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RESUMO
Infecgbdes fungicas invasivas, especialmente por Candida albicans, representam
ameaca crescente a saude global, particularmente em  pacientes
imunocomprometidos. Este patdégeno foi classificado pela Organizagdo Mundial da
Saude como de alta prioridade devido a sua resisténcia antifungica. Portanto, ha
necessidade urgente do desenvolvimento de novos antifungicos, dado o aumento da
resisténcia aos antifungicos clinicos € o numero escasso de classes disponiveis.
Peptideos antimicrobianos (AMPs) surgem como alternativa promissora devido a sua
ampla atividade, estabilidade, baixas toxicidade e tendéncia ao desenvolvimento de
resisténcia. O AMP Aa42,44R37,38W36,39y32-46 VuDef (WR) foi bioinspirado no y-core da
defensina de Vigna unguiculata (L.) Walp., com modificagdes que aumentaram sua
carga positiva e hidrofobicidade, melhorando sua atividade antifungica. Estudos in
vitro demonstraram sua eficacia contra C. albicans e baixa toxicidade para células
mamiferas. O modelo in vivo do inseto Galleria mellonella apresenta vantagens como
baixo custo de manutencao e similaridade da imunidade inata de vertebrados. Este
estudo investigou a toxicidade e eficacia do WR no tratamento de infecgdo no modelo
in vivo de C. albicans em G. mellonella. Assim, o estudo padronizou o modelo, a partir
de ensaio de infeccao, determinando a dose letal de C. albicans SC 5314/ATCC MYA-
2876 como 0,5x108 células/larva, permitindo progressédo da doenca sem mortalidade
imediata. A reavaliagdo da dose letal de WR foi necessaria utilizando a cepa clinica
SC 5314/ATCC MYA-2876, sendo determinada uma concentragao superior (55,5 uM)
a empregada para cepa nao-clinica anteriormente (27,5 uM), diferenca que pode ser
atribuida aos fatores de viruléncia da cepa clinica. O tratamento com WR foi testado
in vivo num esquema de trés aplicacdes de 40 mg/kg ao longo de 72 h, determinadas
a partir dos ensaios de sobrevivéncia, determinacdo da carga fungica e numero de
hemécitos na hemolinfa. WR demonstrou ser seguro, sem toxicidade para as larvas,
promovendo um aumento significativo na sobrevivéncia das larvas infectadas.
Ademais, WR melhorou significativamente o indice de Saude (IS), reduzindo a
melanizagcdo — marcador imunolégico de infeccdo — e mantendo IS elevado, mesmo
apos término do tratamento. Em comparacao, o fluconazol, embora nao toéxico,
apresentou desempenho inferior ao WR, com declinio acentuado do IS apés término
do tratamento, indicando menor controle da infeccdo. Resultados corroborados tanto

pela microscopia optica e de fluorescéncia e disseccao das larvas infectadas na
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presengca ou auséncia do tratamento com WR, indicaram sinais do controle da
progressao da infeccdo. Ainda ressalta-se que, com o acompanhamento de larvas
tratadas a longo prazo, o tratamento com WR permite que prossigam no seu ciclo de
vida normalmente. Por fim, a quantificacdo de proteinas e analise por técnicas de
eletroforese, revelaram alteragcdes proteicas da hemolinfa das larvas em resposta a
infeccdo e ao tratamento com WR. A presenca de proteases, tanto do hospedeiro
quanto do patdgeno, levantou questées sobre a degradagcdao do WR. Os resultados
confirmam a eficacia e seguranca do WR como uma potencial terapia antifungica
contra C. albicans. No entanto, sdo necessarios estudos para otimizar sua
administracao e compreender os mecanismos de acgao in vivo e efeitos das proteases

na estabilidade do peptideo.
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ABSTRACT

Invasive fungal infections, particularly those caused by Candida albicans, pose an
increasing global health threat, especially to immunocompromised patients. The World
Health Organization has classified this pathogen as a high-priority microorganism due
to its antifungal resistance. Consequently, there is an urgent need for the development
of novel antifungal agents, given the rising resistance to clinical antifungals and the
limited number of available drug classes. Antimicrobial peptides (AMPs) have emerged
as a promising alternative due to their broad-spectrum activity, stability, low toxicity,
and reduced tendency to induce resistance. The AMP Au244R37,38W36, 39y32-46 VuDef
(WR) was bioinspired by the y-core of the Vigna unguiculata (L.) Walp. defensin,
incorporating modifications that enhanced its positive charge and hydrophobicity,
thereby improving its antifungal activity. In vitro studies demonstrated its efficacy
against C. albicans and low toxicity to mammalian cells. The Galleria mellonella insect
model offers advantages such as low maintenance cost and innate immunity
similarities with vertebrates. This study investigated the toxicity and efficacy of WR in
the treatment of C. albicans infection in the G. mellonella in vivo model. The study
established a standardized infection model by determining the lethal dose of C.
albicans SC 5314/ATCC MYA-2876 as 0.5 x 10° cells/larva, allowing disease
progression without immediate mortality. Reevaluation of WR’s lethal dose using the
clinical strain SC 5314/ATCC MYA-2876 determined a higher concentration (55.5 pM)
compared to that previously used for a non-clinical strain (27.5 yuM), a difference
potentially attributed to the virulence factors of the clinical strain. WR treatment was
tested in vivo through a regimen of three applications of 40 mg/kg over 72 hours, based
on survival assays, fungal load determination, and hemocyte counts in the hemolymph.
WR proved to be safe, exhibiting no toxicity to larvae while significantly increasing the
survival rate of infected larvae. Furthermore, WR significantly improved the Health
Index (HI), reducing melanization (an immunological infection marker) and maintaining
a high HI even after treatment cessation. In comparison, fluconazole, although non-
toxic, exhibited inferior performance to WR, with a sharp decline in HI after treatment
cessation, indicating poorer infection control. These results are supported by optical
and fluorescence microscopy, as well as dissection of infected larvae in the presence
or absence of WR treatment, indicated effective infection progression control.

Additionally, long-term monitoring of treated larvae showed that VWWR-treated individuals
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continued their life cycle normally. Finally, protein quantification and electrophoresis
analysis revealed proteomic alterations in larval hemolymph in response to infection
and WR treatment. The presence of proteases from both the host and the pathogen
raised questions regarding WR degradation. The findings confirm WR’s efficacy and
safety as a potential antifungal therapy against C. albicans. However, further studies
are needed to optimize its administration and elucidate its in vivo mechanisms of

action, as well as the effects of proteases on peptide stability.
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1. INTRODUGCAO
1.1Doencas fungicas: Candida albicans e seus impactos na saude global e
nacional

Estimativas recentes indicam um aumento de doencgas fungicas. Estas matam
mais de 3,75 milhdes de pessoas e podem afetar mais de 6,5 milhdes de pessoas
mundialmente (Figuras 1 e 2), sendo assim uma preocupacgédo de saude global
emergente. A severidade dessas doencas pode variar de simples infecgdes
mucocuténeas a infec¢cées que oferecem maior risco de morte. Este aumento esta
associado, entre outros fatores, ao aumento da populacao suscetivel, considerando
pacientes imunocomprometidos, como: aqueles com doengas pulmonares cronicas
(e.g. asma), COVID-19, influenza, tuberculose, Sindrome da Imunodeficiéncia
Humana Adquirida, cancer, diabetes mellitus, pacientes criticos internados em
unidades de terapia intensiva (UTls), aqueles que estdo passando por procedimentos
médicos invasivos ou recebendo antimicrobianos de amplo espectro €, ainda, aqueles
que estao passando por tratamentos com imunossupressores (e.g. transplantados de
orgaos solidos e em corticoterapia). Os idosos também estao incluidos na populacao
suscetivel (Denning, 2024; Raut & Huy, 2021). Estima-se que a mortalidade associada
a infecgdes fungicas é similar a causada por tuberculose e trés vezes maior do que a
causada por malaria (Bongomin et al., 2017; WHO, 2022). Outros fatores como s6cio-
econdémicos e geo-ecoldgicos (e.g. aquecimento global) também sao preponderantes
para o aumento da populacado em risco de contrair essas infecgbes fungicas (Nnadi &
Carter, 2021).
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Figura 1: Incidéncia anual estimada de infec¢des fungicas com risco de morte associadas a doengas
pulmonares crénicas (adaptado de Denning, 2024). SIDA, Sindrome da Imunodeficiéncia Humana
Adquirida.

