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RESUMO

Devido ao aumento das doencgas fungicas, do uso indiscriminado de
antimicrobianos, associados ao aparecimento de cepas resistentes e formadoras
de biofilmes, é essencial a busca pelo desenvolvimento de novos antifingicos
mais eficientes. As espécies de Candida sdo conhecidas pela capacidade de
infectar humanos, sendo a formacao de biofilmes um dos fatores de viruléncia
mais importantes. No estudo interacdo patdgeno-hospedeiro, bem como para
eficacia terapéutica e seguranca, algumas vantagens no uso de modelos animais
alternativos séo a reducéo de tempo de resposta em experimentos, eficiéncia e
baixo custo quando comparado ao uso de camundongos. Desta forma,
moléculas antifungicas estdo sendo testadas nestes animais alternativos, como
Danio rerio (Zebrafish), um vertebrado que apresenta rapida reproducao e
homologia genética e funcional com os mamiferos. Em relacédo as moléculas em
testes, ha um crescente estudo de peptideos oriundos de venenos e da
hemolinfa de insetos, como novos compostos antifungicos, 0os quais possam
apresentar além de boa atividade, baixa toxicidade e n&o-teratogenicidade.
Neste trabalho, foram estudados peptideos analogos de Mastoparanos de
vespas (MKs) cuja atividade antimicrobiana jA € conhecida, previamente
sintetizados com modificacbes nas suas caracteristicas estruturais, como
namero de residuos de Lisina e carga liquida. Levando em consideracdo as
caracteristicas estruturais dos MKs, outros quatro peptideos foram sintetizados
e estudados, dos quais dois peptideos (PepM1; PepM2) sdo analogos do
antimicrobiano Moricin C3, derivado da hemolinfa de Galleria mellonella, e dois
peptideos (PepM3; PepM4) anélogos dos IsCT, uma classe oriunda do veneno
do escorpido Opisthacanthus madagascariensis. Os resultados revelaram que as
modificacdes quanto ao numero de residuos carregados e a distribuicdo em
relacdo a fragéo hidrofébica na cadeia peptidica, influenciaram tanto na atividade
anti-Candida como em relacdo a toxicidade. Os analogos mostraram uma
promissora atividade antifingica contra Candida albicans, com a concentracao
inibitéria minima (CIM) variando de 15,62 a 250 pg/mL, apresentaram diferencas
em relagdo a toxicidade em Zebrafish e também a citotoxicidade em
queratinécitos de pele. Aqueles com melhores resultados da CIM foram
selecionados para testes em espectrometria de massas para estudo da

permeabilidade do cérion do embrido de Zebrafish, onde foi visto também,



alteracdes no comportamento destes peptideos de acordo com as diferencas das
suas caracteristicas estruturais. Além disso, a metodologia de infec¢do por
imersdo usando embrides de Zebrafish foi padronizada neste trabalho frente C.
albicans e, através de mapeamento por imagem, foi possivel verificar o

estabelecimento da infec¢ao e aderéncia do patdégeno.

Palavras - chave: Peptideos antimicrobianos; candidiase; corion;

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 pg/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.



1. INTRODUCAO

1.1. Candida albicans

InfeccBes causadas por varios microrganismos representam uma grande
ameaca para sobrevivéncia humana (WISE, 2011), e além disso, 0s que sdo
considerados comensais tornam-se patogénicos no momento em que ocorrem
mudancas no sistema de defesa do hospedeiro ou por procedimentos invasivos,
sendo que a emergéncia da resisténcia aos medicamentos cria obstaculos aos
tratamentos (PAYNE et al., 2006).

Considera-se dentro de um bilh&o de pessoas, uma estimativa de mais de
150 milhdes apresenta graves doencgas fungicas, ocasionando um grande
impacto na sobrevivéncia destes ou até evoluindo para um caso fatal. Entretanto,
a severidade varia de infeccbes mucocutaneas meédias-assintomaticas a
infecgbes sistémicas potencialmente letais. A mortalidade relacionada as
doencas fungicas € similar a da tuberculose e trés vezes maior do que a maléaria
(BROWN et al., 2012; BONGOMIN et al., 2017).

Em relacdo as infec¢des fangicas, as espécies que mais comumente
estdo envolvidas nestas doencas sédo as Candida spp., que estdo presentes na
cavidade oral com taxas em torno de 20-40% na populagdo em geral, e em
outros segmentos do trato gastrointestinal. As infeccdes por esta espécie
apresentam um indice de 75%, causando uma variedade de infeccBes
mucocutaneas que debilitam o paciente, e dependendo da condi¢do do sistema
imune (PFALLER & DIEKEMA, 2010; COLOMBO et al., 2013), como altera¢cdes
fisiolégicas na infancia (prematuros), envelhecimento, imunodeficiéncias
congénitas, doencas degenerativas, imunossupressdo por drogas ou
procedimentos médicos podem levar a alteracbes da defesa do paciente
(COLOMBO et al., 2013; DIGNANI; SOLOMKIN; ANAISSIE, 2003).

Estudos estimam que cerca de um bilhdo de pessoas apresentam
infecgdes por fungos na pele, unhas e cabelo, com aproximadamente 10 milhGes
relacionados a infecgdo por candidiase na mucosa. Dentre as Candida spp. de
importancia clinica, as quais sdo aproximadamente 20 espécies, Candida
albicans é o patégeno oportunista mais comum, responsavel por 45% dos casos
totais, especialmente em pacientes imunocomprometidos, tendo como um dos

marcadores do agravamento imunoldgico de pacientes com AIDS a candidiase



oral, uma das infeccOes oportunistas mais prevalentes nesta populacao,
podendo ocorrer recorréncia 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
etiologico de varias manifestacdes clinicas que vao desde lesdes superficiais da
pele até sistémica candidiase invasiva (SELLAM et al., 2009; COSTA et al.,
2013), e que, considerando isolados de amostras clinicas, 60% séo referentes a
C. albicans (BARBEDO & SGARBI, 2010). Este patogeno comumente coloniza
varios sitios anatdmicos em humanos (ODDS, 1988) e, mais do que isso, a sua
resisténcia as drogas continua sendo uma séria preocupac¢ao no contexto clinico.
Portanto, obter um entendimento na patogénese de C. albicans devera melhorar
a terapia antifingica, e facilitar o estudo e desenvolvimento de novas drogas
(BERMAN & SUDBERY, 2002).

