animais (SCHATZMAYR & MÜLLER, 2008). 
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Os 3Rs provém do inglês Replacement (Substituição), Reducement 

(Redução) e Refinement (Refinamento) do uso de animais em experimentos, e logo 

tornaram-se diretrizes para o controle destes em diversos países (SCHATZMAYR & 

MÜLLER, 2008). Para isso, métodos alternativos são considerados, sendo estes 

prioritários para diminuir a dor e o desconforto dos animais, reduzir seu número em 

trabalhos ou que substitua o uso de uma espécie animal por outra, de categoria 

inferior na escala zoológica, ou também por métodos computadorizados ou in vitro. 

Além disso, os animais selecionados para uso em protocolos experimentais devem 

ser de espécie e qualidade apropriada e com número mínimo para a obtenção de 

resultados válidos cientificamente (BONELLA, 2009). 

Em 8 de Outubro de 2008, o Brasil sanciona uma lei federal que regulamenta 

a experimentação animal, a chamada Lei Arouca, que estabelece critérios na 

criação e utilização de animais em atividades de ensino e pesquisa científica, em 

todo território nacional. Esta lei visa proteger e equacionar o uso dos animais de 

laboratório, reconhecer os direitos e estatuto moral dos animais, sem atitudes 

radicais e desarmônicas de qualquer natureza, e ainda assim, não impedir o avanço 

do conhecimento e da pesquisa (CALDAS, 2009).   

Estabelecer modelos efetivos de animais para estudos de interação 

patógeno-hospedeiro e busca de novos antifúngicos, é fundamental para o 

crescimento e desenvolvimento das pesquisas.  

Os camundongos são modelos animais predominantes usados para pesquisa 

de C. albicans, entretanto, estes são difíceis de usar em estudo de larga escala 

devido ao número limitado de descendentes produzidos e excessivo custo 

experimental. Logo, vários modelos invertebrados têm sido utilizados nas pesquisas, 

tais como Galleria mellonella (traça de cera), Drosophila melanogaster (mosca da 

fruta) e o nematódeo Caenorhabditis elegans (ALARCO et al., 2004; COTTER et al., 

2000; PUKKILA et al., 2009). Estes simples hospedeiros apresentam muitas 

vantagens, como imunidade inata conservada, sistemas bem desenvolvidos, e 

cuidados acessíveis, entre outros (MYLONAKIS et al., 2007). Por outro lado, o 

sistema imune destes animais possui maior diferença quando comparado com os 

mamíferos, particularmente a falta da imunidade adaptativa. As limitações destacam 

a necessidade de outros modelos para revelar o mecanismo complexo da 

patogênese fúngica (ZON & PETERSON, 2005). 
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O Danio rerio, popularmente conhecido como Zebrafish, peixe-paulistinha ou 

peixe-zebra, é uma espécie de peixe vertebrado teleósteo que pertence à família 

Crypinidae. O nome Zebrafish é derivado das faixas que estão presentes no lado do 

seu corpo, sendo que ele tem cinco listras alternadas em azul-preto e prata-

amarelo, contendo dois tipos de células de pigmentos, melanóforos e iridóforos, 

xantóforos e iridóforos, respectivamente (REED & JENNINGS, 2011). Os peixes 

machos possuem uma barriga amarelada e são mais magros do que as fêmeas, 

que são mais prateadas (BOPP et al., 2006; STAVELEY, 2015).  

A utilização do Zebrafish como modelo experimental cresceu 

consideravelmente em poucas décadas. E levando em consideração os princípios 

dos 3Rs, como revisto pelo autor SNEDDON et al., (2017), Directive 2010/63/EU na 

proteção de animais utilizados para propostas científicas especificou que, o peixe 

torna-se um animal protegido uma vez que ele é capaz de alimentar-se 

independentemente, ou em aproximadamente 120 horas pós fertilização (hpf). 

Desta forma, de acordo com estes estudos e com DUCHARME et al., 2015, o uso 

de embriões e larvas de Zebrafish está de acordo por ser considerado um modelo 

alternativo em estágios embriônicos (HAMM, et al., 2019). 

Este peixe, que anteriormente era criado apenas como ornamental, tem sido 

utilizado em diversos estudos, desde células tronco até as bases das mudanças 

comportamentais induzidas por vício em drogas. Essa rápida mudança se tornou 

possível devido a avanços em tecnologia, conjuntamente com uma caracterização 

detalhada do animal em nível genético e molecular. Estes avanços permitiram o uso 

do Zebrafish como um vantajoso modelo experimental, a fim de buscar soluções 

para questões em biologia, doenças e genética humana. O Zebrafish apresenta 

rápida reprodução e fecundação externa, e tem sido muito utilizado em ensaios 

toxicológicos de novos fármacos devido à homologia genética e funcional com 

mamíferos (LEE & FREEMAN, 2014; RIZZO et al., 2013; LANTZ et al., 2014; 

CARLSSON et al., 2014). 

O peixe é conhecido por ter alta fertilidade, o que o torna adequado para 

estudos de grande escala, e a fertilização ocorrer externamente (ZON & 

PETERSON, 2005; CHIN et al., 2016; BOPP et al., 2006). Quando os ovos não 

estão fertilizados, o crescimento é interrompido depois da primeira divisão de 

poucas células e aparecem mais turvos. Ovos fertilizados imediatamente tornam-se 
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transparentes, o que faz este modelo animal muito utilizado na pesquisa (CHAO et 

al., 2010).  

Em comparação aos outros animais, o Zebrafish possui a vantagem de usar 

técnicas menos invasivas, pois tanto o embrião quanto a larva são transparentes, 

facilitando procedimentos como manipulação genética ou tratamento farmacológico. 

Além disso, estas técnicas minimizam o sofrimento do animal e melhoram os 

resultados experimentais (CHIN et al., 2016).  

Outra vantagem no uso deste embrião frente aos outros animais alternativos 

é a presença de imunidade inata e adaptativa, e mimetiza os mamíferos no contexto 

de anatomia, genética e fisiologia (MEEKER & TREDE, 2008; CHIN et al., 2016). 

Além disso, o seu desenvolvimento é independente do peixe materno e 

acontece rapidamente, sendo que dentro de três dias, o embrião já se torna larva; 

são mantidos em água tratada especificamente com parâmetros de fácil 

manutenção, adequando o peixe para testes de alto rendimento (HERMSEN et al., 

2011).  

 A larva do Zebrafish é considerada ideal para avaliar testes de atividade 

antifúngica in vivo bem como toxicidade em hospedeiros, por ser um vertebrado 

complexo comparado aos outros modelos alternativos, com sistemas de órgãos 

conservados e vias metabólicas (MACRAE & PETERSON, 2015; ROSOWSKI et al., 

2018). Além disso, este animal oferece uma alternativa econômica aos estudos com 

mamíferos, excelentes ferramentas visuais e moleculares; mas como qualquer 

modelo animal, ele também apresenta algumas limitações, porém quando utilizado 

da melhor maneira em que é aplicável, este modelo é capaz de responder muitas 

perguntas (ROSOWSKI et al., 2018). 

Em embriões de Zebrafish, existem dois complexos diferentes de 

membranas, que são nomeadas como coriônica externa (zona radiata, conhecida 

como córion) e membrana plasmática interna (vitelina), e entre estas membranas, 

há um espaço perivitelino preenchido com líquido viscoso (KIMMEL & LAW, 1985; 

RAWSON et al., 2000).  

O córion do embrião é um envelope acelular, altamente estruturado que 

envolve o ovo durante o desenvolvimento embrionário, funcionando como uma 

barreira ao ambiente externo (HART et al., 1984; HENN, 2011), com várias funções, 

como proteção mecânica (RIEHL, 1991; HENN, 2011), proteção contra 

microrganismos (HISAOKA, 1958; HENN, 2011), flutuabilidade funcional 
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(PODOLSKY, 2002; HENN, 2011), entre outras. Esta barreira é composta 

principalmente de glicoproteínas e proteínas, em que compostos e outras moléculas 

passam através de  canais de poros, que são parciais ou totalmente fechados, e 

parecem ser livrementes permeáveis à água, eletrólitos e pequenas moléculas, 

dependendo da fase de desenvolvimento em que o embrião se encontra (COWARD 

et al., 2002, POTTS & EDDY, 1972; RAWSON et al., 2000; SCAPIGLIATI et al., 

1994; YAMAGAMI et al., 1992; ZHANG & RAWSON, 1996; HENN & BRAUNBECK, 

2011; BONSIGNORIO et al., 1996). As glicoproteínas possivelmente são 

responsáveis por prevenir a transferência de material aquoso para dentro e fora do 

embrião (LILICRAP, 2010; HENN, 2011). 

Desta forma, dependendo do estágio embrionário, o córion apresenta 

diferenças na sua permeabilidade, sendo maior conforme seu crescimento e 

também ficando mais sensível aos compostos em fases posteriores. No estágio de 

clivagem inicial (entre 1 e 2 hpf), a permeabilidade começa a aumentar e o 

fechamento do blastóporo (entre 2 e 4 hpf) é observado, com permeabilidade 

máxima durante a epibolia (entre 5 e 10 hpf) (HARVEY et al., 1983; ADAMS et al., 

2005; HERRMANN, 1993). 

Zebrafish é utilizado em pesquisa biomédica devido à facilidade em 

experimentação manual e administração de drogas. Além disso, essa transparência 

ótica dos embriões permite a visualização em tempo real das interações patógeno-

hospedeiro (CHEN et al., 2015).  

Recentemente, o Zebrafish tem sido utilizado em genética, na descoberta de 

drogas, otimização de compostos, toxicologia e estudo de segurança de 

medicamentos (KAWAHARA & KUNKEL, 2013; SANTORIELLO & ZON, 2012); seus 

genes são homólogos aos genes humanos em aproximadamente 70%, e 

parcialmente em sequência de proteínas (HOWE et al., 2013; SORAYA et al., 2013). 

Além disso, o Zebrafish possui similaridade com sistemas nervoso e cardiovascular, 

fígado, pâncreas, intestino, vesícula biliar e algumas vias metabólicas de mamíferos; 

este animal apresenta citocromo p450, enzimas e receptores nucleares (CHEN & 

ZENG, 2011) similares aos mamíferos. Portanto, é uma espécie que tem sido usada 

como modelo para estudos de farmacologia e toxicologia (JURCZYK et al., 2011; LI 

et al., 2010).  

Em relação a ensaio de infecção, CHAO et al. (2010) demonstraram que C. 

albicans coloniza e invade o Zebrafish em múltiplos sítios anatômicos, causando 
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mortalidade depois de ser injetada no interior das cavidades peritoniais de peixe 

adulto ou no saco vitelino de embriões. 

Nos últimos anos, indústrias farmacêuticas têm adotado testes em embriões 

de Zebrafish com a finalidade de identificar potenciais efeitos adversos de 

compostos em desenvolvimento, pelo fato de apresentarem baixo custo e rápida 

resposta aos experimentos (RÁLDUA & PIÑA, 2014).  

Devido à urgência na busca de novos medicamentos sem teratogenicidade 

para tratamento de infecções fúngicas, este trabalho baseou-se no estudo de 

peptídeos de três grupos de animais, sendo o primeiro composto por  peptídeos 

oriundos de veneno de vespa previamente engenheirados, o segundo análogos de 

Moricin C3  derivado da hemolinfa de Galleria mellonella infectada com C. albicans, 

e por último, peptídeos análogos de IsCT, oriundos do veneno de escorpião, todos 

modificados baseando-se em estudos estruturais. 

 

2. OBJETIVO GERAL  

Estudar e caracterizar peptídeos antimicrobianos que apresentem atividade anti-

Candida albicans com baixa toxicidade e não-teratogenicidade em embriões de 

Zebrafish (Danio rerio). 