Dentre os principais agentes patogénicos envolvidos nessas infecgbes se
destacam Candida spp. que atingem cerca de 1,5 milhdo de pessoas anualmente
(Figuras 1 e 2). Quando tratadas, as candidiases tém probabilidade de mortalidade
de 35%, entretanto quando nao ha tratamento correto essa probabilidade pode chegar
a 90%. A revisao bibliografica realizada por Denning (2024) aponta que o0 aumento no
numero de incidéncia e morte por Candida nos ultimos anos pode estar diretamente
relacionado aos casos de COVID-19. Dado corroborado por um estudo clinico que
analisou a microbiota de pacientes internados com COVID-19 onde eles estavam
sendo tratados com antibiéticos de largo espectro. Esse estudo classificou Candida
albicans como biomarcador para a severidade da doencga, pois foi encontrada de
maneira significativa em pacientes criticos (Buendia et al., 2024).
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Figura 2: Mortalidade mundial bruta estimada para doencas fungicas severas (adaptado de Denning,

2024). SIDA, Sindrome da Imunodeficiéncia Humana Adquirida.

A espécie C. albicans € comumente a principal espécie de Candida associada
a infecgbes hospitalares globalmente, apesar de também haver um aumento

preocupante no numero daquelas causadas por espécies nao-albicans como
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Nakaseomyces glabrata (previamente identificada como C. glabrata), C. parapsilosis,
C. tropicalis, Pichia kudriavzevii (previamente identificada como C. krusei) e a
emergente C. auris (WHO, 2022). C. albicans ganha destaque por se apresentar como
uma levedura bem distribuida por todo o mundo, fazendo parte da microbiota humana
em o6rgaos como: boca, garganta, intestino, vagina e pele, ndo produzindo danos a
saude em pessoas saudaveis (Makled et al., 2024; WHO, 2022). Nesse tipo de
infeccdo os numeros de casos anuais sao de ~2.000.000 de candidiase oral,
~1.000.000 de candidiase oroesofageal e cerca de 70% das pessoas ja apresentaram
episddio de candidiase vulvovaginal, sendo que ~134.000.000 casos sao infec¢des
recorrentes (Bongomin et al., 2017).

No entanto, essas infeccbes podem se espalhar pelas mucosas ou invadir
outros tecidos, quadro chamado de candidemia. Essa é a forma mais comum de
candidiase invasiva, nela a C. albicans pode invadir a corrente sanguinea, coracao,
sistema nervoso central, olhos e 6rgaos internos levando a altas taxas de mortalidade,
mesmo com o surgimento de novos agentes antifungicos. Isso se deve principalmente
ao uso indiscriminado de compostos antimicrobianos de largo espectro e agentes
imunossupressores, aumento da sobrevivéncia de prematuros, portadores de
diabetes, cirurgias recentes, pancreatite, procedimentos abdominais, ventilacdo
mecanica, entre outros (Anderson et al., 2023; Denning, 2024; Makled et al., 2024;
WHO, 2022). A incidéncia de candidiase nosocomial tem aumentado nas ultimas
décadas representando aproximadamente 750.000 casos de candidiases invasivas
(Bongomin et al., 2017), sendo idosos e bebés prematuros os mais suscetiveis a esse
tipo de infecgéo (Anderson et al., 2023; WHO, 2022).

Dessa forma, C. albicans foi classificado pela Organizagdo Mundial da Saude
(OMS) como um dos patégenos de prioridade critica, sendo o principal fator adotado
nessa classificagao a resisténcia a antifungicos. Vale-se ressaltar que esse fator, para
a OMS, é mais relevante do que outros, a saber: numero de mortes, tratamentos
baseados em evidéncias, acesso a diagnosticos, incidéncia anual e
complicagdes/sequelas (WHO, 2022), representando assim, alta ameaca a saude
humana global.

No contexto nacional, dados coletados por Bongomin et al. (2017) mostram que
no Brasil foram reportados 28.991 casos de candidemias, uma taxa de 14,9 em cada
100.000 habitantes, o que coloca o pais com a segunda maior incidéncia no ranking

dos 39 paises pesquisados. Este estudo ainda aponta que dos 43 artigos publicados
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com essas estimativas 39 se tratavam de infec¢des por Candida. Dados mais recentes
publicados por Denning (2024) mostram que, no Brasil, a taxa de mortalidade de
pacientes suscetiveis esta em torno de 77,3% dos adultos internados em UTls. Dados
ainda mais alarmantes foram evidenciados em pesquisa realizada em dois periodos
distintos (2010-2011 e 2017-2018) com informagdes retiradas de 616 casos de 11
hospitais e revelam que: apesar do aumento do uso de equinocandinas de 13 para
41%, as taxas de morte nao foram afetadas; o tempo de internacao até o 6bito da
maioria dos pacientes em UTls (>60%) é de 30 dias, para pacientes tratados com
antifungicos a diminuicdo dessa taxa nao ultrapassa os 10%; homens e idosos
seguem sendo os mais acometidos; comorbidades como doencgas cardiovasculares,
pulmonares, cancer solido e diabetes mellitus sao as principais; ~40% das infec¢des
sdo causadas por C. albicans, seguida por C. parapsilosis (~21%) e C. tropicalis
(~18%); o tratamento com fluconazol foi prevalente nos internados em UTls, ~49%,
no periodo de 2017-18 (Agnelli et al., 2023). Na contramao do exposto, o Ministério
da saude (MS) diz que:

“As micoses sistémicas ndo integram a lista nacional de doencgas de
notificacdo compulséria no Brasil. Elas também néo sdo objeto de vigilancia
epidemioldgica de rotina, por isso, ndo existem dados epidemioldgicos da
ocorréncia, magnitude e transcendéncia da candidiase sistémica em nivel
nacional. No Brasil, a taxa de incidéncia chega a 2,49 casos de candidemia
por 1.000 admissdes hospitalares, nos hospitais publicos terciarios que

corresponde a uma taxa de 2 a 15 vezes maior que relatadas em paises dos
EUA e da Europa” (Ministério da Saude, [s.d.])

Apontando ainda que o numero de profissionais por paciente, o0 manejo, o
diagnéstico precoce e as caracteristicas locais e patogénicas possam influenciar esse
quadro (Ministério da Saude, [s.d.]). Destacam-se algumas das a¢dées do Ministério
da Saude (MS) - encontradas no site do érgao - para tentar reverter esse processo
como webinarios (Ministério da Saude, 2022a), treinamento de profissionais dos
laboratérios centrais (Ministério da Saude, 2022b), novos antifungicos incorporados
(Anidulafungina, Voriconazol e Isavuconazol) ao Sistema Unico de Saude (SUS)
(Ministério da Saude, 2022c) e aumento da verba na compra desses medicamentos
(Ministério da Saude, 2023). No entanto os dados epidemiolégicos sdo de extrema
importancia para que haja a correta alocacao desses recursos e na avaliagdo das
medidas adotadas no combate a candidemia como ja relata a literatura, a

subnotificagdo & vista como um dos principais fatores que aumentam a negligéncia
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acerca dessas doencgas (Borgomim et al., 2017; Denning, 2022; Denning, 2024; WHO,
2022).

Dessa forma, essa ameaca ainda pouco reconhecida das doencas fungicas
invasivas € resultado da soma dos fatores ja mencionados e também da rapida
emergéncia da resisténcia aos antifungicos. Essa resisténcia, leva ainda a terapias e
estadias mais prolongadas em hospitais, aumentando também a necessidade do uso
de medicamentos mais caros e téxicos de segunda linha, que geralmente nao estao
disponiveis em paises mais pobres (Denning, 2022; WHO, 2022). O pouco interesse
de industrias farmacéuticas em desenvolver novos medicamentos também faz parte
desse cenario, considerando que o processo de pesquisa, produgao e marketing
desses novos compostos nao proporcionam um retorno financeiro satisfatério quando
comparado aos medicamentos de uso continuo (Browne et al., 2020).

Dentre os antifungicos mais comuns, o fluconazol (FCZ) é o principal utilizado
no tratamento e profilaxia destas infecgcbes no mundo, sendo que ja ha relatos de
cepas resistentes. Considerando que as taxas de prevencdo em ambientes
hospitalares s&do muito baixas, que nao ha vacinas disponiveis, que a disponibilidade
de tratamentos baseados em evidéncias ainda € desconhecida e que nem todos os
paises possuem acesso aos medicamentos adequados ao tratamento, a situacao se
agrava. Logo, muitas infec¢des fungicas ainda continuam nao sendo diagnosticadas
e tratadas adequadamente, seus agentes etiolégicos nado sao confirmados
microbiologicamente e, apesar de uma grande ameaca a saude humana, elas ainda
nao recebem atencao e recursos adequados (Borgomim et al., 2017; Kaur et al., 2023,
WHO, 2022).