Uma das formas de manifestacdo superficial causada por C. albicans é a
candidiase oral, que pode ocorrer devido a uma alteracao da imunidade local ou
sistémica, ocasionada pela idade (idosos e neonatos prematuros), por uso de
protese, exposicdo a drogas imunossupressivas como corticosteroides ou
guimioterapia ou pela presenca de doencas como desnutricao, diabetes, cancer,
entre outras (VAZQUEZ & SOBEL, 2002; COLOMBO et al., 2013). C. albicans é
responsavel por aproximadamente 90% dos isolados causadores de candidiase
oroesofagica (VAZQUEZ, 2003; COLOMBO et al., 2013).

Além disso, C. albicans € o agente causador mais comum de doencas
fungicas genitourinarias como candidiase 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 responsavel por aproximadamente 13 milhdes de casos de
vaginite, anualmente. Estudos apontam que 75% das mulheres ja apresentaram
um episédio de CVV durante os anos férteis, estimando 5% de recidivas
(estabelecido como quatro ou mais episddios todos os anos) (KENNEDY &
SOBEL, 2010; COLOMBO et al., 2013; GIRALDO & WATKIN, 1998).

CVV se enquadra em duas classificacdes, dependendo da presenca ou
nao de comorbidades associadas com esta condicéo, designadas de primaria ou
secundaria. A primeira €, geralmente, responsavel pela maioria dos casos e é

idiopéatica; jA a segunda pode manifestar-se por diferentes causas como



desequilibrio hormonal, desordens metabdlicas, altos niveis de estrégeno,
alguns medicamentos como antibiéticos ou contraceptivos e imunossupressao
(ACHKAR & FRIES, 2010; COLOMBO et al., 2013).

Os fungos apresentam parede e membrana celular, sendo sua parede
composta principalmente de polissacarideos 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
polissacarideos, 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 fungica é o componente lipidico neutro principal, conhecido
como ergosterol (WANG, et al., 2014; SULLIVAN et al., 1983; TANIDA et al.,
2006).

Considerando a natureza oportunista deste patdgeno, existe um
verdadeiro desafio relacionado as defesas do sistema imune do hospedeiro e 0s
fatores de viruléncia de C. albicans (CASADEVALL & PIROFSKI, 2003; JABRA-
RIZK et al., 2016; GRATACAP et al., 2017), como por exemplo a candidiase
orofaringea aguda, sendo que ela é mais comum em pacientes com neutropenia,
podendo ter a imunidade inata e adaptativa afetada devido aos tratamentos
imunossupressores, como radiacdo, quimioterapia, uso de antibioticos e
corticosteroides (LORTHOLARY & DUPONT, 1997; SCULLY et al.,, 1994;
GRATACAP et al., 2017).

Juntamente com Staphylococcus aureus (S. aureus), Candida € um
patégeno 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 patdégenos fungicos humanos melhor estudado,
sendo conhecido por crescer em trés distintas estruturas morfolégicas
(morfogénese): leveduras, pseudohifas e hifas verdadeiras (KIM & SUDBERY,
2011). Ambas as hifas e pseudohifas sdo invasivas, o que pode promover uma
maior invasao nos tecidos durante o estégio inicial da infeccdo (SUDBERY et al.,
2004; MAYER et al., 2013). Devido a hifa ter tendéncias de aderir e
penetrar no tecido do hospedeiro, elas sdo responsaveis por infeccbes na
mucosa (candidiase oral) (PETERS et al., 2012). Além disso, estas formas
filamentosas sdo também importantes para a coloniza¢ao de 6rgdos, como rins,

causando infec¢Bes profundas. A forma de levedura, pelo contrario, pode ser



mais adequada para disseminagcao na corrente sanguinea e doenca sistémica
(SUDBERY et al., 2004).

A infeccdo de corrente sanguinea causada por C. albicans € conhecida
como “candidemia”, sendo que esta pode levar a infeccao de 6rgaos internos,
uma condig¢ao conhecida como “candidiase disseminada”; e tanto a candidemia
quanto a candidiase disseminada representam problemas médicos e clinicos
extremamente sérios (KIM & SUDBERY, 2011). A candidiase disseminada esta
associada a 30-40% da mortalidade em pacientes imunocomprometidos
(CHENG et al., 2004; YANG et al., 2010). Em relac&o a epidemiologia no Brasil,
estudos indicam que durante um periodo de 12 meses (mar¢o/2002-
fevereiro/2003) em quatro hospitais da cidade de Sao Paulo, de um total de 7.038
casos de bacteremias e fungemias avaliados, 4,3% do total de infec¢des da
corrente sanguinea correspondia a Candida spp. (COLOMBO & GUIMARAES,
2003; COLOMBO, 2003). Outros estudos indicam que a taxa de mortalidade
atribuida 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 prevaléncia com taxas entre 18,8%
e 66% (DA MATTA et al., 2017).

Fatores de viruléncia que permitem C. albicans evoluir de comensal para
patdgeno incluem reconhecimento de biomoléculas do hospedeiro (adesinas),
morfogénese, proteases aspartil secretadas (SAPs), fosfolipases (PLs) e
alteracdo fenotipica (CALDERONE & FONZzI, 2001; KUO et al, 2013;
DEMUYSER et al.,, 2014). Entre estes fatores, a transicdo levedura-hifa
(morfogénese) é considerada um fator de viruléncia crucial para patogénese de
C. albicans (KUO et al., 2013).

Uma condicéo para a patogenicidade de espécies de Candida € a invasao
do tecido do hospedeiro, sendo mediada por moléculas de adeséo (adesinas)
expressas na superficie, interagbes especificas ligante-receptor e também
interacdes ndo especificas, que permitem a este patdgeno se ligar a uma
variedade de tecidos eucariéticos (LASS-FLORL, 2009; CHIN et al., 2016).