 

3. METODOLOGIA GERAL 

 

3.1. Microrganismos e condições de crescimento 

 Neste estudo foi analisada a cepa de Candida albicans (ATCC 90028), 

pertencentes à coleção do Laboratório de Micologia Clínica do Departamento de 

Análises Clínicas, da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da UNESP – Campus 

Araraquara. Essas leveduras foram crescidas em Agar Sabouraud Dextrose a 37 ºC 

por 24 horas. 

 

3.2. Avaliação da atividade antifúngica in vitro 

 

3.2.1. Ensaio de susceptibilidade (concentração inibitória mínima - CIM) 

 Os ensaios de susceptibilidade da cepa em forma planctônica foram 

realizados utilizando os peptídeos nas concentrações de 0,488-250 µg/mL, tendo 

como controle as drogas fluconazol e anfotericina B. O ensaio foi realizado em 
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microplacas de 96 poços e foi baseado no documento CLSI M27A3 (2008), com 

modificações. Como controle do ensaio, foram preparadas dez concentrações do 

fármaco anfotericina B (0,015 µg/mL a 16 µg/mL) e fluconazol (0,125 µg/mL a 64 

µg/mL). Também foi utilizado o controle positivo para o crescimento fúngico, ou seja, 

sem tratamento, e o controle negativo sem a presença dos fungos, somente o meio 

de cultura. Foi preparado um inóculo com concentração de 2,5 x 103 células/mL em 

meio RPMI-1640 tamponado com MOPS, suplementado com 2% de glicose e com 

pH na faixa de 7,2 a 7,4. Foram acrescentados 100 μL do inóculo por poço, 

juntamente com os peptídeos em suas devidas concentrações diluídos em RPMI, e 

as placas foram incubadas a 37 ºC, sob agitação por 24 horas. Após o período de 

incubação, foi realizada a leitura visual do crescimento fúngico através da turvação 

do meio de cultura, e determinada a menor concentração que inibe o crescimento 

fúngico, ou seja, a CIM. 

 

3.2.2. Teste para determinação da concentração fungicida mínima (CFM) 

 A determinação da CFM foi realizada conforme descrito por GULLO et al., 

(2012) e REGASINI, et al., (2010). Após determinada a CIM, foi transferida uma 

alíquota de cada concentração para uma placa de Ágar Sabourand Dextrose a qual 

foi incubada por 24 horas a 37 ºC. Em seguida, foi observado se houve o 

crescimento fúngico, determinando assim a menor concentração fungicida (CFM). 

 

3.3. Ensaios de toxicidade in vitro 

 

3.3.1. Cultura de células 

 Nos ensaios que requerem avaliação da citotoxicidade foi utilizada a 

linhagem celular HaCaT (queratinócito de pele humano). As células foram mantidas 

em estufa com 5% de CO2 a 37 oC. 

 

3.3.2. Avaliação da citotoxicidade em cultura celular 

 A citotoxicidade dos peptídeos que apresentaram atividade contra C. albicans 

foi avaliada pelo protocolo de Resazurina 0,01 % (PAVAN et al., 2010; AHMED et 

al., 1994). Foi utilizada a linhagem celular HaCaT para o ensaio. Placas de 

microdiluição de 96 poços foram preparadas com 5,0 x 104 células por poço e 

incubadas a 37 ºC, 5% de CO2 por 24 horas até a formação da monocamada 



43 
 

celular. Foram avaliadas as concentrações de 7,81 a 500 µg/mL dos peptídeos, as 

quais foram preparadas a partir de diluições seriadas em meio de cultura celular. 

Além disso, foi utilizado DMSO 100% como controle positivo. As células foram 

incubadas com os tratamentos e após 24 horas de incubação à 37 ºC, 5% de CO2, 

foram adicionados 100 µL da solução de Resazurina 0,01% em meio DMEM, 

incubado por 4 horas a 37 ºC, 5% de CO2. A leitura foi realizada em leitor de 

microplacas (Biotek-Epoch 2) com comprimento de onda de 570 – 600 nm. Os 

ensaios foram realizados em réplicas de experimentos independentes. A viabilidade 

celular foi calculada com base nos valores de absorbância, tendo o controle 

negativo considerado como 100% de células viáveis. Foi considerada a 

concentração inibitória 50% (CI50) e o cálculo de índice de seletividade (IS) de 

acordo com a fórmula abaixo: 

 

IS = concentração inibitória 50% (CI50) 

         concentração inibitória mínima (CIM) 

 

3.4. Avaliação de Segurança em modelo Zebrafish 

 Foram utilizados embriões fornecidos pelo laboratório de Zebrafish do Núcleo 

de Proteômica da Faculdade de Ciências Farmacêuticas UNESP – Araraquara. 

 Os embriões obtidos por criadeiras foram lavados em meio embriônico (NaCl; 

KCl; CaCl2.2H2O; MgSO4.7H2O; H2O e azul de metileno 0,00003%) e estes com 

desenvolvimento normal foram selecionados para o teste. Aproximadamente 1-2 hpf 

(horas pós fertilização), os embriões selecionados foram transferidos para uma 

placa de 96 poços (2 embriões por poço) junto com os peptídeos em diferentes 

concentrações, em torno da CIM de cada um. A placa foi incubada a 28 ºC e os 

embriões foram observados até 72 horas por microscopia (Zeizz - Discovery. V12, 

com objetiva de 40x).  

 Distúrbios de desenvolvimento como um indicador de efeito teratogênico 

(coagulação, falta de formação de sômites, retardo de desenvolvimento, deformação 

da cauda e falta de batimento cardíaco) foram avaliados de acordo com o guia da 

ZEFT (Zebrafish embryo acute toxicity test, OECD test guideline 236 - Organisation 

for Economic Cooperation and Development test guideline, Busquet et al., 2014), 

com pequenas modificações em relação ao tempo final de experimento. 
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Concentração letal 50% (CL50) foi determinada a partir de curvas concentração-

resposta plotadas até o tempo de 72 hpf.  

 

3.5. Análise qualitativa em avaliação por espectrometria de massas utilizando 

Zebrafish 

 

3.5.1. Permeação pela membrana do córion em embriões de Zebrafish 

 A análise qualitativa por espectrometria de massas dos peptídeos MKs, 

peptídeos análogos do estudo da hemolinfa e análogos de IsCT, foi realizada para 

avaliar o comportamento relacionado a permeação do córion do embrião de 

Zebrafish. 

 Os embriões foram colocados em contato com os peptídeos em diferentes 

concentrações de acordo com a CIM. Alíquotas de 20 µL foram retiradas de cada 

poço nos tempos de 0 hora e 6 hpf para as análises, sendo: A) amostra padrão = 

peptídeo + meio embriônico no tempo 0 hora; B) amostra = peptídeo + meio 

embriônico no tempo de 6 hpf. 

 

3.5.2. Espectrometria de Massas 

 As análises por espectrometria de massas foram realizadas com a utilização 

de um sistema Electrospray - Ion trap (ESI/IT), modelo Amazon SL (Bruker 

Daltonics, Bremen, Germany), acoplado a um sistema Ultra Fast Liquid 

Chromatography (UFLC) (Nexera-Shimadzu Corporation, Tokyo, Japan). Para o 

controle de aquisição dos dados foram utilizados os softwares HyStar e Trap Control 

(BRUKER Daltonics) e LC Solution (SHIMADZU). O espectrômetro de massas foi 

operado no modo íon positivo, com scan num intervalo de 200 a 2200 m/z. As 

análises de espectrometria de massas sequenciais, ou seja, espectros de 

fragmentação em condições de decomposição induzida por colisão (CID) (MS2) 

foram realizados utilizando-se os mesmos parâmetros dos experimentos de MS1, 

exceto a varredura que foi feita num intervalo entre 50 e 2200 m/z. Foi utilizado 

Hélio como gás de colisão, a uma pressão de 100 kPa. O software Data Analysis 

(BRUKER Daltonics) foi utilizado para análise de dados.  
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3.6. Análise estatística 

 Os gráficos e análise estatística dos resultados foram realizados no programa 

Graph Prisma 5.0 (GraphPad Software Inc., LaJolla, CA, EUA). Os dados dos testes 

de mecanismo de ação (iodeto de propídio) foram comparados utilizando análise de 

variância one-way (ANOVA) seguida do teste Dunnet. Os dados considerando a 

análise de sobrevivência in vivo foram comparados utilizando testes Mantel-cox (log-

rank).  O valor p < 0,05 foi considerado estatisticamente significante. 
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PARTE 1  

 

PEPTÍDEOS ANÁLOGOS DE MASTOPARANOS (MKs), DERIVADOS DA VESPA 

Apoica pallens  

 

1. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

- Verificar a susceptibilidade de C. albicans aos peptídeos (MKs) previamente 

engenheirados e sintetizados; 

- Selecionar os MKs com mesmo número de Lisina e carga líquida que 

apresentaram atividade anti-C. albicans;  

- Aplicar testes de toxicidade e teratogenicidade com os MKs em embriões de 

Zebrafish; 

- Verificar a citotoxicidade dos peptídeos em linhagem celular HaCaT;  

- Avaliar a capacidade de permeação dos peptídeos pelo córion de embriões de 

Zebrafish. 
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2. METODOLOGIA ESPECÍFICA 

 

Figura 2. Fluxograma representando a metodologia específica da parte 1. 
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2.1. Peptídeos modificados de Vespa 

 Foram utilizados peptídeos engenheirados análogos de mastoparanos (MKs) 

previamente caracterizados e sintetizados pelo grupo liderado pelo prof. Dr. Mario 

Sergio Palma do Laboratório de Biologia Estrutural e Zooquímica (LBEZ) do Centro 

de Estudos de Insetos Sociais (CEIS)/ IB-UNESP - Rio Claro/SP, cedidos para a 

realização do presente trabalho. 

 

2.2. Microrganismos e condições de crescimento 

Vide Metodologia Geral na página 41. 

 

2.3. Avaliação da atividade antifúngica in vitro 

2.3.1. Ensaio de susceptibilidade (concentração inibitória mínima - CIM) 

Vide Metodologia Geral na página 41. 

2.3.2. Teste para determinação da concentração fungicida mínima (CFM) 

Vide Metodologia Geral na página 42. 

 

2.4. Avaliação da citotoxicidade em cultura celular 

Vide Metodologia Geral na página 42. 

 

2.5. Avaliação de Segurança em modelo Zebrafish 

Vide Metodologia Geral na página 43. 

 

2.6. Análise qualitativa em avaliação por espectrometria de massas utilizando 

Zebrafish 

Vide Metodologia Geral na página 44. 

 

2.7. Análise estatística 

Vide Metodologia Geral na página 45. 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1. Estudo dos peptídeos de vespa 
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3.1.1. Peptídeos  

 Os peptídeos MKs foram engenheirados a partir de um peptídeo 

mastoparano já conhecido, com modificações pontuais de acordo com o número / 

posicionamento de resíduos de Lisina (K) e carga líquida (DE SOUZA et al., 2015). 

Estas modificações como também os resultados dos ensaios da Concentração 

Inibitória Mínima (CIM) e da Concentração Fungicida Mínima (CFM) são 

apresentados na tabela 1. 

 

Tabela 1. Estrutura primária, modificações e ensaios de susceptibilidade dos 

peptídeos MKs contra C. albicans: Massa Molecular (MM), sequência de 

aminoácidos, número de resíduos de Lisina (K), carga líquida (Q), Concentração 

Inibitória Mínima (CIM) e Concentração Fungicida Mínima (CFM). 