1.2Compostos antimicrobianos e resisténcia a farmacos

O inicio do uso de antibiéticos clinicamente, como a penicilina e a sulfonamida
na década de 1940, durante a Segunda Guerra Mundial, marcou um momento
transformador na histéria da medicina. Essa era marcou o triunfo sobre as doencas
infecciosas, visto que eles as controlavam. No entanto, o uso indiscriminado e
descontrolado levou ao surgimento global da resisténcia aos antibidticos, agora
reconhecida como um desafio critico para a saude publica. O mau uso e o uso
excessivo dos mesmos em contextos humanos, veterinarios e agricolas deram origem
a patogenos multirresistentes, um fendbmeno conhecido como resisténcia

antimicrobiana, que foi detectado logo apés o desenvolvimento dos primeiros
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medicamentos. Sendo que a resisténcia a penicilina surgiu apenas cinco anos ap6s
sua estreia clinica em 1942, observada em cepas de Staphylococcus em 1947. Da
mesma forma, a resisténcia a estreptomicina surgiu em 1944, e a resisténcia a
vancomicina levou trés décadas para se manifestar ap6s sua introdugao clinica
(Ahmad et al., 2023; Dijksteel et al., 2021).

Ja para os antifungicos, a Nistatina foi o primeiro a ser introduzido em usos
clinicos no ano de 1958 (Figura 3) sendo largamente utilizado por décadas, apesar
de seus pontos negativos como a nefrotoxicidade e baixa solubilidade em agua, o que
dificulta sua administragéo. O primeiro antifingico sistémico a base de imidazéis foi o
Cetoconazol, no inicio dos anos 80, seguido pelos azbis Fluconazol, ltraconazol,
Voriconazol, Posaconazol e Isavuconazol, estes Uultimos vém substituindo a
Anfotericina B nos tratamentos (Ben-Ami & Kontoyiannis, 2021).

A introducgéao dos azéis foi muito importante ja que representam até hoje grande
efetividade e baixa toxicidade, com destaque para pacientes imunossuprimidos
(Figura 3). No entanto, o uso expansivo desses compostos em pacientes com
doencgas hematoldgicas foi seguido do rapido surgimento da resisténcia a essa classe
de farmacos principalmente no género Candida, sendo essa resisténcia intrinseca ou
adquirida (Figuras 3 e 4). Algo similar também aconteceu com as equinocandinas nos
anos 2000, poucos anos apds sua introducao ja € possivel encontrar registros de
cepas resistentes a esses antifungicos (Ben-Ami & Kontoyiannis, 2021).

Como ja mencionado anteriormente, ainda nao existem vacinas disponiveis
para a prevencao das infecgcdes por Candida estando todas em fases de testes
clinicos ou pré-clinicos (Kaur et al., 2023). Assim, a pratica clinica atual se baseia
apenas em cinco classes de antifungicos sistémicos (alilaminas, fluoro-pirimidinas,
polienos, azdis e equinocandinas), com um numero limitado de novas op¢des em
desenvolvimento. Embora esses medicamentos antifungicos existentes demonstrem
eficacia, eles vém com uma série de efeitos adversos. Além disso, sua administracao
exige expertise, e as interacbes medicamentosas sdo comuns (Gupta et al., 2024;
Vanreppelen et al., 2023; WHO, 2022).
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Figura 3: Linha do tempo ilustrativa mostrando alguns dos avangos e desafios no tratamento das
infec¢des fungicas mais comuns. Do lado esquerdo estdo representados diferentes medicamentos: em
laranja estd a classe de polienos, em azul as pirimidinas, em verde os azdis e em amarelo as
equinocandinas, e seu momento de introducdo clinica. A direita alguns dos principais eventos
associados ao seu desenvolvimento e ao surgimento de resisténcia (adaptado de Cardoso et al., 2020;
Kaur et al., 2023; Miller, 2018).
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Dentro das espécies de fungos, incluindo o género Candida, a resisténcia pode
ser classificada como intrinseca ou adquirida. A resisténcia intrinseca € aquela
caracterizada pela sua ocorréncia em todas ou quase todas as cepas representativas
da espécie e € independente de pressao por antifungicos. Exemplos de resisténcia
intrinseca podem ser vistos nos tratamentos de P. kudriavzevii com Fluconazol, N.
glabrata com azdis e C. parapsilosis com equinocandinas (Figura 3).

Ja a resisténcia adquirida ocorre pela pressdo de antifingicos, durante o
tratamento de pacientes ou exposicdo ambiental aos farmacos (Figura 4). A
resisténcia adquirida aos polienos (como a Anfotericina B), apesar de mais de 50 anos
de uso clinico, ainda nao tem seus fatores completamente elucidados. Podendo estar
relacionada a diminuicao ou falta de ergosterol na membrana plasmatica, o que pode
ser devido a alteragdes no gene ERG3. Para os azéis, principal medicamento utilizado
em pacientes de UTls € o Fluconazol, a resisténcia ao farmaco tem sido descrita
desde o inicio de seu uso clinico nos anos 90, estando relacionada principalmente a
alteragdes no gene alvo ERG11, regulador da produgédo de ERG11p, importante para
a sintese de ergosterol. Também foram descritos os mecanismos de efluxo por
transportadores-multidrogas (upregulation dos genes CDR1, CDR2 e MDR1) e da
diminuicdo da afinidade e alteragdes nas vias biossintéticas de ergosterol. Ja a
resisténcia adquirida as equinocandinas, como a caspofungina, ainda nao esta
completamente elucidada, mas possivelmente esta ligada a mutagcdes em duas
regides reguladoras FKS1 e FKS2, que regulam uma glucano-sintase, importante na
producéo da parede celular (Figura 4), esse mecanismo pode explicar a resisténcia
adquirida as trés equinocandinas utilizadas atualmente (Ben-Ami & Kontoyiannis,
2021; Rabaan et al., 2023; Vanreppelen et al., 2023).
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Figura 4: Mecanismos de resisténcia intrinseca e adquirida presentes em Candida spp. (adaptado de
Tscherner et al., 2011).

Dessa forma, a problematica da resisténcia aos compostos antifingicos faz
com que a pesquisa de alternativas viaveis a esses compostos se torne cada vez mais
necessaria, demonstrando novos mecanismos de acdo e que sejam menos
predispostos a resisténcia. Nessa busca, os peptideos antimicrobianos (AMPs, do
inglés antimicrobial peptides), que também foram descobertos na década de 40, mas
sé tiveram seu papel evidenciado na década de 80, tém recebido grande interesse
clinico devido ao reconhecimento deles na participacdo da imunidade inata. A
pesquisa atual tem focado nesses compostos naturais como substitutos ou
coadjuvantes aos farmacos utilizados clinicamente (Tabela 1), principalmente por
apresentarem um alto espectro de atividade contra microrganismos, alta estabilidade
em ambientes extremos (e.g. temperatura e proteases), possibilidade de modificacdes
em suas estruturas e baixa toxicidade em testes in vitro (Dijksteel et al., 2021; Gupta
et al., 2024; Koehbach & Craik, 2019; Moretta et al., 2021).

Apesar de demonstrarem um horizonte favoravel, apenas onze AMPs
antifungicos (Tabela 1) estao, atualmente, em testes pré-clinicos/clinicos e resultados

preliminares sugerem que varios outros estudos com AMPs foram parados,
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principalmente por problemas nos perfis farmacocinéticos ou efeitos colaterais
inesperados (Dijksteel et al.,, 2021). No entanto, conforme estudos recentes ja
demonstraram, existe uma correlacao entre a atividade biolégica e a estrutura primaria
desses compostos. Onde a estrutura primaria esta intimamente relacionada a
atividade dos peptideos, podendo levar a um aumento na atividade antifungica e
também a niveis menores de toxicidade, o que se mostra como opgao viavel a
amenizacao do problema apresentado (Ciulla et al., 2023; Kovaleva et al., 2020;
Richter et al., 2022).
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1.3 Defensinas de plantas: propriedades e bioinspiragdo para novos
compostos

Os AMPs s3ao moléculas curtas de até 100 residuos de aminoacidos,
tipicamente com carga liquida positiva em pH fisiolégico, vale-se acrescentar que
AMPs anidnicos ja foram descritos na literatura. Essas moléculas também apresentam
expressiva proporcao de residuos hidrofébicos e hidrofilicos em regides especificas
da molécula, o que proporciona uma estrutura anfipatica, tornando-os solluveis em
ambientes aquosos. Sao divididos basicamente em quatro categorias, baseadas em
suas estruturas secundarias: peptideos lineares de a-hélice, peptideos folhas- (com
a presenca de pontes de dissulfeto), grampos- (mistura entre a-hélice e folhas-f8) e
estruturas estendidas. Importante ressaltar ainda que a conformacao tridimensional
desses peptideos pode variar de acordo com a interacdo com a membrana, conforme
pode ser observado na Figura 5, onde em meio aquoso o AMP se mostra
desestruturado, mas quando em contato com membranas celulares assume uma
estrutura de alfa-hélice anfipatica. Essas alteragcbes estruturais também podem
ocorrer de em diferentes meios e solventes (Chen et al., 2023; Moretta et al., 2021,
Parisi et al., 2019).

