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RESUMO

A histoplasmose €é wuma doenca que afeta gravemente populacbes
imunossuprimidas, cujo tratamento apresenta op¢des farmacoldgicas limitadas com
efeitos adversos consideraveis. O seu agente etiolégico, Histoplasma capsulatum,
distribui-se globalmente e de forma endémica pelo territorio brasileiro. Ademais este
fungo possui a habilidade de formar biofilmes, estruturas que intensificam a
gravidade das infec¢Bes causadas por ele. No presente trabalho, cinco peptideos
antimicrobianos foram testados frente ao fungo. Trés derivados de mastoparano e
dois derivados de moricin C3 foram testados contra as formas plancténica e de
biofiilme das cepas G186A e EH-315 de H. capsulatum. O peptideo MK58911,
apresentou a melhor performance, causando a inibicdo da biomassa dos biofilmes
em ambas as cepas de H. capsulatum. Observou-se 33,8% de inibicdo com 31,2
pg/mL para a cepa G186A e 32,9% com 125 ug/mL para a cepa EH-315. Quanto a
viabilidade metabdlica nenhum dos peptideos testados, incluindo o MK58911, foi
capaz de afetd-la em nenhuma das formas fangicas. A analise da atividade sinérgica
entre 0 MK58911 e o itraconazol frente ao biofilme revelou a existéncia de atividade
aditiva entre as moléculas, com valores de ICIF de 0,53 para a cepa G186A e 0,62
para a cepa EH-315. A toxicidade do MK58911 foi analisada em diversos modelos.
Para a linhagem celular A549, foram determinados os valores de IC50 de 292 pug/mL
para a monocamada e 500 pg/mL para os esferbides. Em modelo alternativo
Tenebrio molitor ndo foi observada toxicidade em nenhuma das doses analisadas
(10, 50 e 100 mg/Kg). No entanto, o mesmo peptideo mostrou-se embriotdxico e
teratogénico em modelo Danio rerio, para o qual encontrou-se um valor de LC50 de
6,9 ng/mL. Ademais observou-se diminuicdo na movimentagao espontanea (em 15,6
e 7,8 ug/mL) e na frequéncia cardiaca (em 15,6; 7,8 e 3,9 pg/mL) dos embrides.
Finalmente, realizou-se a cromatografia de afinidade com extrato proteico total de H.
capsulatum em coluna acoplada com o peptideo MK58911. Nas aliquotas eluidas
analisadas por SDS-PAGE, observou-se duas bandas diferenciais possivelmente
relacionadas a interacao entre proteinas do extrato e o peptideo MK58911, podendo
ser estas, indicativos para a explicagdo dos mecanismos exercidos por este

peptideo.

PALAVRAS-CHAVE: Histoplasma, peptideo, biofilme.



ABSTRACT

Histoplasmosis is a disease that severely affects immunosuppressed populations,
whose treatment has limited pharmacological options with considerable adverse
effects. Its etiological agent, Histoplasma capsulatum, is distributed globally and
endemically throughout the Brazilian territory. Furthermore, this fungus can form
biofilms, structures that intensify the severity of infections caused by it. In the present
work, five antimicrobial peptides were tested against this fungus. Three mastoparan-
derived and two moricin C3-derived peptides were tested against the planktonic and
biofilm forms of G186A and EH-315 H. capsulatum’s strains. The MK58911 peptide
presented the best performance, causing biofilm biomass inhibition in both strains of
H. capsulatum. A 33.8% inhibition was observed with 31.2 pg/mL for the G186A
strain and 32.9% with 125 pg/mL for the EH-315 strain. As for cellular metabolic
viability, none of the tested peptides, including MK58911, was able to affect it in any
of the fungal forms. The synergistic activity analysis between MK58911 and
itraconazole against biofilm revealed additive effect, with ICIF values of 0,53 for
G186A strain and 0,62 for EH-315 strain. The toxicity of MK58911 was analyzed in
multiple models. For the A549 cell line, IC50 values determined were 292 pug/mL for
monolayer and 500 pug/mL for spheroids. In the alternative model Tenebrio molitor,
no toxicity was observed at any of the analyzed dosages (10, 50 and 100 mg/Kg).
However, the same peptide was shown to be embryotoxic and teratogenic in Danio
rerio model, where the LC50 value found was 6.9 pg/mL. Additionally, there was a
decrease in spontaneous movement (in 15.6 and 7.8 ug/mL) and in heart rate (in
15.6; 7. 8 and 3.9 ug/mL) of the embryos. Finally, affinity chromatography was
performed with total protein extract of H. capsulatum in a column coupled with the
MK58911 peptide. The sample aliquots collected from the run were separated by
SDS-PAGE, in which two differential bands possibly related to the interaction
between extract proteins and the MK58911 peptide were observed, which may be

indicative for the explanation of the mechanisms exerted by this peptide.

KEYWORDS: Histoplasma, peptide, biofilm.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Valores médios de absorbancia relativos a quantificacdo de biomassa para
as cepas G186A (A) e EH-315 (B) expostos aos peptideos MK58911 e MK4589. * p

< 0,05 comparado a0 grupo CONIOIE...........uuvriiiiiiie e e 38
Figura 2. Valores médios de absorbéancia relativos a toxicidade nos modelos
celulares monocamada (A) e esferdide (B) expostos ao peptideo MK58911. * p <

0,05 comparado ao grupo controle. ** p < 0,01 comparado ao grupo controle.......... 44

Figura 3. Curvas de sobrevivéncia das larvas de T. molitor expostas ao peptideo
1SS 1 5 46

Figura 4. Fotografia das larvas de T. molitor expostas ao peptideo MK58911 em 0

horas (A) e 120 horas (B) ap0S €XPOSICAD. .......ccceiiuuriirieeiiiiiiiieeeeeaiieeee e e e e eereeeeee e e a7

Figura 5. Porcentagem de formacdo de pupas em 120 horas apds exposicdo ao

peptideo MK58911. * p < 0,05 comparado ao grupo controle............cceeeeeeevvvvvenennnnns 47

Figura 6. Curvas de sobrevivéncia dos embrides de Danio rerio expostos ao
PEPLIAEO MKBEBOL ... e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 48

Figura 7. Frequéncia de movimentos espontaneos dos embrides expostos ao
peptideo MK58911 €m 24 NPf.....cc..eiiiiiee e 50

Figura 8. Médias de batimentos cardiacos nos embrides expostos ao peptideo
MK58911 em 48 hpf. * p < 0,05, ** P < 0,01, ..ceiiiiieiiiiiiiiiee e 51

Figura 9. Médias das dosagens espectrofotométricas do peptideo MK58911 durante

acoplamento a resina. Absorbancia em UV a 280nm................ccccveiiiiieiiieeeeeeeeeeeeee, 52

Figura 10. Cromatograma das frag0es PO € PL..........ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee s 52



Figura 11. Médias das dosagens espectrofotométricas da corrida cromatogréfica.

*ctr: coluna controle, *teste: coluna com peptideo acoplado...........ccccceeeeeiiieeeennnnnn. 53

Figura 12. Géis de SDS-PAGE contendo as aliquotas da corrida cromatogréfica.

Coloracao por coomasie (A) € Prata (B)......ccceeeiviieeeeeeieeeeeeeeeeee e a e 54



LISTA DE QUADROS E TABELAS

Tabela 1. Peptideos analisados no ensaio de determinagéo da sensibilidade fangica

(SIS U = =TS £ g0 (U] = 1P 27

Tabela 2. Resumo das porcentagens de inibicdo de biomassa estatisticamente

significantes para as cepas G186A € EH-315..........cooovmiiiiiiiiiiiiiiii e 38

Tabela 3. Valores de CIM dos farmacos anfotericina B e itraconazol para ambas as
(oo T o [ o I o= o {1 ] = (U o o P 39

Tabela 4. Valores de CIM, CIM combinada e ICIF para as cepas G186A e EH-

Tabela 5. Valores de inibicdo da viabilidade metabdlica e IC50 para a linhagem
A549 nos modelos monocamada e esferdide apds tratamento com o peptideo
IMIKKBBO L. ..ottt et e et e e e e ettt e e e e e e sttt e e e e e e e e nte e e e e e e nbaeteeeeennnees 45

Tabela 6. Parametros de analise e seus resultados em embrides e larvas jovens de

(D= 1o [ (ol (= £ [0 FUTT TR T TR RPN 49

Tabela 7. Tabela de contingéncia contendo as frequéncias (n) e porcentagens (%)
de movimentos espontaneos observados em 20s para 0 grupo controle e grupos
EXPOSLOS a0 MKBEBOLL... .o 50

Quadro 1. Esquema das microplacas montadas para o0 ensaio de atividade
sinérgica. Valores de concentracdo final dos compostos em pg/mL. Valores em
italico: MK58911, Valores em negrito: itraconazol. CE: controle de esterilidade, CC:

CONIIOIE B CrESCIMEBNTO. e e e e e e 30



LISTA DE ABREVIATURAS

ACN: acetonitrila

AIDS: acquired immunodeficiency syndrome (sindrome da imunodeficiéncia
adquirida)

AMPs: antimicrobial peptides (peptideos antimicrobianos)
CIF: concentracao inibitéria fracionada

CIM: concentragéo inibitoria minima

CLAE: cromatografia liquida de alta eficiéncia

HAM-F12: Ham’s F12 Nutrient Mixture

HIV: human immunodeficiency virus (virus da imunodeficiéncia humana)
IC50: concentracgdo inibitéria média

ICIF: indice de concentracao inibitéria fracionada

IFN-y: interferon-gama

IL-12: interleucina 12

LAAC: leupeptina, aprotinina, antipaina, quimiostatina
LC50: concentracao letal média

MS-222: tricaina metassulfonada

MKs: peptideos anédlogos de mastoparanos

OMS: Organizacdo Mundial da Saude

PBS: phosphate buffered saline (tampéao fosfato-salino)
PMSF: fenil metil sufonil fluoreto

RPMI-1640: Roswell Park Memorial Institute 1640

SDS: dodecil sulfato de sédio

SDS-PAGE: eletroforese em gel de poliacrilamida
TEMED: N, N, N’, N'- tetrametiletilenodiamida

TFA: acido trifluoroacético

TNF-a: fator de necrose tumoral alfa



SUMARIO

VL 210 ] 516 [07-Y @ T 13
1.1. Histoplasma capsulatum E A HISTOPLASMOSE ........cccuutiiiiiiieiiiie e 13
1.2. BIOFILMES ..ottt ettt bbbt a ettt ettt bbbttt ettt 19
1.3. PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS (AMPS) .......ocvovetiteveteieteeeeeteeeeeess e e ee st 22
1.4. MODELOS CELULARES .....cociiiiiiiiieteietet ettt ettt 24
1.5. MODELO ALTERNATIVO DaNIO FEIO «......vvevvveveieteteteteieteteeeteteeeseeeses s s s st seseeens 25
1.6. MODELO ALTERNATIVO Tenebrio MONTOr.........cciiiiiiiiiieee e e et e e e e 26

2. OBJETIVOS ...ttt ettt et ettt ettt ettt s et e 27
2.1. OBIETIVOS ESPECIFICOS ...ttt ettt ettt ettt asa e 28

3. MATERIAL E METODOS ...coiviiiuiiiiiiiitt ettt sttt 28
3.1. MICRORGANISMOS E CONDICOES DE CULTIVO .....cooviviieeeeceeeeeeieeeeeeeee s e, 28
3.2, PEPTIDEOS ..ottt ettt s sttt 29
3.3. DETERMINACAO DA SENSIBILIDADE FUNGICA AOS PEPTIDEOS .....ccccoeveeveveeeeeein 30
3.4. AVALIACAO DA ATIVIDADE SINERGICA ......cocooooiiiiiiiiieieeiceeeeeee e 31
3.5. TOXICIDADE EM MODELOS CELULARES ......cooviiiiitveieeeeeeeee e, 33
3.6. TOXICIDADE EM EMBRIOES DE DANIO RERIO .......cocooviiiieiiieecieieieeceeeee s 33
3.7. TOXICIDADE EM LARVAS DE TENEBRIO MOLITOR .....c.cocooviiiiiieieieeceeeceeees s, 35
3.8. EXTRAGCAO PROTEICA TOTAL ..coovitiuieieiiieeeetee ettt 35
3.9. CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE .....c.oiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee e n e s s, 36
3.10. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE) ......coiuiiieeeeeeeeieeeeeveeeeeee, 37
3.11. ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE) ......cccceoiiiiieieieievereeeae, 37
3.12. ANALISE ESTATISTICA .ooioieoeeeeeeeeeeeee ettt sttt eneneaens 38

4. RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....cocoviiiieicte ettt 39
4.1. DETERMINACAO DA SENSIBILIDADE FUNGICA AOS PEPTIDEOS .....ccccooveveeeeveveeeeeinn 39
4.2. AVALIACAO DA ATIVIDADE SINERGICA ......cocooviiiiiicieieeeeeeeeeee e 44
4.3. TOXICIDADE EM MODELOS CELULARES ......ooviiioieeeeeeeeeeeeeeeeeeee s, 46
4.4. TOXICIDADE EM LARVAS DE Tenebrio MONtOr ............cccccviveviveuirereieececceeeseeeees e, 48
4.5. EMBRIOTOXICIDADE EM DaNIO FEIIO «...vvveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseesesessnsesenesasesesesenenenns 50
4.6. CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE .....c.oiiiiiiieieieeeeeetete e, 55

ST 010 ] N[l I U 17V TR 58

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ....ocooiititiiiieiceiestetee ettt 60



13

1. INTRODUCAO
1.1. Histoplasma capsulatum E A HISTOPLASMOSE

As infecgBes fungicas invasivas adquiriram crescente importancia no contexto
da saude publica na ultima década. S&o doencas de dificil diagnostico e tratamento
e, muitas vezes, possuem altos niveis de morbidade e mortalidade (BENEDICT et
al., 2017; KAINZ et al., 2020). O aumento na incidéncia destas doencas se deve a
diversos fatores. Em especial, ao crescimento de popula¢cdes imunossuprimidas,
sendo de grande importancia aquela acometida pelo virus da imunodeficiéncia
humana (HIV). A histoplasmose, causada pelo fungo do género Histoplasma,
pertence a este grupo de doencas (TIRADO-SANCHEZ et al., 2020).

A histoplasmose é distribuida mundialmente, no entanto, o continente
americano se destaca pela prevaléncia da doenca. Nos Estados Unidos, a
histoplasmose € mais comum nas regides central e leste do pais em especial nos
vales dos rios Mississippi e Ohio, onde a micose é endémica (BENEDICT et al.,
2021). As maiores taxas de histoplasmose na América do Sul séo relatadas nas
regides central e leste do continente, incluindo Brasil. No geral, a carga de
histoplasmose na nestas regides provavelmente € subestimada devido a
subnotificacdo e capacidade de diagnéstico limitada (GOMEZ, 2011; ALMEIDA et
al., 2019). Recentemente a OMS (Organizacdo Mundial da Saude), a partir do
método de andlise de decisdo multicritério (MDCA), desenvolveu uma lista
atualizada de 19 patdgenos fangicos de maior importancia na saude publica global.
O Histoplasma capsulatum figura no grupo de alta prioridade demonstrando a
importancia deste patdégeno na saude humana (WHO, 2022).

