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RESUMO 

A histoplasmose é uma doença que afeta gravemente populações 

imunossuprimidas, cujo tratamento apresenta opções farmacológicas limitadas com 

efeitos adversos consideráveis. O seu agente etiológico, Histoplasma capsulatum, 

distribui-se globalmente e de forma endêmica pelo território brasileiro. Ademais este 

fungo possui a habilidade de formar biofilmes, estruturas que intensificam a 

gravidade das infecções causadas por ele. No presente trabalho, cinco peptídeos 

antimicrobianos foram testados frente ao fungo. Três derivados de mastoparano e 

dois derivados de moricin C3 foram testados contra as formas planctônica e de 

biofilme das cepas G186A e EH-315 de H. capsulatum. O peptídeo MK58911, 

apresentou a melhor performance, causando a inibição da biomassa dos biofilmes 

em ambas as cepas de H. capsulatum. Observou-se 33,8% de inibição com 31,2 

µg/mL para a cepa G186A e 32,9% com 125 µg/mL para a cepa EH-315. Quanto a 

viabilidade metabólica nenhum dos peptídeos testados, incluindo o MK58911, foi 

capaz de afetá-la em nenhuma das formas fúngicas. A análise da atividade sinérgica 

entre o MK58911 e o itraconazol frente ao biofilme revelou a existência 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 µg/mL 

para a monocamada e 500 µg/mL para os esferóides. Em modelo alternativo 

Tenebrio molitor não foi observada toxicidade em nenhuma das doses analisadas 

(10, 50 e 100 mg/Kg). No entanto, o mesmo peptídeo mostrou-se embriotóxico e 

teratogênico em modelo Danio rerio, para o qual encontrou-se um valor de LC50 de 

6,9 µg/mL. Ademais observou-se diminuição na movimentação espontânea (em 15,6 

e 7,8 µg/mL) e na frequência cardíaca (em 15,6; 7,8 e 3,9 µg/mL) dos embriões. 

Finalmente, realizou-se a cromatografia de afinidade com extrato proteico total de H. 

capsulatum em coluna acoplada com o peptídeo MK58911. Nas alíquotas eluidas 

analisadas por SDS-PAGE, observou-se duas bandas diferenciais possivelmente 

relacionadas a interação entre proteínas do extrato e o peptídeo MK58911, podendo 

ser estas, indicativos para a explicação dos mecanismos exercidos por este 

peptídeo. 

PALAVRAS-CHAVE: Histoplasma, peptídeo, 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 µg/mL for the G186A 

strain and 32.9% with 125 µg/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 µg/mL for 

monolayer and 500 µg/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 µg/mL. Additionally, there was a 

decrease in spontaneous movement (in 15.6 and 7.8 µg/mL) and in heart rate (in 

15.6; 7. 8 and 3.9 µg/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. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Histoplasma capsulatum E A HISTOPLASMOSE 

 As infecções fúngicas invasivas adquiriram crescente importância no contexto 

da saúde pública na última década. São doenças de difícil diagnóstico e tratamento 

e, muitas vezes, possuem altos níveis de morbidade e mortalidade (BENEDICT et 

al., 2017; KAINZ et al., 2020). O aumento na incidência destas doenças se deve a 

diversos fatores. Em especial, ao crescimento de populações imunossuprimidas, 

sendo de grande importância aquela acometida pelo vírus da imunodeficiência 

humana (HIV). A histoplasmose, causada pelo fungo do gênero Histoplasma, 

pertence a este grupo de doenças (TIRADO-SÁNCHEZ et al., 2020). 

 A histoplasmose é distribuída mundialmente, no entanto, o continente 

americano se destaca pela prevalência da doença. Nos Estados Unidos, a 

histoplasmose é mais comum nas regiões central e leste do país em especial nos 

vales dos rios Mississippi e Ohio, onde a micose é endêmica (BENEDICT et al., 

2021). As maiores taxas de histoplasmose na América do Sul são relatadas nas 

regiões central e leste do continente, incluindo Brasil. No geral, a carga de 

histoplasmose na nestas regiões provavelmente é subestimada devido à 

subnotificação e capacidade de diagnóstico limitada (GÓMEZ, 2011; ALMEIDA et 

al., 2019). Recentemente a OMS (Organização Mundial da Saúde), a partir do 

método de análise de decisão multicritério (MDCA), desenvolveu uma lista 

atualizada de 19 patógenos fúngicos de maior importância na saúde pública global. 

O Histoplasma capsulatum figura no grupo de alta prioridade demonstrando a 

importância deste patógeno na saúde humana (WHO, 2022).   

O Brasil é considerado endêmico para a histoplasmose, em especial nas 

regiões nordeste, centro-oeste, sudeste e sul. A doença no país tem importante 

relação com indivíduos acometidos pela síndrome da imunodeficiência adquirida 

(AIDS) (ALMEIDA et al., 2019; FALCI et al., 2019). No estudo coorte de Falci e 

colaboradores (2019) envolvendo onze hospitais terciários brasileiros, observou-se 

que 21,6% dos pacientes com HIV/AIDS foram diagnosticados com histoplasmose. 