Peptideo ndo-estruturado
(forma estendida)

NN \, N\

Interagdao
Peptideo-Membrana

Peptideo estruturado

Figura 5: Esquema de interagc&o entre AMPs e membranas celulares, mostrando a possivel mudanga

na estrutura secundaria desses peptideos (adaptado de Chen et al., 2023).

As plantas produzem varios AMPs que sao reconhecidos por sua extraordinaria
importancia fisioldgica, atuando como componentes essenciais dos seus mecanismos

de defesa. Eles oferecem protecao rapida contra infec¢cbées bacterianas, fungicas e
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virais (Moretta et al., 2021). Sendo o grupo de AMPs mais bem descritos em plantas
o grupo das defensinas (Parisi et al., 2019). As primeiras defensinas nesses
organismos foram isoladas a partir de cevada e trigo, no entanto foram consideradas
como tioninas devido a semelhan¢ca no tamanho, niumero de cisteinas e atividade
antimicrobiana, classificacao que foi alterada tempo depois. Vale a pena ressaltar que
elas fazem parte de uma superfamilia que sado encontradas em outros grupos de
organismos como fungos, insetos e mamiferos (Manzanares et al., 2024; Moretta et
al., 2021; Xu & Lu, 2020). Esta superfamilia é dividida em cis- e trans-defensinas. As
trans-defensinas tém duas pontes dissulfeto mais conservadas saindo da fita B3 para
um lado ligando-se a a-hélice e para o outro lado ligando-se a uma regido de volta
(Figura 6.E). Ja as cis-defensinas possuem as duas pontes dissulfeto mais
conservadas saindo da fita B3 e ligando-se a a-helice do mesmo lado (Figura 6.D).
As defensinas de plantas pertencem a superfamilia das cis-defensinas (Shafee et al.,
2016; Kovaleva et al., 2020; Parisi et al., 2019).

Assim, as defensinas de plantas estdo relacionadas a defesa, tendo sua
producado estimulada tanto por fatores bidticos quanto abidticos. Encontradas em
varios tecidos, estagios de vida e espécies diferentes e, geralmente, ndo apresentam
toxicidade para o organismo produtor (Du et al., 2024). Quanto a sua estrutura, sao
representadas por um grupo de moléculas catibénicas pequenas, em torno de 45 a 54
residuos de aminoacidos (Figura 6A). Pertencem a um grupo denominado peptideos
ricos em cisteinas (CRP, do inglés cysteine-rich peptides), que sao peptideos e
proteinas pequenas possuidoras de varios residuos de cisteina, formando pontes
dissulfeto que estabilizam sua estrutura em diversas condi¢des fisicas e bioquimicas
(Xu & Lu, 2020). Estes oito residuos de cisteina formam quatro pontes dissulfeto: trés
estabilizam uma regiao central formada por trés folhas- antiparalelas — duas dessas
estédo ligadas a a-hélice formando o elemento estrutural conhecido como elemento
estrutural af estabilizado por cisteina (Csaf, do inglés cysteine-stabilized a-helix (-
sheet motif) - a outra é formada pela primeira e pela ultima cisteina, essa ultima ligacao
faz com que as regides N-terminal e C-terminal se aproximem conferindo uma
estrutura pseudociclica (Figura 6B) (Manzanares et al., 2024; Parisi et al., 2019).
Outro elemento estrutural bem conservado e responsavel pela atividade biolégica dos
peptideos que os possuem €& o y-core (Yount & Yeaman, 2004). Este elemento
estrutural é caracterizado pela sequéncia X2-G-X-C-X3-o-C-X2, onde X representa

qualquer outro aminoacido, vale-se ressaltar que esse elemento pode ser encontrado
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em outras classes de AMPs que possuam uma regido de volta entre duas folhas-f3

(Figura 6C).
A
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Figura 6: Representacéo das estruturas primarias e terciarias de algumas defensinas encontradas em

N

plantas, bem como seus elementos estruturais. (A) Estrutura primaria de algumas defensinas: tabaco
(Nicotiana alata) NaD1, arroz (Oriza sativa) OsAFP1, milho (Zea mays) ZmD32, ervilha (Pisum sativum)
PsD1, dalia (Dahlia merckii) DmAMP1, rabanete (Raphanus sativus) RsAFP2 e Picramnia pentandra
Ppdef1. Em preto estdo destacados os residuos de cisteina, os aminoacidos basicos em azul,
aminoacidos acidos em vermelho, as glicinas conservadas em laranja e as caixas vermelhas os Csaf3
presentes nas estruturas. Os asteriscos representam os aminoacidos que s&o idénticos (Manzanares
et al., 2024). (B) Estrutura terciaria da NaD1. As regides em azul indicam as folhas-f3, em vermelho a
a-hélice e amarelo as pontes de dissulfeto (Parisi et al., 2019). (C) Estrutura terciaria de uma defensina
de planta. A regido em rosa destaca o y-core, 1, 2 e 3 indicam as folhas-B1, 2 e 3, respectivamente e
L1e 2, asvoltas 1 e 2, respectivamente (Lacerda et al., 2014). (D) e (E) Representagao da organizagéo
estrutural de cis e trans-defensinas, respectivamente (adaptado de Shafee et al., 2016).
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1.4. Os peptideos bionspirados na defensina de Vigna unguiculata (L.) Walp.

A defensina da planta Vigna unguiculata L. Walp. (feijao-de-corda) Vu-Def1
mostrou atividade inibitéria sobre Fusarium oxysporum, Fusarium solani e
Saccharomyces cerevisae (Carvalho et al., 2001), a-amilases de insetos e humana
(Dos Santos et al.,, 2010) e Leishmania amazonensis (Souza et al., 2013). Essa
defensina possui a regido conservada y-core a qual é atribuida a atividade desse
peptideo, o que foi confirmado quando se isolou apenas a regido do y-core fazendo-
se substituicées nas Cysss,42,44 por Ala, para que nao houvesse a formacgéao de pontes
de dissulfeto que nao ocorrem no peptideo original, e para que nao haja residuo de
cisteina livre. Assim esse novo peptideo foi abreviado para DD (A36,42,44y32-46Vu-Def)
(Figura 7) e, apesar de manter atividade inibitéria sobre L. amazonensis (Souza et al.,
2019), nao mostrou atividade significativa sobre fungos de interesse clinico (Toledo et
al., 2021).

Como a literatura ja aponta que a combinacédo correta de hidrofobicidade,
densidade da carga e tamanho do peptideo influenciam na sua atividade, mudancas
nos aminoacidos na cadeia peptidica ou o aumento de residuos carregados
positivamente podem afetar a estrutura dos AMPs e, consequentemente, sua
atividade contra patégenos (Moretta ef al., 2021). Considerando-se ainda que grande
parte dos AMPs que estao em testes clinicos sao versées modificadas de peptideos
naturais (Dijksteel et al., 2021). Assim, evidencia-se a importéncia de se fazer
modificagées direcionadas para atendendo aos requerimentos de melhor atividade
contra microrganismos e baixa toxicidade para o hospedeiro. Foram feitas
modificacées na estrutura primaria de DD para que sua atividade fosse melhorada. E
importante salientar que para essas modificagcdes foram feitas a partir de um estudo
de 29 artigos e varias estruturas primarias de defensinas diferentes correlacionando
com suas caracteristicas e atividades bioldgicas. Entéao, para torna-lo mais positivo,
dois residuos de acido aspartico (negativo) foram substituidos por duas argininas
(positivas), dando origem ao peptideo Ass 42,44R37,38y32-46 VuDef, apelidado RR (Figura
7). Para que houvesse aumento na hidrofobicidade a Alass e a Valso foram substituidas
pelo triptofano (aromatico), sendo assim o novo peptideo Asze4244R37,38 Wa3s 40y32-
46VuDef foi apelidado de WR (Figura 7).
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Figura 7: Estrutura primaria e modificagcdes de VuDefi para a bioinspiragéo dos peptideos DD, RR e
WR. (A) Estrutura representativa da defensina da planta Vigna unguiculata recombinante (VuDefr), as
regides em azul claro indicam as folhas-B antiparalelas, em vermelho a a-hélice e em azul escuro a
regido do y-core (adaptado de Souza et al., 2019 e Toledo et al., 2021). (B) Tabela demonstrativa das
estruturas primarias e propriedades fisico-quimicas. Em cinza escuro esta indicada a metionina inicial,
em cinza claro os demais residuos de aminoacidos, em preto os residuos de interesse, a caixa
vermelha indica a posi¢céo do y-core e as setas vermelhas indicam as modificacdes estruturais para a
bioinspiracdo de WR (Toledo et al., 2021).