O Brasil é considerado endémico para a histoplasmose, em especial nas
regibes nordeste, centro-oeste, sudeste e sul. A doenca no pais tem importante
relacdo com individuos acometidos pela sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(AIDS) (ALMEIDA et al., 2019; FALCI et al., 2019). No estudo coorte de Falci e
colaboradores (2019) envolvendo onze hospitais terciarios brasileiros, observou-se
que 21,6% dos pacientes com HIV/AIDS foram diagnosticados com histoplasmose.
Ainda, para fins de vigilancia epidemiol6gica da AIDS, o Ministério da Saude
considera a histoplasmose disseminada como uma das doengas indicativas da
sindrome, o que denota a importancia desta coinfeccdo. Entretanto a precisa

determinacdo da incidéncia desta micose no pais ainda é falha (ALMEIDA et al.,
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2019). Nao ha notificacdo compulséria para a histoplasmose em territorio nacional,
exceto em dois Estados: Goias e Rio de Janeiro. Em Goias a exigéncia data de 2013
e no Rio de Janeiro, de 2021. No segundo os casos sao notificados semanalmente e
em ambos o registro é realizado através do Sistema de Informacédo de Agravos de
Notificacdo (Sinan) (GOIAS, 2013; RIO DE JANEIRO, 2021).

O diagnéstico da doenca € desafiador o que dificulta ainda mais a obtencao
de informacgbes epidemioldgicas, além de aumentar a mortalidade relacionada a
doenca por seu carater tardio (RAMOS et al., 2018; ALMEIDA et al., 2019). A
confirmacdo do diagndstico da histoplasmose ocorre através do isolamento e
identificacdo do fungo em cultura a partir de amostras do paciente. No entanto, esta
confirmacédo leva de 6 a 12 semanas, visto que o H. capsulatum é um fungo de
crescimento lento. Este método ainda pode apresentar resultados falso-negativos
em especial nas formas aguda e crénica da doenca (AZAR et al., 2020; BRASIL,
2022). Conjuntamente podem ser realizadas analises histopatolégicas e soroldgicas.
A histopatologia a partir de amostras biol6gicas contempla a identificagdo de células
leveduriformes do fungo presentes em macréfagos parasitados por elas. Contudo
esta metodologia apresenta baixa sensibilidade (10% para a forma pulmonar aguda,
40% para a pulmonar cronica e em torno de 25% para a forma disseminada) além
de resultados falso-positivos pela similaridade dos achados com outros fungos
(WHEAT et al., 2016; BRASIL, 2022). A sorologia, por sua vez, apresenta-se como
uma alternativa de detecc¢do indireta da doenca, todavia também possui deficiéncias.
Os testes de deteccdo de anticorpos nao apresentam sensibilidade suficiente em
pacientes imunocomprometidos (em torno de 50%), por esse motivo os testes de
deteccdo de antigenos tendem a ser mais eficazes. Em ambos, no entanto podem
ocorrer reagdes cruzadas com outros fungos ou doengas (BRASIL, 2022). Alguns
exames inespecificos ainda podem auxiliar no diagndstico indireto, como
hemograma completo com contagem de plaquetas, velocidade de
hemossedimentacédo, proteinograma, provas bioquimicas hepaticas, avaliacao renal
e avaliacao radiologica do torax (WHEAT et al., 2016; BRASIL, 2022).

H. capsulatum é o0 agente causador da histoplasmose no continente
americano. Trata-se de um fungo saprofito dimorfico que, quando em fase miceliar,
pode ser encontrado no solo rico em nitrogénio e na presenca de excretas de
morcegos e passaros. Quando presente em um organismo hospedeiro, a fase
leveduriforme se manifesta (DEEPE, 2018; VALDEZ et al., 2022). A classificacéo
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classica divide a espécie em trés variedades H. capsulatum var. capsulatum,
distribuida globalmente; H. capsulatum var. duboisii, encontrada na Africa e H.
capsulatum var. farciminosum, responsavel pela infeccdo em cavalos (TAYLOR et al,
2022). Estudos recentes demonstraram haver diferencas genéticas significativas
entre grupos pertencentes a variedade capsulatum, culminando na proposicédo de ao
menos 14 novos grupos filogenéticos e quatro linhagens solitarias (TAYLOR et al,
2022).

A fase leveduriforme do fungo se apresenta como células de levedura
pequenas, de 2 a 4 micrometros de diametro, redondas a ovais. Quando em tecidos
infectados podem ser encontradas comumente dentro de macréfagos, mas também
podem se localizar fora destes. Além disso podem apresentar um halo cristalino no
seu entorno semelhante a uma capsula, embora ndo sejam encapsulados.
Macroscopicamente, as colbnias desta fase sdo amareladas, brilhantes e rugosas.
(KAUFFMAN, 2007; AZAR; HAGE, 2017).

A fase filamentosa por sua vez é composta por hifas septadas hialinas com
microconidios pequenos (2 a 4 micrébmetros de didmetro), redondos e lisos e
macroconidios redondos (8 a 15 micrémetros de diametro) com paredes grossas e
protuberancias semelhantes a espinhos. As colbnias possuem aspecto algodonoso e
coloracdo branca (KAUFFMAN, 2007; AZAR; HAGE, 2017).

A histoplasmose resulta da inalagdo dos microconidios e fragmentos de hifas
produzidos durante a fase miceliar (GARFOOT et al.,, 2016; RAY; RAPPLEYE,
2019). O diminuto tamanho destas particulas permite seu acesso ao trato
respiratorio inferior no qual a elevacdo de temperatura induz a converséo do fungo
para a fase leveduriforme bem como a expressdo de fatores de viruléncia. As
leveduras sé@o capazes de infectar fagocitos, incluindo células dendriticas, linfocitos
polimorfonucleares e principalmente macrofagos alveolares (GARFOOT et al., 2016;
RAY; RAPPLEYE, 2019; VALDEZ et al., 2022). Células dendriticas, neutrofilos e
células natural killer sdo capazes de extermina-las, macrofagos, no entanto sao
colonizados por elas. Apos a inducdo da fagocitose, o fungo sobrevive em seu
vacuolo fagocitico impedindo a acidificacdo e fusdo lisossomal, além de neutralizar
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (VALDEZ et al., 2022). Os macréfagos
entram em apoptose e com isso 0 sistema imunolégico adaptativo & ativado: a
resposta defensiva do tipo Thl produzira IL-12, IFN-y e TNF-a levando ao exterminio

do fungo (VALDEZ et al., 2022). A formacdo de granulomas é bastante comum na
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histoplasmose 0 que pode levar a reativacdo da doenca caso ocorra
enfraquecimento do sistema imunoldgico (MITTAL et al., 2018; VALDEZ et al.,
2022). Em individuos imunodeprimidos, esta falha na ativacdo do sistema
imunolégico adaptativo leva a disseminagdo hematogénica da doenca. (GARFOOT
et al., 2016; MCKINSEY, 2021).

Além do dimorfismo, o H. capsulatum possui outros fatores de viruléncia que
o auxiliam na execucdo e manutencao da infecgdo no hospedeiro. A a-(1,3)-glucana
€ um exemplo presente em algumas cepas do fungo. O polissacarideo normalmente
encontrado em paredes celulares fungicas € a p-(1,3)-glucana. Estas moléculas séo
reconhecidas prontamente por fagocitos através do receptor Dectina-1. Este
reconhecimento leva a fagocitose e a producdo de citocinas inflamatérias como o
TNFa. A a-(1,3)-glucana € um polissacarideo que quando produzido encontra-se na
parte mais superficial da parede das células na fase leveduriforme. Estas moléculas
impedem o reconhecimento da B-(1,3)-glucana pelos receptores Dectina-1. Devido
ao posicionamento mais externo na parede, a-(1,3)-glucana encobre a B-(1,3)-
glucana. o que evita a deteccao do fungo pelos fagocitos (RAPPLEYE et al., 2007,
BEYHAN; SIL, 2019; VALDEZ et al., 2022).

As proteinas de choque térmico (heat shock proteins — HSPs) sdo comuns em
diversos organismos, além de evolutivamente conservadas. Nas células fangicas
sao responsaveis pela manutencao de diversas funcdes celulares, como a promocéo
do dobramento de proteinas, transporte e degradacdo destas, entre outros. A
HSP60 é um exemplo desta classe presente no H. capsulatum. Neste fungo, além
de suas funcdes intracelulares a HSP60 desempenha importante papel na infeccao.
Expressa na parede celular do H. capsulatum, esta molécula promove a fagocitose
interagindo com o receptor CR3 (CD11b/CD18) de macréfagos sem a sua completa
ativacdo, o que impede a producédo de espécies reativas de oxigénio. Essa interacéo
permite que o fungo sobreviva e se multiplique dentro dos fagécitos (GUIMARAES et
al., 2011; FREGONEZI et al., 2021).

A micose possui diferentes apresentacdes clinicas dependentes de fatores
como as condi¢Bes do sistema imunoldégico do hospedeiro, carga fangica inalada,
faixa etaria e viruléncia da cepa (MITTAL et al., 2018; BATISTA et al., 2021). A
doenca pulmonar isolada surge nas formas aguda ou cronica, as quais podem ser
erroneamente diagnosticadas como pneumonia ou tuberculose devido a

sintomatologia comum e exames radiologicos inespecificos (AZAR et al., 2021). Na
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forma aguda, sdo comuns sintomas como tosse, mal-estar, febre e calafrios,
prolongando-se por até duas semanas (TOBON; GOMEZ, 2021). Diferentemente, a
forma cronica progride durante meses ou anos, afetando fumantes cronicos e
pacientes com alteragBes pulmonares prévias como enfisema. O paciente apresenta
constante declinio na capacidade respiratéria, acompanhado de tosse produtiva,
febre, perda de peso e suores noturnos (AZAR et al., 2017; TOBON; GOMEZ, 2021).
A disseminacdo da doenca ocorre pela via hematogénica do paciente o qual
apresenta sintomas como febre, fadiga e perda de peso. InUmeros tecidos podem
ser atingidos especialmente figado, baco, trato gastrointestinal e medula 6ssea
(AZAR et al., 2021).

O arsenal antifungico para o tratamento da histoplasmose é restrito, composto
apenas por anfotericina B e azois. Largamente utilizada no tratamento de infec¢cbes
fungicas sistémicas, a administracdo de anfotericina B exige acompanhamento
rigoroso, pois a alta toxicidade do medicamento torna o tratamento arriscado
(ARRUDA et al., 2016; CAVASSIN et al., 2021). Seu mecanismo de ag&do consiste
na formacdo de poros na membrana plasmatica de fungos por ligacdo ao ergosterol.
Em células mamiferas a anfotericina B interage, ainda que em menor escala, com o
colesterol de membrana. Esta interacéo por si mesma é responsavel pela toxicidade
apresentada em tecidos como o renal, cardiaco e em células sanguineas. Ademais o
farmaco induz a vasoconstricdo direta de arteriolas aferentes renais, o0 que aumenta
a nefrotoxicidade, e produz desequilibrio eletrolitico (CAVASSIN et al.,, 2021;
STEWART; PATERSON, 2021). Ainda podem ser observados efeitos adversos
agudos relacionados a infusdo como calafrios, vémitos e febre, em especial para a
formulacdo com desoxicolato. Estes efeitos devem ser prevenidos com tratamento
pré-medicacdo envolvendo anti-histaminicos, analgésicos e corticosteroides
(CAVASSIN et al., 2021).

A formulagdo mais antiga e com maior toxicidade é a composta por
desoxicolato de sodio. Versdes mais recentes do medicamento, compostas por
carreadores lipidicos, apresentam menor toxicidade, no entanto maior valor. Falci e
Pasqualotto (2015) relataram a grande disparidade no custo de aquisicdo destas
formulagbes no Brasil em 2015: 50mg de anfotericina desoxicolato custariam
aproximadamente R$ 15, enquanto para a mesma quantidade de medicamento em

formulacdes lipidicas os valores se encontrariam entre R$ 1.000 e R$ 1.500.
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Relatos de resisténcia fungica a anfotericina B s&o raros comparados a outros
antifangicos. De modo geral, os mecanismos de resisténcia estdo relacionados a
alteracbes na quantidade de ergosterol na membrana ou producdo de compostos
semelhantes a ele, o que diminui a taxa de ligagdo do farmaco a membrana fangica.
Candida spp. € o fungo de maior importancia com relacéo a presenca de resisténcia
em isolados (ELLIS, 2002; LIMA et al., 2019). Destaca-se a cepa emergente C.
auris, cuja resisténcia a antifangicos estende-se a anfotericina B de forma moderada
(CHEN et al., 2020). Por ora, ndo ha relatos de resisténcia a este farmaco para o H.
capsulatum (WHEAT et al., 2009). No entanto, Duin e colaboradores (2002)
observaram que a melanina produzida pelo fungo durante a infeccdo é capaz de
diminuir sua sensibilidade a anfotericina B. Ademais, parte dos tratamentos para a
doenca disseminada falham devido a administracdo inadequada ou demora no
tratamento, levando pacientes a morte (WHEAT et al., 2009).

O itraconazol é o medicamento de escolha para casos leves e moderados da
doenca, também para a fase de manutencdo em casos graves (AIDE, 2009).
Embora possua menor nivel de toxicidade associado a seu uso, € capaz de provocar
danos a longo prazo como hepatotoxicidade, pancreatite, alteracdes em niveis
hormonais, miosite e neuropatias periféricas (BENITEZ; CARVER, 2019; ADIS
MEDICAL WRITERS, 2019).