 

Peptídeo MM 

(Da) 

Sequência K Q CIM 

(µg/mL) 

CFM 

(µg/mL) 

MK89 1526,93 INWLAIAKKVAGMLNH2 2 +3 15,62 15,62 

MK9 1469,84 INWLAIAAKVAGMLNH2 1 +2 >250 - 

MK5789 1641,12 INWLKIKKKVAGMLNH2 4 +5 62,5 62,5 

MK58911 1641,12 INWLKIAKKVKGMLNH2 4 +5 15,62 15,62 

MK4589 1599,04 INWKKIAKKVAGMLNH2 4 +5 15,62 15,62 

MK4578911 1713,23 INWKKIKKKVKGMLNH2 6 +7 62,5 62,5 

Anfotericina B 924,08 - - - 0,25 0,25 

Fluconazol 306,27 - - - 1,00 - 

   

 De acordo com a tabela 1, os peptídeos MKs apresentaram uma alta inibição 

de crescimento do fungo, com exceção do MK9 cuja atividade anti-C. albicans se 

mostrou baixa nas concentrações testadas.  

 Em um estudo de um peptídeo extraído do veneno da vespa Pseudopolybia 

vespiceps, da classe dos mastoparanos, característicos por provocar a lise celular, 

foi avaliada a sua atividade contra C. albicans, o qual apresentou um valor de CIM 

de 24,7 µg/mL (SILVA et al., 2017). Em outros estudos, dois peptídeos extraídos da 

vespa Polybia paulista foram testados contra C. albicans. O peptídeo Polybia-MPI 

(IDWKKLLDAAKQIL-NH2) apresentou uma CIM de 26,4 µg/mL (WANG et al., 2014), 

enquanto o peptídeo Polybia CP (ILGTILGLLKSL-NH2), um peptídeo pequeno, de 

12 resíduos de aminoácidos apresentou uma CIM de 19,8 µg/mL (WANG et al., 
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2016). Com base nestes valores, com exceção do peptídeo MK9, todos os 

peptídeos testados tiveram um valor de CIM considerável, podendo destacar a 

atividade inibitória com CIM que variaram de 62,5 a 15,62 µg/mL.   

 DE SOUZA et al., 2015 observaram que para otimizar a atividade 

antimicrobiana dos mastoparanos, é importante ter os posicionamentos dos 

resíduos de Lisina em posições estratégicas da estrutura primária, como por 

exemplo entre 4, 5, 7, 8, 9 e 11 da cadeia tetradecapeptídica, sendo que as outras 

posições podem ser de resíduos hidrofóbicos, com resíduo C-terminal na forma 

amidada. Desta forma, pode-se manter a estabilidade do segmento de hélice, 

resultando em uma superfície hidrofóbica mais definida e homogênea em uma 

estrutura anfipática, favorecendo a interação dos peptídeos com os fosfolipídios das 

membranas celulares e contribuindo também para uma eficiência lítica dos 

mastoparanos. 

 Levando em consideração os resultados de CIM e CFM, os peptídeos 

MK5789, MK58911 e MK4589 foram selecionados para continuidade dos estudos, 

por apresentarem a mesma quantidade de resíduos de Lisina distribuídos em 

diferentes posições na cadeia, como também a mesma carga líquida (tabela 1), na 

tentativa de avaliar se estas mudanças são capazes de provocar algum resultado 

diferenciado nos ensaios abordados. 

 

3.1.2. Avaliação de segurança dos MKs em embriões de Zebrafish  

O teste para analisar toxicidade e teratogenicidade em embriões de Zebrafish 

vem ganhando cada vez mais destaque, pois é a única alternativa que possibilita o 

estudo de estágios iniciais de um desenvolvimento bem caracterizado de um 

embrião vertebrado, tudo isso devido a transparência desde a fase embrionária até 

a larval (GILBERT, 2000; HILL et al., 2005; HERMSEN et al., 2011).  

A taxa de sobrevivência dos embriões expostos aos peptídeos MKs 

selecionados foi analisada em diferentes estágios de desenvolvimento até 72 horas 

pós fertilização (hpf). O efeito tóxico no desenvolvimento embrionário foi 

determinado como concentração dependente dos peptídeos (Figura 3). Os 

peptídeos MK5789 e MK58911 apresentaram baixa toxicidade nos embriões com 

valores de CL50 de 15,62 e 13,02 µg/mL, respectivamente, enquanto MK4589 

apresentou CL50 de 9,64 µg/mL, em 72 hpf, com a taxa de sobrevivência do controle 

em torno de 70%.  
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As curvas de sobrevivência dos grupos tratados nas concentrações de 62,5 e 

31,25 µg/mL, tanto para MK5789 quanto para MK58911 foram estatisticamente 

diferentes quando comparado ao grupo não tratado, e nas demais concentrações 

(15,62 e 7,81 µg/mL) não mostrou ser diferente estatisticamente em relação ao 

grupo controle. Logo para MK4589, os grupos de 62,5, 31,25 e 15,62 µg/mL foram 

estatisticamente diferentes em relação ao grupo controle, e a concentração de 7,81 

µg/mL não mostrou nenhuma diferença estatística.  

 

Figura 3. Porcentagem de sobrevivência dos embriões de Zebrafish expostos a 

diferentes concentrações dos peptídeos MK5789 (A); MK58911 (B); MK4589 (C), 

até 72 horas pós fertilização (hpf) (p<0,05).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.1.3. Avaliação da citotoxicidade em cultura celular   

 A linhagem celular utilizada neste ensaio de citotoxicidade foi queratinócito de 

pele humana (HaCaT). Essa linhagem é de bastante interesse uma vez que C. 

albicans é prevalente em infecções que acometem a pele, unhas, regiões genitais, 
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entre outras. O gráfico abaixo corresponde à porcentagem de viabilidade para 

linhagem celular HaCaT nas concentrações de 500 a 7,81 µg/mL dos peptídeos 

MKs selecionados (figura 4). 

 

Figura 4. Porcentagem de viabilidade na linhagem celular HaCaT expostas a 

diferentes concentrações dos peptídeos MKs, e Dimetil sulfóxido (DMSO) usado 

como controle positivo. 
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Além dos resultados apresentados no gráfico, a tabela abaixo corresponde a 

concentração inibitória 50% (CI50) e índice de seletividade (IS), que é calculado 

pela razão entre o valor de CI50 e CIM, frente aos peptídeos MKs (Tabela 2).  
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Tabela 2. Valores de concentração inibitória mínima (CIM), concentração inibitória 

50% (CI50) e índice de seletividade (IS) para linhagem celular HaCaT referente aos 

três MKs. 

 

Peptídeos CIM (µg/mL) CI50-HaCaT IS (CI50/CIM) 

HaCaT 

MK5789 62,5 >500 >8 

MK58911 15,62 500-250 32,01-16,00 

MK4589 15,62 500-250 32,01-16,00 

 

Como pode ser observado no gráfico, os três MKs apresentaram baixa 

toxicidade celular, com MK5789 apresentando 100% de viabilidade celular em todas 

as concentrações testadas. Já MK58911 apresentou aproximadamente 80% de 

viabilidade celular na concentração de 250 µg/mL, sendo 100% viável em todas as 

demais concentrações; e o MK4589 com aproximadamente 20% de células viáveis 

na maior concentração, e com 100% de viabilidade nas outras concentrações.  

O índice de seletividade (IS) é considerado um parâmetro vital no 

desenvolvimento de novos antifúngicos, uma vez que considera a proporção entre a 

segurança e a potência de um composto. O IS que estiver com valor igual ou maior 

que 10 é considerado um composto altamente seletivo, destacando assim os três 

MKs testados (VICENTE et al., 2009, OCHOA-PACHECO et al., 2017; ORME et al., 

2001).  

 

3.1.4. Análise qualitativa da permeação do córion em avaliação por 

espectrometria de massas 

Os três MKs (MK5789, MK58911 e MK4589) foram avaliados quanto à 

permeação do córion do embrião de Zebrafish por espectrometria de massas.  

Foi possível identificar pelo espectro ESI-MS1  referente ao peptídeo MK5789 

(m/z 1640,86), dois picos de m/z 820,94 e 547,62, correspondente aos íons 

moleculares na forma de [M+2H]2+ e [M+3H]3+ respectivamente (Figura 5A); para o 

peptídeo MK58911 (m/z 1640,86), dois picos de m/z 820,95 e 547,98, 

correspondente aos íons moleculares de [M+2H]2+ e [M+3H]3+, respectivamente 

(Figura 6 A e B); e para o peptídeo MK4589 (m/z 1598,87), dois picos de m/z 799,94 
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e 533,64, correspondente aos íons moleculares [M+2H]2+ e [M+3H]3+, 

respectivamente (Figura 7 A e B).  

 

Figura 5. Espectro MS1 para o peptídeo MK5789 (62,5 μg/mL): A) Amostra padrão: 

mostrando os picos de m/z 820,94 e 547,62, correspondente aos íons moleculares 

[M+2H]2+ e [M+3H]3+, respectivamente (setas verdes); B) Amostra 6 hpf: os íons m/z 

[M+2H]2+ e [M+3H]3+ não foram observados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Espectro MS1 para o peptídeo MK58911 (62,5 μg/mL): A) Amostra padrão: 

mostrando os picos de m/z 820,95 e 547,98, correspondente aos íons moleculares 

[M+2H]2+ e [M+3H]3+, respectivamente (setas vermelhas); B) Amostra 6 hpf: os íons 

m/z [M+2H]2+ e [M+3H]3+  (m/z 820,97 e 547,67) com baixa intensidade (setas 

vermelhas). 

 

B 
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Figura 7. Espectro MS1 para o peptídeo MK4589 (62,5 μg/mL): A) Amostra padrão: 

mostrando os picos de m/z 799,94 e 533,64, correspondente aos íons moleculares 

[M+2H]2+ e [M+3H]3+, respectivamente (setas azuis); B) Amostra 6 hpf: os íons m/z 

[M+2H]2+ e [M+3H]3+ (m/z 799,94 e 533,64) com baixa intensidade (setas azuis). 

 

 

Após 6 hpf, observamos que na concentração de 62,5 µg/mL, os peptídeos 

MK58911 e MK4589 apresentaram 100% de mortalidade do embrião, já o MK5789 

apresentou 50% de mortalidade (Figura 3). Pelos espectros apresentados acima 

(Figuras 4, 5 e 6), foi possível observar que o peptídeo MK5789 teve permeação 

total pelo córion, pois os íons moleculares não apareceram no espectro de 6 hpf. Os 

outros MKs apresentaram permeação parcial, pois é possível visualizar, em 

intensidades menores, os picos relacionados aos íons moleculares dos peptídeos, 

comparados com seus tempos de 0 hora.  

 Sendo assim, analisando todos os resultados obtidos, na concentração de 

62,5 µg/mL, MK5789 apresentou este mesmo valor como menor concentração que 

inibiu o crescimento fúngico (CIM), e também pelo que observamos na figura 4, este 

peptídeo teve permeação total pela membrana do córion do embrião em 6 hpf, 

sendo neste mesmo tempo, mantido uma sobrevivência de 50%. 

 Já MK58911 e MK4589 apresentaram mesmo valor de CIM de 15,62 µg/mL, 

e pelas figuras 5 e 6, podemos observar que ambos apresentaram permeação 

parcial pelo córion do embrião. Logo, em 6 hpf, ambos também tiveram resultado 

semelhante com 100% de mortalidade de Zebrafish. Estes resultados indicam que o 
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peptídeo MK5789 não teve o melhor valor de CIM para C. albicans, porém, 

apresentou ser o menos tóxico, pois teve sua permeação total, mantendo ainda uma 

sobrevivência dos embriões.  