Ainda, para fins de vigilância epidemiológica da AIDS, o Ministério da Saúde 

considera a histoplasmose disseminada como uma das doenças indicativas da 

síndrome, o que denota a importância desta coinfecção. Entretanto a precisa 

determinação da incidência desta micose no país ainda é falha (ALMEIDA et al., 
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2019). Não há notificação compulsória para a histoplasmose em território nacional, 

exceto em dois Estados: Goiás e Rio de Janeiro. Em Goiás a exigência data de 2013 

e no Rio de Janeiro, de 2021. No segundo os casos são notificados semanalmente e 

em ambos o registro é realizado através do Sistema de Informação de Agravos de 

Notificação (Sinan) (GOIÁS, 2013; RIO DE JANEIRO, 2021).  

O diagnóstico da doença é desafiador o que dificulta ainda mais a obtenção 

de informações epidemiológicas, além de aumentar a mortalidade relacionada a 

doença por seu caráter tardio (RAMOS et al., 2018; ALMEIDA et al., 2019). A 

confirmação do diagnóstico da histoplasmose ocorre através do isolamento e 

identificação do fungo em cultura a partir de amostras do paciente. No entanto, esta 

confirmação 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 crônica da doença (AZAR et al., 2020; BRASIL, 

2022). Conjuntamente podem ser realizadas análises histopatológicas e sorológicas. 

A histopatologia a partir de amostras biológicas contempla a identificação de células 

leveduriformes do fungo presentes em macrófagos parasitados por elas. Contudo 

esta metodologia apresenta baixa sensibilidade (10% para a forma pulmonar aguda, 

40% para a pulmonar crônica 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 detecção indireta da doença, todavia também possui deficiências. 

Os testes de detecção de anticorpos não apresentam sensibilidade suficiente em 

pacientes imunocomprometidos (em torno de 50%), por esse motivo os testes de 

detecção de antígenos tendem a ser mais eficazes. Em ambos, no entanto podem 

ocorrer reações cruzadas com outros fungos ou doenças (BRASIL, 2022). Alguns 

exames inespecíficos ainda podem auxiliar no diagnóstico indireto, como 

hemograma completo com contagem de plaquetas, velocidade de 

hemossedimentação, proteinograma, provas bioquímicas hepáticas, avaliação renal 

e avaliação radiológica do tórax (WHEAT et al., 2016; BRASIL, 2022). 

H. capsulatum é o agente causador da histoplasmose no continente 

americano. Trata-se de um fungo saprófito dimórfico que, quando em fase miceliar, 

pode ser encontrado no solo rico em nitrogênio e na presença de excretas de 

morcegos e pássaros. Quando presente em um organismo hospedeiro, a fase 

leveduriforme se manifesta (DEEPE, 2018; VALDEZ et al., 2022). A classificação 
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clássica divide a espécie em três variedades H. capsulatum var. capsulatum, 

distribuída globalmente; H. capsulatum var. duboisii, encontrada na África e H. 

capsulatum var. farciminosum, responsável pela infecção em cavalos (TAYLOR et al, 

2022). Estudos recentes demonstraram haver diferenças genéticas significativas 

entre grupos pertencentes à variedade capsulatum, culminando na proposição de ao 

menos 14 novos grupos filogenéticos e quatro linhagens solitárias (TAYLOR et al, 

2022).  

A fase leveduriforme do fungo se apresenta como células de levedura 

pequenas, de 2 a 4 micrômetros de diâmetro, redondas a ovais. Quando em tecidos 

infectados podem ser encontradas comumente dentro de macrófagos, mas também 

podem se localizar fora destes. Além disso podem apresentar um halo cristalino no 

seu entorno semelhante a uma cápsula, embora não sejam encapsulados. 

Macroscopicamente, as colônias desta fase são amareladas, brilhantes e rugosas. 

(KAUFFMAN, 2007; AZAR; HAGE, 2017). 

A fase filamentosa por sua vez é composta por hifas septadas hialinas com 

microconídios pequenos (2 a 4 micrômetros de diâmetro), redondos e lisos e 

macroconídios redondos (8 a 15 micrômetros de diâmetro) com paredes grossas e 

protuberâncias semelhantes a espinhos. As colônias possuem aspecto algodonoso e 

coloração branca (KAUFFMAN, 2007; AZAR; HAGE, 2017). 