Apds as modificagdes, foi observado que WR possui atividade antifungica sobre
quatro dos seis fungos testados, inibindo o crescimento de C. albicans (96,2%), C.
buinensis (98,5%), C. tropicalis (58,2%) e S. cerevisiae (26,1%) sendo o mais ativo
dos trés e 0 menos téxico para células de mamiferos (Toledo et al., 2021). Em ensaios
in vitro, com células do fungo C. albicans verificou-se que WR induz um aumento nos
niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés Reactive Oxygen Species),
hiperpolarizagcdo da membrana mitocondrial, encolhimento celular, condensacgao de

cromatina, e marcacao positiva para iodeto de propideo em momento tardio da morte,
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0 que sugere um mecanismo de morte celular regulada para esse fungo (Lucas et al.,
2024).

No entanto, ao passo que testes in vitro ja demonstraram a eficacia de WR
sobre C. albicans e que seu mecanismo de agao ja esteja parcialmente esclarecido,
ainda sao necessarias analises que atestem a eficacia desse peptideo em modelos in
vivo dando inicio aos testes pré-clinicos desse composto, aprofundando-se no
conhecimento sobre sua forma de atuacgao, toxicidade e eficacia (Dijksteel et al., 2021;
Lucas et al., 2024; Magana et al., 2020; Toledo et al., 2021).

1.5. Galleria mellonella como modelo de infecgao

A Galleria mellonella (grande-traga-da-cera), uma espécie pertencente a ordem
Lepidoptera e a familia Pyralidae, € um parasita ubiquo em colmeias de abelhas,
vespas e bumblebees que pode se alimentar de mel, cera de abelha, fezes de abelhas,
polen, casulos e ocasionalmente de larvas. Com um ciclo de vida holometabdlico, este
inseto possui cinco estagios de desenvolvimento e, consequentemente, um ciclo de
vida muito curto: ovo, lagarta, pré-pupa, pupa e adulto (Figura 8). A mariposa prefere
colénias de abelhas e utiliza compostos volateis das colmeias como sinais de
localizagdo para depositar seus ovos. Apo6s localizar uma colmeia adequada a
distancia, a fémea gravida se aproxima durante a noite, quando as abelhas estao
menos ativas, e deposita seus ovos em fendas na colmeia. As larvas eclodem dos
ovos apoés 5-8 dias, e em cerca de 6 semanas, a larva amadurece e cresce, atingindo
um comprimento cilindrico de 16-20 mm. No entanto, as abelhas n&o toleram a
intrusao e removem as larvas das colmeias, colocando em risco a prole da mariposa
e tornando colmeias vivas menos propicias para a oviposi¢cao. Apés 8 a 10 mudas ao
longo de 4 a 6 semanas, a lagarta para de se alimentar e inicia a formagcao de um
casulo de seda, entrando no estagio de pré-pupa. A pré-pupa posteriormente se
transforma em pupa, imobilizada no casulo. O adulto emerge apés um periodo de 4 a
8 semanas, sendo uma mariposa de cor marrom-avermelhada e ativa durante a fase
noturna (Figura 8). Na forma adulta, G. mellonella pode depositar até 300 ovos, com
alguns estudos relatando até 600. O ciclo de vida, desde a eclosdo dos ovos até a
maturacéo das larvas, pode ser influenciado pela alimentagéo e temperatura (ideal
entre 28 e 30 °C). Este ciclo rapido e simples nao requer atencao especial para seu

desenvolvimento (Giammarino et al., 2024; Parepely et al., 2023).
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Figura 8: Imagem representativa do ciclo de vida de G. mellonella que em geral demora de 15 a 18

semanas (adaptado de Parepely et al., 2023).

Nos diferentes estudos encontrados na literatura relacionados com a avaliacao
de viruléncia, progressao de infeccdes, eficacia e toxicidade de farmacos sao
utilizadas larvas no sexto estagio de desenvolvimento (Dinh et al., 2021; Giammarino
et al., 2024; Ham et al., 2024, Parepely et al., 2023). Para isso sao feitas inoculagcdes
na regiado da ultima pré-pata (Figura 9A) com uma seringa Hamilton ou de insulina de
forma que atinja a hemocele. Outras formas de inoculagdo também ja foram
documentadas como a alimentacéao forcada através de uma canula colocada na regiao
labial até o eséfago (Figura 9A e C), no entanto, esse método nao garante que a
concentragao desejada, de microrganismo ou de farmaco, seja alcangada ja que ao
passar pelos diferentes 6rgaos do sistema digestério (Figura 9B) podem interagir com
a microbiota interna ou serem retidos nesses 6rgaos nao atingindo a hemocele
(Champion, Titball & Bates, 2018; Jemel et al., 2020).
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Figura 9: Anatomias externa e interna da larva de G. mellonella no sexto estagio. Em (A) parte ventral
vista em microscépio estereoscopico. (B) microscopia dptica da anatomia do sistema digestivo da larva
corada com azul de metileno. (C) representagéo grafica da anatomia do inseto. Os 6rgéos estéo
indicados como segue: 1- boca, 2- estfago, 3- papo, 4- intestino glandular, 5- zona de transicéo, 6-
intestino cuticular, 7- reto, 8- anus, |- ingesta, PM- matriz peritrofica e SV- valvula estomadeu (adaptado
de Sanger et al., 2022).

A larva de G. mellonella representa um organismo modelo para a avaliacao da
eficacia e da toxicidade in vivo de diferentes compostos, bem como modelar a
patogenicidade de bactérias, fungos e virus além de avaliar os mecanismos de defesa
de hospedeiros em infecgdes (Dinh et al., 2021; Ham et al., 2024). Suas vantagens
incluem o fato de as mesmas resistirem a ambientes com temperaturas parecidas com
as de mamiferos (37 °C), requerem pouca manutenc¢ao, serem econémicas nos custos
de manutencao, terem um ciclo de vida curto e uma resposta imunolégica inata
semelhante a de vertebrados (Jemel et al., 2020; Ménard et al., 2021; Pereira & Rossi,
2020), ressaltando-se que o sistema imune de invertebrados € extremamente eficiente
ja que eles nao possuem sistema imune adaptativo (Moretta et al., 2021), o que pode

ser observado também na Tabela 2.
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Das caracteristicas positivas desse modelo chama atencao seu sistema imune
inato, que pode ser dividido em duas partes: a celular, composta por basicamente seis
tipos celulares diferentes: os pré-hemacitos, os plasmécitos, as células granulares, os
coagulécitos, os esferulocitos e os oenocitdides, chamados coletivamente de
hemacitos (Singikum et al., 2018) e a humoral compreendida por AMPs, enzimas
liticas, opsoninas e a fenoloxidase que catalisa a melanizacao (Dinh et al., 2021). Um
exemplo da interacdo entre as duas partes pode ser observado por exemplo no
processo de coagulacdo da hemolinfa que ocorre na presenca de patégenos ou
injuria, nesse processo proteinas de hemolinfa se ligam as células granulares sendo
detectadas, posteriormente, por moléculas que iniciam os processos de coagulagéo e
da acéao da profenoloxidase (Li et al., 2002).

Apesar das potencialidades, durante muitos anos, as larvas de G. mellonella
tém sido comercialmente disponiveis como alimento para répteis e aves em cativeiro,
além de isca de pesca, e larvas criadas para esses fins tém sido amplamente
utilizadas em pesquisas. Essas larvas nao sao definidas por idade ou peso, e sao
criadas, alimentadas e mantidas em condicbes variadas. A idade, o estado de
alimentacao e o manejo fisico das larvas tém mostrado ter um impacto significativo na
susceptibilidade delas a infec¢des. Além disso, as larvas podem conter residuos de
antibiéticos e horménios, o que pode resultar em respostas inconsistentes as
infeccdes, possivelmente refletindo alteragées no metabolismo das larvas (Champion,
Titball & Bates, 2018). Assim para tentar sanar essas deficiéncias algumas
alternativas sao propostas, como utilizar larvas criadas sem o uso de antibiéticos, em
colénias internas nos laboratérios, com idade e peso definidos, descontaminando a
superficie onde serao feitas as inje¢cdes e reduzir o numero de grupos ao se utilizar
padronizacgdes internas (Champion, Titball & Bates, 2018; Serrano et al., 2023).