O fenbmeno descrito como transicao reversivel entre levedura unicelular
e formas de crescimento filamentoso para pseudohifa e hifa € chamado
morfogénese (CALDERONE & FONZI, 2001). O crescimento de hifas é

promovido por um numero de fatores ambientais como temperatura de



crescimento a 37 °C, presenca de soro, pH neutro, alto COz2, entre outros (KIM &
SUDBERY, 2011; MAYER et al., 2013). Células de leveduras crescem a 30 °C e
em pH &cido (pH 4,0); e as pseudohifas em condi¢cdes como 35 °C e pH 5,5 (KIM
& SUDBERY, 2011; MAYER et al., 2013).

A alteracdo fenotipica € uma transicéo entre estados celulares alternativos
considerada categdrica para a patogénese flngica, para colonizar e infectar
diferentes nichos no hospedeiro. Candida albicans altera de col6nias brancas e
lisas para coldnias planas e cinzas (mais opacas), sugerindo ser importante,
principalmente, na interagcdo com o sistema imune do hospedeiro (GEIGER et
al., 2004; LOHSE & JOHNSON, 2008; CHIN et al., 2016). Existem diferencas
entre esses dois tipos de colbnias, como por exemplo a forma da célula, em que
as células brancas sdo ovoides e as opacas sdo alongadas em forma de feijao
(CALDERONE & FONZI, 2001; ANDERSON et al., 1990). Além disso, esta
alteracdo pode ser um mecanismo adaptativo das células de C. albicans para
escapar do sistema imune do hospedeiro, pois as células brancas e opacas sédo
diferencialmente fagocitadas por macrofagos (LOHSE & JOHNSON, 2008; CHIN
et al., 2016).

Outro fator de viruléncia de C. albicans sdo as aspartil proteinases
secretadas (SAPs), que sdo produzidas logo depois do processo de adesao a
superficie celular. As SAPs facilitam a penetracédo ativa do fungo para dentro das
células hospedeiras e aumentam a eficiéncia na aquisicdo de nutriente
extracelular para as proprias células do patégeno (WACHTLER et al., 2012;
NAGLIK et al., 2003; CHIN et al., 2016). Esse fornecimento de nutrientes se da
pela degradacdo de proteinas do hospedeiro, o que facilita a penetracdo e
invasado dos tecidos, além da evaséao das respostas imunes (GAUWERKY et al.,
2009; CHAFFIN et al., 1998; CHIN et al., 2016).

As fosfolipases também sdo enzimas que aumentam a patogenicidade da
infecgdo por Candida. Elas quebram os fosfolipidios das membranas da célula
hospedeira, que por sua vez, auxilia na aderéncia, penetragdo e por fim, na
invasao celular (MAVOR et al., 2005; CHIN et al., 2016).

Muitos fungos e bactérias sdo descritos como capazes de formar
biofilmes, estabelecendo comunidades resistentes em uma variedade de
superficies clinicas (DONLAN, 2001; HOYLE et al., 1990). Estes conglomerados

de células aderentes representam um sério obstaculo para o tratamento da



infeccdo. Em comparacao com as células plancténicas, estes sdo extremamente
resistentes as terapias antimicrobianas (HAWSER et al., 1998).

Biofiilmes s&o comunidades dindmicas de microrganismos aderidos
fortemente a superficies biolégicas e ndo biolégicas (CHANDRA, et al., 2001),
caracterizados por uma malha fibrilar de polissacarideos (matriz) a qual se fixam
microrganismos, formando uma arquitetura tridimensional complexa
(CHANDRA, et al., 2001), e estas células microbianas, ditas sésseis, diferem em
suas propriedades biolégicas de suas homodlogas livres, flutuantes ou
planctdnicas (COSTERTON, et al., 1995; DONLAN & COSTERTON, 2002). A
matriz de um biofilme funciona como barreira fisica afetando a penetracdo do
agente antimicrobiano aplicado externamente, protegendo as células internas do
biofilme (LONNEMANN, 2000; PIERCE et al., 2008). As células em biofilme
exibem um distinto fenotipo de células livres flutuantes (plancténicas), 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 funcéo na
tolerancia para os antifiungicos como a classe dos azéis (NETT et al., 2010b;
BONHOMME & D'ENFERT, 2013; MITCHELL et al., 2015); outro processo desta
tolerancia é a densidade celular, expressédo de bombas de efluxo ou ocorréncia
de células persistentes (variantes fenotipicas de tipo selvagem que sao
altamente tolerantes) (LAFLEUR et al., 2006; BONHOMME & D'ENFERT, 2013).

Recentemente, WOLLERT & LANGFORD, (2016), descreveram
mudancgas 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 biofiimes sédo formas presentes em células hospedeiras.

A producdo de células persistentes associada com a resisténcia das
respostas imunes do hospedeiro tem mostrado que a necessidade de melhorar
as terapias medicamentosas € crucial (CHRISTENSEN et al., 2007; SHIRTLIFF
et al., 2009).

1.2. Peptideos antimicrobianos (AMP's)
A resisténcia dos fungos aos agentes antifungicos traz a necessidade
emergencial de se descobrir novas terapias, uma vez que estas infecgoes podem

ser letais. Concomitante a isto, como h& um numero limitado de antibiéticos



disponiveis com atividades e mecanismo de acéo similares, pesquisas intensivas
estdo em progresso para novas e nao-convencionais terapias antimicrobianas
(CZAPLEWSKI et al., 2016; MAHLAPUU et al., 2016).

Devido ao fator emergencial para a pesquisa e desenvolvimento de novos
tratamentos antifungicos, um interesse amplo em produtos naturais tem levado
aos estudos com compostos nao-tradicionais, como por exemplo 0s venenos de
insetos e outros animais, que apresentam funcionalidades medicinais
valorizadas no combate a muitas doencas como cancer, analgésicos,
anticoagulantes, diabetes, entre outros (SAMY, et al., 2015; HARVEY, 2014;
BEA, et al., 2017).

Peptideos 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 possivel utilizacdo como agentes antimicrobianos em uma era
de resisténcia antibiética (BROGDEN & BROGDEN, 2011; MEMARIANI et al.,
2016). Estes compostos podem ser encontrados em todos 0s organismos, sao
componentes importantes da defesa ndo especifica e do sistema imune inato de
diferentes grupos de animais (MITSUHARA, 2001; DE SOUZA et al., 2011).
Possuem uma notavel estrutura e diversidade funcional, e somando-se a
atividade antimicrobiana  direta, eles apresentam propriedades
imunomodulatérias, o que os tornam interessantes para desenvolvimento de
novas terapéuticas (FJELL et al., 2012; MAHLAPUU et al., 2016).