 Com estes resultados, verificamos que as diferenças no posicionamento dos 

resíduos de Lisina na sequência peptídica, alteraram o comportamento dos 

peptídeos selecionados, com uma CIM variando de > 250 µg/mL até 15,62 µg/mL, 

baixas toxicidade e citotoxicidade, não teratogenicidade e comportamentos 

diferenciados quanto à permeação pela membrana do córion, sugerindo MK5789 

como um potencial candidato para futuros ensaios biológicos. 
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PARTE 2 

 

ESTUDO DE PEPTÍDEOS ANTIMICROBIANOS PRESENTES NA HEMOLINFA 

DE Galleria mellonella 

 

1. OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

- Infectar larvas de Galleria mellonella com C. albicans para extração da hemolinfa; 

- Avaliar o perfil proteico da hemolinfa de Galleria mellonella infectada e não 

infectada; 

- Identificar por proteômica de Shotgun, os peptídeos antimicrobianos já descritos 

em literatura; 

- Sintetizar análogos do peptídeo Moricin C3 (PepM1 e PepM2), selecionado entre 

os AMP`s de Galleria mellonella para realização dos ensaios biológicos; 

- Verificar a susceptibilidade de C. albicans aos peptídeos sintetizados; 

- Aplicar testes de toxicidade e teratogenicidade de PepM1 e PepM2 em embriões 

de Zebrafish; 

- Verificar a citotoxicidade de PepM2 em linhagem celular HaCaT; 

- Avaliar a capacidade de permeação de PepM2 pelo córion dos embriões de 

Zebrafish. 
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2. METODOLOGIA ESPECÍFICA 

 

Figura 8. Fluxograma representando a metodologia específica da parte 2. 
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2.1. Extração da hemolinfa de Galleria mellonella 

 Grupos de 30 larvas da traça de cera G. mellonella com peso entre 0,15 e 

0,20 g foram colocados em placas de Petri e incubados a 37 °C, na noite anterior 

aos experimentos. Dois grupos de 15 foram separados, sendo um deles utilizado 

como controle (injetando 10 µL de PBS na última pró-pata esquerda de cada larva). 

Para o desafio imunológico, suspensões fúngicas de C. albicans (ATCC 90028) 

foram preparadas em PBS em concentrações de 5x106 células/larva. A última pró-

pata esquerda das larvas foi esterilizada com solução de etanol 70% e 10 µL da 

suspensão fúngica foi injetada com auxílio de uma seringa Hamilton. Após a 

inoculação, os grupos foram incubados a 37 °C por 48 horas para posterior extração 

da hemolinfa. 

 Após o período de incubação, as hemolinfas das larvas foram retiradas com 

auxílio de bisturi e colocadas imediatamente em eppendorf contendo acetona 90% 

banhado em gelo. As amostras foram centrifugadas a 4300 xg por 2 minutos, o 

sobrenadante foi recolhido e seco em concentrador de amostra tipo Speed-Vac, 

pesado e armazenado em -20 °C, e o precipitado recolhido e armazenado em -80 

°C. 

 

2.1.1. Determinação da concentração de proteínas totais    

 As proteínas foram quantificadas pelo método direto de absorbância de luz 

ultravioleta a 280 nm e determinados no espectrofotômetro (Epoch 2 – Biotek). 

 

2.1.2. Análise do perfil protéico por eletroforese em gel de poliacrilamida com 

dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE 1D) 

 Os perfis proteicos foram analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida 

com dodecil sulfato de sódio, SDS-PAGE, sob condições redutoras, utilizando 

sistema de tampão descontínuo de LAEMMLI (1970); STUDIER (1973).  

 Os componentes foram primeiramente separados em gel a 12% e em gel de 

empilhamento a 5% de acrilamida. Para a preparação desse gel foi usada solução 

estoque com 30% acrilamida e 0,8% bis-acrilamida (mix de acrilamida). Para o gel 

de separação, a polimerização foi feita em solução com 1,5 M de Tris- HCl, pH 8,8 e 

0,4% de SDS, em presença de 0,1%v/v de N, N,N’, N’- tetrametiletilenodiamida 

(TEMED) e 0,1% de persulfato de amônio. O gel de empilhamento foi polimerizado 
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em presença de 0,5 M de Tris-HCl pH 6,8 e 0,4% de SDS, além de 0,1% de 

persulfato de amônio e 0,05% v/v de TEMED.  

 Para o preparo da amostra foi utilizada uma proporção 4:1 da amostra diluída 

em tampão de amostra (62,5 mM de Tris-HCl [tris (hidroxi-metil) aminometano] pH 

6,8, 2% de SDS, 10% de glicerol, 0,5 M de ditiotreitol e 0,002% de bromofenol). As 

proteínas foram dissociadas em banho maria por 3 minutos. Foram aplicados 20 µg 

de cada amostra e 5 µg de padrão de Massa Molecular (GE healthcare protein 

mixture LMW 17044601). A corrida eletroforética foi realizada com tampão 

composto por Tris 0,075 M, glicina 0,57 M e SDS 0,1%, pH 8,3, e a voltagem 

utilizada foi 10 mA (50 V) até a penetração no gel de separação, e a seguir a 20 mA 

(120 V) até o final do gel. A revelação do gel foi feita utilizando Azul de Coomassie 

G-250, para visualização do perfil de bandas específico. 

 

2.1.3. Abordagem proteômica por shotgun  

 Digestão enzimática do Precipitado 

 Após a quantificação da concentração proteica, uma massa correspondente a 

~600 μg de proteínas de cada amostra foi desnaturada por Ureia 7,5 M e 

bicarbonato de amônia 50 mM, reduzida com DTT 100 mM, durante 60 minutos a 37 

°C, e alquilada com iodoacetamida 400 mM, durante 60 minutos à temperatura 

ambiente, protegida da luz. As amostras foram diluídas em tampão bicarbonato de 

amônia 100 mM e CaCl2 1 M. A digestão das amostras ocorreu durante a noite com 

Tripsina (Promega) na proporção 1:100 (enzima: amostra), a 37 °C, sendo 

encerrada com adição de ácido fórmico. Os digestos foram dessalinizados em 

coluna SEP-PAK C18 (Waters) e então submetidos à secagem, pesagem e 

mantidos a -20 °C. 

 

 Espectrometria de Massas LC-MS/MSMS 

 Os digestos foram analisados por espectrometria de massas, onde foram 

aplicados 50 μL (~200 μg) de cada amostra com auxílio do injetor automático (SIL-

20AXR, Shimadzu). As análises cromatográficas foram realizadas sob um gradiente: 

solução (A) – 0,05% de ácido trifluoroacético (TFA) em água, solução (B) - 0,05% de 

TFA em acetonitrila (ACN); (2-45% de B (0-70 min), 45-60% de B (70-90 min), 60-

90% de B (90-120min)), utilizando-se uma coluna XBrigdeTM BEH300 C18 
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(2,1x100mm; 3,5µm) (Waters). A eluição dos componentes foi monitorada por 

absorbância a 215 nm, com fluxo de 0,2 mL/min. 

   

Identificação 

 Para a identificação das proteínas, a busca foi executada com o software 

ProteinScape (versão 3.1, Bruker Daltonics) e o algoritmo Mascot (v2.3, Matrix 

Science, UK), realizando buscas contra o banco de dados Galleria mellonella.fasta.  

Parâmetros utilizados: 

- Enzima: Tripsina; 

- Carbamidometilação (C) como modificação fixa; 

- Oxidação (M), como modificação variável; 

- Nº de clivagens perdidas pela enzima: 2; 

- Massa molecular do tipo: Monoisotópica; 

- Massa molecular: sem restrições; 

- Erro de tolerância de peptídeos ±0,4Da e erro de tolerância de MSn ± 0,4 

Da; 

- Protonação: +2, +3, +4 para o estado da carga dos peptídeos; 

- Tipo de instrumento: ESI-Trap; 

- Protein Scores significativos (p<0,05);  

- FDR < 1% (False Discovery Rate) para validar a identificação dos peptídeos. 

 

2.2. Síntese dos peptídeos 

 Os peptídeos foram modificados de acordo com os estudos das 

características estruturais dos MKs e baseados nos estudos de literatura da 

hemolinfa de Galleria mellonella, sintetizando dois análogos de Moricin C3. A 

síntese foi realizada pela empresa Aminotech Pesquisa e Desenvolvimento Ltda. 

(São Paulo, BR), com grau de pureza 99%. 

 

2.3. Microrganismos e condições de crescimento 

Vide Metodologia Geral na página 41. 

 

2.4. Avaliação da atividade antifúngica in vitro 

2.4.1. Ensaio de susceptibilidade (concentração inibitória mínima - CIM) 

Vide Metodologia Geral na página 41. 
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2.4.2. Teste para determinação da concentração fungicida mínima (CFM) 

Vide Metodologia Geral na página 42. 

 

2.5. Avaliação da citotoxicidade em cultura celular 

Vide Metodologia Geral na página 42. 

 

2.6. Avaliação de Segurança em modelo Zebrafish 

Vide Metodologia Geral na página 43. 

 

2.7. Análise qualitativa em avaliação por espectrometria de massas utilizando 

Zebrafish 

Vide Metodologia Geral na página 44. 

 

2.8. Análise estatística 

Vide Metodologia Geral na página 45. 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1. Análise do perfil proteico da hemolinfa de Galleria mellonella 

 

3.1.1. Estudo dos precipitados da extração da hemolinfa – SDS Page e 

shotgun 

Após a centrifugação do extrato da hemolinfa infectada (HGI) e não infectada 

- controle (HGNI), os precipitados foram avaliados quanto ao conteúdo proteico por 

gel SDS-PAGE 1D, no qual foi possível validar o protocolo de precipitação utilizado. 

Bandas de proteínas foram visualizadas em perfis distintos para cada amostra. 

(Figura 9).  
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Figura 9. Gel SDS-PAGE 12% dos precipitados da extração da hemolinfa. 1- 

Padrão de proteínas - P (kDa); 2- Hemolinfa infectada - HGI; 3- Hemolinfa controle - 

HGNI. 

              

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Posteriormente, as amostras HGI e HGNI foram digeridas e analisadas pela 

estratégia de shotgun, com objetivo de identificar os principais peptídeos/proteínas 

com atividade antimicrobiana já descritos em literatura. Estes resultados estão 

apresentados na tabela 3. 
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Tabela 3. Principais peptídeos/proteínas com atividade antimicrobiana descritos em 

literatura com seus respectivos números de acesso, massa molecular e score. 

 

Accession Protein 
MM 

[kDa] 
Scores 
HGNI 

Scores 
HGI 

CAA07363.1 apolipophorin III [Galleria mellonella] 20,4 736,7 798,2 

AAT76806.1 apolipophorin, partial [Galleria mellonella] 167,2 2347,0 2512,2 

AAA85089.1 gallerin [Galleria mellonella] 22,5 55,3 66,4 

ACU09501.1 hemolin [Galleria mellonella] 46,9 84,8 114,0 

ABQ42574.1 moricin-like peptide B [Galleria mellonella] 7,0 56,0 59,7 

ABQ42575.1 moricin-like peptide C1 [Galleria mellonella] 6,6 38,3 52,0 

ABQ42577.1 moricin-like peptide C3 [Galleria mellonella] 6,5 55,1 49,1 

ABQ42578.1 moricin-like peptide C4 [Galleria mellonella] 6,6 41,1 53,2 

ABQ42580.1 moricin-like peptide D [Galleria mellonella] 6,6 39,7 39,7 

AAN15786.1 peptidoglycan recognition-like protein B, partial 

[Galleria mellonella] 

16,3 49,0 54,4 

ACQ99193.1 proline-rich protein [Galleria mellonella] 23,0 100,8 119,8 

P85216.1 RecName: Full=Anionic antimicrobial peptide 2 7,0 207,8 254,0 

P85210.1 RecName: Full=Cecropin-D-like peptide 4,3 111,2 92,9 

P82174.2 
RecName: Full=Lysozyme; AltName: Full=1,4-beta-N-
acetylmuramidase 

14,0 202,0 263,7 

 

 

Com base na literatura, sabe-se que o estudo da atividade antifúngica de 

peptídeos de G. mellonella ainda é escasso, sendo uma área de amplo interesse 

que necessita ser mais explorado.    