A histoplasmose resulta da inalação dos microconídios e fragmentos de hifas 

produzidos durante a fase miceliar (GARFOOT et al., 2016; RAY; RAPPLEYE, 

2019). O diminuto tamanho destas partículas permite seu acesso ao trato 

respiratório inferior no qual a elevação de temperatura induz a conversão do fungo 

para a fase leveduriforme bem como a expressão de fatores de virulência. As 

leveduras são capazes de infectar fagócitos, incluindo células dendríticas, linfócitos 

polimorfonucleares e principalmente macrófagos alveolares (GARFOOT et al., 2016; 

RAY; RAPPLEYE, 2019; VALDEZ et al., 2022). Células dendríticas, neutrófilos e 

células natural killer são capazes de exterminá-las, macrófagos, no entanto são 

colonizados por elas. Após a indução da fagocitose, o fungo sobrevive em seu 

vacúolo fagocítico impedindo a acidificação e fusão lisossomal, além de neutralizar 

espécies reativas de oxigênio e nitrogênio (VALDEZ et al., 2022). Os macrófagos 

entram em apoptose e com isso o sistema imunológico adaptativo é ativado: a 

resposta defensiva do tipo Th1 produzirá IL-12, IFN-γ e TNF-α levando ao extermínio 

do fungo (VALDEZ et al., 2022). A formação de granulomas é bastante comum na 
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histoplasmose o que pode levar a reativação da doença caso ocorra 

enfraquecimento do sistema imunológico (MITTAL et al., 2018; VALDEZ et al., 

2022). Em indivíduos imunodeprimidos, esta falha na ativação do sistema 

imunológico adaptativo leva a disseminação hematogênica da doença. (GARFOOT 

et al., 2016; MCKINSEY, 2021).  

Além do dimorfismo, o H. capsulatum possui outros fatores de virulência que 

o auxiliam na execução e manutenção da infecção no hospedeiro. A α-(1,3)-glucana 

é um exemplo presente em algumas cepas do fungo. O polissacarídeo normalmente 

encontrado em paredes celulares fúngicas é a β-(1,3)-glucana. Estas moléculas são 

reconhecidas prontamente por fagócitos através do receptor Dectina-1. Este 

reconhecimento leva a fagocitose e a produção de citocinas inflamatórias como o 

TNFα. A α-(1,3)-glucana é um polissacarídeo que quando produzido encontra-se na 

parte mais superficial da parede das células na fase leveduriforme. Estas moléculas 

impedem o reconhecimento da β-(1,3)-glucana pelos receptores Dectina-1. Devido 

ao posicionamento mais externo na parede, α-(1,3)-glucana encobre a β-(1,3)-

glucana. o que evita a detecção do fungo pelos fagócitos (RAPPLEYE et al., 2007; 

BEYHAN; SIL, 2019; VALDEZ et al., 2022). 

As proteínas de choque térmico (heat shock proteins – HSPs) são comuns em 

diversos organismos, além de evolutivamente conservadas. Nas células fúngicas 

são responsáveis pela manutenção de diversas funções celulares, como a promoção 

do dobramento de proteínas, transporte e degradação destas, entre outros. A 

HSP60 é um exemplo desta classe presente no H. capsulatum. Neste fungo, além 

de suas funções intracelulares a HSP60 desempenha importante papel na infecção. 

Expressa na parede celular do H. capsulatum, esta molécula promove a fagocitose 

interagindo com o receptor CR3 (CD11b/CD18) de macrófagos sem a sua completa 

ativação, o que impede a produção de espécies reativas de oxigênio. Essa interação 

permite que o fungo sobreviva e se multiplique dentro dos fagócitos (GUIMARÃES et 

al., 2011; FREGONEZI et al., 2021). 

A micose possui diferentes apresentações clínicas dependentes de fatores 

como as condições do sistema imunológico do hospedeiro, carga fúngica inalada, 

faixa etária e virulência da cepa (MITTAL et al., 2018; BATISTA et al., 2021). A 

doença pulmonar isolada surge nas formas aguda ou crônica, as quais podem ser 

erroneamente diagnosticadas como pneumonia ou tuberculose devido à 

sintomatologia comum e exames radiológicos inespecíficos (AZAR et al., 2021). Na 
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forma aguda, são comuns sintomas como tosse, mal-estar, febre e calafrios, 

prolongando-se por até duas semanas (TOBÓN; GOMEZ, 2021). Diferentemente, a 

forma crônica progride durante meses ou anos, afetando fumantes crônicos e 

pacientes com alterações pulmonares prévias como enfisema. O paciente apresenta 

constante declínio na capacidade respiratória, acompanhado de tosse produtiva, 

febre, perda de peso e suores noturnos (AZAR et al., 2017; TOBÓN; GOMEZ, 2021). 

A disseminação da doença ocorre pela via hematogênica do paciente o qual 

apresenta sintomas como febre, fadiga e perda de peso. Inúmeros tecidos podem 

ser atingidos especialmente fígado, baço, trato gastrointestinal e medula óssea 

(AZAR et al., 2021). 

 O arsenal antifúngico para o tratamento da histoplasmose é restrito, composto 

apenas por anfotericina B e azóis. Largamente utilizada no tratamento de infecções 

fúngicas sistêmicas, a administração 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 ação consiste 

na formação de poros na membrana plasmática de fungos por ligação ao ergosterol. 

Em células mamíferas a anfotericina B interage, ainda que em menor escala, com o 

colesterol de membrana. Esta interação por si mesma é responsável pela toxicidade 

apresentada em tecidos como o renal, cardíaco e em células sanguíneas. Ademais o 

fármaco induz a vasoconstrição direta de arteríolas aferentes renais, o que aumenta 

a nefrotoxicidade, e produz desequilíbrio eletrolítico (CAVASSIN et al., 2021; 

STEWART; PATERSON, 2021). Ainda podem ser observados efeitos adversos 

agudos relacionados à infusão como calafrios, vômitos e febre, em especial para a 

formulação com desoxicolato. Estes efeitos devem ser prevenidos com tratamento 

pré-medicação envolvendo anti-histamínicos, analgésicos e corticosteroides 

(CAVASSIN et al., 2021).  