Além disso, a gravidade das infecgdes em humanos parece estar relacionada
a gravidade das infec¢des nas larvas (Borman, 2018). Estudos sobre como esses
insetos reagem em termos de viruléncia, resisténcia e resposta a medicamentos
antifungicos ja confirmaram que usar G. mellonella como modelo é eficaz (Borman,
2018; Marcos-Zambrano et al., 2020). Isso € valido também quando estamos
estudando o género Candida (Garcia-Bustos et al., 2022; Jemel et al., 2020; Marcos-
Zambrano et al., 2020; Rossoni et al., 2019). Apesar de C. albicans ser um dos
principais patégenos fungicos humanos, nao existe uma grande variedade de estudos

qgue explorem a eficiéncia do uso de G. mellonella para estudos de infeccao (Denning
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et al., 2022; Jemel et al., 2020). Nesse sentido, Dinh et al. (2021) concluem que,
apesar das limitagdes, o uso de G. mellonella como animal modelo de alto-rendimento,
flexivel e sofisticado, necessario a todos os pesquisadores contemporaneos e que

muitos pesquisadores irao aderir esse modelo.
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2. JUSTIFICATIVA

O desenvolvimento de novos compostos € urgente e pesquisas com AMPs tém
se mostrado relevantes no desenvolvimento de novos antifungicos. AMPs sao
moléculas com até 100 residuos de aminoacidos, tipicamente com carga liquida
positiva em pH fisiolégico, com grande proporgéo de residuos hidrofébicos, anfipaticos
e soluveis em ambientes aquosos (Moretta et al., 2021). Apesar do grande interesse
em relagdo aos AMPs, ha lacunas na relacdo estrutura-mecanismos de acao,
necessitando maiores investigacées (Koehbach & Craik, 2019).

Nesse sentido, o AMP Aa4244R3738W3s 39Y32-46 VuDef (abreviado WR) foi
bioinspirado a partir do y-core da defensina de sementes da planta Vigna unguiculata
L. Walp. (feijao-de-corda) (Vu-Def), por meio de modificacbes direcionadas na
sequéncia de aminoacidos visando o aumento da carga positiva e da hidrofobicidade.
WR mostrou atividade na inibicao de C. albicans em testes in vitro e € o menos toxico
para as células animais, comparado com outros AMPs sintetizados a partir de Vu-Def
(Toledo et al., 2021). Assim, ensaios pré-clinicos que elucidem a acéo e a toxicidade
dos AMPs sao necessarios (Magana et al., 2020).

Um dos modelos mais comuns em estudos de infecgbes microbianas é o de
roedores, no entanto existem barreiras éticas e orcamentarias que dificultam o seu
uso. A larva do lepidéptera Galleria mellonella (grande-traca-da-cera, Pyralidae) se
mostra uma alternativa, pois além de possuir varios indicadores de resposta a
infecgdes, viver em temperaturas similares as dos humanos, facil manutengéo, baixo
custo e ciclo de vida curto, também tem uma resposta imune inata similar a de
vertebrados, sendo a severidade da infeccdo em humanos correlata a das larvas
(Borman, 2018; Pereira & Rossi, 2020). Estudos de viruléncia, resisténcia e resposta
a drogas antifungicas ja demonstraram a eficacia do uso de G. mellonella como
modelo (Borman, 2018; Marcos-Zambrano el al., 2020), inclusive para o género
Candida (Garcia-Bustos et al., 2022; Marcos-Zambrano el al., 2020).

Dessa forma este trabalho visa avaliar a eficacia antifungica in vitro do AMP
WR sobre cepa de C. albicans em modelo de infeccao em G. mellonella comparando-
a com a de farmacos de referéncia, ja que este modelo se mostrou equivalente em
relacdo ao modelo murino. Por fim, procura-se elucidar a atividade e toxicidade desse
composto a fim de torna-lo alternativa viavel aos medicamentos ja utilizados
atualmente em ambiente comercial e hospitalares, contribuido para a mitigacao dos

males causados por esse patdgeno.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Avaliar a toxicidade e a eficacia da administracdo do peptideo
A42,44R37,38W36 39Y32-46 VuDef (WR) no tratamento do modelo de infecgdo por Candida

albicans em Galleria mellonella.

3.2. Objetivos especificos

3.2.1. Determinar a dosagem de Candida albicans para infeccao efetiva em larvas de
Galleria mellonella;

3.2.2. Determinar o momento ideal administracao de WR,;

3.2.3. Estimar a dosagem minima de WR no controle da infecgéao;

3.2.4. Avaliar a toxicidade de WR para as larvas de G. mellonella;

3.2.5. Avaliar os indicadores externos de progressao da infeccao (melanizacao,
movimento quando estimulada e formacao de casulo) e sobrevivéncia;

3.2.6. Avaliar os indicadores internos de infecgdo: 6rgaos internos e aspectos
bioquimicos;

3.2.7. Comparar resultados com os resultados de farmacos de referéncia.
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4. METODOLOGIA
4.1. Cultivo e armazenamento do material biolégico

A cepa clinica Candida albicans SC5314/ATCC MYA-2876 presente na
micoteca do Laboratério de Fisiologia e Bioquimica de Microrganismos (LFBM) da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) foi cultivada em
meio Sabouraud (Merck Millipore® Brasil: [Peptona de carne] 10g/L, [Peptona de
caseina] 5 g/L, [D(+)-glicose ] 20 g/L e [Agar] 17 g/L e pH 5,6) a 30 °C por 24 h e, ap6s
crescimento, mantidas a 4 °C com transferéncia para novo meio a cada trés meses.
Para todas as analises foram usadas colénias com 24 h de crescimento. Daqui em
diante a cepa Candida albicans SC5314/ATCC MYA-2876, sera referida como
Candida albicans.

O peptideo WR foi sintetizado pela AminoTech Industria e Comércio Ltda., com
homogeneidade maior ou igual a 95% e preparado como descrito em Toledo et al.
(2021).

Todas as fases do inseto Galleria mellonella provém da cultura mantida no
LFBM em potes plasticos com tampa modificada para permitir circulacao de ar e
cobertos internamente com papel filtro, e dispostos em incubadora (Tecnal®
Equipamentos Cientificos Brasil TE-371/240L) a 27 °C. Os ovos e larvas foram
colocados nos potes com racéao artificial fresca (250 g de fuba, 250 g de mel, 210 g de
glicerol, 210 g de cera de abelha, 150 g de levedo de cerveja, 100 g de leite em pé
desnatado e 100 g de farinha de soja) (Firacative et al., 2020; Pereira & Rossi, 2020).
Semanalmente foi feita a limpeza da seda, casulos e detritos produzidos pelas larvas
e a renovacgao da ragao, se necessario, até que as larvas atingissem o estagio de
pupa. Entao, dez pupas foram colocadas em potes plasticos, garantindo-se o abrigo
da luz e sem racao para a emergéncia dos adultos (imago). Pedacos de papel filtro
foram colocados no interior dos potes, para que neles as fémeas fizessem a
oviposicao. Apos 1-3 semanas os ovos presentes no papel filtro foram colocados em
nova ragao, reiniciando-se o ciclo que em geral demora aproximadamente 15 a 18

Seémanas.

4.2. Determinacao da dose letal fungica de C. albicans para a progressao da
infeccao e morte das larvas de G. mellonella
A fim de determinar a dose letal fungica (DLF100), quando ha estabelecimento

da infecgéo prolongada e morte de 100% das larvas do ensaio, foram feitos os



42

seguintes procedimentos. Para o preparo do inéculo da levedura, uma cultura foi
colocada por 24 h a 30 °C e 250 rpm em caldo Sabouraud (Merck Millipore® Brasil:
[Peptona de carne] 10 g/L, [peptona de caseina] 5 g/L, [D(+)-glicose] 20 g/L e pH 5,6).
Apés o crescimento, uma aliquota de 1 mL foi retirada e centrifugada por 1 min o
sobrenadante foi descartado e o sedimento de células foi ressuspendido em 1 mL de
solugcao tampao-fosfato (PBS, do inglés Phosphate-Buffered Saline) ([NaCl] 30 mM,
[KCI]} 2,7 mM, [NazHPO4] 10 mM, [KH2PO4] 1,8 mM e pH 7,3) previamente autoclavada
(121 °C por 20 min). Entao foi feita a contagem de células em camara de Neubauer
(LaborOptik) e microscépio Optico (Axio Imager.A2, Zeiss) para o calculo e
determinacao da densidade celular em células/mL bem como as diluigcbes necessarias
para as concentragées de indculo que seriam testadas (Pereira & Rossi, 2020; Toledo
et al., 2021).

Para a selegcédo das larvas para fazer a inoculagcado do fungo e também para
verificar a progressao da infec¢do das larvas foi adotado um sistema de pontuagao
denominado como indice de Salde (IS), seguindo os parametros visuais e a

pontuacao mostrados na Tabela 3.

Tabela 3: Critérios, pontuacdes e parametros visuais utilizados na determinagdo do indice de Saude
(adaptado de Champion, Titball & Bates, 2018 - traduc&o nossa).