Adicionalmente, HANCOCK & PATRZYKAT (2002) observaram que 0s
AMP’s apresentam muitas propriedades benéficas, incluindo amplo espectro de
atividade antimicrobiana, comumente ndo induzem resisténcia bacteriana, rapido
mecanismo de morte, e apresentam atividade sinérgica quando combinados com
antibioticos classicos, sendo um atrativo no desenvolvimento de novos
candidatos antimicrobianos.

Estudos presumem que 0s microrganismos ndo criardo resisténcia contra
muitos AMP's, uma vez que eles agem na membrana celular. Isto porque, apesar
de alguns mecanismos de resisténcia ja terem sido descritos, eles envolvem uma
grande alteracdo na composicdo da membrana a fim de mudar a carga,
interferindo na associacao peptideo-alvo, ou também por serem mecanismos
altamente especificos que ndo sao cabiveis a um grande numero de peptideos
antimicrobianos (BROGDEN, 2005; CHAN et al., 2006).



Apesar de ainda ser pouco estudado como ocorre a interacdo de
peptideos com os fungos, AMP's que s&o catidnicos anfipaticos podem interagir
com os lipidios anidnicos da membrana fungica e romper a integridade desta
(WANG et al., 2014), formando poros que permitem a saida de nutrientes e ions
essenciais (LI et al., 2014; MATSUZAKI, 1999; ZASLOFF, 2002).

DENNISON et al., (2005) indicaram que o mecanismo de atuagdo dos
AMP’s pode ser desde ataque direto @ 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
rapida atividade devido a quebra da integridade fisica da membrana microbiana
e/lou pela translocacdo 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 ndo envolvem danos
de membrana sédo alvos intracelulares que incluem inibicdo de sintese de
macromoléculas como acidos nucléicos ou proteinas (SUBBALAKSHMI &
SITARAM 1998; LI et al., 2014), inibicdo de funcdo enzimatica ou metabdlica
(OTVOS et al. 2000; LI et al., 2014), e inibicdo da formacédo da membrana ou
parede celular do microrganismo (BROTZ et al. 1998; LI et al., 2014).

Os AMP’s constituem um grupo representado por peptideos com
estruturas lineares ou ciclicas, com propriedades hidrofébicas ou anfipaticas. Em
relacdo as estruturas primarias dos AMP’s, assim como no caso dos peptideos
antibacterianos, ndo existe um dominio estrutural conservado ao qual seja
atribuida a atividade antifungica dessas moléculas (FALICO & CASTRO, 2014;
JESSEN et al., 2006). Muitos peptideos antifungicos sao capazes de formar a-
hélice, o que poderia estar relacionado com sua habilidade em interagir com as
cadeias laterais de lipideos da membrana dos diferentes microrganismos,
levando a ruptura da fun¢cdo da membrana e interferindo com o balan¢o osmético
da célula (FALICO & CASTRO, 2014; GORAYA et al., 1998).

Forcas eletrostaticas entre AMP’s catidnicos e a carga negativa da
superficie dos microrganismos s&o pontos alvos para a interacao entre peptideos
e membrana microbiana, uma vez que a interacdo 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 consideracdo AMP’s que atuam como dano de membrana,
existem trés mecanismos ja descritos que podem causar a lise pela formacao de
poros, provocados pelos peptideos: “carpete” (SHAI, 1999), “barril” (SANSOM,
1991; SHAI, 1999) e “toroidal” (LUDTKE et al., 1996). No primeiro modelo, os
peptideos estdo em contato com a cabeca do grupo lipidico durante o processo
de permeacao de membrana e ndo se inserem dentro do ndcleo hidrofébico da
membrana (POUNY et al., 1992; SHAI, 1999). Ja no segundo modelo, os AMP's
se inserem no nucleo hidrofébico da membrana e formam poros transmembrana
(EHRENSTEIN & LECAR, 1977; SHAI, 1999). O ultimo modelo, apresenta uma
maior complexidade de entendimento, resumidamente a bicamada lipidica
dobra-se nela mesma como se fosse o interior de um toro, deformando a
membrana e formando uma curvatura. Esta deformacéo e a flexdo na area
toroidal custam uma energia. Assim, 0s peptideos seriam incorporados para
auxiliar nesta energia e tensdo gerados pela expansdo da membrana,
estabilizando os poros (LUDTKE et al., 1996). A figura 1 € representativa dos
mecanismos de ac¢do dos AMP's (CARVALHO & MACHINI, 2013).

Figura 1. Modelos de mecanismo de acdo dos AMP's em membrana lipidica. 1
— Adsorcao peptidica na superficie da membrana (modelo “barril’); 2- Interacéo
eletrostatica entre os residuos carregados positivamente do peptideo e as
cargas negativas dos fosfolipideos (modelo “carpete”); 3 - Insercdo do AMP pela
bicamada resultando em poro toroidal ou cilindrico (modelo “toroidal”)
(CARVALHO & MACHINI, 2013).

1- Barril 2- Carpete 3- Poro toroidal

(AMP) ’\/‘3"% R GsPp {}:9

! ' '
lipidica)
| | |
(poro) | IR

Y
(micelas-AMP) @ e;




O desenho de novos peptideos, no intuito de aumentar atividade
antimicrobiana e reduzir a toxicidade, tem sido amplamente estudado, apesar do
mecanismo de acdo especifico ainda ndo ser muito bem compreendido. Esta
melhora nas funcdes dos AMP's podem ser realizadas por alteracdes nos
parametros fisico-quimicos, como por exemplo tamanho da cadeia,
anfipacidade, contetdo de conformacdo alfa-hélice e carga liquida positiva
(DATHE & WIPRECHT, 1999; DATHE et al., 2002; DE SOUZA et al., 2011).