A formulação mais antiga e com maior toxicidade é a composta por 

desoxicolato de sódio.  Versões mais recentes do medicamento, compostas por 

carreadores lipídicos, apresentam menor toxicidade, no entanto maior valor. Falci e 

Pasqualotto (2015) relataram a grande disparidade no custo de aquisição destas 

formulações no Brasil em 2015: 50mg de anfotericina desoxicolato custariam 

aproximadamente R$ 15, enquanto para a mesma quantidade de medicamento em 

formulações lipídicas os valores se encontrariam entre R$ 1.000 e R$ 1.500.  
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Relatos de resistência fúngica a anfotericina B são raros comparados a outros 

antifúngicos. De modo geral, os mecanismos de resistência estão relacionados a 

alterações na quantidade de ergosterol na membrana ou produção de compostos 

semelhantes a ele, o que diminui a taxa de ligação do fármaco a membrana fúngica. 

Candida spp.  é o fungo de maior importância com relação a presença de resistência 

em isolados (ELLIS, 2002; LIMA et al., 2019). Destaca-se a cepa emergente C. 

auris, cuja resistência a antifúngicos estende-se a anfotericina B de forma moderada 

(CHEN et al., 2020). Por ora, não há relatos de resistência a este fármaco para o H. 

capsulatum (WHEAT et al., 2009). No entanto, Duin e colaboradores (2002) 

observaram que a melanina produzida pelo fungo durante a infecção é capaz de 

diminuir sua sensibilidade a anfotericina B. Ademais, parte dos tratamentos para a 

doença disseminada falham devido a administração 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 

doença, também para a fase de manutenção em casos graves (AIDÉ, 2009). 

Embora possua menor nível de toxicidade associado a seu uso, é capaz de provocar 

danos a longo prazo como hepatotoxicidade, pancreatite, alterações em níveis 

hormonais, miosite e neuropatias periféricas (BENITEZ; CARVER, 2019; ADIS 

MEDICAL WRITERS, 2019).   

Assim como para a anfotericina B, não há relatos de resistência ao itraconazol 

para o H. capsulatum (WHEAT et al., 2009). No entanto, a biodisponibilidade do 

fármaco apresenta alta variação tanto entre pacientes quanto entre formulações. O 

itraconazol é melhor absorvido em pH ácido, essa condição impacta diretamente na 

concentração sérica do fármaco e consequentemente no tratamento (DE BEULE; 

VAN GESTEL, 2001; WHEAT et al., 2009). As apresentações em cápsulas e em 

solução oral não são intercambiáveis, pois a solução apresenta maior 

biodisponibilidade. Além disso, a forma de administração também se altera: embora 

ambas sejam de uso oral, as cápsulas devem ser administradas após as refeições e 

a solução em jejum (ASHP, 2023). Outro ponto de alteração da biodisponibilidade 

são as interações medicamentosas. Fármacos que aumentam o pH estomacal como 

antiácidos e inibidores de bomba de prótons, devem ser evitados pois diminuem sua 

absorção. O itraconazol inibe significativamente a isoenzima fúngica CYP3A, e com 

menor afinidade sua equivalente humana. Deste modo, fármacos 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 fármacos especialmente importante afetado pelo 

itraconazol são os antirretrovirais. Diversos fármacos utilizados no tratamento da 

infecção pelo vírus HIV sofrem alterações 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 doenças (DE 

BEULE; VAN GESTEL, 2001; ASHP, 2023). 

O fluconazol é utilizado como alternativa ao itraconazol apenas quando o 

paciente possui sensibilidade ao itraconazol. Este fármaco apresenta menor eficácia 

contra a histoplasmose, com alta taxa de recidivas, além do surgimento de 

resistência (WHEAT et al., 2009; MCKINSEY, 2021).  

O desenvolvimento de novos antifúngicos é vital para contornar questões 

envolvendo toxicidade, resistência, interações e dificuldades de administração e 

absorção.  No entanto é também problemático, uma vez que como eucariotos os 

fungos compartilham estruturas alvo semelhantes aos mamíferos, aumentando a 

dificuldade em obter fármacos de baixo risco e com efeito terapêutico adequado 

(CAMPOY; ADRIO, 2017; STEWART; PATERSON, 2021). 

 

1.2. BIOFILMES 

 Biofilmes são comunidades altamente organizadas de microrganismos, 

aderidos uns aos outros e a uma superfície, envoltos por uma matriz extracelular 

polissacarídica de formação própria. 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 fúngicos estabelecem-se de modo similar aos biofilmes 

bacterianos. Inicialmente ocorre a adsorção do propágulo à uma superfície, 

seguindo-se à sua adesão e formação de micro colônias e matriz extracelular. 