Categoria Descricdo Pontuacdo Parametro visual Maximo
sem movimento 0
movimento minimo quando estimulada 1 "
Resposta ao toque a i Figura 10 3
move-se quando estimulada 2
move-se sem estimulo 3
sem casulo 0 ‘
Formacdo de casulo casulo parcial 0,5 ~ 1
casulo total 1 ..
larvas escuras 0 ‘
>40% do corpo 1 -
Melanizac3o 20-40% do corpo 2 ‘ 4
<20% do corpo 3 «
& | .
sem melanizacdo 4 <
ygin. morta 0
Sobrevivéncia ) - 2
viva 2

Total 10
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Foi considerado para a categoria “Resposta ao toque” se, quando estimuladas
com toque direto de uma pinga e viradas com parte ventral para cima, retornarao a

posicao normal rapidamente (Figura 10).
b \ b '\ / -
b . | . . ‘

) ‘ \h-\z

: ,’\’3 |
\ ﬁ \ \ K/
£ 135) -“‘" “(185) \ " (215) — (245)

Figura 10: Imagens do video de lapso de tempo representativo do critério “Resposta ao toque”. Os

numeros proximos as larvas representam as notas que cada larva recebe para essa categoria.

Dessa forma, para cada repeticéo, foram selecionadas (12) doze larvas, no
sexto instar com massas entre 250 e 300 mg e com pontuagao 10,0, que indicava que
as larvas eram saudaveis (Andrejko et al., 2021).

Para esse ensaio foi feita a inoculacao intra-hemocélica na ultima pré-pata
esquerda de 10 yL de inéculo contendo as doses flngicas de 0,5 x 108 células/larva,
1,0 x 108 células/larva e 2,0 x 108 células/larva, ou PBS utilizando-se uma seringa de
insulina estéril. O local da injecao foi previamente limpo com alcool 70% (Andrejko et
al., 2021; Jemel et al., 2020) e as larvas foram observadas por 10 min para garantir
gue nao houve extravasamento da hemolinfa e se elas se mantinham saudaveis. As
larvas foram colocadas em placas de Petri, armazenadas a 37 °C e avaliadas por 144
h (6 dias) a cada 24 h para acompanhamento do IS e da mortalidade (Champion,
Titball & Bates, 2018).

4.3. Eficacia de WR sobre concentracao de 2.000 células/mL de C. albicans
Previamente a dose letal de WR foi determinada em 27,5 uM para a cepa de
C. albicans CE022 na densidade celular de 2.000 células/mL e com incubacéao por 1

h a 30 °C (Toledo et al., 2021). A partir da dose letal determinada anteriormente por
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Toledo et al. (2021), foram testadas novas doses com incrementos de 4,5 uM até que
fosse atingida a dose letal para a nova cepa clinica. O ensaio foi feito em uma placa
de 96 pocos (Nunc) (ThermoScientific® Brasil) foram colocadas 2.000 células/mL da
cepa clinica e diferentes concentracées de WR (uM) em caldo Sabouraud para o
volume final de 100 pL em cada poco. A placa foi incubada a 30 °C por 1 h (tempo de
indugao para induzir a morte celular fungica determinado por Toledo et al. (2021). O
controle foi feito sem a adicao de WR. Ao final do tempo de incubacgéo, o conteudo
dos pocos foi lavado uma vez em caldo Sabouraud e plaqueado em agar Sabouraud
com auxilio de al¢ca de Drigalski, sendo entdo incubadas por 24 h a 30 °C para
crescimento e posterior contagem de Unidades Formadoras de Col6nias (UFC). A
amostra controle foi considerada como 100% viavel. Imagens das placas de Petri
foram adquiridas com camera (Moto G8 Power lite xt2055, xt2055-2, 16 Mp, resolucao
4619x3464 pixels).

4.4. Dose letal de WR e FCZ sobre a dose letal fungica de C. albicans para as
larvas de G. mellonella

Foi realizado ensaio semelhante ao descrito no item 4.3, no entanto utilizando-
se a dose letal de WR sobre a DLF100 de C. albicans para G. mellonella encontrada
no item 4.2. Foram seguidas as mesmas etapas como ja descrito (item 4.3), sendo
que apoés o tempo de incubacéao de 1 h, foi feita a leitura da absorbancia em leitora de
microplacas Synergy H1 (Biotek) a 620 nm. Para a determinagéao da UFC, o conteudo
dos pocos do controle foi diluido 1.000 vezes em caldo Sabouraud, e desta diluicao
final foram plaqueados o volume em 2 yL em agar Sabouraud com auxilio de al¢a de
Drigalski, sendo entdo incubadas por 24 h a 30 °C para crescimento e posterior
contagem de Unidades Formadoras de Colénias (UFC). Para o farmaco de referéncia,
FCZ foi considerada a dose indicada para o tratamento de candidiases sistémicas
(400 mg/kg), seguindo-se os mesmos procedimentos ja descritos, entretanto o tempo
de incubacao foi de 6 h. Todas as outras amostras seguiram a mesma diluicao do
controle referente ao WR e FCZ. As porcentagens de inibicdo foram calculadas

considerando o controle como 100% de crescimento.

4.5. Avaliagao da progressao da carga fungica nas larvas infectadas
Com o objetivo de determinar a concentracdo de leveduras presentes e o

estabelecimento da infeccéo nas larvas infectadas, foi determinada a carga fungica
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da hemolinfa. Para esta determinacgéao, foram escolhidas 5 larvas para a retirada da
hemolinfa nos tempos de 1, 4, 6, 24 e 48 h. Adicionalmente, para cada tempo
escolhido, as cinco larvas estavam dentro da média do IS (Tabelas 3 e S$10) referente
aquele tempo para evitar discrepancias nas analises. Foi feita a limpeza da parte
ventral da larva com alcool 70% e com auxilio de uma seringa de insulina estéril foi
feita uma pequena puncao na ultima pré-pata direita da larva apenas para que se
formasse uma gota de hemolinfa (50 uL), que foi recolhida com uma micropipeta e
transferida para um tubo de microcentrifuga previamente resfriado. Foram
adicionados a hemolinfa solugéo de tropolona (0,01 g/mL) (1:1) - denominada solu¢ao
de hemolinfa. Uma aliquota foi retirada para visualizagdo morfolégica ao microscopio
optico (Axio Imager.A2, Zeiss). Outra aliquota foi diluida na propor¢éao 1:100 em caldo
Sabouraud e plaqueada em agar Sabouraud previamente preparada com os
antibidticos ampicilina (50 mg/mL) e cloranfenicol (34 mg/mL) para evitar o
crescimento de bactérias com auxilio de alga de Drigalski. As placas foram incubadas
a 30 °C por 24 h para crescimento de col6nias e contagem de UFC. Foi realizado um
controle com a hemolinfa de larvas nao infectadas para a identificacdo da presenca
de microrganismos da microbiota larval. Das col6nias crescidas, 14 col6nias de cada
tratamento (4, 24 e 48 h) foram escolhidas aleatoriamente e plagueadas em meio
diferencial agar cromogénico candida (KASVI: [agar] 15,0 g/L, [cloranfenicol] 0,5 g/L,
[mistura cromogénica] 0,4 g/L, [dextrose] 20,0 g/L e [peptona] 10,0 g/L e pH 6,1) para
confirmacao da presenca de C. albicans. A identificacao foi feita de acordo com a
Tabela 4.

Tabela 4: Padrao do resultado da analise qualitativa obtida a partir do cultivo em agar cromogénico
candida. Informagbes cedidas pelo fabricante. Disponivel em: https:// www .lojaprlabor .com.br/
produtos / agar-cromogenico - candida-frasco-500g-kasvi/. Acesso em: 24/11/2024.

Microrganismo Crescimento Coloragdo da colénia Imagem representativa

Candida tropicalis

ATCC 1369 o hed

Candida albicans
ATCC 10231 B s

Candida krusei Bom Rosa arroxeado
ATCC 34135
Candida parasilosis Bom Branco claro-roxo

ATCC 22019

Candida glabrata Bom Branco claro-roxo

ATCC 2001
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4.6. Determinacao da concentracao de hemocitos na hemolinfa durante a
progressao da infecgao

Como o sistema imune inato larval é similar a imunidade inata de mamiferos
(Singikum et al., 2018), entende-se ser necessario avaliar se ele esta respondendo a
infeccao. Para esse fim, foi realizada a contagem das células de defesa presentes na
hemolinfa das larvas. Para isso, as larvas foram inoculadas com a DLF100 de C.
albicans conforme os itens 4.2 e 4.5, sendo retiradas amostras de hemolinfa para o
preparo da solucao de hemolinfa. Essa solucao foi diluida na propor¢cao 1:10 em
solucao fisiolégica de inseto (IPS, do inglés Insect Physiological Saline) ([NaCl] 30
mM, [KCI] 5 mM, [TRIS/HCI] 100 mM; [EDTA] 10 mM; [Citrato de Sédio] 30 mM e pH
6,9) (Rossoni et al., 2019). Uma aliquota foi retirada para que fosse feita a contagem
de hemécitos em camara de Neubauer (LaborOptik) e microscopio éptico (Axio

Imager.A2, Zeiss) para o calculo e determinacédo da densidade celular em células/mL.