Assim como para a anfotericina B, ndo ha relatos de resisténcia ao itraconazol
para o H. capsulatum (WHEAT et al., 2009). No entanto, a biodisponibilidade do
farmaco apresenta alta variacdo tanto entre pacientes quanto entre formulacdes. O
itraconazol € melhor absorvido em pH acido, essa condicédo impacta diretamente na
concentracdo sérica do farmaco e consequentemente no tratamento (DE BEULE;
VAN GESTEL, 2001; WHEAT et al., 2009). As apresentacdes em capsulas e em
solucdo oral ndo sao intercambidveis, pois a solugcdo apresenta maior
biodisponibilidade. Além disso, a forma de administracdo também se altera: embora
ambas sejam de uso oral, as capsulas devem ser administradas apoés as refeicdes e
a solucado em jejum (ASHP, 2023). Outro ponto de alteracdo da biodisponibilidade
séo as interagbes medicamentosas. Farmacos que aumentam o pH estomacal como
antiacidos e inibidores de bomba de proétons, devem ser evitados pois diminuem sua
absorcdo. O itraconazol inibe significativamente a isoenzima fungica CYP3A, e com
menor afinidade sua equivalente humana. Deste modo, farmacos metabolizados por
esta rota tem seu perfil farmacocinético alterado (DE BEULE; VAN GESTEL, 2001;
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WHEAT et al., 2009). Um grupo de farmacos especialmente importante afetado pelo
itraconazol s&o os antirretrovirais. Diversos farmacos utilizados no tratamento da
infeccdo pelo virus HIV sofrem altera¢cdes quando administrados em conjunto com o
itraconazol como maraviroc, atazanavir, efavirenz, entre outros. O que leva a um
impasse no tratamento de pacientes coinfectados por estas duas doencas (DE
BEULE; VAN GESTEL, 2001; ASHP, 2023).

O fluconazol é utilizado como alternativa ao itraconazol apenas quando o
paciente possui sensibilidade ao itraconazol. Este fArmaco apresenta menor eficacia
contra a histoplasmose, com alta taxa de recidivas, além do surgimento de
resisténcia (WHEAT et al., 2009; MCKINSEY, 2021).

O desenvolvimento de novos antifungicos é vital para contornar questdes
envolvendo toxicidade, resisténcia, interacbes e dificuldades de administracdo e
absorcdo. No entanto é também problematico, uma vez que como eucariotos 0s
fungos compartilham estruturas alvo semelhantes aos mamiferos, aumentando a
dificuldade em obter farmacos de baixo risco e com efeito terapéutico adequado
(CAMPOY; ADRIO, 2017; STEWART; PATERSON, 2021).

1.2. BIOFILMES

Biofiilmes s&@o comunidades altamente organizadas de microrganismos,
aderidos uns aos outros e a uma superficie, envoltos por uma matriz extracelular
polissacaridica de formacdo propria. Estima-se que 95% dos microrganismos na
natureza estejam associados a biofilmes. Sabe-se que o H. capsulatum também
possui a capacidade de formar estas estruturas (PITANGUI et al., 2012, 2016;
COSTA-ORLANDI et al., 2017; SARDI et al., 2014).

Os biofilmes fungicos estabelecem-se de modo similar aos biofilmes
bacterianos. Inicialmente ocorre a adsorcdo do propagulo a uma superficie,
seguindo-se a sua adesdo e formacdo de micro coldnias e matriz extracelular.
Completando o ciclo ocorre a maturacao da estrutura e a dispersdo de fragmentos
do biofilme para que se inicie a colonizacdo de um novo sitio (COSTA-ORLANDI et
al., 2017; RAMOS et al., 2018).

Este sistema de organizagdo entre células € vantajoso pois Ihes confere maior
resisténcia a fatores ambientais externos, quimicos e fisicos (MITTAL et al., 2018;
COSTA-ORLANDI et al., 2017). A sua matriz extracelular mantém as células coesas,
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oferece protecdo fisica contra o sistema imunolégico do hospedeiro e contra
farmacos antifungicos. Ademais, possui a capacidade de reter agua e nutrientes
tornando as infec¢des persistentes e dificultando o seu tratamento, bem como a
acado do sistema imunolédgico do hospedeiro (MITTAL et al., 2018; COSTA-ORLANDI
et al., 2017).

Biofilmes de H. capsulatum apresentam melhor desenvolvimento quando
cultivados em meio de cultura HAM-F12 e alocados em ambiente de microaerofilia.
O meio deve ser suplementado com glicose, acido glutdmico e cisteina, importantes
fatores de crescimento para o fungo. Além disso, micronutrientes como zinco e
cobre, importantes na interacdo fungo-hospedeiro, também estdo presentes neste
meio. Estes biofilmes sdo capazes de se desenvolver em aerobiose, no entanto, €
na condicdo de microaerofilia que apresentam maior atividade metabdlica e
guantidade de biomassa. Durante a infeccdo no hospedeiro, o H. capsulatum é
capaz de sobreviver e se multiplicar dentro de macréfagos, além de sobreviver
dentro granulomas. O que indica que o fungo é capaz de adaptar-se aos diferentes
niveis de oxigénio que lhe sdo apresentados durante o processo infeccioso
(GONCALVES et al., 2020; DUBOIS, et al, 2015).

A adesdo de células planctbnicas as superficies e a outras células € uma
etapa essencial da formacdo de biofilmes. Pitangui e colaboradores (2012)
demonstraram a capacidade de duas cepas de H. capsulatum (EH-315 e 60I)
aderirem a superficie de pneumdcitos A549, bem como comprovaram sua
capacidade de formar biofilmes em superficies abidticas. A proteina HSP60 tem
papel determinante na formacdo de biofiimes de H. capsulatum. Fregonezi e
colaboradores (2021) observaram que o bloqueio da HSP60 com anticorpo
monoclonal produziu biofilmes com atividade metabdlica e biomassa reduzidas. A
leitura através de microscopia confocal de varredura apresentou biofilmes tratados
mais delgados e com menor quantidade de matriz extracelular. O que indica que a
HSP60 pode agir na adesao com o substrato ou entre células, operando como uma
adesina e colaborando com a formacéo de biofilmes.

Polissacarideos sdo componentes abundantes de matriz extracelular em
biofilmes. A cepa EH-315 de H. capsulatum produz matriz rica em
exopolissacarideos insoluveis e polissacarideos intracelulares (PITANGUI et al.,
2021). Em biofilmes de Candida albicans, a presenca de diversas glucanas e

mananas é considerada importante fator de resisténcia a farmacos. Essas moléculas
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sequestram xenobidticos, possivelmente através de interacdes nao-covalentes, o
que impede sua penetracdo no biofilme e consequente acdo sobre as leveduras
(NET; ANDES, 2020).

O quorum sensing é um importante mecanismo de comunicacdo entre
microrganismos, dependente da densidade celular, que controla aspectos como a
producado de fatores de viruléncia e a formacéo de biofilmes através da producédo de
compostos chamados auto-indutores. Presume-se que este mecanismo tenha
grande importancia na fisiologia e resisténcia dos biofilmes devido a alta densidade
celular nos mesmos (SARDI et al.,, 2014). O tirosol, molécula de quorum sensing
derivada da tirosina, possui importante papel em biofilmes de Candida spp., agindo
como estimulante na produgcdo de biofiimes de C. albicans e C. auris. Outra
molécula de quorum sensing, farnesol, parece trabalhar em conjunto com o tirosol
em biofilmes de C. albicans, sendo mais presente em biofilmes maduros onde
possivelmente auxilia a liberacdo de leveduras para dispersdo destes biofilmes
(RODRIGUES; CERNAKOVA, 2020). Para o H. capsulatum, ndo ha estudos
especificos sobre o quorum sensing em biofilmes da espécie. No entanto, sabe-se
gue na forma plancténica a quantidade de polissacarideos a-(1,3)-glucana na parede
do fungo é diretamente proporcional a densidade celular no meio (KUGLER et al.,
2000). A modulacdo da producdo da a-(1,3)-glucana dependente da densidade
celular assemelha-se ao mecanismo de quorum sensing observado em bactérias.
Kigler e colaboradores observaram que quando as leveduras advindas de uma
cultura numerosa foram diluidas em novo meio de cultura, apenas cerca de 30%
destas apresentavam a-(1,3)-glucana detectavel apos 24 h. A porcentagem
permaneceu baixa até a chegada da fase estacionaria, quando a a-(1,3)-glucana
tornou-se detectavel em praticamente todas as células.

Durante o processo infeccioso, a interacdo patdgeno-hospedeiro € capaz de
regular ndo apenas o comportamento das células fungicas, mas também o das
células infectadas. Quando ha formacao de biofilmes, as respostas celulares podem
diferir daquelas causadas por patdégenos planctbnicos (PITANGUI et al.,, 2021).
Pitangui e colaboradores (2021) observaram que a infec¢cdo causada por biofiimes
de H. capsulatum promove uma expressado distinta de microRNAs quando
comparada a infeccao por ceélulas plancténicas. No estudo ocorreram altera¢cdes na
expressdo em linhagem monocitica THP-1 quando infectada pelo biofilme da cepa

EH-315. As vias de sinalizagdo Wnt e p53 mostraram-se alteradas o que promoveria
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a sobrevivéncia intracelular do fungo, bem como alteraria a resposta celular a
diferentes tipos de estresse.

Outro importante fator de resisténcia em biofilmes sdo as células persisters,
trata-se de um grupo de células metabolicamente dormentes inseridas na camada
basal mais profunda do biofiime (KAUR; NOBILE, 2023). Em biofiimes de C.
albicans, estas células exibem alta resisténcia a farmacos independente de bombas
de efluxo ou composicdo estrutural de membrana plasmatica e parede celular.
Pacientes com quadros de infeccdo cronicos apresentaram maior quantidade de
células persisters do que aqueles com quadros de candidiase intermitentes,
demonstrando a importancia destas células no processo infeccioso (KAUR; NOBILE,
2023).

1.3. PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS (AMPs)

Peptideos antimicrobianos (AMPs) sdo moléculas componentes da imunidade
inata de diversos organismos. A partir da década de 60, ganharam a atencdo da
comunidade cientifica por se apresentarem como alternativa as moléculas
antimicrobianas disponiveis em um contexto de aumento da incidéncia de patdégenos
resistentes a estas (DI SOMMA et al., 2020). Atualmente ha estudos demonstrando
a atividade antimicrobiana destes peptideos contra diversos organismos e até
mesmo atividade contra células tumorais (DI SOMMA et al.,, 2020; WANG et al.,
2018).

Recentemente, as propriedades antibiofiilme destes peptideos também
passaram a ser investigadas, demonstrando que algumas destas moléculas
possuem mecanismos de acdo variados e podem alterar aspectos especificos da
formacao de biofilmes, como interferéncia nos processos de adeséo, formacao de
matriz extracelular, quorum sensing, entre outros (BATONI et al., 2016; DI SOMMA
et al., 2020).

Peptideos antimicrobianos catidnicos interagem com as membranas celulares
através de diversos mecanismos, 0s principais ja descritos incluem os tipos
“carpete”, “barril” e “toroidal” (LEI et al., 2019; MATSUZAKI, 2019; GALEANE et al.,
2019). No primeiro tipo, os peptideos interagem com a area externa da bicamada
lipidica de forma paralela, o acumulo de peptideos na regido de interacao

eventualmente leva a permeacao destes pela bicamada com consequente colapso
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desta (LEI et al., 2019; MATSUZAKI, 2019). No mecanismo do tipo “barril”, a regiao
hidrofébica da cadeia interage com a regido central da bicamada lipidica,
provocando a insercdo dos peptideos através da bicamada, formando um poro (LEI
et al.,, 2019; MATSUZAKI, 2019). Finalmente, no tipo “toroidal’, os peptideos,
interagindo com a area externa da membrana, causam desestabilizacdo da estrutura
levando a curvatura desta membrana, e a formacdo do poro (LEI et al., 2019;
MATSUZAKI, 2019). A formacé&o de poros e desestruturagcdo da membrana levam a
citélise em todos os casos (DE SOUZA et al., 2015; GALEANE et al., 2019).

Os peptideos da classe dos mastoparanos sdo especialmente numerosos no
veneno de vespas como Polybia paulista, Apoica pallens, entre outras. Trata-se de
moléculas policatidnicas, de cadeia curta, com a presenca de residuos de lisina em
diferentes posicOes. Estes residuos parecem exercer influéncia nos mecanismos
sugeridos de interacdo com membranas celulares (GALEANE et al., 2019;
SINGULANI et al., 2019).

Os mastoparanos utilizados no presente trabalho (MK5789, MK58911 e
MK4589) foram desenvolvidos pelo grupo do Prof. Dr. Mario Sérgio Palma, no
Instituto de Biociéncias de Rio Claro (UNESP). S&do derivados de um mastoparano
natural encontrado no veneno da vespa Apoica pallens.

O design racional dos peptideos foi baseado no posicionamento de lisinas em
mastoparanos naturais. Normalmente, estes peptideos possuem residuos de lisina
nas posicoes 4/5 e/ou 11/12 da cadeia. Sabe-se ainda que a presenca de cargas
positivas nas posicées 4/5 e/ou 11 a 13 aumentam sua atividade antimicrobiana.
Residuos de lisina nestas posicfes aumentariam a sua eficiéncia litica por serem
capazes de manter a estrutura helical no segmento, o que promoveria a
anfipacidade do peptideo com uma superficie hidrofébica mais homogénea. Portanto
modificacdes no posicionamento de residuos de lisina foram realizadas com o
objetivo de melhorar sua atividade antimicrobiana, assim como reduzir a atividade
hemolitica e reduzir/manter a degranulagéo de mastocitos (DE SOUZA et al., 2015).

Estes peptideos apresentaram atividade antibacteriana contra bactérias gram-
positivas (Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
pneumoniae, Staphylococcus mutans, Bacillus cereus, Bacillus thuringiensis,
Enterococcus faucium, Enterococcus hirae, Rhodococcus equi e Micrococcus luteus)
e bactérias gram-negativas (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella

choleraesuis e Salmonella typhimurium) (DE SOUZA et al., 2015).



24

O grupo de pesquisa da Profa. Dra. Ana Marisa Fusco Almeida e da Profa.
Dra. Maria José Soares Mendes Giannini do Nucleo de Proteémica da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara (UNESP) tem buscado peptideos como
abordagem alternativa antifingica e antibiofilme para utilizagdo no desenvolvimento
de novas moléculas ou para o auxilio em combinagbes futuras com outros
antifangicos padrdes na terapia. Deste modo, em parceria com o grupo do Prof. Dr.
Mario, a atividade antifungica destes peptideos MKs foi avaliada em trabalhos
anteriores, apresentando-se positiva contra Cryptococcus neoformans, Cryptococcus
gattii, Paracocciodioides brasiliensis e Paracocciodioides lutzii para o MK58911; e
Candida albicans para os trés MKs citados acima (GALEANE et al., 2019,
SINGULANI et al., 2019).

Os moricins, por sua vez, sdo uma classe de AMPs isolados de insetos da
ordem Lepidoptera. Sdo peptideos anfipaticos, que apds ativados por fatores de
transcricdo, se tornam capazes de aumentar a permeabilidade de membranas
bacterianas e fangicas. A traca da cera Galleria mellonella é capaz de produzir
peptideos analogos de moricin altamente ativos contra contra fungos leveduriformes
e filamentosos (SHEEHAN et al.,, 2018). Os analogos de Moricin C3, PepM1 e
PepM2, foram desenvolvidos pelo Dr. Paulo César Gomes e colaboradores, no
Nucleo de Protedbmica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraqguara
(UNESP) seguindo a estratégia utilizada no desenvolvimento dos MKs, baseada na
carga liquida, no nimero e posicionamento de residuos de lisina e na regido
hidrofébica. Em trabalho do grupo, PepM2 apresentou atividade antifingica contra
Candida albicans e PepM1 demonstrou auséncia de toxicidade em modelo Danio
rerio (GALEANE et al., 2019).