Completando o ciclo ocorre a maturação da estrutura e a dispersão de fragmentos 

do biofilme para que se inicie a colonização de um novo sítio (COSTA-ORLANDI et 

al., 2017; RAMOS et al., 2018).  

Este sistema de organização entre células é vantajoso pois lhes confere maior 

resistência a fatores ambientais externos, químicos e físicos (MITTAL et al., 2018; 

COSTA-ORLANDI et al., 2017). A sua matriz extracelular mantém as células coesas, 
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oferece proteção física contra o sistema imunológico do hospedeiro e contra 

fármacos antifúngicos. Ademais, possui a capacidade de reter água e nutrientes 

tornando as infecções persistentes e dificultando o seu tratamento, bem como a 

ação do sistema imunológico 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, ácido glutâmico e cisteína, importantes 

fatores de crescimento para o fungo. Além disso, micronutrientes como zinco e 

cobre, importantes na interação fungo-hospedeiro, também estão presentes neste 

meio. Estes biofilmes são capazes de se desenvolver em aerobiose, no entanto, é 

na condição de microaerofilia que apresentam maior atividade metabólica e 

quantidade de biomassa. Durante a infecção no hospedeiro, o H. capsulatum é 

capaz de sobreviver e se multiplicar dentro de macrófagos, além de sobreviver 

dentro granulomas. O que indica que o fungo é capaz de adaptar-se aos diferentes 

níveis de oxigênio que lhe são apresentados durante o processo infeccioso 

(GONÇALVES et al., 2020; DUBOIS, et al, 2015). 

A adesão de células planctônicas às superfícies e à outras células é uma 

etapa essencial da formação de biofilmes. Pitangui e colaboradores (2012) 

demonstraram a capacidade de duas cepas de H. capsulatum (EH-315 e 60I) 

aderirem a superfície de pneumócitos A549, bem como comprovaram sua 

capacidade de formar biofilmes em superfícies abióticas. A proteína HSP60 tem 

papel determinante na formação de biofilmes de H. capsulatum. Fregonezi e 

colaboradores (2021) observaram que o bloqueio da HSP60 com anticorpo 

monoclonal produziu biofilmes com atividade metabólica 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 adesão com o substrato ou entre células, operando como uma 

adesina e colaborando com a formação de biofilmes.  

Polissacarídeos são componentes abundantes de matriz extracelular em 

biofilmes. A cepa EH-315 de H. capsulatum produz matriz rica em 

exopolissacarídeos insolúveis e polissacarídeos intracelulares (PITANGUI et al., 

2021). Em biofilmes de Candida albicans, a presença de diversas glucanas e 

mananas é considerada importante fator de resistência a fármacos. Essas moléculas 
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sequestram xenobióticos, possivelmente através de interações não-covalentes, o 

que impede sua penetração no biofilme e consequente ação sobre as leveduras 

(NET; ANDES, 2020). 

O quorum sensing é um importante mecanismo de comunicação entre 

microrganismos, dependente da densidade celular, que controla aspectos como a 

produção de fatores de virulência e a formação de biofilmes através da produção de 

compostos chamados auto-indutores. Presume-se que este mecanismo tenha 

grande importância na fisiologia e resistência dos biofilmes devido à 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 produção de biofilmes 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 liberação de leveduras para dispersão destes biofilmes 

(RODRIGUES; CERNAKOVA, 2020). Para o H. capsulatum, não há estudos 

específicos sobre o quorum sensing em biofilmes da espécie. No entanto, sabe-se 

que na forma planctônica a quantidade de polissacarídeos α-(1,3)-glucana na parede 

do fungo é diretamente proporcional à densidade celular no meio (KÜGLER et al., 

2000). A modulação da produção da α-(1,3)-glucana dependente da densidade 

celular assemelha-se ao mecanismo de quorum sensing observado em bactérias. 

Kügler e colaboradores observaram que quando as leveduras advindas de uma 

cultura numerosa foram diluídas em novo meio de cultura, apenas cerca de 30% 

destas apresentavam α-(1,3)-glucana detectável após 24 h. A porcentagem 

permaneceu baixa até a chegada da fase estacionária, quando a α-(1,3)-glucana 

tornou-se detectável em praticamente todas as células.  

Durante o processo infeccioso, a interação patógeno-hospedeiro é capaz de 

regular não apenas o comportamento das células fúngicas, mas também o das 

células infectadas. Quando há formação de biofilmes, as respostas celulares podem 

diferir daquelas causadas por patógenos planctônicos (PITANGUI et al., 2021). 

Pitangui e colaboradores (2021) observaram que a infecção causada por biofilmes 

de H. capsulatum promove uma expressão distinta de microRNAs quando 

comparada a infecção por células planctônicas. No estudo ocorreram alterações na 

expressão em linhagem monocítica THP-1 quando infectada pelo biofilme da cepa 

EH-315. As vias de sinalização Wnt e p53 mostraram-se alteradas o que promoveria 



22 
 

a sobrevivência intracelular do fungo, bem como alteraria a resposta celular a 

diferentes tipos de estresse. 