Primeiro relato do peptídeo Moricin foi a partir da sua identificação em 

estudos da hemolinfa de larvas de Bombyx mori, imunizadas com E. coli, 

apresentando 42 resíduos e altamente básico. Estudos de ressonância magnética 

nuclear demonstraram que a estrutura do Moricin contém uma longa alfa-hélice, 

sendo o segmento N-terminal da alfa-hélice anfipática e o C-terminal hidrofóbico, 

importante para sua atividade antimicrobiana (HEMMI et al., 2002; OIZUMI et al., 

2005; DAI et al., 2008; HARA & YAMAKAWA, 1995). De acordo com Yi et al., 2014, 

Moricins são sintetizados, secretados como proteínas segregadas após a clivagem 

dos peptídeos sinalizadores. Em um estudo feito por BROWN et al., 2008, a família 

de moricin-like foi testada contra alguns fungos filamentosos e considerando o 

moricin C3-like deste estudo, houve atividade apenas contra dois fungos, com CIM 
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de 39,23 µg/mL e 392 µg/mL (Fusarium graminearum e Fusarium oxysporum, 

respectivamente).  

Após considerar a busca no banco de dados, estudos da literatura, e 

observar os resultados obtidos dos MKs, considerando o número de resíduos de 

Lisinas, a carga líquida e a distribuição em relação à fração hidrofóbica na cadeia 

peptídica, selecionamos um peptídeo da hemolinfa de G. mellonella que já tem sua 

atividade antimicrobiana descrita em literatura, conhecido como Moricin C3.  Com 

base nestas características, engenheiramos dois peptídeos análogos e solicitamos 

as suas sínteses (figura 10). Em um primeiro momento, o peptídeo PepM1, 

modificado com base na região de Moricin C3 que apresentava maior número de 

resíduos de Lisina, originou um peptídeo curto, com 14 resíduos de aminoácidos, 05 

resíduos de Lisina, com uma inserção amida na porção C-terminal e apresentando 

carga líquida +6. Esta amidação que pode ser natural ou inserida por síntese, é 

relatada por proporcionar o aumento da atividade em AMP`S, como melhorar a 

estabilidade dos peptídeos (WEIE BOBEK, 2005; KATAYAMA, et al. 2002).  

Moricin C3 apresenta em sua estrutura uma sequência de 23 resíduos de 

aminoácidos na região N-terminal, correspondente a um “peptídeo sinal” (UniProtKB 

- A5JSU9 (A5JSU9_GALME)). Geralmente, o peptídeo sinal possui entre 15 e 30 

resíduos de aminoácidos localizado na região N-terminal de proteínas. Muitas 

proteínas necessitam ser exportadas para a região específica onde exercerão suas 

funções, sendo a sequência sinal normalmente removida na proteína (ALBERTS, et 

al. 2008).  O segundo peptídeo análogo PepM2 foi sintetizado sem a sequência 

peptídeo sinal. Considerando um número máximo de 35 resíduos de aminoácidos 

para a síntese, optamos por retirar os 5 resíduos da região N-terminal (DPKVP), 

preservando uma porção polar C-terminal e adicionando uma amidação nesta 

região. 
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Figura 10. Alinhamento Moricin C3, PepM1 e PepM2 com suas respectivas 

informações. 

 

 

 

 

 

 

Para a síntese, a massa molecular também foi considerada devido a 

permeação pelo córion do embrião de Zebrafish, já que estudos indicam que sua 

permeabilidade muda com o tempo, e que apenas ultrapassam o córion moléculas 

de tamanho máximo até 3000 a 4000 Da (CRETON, 2004; HENN, 2011). Desta 

forma, após a síntese, estes peptídeos foram testados contra C. albicans em 

ensaios de susceptibilidade (CIM) e CFM. Os resultados estão apresentados na 

tabela 4.  

 

Tabela 4. Peptídeos análogos de Galleria mellonella com os valores de massa 

molecular (MM), número de Lisina (K), carga líquida (Q), concentração inibitória 

mínima (CIM) e concentração fungicida mínima (CFM). 

  

Peptídeos MM (Da) K Q CIM 

(µg/mL) 

CFM 

(µg/mL) 

PepM1 1408,96 5 +6 >250 - 

PepM2 3599,20 6 +7 250 250 

Anfotericina B 924,08 - - 0,25 0,25 

Fluconazol 306,27 - - 1 - 

 

Comparando com a atividade antimicrobiana obtida dos MKs, PepM1 não 

apresentou uma atividade anti-C. albicans favorável, não tendo uma inibição de 

crescimento deste fungo nas concentrações testadas. Já PepM2 teve CIM e CFM 

no valor de 250 µg/mL, mostrando que a modificação estrutural realizada promoveu 

uma atividade frente C. albicans, sendo considerado um resultado inédito na 

literatura. 
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3.1.2. Avaliação de segurança de PepM1 e PepM2 em embriões de Zebrafish  

Após realizarmos o teste de inibição de crescimento fúngico com PepM1 e 

PepM2, os peptídeos foram avaliados quanto à segurança em embriões de 

Zebrafish, em quatro concentrações (250 – 31,25 µg/mL) e os resultados são 

observados na figura 11. 

O peptídeo PepM1 teve CL50 de 250 µg/mL, e nas demais concentrações 

apresentou taxa de sobrevivência acima de 60%, o que o diferencia dos outros 

peptídeos deste estudo (MKs, PepM2) pela baixa toxicidade, com sobrevivência de 

70% do controle. Além disso, as curvas de sobrevivência dos grupos tratados não 

foram estatisticamente diferentes do grupo controle (não tratado). 

O peptídeo PepM2 na concentração de 250 µg/mL apresentou 100% de 

mortalidade em 6 hpf e na concentração de 125 µg/mL obteve 20% de 

sobrevivência dos embriões até o fim do experimento (72 hpf). O valor de CL50 ficou 

entre 62,5 e 31,25 µg/mL, com uma sobrevivência de 37,5% e 76% 

respectivamente. Este composto obteve também um resultado concentração 

dependente, e pode ser observado pelas curvas de sobrevivência uma diferença 

estatística significante para os grupos tratados (250, 125 e 62,5 µg/mL) em relação 

ao não tratado, e para o grupo tratado com a menor concentração (31,25 µg/mL) 

não houve diferença estatística quando comparado ao grupo controle. 

Em relação a toxicidade, podemos comparar entre os MKs, PepM1 e PepM2, 

observando um resultado muito promissor para PepM1, pois na maior concentração 

testada (250 µg/mL), os embriões permaneceram 50% vivos até o fim do 

experimento, sendo que os MKs, na concentração de 62,5 µg/mL que foi a maior 

testada (devido ao CIM), apresentaram alta mortalidade já com 6 hpf. O PepM2 

apresentou-se mais tóxico aos embriões na concentração de 250 µg/mL, tendo 

100% de morte já nas primeiras 6 hpf.  
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Figura 11. Porcentagem de sobrevivência dos embriões de Zebrafish expostos a 

diferentes concentrações do peptídeo PepM1 (A) e PepM2 (B), até 72 horas pós 

fertilização (hpf).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.1.3. Avaliação da citotoxicidade em cultura celular 

 Este ensaio foi realizado somente com PepM2, uma vez que apenas ele 

apresentou atividade contra C. albicans. O gráfico abaixo corresponde à 

porcentagem de viabilidade para linhagem celular HaCaT nas concentrações de 500 

a 7,81 µg/mL (figura 12). 
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Figura 12. Porcentagem de viabilidade na linhagem celular HaCaT expostas a 

diferentes concentrações de PepM2, e Dimetil sulfóxido (DMSO) usado como 

controle positivo. 
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Além dos resultados apresentados no gráfico, a tabela abaixo corresponde a 

concentração inibitória 50% (CI50) e índice de seletividade (IS) frente ao PepM2 

(Tabela 5).  

 

Tabela 5. Valores de concentração inibitória mínima (CIM), concentração inibitória 

50% (CI50) e índice de seletividade (IS) para linhagem celular HaCaT referente ao 

PepM2. 

 

Peptídeo CIM (µg/mL) CI50-HaCaT IS (CI50/CIM) 

HaCaT 

PepM2 250 >500 >2 

 

O índice de seletividade é um parâmetro no qual representa o grau de 

seletividade antimicrobiana, e quanto maior o seu valor, acredita-se ter um 

composto mais seletivo para membranas microbianas do que mamíferas (Xiang et 

al., 2017). Apesar de PepM2 ter apresentado um IS aparentemente baixo, porém 
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não determinante, a citotoxicidade foi destacável e importante, pois teve 100% de 

células viáveis em todas as concentrações, inclusive na maior testada (500 µg/mL) 

frente a linhagem celular HaCaT.  

 

3.1.4. Análise qualitativa da permeação do córion em avaliação por 

espectrometria de massas 

Como PepM2 apresentou atividade frente C. albicans, após ser realizado o 

ensaio de toxicidade em embriões de Zebrafish, alíquotas foram retiradas em 0 hora 

e 6 hpf, da concentração de CIM (250 µg/mL) para análise de permeação pelo 

córion (Figura 13).  

 

Figura 13. Espectro MS1 para o peptídeo PepM2 (250 μg/mL): A) Amostra padrão: 

mostrando os picos de m/z 515,08, 600,79, 720,76 e 900,73, correspondente aos 

íons moleculares [M+7H]7+, [M+6H]6+, [M+5H]5+e [M+4H]4+ respectivamente (setas 

azuis); B) Amostra 6 hpf: os íons m/z [M+7H]7+, [M+6H]6+, [M+5H]5+e [M+4H]4+ (m/z 

515,05, 600,62, 720,74 e 900,45) com baixa intensidade (setas azuis). 

 

Pelos espectros da figura 13, o PepM2 permeou aproximadamente 50% o 

córion em 6 hpf, sendo observado pela presença dos íons [M+7H]7+, [M+6H]6+, 

[M+5H]5+e [M+4H]4+ (m/z 515,05, 600,62, 720,74 e 900,45) em baixa intensidade.  

Observando estes resultados, na concentração de CIM (250 µg/mL), PepM2 

apresentou 100% de mortalidade dos embriões em 6 hpf, sendo parcialmente 

absorvido pela membrana do córion, indicando que estudos posteriores podem ser 

ainda realizados na tentativa de otimizar o efeito tóxico. 
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Por todos os resultados obtidos, pode-se observar que PepM2 apresentou 

uma atividade contra C. albicans, além de baixa toxicidade, citotoxicidade e não-

teratogenicidade em embriões de Zebrafish, entretanto, mostrou-se mais seletivo 

para membranas de mamíferos com um IS relativamente baixo quando comparados 

aos MKs, mas ainda com uma viabilidade celular máxima. PepM1 apresentou valor 

de CIM > 250 µg/mL, sem toxicidade e teratogenicidade em Zebrafish. Isso indica 

que as modificações feitas em Moricin C3 para as estruturas de PepM1 e PepM2 

foram capazes de alterar tanto a atividade anti-C. albicans quanto o efeito tóxico em 

embriões, mostrando que o estudo de estruturas de peptídeos é muito desafiador, 

visando otimizar suas funcionalidades.  