No presente trabalho, objetivou-se ampliar o estudo dos peptideos citados por

meio da avaliacdo da atividade anfungica e antibiofilme frente ao H. capsulatum.

1.4. MODELOS CELULARES

O cultivo celular de células mamiferas em modelo monocamada foi durante
muitos anos uma alternativa valiosa a utilizagdo de modelos animais classicos,
permitindo maior controle experimental, com menores restricdes éticas e resultados
mais homogéneos (GONGCALVES; SOBRAL, 2020). Atualmente ainda sao

largamente utilizadas como opg¢des in vitro na investigacdo de respostas celulares a
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estimulos e compostos xenobidticos. No entanto, recentemente, culturas em
monocamada tém sido substituidas por culturas tridimensionais devido a maior
similaridade destas com os microambientes naturais encontrados em tecidos vivos
(DUVAL et al., 2017; GONCALVES; SOBRAL, 2020).

A cultura tridimensional é caracterizada por um conjunto de células dispostas
em uma estrutura 3D. Este tipo de disposicdo, permite interacbes célula-célula e
célula-matriz que estimulam a criacdo de microambientes e variacbes na
proliferagdo, diferenciagdo e viabilidade celulares, aproximando o modelo das
condic¢des encontradas in vivo (GRASSER et al., 2017).

Esferdides configuram um tipo de cultura celular tridimensional, no qual as
células se agregam, sem a sustentacdo de um scaffold, formando estruturas
esféricas (VASO et al., 2022). Al-Husaini e colaboradores (2020) observaram que o
modelo esferdide de células de cancer colorretal mostrou-se resistente a apoptose
provocada pelo peptideo NP1 quando comparado ao modelo monocamada. A
ambientacdo dos esferdides permite a expressao de moléculas sinalizadoras pelas
células, pois sdo submetidas a gradientes de oxigénio e nutrientes, tornando a

resposta a xenobioticos similar aguela obtida in vivo (VASO et al., 2022).

1.5. MODELO ALTERNATIVO Danio rerio

O peixe tele6steo Danio rerio, conhecido no meio académico como Zebrafish,
€ um organismo vertebrado complexo. Capaz de apresentar sofisticados
mecanismos responsivos a substancias exogenas, possui ainda alto grau de
homologia com o genoma humano. Este vertebrado tem ganhado visibilidade ao
longo dos dltimos anos como modelo animal alternativo em diversas areas, como a
da toxicologia. A fertilizacdo externa com a producdo de embribes transparentes,
aliados ao alto grau de conservagédo evolutiva do processo de embriogénese, fazem
do Zebrafish um modelo particularmente interessante para experimentos de
toxicidade embrionaria (MEYERS, 2018; CONCEA, 2017).

Este teledsteo, pertencente a familia dos ciprinideos, é utilizado como modelo
animal desde a década de 30, no entanto, apenas a partir da década de 80, o seu
uso como modelo alternativo ganhou notoriedade (MEYERS, 2018). Originario da
regido que compreende india, Bangladesh e Nepal, € proprio de climas tropicais e
subtropicais umidos (LEE, 2020). Dotado de grande fertilidade, o zebrafish inicia o



26

periodo reprodutivo tipicamente entre 10 e 12 semanas pos-fertilizacdo, e em
cativeiro, o acasalamento e desova transcorrem durante o ano inteiro. A fecundacéao
ocorre externamente gerando entre 100 e 200 embrides por casal. Apds 36 horas os
embrides apresentam a maior parte dos sistemas formados e entre 48 e 72 horas
pos-fertilizacdo eclodem, tornando-se larvas. Os animais permanecem fecundos por
2 a 3 anos (MEYERS, 2018; CASTRANOVA, 2020). Trata-se de um animal bastante
resistente, com capacidade para adaptar-se a diversas condicdes ambientais
(LAWRENCE, 2007).

Como modelo alternativo em pesquisa cientifica, o zebrafish apresenta uma
série de vantagens: trata-se de um animal pequeno, de facil manutencdo, com alta
capacidade de reproducdo, cuja fecundacdo e desenvolvimento embrionario
ocorrem externamente e de forma rapida. (CASSAR, 2020; TEAME, 2019). O
desenvolvimento e aperfeicoamento de tecnologias relacionadas a biologia
molecular e a microscopia ampliaram o uso do modelo em diversas areas (Meyers,
2018; Pereira, 2019). Atualmente o emprego do zebrafish, especialmente em fase
embrionéria, no campo da toxicologia é bastante amplo. A aplicabilidade do modelo
se deve a alta conservacao de genes e de mecanismos que determinam a resposta
a xenobibticos presentes em vertebrados. Ainda a possibilidade de observacédo do
desenvolvimento embrionario in vivo e em tempo real devido a translucidez de
embrides e larvas jovens. E finalmente & existéncia de metodologias oficiais
validadas e aceitas internacionalmente (OECD, 2013; CONCEA, 2022; HAHN;
SADLER, 2020; CASSAR, 2020).

1.6. MODELO ALTERNATIVO Tenebrio molitor

O besouro Tenebrio molitor € comumente reconhecido como uma praga
agricola. Encontrado em depdsitos de cereais, graos e farinhas, apresenta
preferéncia por ambientes secos e escuros (OLIVEIRA et al., 2021). Seu ciclo de
vida, caracterizado pelo desenvolvimento holometabolo, inicia-se com a eclosao dos
ovos originando larvas. Apos sucessivos instars definidos pelo processo de ecdise,
estas tornam-se besouros adultos (SOUZA et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2021). O
desenvolvimento completo do inseto leva aproximadamente cinco meses, podendo

estender-se por até doze. A duracao das fases do ciclo € altamente dependente de
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fatores extrinsecos ambientais como temperatura, alimentacdo, densidade
populacional, umidade, entre outros (SOUZA et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2021).

O estagio larval do animal é frequentemente utilizado para a alimentacéo
animal devido ao alto teor proteico. Recentemente, a Unido Européia aprovou seu
uso também na alimentacdo humana, tornando-o o primeiro inseto aprovado para
consumo humano pela Agéncia Europeia de Seguranca Alimentar (EFSA) (EFSA,
2021; SOUZA et al., 2018).

Insetos tem sido cada vez mais utilizados em areas da pesquisa cientifica. As
larvas de T. molitor sdo capazes de decompor matrizes de lignocelulose (composto
abundante em residuos plasticos), sendo consideradas uma possivel solucéo futura
na contencao da poluicdo ambiental ocasionada por estes residuos (SANGIORGIO
et al., 2021). Nas areas biolégicas, o T. molitor tem sido utilizado como modelo
alternativo para o estudo de infeccdes e avaliagdo toxicolégica de compostos
(SOUZA et al.,, 2018). Além da auséncia de restricbes éticas existentes para
modelos vertebrados classicos, o T. molitor possui sistema imunolégico similar ao
sistema inato presente em vertebrados, capaz de respostas a nivel humoral e celular
(SOUZA et al., 2018). Além disso, em comparacdo com modelos similares, como a
Galleria mellonella, o T. molitor exibe vantagens como a facilidade de manutencao
da criacdo e de obtencdo de novos animais, além de se mostrar relativamente mais
econdmico em termos de manutencdo (SOUZA et al., 2018). O T. molitor assim
como a G. mellonella pode ser mantido em uma faixa de temperatura de 25 °C a 37
°C, 0 que permite sua utilizacdo em ensaios de infec¢do que exigem a incubacdo em
temperaturas similares as do hospedeiro. Ainda o protocolo de inoculacdo atravées
de injecdo entre os esternites da larva, permite controle sobre a quantidade de
in6culo ou xenobidtico aplicado a cada animal (SOUZA et al., 2015).

2. OBJETIVOS

Avaliar as atividades antifungica e antibiofilme de trés peptideos analogos de
mastoparanos (MK5789, MK58911 e MK4589) e dois peptideos analogos de Moricin
C3 provenientes da larva de Galleria mellonella (PepM1, PepM2) frente ao fungo H.
capsulatum. Avaliar a seguranca toxicologica do derivado de mastoparano
MK58911.
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2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a sensibilidade fangica do H. capsulatum nas formas
planctbnica e de biofilme frente aos peptideos MK5789, MK58911,
MK4589, PepM1 e PepM2.

e Quantificar a biomassa de biofilmes de H. capsulatum expostos aos
peptideos MK5789, MK58911, MK4589, PepM1 e PepM2.

e Avaliar a citotoxicidade do peptideo MK58911 na linhagem A549 em
modelos monocamada e esferdide.

e Avaliar a embriotoxicidade do peptideo MK58911 em embrides de
Danio rerio.

e Avaliar a toxicidade do peptideo MK58911 em larvas de Tenebrio
molitor.

e Realizar a cromatografia de afinidade frente ao peptideo MK58911 com
o0 extrato total do H. capsulatum na forma planctonica.

e Avaliar a atividade sinérgica entre o peptideo MK58911 e o itraconazol

frente ao biofilme de H. capsulatum.

3. MATERIAL E METODOS
3.1. MICRORGANISMOS E CONDICOES DE CULTIVO

No presente trabalho utilizou-se os seguintes microrganismos: H. capsulatum
cepa G186A (ATCC 26029) gentilmente disponibilizada pela Dr2. Roseli Zancopé
Oliveira da Fundacgéao Oswaldo Cruz (Fiocruz); H. capsulatum cepa EH-315 isolada
do intestino de um exemplar de morcego da espécie Mormoops megalophylla,
capturado no Estado de Guerrero, México. Esta cepa foi cedida gentilmente pela
Profé. Dr2, Maria Lacia Taylor da Universidade Nacional do México (UNAM) e esta
depositada na colecdo do Departamento de Microbiologia e Parasitologia, da Escola
de Medicina da UNAM. A colecdo esta registrada na federagdo mundial para
colecdes de cultura sob o cédigo LIH-UNAM WDCM817.

Cultivou-se ambas as cepas nas formas planctonica e de biofilme. Para tanto
foram mantidas em meio agar Brain Heart Infusion (BHI) suplementado com glicose
(10 g/L) e L-cisteina (1 g/L). Antecedendo o experimento, realizou-se 0 seu repique
em Ham’s F12 Nutrient Mixture (HAM-F12) suplementado com glicose (18,2 g/L),
acido glutamico (1 g/L), HEPES (6 g/L) e L-cisteina (8,4 mg/L), a 37° C. As culturas
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planctdnicas foram colocadas sob agitacdo (150 RPM) e as culturas de biofilme sob
microaerofilia em microplacas de 96 pocos, ambas por 144h (GONCALVES et al.,
2020; BALTAZAR et al., 2018; FECHER et al., 2016 com modificacdes).

3.2. PEPTIDEOS

Os ensaios de determinacdo da sensibilidade fungica foram realizados com
0s peptideos compilados na Tabela 1. Os peptideos consistem em trés analogos de
mastoparanos (MK5789, MK58911 e MK4589) e dois anélogos de Moricin C3 da
larva G. mellonella (PepM1, PepM2), sintetizados por empresa especializada
(AminoTech — Pesquisa e Desenvolvimento, SP — Brasil). Os ensaios toxicoldgicos e
a cromatografia de afinidade foram realizados apenas com o peptideo MK58911.
Para a obtencdo das solucfes estoque os peptideos foram solubilizados em agua

ultrapura tipo 1 resultando em solucdes de 2 mg/mL a 5,4 mg/mL.

Tabela 1. Estruturas dos peptideos analisados no ensaio de determinagéo da sensibilidade
fungica e seus peptideos originarios.

Estrutura dos peptideos

Peptideos Estrutura originais

PebM1 GAIKKGGKIIKKGL-NH2
ep MKLTGLFLMIMAVLALFVGAGQA

DPKVPIGAIKKGGKIIKKGLGVIGA
IGAIKKGGKIIKKGLGVIGAAGT

PepM2 AGTAHEVYSHVKNRK-NH2
AHEVYSHVKNRQ-NH2

MKS5789  INWLKIKKKVAGML-NH:

MK58911 INWLKIAKKVKGML-NH2 INWLKIAKKVAGML-NH2

MK4589  |INWKKIAKKVAGML-NH:

Fonte: elaborada pela autora.
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3.3. DETERMINACAO DA SENSIBILIDADE FUNGICA AOS PEPTIDEOS

Os testes de sensibilidade foram realizados com base nos artigos de Pitangui
et al. (2012) e Gongalves et al. (2020). O preparo das microplacas de 96 pocos para
este ensaio foi realizado da seguinte forma: inicialmente adicionou-se os peptideos
em teste solubilizados em meio de cultura (HAM-F12 suplementado). Realizou-se a
diluicdo seriada dos peptideos nas microplacas resultando em 100 uL de volume por
poco com 0s peptideos em concentracdo 2x acima da concentracdo final requerida,
para a obtencéo das dez concentracdes analisadas.

Os ensaios com células de biofilme iniciaram-se da seguinte forma: apds a
maturacdo dos biofilmes (144 h), descartou-se os meios de cultura. Adicionou-se 100
ML de solucdo estéril tampédo fosfato salino (PBS) aos pocos e os biofilmes foram
removidos destes através de raspagem mecanica. As células foram recolhidas em um
tubo estéril. Os ensaios com leveduras planctonicas iniciaram-se com a centrifugacao
e lavagem (PBS) do pellet. Apds duas lavagens o pellet foi ressuspenso em PBS no
mesmo tubo. Deste ponto em diante o protocolo coincide para 0S ensaios com
células de biofilmes e com células planctdnicas. Apds estabelecida a viabilidade com
corante Azul de Trypan, preparou-se o in6culo em meio de cultura na concentracao
de 1x10° células/mL. Adicionou-se os inéculos (100 pL/poco) as microplacas
contendo a diluicdo seriada dos peptideos realizada previamente. Apés a jun¢ao, as
concentracfes finais obtidas para os peptideos foram de 500 a 0,97 ug/mL e o
inéculo final foi de 5x10° células/mL. Ainda, nas mesmas microplacas foram alocados
o controle de esterilidade do meio, constituido apenas do meio de cultura e o controle
de crescimento contendo o inéculo em meio de cultura sem a presenca de peptideos.
Incubou-se as placas a 37° C, por 144 horas, em agitacdo a 150 RPM para culturas
planctonicas e em microaerofilia, sem agitacao, para biofilmes. Realizou-se o0 ensaio
de sensibilidade com os farmacos comerciais anfotericina B e itraconazol
(concentragdes finais de 2,5 a 0,004 pug/mL) para o H. capsulatum em ambas as
cepas e formas. Foram realizados quatro experimentos independentes para o
MK58911 e trés para o restante dos peptideos, com as concentragdes em triplicata ou
guadruplicata.