Estudos destacam que alguns peptideos sdo capazes de suprimir a
formacdao de biofilmes e induzir a dissolucéo de biofilmes existentes, sendo este
altimo especialmente importante, uma vez que pode alterar totalmente a
maturacdo dele, existindo ainda aqueles que possuem capacidade de
sensibilizar os biofilmes, permitindo que estes se tornem mais sensiveis a acao
de outros agentes microbianos (FJELL et al., 2012; MEMARIANI et al., 2016;
LEITCH & WILLCOX, 1999).

Peptideos antimicrobianos tém sido isolados de venenos de animais, que
sdo misturas complexas de componentes utilizados no intuito de defesa e no
ataque as suas presas. Muitos venenos ja foram estudados com objetivo de
isolar os AMP's, incluindo insetos como vespas e também do escorpido, como
por exemplo o peptideo polybia-CP, ILGTILGLLKSL-NH2, isolado da vespa
Polybia paulista (SOUZA et al, 2005). Este AMP mostrou atividade
antibacteriana e antitumoral, com mecanismo de acdo membrana-ativa,
entretanto, pouco se conhece sobre este mecanismo (WANG etal., 2011; WANG
et al., 2012; WANG et al., 2016).

Peptideos mastoparanos isolados dos venenos de vespas tem alta
atividade antimicrobiana, por exemplo, Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Bacilus subtilis, entre outros. Eles séo tetradecapeptideos amidados na por¢cao
C-terminal, policatibnicos e geralmente tem de dois a quatro residuos de Lisina
em suas sequéncias (DE SOUZA et al., 2011; NAKAJIMA et al., 1986). Estudos
de namero de residuos de Lisina e sua distribuicdo na sequéncia dos peptideos

sugerem sua influéncia na anfipacidade e na carga liquida positiva destes



peptideos, promovendo um segmento hélice estavel e uma mais homogénea
superficie hidrofébica, e consequentemente influenciando a interagdo 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 acdo, além dos
causadores de membrana discutidos na figura 1. O posicionamento dos residuos
de Lisina (posicdes estratégicas 4/5 e 11/13) mantém estavel a alfa-hélice, que
se expande do residuo 4 ao 13, tendo uma superficie hidrofébica mais
homogénea na estrutura anfipatica, podendo contribuir para a maxima eficiéncia
litica (DE SOUZA et al., 2011).

Os insetos apresentam um sistema imune efetivo, com mecanismos de
resposta humoral e inata. Fagocitose e encapsulacdo, por exemplo, sdo
mediados por hemdcitos, e 0s peptideos e proteinas antimicrobianas sao
componentes essenciais da resposta imune humoral, sendo estes sintetizados
no corpo gordo do inseto durante a resposta contra patégenos, e secretados na
hemolinfa (apresenta funcionalidades analogas ao soro de mamiferos), sendo
depois difundidos para os locais da infeccéo para combater os componentes das
bactérias ou da parede celular fangica (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 € inexistente nestes invertebrados (FARUCK et al., 2016).

Um modelo de inseto que tem sido amplamente utilizado para estudos de
resposta imune é a traca de cera Galleria mellonella (Lepidoptera). Pesquisas
recentes mostraram a presenca de um grande conjunto de peptideos
antimicrobianos na hemolinfa da mesma. Dentre os identificados, alguns s&o
peptideos lineares alfa hélice (cecropina e moricin-like), peptideos estabilizados
por cisteina (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 interacdes benéficas que
incluem sinergismo, diversificagéo funcional e potencializagédo (BARRIBEAU et
al., 2014; DOBSON et al., 2013; MOGHADDAM et al., 2016), tornando-se mais



eficaz e permitindo a acéo direta sobre patogenos especificos (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 patdbgeno em que entrou
em contato. Peptideos antimicrobianos e proteinas sé@o cruciais na resposta
imune humoral e sédo produzidos contra os patégenos invasores (MAK et al.,
2001).

MAK et al., 2001 fizeram estudos com G. mellonella infectada com vérios
patégenos, sendo um deles C. albicans, e analisaram a resposta imune da larva
frente producdo de AMP’s, como cecropin, anionic 1 e 2, entre outros. Eles
observaram que quando a larva esta infectada com C. albicans ndo provoca
muitas mudancas efetivas nos niveis dos peptideos antimicrobianos estudados,
pois talvez leva ao aparecimento de outros peptideos nao investigados. Outra
observacéo foi que o peptideo anionic 2 pode atuar sinergicamente com outros
AMP’s presentes na hemolinfa, potencializando sua atividade.

Destacando outros dois peptideos 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-NH?2),
isolado do mesmo veneno, dividindo 78% de homologia com o primeiro,
apresentando semelhante atividade biolégica, isolado por DAI et al., 2002.
Ambos foram originados do veneno do escorpido da espécie Opithancatus
madagascariensis, apresentando 13 residuos de aminoacidos com C-terminal
amidado, formando uma estrutura secundaria alfa-hélice com propriedades
anfipaticas. A denominacao ISCT € devido a esta espécie ter sido encontrada em
Isalo, Madagascar e o peptideo ter atividade citotéxica (DAI et al., 2001; BEA et
al., 2017).

DAl 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 peptideos resultaram em alta
atividade hemolitica (BELOKONEVA et al., 2003). Desta forma, estes resultados
mostram o quao importante séo os estudos relacionados a substituicdo de alguns
residuos de aminoacidos na estrutura peptidica, a fim de reduzir a toxicidade e

melhorar atividade antimicrobiana.



Sendo assim, estudos ja demonstraram varios analogos de IsCT com
residuos substituidos em posi¢des definidas que apresentaram uma melhora da
atividade com a toxicidade considerada moderada ou até minima (LIM et al.,
2005; BEA et al., 2017), porém estudos envolvendo a atividade antifingica desta

classe de AMPs ainda sdo escassos na literatura.

1.3. Espectrometria de massas e Abordagem Protedmica

A espectrometria de massas (MS) abrange uma tecnologia imprescindivel
para a interpretacdo das informacbes codificadas pelos genes, ou seja,
proteinas. O primeiro espectro de massas foi obtido em 1912 e o grande avanco
da espectrometria de massas no campo bioldgico aconteceu somente a partir da
década de 80, com o desenvolvimento de técnicas mais avancadas conhecidas
como MALDI (Matrix-assisted laser desorption/ionization) e ESI (Electrospray
lonization) (PALMA et al., 2010).