Outro importante fator de resistência em biofilmes são as células persisters, 

trata-se de um grupo de células metabolicamente dormentes inseridas na camada 

basal mais profunda do biofilme (KAUR; NOBILE, 2023). Em biofilmes de C. 

albicans, estas células exibem alta resistência a fármacos independente de bombas 

de efluxo ou composição estrutural de membrana plasmática e parede celular. 

Pacientes com quadros de infecção crônicos apresentaram maior quantidade de 

células persisters do que aqueles com quadros de candidíase intermitentes, 

demonstrando a importância destas células no processo infeccioso (KAUR; NOBILE, 

2023). 

 

1.3. PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS (AMPs) 

 Peptídeos antimicrobianos (AMPs) são moléculas componentes da imunidade 

inata de diversos organismos. A partir da década de 60, ganharam a atenção da 

comunidade científica por se apresentarem como alternativa às moléculas 

antimicrobianas disponíveis em um contexto de aumento da incidência de patógenos 

resistentes a estas (DI SOMMA et al., 2020). Atualmente há estudos demonstrando 

a atividade antimicrobiana destes peptídeos contra diversos organismos e até 

mesmo atividade contra células tumorais (DI SOMMA et al., 2020; WANG et al., 

2018).  

 Recentemente, as propriedades antibiofilme destes peptídeos também 

passaram a ser investigadas, demonstrando que algumas destas moléculas 

possuem mecanismos de ação variados e podem alterar aspectos específicos da 

formação de biofilmes, como interferência nos processos de adesão, formação de 

matriz extracelular, quorum sensing, entre outros (BATONI et al., 2016; DI SOMMA 

et al., 2020). 

Peptídeos antimicrobianos catiônicos interagem com as membranas celulares 

através de diversos mecanismos, os principais já descritos incluem os tipos 

“carpete”, “barril” e “toroidal” (LEI et al., 2019; MATSUZAKI, 2019; GALEANE et al., 

2019). No primeiro tipo, os peptídeos interagem com a área externa da bicamada 

lipídica de forma paralela, o acúmulo de peptídeos na região de interação 

eventualmente leva a permeação destes pela bicamada com consequente colapso 
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desta (LEI et al., 2019; MATSUZAKI, 2019). No mecanismo do tipo “barril”, a região 

hidrofóbica da cadeia interage com a região central da bicamada lipídica, 

provocando a inserção dos peptídeos através da bicamada, formando um poro (LEI 

et al., 2019; MATSUZAKI, 2019). Finalmente, no tipo “toroidal”, os peptídeos, 

interagindo com a área externa da membrana, causam desestabilização da estrutura 

levando a curvatura desta membrana, e a formação do poro (LEI et al., 2019; 

MATSUZAKI, 2019). A formação de poros e desestruturação da membrana levam a 

citólise em todos os casos (DE SOUZA et al., 2015; GALEANE et al., 2019). 

Os peptídeos da classe dos mastoparanos são especialmente numerosos no 

veneno de vespas como Polybia paulista, Apoica pallens, entre outras. Trata-se de 

moléculas policatiônicas, de cadeia curta, com a presença de resíduos de lisina em 

diferentes posições. Estes resíduos parecem exercer influência nos mecanismos 

sugeridos de interação 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. Mário Sérgio Palma, no 

Instituto de Biociências de Rio Claro (UNESP). São derivados de um mastoparano 

natural encontrado no veneno da vespa Apoica pallens.  

O design racional dos peptídeos foi baseado no posicionamento de lisinas em 

mastoparanos naturais. Normalmente, estes peptídeos possuem resíduos de lisina 

nas posições 4/5 e/ou 11/12 da cadeia. Sabe-se ainda que a presença de cargas 

positivas nas posições 4/5 e/ou 11 a 13 aumentam sua atividade antimicrobiana. 

Resíduos de lisina nestas posições aumentariam a sua eficiência lítica por serem 

capazes de manter a estrutura helical no segmento, o que promoveria a 

anfipacidade do peptídeo com uma superfície hidrofóbica mais homogênea. Portanto 

modificações no posicionamento de resíduos de lisina foram realizadas com o 

objetivo de melhorar sua atividade antimicrobiana, assim como reduzir a atividade 

hemolítica e reduzir/manter a degranulação de mastócitos (DE SOUZA et al., 2015).   

Estes peptídeos 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).  
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O grupo de pesquisa da Profa. Dra. Ana Marisa Fusco Almeida e da Profa. 

Dra. Maria José Soares Mendes Giannini do Núcleo de Proteômica da Faculdade de 

Ciências Farmacêuticas de Araraquara (UNESP) tem buscado peptídeos como 

abordagem alternativa antifúngica e antibiofilme para utilização no desenvolvimento 

de novas moléculas ou para o auxílio em combinações futuras com outros 

antifúngicos padrões na terapia. Deste modo, em parceria com o grupo do Prof. Dr. 

Mário, a atividade antifúngica destes peptídeos 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 três MKs citados acima (GALEANE et al., 2019, 

SINGULANI et al., 2019). 