Apesar de PepM2 ter apresentado valor de CIM = 250 µg/mL sem indícios de 

teratogenicidade, trata-se de um peptídeo que apresenta 35 resíduos de 

aminoácidos em sua estrutura, dificultando a síntese e mais propenso a ação de 

proteases. Já PepM1 pode ser considerado para estudos futuros pois se trata de um 

peptídeo pequeno com 14 resíduos de aminoácidos, o que pode viabilizar novos 

estudos com alterações estruturais para otimizar sua atividade antifúngica, 

considerando uma possível síntese para um futuro medicamento.  
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PARTE 3 

 

ESTUDO DOS PEPTÍDEOS ANÁLOGOS DE IsCT E PADRONIZAÇÃO DA 

INFECÇÃO POR IMERSÃO EM EMBRIÕES DE ZEBRAFISH 

 

1. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

- Engenheirar dois peptídeos análogos de IsCT (PepM3, PepM4); 

- Verificar a susceptibilidade de C. albicans aos peptídeos; 

- Avaliar a toxicidade e teratogenicidade de PepM3 e PepM4 em embriões de 

Zebrafish; 

- Verificar a citotoxicidade de PepM3 em linhagem celular HaCaT;  

- Avaliar a permeação de PepM3 pelo córion de Zebrafish; 

- Verificar o sinergismo de PepM3 com fluconazol e anfotericina B; 

- Analisar o dano de membrana causado por PepM3 em C. albicans; 

- Padronizar as condições do ensaio de infecção por imersão em embriões de 

Zebrafish; 

- Testar a eficácia de PepM3 in vivo utilizando embriões de Zebrafish infectados 

com C. albicans e realizar a contagem de unidade formadora de colônia. 
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2. METODOLOGIA ESPECÍFICA 

 

Figura 14. Fluxograma representando a metodologia específica da parte 3. 
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2.1. Peptídeos 

 Os peptídeos foram desenhados de acordo com os estudos das 

características estruturais dos MKs, PepM1, PepM2, e baseados em análogos de 

IsCT. A síntese foi realizada pela empresa Aminotech Pesquisa e Desenvolvimento 

Ltda. (São Paulo, BR), com grau de pureza 99%. 

 

2.2. Microrganismos e condições de crescimento 

Vide Metodologia Geral na página 41. 

 

2.3. Avaliação da atividade antifúngica in vitro 

2.3.1. Ensaio de susceptibilidade (concentração inibitória mínima - CIM) 

Vide Metodologia Geral na página 41. 

2.3.2. Teste para determinação da concentração fungicida mínima (CFM) 

Vide Metodologia Geral na página 42. 

 

2.4. Avaliação da citotoxicidade em cultura celular 

Vide Metodologia Geral na página 42. 

 

2.5. Avaliação de Segurança em modelo Zebrafish 

Vide Metodologia Geral na página 43. 

 

2.6. Análise qualitativa em avaliação por espectrometria de massas utilizando 

Zebrafish 

Vide Metodologia Geral na página 44. 

 

2.7. Avaliação do possível efeito sinérgico de PepM3 combinado a Fluconazol 

e Anfotericina B  

 Conforme resultado positivo contra C. albicans no teste de susceptibilidade 

(CIM/CFM), o peptídeo PepM3 foi analisado quanto a um possível efeito sinérgico 

entre PepM3 X Fluconazol e PepM3 X Anfotericina B frente a C. albicans, através 

do teste de tabuleiro de xadrez.  

 O inóculo foi o mesmo utilizado no teste de susceptibilidade (2,5 x 103 

células/mL), com as concentrações do PepM3 variando entre 1,95 a 250 µg/mL. Os 

antifúngicos padrões utilizados, Fluconazol (Flu) e Anfotericina B (Anfo) foram 
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testados em concentrações que variaram de 0,03125 a 16 µg/mL e 0,0078 a 4 

µg/mL, respectivamente. As placas foram incubadas a 37 ºC por 24 horas sob 

agitação, e o crescimento fúngico visual foi verificado para determinação da 

concentração inibitória mínima (CIM). Em seguida, o coeficiente de interação foi 

avaliado pela concentração fracional inibitória (CFI) de acordo com a fórmula 

abaixo: 

 

CFI = CIM PepM3 em combinação        +      CIM Flu/Anfo em combinação 

                 CIM PepM3 sozinho                          CIM Flu/Anfo sozinhos 

 

 A interação entre os agentes foi definida como: sinérgico se CFI ≤ 0,5; 

indiferente se CFI > 0,5 ≤ 4; e antagonista se CFI > 4 (ZHANG et al., 2013). 

 

2.8. Ensaio de influxo por Iodeto de Propídio 

 Este ensaio foi realizado de acordo com CHOI & LEE, 2014 e SPADARI et 

al., 2018, porém com modificações. Uma suspensão fúngica de C. albicans (1 x 106 

células/mL) foi preparada em meio RPMI e 100 µL desta foi tratada com 100 µL de 

PepM3 (250 e 125 µg/mL, sendo 2 x CIM e CIM, respectivamente). Apenas um 

controle foi utilizado, o Fluconazol (2 e 1 µg/mL, 2 x CIM e CIM, respectivamente). 

Além disso, um poço para controle positivo (avaliação do crescimento fúngico sem 

tratamento) foi utilizado. A placa foi incubada por 24 horas a 37 ºC com rotação a 

150 rpm. Em seguida, 20 µL de iodeto de propídio para atingir a concentração final 

de 10 µg/mL foram adicionados aos poços para análise de permeabilidade de 

membrana, e a placa incubada por 15 minutos à temperatura ambiente, com 

proteção de luz. Logo, as células foram analisadas por citometria de fluxo (BD 

FACSCanto). 

 

2.9. Padronização da infecção por imersão em embriões de Zebrafish 

 O ensaio de infecção por imersão foi feito de acordo com CHEN et al., (2015) 

com modificações. Para realizar esta metodologia, foram testadas condições 

essenciais no intuito de visualizar uma infecção estabelecida, tais como diferentes 

meios, temperatura, inóculo e tempo de infecção.  
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 Os embriões de Zebrafish e o fungo C. albicans foram marcados com 

Isotiocianato de Fluoreceina Isomero I (FITC-Sigma F7250) e Calcofluor, 

respectivamente, com intuito de visualizar se a Candida foi capaz de penetrar no 

interior do embrião ou se apenas permanecia aderido ao córion. Desta forma, foram 

realizados testes com a solubilidade do FITC em água, uma vez que a diluição 

padrão é feita em acetona e a concentração exigida pela bula deste solvente é letal 

ao embrião. Finalmente após realizar estes testes, o FITC foi solubilizado em água 

(100 µg/mL, concentração ajustada previamente suficiente para marcar o embrião), 

e esta quantidade foi colocada em contato com os embriões com 24 hpf, em placa 

de petri pequena juntamente com 500 µL de PBS por 20 minutos a 28 ºC. Após este 

período, foi realizado a lavagem com 1 mL de PBS (três vezes). Para a marcação 

com Calcofluor, foi solubilizado 50 µL (100 µg/mL) deste com 1000 µL de PBS 

juntamente com um inóculo de 1 x 108 células/mL do fungo (este inóculo utilizado 

somente para marcação), e mantido em repouso por 45 minutos; foi realizado 

lavagem em PBS por três vezes e diluído para obter a concentração desejada de 

inóculo. Em seguida, os embriões foram colocados em microplaca de 96 poços com 

o meio embriônico juntamente com o inóculo de 1x106 células/mL ou 2,5x103 

células/mL do fungo, no intuito de testar e padronizar qual a quantidade de célula 

mais apropriada para estabelecer esta infecção. A placa foi incubada a 30 ºC por 1 

a 4 horas com agitação a 80 rpm. Depois, as células não aderidas do fungo foram 

removidas, ME foi substituído e os embriões incubados novamente por 24 horas até 

leitura. O microscópio Confocal de Fluorescência (Carl Zeiss LSM 800 com 

Airyscan) foi utilizado para aquisição de imagens. Três experimentos independentes 

foram realizados. 

 

2.10. Eficácia de PepM3 em embriões de Zebrafish  

 Após a padronização do inóculo, meio utilizado, temperatura e tempo 

suficientes para estabelecer a infecção em embriões de Zebrafish, o objetivo foi 

testar a eficácia antifúngica do PepM3 in vivo. Para isso, 100 µL do inóculo 

padronizado de 1x106 células/mL foi colocado em cada poço, em contato com 

embriões com 24 hpf (n=2 por poço, totalizando uma média de n=10 por grupo) 

juntamente com 100 µL de meio embriônico, e a placa de 96 poços foi incubada por 

24 horas a 30 ºC a 80 rpm, para estabelecimento da infecção. Posteriormente, o 

meio contendo as células não aderidas de Candida albicans foi retirado, foi feito o 
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processo de lavagem com 200 µL de meio embriônico três vezes no intuito de retirar 

todos os resquícios de fungo não aderidos. Em seguida, 100 µL de ME e 100 µL de 

PepM3 na concentração de CIM (125 µg/mL) e fluconazol (1 µg/mL) foram 

adicionados na mesma placa de 96 poços, e, além disso, uma coluna contendo 

embriões apenas com ME foi utilizado para avaliação do controle (controle sem 

tratamento). Esta placa foi incubada novamente sob as mesmas condições e após 

24 horas, os embriões foram anestesiados por congelamento (freezer, -20 ºC), e 

macerados com auxílio de lâminas de vidro. Em seguida, os mesmos foram 

plaqueados em ágar Sabouraud Dextrose sem diluição (volume de 100 µL), 

incubados por mais 24 horas a 37 ºC e as unidades formadoras de colônia (UFC) 

foram contadas. 

 

2.11. Análise estatística 

Vide Metodologia Geral na página 45. 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1. Estudo dos análogos de IsCT 

 

3.1.1. Teste de susceptibilidade (CIM) 

 

 Na busca de novas alternativas para tratamentos antifúngicos eficazes e com 

baixos efeitos adversos ao paciente, a literatura nos traz uma variedade de estudos 

de AMP`s antibacterianos, sendo ainda muito escasso o estudo contra patógenos 

fúngicos.  

 Os AMP`s estão presentes em todos os organismos, vertebrados e 

invertebrados e também em plantas e microrganismos. Uma classe estudada de 

peptídeos, conhecidos como IsCT, é originada do veneno de um invertebrado 

artrópode, o escorpião da espécie Opisthacanthus madagascariensis, que foi 

isolado por DAI et al., 2001.  

 Os IsCT encontrados no veneno são peptídeos antimicrobianos naturais alfa-

hélice, compostos somente de 13 resíduos de aminoácidos. Estudos mostram que 

eles apresentam potente atividade citolítica contra células bacterianas e de 

mamíferos (LEE et al., 2004; DAI et al., 2001). Já é bem descrita a atividade deste 
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AMP contra bactérias, apresentando resultados bem satisfatórios para Gram-

positivas e Gram-negativas (LEE et al., 2004; TRIPATHI et al., 2015). Entretanto, 

poucos estudos relatam a atividade anti-C. albicans, visto que DAI et al., 2002 

evidenciou uma atividade dos IsCT original e IsCT2 com valor de CIM de 

aproximadamente 19 µg/mL para ambos, contudo também apresentou uma 

atividade hemolítica. 

 É pouco conhecido o modo de ação desta classe, não se sabe se eles são 

capazes de induzir canais mediadores de lipídios, baseados na tensão de curvatura 

da membrana lipídica ocasionada pela presença de peptídeos anfipáticos 

intercalados (modelo toroidal), como acontece com outras classes como os 

mastoparanos e cecropina (HIGASHIJIMA et al., 1988; KATSU et al., 1990; 

BECHINGER, 1999; DAI et al., 2001), ou se ocorre por outros mecanismos. O 

importante é que para tornar-se um agente antimicrobiano, os AMP`s precisam agir 

seletivamente em membranas ou alvos intracelulares de microrganismos e não em 

células de mamíferos (TRIPATHI et al., 2015).  