A analise prote6bmica é um conjunto de metodologias analiticas que séo
capazes de caracterizar qualitativamente e quantitativamente um proteoma,
sendo uma area interdisciplinar da ciéncia, agrupando disciplinas como quimica,
fisica, biologia e informatica (CANTU et al., 2008; TYERS & MANN, 2003;
AEBERSOLD & MANN, 2003). Toda essa juncdo de areas e conhecimentos é
extremamente necessaria pois o0 objetivo €é estudar a funcdo e/ou
comportamento dos genes com base na identificacdo das proteinas por eles
expressas. Os dados de espectrometria de massas também sao utilizados para
informacdes relacionadas na identificacdo de peptideos e proteinas a partir de
banco de dados depositados (CANTU et al., 2008; TYERS & MANN, 2003;
AEBERSOLD & MANN, 2003).

O instrumento conhecido como espectrdbmetro de massas € formado por
sistema de injecdo de amostra, fonte de ions, analisador de massas, detector e
sistema de aquisicAo de dados. A técnica de espectrometria de massas
determina a relacdo de massa e carga (m/z) de espécies ionizadas em fase
gasosa (PALMA et al., 2010).

As fontes de ionizagcdo, como 0 proprio nome indica, possuem a funcao
de ionizar suavemente, para preservar a estrutura polipeptidica, e transferir as
moléculas a serem analisadas para fase gasosa. O analisador de massas separa

os ions formados de acordo com sua relacdo m/z. Apés esta separacao, 0s ions



sdo detectados por eletromultiplicadores que constituem os detectores mais
largamente usados, e entdo séo isolados e submetidos a fragmentagcéo por
colisdo com moléculas de gas inerte, como nitrogénio. Este espectro de
fragmentacao resultante é chamado de espectro de massas sequencial ou
MS/MS (CANTU et al., 2008).

Finalmente, apds todos esses processos, 0s resultados de massa
molecular (MM) dos peptideos, tanto quanto a relativa sequéncia de aminoacidos
destes (MS/MS) podem ser pesquisados nos bancos de dados depositados nos
softwares mais comumente utilizados, que sdo o Sequest (ENG et al., 1994) e o
Mascot (PERKINS et al., 1999) (CANTU et al., 2008).

1.4. Abordagem Peptiddmica

O peptidoma representa 0 conjunto inteiro de peptideos naturais de um
sistema de célula, tecido ou corporeo, em um determinado prazo, sob uma
especifica condicéo fisiologica (AMADO et al., 2010). Estudos ja demonstraram
gue o peptidoma vai além de uma simples juncéo de produtos da degradacéao de
proteinas, podendo ser espécies ativas cruciais em muitos processos biolégicos
(VILLANUEVA et al., 2006; VILLANUEVA et al., 2006; AMADO et al., 2010),
apesar de habitualmente o peptidoma ser considerado uma consequéncia de um
desequilibrio entre a atividade de proteases e a acao de inibidores destas
(DOUCET et al., 2008; AMADO et al., 2010).

A metodologia de andlise peptiddmica foi introduzida por SCHULZ-
KNAPPE et al., (2001), a fim de avancar nas limitacbes propostas pelas
metodologias protedbmicas convencionais baseadas em gel, para moléculas com
tamanho inferior a 15000Da. Tendo em mente estes fatores, o peptidoma pode
ser entdo considerado como uma ampliacdo do proteoma, estendendo-se aos
menores valores de massa de todas as proteinas, independente da origem do
peptideo (AMADO et al., 2010).

Uma vez que a abordagem peptiddmica vem crescendo, 0s avangos em
instrumentos permitem uma rotina de sequenciamento e identificagdo de muitos
peptideos em varias amostras, como por exemplo fluidos corporeos, tecidos e
células (VILLANUEVA et al.,, 2005; AMADO et al., 2010); e com isso, O
desenvolvimento de novas ferramentas médicas para diagndésticos ou até para

desvendar a fisiopatologia de algumas doencas, estdo se destacando. Um



exemplo importante dessas novas ferramentas € a possibilidade de descobrir um
potencial peptideo biomarcador de doencas, como infec¢cdo ou cancer de tiredide
(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 aten¢ao de toda sociedade por ser um debate ético. Apds 0s anos
70 surgem leis que se baseiam no principio dos 3Rs da experimentacdo animal,
gue foram propostos por Russel e Burch em 1959, em busca de uma estratégia
de abordagem em relacao a experimentos envolvendo animais (SCHATZMAYR
& MULLER, 2008).

Os 3Rs provém do inglés Replacement (Substituicdo), Reducement
(Reducao) e Refinement (Refinamento) do uso de animais em experimentos, e
logo tornaram-se diretrizes para o controle destes em diversos paises
(SCHATZMAYR & MULLER, 2008). Para isso, métodos alternativos s&o
considerados, sendo estes prioritarios para diminuir a dor e o desconforto dos
animais, reduzir seu numero em trabalhos ou que substitua o uso de uma
espécie animal por outra, de categoria inferior na escala zoolégica, 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 numero minimo para a obtencdo de resultados validos
cientificamente (BONELLA, 2009).

Em 8 de Outubro de 2008, o Brasil sanciona uma lei federal que
regulamenta a experimentacdo animal, a chamada Lei Arouca, que estabelece
critérios na criacdo e utilizacdo de animais em atividades de ensino e pesquisa
cientifica, em todo territério nacional. Esta lei visa proteger e equacionar 0 uso
dos animais de laboratdrio, reconhecer os direitos e estatuto moral dos animais,
sem atitudes radicais e desarménicas de qualquer natureza, e ainda assim, ndo
impedir o avango do conhecimento e da pesquisa (CALDAS, 2009).

Estabelecer modelos efetivos de animais para estudos de interagao
patogeno-hospedeiro e busca de novos antifungicos, € fundamental para o
crescimento e desenvolvimento das pesquisas.