Os moricins, por sua vez, são uma classe de AMPs isolados de insetos da 

ordem Lepidoptera. São peptídeos anfipáticos, que após ativados por fatores de 

transcrição, se tornam capazes de aumentar a permeabilidade de membranas 

bacterianas e fúngicas. A traça da cera Galleria mellonella é capaz de produzir 

peptídeos análogos de moricin altamente ativos contra contra fungos leveduriformes 

e filamentosos (SHEEHAN et al., 2018). Os análogos de Moricin C3, PepM1 e 

PepM2, foram desenvolvidos pelo Dr. Paulo César Gomes e colaboradores, no 

Núcleo de Proteômica da Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Araraquara 

(UNESP) seguindo a estratégia utilizada no desenvolvimento dos MKs, baseada na 

carga líquida, no número e posicionamento de resíduos de lisina e na região 

hidrofóbica. Em trabalho do grupo, PepM2 apresentou atividade antifúngica contra 

Candida albicans e PepM1 demonstrou ausência de toxicidade em modelo Danio 

rerio (GALEANE et al., 2019). 

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

meio da avaliação da atividade anfúngica e antibiofilme frente ao H. capsulatum. 

 

1.4. MODELOS CELULARES  

O cultivo celular de células mamíferas em modelo monocamada foi durante 

muitos anos uma alternativa valiosa a utilização de modelos animais clássicos, 

permitindo maior controle experimental, com menores restrições éticas e resultados 

mais homogêneos (GONÇALVES; SOBRAL, 2020). Atualmente ainda são 

largamente utilizadas como opções in vitro na investigação de respostas celulares a 
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estímulos e compostos xenobióticos. No entanto, recentemente, culturas em 

monocamada têm sido substituídas por culturas tridimensionais devido a maior 

similaridade destas com os microambientes naturais encontrados em tecidos vivos 

(DUVAL et al., 2017; GONÇALVES; SOBRAL, 2020). 

 A cultura tridimensional é caracterizada por um conjunto de células dispostas 

em uma estrutura 3D. Este tipo de disposição, permite interações célula-célula e 

célula-matriz que estimulam a criação de microambientes e variações na 

proliferação, diferenciação e viabilidade celulares, aproximando o modelo das 

condições encontradas in vivo (GRÄSSER et al., 2017). 

 Esferóides configuram um tipo de cultura celular tridimensional, no qual as 

células se agregam, sem a sustentação de um scaffold, formando estruturas 

esféricas (VASO et al., 2022). Al-Husaini e colaboradores (2020) observaram que o 

modelo esferóide de células de câncer colorretal mostrou-se resistente a apoptose 

provocada pelo peptídeo NP1 quando comparado ao modelo monocamada. A 

ambientação dos esferóides permite a expressão de moléculas sinalizadoras pelas 

células, pois são submetidas a gradientes de oxigênio e nutrientes, tornando a 

resposta a xenobióticos similar àquela obtida in vivo (VASO et al., 2022).  

 

1.5. MODELO ALTERNATIVO Danio rerio 

 O peixe teleósteo Danio rerio, conhecido no meio acadêmico como Zebrafish, 

é um organismo vertebrado complexo. Capaz de apresentar sofisticados 

mecanismos responsivos a substâncias exógenas, possui ainda alto grau de 

homologia com o genoma humano. Este vertebrado tem ganhado visibilidade ao 

longo dos últimos anos como modelo animal alternativo em diversas áreas, como a 

da toxicologia. A fertilização externa com a produção de embriões transparentes, 

aliados ao alto grau de conservação evolutiva do processo de embriogênese, fazem 

do Zebrafish um modelo particularmente interessante para experimentos de 

toxicidade embrionária (MEYERS, 2018; CONCEA, 2017). 

Este teleósteo, pertencente à família dos ciprinídeos, 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). Originário da 

região que compreende Índia, Bangladesh e Nepal, é próprio de climas tropicais e 

subtropicais úmidos (LEE, 2020). Dotado de grande fertilidade, o zebrafish inicia o 
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período reprodutivo tipicamente entre 10 e 12 semanas pós-fertilização, e em 

cativeiro, o acasalamento e desova transcorrem durante o ano inteiro. A fecundação 

ocorre externamente gerando entre 100 e 200 embriões por casal. Após 36 horas os 

embriões apresentam a maior parte dos sistemas formados e entre 48 e 72 horas 

pós-fertilização 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 condições ambientais 

(LAWRENCE, 2007). 

 Como modelo alternativo em pesquisa científica, o zebrafish apresenta uma 

série de vantagens: trata-se de um animal pequeno, de fácil manutenção, com alta 

capacidade de reprodução, cuja fecundação e desenvolvimento embrionário 

ocorrem externamente e de forma rápida. (CASSAR, 2020; TEAME, 2019). O 

desenvolvimento e aperfeiçoamento de tecnologias relacionadas à biologia 

molecular e à microscopia ampliaram o uso do modelo em diversas áreas (Meyers, 

2018; Pereira, 2019). Atualmente o emprego do zebrafish, especialmente em fase 

embrionária, no campo da toxicologia é bastante amplo. A aplicabilidade do modelo 

se deve a alta conservação de genes e de mecanismos que determinam a resposta 

a xenobióticos presentes em vertebrados. Ainda à possibilidade de observação do 

desenvolvimento embrionário in vivo e em tempo real devido à translucidez de 

embriões e larvas jovens. E finalmente à existência 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 é comumente reconhecido como uma praga 

agrícola. Encontrado em depósitos de cereais, grãos e farinhas, apresenta 

preferência por ambientes secos e escuros (OLIVEIRA et al., 2021). Seu ciclo de 

vida, caracterizado pelo desenvolvimento holometábolo, inicia-se com a eclosão dos 

ovos originando larvas. Após 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 duração das fases do ciclo é altamente dependente de 
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fatores extrínsecos ambientais como temperatura, alimentação, densidade 

populacional, umidade, entre outros (SOUZA et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2021). 