 Para estudar a influência de alguns resíduos de aminoácidos modificados na 

sequência peptídica do IsCT frente à atividade antifúngica e seu efeito tóxico, foram 

feitas algumas modificações da estrutura peptídica, baseando-se no peptídeo inicial 

da classe de IsCT (DAI et al., 2001).  

 Neste estudo, dois análogos de IsCT foram sintetizados com algumas 

modificações. Para o peptídeo nomeado de PepM3, foi realizada a alteração a partir 

do peptídeo original IsCT, cujo alinhamento pode ser observado na figura 15-A. 

Uma substituição do resíduo Triptofano da posição 6 por um resíduo de Alanina foi 

feita, e adicionado um resíduo de Lisina na porção C-terminal amidada, para 

aumentar a carga positiva nesta região. Estudos demonstram que o resíduo de 

Triptofano é um aminoácido de caráter hidrofóbico, que se for substituído por outros 

aminoácidos, podem reduzir a citotoxicidade contra células de mamíferos (KHARA, 

et al., 2015).  

 Já a incorporação de um resíduo de Lisina na porção C-terminal amidada foi 

realizada baseando-se na sequência de estudos dos MKs e PepM2, para manter 

esta porção carregada positivamente, no intuito de melhorar a afinidade pela 

membrana fúngica, que é carregada negativamente, e também diminuir a toxicidade 

hemolítica e citotoxicidade, como outros estudos têm mostrado com o acréscimo 
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A 

B 

deste resíduo em posições estratégicas da sequência peptídica (TRIPATHI et al., 

2015). 

 O segundo peptídeo, baseado no estudo do escorpião, originado neste 

trabalho, foi denominado de PepM4 e sua estrutura foi feita com base em um 

análogo sintético de IsCT nomeado de [K7]-IsCT, de acordo com LEE et al., 2004, 

cujo alinhamento pode ser observado na figura 15-B. Nesta estrutura peptídica, foi 

retirada da porção N-terminal os resíduos Isoleucina, Leucina e Glicina, e foi 

adicionado um resíduo de Ácido Aspártico na porção C-terminal amidada, com a 

finalidade de manter o mesmo número de cargas entre PepM3 e PepM4 e fornecer 

uma porção polar C-terminal. 

 

Figura 15. Alinhamento dos peptídeos com suas respectivas informações: IsCT com 

PepM3 (A); [K7]-IsCT com PepM4 (B).  

 

 

 

 

 

 

  

 

  

 

 

 

 

 

  

 Com base nesses estudos, após a síntese dos análogos de IsCT, os 

peptídeos foram testados contra C. albicans e os resultados são apresentados na 

tabela 6. 

 

 

  



80 
 

Tabela 6. Peptídeos análogos de IsCT com as respectivas estruturas, os valores de 

Massa Molecular (MM), número de Lisina (K), carga líquida (Q), Concentração 

Inibitória Mínima (CIM) e Concentração Fungicida Mínima (CFM).  

 

 

Peptídeo Sequência MM (Da) K Q CIM 

(µg/mL) 

CFM 

(µg/mL) 

PepM3 ILGKIAEGIKSLFK-NH2 1515,02 3 +3 125 125 

PepM4 KIWKGIKSLFD-NH2 1333,60 3 +3 >250 - 

Fluconazol - 306,27 - - 1 - 

Anfotericina B - 924,08 - - 0,25 0,25 

  

    

 Levando em consideração os resultados dos MKs, PepM1 e PepM2, o 

peptídeo PepM3 apresentou uma atividade anti-C. albicans promissora com CIM e 

CFM de 125 µg/mL, sendo um análogo de IsCT com resultado inédito para atividade 

antifúngica. Por outro lado, PepM4 não apresentou atividade frente a este fungo. 

  

3.1.2. Avaliação de segurança de PepM3 e PepM4 em embriões de Zebrafish  

 Neste estudo, um dos objetivos principais foi testar a toxicidade e 

teratogenicidade dos peptídeos. Sendo assim, após o teste de susceptibilidade 

(CIM), os dois análogos foram avaliados quanto a segurança utilizando embriões de 

Zebrafish. PepM3 e PepM4 foram testados em quatro concentrações (250 – 31,25 

µg/mL), e os resultados podem ser observados na figura 16. 

 O peptídeo PepM4 não apresentou atividade anti-C. albicans, entretanto teve 

uma toxicidade expressivamente baixa e não-teratogenicidade, com uma CL50 

indeterminada nas concentrações testadas (CL50 > 250 µg/mL), sendo que a menor 

concentração (31,25 µg/mL) apresentou sobrevivência de 75%. As curvas de 

sobrevivência dos grupos tratados com as diferentes concentrações de PepM4 não 

tiveram diferença estatística em relação ao grupo controle (não tratado). 

Na maior concentração de PepM3, 250 µg/mL, houve 100% de mortalidade 

até 48 hpf, com uma CL50 de 125 µg/mL (mesmo valor que inibiu o crescimento 

fúngico – CIM). Porém o peptídeo demonstrou uma baixa toxicidade e não-

teratogenicidade, sugerindo que as modificações inéditas realizadas no PepM3 nos 

trazem informações relevantes sobre os aminoácidos substituídos e as 
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características que permaneceram na cadeia peptídica; entretanto, novas alterações 

podem ser necessárias para melhorar a atividade antifúngica e reduzir a toxicidade. 

 As concentrações de 250 e 125 µg/mL apresentaram diferença estatística nas 

curvas de sobrevivência em relação ao grupo não tratado (grupo controle), diferente 

das demais concentrações (62,5 e 31,25 µg/mL) que além de apresentarem 

sobrevivência acima de 80%, as curvas de sobrevivência não tiveram diferença 

estatística relacionada ao grupo controle (não tratado). Este resultado também foi 

determinado como concentração dependente do peptídeo. 

 

Figura 16. Porcentagem de sobrevivência dos embriões de Zebrafish expostos a 

diferentes concentrações do peptídeo PepM3 (A) e PepM4 (B), até 72 horas pós 

fertilização (hpf).  
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3.1.3. Avaliação da citotoxicidade em cultura celular 

 Este ensaio foi realizado apenas com PepM3, uma vez que somente ele 

apresentou atividade frente C. albicans. O gráfico abaixo corresponde à 

porcentagem de viabilidade para linhagem celular HaCaT nas concentrações de 500 

a 7,81 µg/mL (Figura 17). 

 

Figura 17. Porcentagem de viabilidade na linhagem celular HaCaT expostas a 

diferentes concentrações de PepM3, e Dimetil sulfóxido (DMSO) usado como 

controle positivo. 
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 Além dos resultados apresentados no gráfico, a tabela abaixo corresponde a 

concentração inibitória 50% (CI50) e índice de seletividade (IS) relacionado ao 

PepM3 (Tabela 7).  
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Tabela 7. Valores de concentração inibitória mínima (CIM), concentração inibitória 

50% (CI50) e índice de seletividade (IS) para linhagem celular HaCaT referente ao 

PepM3. 

 

Peptídeo CIM (µg/mL) CI50-HaCaT IS (CI50/CIM) 

HaCaT 

PepM3 125 250 – 500 2 - 4 

  

  

 Da mesma forma que o peptídeo PepM2, o índice de seletividade de PepM3 

foi relativamente baixo, em contrapartida, obteve uma alta porcentagem de células 

viáveis considerando as concentrações de 250 µg/mL até 7,81 µg/mL. Na 

concentração de 500 µg/mL, houve uma porcentagem de viabilidade referente a 

11,23%. 

 O peptídeo PepM3 apresentou uma boa atividade contra C. albicans, somado 

a baixa toxicidade e não sendo teratogênico em embriões de Zebrafish, além da alta 

porcentagem de células viáveis frente HaCaT; entretanto, apresentou uma CI50 

próxima a concentração de CIM, com um índice de seletividade relativamente baixo, 

indicando que estudos posteriores podem ser realizados na tentativa de diminuir 

ainda mais o efeito tóxico deste peptídeo. 

 Levando em consideração a pouca toxicidade do PepM3, este estudo 

corrobora com LEE et al., (2004), uma vez que o peptídeo engenheirado por eles, 

denominado de [A6]-IsCT que apresentou também uma substituição de Triptofano 

por Alanina baseado no IsCT original, não indicou ter atividade hemolítica em 

células mamíferas, mostrando diminuir sua toxicidade, porém, apresentou uma 

atividade antibacteriana diminuída quando comparado ao IsCT original. Como na 

literatura não há estudos do análogo de IsCT abordado neste trabalho contra C. 

albicans, nosso resultado traz atividade antifúngica inédita, sobretudo com 

modificações estruturais a partir do peptídeo original.   

   

3.1.4. Análise qualitativa da permeação do córion em avaliação por 

espectrometria de massas 

 Este estudo foi realizado com PepM3 para analisar o perfil qualitativo de 

permeação ao córion, uma vez que somente ele teve atividade anti-C. albicans. 
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Após ser realizado o ensaio de toxicidade em embriões de Zebrafish, alíquotas 

foram retiradas em 0 hora e 6 hpf, da concentração de 125 µg/mL para análise de 

permeação do córion (Figura 18).  

 

Figura 18. Espectro MS1 para o peptídeo PepM3 (125 μg/mL): A) Amostra padrão: 

mostrando os picos de m/z 505,90 e 758,51, correspondente aos íons moleculares 

[M+3H]3+e [M+2H]2+, respectivamente (setas verdes); B) Amostra 6 hpf: o íon m/z 

[M+3H]3+ e [M+2H]2+ (m/z 505,92 e 758,51) com baixa intensidade (setas verdes). 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

  

 

 Como pode ser observado no espectro acima (figura 18), PepM3 apresentou 

uma permeação parcial pela membrana do córion após 6 hpf, com intensidades 

significativamente reduzidas quando comparado ao espectro controle (amostra 

padrão), destacando que nesta concentração manteve-se sem efeitos tóxicos aos 

embriões. 

 

3.2. Avaliação do possível efeito sinérgico de PepM3 combinado à Fluconazol 

e Anfotericina B   

 Para os resultados de interação entre PepM3 X Fluconazol e PepM3 X 

Anfotericina B, foram encontrados valores de CFI > 0,5 ≤ 4 (CFI = 1,0156) e CFI ≤5 

(CFI = 0,266), respectivamente. Sendo assim, considera-se a interação indiferente 

para Fluconazol e a interação sinérgica para Anfotericina B, com nenhum 

antagonismo observado. Este resultado pode indicar uma possível utilização deste 

peptídeo em combinação com os antifúngicos convencionais, possibilitando além de 
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uma diminuição na toxicidade dos tratamentos, uma melhora na eficácia dos 

compostos. 

 

3.3. Ensaio de influxo por Iodeto de Propídio 

 O efeito do PepM3 na integridade da membrana celular fúngica foi avaliado 

pelo monitoramento do influxo de iodeto de propídio, o qual é um fluoróforo que 

somente é capaz de penetrar na célula pelo comprometimento desta (VEERMAN et 

al., 2007; CHOI & LEE, 2014). Uma vez interno, ele intercala entre os pares de 

bases de guanina e citosina, e depois desta ligação aos ácidos nucléicos, a 

fluorescência do iodeto de propídio é aumentada (SUZUKI et al., 1997; CHOI & 

LEE, 2014).  