Os camundongos sdo modelos animais predominantes usados para

pesquisa de C. albicans, entretanto, estes sao dificeis de usar em estudo de



larga escala devido ao numero limitado de descendentes produzidos e excessivo
custo experimental. Logo, varios modelos invertebrados tém sido utilizados nas
pesquisas, tais como Galleria mellonella (traca de cera), Drosophila
melanogaster (mosca da fruta) e o nematddeo 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 acessiveis, entre outros
(MYLONAKIS et al., 2007). Por outro lado, o sistema imune destes animais
possui maior diferenca quando comparado com os mamiferos, particularmente
a falta da imunidade adaptativa. As limitacdes destacam a necessidade de outros
modelos para revelar o mecanismo complexo da patogénese fungica (ZON &
PETERSON, 2005).

O Danio rerio, popularmente conhecido como Zebrafish, peixe-paulistinha
ou peixe-zebra, é uma espécie de peixe vertebrado teledsteo que pertence a
familia Crypinidae. O nome Zebrafish é derivado das faixas que estéo 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, melandéforos e
iridoforos, xantoforos e iridéforos, respectivamente (REED & JENNINGS, 2011).
Os peixes machos possuem uma barriga amarelada e sdo mais magros do que
as fémeas, que sdo mais prateadas (BOPP et al., 2006; STAVELEY, 2015).

A utilizacdo do Zebrafish como modelo experimental cresceu
consideravelmente em poucas décadas. E levando em consideracdo o0s
principios dos 3Rs, como revisto pelo autor SNEDDON et al., (2017), Directive
2010/63/EU na protecdo de animais utilizados para propostas cientificas
especificou que, o peixe torna-se um animal protegido uma vez que ele € capaz
de alimentar-se independentemente, ou em aproximadamente 120 horas pos
fertilizacdo (hpf). Desta forma, de acordo com estes estudos e com DUCHARME
et al., 2015, o uso de embrides e larvas de Zebrafish estd de acordo por ser
considerado um modelo alternativo em estagios embriénicos (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
mudancas comportamentais induzidas por vicio em drogas. Essa rapida

mudanca se tornou possivel devido a avangos em tecnologia, conjuntamente



com uma caracterizacdo detalhada do animal em nivel genético e molecular.
Estes avangos permitiram o uso do Zebrafish como um vantajoso modelo
experimental, a fim de buscar solu¢cdes para questdes em biologia, doengas e
genética humana. O Zebrafish apresenta rapida reproducdo e fecundacéo
externa, e tem sido muito utilizado em ensaios toxicolégicos de novos farmacos
devido a homologia genética e funcional com mamiferos (LEE & FREEMAN,
2014; RIZZO et al., 2013; LANTZ et al., 2014; CARLSSON et al., 2014).

O peixe € conhecido por ter alta fertilidade, o que o torna adequado para
estudos de grande escala, e a fertilizagdo ocorrer externamente (ZON &
PETERSON, 2005; CHIN et al., 2016; BOPP et al., 2006). Quando 0s ovos nao
estdo fertilizados, o crescimento € interrompido depois da primeira divisdo de
poucas células e aparecem mais turvos. Ovos fertilizados imediatamente
tornam-se transparentes, o que faz este modelo animal muito utilizado na
pesquisa (CHAO et al., 2010).

Em comparagao aos outros animais, o Zebrafish possui a vantagem de
usar técnicas menos invasivas, pois tanto o embrido quanto a larva sao
transparentes, facilitando procedimentos como manipulacdo genética ou
tratamento farmacoldgico. Além disso, estas técnicas minimizam o sofrimento do
animal e melhoram os resultados experimentais (CHIN et al., 2016).

Outra vantagem no uso deste embrido frente aos outros animais
alternativos é a presenca de imunidade inata e adaptativa, e mimetiza os
mamiferos no contexto de anatomia, genética e fisiologia (MEEKER & TREDE,
2008; CHIN et al., 2016).

Além disso, 0 seu desenvolvimento é independente do peixe materno e
acontece rapidamente, sendo que dentro de trés dias, o embrido ja se torna
larva; sdo mantidos em &agua tratada especificamente com parametros de facil
manutencao, adequando o peixe para testes de alto rendimento (HERMSEN et
al., 2011).

A larva do Zebrafish é considerada ideal para avaliar testes de atividade
antifangica in vivo bem como toxicidade em hospedeiros, por ser um vertebrado
complexo comparado aos outros modelos alternativos, com sistemas de 0rgaos
conservados e vias metabdlicas (MACRAE & PETERSON, 2015; ROSOWSKI et
al., 2018). Além disso, este animal oferece uma alternativa econémica aos

estudos com mamiferos, excelentes ferramentas visuais e moleculares; mas



como qualquer modelo animal, ele também apresenta algumas limitacdes,
porém quando utilizado da melhor maneira em que é aplicavel, este modelo é
capaz de responder muitas perguntas (ROSOWSKI et al., 2018).

Em embrides de Zebrafish, existem dois complexos diferentes de
membranas, que sdo nomeadas como coribnica externa (zona radiata,
conhecida como cérion) e membrana plasmatica interna (vitelina), e entre estas
membranas, h4 um espaco perivitelino preenchido com liquido viscoso (KIMMEL
& LAW, 1985; RAWSON et al., 2000).

O corion do embrido € um envelope acelular, altamente estruturado que
envolve o ovo durante o desenvolvimento embrionario, funcionando como uma
barreira ao ambiente externo (HART et al., 1984; HENN, 2011), com varias
funcdes, como protecdo mecanica (RIEHL, 1991; HENN, 2011), protecao contra
microrganismos (HISAOKA, 1958; HENN, 2011), flutuabilidade funcional
(PODOLSKY, 2002; HENN, 2011), entre outras. Esta barreira é composta
principalmente de glicoproteinas e proteinas, em que compostos e outras
moléculas passam através de canais de poros, que séo parciais ou totalmente
fechados, e parecem ser livrementes permedaveis a agua, eletrélitos e pequenas
moléculas, dependendo da fase de desenvolvimento em que o embrido 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 glicoproteinas
possivelmente sdo responsaveis por prevenir a transferéncia de material aquoso
para dentro e fora do embrido (LILICRAP, 2010; HENN, 2011).