A andlise da viabilidade fungica foi realizada através do corante de viabilidade
metabdlica resazurina para ambas as formas (culturas planctdnicas e biofilmes).

Acrescentou-se 20 pL de resazurina (0,02%) aos pocos, seguindo-se a incubacgéo a
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37° C por 24h e subsequente leitura em espectrofotometro (Epoch™ 2 Microplate
Spectrophotometer - Biotek) nos comprimentos de onda 570nm e 600nm (PEETERS
et al., 2008; PAULA; SILVA et al., 2013).

Realizou-se ainda a quantificacdo de biomassa dos biofilmes com o corante
cristal violeta. Para tanto, inicialmente descartou-se os meios de cultura dos pocos,
seguindo-se a lavagem destes com PBS. Em seguida fixou-se os biofilmes com 200
pHL de metanol por 15 minutos com posterior descarte e secagem da microplaca a
temperatura ambiente. Adicionou-se 200 pL de cristal violeta (0,1%) por 20 minutos,
apos os quais houve o descarte e lavagem dos pocos com agua destilada até
remocao do excesso de corante. A sua ressolubilizacdo foi realizada com 200 uL
acido acético (33%) com posterior leitura em espectrofotdbmetro no comprimento de
onda de 570nm (PEETERS et al., 2008; GONCALVES et al., 2020).

3.4. AVALIACAO DA ATIVIDADE SINERGICA

A avaliagéo do sinergismo foi realizada com o objetivo de verificar a atividade
antifiingica contra o biofilme de H. capsulatum por meio da unido entre o MK58911 e
o itraconazol (farmaco de escolha contra a histoplasmose).

Os biofilmes foram maturados e recolhidos como descrito nos itens 3.1 e 3.3
acima. Os experimentos foram realizados em microplacas de 96 pocos as quais
foram ordenadas da seguinte forma para o ensaio do tabuleiro de xadrez: na coluna
1, de A a D, adicionou-se 200 pL do meio HAM-F12 suplementado como descrito
anteriormente (controle de esterilidade). De E a H, adicionou-se 100 uL do meio e 100
puL do inéculo previamente preparado em HAM-F12 suplementado na concentracdo
de 1x108 células/mL de H. capsulatum (in6culo final: 5x10° células/mL) (controle de
crescimento). Na coluna 12 foi realizada a diluicdo seriada do farmaco itraconazol
(concentragdes finais 0,004 a 0,00006 pg/mL) e na linha H, a diluicdo seriada do
MK58911 (concentragdes finais 500 a 0,97 pg/mL), em ambos foi ainda adicionado o
inéculo a 1x108 células/mL (inéculo final: 5x10° células/mL). Para andlise do
sinergismo os compostos foram combinados em diversas concentracdes. Deste
modo, a montagem da microplaca nesta fase iniciou-se com a diluicdo seriada do
MK58911 na coluna 2, nas linhas A a G. Adicionou-se nesses poc¢os 50 pL do
peptideo em concentracdo 4x acima a inicial (2000 pg/mL) e realizou-se a diluicéo
seriada nas colunas 3 a 11 (diluigbes no sentido das linhas). Em seguida, foi
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acrescentado o itraconazol previamente diluido em concentracfes 4 vezes acima das
iniciais (0,016 a 0,00024 ug/mL), novamente 50 pL por poco, nas colunas 2 a 11, nas
linhas A a G, com as diluicdes organizadas no sentido das colunas (Quadro 1). Logo
apos acrescentou-se 100 pL do indculo em concentragdo mencionada acima nos
pocos com 0s compostos combinados. Incubou-se as placas a 37° C, por 144 horas,
sob microaerofilia, sem agitacdo. A leitura foi realizada com o corante resazurina

como descrito no item 3.3. Foram realizados dois experimentos independentes.

Quadro 1. Esquema das microplacas montadas para o ensaio de atividade sinérgica.
Valores de concentracao final dos compostos em pg/mL. Valores em italico: MK58911,
Valores em negrito: itraconazol. CE: controle de esterilidade, CC: controle de crescimento.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

500 250 125 62,5 31,2 15,6 7,8 3,9 19 0,9
A| CE| 0,004
0,004 | 0,004 | 0,004 | 0,004 | 0,004 | 0,004 | 0,004 | 0,004 | 0,004 | 0,004

8l cE 500 250 125 62,5 31,2 15,6 7,8 3,9 19 0,9 0.002
0,002 | 0,002 | 0,002 | 0,002 | 0,002 | 0,002 | 0,002 | 0,002 | 0,002 | 0,002 ’

500 250 125 62,5 31,2 15,6 7,8 3,9 19 0,9
C|CE 0,001
0,001 | 0,001 | 0,001 | 0,001 | 0,001 | 0,001 | 0,001 | 0,001 | 0,001 | 0,001

500 250 125 62,5 31,2 15,6 7,8 3,9 1,9 0,9
D| CE 0,0005
0,0005| 0,0005| 0,0005| 0,0005| 0,0005| 0,0005| 0,0005| 0,0005| 0,0005| 0,0005

500 250 125 62,5 31,2 15,6 7,8 3,9 1,9 0,9
E| CC 0,00025
0,00025 0,00025) 0,00025/ 0,00025| 0,00025| 0,00025 0,00025/ 0,00025) 0,00025| 0,00025|

500 250 125 62,5 31,2 15,6 7,8 3,9 1,9 0,9
F| CC] 0,00012
0,00012 0,00012 0,00012 0,00012 0,00012 0,00012 0,00012 0,00012 0,00012 0,00012

500 250 125 62,5 31,2 15,6 7,8 3,9 1,9 0,9
G| CC 0,00006
0,00006/ 0,00006/ 0,00006/ 0,00006| 0,00006| 0,00006/ 0,00006/ 0,00006, 0,00006| 0,00006|

H CC 500 250 125 62,5 31,2 15,6 7,8 3,9 1,9 0,9

Fonte: elaborado pela autora.

A verificagdo do efeito combinado dos compostos foi realizada através do
indice de concentracdo inibitéria fracionada (ICIF). O calculo do ICIF consiste na
soma da concentracdo inibitoria fracionada (CIF) do composto 1 mais a CIF do
composto 2. A CIF, por sua vez, corresponde a divisdo da concentracéo inibitoria

minima (CIM) do composto em combinacgéo pela CIM do composto isolado.
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CIM combinacgao
CIM isolado

= CIF

CIF MK58911 + CIF itraconazol = ICIF

De acordo com o valor obtido, o efeito pode ser classificado como sinérgico
(ICIF = 0,5), indiferente (0,5 < ICIF < 4,0) e antagbnico (ICIF > 4,0) (ODDS, 2003;
CORDEIRO et al., 2014; SANGALLI-LEITE, 2016; SINGULANI et al., 2019).

3.5. TOXICIDADE EM MODELOS CELULARES

O ensaio de toxicidade em cultura celular foi realizado nos modelos
monocamada e esferdides simultaneamente. Para tal, utilizou-se a linhagem celular
A549 (ATCC CCL-185), linhagem epitelial pulmonar originaria de carcinoma.
Inicialmente, incubou-se a linhagem em garrafas a 37° C, com 5% de CO2, em meio
de cultura Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) suplementado com soro fetal
bovino (FBS) a 10%. Os experimentos foram realizados ap6s duas subculturas
(passagens) posteriores ao descongelamento das células (VASO et al., 2022).

Previamente o fundo dos poc¢os das microplacas (96 pogos) foi coberto com 50
UL de agarose a 1,5% com o objetivo de possibilitar a formacao dos esferoides.
Foram adicionados 200 pL/poco da suspensdo celular (3x10% células/mL) as
microplacas com agarose para formacdo dos esferbides e sem agarose para a
formacdo da monocamada. Incubou-se ambas as microplacas nas mesmas
condicdes, 37° C, com 5% de CO2 por 96h. Apds este periodo, adicionou-se o
peptideo MK58911 nas concentracdes finais de 500 a 0,97 pg/mL com posterior
incubacdo nas mesmas condi¢cbes descritas por 72 horas. Realizou-se dois
experimentos independentes com cada modelo, com cada concentragdo em
quintuplicata. A analise da viabilidade celular foi realizada através do corante de
viabilidade metabdlica resazurina (50 uM) e posterior leitura em espectrofotdmetro
nos comprimentos de onda 570nm e 600nm (XIAO et al., 2010; VASO et al., 2022).

3.6. TOXICIDADE EM EMBRIOES DE Danio rerio

Os embrides foram obtidos a partir da procriagao de casais adultos mantidos

em aquarios com sistema de filtragem, a 28 + 1 °C, pH 7,0 — 7,5, com alimentacao
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disponivel trés vezes ao dia, sendo esta composta por racdo seca e nauplios de
Artemia salina, em fotoperiodo 14/10 horas (claro/escuro) (TSANG et al.,, 2017,
ALESTROM et al., 2019). Antes da experimentacio, avaliou-se os embriGes obtidos
quanto a viabilidade, aqueles considerados fertilizados e viaveis foram alocados em
microplacas de 96 pocos (dois por poc¢o) imersos em 100 pL de meio embridnico
(NaCl, KCI, CaCl2.2H20, MgS04.7H20). Em seguida acrescentou-se aos pog¢os 100
puL do peptideo MK58911, solubilizado em meio embriénico, em concentragbes 2x
acima das concentracoes finais de 62,5 a 3,9 ug/mL (GALEANE et al., 2019; OECD,
2013).

Analisou-se a ocorréncia de mortes e parametros indicadores de disturbios de
desenvolvimento através de observagfes em microscopio estereoscopio (ZEISS
SteREO Discovery.V12) em 5, 24, 48, 72 e 96 horas pos fertilizagdo (hpf) (OECD,
2013; GALEANE et al., 2019). Foram realizados cinco experimentos independentes
com o total de 61 animais por grupo.

Os seguintes parametros foram determinados quanto a sua presencga ou auséncia
nos embrides e larvas jovens: coagulacao, batimento cardiaco, separacdo da cauda,
atraso no desenvolvimento, ma formacdo dos otdélitos, pigmentacdo, circulacédo
sanguinea caudal, visualizacdo das nadadeiras peitorais, resposta ao toque, ma
formacdo da notocorda, eclosdo dos embrides, ma formacdo dos somitos, edema do
pericardio, edema do saco vitelinico, ma formacédo dos olhos, protrusdo da boca e
curvatura da cauda (OECD, 2013; FRAYSSE et al., 2006; HERMSEN et al., 2011;
BEEKHUIJZEN et al., 2015; HELLFELD et al., 2020; GAWEL et al., 2020).

Os demais parametros foram quantificados: movimentacdo espontanea,
frequéncia cardiaca e comprimento da cauda (FRAYSSE et al., 2006; HERMSEN et
al., 2011; BEEKHUIJZEN et al., 2015).

Quantificou-se a movimentacao espontanea em 24 hpf e a frequéncia cardiaca em
48 hpf através de contagens visuais cronometradas em 20 e 10 segundos,
respectivamente. Analisou-se o comprimento da cauda apos eutanasia dos animais
com tricaina metassulfonada tamponada (MS-222) (1g/L) seguida por hipoclorito de
sédio (6,15%) (CONCEA, 2018). As larvas foram fotografadas lateralmente com
auxilio de microscopio estereoscopio e o comprimento da cauda mensurado no

software de processamento de imagens ImageJ (National Institutes of Health — USA).
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3.7. TOXICIDADE EM LARVAS DE Tenebrio molitor

Os animais foram mantidos dentro de potes plasticos com farelo de trigo como
substrato e alimento, e cenoura ralada como fonte de &gua. Os potes foram
mantidos em incubadora BOD a 26 °C +/-0,5 °C. Separou-se larvas na faixa de peso
de 0,10 - 0,15 g em quatro grupos (oito larvas por grupo) para os experimentos de
toxicidade. O abdbémen das larvas foi higienizado com etanol 70% antes das
aplicacbes. A aplicagdo do peptideo MK58911 foi realizada nas concentracdes de
10, 50 e 100 mg/Kg (equivalentes a 125, 625 e 1250 pg/mL) em PBS. As injecOes de
10 L entre o segundo e terceiro esternites abdominais das larvas foram executadas
com o auxilio de uma microseringa (Hamilton@, modelo 701N). No grupo controle foi
aplicado apenas tampéo PBS. Lavou-se a microseringa antes das aplicagbes com
hipoclorito de sddio (3x), etanol absoluto PA (3x) e tampdo PBS (5x). Entre as
aplicacoes as lavagens ocorreram com etanol absoluto PA (1x) e tampao PBS (3x).

ApoOs as aplicacdes, incubou-se os grupos em placas de petri com farelo de trigo
e cenoura ralada disponiveis, em incubadora BOD a 26 °C +/-0,5 °C. Os animais
foram acompanhados por cinco dias, nos quais avaliou-se a presenca de
melanizacdo e formacdo de pupas por observacdo e a mortalidade através de
responsividade ao toque. Foram realizados trés experimentos independentes com o

total de 24 animais por grupo.

3.8. EXTRAGCAO PROTEICA TOTAL

Realizou-se a extracdo de proteinas totais a partir de células plancténicas da
cepa G186A. O extrato foi utilizado para a realizacdo da cromatografia de afinidade
descrita no préximo item. A cultura do H. capsulatum foi realizada como descrito no
item 3.1. Apés incubacdo, a suspensao de células foi centrifugada e o meio de
cultura descartado. O pellet celular foi lavado com tampéo tris-HCI a 10mM (pH8,8) e
ressuspenso no mesmo tampdo juntamente com 0s seguintes inibidores de
protease: 1uL/mL de uma mistura de leupeptina, aprotinina, antipaina, quimiostatina
(LAAC) e 10uL/mL de fenil metil sufonil fluoreto (PMSF). A ruptura celular foi
promovida pela adi¢cdo de pérolas de vidro estéreis a suspensao, seguida por ciclos
alternados de congelamento em nitrogénio liquido e agitacdo em vortex. Apds 0s
quais, realizou-se a centrifugacdo a 4000 rpm, 4 °C por 45 minutos. Recolheu-se o

sobrenadante em novos tubos aos quais adicionou-se uma solucdo de &acido
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tricloroacético / acetona (10/90%) v/v para a precipitacdo das proteinas. Os tubos
foram armazenados a -20 °C por duas horas, apds as quais realizou-se a
centrifugagédo a 4000 rpm, 4° C por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado, o
pellet de proteinas liofilizado e armazenado a -80 °C.

3.9. CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE

O objetivo pretendido ao realizar a cromatografia de afinidade é de avaliar se
h& existéncia de interacbes entre as proteinas presentes no fungo e o peptideo
MK58911.