 PepM3 foi capaz de internalizar o fluoróforo de uma forma concentração 

dependente, igualmente ao controle fluconazol (figura 19), mostrando uma 

significante diferença estatística em relação ao grupo controle (não tratado) para 

PepM3 250 µg/mL e fluconazol, diferente de PepM3 125 µg/mL que não apresentou 

uma diferença significativa (p<0,05). Os resultados mostraram que o influxo do 

iodeto de propídio em C. albicans ocorreu devido a um dano na membrana fúngica 

causado pelo peptídeo, aumentando sua permeabilidade. 

 

Figura 19. Porcentagem de células de C. albicans positivas ao iodeto de propídio 

(IP) em 24h de exposição a duas concentrações de PepM3 (250 e 125 µg/mL) e 

Fluconazol (Flu 2 e 1 µg/mL). * p < 0,05; ** = p<0,0022; *** = p<0,0002 comparado 

ao grupo controle. 
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3.4. Padronização da infecção por imersão em embriões de Zebrafish 

 Embora a maioria dos animais mamíferos sejam ainda bem utilizados em 

estudos por serem muito similares aos humanos, a identidade completa com o 

sistema imunológico humano e o pouco acesso visual para eventos de patogênese 

a nível celular são algumas limitações para este tipo de modelo. Uma outra 

abordagem amplamente utilizada e que responde muitos questionamentos é a 

metodologia de cultura de tecidos, a qual possibilita a observação direta de células 

humanas com os microrganismos patogênicos. Entretanto, este método é 

desafiador para estudar a interação de vários tipos de células e tecidos, além de 

que uma cultura de células se mantém um pouco artificial no uso de preparações de 

linhagens padronizadas, resultando em um grande número de células que podem 

ou não refletir verdadeiramente a biologia das que são desenvolvidas naturalmente 

in vivo. Desta forma, o uso do modelo Zebrafish em pesquisas tem crescido por 

muitas vantagens, inclusive a capacidade de preencher algumas faltas entre os 

modelos mamíferos e a cultura celular. Este animal alternativo foi notado depois que 

foi estabelecido como um modelo geneticamente tratável a nível de 

desenvolvimento embrionário de vertebrados. A partir disso, vantagens singulares 

como alta fecundidade, maturação embrionária rápida, permeabilidade para 

pequenas moléculas, tamanho pequeno, transparência e compatibilidade com a 

microscopia ao vivo lhe proporcionaram ser um hospedeiro único no estudo das 

interações patógeno-hospedeiro (ROSOWSKI et al., 2018; MORASH et al., 2011; 

HENN, 2011). O Zebrafish, em 36 hpf, conta com o sistema circulatório 

funcional e que auxilia vários tipos de tecidos diferentes, inclusive o sistema imune 

inato, como macrófagos e neutrófilos, juntamente com um sistema complemento 

(BOSHRA et al., 2006; ROSOWSKI et al., 2018; HENN, 2011). Muitos estudos 

utilizam o modelo para uma variedade de doenças infecciosas, que vão desde 

bacterianas, até virais e fúngicas (SULLIVAN et al., 2017; AKLE et al., 2017; 

GRATACAP & WHEELER, 2014; ROSOWSKI et al., 2018). No entanto, a maioria 

das pesquisas são realizadas pela metodologia de microinjeção, a qual permite 

injetar os microrganismos e os tratamentos diretamente no interior do peixe por 

muitas rotas de infecção (ROSOWSKI et al., 2018), o que implica em várias 

vantagens quando comparado ao método de infecção por imersão.  

 Uma das abordagens deste trabalho foi a padronização da infecção por 

imersão em embriões de Zebrafish. A metodologia foi realizada com inóculos 
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específicos de C. albicans em embriões com 24 hpf, imersos em meio embriônico 

(ME), para certificar-se que o fungo é capaz de não somente promover e 

estabelecer uma infecção superficial no córion, mas também ocorrer a 

internalização do patógeno por esta membrana. Sendo assim, a técnica de 

Microscopia Confocal confirmou que a C. albicans estabeleceu uma infecção no 

córion e que houve uma penetração do fungo para o embrião de Zebrafish, podendo 

ser visto pela foto abaixo (figura 20).  

 

Figura 20. Localização de células de C. albicans (marcado com Calcofluor – azul) 

em infecção por imersão em embriões de Zebrafish (marcado com FITC – verde):  

A) Visualização do embrião e da C. albicans aderida no córion, ou seja, com a 

infecção estabelecida; B) Cortes entre as camadas do embrião, os quais 

comprovam que o fungo foi capaz de penetrar o córion (indicado por setas 

vemelhas). As imagens são representativas de imageamento por microscopia 

confocal a 405 nm de leitura com uma objetiva de 10x. Barra de escala = 100 µm. 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



88 
 

 Quando testamos os meios para a melhor escolha no teste, observamos que 

em RPMI e RPMI + soro fetal bovino (SFB), a taxa de mortalidade dos embriões foi 

100%, o que para nós não era viável. Desta forma, testamos apenas o ME e 

também ME + SFB, e percebemos que as células de C. albicans foram capazes de 

crescer igualmente e os embriões mantiveram-se vivos. Desta forma, os ensaios 

foram todos realizados com ME. Nosso resultado corrobora com CHEN et al., 2015, 

em que eles observaram que C. albicans cresceu em meio denominado “egg water” 

(água salina) a 30 ºC e que o fungo foi capaz de aderir ao córion formando hifas, o 

que sugere que este patógeno pode crescer em meio e temperatura que não são 

usuais (RPMI, SFB ou em temperatura a 37 ºC). A rotação a 80 rpm foi utilizada 

para facilitar a aderência e estabelecimento da infecção. Estudos indicam que uma 

apropriada velocidade de rotação pode assemelhar-se com a condição do fluxo 

sanguíneo, e também possibilitar a mistura dos embriões uniformemente com as 

células de C. albicans (CHEN et al., 2015; GRATACAP et al., 2013). Os inóculos 

testados foram 1x106 e 2,5x103 células/mL, e foi observado que a maior quantidade 

de células teve a melhor aderência ao córion. 

 O ensaio foi eficiente e possibilita muitas vantagens, por exemplo, não foi 

necessário o uso de equipamentos especiais de laboratório, a metodologia não foi 

invasiva e foi de fácil manuseio após a padronização de todas as condições. No 

entanto, após esta padronização, pudemos observar que uma infecção poderia ser 

mais eficaz utilizando um aparelho de microinjetor, ao invés de utilizar apenas o 

banho de imersão.  

 

3.5. Eficácia de PepM3 utilizando embriões de Zebrafish e carga fúngica 

 Uma vez realizada e estabelecida esta metodologia, o objetivo foi realizar o 

tratamento dos embriões infectados com C. albicans utilizando o peptídeo de 

escolha PepM3, na concentração que inibiu o crescimento do fungo in vitro (125 

µg/mL - CIM). O controle utilizado foi o fluconazol a 1 µg/mL (também na sua 

concentração inibitória mínima), para posterior contagem das unidades formadoras 

de colônia (UFC) (figura 21).  
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Figura 21. Efeito de PepM3 (125 µg/mL) e fluconazol (1 µg/mL) na carga fúngica de 

embriões de Zebrafish infectados com 1x106 células/mL.  
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 Após a contagem da UFC, houve uma tendência dos grupos infectados 

tratados apresentarem valores superiores de células fúngicas ao grupo infectado 

não tratado, com média de PepM3 3,24x103 UFC/embrião, fluconazol 2,58x103 

UFC/embrião e o controle 1,70x103 UFC/mL. Entretanto, pelo gráfico observamos 

que não houve diferença estatística entre os grupos tratados e não tratados, o que 

pode sugerir ser decorrente da concentração do peptídeo e do fluconazol utilizada, 

uma vez que modelos in vivo exigem concentrações maiores de tratamento, pois os 

compostos atravessam membranas e podem sofrer metabolização.   

 Neste contexto, outra hipótese é que tanto o peptídeo PepM3, quanto o 

fluconazol podem ter causado algum dano à integridade da membrana do córion do 

Zebrafish, possibilitando uma infecção mais estabelecida e uma maior internalização 

de C. albicans em comparação com os embriões não tratados. Visto que PepM3 

apresentou resultado positivo para dano de membrana fúngica, e o mecanismo de 

ação do fluconazol já é bem descrito por ocasionar dano de membrana pela inibição 

da biossíntese do ergosterol, estas características podem ter influenciado também a 

integridade da membrana do córion. 
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 PepM3 foi o análogo escolhido para os posteriores ensaios realizados, 

mostrando ser um possível candidato para estudos futuros, tendo uma atividade 

sinérgica com Anfotericina B e possível causador de dano de membrana fúngica. A 

infecção por imersão bem como eficácia de PepM3 utilizando embriões de Zebrafish 

foram padronizados no laboratório. 
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4. CONCLUSÕES  

 

Os peptídeos apresentados neste trabalho foram avaliados estruturalmente e 

modificados quanto às suas respectivas sequências peptídicas, objetivando um 

composto antifúngico eficaz e seguro. Sendo assim, foram testados frente atividade 

anti-Candida albicans, toxicidade e teratogenicidade em embriões de Zebrafish, 

citotoxicidade em linhagem celular HaCaT, permeação ao córion, sinergismo, 

possível efeito de dano de membrana e eficácia in vivo. A tabela 8, apresenta um 

resumo dos resultados obtidos para os principais testes realizados. 

 

Tabela 8. Principais resultados obtidos para os peptídeos avaliados: Massa 

Molecular (MM), Sequência dos aminoácidos, número de Lisina (K), carga líquida 

(Q), concentração inibitória mínima (CIM), concentração fungicida mínima (CFM), 

concentração letal 50% (CL50), concentração inibitória 50% (CI50) e índice de 

seletividade (IS). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

- Os melhores resultados para atividade anticandida foram MK5789, MK58911 e 

MK4589, com mesmo número de resíduos de Lisina e carga líquida, diferindo em 

seus posicionamentos; 
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- MK5789 apresentou-se menos tóxico devido a permanência de 50% dos embriões 

vivos mesmo tendo permeabilidade total pelo córion, quando comparado aos 

demais, que nas mesmas condições, demonstraram permeação parcial pelo córion 

com 100% de mortalidade dos embriões;  

- PepM1 apresentou CIM > 250 µg/mL sem efeitos tóxicos e teratogênicos; 

- PepM2 apresentou CIM = 125 µg/mL, não – teratogênico, porém apresentou 

toxicidade nos embriões e mostrou ser mais seletivo para membranas de mamíferos 

do que microbianas, verificado pelo IS baixo; 

- PepM4 apresentou CIM > 250 µg/mL, no entanto, apresentou aproximadamente 

80% de sobrevivência dos embriões na concentração mais alta; 

- PepM3 apresentou resultados satisfatórios com CIM para C. albicans, sem efeitos 

tóxicos, teratogênicos e com viabilidade celular alta para HaCaT; 

- PepM3 demonstrou efeito sinérgico com Anfotericina B, e sugeriu ser um peptídeo 

que ocasiona dano de membrana fúngica;  

- A infecção por imersão e ensaio de eficácia in vivo em embriões de Zebrafish foi 

padronizada; 

- A avaliação de modificações estruturais se torna essencial para o desenvolvimento 

de novos agentes com potencial efeito contra patógenos fúngicos, e com redução 

de efeitos tóxicos e teratogenicidade; 

- PepM3 pode ser um potencial candidato para estes estudos estruturais objetivando 

melhora de eficácia e segurança. 
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1. Premiação IV Simpósio Zebrafish como modelo animal de pesquisa 

1.1 Trabalho intitulado “Structure-function relationship of modified 

synthetic peptides of the wasp (Apoica pallens) against Candida 

albicans and safety in Zebrafish embryos (Danio rerio)” foi classificado 

em 1º lugar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