Desta forma, dependendo do estagio embriondrio, o cérion apresenta
diferencas na sua permeabilidade, sendo maior conforme seu crescimento e
também ficando mais sensivel aos compostos em fases posteriores. No estagio
de clivagem inicial (entre 1 e 2 hpf), a permeabilidade comeca a aumentar e o
fechamento do blastoporo (entre 2 e 4 hpf) é observado, com permeabilidade
maxima 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 a facilidade em
experimentacdo manual e administragcdo de drogas. Além disso, essa
transparéncia otica dos embrides permite a visualizagdo em tempo real das

interacdes patdgeno-hospedeiro (CHEN et al., 2015).



Recentemente, o Zebrafish tem sido utilizado em genética, na descoberta
de drogas, otimizacdo de compostos, toxicologia e estudo de seguranca de
medicamentos (KAWAHARA & KUNKEL, 2013; SANTORIELLO & ZON, 2012);
seus genes sao homologos aos genes humanos em aproximadamente 70%, e
parcialmente em sequéncia de proteinas (HOWE et al., 2013; SORAYA et al.,
2013). Além disso, o Zebrafish possui similaridade com sistemas nervoso e
cardiovascular, figado, pancreas, intestino, vesicula biliar e algumas vias
metabdlicas de mamiferos; este animal apresenta citocromo p450, enzimas e
receptores nucleares (CHEN & ZENG, 2011) similares aos mamiferos. Portanto,
€ uma espécie que tem sido usada como modelo para estudos de farmacologia
e toxicologia (JURCZYK et al., 2011; LI et al., 2010).

Em relacdo a ensaio de infec¢cdo, CHAO et al. (2010) demonstraram que
C. albicans coloniza e invade o Zebrafish em multiplos sitios anatémicos,
causando mortalidade depois de ser injetada no interior das cavidades
peritoniais de peixe adulto ou no saco vitelino de embrides.

Nos dltimos anos, industrias farmacéuticas tém adotado testes em
embrides de Zebrafish com a finalidade de identificar potenciais efeitos adversos
de compostos em desenvolvimento, pelo fato de apresentarem baixo custo e
rapida resposta aos experimentos (RALDUA & PINA, 2014).

Devido a wurgéncia na busca de novos medicamentos sem
teratogenicidade para tratamento de infec¢des fungicas, este trabalho baseou-
se no estudo de peptideos de trés grupos de animais, sendo o primeiro composto
por peptideos oriundos de veneno de vespa previamente engenheirados, o
segundo analogos de Moricin C3 derivado da hemolinfa de Galleria mellonella
infectada com C. albicans, e por ultimo, peptideos analogos de ISCT, oriundos

do veneno de escorpido, todos modificados baseando-se em estudos estruturais.

2. CONCLUSOES

Os peptideos apresentados neste trabalho foram avaliados
estruturalmente e modificados quanto as suas respectivas sequéncias
peptidicas, objetivando um composto antifingico eficaz e seguro. Sendo assim,
foram testados frente atividade anti-Candida albicans, toxicidade e

teratogenicidade em embrides de Zebrafish, citotoxicidade em linhagem celular



HaCaT, permeacédo ao corion, sinergismo, possivel efeito de dano de membrana
e eficacia in vivo. A tabela 8, apresenta um resumo dos resultados obtidos para

0s principais testes realizados.

Tabela 8. Principais resultados obtidos para os peptideos avaliados: Massa
Molecular (MM), Sequéncia dos amino&cidos, numero de Lisina (K), carga
liguida (Q), concentracgdo inibitoria minima (CIM), concentragéo fungicida minima
(CEM), concentracao letal 50% (CL50), concentracéo inibitoria 50% (CI50) e

indice de seletividade (IS).

CIM/CFM | Zebrafish HaCaT

Peptideo MM Sequéncia K| aQ pg/mL CL50 50 1S
MK5789 1641,12 | INWLKIKKKVAGML-NH, 4 | +5 62,5 15,62 =500 >8
MK58911 1641,12 | INWLKIAKKVKGML-NH, 4 | +5 15,62 13,02 500-250 | 32-16
MK4589 1599,04 INWKKIAKKVAGML-NH; 4 +5 15,62 9,64 500-250 32-16
PepM1 1408,96 | GAIKKGGKIIKKGL- NH, 5 +6 >250 250 - -

IGAIKKGGKIIKKGLGVIGAA
PepM2 3599,20 GTAHEVYSHVKNRQ-NH, 6 | +7 250 62,5 =500 =2

PepM3 1515,02 | ILGKIAEGIKSLFK-NH, 3 | +3 125 125 500-250 | 4-2

PepM4 1333,60 | KIWKGIKSLFD-NH, 3 | +3 >250 > 250 - -

- Os melhores resultados para atividade anticandida foram MK5789, MK58911 e
MK4589, com mesmo numero de residuos de Lisina e carga liquida, diferindo
em seus posicionamentos;

- MK5789 apresentou-se menos toxico devido a permanéncia de 50% dos
embrides vivos mesmo tendo permeabilidade total pelo corion, quando
comparado aos demais, que nas mesmas condi¢cfes, demonstraram permeacao
parcial pelo corion com 100% de mortalidade dos embrides;

- PepM1 apresentou CIM > 250 ug/mL sem efeitos tdxicos e teratogénicos;



- PepM2 apresentou CIM = 125 ug/mL, ndo — teratogénico, porém apresentou
toxicidade nos embrides e mostrou ser mais seletivo para membranas de
mamiferos do que microbianas, verificado pelo IS baixo;

- PepM4 apresentou CIM > 250 upg/mL, no entanto, apresentou
aproximadamente 80% de sobrevivéncia dos embrides na concentracdo mais
alta;

- PepM3 apresentou resultados satisfatorios com CIM para C. albicans, sem
efeitos toxicos, teratogénicos e com viabilidade celular alta para HaCaT;

- PepM3 demonstrou efeito sinérgico com Anfotericina B, e sugeriu ser um
peptideo que ocasiona dano de membrana fangica;

- A infeccdo por imerséo e ensaio de eficacia in vivo em embrifes de Zebrafish
foi padronizada,;

- A avaliacdo de modificacbes estruturais se torna essencial para o
desenvolvimento de novos agentes com potencial efeito contra patdégenos
fungicos, e com reducao de efeitos tdxicos e teratogenicidade;

- PepM3 pode ser um potencial candidato para estes estudos estruturais
objetivando melhora de eficicia e seguranca.
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