O preparo da resina (CNBr activated Sepharose 4B — GE Healthcare) foi
realizado de acordo com o manual do fabricante. Realizou-se a lavagem da resina
com solucao de HCl a 1 mM, em seguida, acrescentou-se a esta 4 mg do peptideo
MK58911 previamente solubilizados em tampado de acoplamento (0,1M NaHCOS3,
0,5M NacCl, pH 8,3). Incubou-se a suspensao sob agitacdo, a 4 °C, durante a noite.
Posteriormente, adicionou-se a coluna (Poly-Prep Chromatography Columns — Bio-
Rad) tamp&do de acoplamento e em seguida a suspensdo, prosseguindo-se a
lavagem do conjunto com tampéao de acoplamento. Foram coletadas duas aliquotas
durante o processo de acoplamento do peptideo: solucéo de peptideo em tampéo de
acoplamento antes do contato com a resina (P0), suspensao de peptideo-resina
apos introducao na coluna (P1). Estas aliquotas foram analisadas através de leitura
espectrofotométrica em 280nm e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A
etapa seguinte consistiu no bloqueio de grupos ativos remanescentes com 0,1 M
tris-HCI, pH 8,0. Finalizando o preparo da coluna, realizou-se lavagens com ciclos
alternados de pH utilizando tampéao acido (0,1 M &cido acético/acetato de sédio, 0,5
M NaCl, pH 4,0) e tampao basico (0,1 M tris-HCI, 0,5 M NacCl, pH 8,0).

Realizado o equilibrio da coluna com tampéo de ligacdo (10 mM tris-HCI, pH
7,5), procedeu-se a corrida com o extrato proteico de H. capsulatum solubilizado em
dodecil sulfato de sodio (SDS) 8 M, seguindo-se a lavagem da coluna com tampéao
de ligacéo e finalizando com tampéao de lavagem (10 mM tris-HCIl, 5 mM NacCl, pH
7,5). A eluicdo das proteinas ligadas ao peptideo foi realizada com tampédo de
eluicdo (100 mM glicina, pH 2,5).

Executou-se o procedimento descrito em duas colunas: teste e controle, tendo

como Unica diferenca a auséncia do peptideo MK58911 na coluna controle. Ainda,
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aliquotas de ambas as colunas foram coletadas apds passagem do extrato proteico
(Prot 1), apés passagem do tampao de lavagem (Prot 2) e apos eluicdo (Gli). Tais
aliquotas foram analisadas quanto a dosagem proteica através de leitura
espectrofotométrica em 280 nm e perfil eletroforético através de eletroforese em gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE).

3.10. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

Utilizou-se o sistema Ultra Fast liquid Chromatography (UFLC) (Nexera-
Shimadzu Corporation, Tokyo, Japan) para acompanhamento da eficiéncia do
processo de acoplamento do peptideo a resina cromatogréafica. Foram aplicados 30
ML de cada amostra (PO e P1) com auxilio do injetor automético (SIL-20AXR,
Shimadzu). As andlises cromatogréaficas foram realizadas sob condicdo isocratica
(60% de B (0-15 min): solucédo (A) — 0,05% de éacido trifluoroacético (TFA) em agua,
solucdo (B) - 0,05% de TFA em acetonitrila (ACN), utilizando-se uma coluna
XBrigdeTM BEH300 C18 (2,1x100 mm; 3,5 um) (Waters). A eluicdo dos
componentes foi monitorada por absorbancia a 215 nm, com fluxo de 0,2 mL/min.

3.11. ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE)

Os perfis proteicos das aliquotas coletadas durante a cromatografia de
afinidade foram analisados através de eletroforese em gel de poliacrilamida com
dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) sob condi¢Bes redutoras (Laemmli, 1970;
Studier, 1973). Preparou-se os géis de separacdo a 12% e de empilhamento a 5%
de acrilamida. Para tal, utilizou-se uma solucédo estoque de acrilamida/ bis-acrilamida
(30/0,8%). A polimerizacdo do gel de separacao foi realizada em solugao de Tris-
HCI 15 M, pH 88 e SDS (0,4%), em presenca de N, N, N, N-
tetrametiletilenodiamida (TEMED) (0,1%) e persulfato de aménio (APS) (0,1%). O gel
de empilhamento foi polimerizado em presenca de TrisHCI 0,5 M, pH 6,8 e SDS
(0,4%), além de TEMED (0,05%) e APS (0,1%). Diluiu-se as aliquotas em tampéao de
amostra (Tris-HCI [tris (hidroxi-metil) aminometano] 62,5 mM pH 6,8, SDS a 2%,
glicerol a 10%, ditiotreitol 0,5M e bromofenol a 0,002%) na propor¢céo 1:4 e as
amostras foram dissociadas em banho maria por 3 minutos. Realizou-se a corrida
em cuba eletroforética (Mini-PROTEAN Tetra cell — Bio-Rad) sob tensédo de 80V
até a penetracdo das amostras no gel de separacéo, e a seguir a 120 V até o final
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do processo. Inicialmente revelou-se o gel com Azul de Coomassie G-250, e

posteriormente com coloracgéo por prata.

3.12. ANALISE ESTATISTICA

Os valores de absorbancia obtidos através da leitura com resazurina foram

corrigidos através da seguinte férmula:

[(Abs570 — Abs600) — média(Abs570br — Abs600b7)]
Onde:
Abs570 = absorbancia em 570nm do controle de crescimento ou testes
Abs570br = absorbancia em 570nm do controle de esterilidade (branco)
Abs600 = absorbancia em 600nm do controle de crescimento ou testes
Abs600br = absorbancia em 570nm do controle de esterilidade (branco)

Tal correcdo se faz necessaria para que seja obtido o valor real de
absorbancia referente ao composto resorufina, gerado por células viaveis a partir da
metaboliza¢cdo do composto resazurina. Os valores de absorbéancia do cristal violeta
nao necessitam de tal correcdo, uma vez que ndo ha alteracdo colorimétrica no
ensaio (ANSAR AHMED et al., 1994; PEREIRA et al, 2020). Os percentuais de
viabilidade e biomassa foram calculados a partir das médias do grupo controle de
crescimento e dos grupos teste com a seguinte formula (SINGULANI et al., 2019;
PEREIRA et al, 2020):

(média teste/média controle) x100

Inicialmente  verificou-se  0s  pressupostos de  normalidade e
homoscedasticidade atraves dos testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente.
A ocorréncia de grupos nao-normais direcionou a andlise ao teste ndo-paramétrico de
Kruskal-Wallis e post hoc de Dunn. Grupos normais e heterocedasticos, por sua vez
foram analisados através de ANOVA com correcao de Welch e post hoc de Games-
Howell. E finalmente grupos normais e homocedasticos, foram analisados atraves

ANOVA one way com post hoc de Tukey (ensaios de viabilidade metabdlica,
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quantificacdo de biomassa, toxicidade em modelos celulares, quantificacdo de
batimentos cardiacos e comprimento da cauda em D. rerio) (CAPP e NIENOV, 2020).

Ainda, plotou-se curvas de sobrevivéncia e malformagfes através do método
Kaplan-Meier com andlise pelo teste de Log-rank. Valores de IC50 e LC50 foram
definidos através de regressao linear (ensaios de sobrevivéncia e malformacfes em
Danio rerio, sobrevivéncia e formacdo de pupas em Tenebrio molitor). Para a analise
de movimentos espontaneos em D. rerio utilizou-se o teste do qui-quadrado.

Foram utilizados nestes procedimentos os softwares Excel (Microsoft — USA),
BioEstat 5.3 (AYRES et al., 2007 — Instituto Mamiraua), Jasp 0.16.4 (University of
Amsterdam — Netherlands) e GraphPad Prism 5.0 (Dotmatics — USA).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. DETERMINACAO DA SENSIBILIDADE FUNGICA AOS PEPTIDEOS

A determinacdo da viabilidade metabdlica através do corante resazurina
permite a identificagdo visual facilitada de células vivas mediante a alteragdo
colorimétrica do meio (LAVOGINA et al., 2022). A resazurina, originalmente azul, é
reduzida a resorufina, molécula de tonalidade rosa ao ser exposta aos carreadores
de elétrons (NADH, NADPH, FADH) presentes na cadeia respiratoria celular. Tal
processo sO € possivel em células vivas. Ainda, a técnica permite leitura
espectrofotométrica 0 que aumenta a exatiddo dos resultados (RAMPERSAD, 2012;
LAVOGINA et al., 2022).

Os ensaios de sensibilidade com os peptideos PepM1 e PepM2, nao
resultaram na diminuicdo de viabilidade das cepas G186A e EH-315 em nenhuma
das formas (plancténico e biofilme). O mesmo ocorreu com os peptideos MK5789,
MK58911 e MK4589, ndo foram observadas alteracdes na viabilidade fungica em
nenhuma das cepas e formas.

Com relacdo a biomassa nas culturas de biofilme, PepM1 causou 50,0% de
inibicdo (p < 0,05) na cepa EH-315 na concentracdo de 500 pg/mL. Para PepM2 e
outras concentracdes de PepM1 néo foi observada diminuicdo de biomassa.

Os peptideos MK58911 e MK4589 também foram capazes de inibir a
formacao de biomassa nos biofilmes de ambas as cepas de H. capsulatum. Os
valores meédios de absorbancia, bem como o desvio padrdo da quantificacdo de
biomassa para os peptideos MK58911 e MK4589 estao ilustrados na Figura 1.
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Figura 1. Valores médios de absorbancia relativos a quantificagdo de biomassa para as
cepas G186A (A) e EH-315 (B) expostos aos peptideos MK58911 e MK4589. * p < 0,05
comparado ao arupo controle.
A —— B EH-315
0.4+ 0.4
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Fonte: elaborada pela autora.

Tabela 2. Resumo das porcentagens de inibicdo de biomassa estatisticamente significantes
para as cepas G186A e EH-315.

G186A EH-315
Concentracdes (ug/mL) MK58911 MK4589 MK58911 MK4589 PepMl
500 49,1% 44, 7% 48,6% 40,7%  50,0%
250 38,9% 37,4% 42,5% 33,2% -
125 41,0% - 33,8% - -
62,5 36,8% - - - -
31,2 36,7% - - - -

Fonte: elaborada pela autora.

O peptideo MK58911 foi responsavel por inibir a biomassa na cepa G186A da
concentracdo de 500 pg/mL (49,1%; p < 0,05) até a concentracdo de 31,2 pg/mL
com 36,7% de inibicdo (p < 0,05). Com relacédo a cepa EH-315 o mesmo peptideo
inibiu sua biomassa desde a concentracdo de 500 pug/mL (48,6%; p < 0,05) até a
concentracéo de 125 pug/mL com 33,8% de inibicdo (p < 0,05). O peptideo MK4589
agiu inibindo a biomassa da cepa G186A nas concentracdes de 500 pg/mL (44,7%;
p <0,05) e 250 pg/mL (37,4%; p < 0,05). Agiu também na cepa EH-315 inibindo sua
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biomassa na concentracdo de 500 pg/mL em 40,7% (p < 0,05) e na concentragéo de
250 pg/mL em 33,2% (p < 0,05) (Tabela 2). O peptideo MK5789 néo foi capaz de
inibir a formacao de biomassa em nenhuma das cepas.

Por conseguinte, observa-se que o peptideo com melhor desempenho em
relacdo a capacidade de inibicdo da formacdo de biomassa em biofilmes foi o
MK58911, sendo escolhido para dar prosseguimento aos ensaios seguintes
(toxicidade e cromatografia).

Realizou-se ainda como controle de qualidade, ensaios de sensibilidade com
os farmacos anfotericina B e itraconazol, ambos indicados no tratamento de
infeccbes por H. capsulatum. A concentracdo inibitéria minima (CIM) encontrada
para a anfotericina B foi de 0,31 pg/mL (p < 0,01) para culturas planctonicas e para
os biofilmes 1,25 pg/mL (p < 0,01) em ambas as cepas. No caso do itraconazol, o
valor de CIM < 0,004 pg/mL (p < 0,01) foi observado para ambas as cepas e

condicbes (Tabela 3).

Tabela 3. Valores de CIM dos farmacos anfotericina B e itraconazol para ambas as cepas
de H. capsulatum

Anfotericina B Itraconazol
Planctbnico 0,31 pg/mL < 0,004 pg/mL
Biofilme 1,25 pg/mL < 0,004 pg/mL

Fonte: elaborada pela autora.

A crescente necessidade de novos medicamentos gerada por cepas
resistentes e biofilmes trouxe a tona o interesse cientifico em peptideos
antimicrobianos (AMPs). Essas moléculas bastante diversas, conhecidas por sua
atividade antimicrobiana, tem sido elucidadas quanto a diversos aspectos inclusive
seus mecanismos de acdo (RIDYARD; OVERHAGE, 2021).

Sugere-se que 0os AMPs catidnicos, como 0os MKs e Peps analisados neste
trabalho, podem agir na membrana celular de fungos e bactérias através de
interacdes eletrostaticas causando o efluxo de componentes intracelulares, levando-
0s a morte (DE SOUZA et al., 2015; GALEANE et al., 2019).

Os AMPs também podem agir em biofilmes, através de mecanismos classicos

de acdo microbicida como o descrito para os mastoparanos. No entanto, ha
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peptideos descritos na literatura capazes de inibir ou destruir biofilmes em
concentracbes abaixo de suas concentracdes inibitdrias minimas mediante
mecanismos de acao nao-classicos (BATONI et al., 2016; DOSTERT et al, 2019). H&
peptideos que apresentam mais de um mecanismo de acdo, agindo tanto na
viabilidade celular quanto na formacao de biofilmes (BATONI et al., 2016).

Um exemplo bem descrito de peptideo com acéo antibiofilme é a catelicidina
LL-37, este AMP catidnico de origem humana é capaz de inibir a formacdo de
biofilmes de bactérias como Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa. Os
mecanismos de acdo deste peptideo em biofilmes de P. aeruginosa ndo envolvem
mecanismos classicos de morte celular, em contrapartida agem diminuindo a adeséo
das células a superficie, afetando a regulacdo de genes envolvidos no Quorum
Sensing e estimulando a motilidade bacteriana mediada por pili tipo IV (DOSTERT et
al, 2019; DI SOMMA et al., 2020).

Em C. albicans, este peptideo apresenta duas acdes: antifingica e inibicdo de
adeséao. Tsai e colaboradores (2011) observaram morte celular em concentragdes =
20 pg/mL. No entanto em concentracdes sub-letais, o peptideo diminuiu a adesao
das leveduras tanto em superficie abidtica in vitro, quanto em superficies epiteliais in
vivo. Os autores sugerem que devido aos resultados, 0 mecanismo envolvido com a
perda de adesdo nao esta relacionado ao mecanismo antifingico. A interacdo entre
o LL-37 e carboidratos da parede celular fungica, em especial mananas, foi a
responsavel pela diminuicdo na adesdo. O grupo reitera a importancia do processo
de adesdo para o estabelecimento da infeccdo no hospedeiro, bem como na
formacdo de biofilmes. O H. capsulatum, embora em menor quantidade, também
possui mananas na composicdo de sua parede celular. Sabe-se ainda que estas
estruturas estdo relacionadas ao seu processo de adesdo ao hospedeiro
(GUIMARAES et al., 2011).