 O estágio larval do animal é frequentemente utilizado para a alimentação 

animal devido ao alto teor proteico. Recentemente, a União Européia aprovou seu 

uso também na alimentação humana, tornando-o o primeiro inseto aprovado para 

consumo humano pela Agência Europeia de Segurança Alimentar (EFSA) (EFSA, 

2021; SOUZA et al., 2018). 

 Insetos tem sido cada vez mais utilizados em áreas da pesquisa científica. As 

larvas de T. molitor são capazes de decompor matrizes de lignocelulose (composto 

abundante em resíduos plásticos), sendo consideradas uma possível solução futura 

na contenção da poluição ambiental ocasionada por estes resíduos (SANGIORGIO 

et al., 2021). Nas áreas biológicas, o T. molitor tem sido utilizado como modelo 

alternativo para o estudo de infecções e avaliação toxicológica de compostos 

(SOUZA et al., 2018). Além da ausência de restrições éticas existentes para 

modelos vertebrados clássicos, o T. molitor possui sistema imunológico similar ao 

sistema inato presente em vertebrados, capaz de respostas a nível humoral e celular 

(SOUZA et al., 2018). Além disso, em comparação com modelos similares, como a 

Galleria mellonella, o T. molitor exibe vantagens como a facilidade de manutenção 

da criação e de obtenção de novos animais, além de se mostrar relativamente mais 

econômico em termos de manutenção (SOUZA et al., 2018). O T. molitor assim 

como a G. mellonella pode ser mantido em uma faixa de temperatura de 25 ºC a 37 

ºC, o que permite sua utilização em ensaios de infecção que exigem a incubação em 

temperaturas similares as do hospedeiro. Ainda o protocolo de inoculação através 

de injeção entre os esternites da larva, permite controle sobre a quantidade de 

inóculo ou xenobiótico aplicado a cada animal (SOUZA et al., 2015). 

    

5. CONCLUSÃO 

Os cinco peptídeos analisados (MK5789, MK58911, MK4589, PepM1 e 

PepM2) não foram capazes de alterar a viabilidade metabólica do H. capsulatum em 

nenhuma das formas cultivadas (planctônico ou biofilme) quando utilizados 

isoladamente. No entanto o peptídeo MK58911 quando associado ao fármaco 

itraconazol, apresentou atividade aditiva com o fármaco frente ao biofilme do fungo.  
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Quanto a quantificação biomassa em biofilmes, o MK58911 apresentou a 

melhor performance entre os peptídeos analisados. Inibiu a formação do biofilme 

sem alterar sua viabilidade celular, o que indica que o efeito inibitório ocorre na 

formação da matriz extracelular do biofilme.  Esta ação antibiofilme é valiosa e deve 

ser investigada com relação a biofilmes de outros fungos, para os quais a ação 

antifúngica deste peptídeo em formas planctônicas foi determinada.  

Os ensaios toxicológicos demonstraram que o peptídeo MK58911 é 

teratogênico e embriotóxico em modelo D. rerio. No entanto nos modelos celulares a 

toxicidade ocorreu apenas nas concentrações mais altas de peptídeo. Ainda a 

alteração na viabilidade das células foi dependente do modelo, com menor 

toxicidade relacionada ao modelo esferóide. Em T. molitor, o MK58911 não 

apresentou toxicidade, apenas dificultou a formação de pupas quando em alta 

concentração. Os resultados toxicológicos demonstram que apesar da provável 

impossibilidade do uso em gestantes, há potencial para a utilização futura deste 

peptídeo como fármaco para outras populações. 

A realização da cromatografia de afinidade inicialmente permitiu determinar os 

parâmetros experimentais mais adequados para a análise, a qual futuramente deve 

ser realizada novamente e complementada com outros ensaios. O objetivo deste 

experimento foi isolar proteínas do H. capsulatum que poderiam ter afinidade ao 

MK58911. Deste modo, mesmo utilizando apenas a forma planctônica do H. 

capsulatum, foi possível observar a existência de duas bandas diferenciais no SDS-

PAGE relativas à interação entre o extrato proteico e o MK58911. Tal resultado 

indica que há interações entre as proteínas fúngicas e o peptídeo, o que poderia 

sugerir a existência de mecanismos de ação que expliquem a diminuição na 

formação do biofilme sem a alteração de viabilidade metabólica observada para o H. 

capsulatum tratado com o MK58911. 
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