O peptideo sintético AS10, desenvolvido com base no peptideo LL-37 por De
Brucker e colaboradores (2014), inibiu a formacgao de biofilmes de C. albicans. Com
o intuito de descobrir se este peptideo teria influéncia no processo de adesao das
células, os pesquisadores o adicionaram aos biofilmes ap6s a fase de adesao.
Diferentemente do LL-37, o0 AS10 nao altera a capacidade de adesdo da C. albicans.
Ainda, este peptideo ndo foi capaz de erradicar biofilmes maduros, o que aponta
para a existéncia de outro mecanismo deste peptideo relacionado a formacdo dos

biofilmes para a espécie.
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Outro exemplo de peptideo com acéo antibiofilme é o AMP hibrido CAMA,
desenvolvido por Mataraci e Dosler (2012). Essa molécula formada por por¢cdes dos
peptideos cecropin A e melitina A, inibiu a formacéo de biofilme de uma cepa de S.
aureus resistente a meticilina (MRSA) (DI SOMMA et al., 2020). O peptideo catibnico
sintético IDR-1018 também inibiu a formacdo de biofime de MRSA e outras
bactérias, destruindo ainda seus biofilmes maduros (BATONI et al., 2016). O seu
efeito inibitério também foi observado em biofilmes de C. albicans por Freitas e
colaboradores (2017).

Dias e colaboradores (2020) analisaram os efeitos do NDBP-5.7, peptideo
derivado do escorpido Opisthacanthus cayaporum, em C. albicans. Para células
planctbnicas este peptideo apresentou a CIM de 35,8 pg/mL. No entanto, quando
aplicado a biofilmes néo foi observada atividade antifingica. Apesar deste resultado,
0 grupo constatou que o tratamento foi capaz de causar permeabilizacédo nas células
do biofilme fungico, além de alteracbes morfoldgicas (pequenos vacuolos
intracelulares e acumulagéo de material fibrilar na parede) ambos sem diminuigéo na
viabilidade celular. Segundo os autores, o peptideo possui carga liquida +1 e
tendéncia a formar estrutura em a-hélice. Ambas as caracteristicas sdo comuns em
peptideos que possuem a membrana celular como alvo, como 0s mastoparanos.

O peptideo AMP-17, analisado por Sun e colaboradores (2022), parece agir
em multiplos alvos do biofilme de C. albicans. Os pesquisadores constataram que 0
peptideo inibe tanto o processo de adesdo quanto a transicdo de leveduras para
hifas (caracteristica de viruléncia importante para a espécie). Além disso, o peptideo
parece influenciar na regulacdo génica do fungo. Observou-se diminuicdo na
expressdo de genes associados a adeséo e filamentagdo, bem como aumento na
expressdo de genes que regulam negativamente a producdo da matriz do biofilme.
Ademais, houve inibicdo da sintese do ergosterol, o que diminui a viabilidade fungica
tanto em células planctdnicas como em biofilmes.

Os anéalogos de mastoparanos investigados neste estudo, apresentaram em
outros trabalhos atividade contra as formas planctdnicas de Cryptococcus spp.,
Paracoccidioides spp., C. albicans, além de diversas bactérias (DE SOUZA et al.,
2015; GALEANE et al., 2019; SINGULANI et al., 2019). Um dos analogos de moricin
também foi efetivo contra células planctdénicas de C. albicans (dados néao
publicados). No entanto, sua acdo em H. capsulatum estd sendo investigada pela

primeira vez.
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Mediante a acao antifungica descrita para estes peptideos, bem como a acéao
antibiofilme demonstrada em H. capsulatum, deve-se considerar a possibilidade de
haver mais de um mecanismo de acdo para estas moléculas, inclusive a existéncia
de mecanismos nao-classicos, com acao especifica em biofilmes. Ainda, tendo em
vista as caracteristicas estruturais destes peptideos (carga liquida positiva,
hidrofobicidade, anfipacidade), mecanismos que envolvam o0s componentes de
parede ou membrana celular ndo podem ser descartados. No entanto, a interacao
pode ocorrer com diferentes componentes destes sitios, levando a alteracfes no
processo de adesdo, producdo de matriz, regulacdo génica, entre outros. Estas
interacbes podem resultar em perturbacdes na formacdo dos biofiimes sem
necessariamente ocasionar diminui¢cao na viabilidade celular.

Diferencas entre cepas também podem ter papel importante na resposta aos
AMPs. Ambas as cepas de H. capsulatum possuem caracteristicas Unicas: a ATCC
G186A tem origem humana, € pertencente ao clado Panama/H81 e ao quimiotipo Il
(presenca de a-1,3-glucana na parede celular) (FREGONEZI et al., 2020). A EH-315,
por sua vez, pertence ao clado BAC1, originaria do morcego Mormoops
megalophylla, com grande potencial para infectar macréfagos e com grande
viruléncia observada in vitro e in vivo (TEIXEIRA et al.,, 2016; PITANGUI et al.,
2021). Vite-Garin e colaboradores (2021) classificaram o clado BAC1 como grupo-
irmao do clado NAmM2, ou seja, ambos possuem um ancestral comum exclusivo,
portanto é possivel que compartilhem caracteristicas como a condi¢cao de quimiotipo
| (auséncia de de a-1,3-glucana na parede celular), apesar de tais caracteristicas
nao terem sido descritas para a cepa EH-315 (EDWARDS et al., 2011). Portanto as
diferencas entre cepas podem estar ligadas aos mecanismos de acdo dos
peptideos, levando a diferentes respostas aos compostos.

4.2.  AVALIACAO DA ATIVIDADE SINERGICA

Os valores de ICIF obtidos da analise combinatoria entre o MK58911 e o
farmaco itraconazol foram 0,53 para a cepa G186A e 0,62 para a cepa EH-315. Tais
valores classificam a interacdo dos compostos como indiferente. Apesar desta
classificagdo, observou-se na combinacédo entre os compostos a queda da CIM do
itraconazol de 0,002 pg/mL para 0,001 pg/mL. Para o MK58911, constatou-se
atividade antifungica desde a concentracdo de 500 pg/mL até a concentracdo de
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15,6 pg/mL para a cepa G186A e até 62,5 pg/mL para a cepa EH-315 (Tabela 4).
Estes resultados demonstram que embora ndo possa ser considerado o sinergismo,

também nao é possivel considerar que ha total auséncia de efeito combinado.
Tabela 4. Valores de CIM, CIM combinada e ICIF para as cepas G186A e EH-315.

CIM CIM combinada ICIF
MK58911 ltraconazol MK58911 Itraconazol

G186A > 500 pg/mL 0,002 pg/mL 15,6 pg/mL 0,001 pg/mL 0,53

EH-315 > 500 pg/mL 0,002 pg/mL 62,5 pug/mL 0,001 pg/mL 0,62

Fonte: elaborada pela autora.

Odds (2003) pondera sobre a baixa reprodutibilidade do ensaio do tabuleiro,
afirmando que a variagdo em um Unico ponto coloca a CIM em uma faixa de trés
diluicdes (z 1 diluicdo, uma diluicdo acima ou abaixo). Por esta razdo ndo é possivel
interpretar os resultados em escala completamente precisa, tendo em vista que
essas variacfes podem levar a valores de ICIF diferentes. Interacdes consideradas
aditivas (0,5 < ICIF < 1,0) podem ser consideradas positivas quando, por conta do
erro experimental, sdo na verdade indiferentes ou nao existentes.

No entanto, muitos autores ainda optam por uma classificacdo mais
abrangente dos valores de ICIF, considerando a combinacéo sinérgica quando ICIF
< 0,5; aditiva ou parcialmente sinérgica quando 0,5 < ICIF < 1,0; indiferente quando
1,0 < ICIF < 4,0 e antagonista quando ICIF > 4,0 (ZUSMAN et al., 2013; GOMARA;
RAMON-GARCIA, 2019).

Meletiadis e colaboradores (2010) questionam em seu estudo a classificagao
defendida por Odds. O grupo afirma que a variacdo verdadeira dos valores de ICIF
em ensaios de tabuleiro foi pouco estudada, além disso a grande maioria dos
valores encontrados por outros autores varia entre 0,5 e 4, o que levanta questbes
sobre a validade do conceito.

Os autores realizaram combinacdes sabidamente aditivas utilizando farmacos
iguais (i.e. anfotericina + anfotericina ou voriconazol + voriconazol) e a combinagéo

antagbnica de anfotericina + voriconazol, todas frente ao Aspergillus fumigatus.
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Deste modo, observaram que os valores para as combinacdes aditivas variaram de
0,52 a 2,31, enquanto para a combinacdo antagbnica, os valores foram em sua
maioria maiores que 2,0, mas raramente maiores que 4,0. Ainda em seu estudo
combinatério observaram que a faixa considerada aditiva (com combinagfes do
mesmo farmaco), com valores de 0,5 a 2,0 possuia maior simetria do que a faixa
recomendada de 0,5 a 4,0. A faixa de 0,5 a 4 € mais ampla tendendo para o
antagonismo do que para sinergia, pois contém duas fileiras de pogos que tendem
para antagonismo (até 2 diluicbes acima da CIM) e uma fileira de pocos que tendem
para sinergia (até 1 diluicdo abaixo da CIM). Ja a faixa de 0,5 a 2 é simétrica porque
inclui concentracées uma diluicdo acima e abaixo do MIC. Ao utilizar o método de
Monte Carlo o grupo constatou que as combinacdes de drogas iguais foram
corretamente identificadas como aditivas em mais de 88% das vezes. O grupo ainda
conclui que o método do tabuleiro € na verdade bastante reprodutivel, com faixas
estreitas de ICIFs, que raramente variam de valores sinérgicos a valores
antagonicos (MELETIADIS et al., 2010).

Portanto, considerando a existéncia de interagfes sinérgicas leves em um
contexto de analise menos conservador e ainda mais, que os valores encontrados
neste trabalho (0,53 e 0,62) estdo muito mais préximos de 0,5 do que de 1,0, pode-
se inferir que ha atividade aditiva dos compostos MK58911 e itraconazol frente ao H.

capsulatum.

4.3. TOXICIDADE EM MODELOS CELULARES

O H. capsulatum inicia a infeccdo no hospedeiro através da via pulmonar
podendo disseminar-se por meio do sistema mononuclear fagocitario. No entanto, as
células mais abundantes nos alvéolos sdo os pneumdcitos, os quais tém papel
fundamental na patogenia da doenca. O fungo é capaz de aderir a suas superficies,
infecta-los e ainda provocar a liberagdo de citocinas inflamatérias por eles
(PITANGUI et al.,2012; MAZA; SUZUKI, 2016). Deste modo, a linhagem A549
coloca-se como importante representante deste grupo de células no estudo
toxicolégico do MK58911.

Os valores médios de absorbéancia, bem como o desvio padrdo dos grupos

relativos ao ensaio de toxicidade em modelos celulares estéo ilustrados na Figura 2.
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Figura 2. Valores médios de absorbancia relativos a toxicidade nos modelos celulares
monocamada (A) e esferdide (B) expostos ao peptideo MK58911. * p < 0,05 comparado ao
aruno controle. ** p < 0.01 comparado ao arupo controle.
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Fonte: elaborada pela autora.

Nos ensaios de citotoxicidade em monocamada observou-se diminuicdo na
viabilidade celular na concentracdo de 500 pg/mL com 96,1% (p < 0,01) e na
concentracdo de 250 pg/mL com 42,0% (p < 0,05) de inibicdo. No modelo esferdéide,
a diminuicdo na viabilidade celular foi menor, apenas 50,0% (p < 0,05) na
concentracdo 500 pg/mL. Os valores de IC50 calculados foram de 292 ug/mL para a

monocamada e 500 pug/mL para os esferdides (Tabela 5).

Tabela 5. Valores de inibicdo da viabilidade metabdlica e IC50 para a linhagem A549 nos
modelos monocamada e esferdide apés tratamento com o peptideo MK58911.

Modelo Inibicdo da viabilidade metabdlica (%) IC50
500 pg/mL 250 pg/mL
Monocamada 96,1% 42,0% 292 pg/mL
Esferdide 50,0% - 500 pg/mL

Fonte: elaborada pela autora.
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O peptideo MK58911 foi analisado em trabalhos anteriores quanto a
toxicidade em diferentes tipos celulares demostrando baixa toxicidade em modelo
monocamada. Nas linhagens de fibroblastos pulmonares MRC-5 e glioblastoma
U87, o peptideo ndo apresentou toxicidade nas concentracdes testadas, exibindo
valores de IC50 > 500 pg/mL (SINGULANI et al., 2019; SINGULANI et al., 2021).
Para o modelo celular de queratinécitos HaCat, a alteracdo de viabilidade causada
pelo peptideo foi bastante similar aos resultados encontrados neste trabalho,
demonstrando alta citotoxicidade em 500 pg/mL e 20% de inibicdo em 250 pg/mL
(GALEANE et al., 2019).

Neste trabalho a toxicidade do MK58911 foi analisada pela primeira vez no
modelo celular de esferdides. Observou-se menor toxicidade neste modelo em
comparacao a monocamada. A sensibilidade diminuida de modelos 3D pode ocorrer
devido a reducdo do acesso a compostos no meio, alteracdes celulares devido a
hipéxia ou mudancas no ciclo celular (KAPALCZYNSKA et al., 2018). Tabtimmai e
colaboradores observaram o mesmo tipo de resposta ao analisarem o efeito do
peptideo catidnico Cn-AMP1 em monocamada e esferéides da linhagem celular
A549. Na cultura 2D, o peptideo causou a diminuicdo dose-dependente da
viabilidade celular, enquanto nos esferdides ndo houve alteracdo. Os autores
atribuem esta diferenca a uma expressdo aumentada de juncdes de oclusdo em
esferdides de A549 em relacdo a sua cultura em monocamada. Tal aumento na
expressdo de proteinas como a ocludina, reduziria a difusdo do peptideo em
guestao, impedindo a citotoxicidade. Maruhashi e colaboradores (2018) e Akizuki e
colaboradores (2018) observaram que culturas de esferéides knockdown para as
juncdes claudina-1 e claudina-2, apresentaram maior sensibilidade a doxorrubicina.
O que indica que as juncdes de oclusao podem estar relacionadas com o aumento

da resisténcia quimica dos esferéides de A549.

4.4. TOXICIDADE EM LARVAS DE Tenebrio molitor

Nos ensaios de toxicidade em modelo T. molitor, ndo foi observada diferenca
estatistica significativa entre as curvas de sobrevivéncia das larvas expostas ao
peptideo MK58911 e o grupo controle. O peptideo ndo foi capaz de causar
diminuicdo na sobrevivéncia das larvas (Figura 3) ou melanizacdo nas mesmas
(Figura 4).
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Figura 3. Curvas de sobrevivéncia das larvas de T. molitor expostas ao
peptideo MK58911.
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Fonte: elaborada pela autora.

Figura 4. Fotografia das larvas de T. molitor expostas ao peptideo MK58911
em 0 horas (A) e 120 horas (B) ap6s exposicao.

Fonte: elaborada pela autora.

Em estudo anterior, nosso grupo analisou a toxicidade deste peptideo em

larvas de Galleria mellonella. Este modelo alternativo invertebrado é bastante
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semelhante ao T. molitor. Em ambos se observa a presenca de sistema imunitario
humoral e celular, analogo ao sistema imunoldgico inato de vertebrados, composto
por células fagociticas (hemacitos), produgdo de melanina e AMPs préprios (TSAI et
al., 2015; VIGNERON et al.,, 2019). Similarmente, o MK58911 ndo alterou a
sobrevivéncia ou melanizagao das larvas de G. mellonella.

No entanto, a exposicao das larvas ao peptideo MK58911 causou diminuicédo
na formagéo de pupas. A concentracdo de 100 mg/Kg (equivalente a 1250 pg/mL)
apresentou apenas 41,7% (p < 0,05) de conversdo em 120 horas comparado a 73,9
% de conversdo no grupo controle (Figura 5). A formacdo de pupas no modelo T.
molitor indica prosseguimento do ciclo de vida saudavel do animal, podendo ser
impedido ou atrasado em larvas expostas a condicdes ndo favoraveis ou a
xenobioticos (WEAVER; MCFARLANE, 1990; CESPEDES et al., 2005). Contudo, é
importante ressaltar que esta concentracdo é extremamente alta, ultrapassando a

maior concentracdo utilizada para os ensaios de sensibilidade fangica (500 pg/mL).

Figura 5. Porcentagem de formacdo de pupas em 120 horas apés
exposicdo ao peptideo MK58911. * p < 0,05 comparado ao grupo
controle.
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Fonte: elaborada pela autora.

4.5. EMBRIOTOXICIDADE EM Danio rerio

A embriotoxicidade neste modelo foi previamente testada com o peptideo
MK58911 em trabalho anterior do grupo. Nesta ocasido, definiu-se o valor de LC50
(concentragéo letal 50%) do mesmo em 13,02 pg/mL (GALEANE et al., 2019). No
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presente trabalho propds-se uma abordagem mais abrangente deste ensaio. Nesta
proposta a observacao se estendeu até 96 hpf e parametros ausentes na diretiva n°
236 da OECD - FET TEST foram adicionados. Além disso, foram utilizadas
concentragdes em torno da LC50 publicada, com o intuito de determinar indicios de
teratogenicidade especificos em concentracdes sub-letais.

Quanto a sobrevivéncia dos embrides, observou-se diferenca estatistica em
todos os grupos com relagdo ao controle. O que indica que a viabilidade deles foi
afetada em todos 0s grupos, mostrando-se diretamente proporcional a concentracao
de peptideo utilizada. A porcentagem de sobrevivéncia em 96 hpf variou de 0% para
a concentracao de 62,5 pg/mL a 91,0% para a concentracdo de 3,9 pg/mL (Figura

6), o valor de LC50 encontrado foi de 6,9 pg/mL.

Figura 6. Curvas de sobrevivéncia dos embries de Danio rerio expostos ao
peptideo MK58911.
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Fonte: elaborada pela autora.

Definiu-se a incidéncia de malformacfes considerando os embribes vivos.
N&o houve diferenca estatistica entre os grupos nos parametros de malformacao
cujas observacbes foram qualitativas, ou seja, parametros determinados como
‘presente” ou “ausente” (Tabela 6), assim como para o parédmetro quantitativo
comprimento da cauda. No entanto, foram encontradas diferencas significantes na

quantificacdo dos parametros movimentacao espontanea e frequéncia cardiaca.



Tabela 6. Parametros de analise e seus resultados em embrides e larvas jovens de Danio

rerio.
Parametros Leitura Resultado
Coagulacao de embrides Qualitativo Indiferente
Batimento cardiaco Qualitativo Indiferente
Separacao da cauda Qualitativo Indiferente
Atraso no desenvolvimento Qualitativo Indiferente
Presenca de otolitos Qualitativo Indiferente
Pigmentacéo Qualitativo Indiferente
Circulacdo sanguinea caudal Qualitativo Indiferente
Nadadeiras peitorais Qualitativo Indiferente
Resposta ao toque Qualitativo Indiferente
Mé formacao da notocorda Qualitativo Indiferente
Protruséo da boca Qualitativo Indiferente
Eclosdo dos embrides Qualitativo Indiferente
Somitos Qualitativo Indiferente
Edema do pericardio Qualitativo Indiferente
Edema do saco vitelinico Qualitativo Indiferente
Olhos Qualitativo Indiferente
Curvatura da cauda Qualitativo Indiferente
Movimentacg&o espontanea Quantitativo Significante
Frequéncia cardiaca Quantitativo Significante
Comprimento da cauda Quantitativo Indiferente

Fonte: elaborada pela autora.

A tabela de contingéncia abaixo (Tabela 7) resume as frequéncias e
percentuais de movimentos espontaneos observados nos embriées com 24 hpf. Em
relacdo a este parametro, observou-se diferencga estatistica entre o grupo controle e
grupos com concentragdes de exposicdo de 15,6 pg/mL (p < 0,05) e 7,8 pg/mL (p <
0,05) (Figura 7). O que indica possivel influéncia do peptideo no desenvolvimento

inicial muscular e motoneuronal nos somitos.
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Tabela 7. Tabela de contingéncia contendo as porcentagens (A) e o niumero de embrides
(B) referentes as contagens de movimentos espontaneos (0 movimentos, 1 movimento, 2
movimentos ou 3 movimentos) observados em 20s para o0 grupo controle e grupos expostos
ao MK58911.

A Numero de movimentos espontaneos em 20s
Grupos de embrides 0 1 2 3
Controle 24,6 % 49,1 % 22,8 % 3,5%
15,6 pg/mL 80,0 % 20,0 % 0,0 % 0,0 %
7,8 ug/mL 88,9 % 11,1 % 0,0 % 0,0 %
3,9 pg/mL 24,4 % 48,9 % 24,4 % 2,2 %
B Numero de movimentos espontaneos em 20s
Grupos de embrides 0 1 2 3
Controle 14 28 13 2
15,6 pg/mL 4 1 0
7,8 ug/mL 8 1 0
3,9 pug/mL 11 22 11 1

Fonte: elaborada pela autora.

Figura 7. Frequéncia de movimentos espontaneos dos embrides expostos
ao peptideo MK58911 em 24 hpf.
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A frequéncia cardiaca quantificada em 48 hpf foi alterada em todos os grupos
contendo embrides vivos. A média de batimentos cardiacos em 10 segundos para o
grupo controle foi de 20,1 e nos grupos teste de 17,0 (p < 0,05); 18,0 (p < 0,05) e
18,1 (p < 0,01) para as concentracdes de 15,6 pg/mL, 7,8 pg/mL e 3,9 pg/mL,
respectivamente (Figura 8). Indicando possivel interferéncia do peptideo na funcao

ou estrutura do tecido cardiaco.

Figura 8. Médias de batimentos cardiacos nos
embribes expostos ao peptideo MK58911 em 48
hpf. * p < 0,05, ** p < 0,01.
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Fonte: elaborada pela autora.

Diversas moléculas descritas em literatura sdo capazes de diminuir a
frequéncia de batimentos no modelo, apresentando efeito cardiotoxico. O farmaco
propranolol, utilizado como anti-hipertensivo, também reduz a frequéncia cardiaca
em embrides de Danio rerio, possivelmente através do mesmo mecanismo de acdo
apresentado em humanos, o bloqueio de receptores beta-adrenérgicos (FRAYSSE
et al., 2006). Farmacos causadores do prolongamento do intervalo QT em humanos,
como amiodarona e tamoxifeno, também podem causar diminuicio em sua
frequéncia cardiaca, neste caso através da inibicdo de canais de potassio cardiacos
(BURNS et al., 2005).
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4.6. CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE

A cromatografia de afinidade foi realizada como uma tentativa inicial de isolar
proteinas do H. capsulatum que possam ter afinidade ao MK58911. Quando
identificadas, essas proteinas poderiam ajudar a esclarecer como este peptideo se
relaciona com as células do fungo, e consequentemente se ha mecanismos
adicionais que expliguem a diminuicdo de biomassa no H. capsulatum.

Com o intuito de acompanhar os processos de acoplamento do peptideo a
resina, bem como a corrida cromatografica do extrato proteico de H. capsulatum
aliquotas foram coletadas em diversas etapas da cromatografia e analisadas através
de leitura espectrofotométrica em 280nm e CLAE.

Inicialmente, realizou-se o processo de acoplamento do peptideo a resina da
coluna, do qual foram coletadas duas aliquotas: solucao de peptideo em tampao de
acoplamento antes da aplicacdo na coluna (PO) e apés a aplicacao eluido da coluna
(P1). As médias das leituras espectrofotométricas foram as seguintes: para PO 3,26
mg/mL e P1 0,05 mg/mL (Figura 9), indicando que 98,5% do total de peptideo

aplicado a resina permaneceu na coluna apos as lavagens.

Figura 9. Médias das dosagens
espectrofotométricas do peptideo
MK58911 durante acoplamento a resina.
Absorbancia em UV a 280nm.
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Fonte: elaborada pela autora.

No cromatograma obtido apds corrida em CLAE das aliquotas PO e P1

(Figura 10) observa-se o pico referente ao peptideo apenas na aliquota PO, o que
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corrobora as leituras espectrofotométricas encontradas, indicando que o

acoplamento do peptideo a coluna foi bem-sucedido.

Figura 10. Cromatograma das fractes PO e P1.

Fonte: elaborada pela autora.

Durante a corrida cromatogréafica do extrato proteico foram coletadas quatro
aliquotas: solucdo de extrato proteico em SDS 8M antes da corrida (Prot 0), solucéo
eluida da coluna ap6s passagem do extrato proteico (Prot 1), solucdo eluida da
coluna apés passagem do tampao de lavagem (Prot 2) e solucdo eluida apos
passagem do tampéo glicina (Gli). As médias das leituras espectrofotométricas
foram as seguintes: Prot 0 com 5,2 mg/mL; Prot 1 coluna controle com 5,01 mg/mL;
Prot 1 coluna teste com 8,40 mg/mL; Prot 2 coluna controle com 0,02 mg/mL; Prot 2
coluna teste com 0,03 mg/mL; Gli coluna controle com 0,01 mg/mL e Gli coluna teste
com 0,03 mg/mL (Figura 11).

A partir das leituras conclui-se que como esperado a maior parte das
proteinas nao ficou retida na coluna, uma vez que a corrida foi realizada com um
grande pool de proteinas das quais poucas apresentariam afinidade ao peptideo
MK58911. Observa-se ainda que ap0s a eluicdo com glicina, uma pequena

guantidade de proteinas é recuperada da coluna.



Figura 11. Médias das dosagens espectrofotométricas da corrida cromatogréfica.

*ctr: coluna controle, *teste: coluna com peptideo acoplado.
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Figura 12. Gel de SDS-PAGE contendo as aliquotas da corrida cromatografica. Coloracédo

por coomasie (A) e prata (B).

Fonte: elaborada pela autora.

Apos eluicdo, as fragbes proteicas recuperadas foram analisadas através de

SDS-PAGE. Considerando o gel na Figura 12, observa-se inicialmente a auséncia
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de bandas referentes as aliquotas de eluicdo (Gli), possivelmente devido a baixa
guantidade de proteinas recuperadas nesta fase da corrida cromatografica, no
entanto nas aliquotas recuperadas ap0s passagem do tampédo de lavagem pela
coluna (Prot 2) observa-se duas bandas ausentes na coluna controle e presentes na
coluna teste o que pode indicar que o tampado de lavagem foi capaz de extrair

proteinas anteriormente ligadas ao peptideo acoplado a resina.

5. CONCLUSAO

Os cinco peptideos analisados (MK5789, MK58911, MK4589, PepMl e
PepM2) ndo foram capazes de alterar a viabilidade metabdlica do H. capsulatum em
nenhuma das formas cultivadas (planctonico ou biofilme) quando utilizados
isoladamente. No entanto o peptideo MK58911 quando associado ao farmaco
itraconazol, apresentou atividade aditiva com o farmaco frente ao biofilme do fungo.

Quanto a quantificacdo biomassa em biofilmes, o0 MK58911 apresentou a
melhor performance entre os peptideos analisados. Inibiu a formacdo do biofilme
sem alterar sua viabilidade celular, o que indica que o efeito inibitério ocorre na
formacdo da matriz extracelular do biofilme. Esta acdo antibiofilme é valiosa e deve
ser investigada com relacdo a biofilmes de outros fungos, para os quais a acéo
antifangica deste peptideo em formas plancténicas foi determinada.

Os ensaios toxicologicos demonstraram que o0 peptideo MK58911 é
teratogénico e embriotéxico em modelo D. rerio. No entanto nos modelos celulares a
toxicidade ocorreu apenas nas concentracfes mais altas de peptideo. Ainda a
alteracdo na viabilidade das células foi dependente do modelo, com menor
toxicidade relacionada ao modelo esferdide. Em T. molitor, o MK58911 n&o
apresentou toxicidade, apenas dificultou a formacdo de pupas quando em alta
concentracdo. Os resultados toxicologicos demonstram que apesar da provavel
impossibilidade do uso em gestantes, ha potencial para a utilizagdo futura deste
peptideo como farmaco para outras populagoes.

A realizagéo da cromatografia de afinidade inicialmente permitiu determinar os
parametros experimentais mais adequados para a andlise, a qual futuramente deve
ser realizada novamente e complementada com outros ensaios. O objetivo deste
experimento foi isolar proteinas do H. capsulatum que poderiam ter afinidade ao
MK58911. Deste modo, mesmo utilizando apenas a forma planctonica do H.
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capsulatum, foi possivel observar a existéncia de duas bandas diferenciais no SDS-
PAGE relativas a interacdo entre o extrato proteico e o MK58911. Tal resultado
indica que ha interacbes entre as proteinas fungicas e o peptideo, o que poderia
sugerir a existéncia de mecanismos de acao que expliqguem a diminuicdo na
formacéo do biofilme sem a alteracéo de viabilidade metabdlica observada para o H.

capsulatum tratado com o MK58911.
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