4.7. Testes de toxicidade e eficacia do tratamento com WR in vivo.

O teste de eficacia foi feito a partir dos dados da determinacao da DLF100 de C.
albicans sobre G. mellonella. O inéculo foi realizado como descrito no item 4.2, assim
como os dados obtidos com a dose letal de WWR nos experimentos de indugao de morte
celular e viabilidade celular in vitro. Os momentos das inje¢des intra-hemocélicas de
WR na ultima pré-pata direita foram escolhidos a partir dos dados obtidos nos ensaios
de progressao da carga fungica, das concentragbes de hemocitos durante a
progressdo da infeccdo e da curva de probabilidade de sobrevivéncia. Foram
considerados ainda os dados de posologia do farmaco FCZ, como base para o
tratamento. A dose de tratamento com WR foi determinada como 40 mg/kg, calculo
feito a partir da concentracao (2 mg/mL) e pureza (>95%) informados pela AminoTech
e considerando-se a média de peso larval como 275 mg. Para comparagdo com o
farmaco FCZ foi considerada a dose de 400 mg/kg, como indicado pela bula do
medicamento, e o tratamento ocorreu nos mesmos tempos de WR. O controle com
PBS foi injetado nos mesmos tempos que os tratados. Apds as injegcdes, as larvas
foram incubadas a 37 °C por até 144 h com a avaliagédo do IS a cada 24 h. No teste
de toxicidade foi seguindo o mesmo procedimento, com excec¢éao a injecao do inoculo.
Também foram feitas a avaliacdo da carga fungica conforme o item 4.5 e da

concentracao de hemacitos de acordo com o item 4.6.
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A fim de avaliar efeitos posteriores as 144 h de tratamento com WR foram
escolhidas aleatoriamente sete larvas e acompanhadas por mais oito semanas apos
o experimento, para que atingissem a fase adulta. Essas foram recolocadas em dieta

artificial e a sobrevivéncia foi analisada a cada 7 dias.

4.8. Avaliacao de parametros bioquimicos da hemolinfa larval
4.8.1. Dosagem de carboidratos e proteinas totais na hemolinfa larval

Para verificar possiveis impactos no metabolismo das larvas, foi feita
quantificacao de total agucares redutores e da quantidade total de proteinas. Para as
dosagens de proteinas e carboidratos presentes na hemolinfa larval, foram realizados
0s mesmos procedimentos de infeccao e/ou tratamento com o peptideo WR (itens 4.2
e 4.7). Sendo coletados 50 pL de hemolinfa de cinco larvas apds 120 h da infeccéo e
64 h ap6s a ultima injegdo de WR, que foram colocados separadamente em tubos de
microcentrifuga previamente resfriado. Foi feita centrifugacao a 4 °C e 200 x g por 5
min e o sobrenadante coletado foi submetido a uma nova centrifugacdo a 4 °C e
20.000 x g por 10 min, o sobrenadante final foi diluido em solugéao tampéo ([Tris-HCI]
5 mM (pH 6.6), [NaCl] 137 mM e [KCI] 2.7 mM) na propor¢ao 1:10. Na determinacao
da concentragdo de glicose foi feita a reagdo com acido dinitrosalicilico a partir de
curva padrao com glicose (1,0 mg/mL) (Radford et al., 2005; Matsuda et al., 2014) em
540 nm. Na quantificacao de proteinas, foi utilizado o método de reagdao com BCA
(acido bicinconinico, Sigma-Aldrich) a partir de curva padrao com ovoalbumina (1,0
mg/mL, Sigma-Aldrich) em leitura a 562 nm.

4.8.2. Perfil proteico da hemolinfa

Para avaliar a resposta molecular da defesa inata das larvas foi feita uma
analise do perfil proteico da hemolinfa das larvas. Para isso, 50 uL de hemolinfa foram
diluidos na proporcéo de 1:1 em solugéo de tropolona (0,01 g/L). A aliquota desta
solucao, foram adicionadas C. albicans ou C. albicans + WR para completar o volume
até 50 uL com IPS. Neste volume final de 50 pL, a concentracao final de hemolinfa foi
de 30% e as concentragcées de C. albicans e/ou WR nas doses previamente
estipuladas (0,5x108 células/tubo e 55,5 uM). As amostras foram colocadas em shaker
a 200 rpm e 37 °C por 24 h. Depois disso foram adicionados 20 yL de EDTA (500
mM), as amostras foram homogeneizadas, centrifugadas (4 °C e 200 x g por 5 min) e

o sobrenadante coletado foi submetido a uma nova centrifugacéo a 4 °C e 20.000 x g
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por 10 min e o sobrenadante final foi retirado e seco por liofilizacdo (LK100, Liotop). A
amostra seca foi ressuspendida em 15 pL de Solugdo Tampéo ([TRIS] 0,125 M, [SDS]
2,5%, [Azul de bromofenol] 0,25%, [B-mercaptoetanol] 5%) e foi analisada por
eletroforese em gel de tricina por 13 h, a 15 V e temperatura ambiente (Gallagher,
2006; Schagger & Jagow, 1987). Apés a corrida, o gel foi colocado em solugéao de
Coomassie Azul Brilhante R250 ([Coomassie Azul Brilhante R250] 0,1%, [Metanol]
50%, [Acido acético glacial] 10%). Ambos os géis foram corados sob agitagéo
constante (100 rpm) e, se necessario, levemente descorados em agua destilada
aquecida, para facilitar a visualizagdo das bandas e entao fotografados. Os resultados

da analise também permitem avaliar se WR ainda esta circulante na hemolinfa.

4.8.3. Zimografia

Ja que proteases podem levar a degradacgéo do peptideo dentro da hemolinfa
larval, foi feita uma zimografia para avaliar a presenca de proteases circulantes.
Assim, as amostras foram preparadas conforme descrito no item 4.8.2. No entanto,
as amostras foram ressuspesas em solucao tampao ([TRIS] 0,125 M, [SDS] 2,5%,
[Azul de bromofenol] 0,25%, [Sacarose] 10% e pH 6,8). As amostras foram analisadas
em dois diferentes géis Laemmli: um para controle das bandas, chamado “gel espelho”
e outro com a presenca do substrato para protedlise, nesse caso gelatina de pele
suina (0,1%). Apés a corrida por 3 h, a 80V e 4 °C, ambos os géis foram submetidos
a duas etapas de lavagem em solugéo de lavagem ([Tris-HCI] 0,1 M, [Triton X-100]
2,5%, [CaCl2] 20 mM, [MgCl2] 20 mM e pH 8,0) por 30 min cada, em agitacao
constante (100 rpm). O excesso de solucdo de lavagem foi retirado com agua
ultrapura. O gel de zimografia foi incubado a 37 °C, overnight em tampao de incubacgao
([acido 3-[N-morfolino] propanosulfénico] 50 mM, [CaCl2] 10 mM, [MgClz2] 5 mM e pH
6,9). Apds o tempo de incubagao, o gel foi lavado novamente em agua ultrapura e
colocado em solugdo de Coomassie Azul Brilhante R250. Ambos os géis foram
corados sob agitacdo constante (100 rpm) e, se necessario, levemente descorados
em agua destilada aquecida, para facilitar a visualizagdo das bandas e entao
fotografados (Vandooren et al., 2013). Ressalta-se que foi retirada amostra de
hemolinfa fresca de cinco diferentes larvas e o pH medido, obtendo-se o valor
aproximado de 6,9. Dessa forma, o tampao de incubacgao foi ajustado para o pH mais
préximo possivel ao natural da hemolinfa, que seria adequado para a atividade das

proteases.
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4.9. Avaliacao de parametros morfofisiologicos da larva.
4.9.1. Microscopia oOptica.

Cinco larvas foram infectadas e tratadas com WR conforme item 4.6. Apés
24 h da infeccao com C. albicans, foi feita uma leve pungédo com uma agulha 18 G na
regido da pro-pata direita para que a hemolinfa extravasasse. O conteudo (50 pL) foi
coletado com uma micropipeta e transferido para um tubo de microcentrifuga
contendo solucao de tropolona (0,1 g/mL) previamente resfriado na proporcéao de 1:1.
A mistura foi centrifugada por 60 s a 6000 rpm e 25 °C, o sobrenadante foi descartado
e o sedimento de células ressuspensas em 10 pL de PBS. O conteudo foi colocado
numa lamina e foram adicionados 10 uL de calcofluor white (Sigma-Aldrich) para a
marcacao de quitina na parede fungica, sendo coberto com uma laminula para
visualizagdo em microscépio 6ptico (Axio Imager.A2, Zeiss). Foram feitas imagens em
contraste de interferéncia diferencial (DIC) e contraste de fluorescéncia, com

excitacao a ~365 nm e emissao a ~495 nm.

4.9.2. Dissecgao das larvas.

A fim de obter parametros visuais da distribuicdo da infecgéo (nodulagéo,
melanizacao e integridade de 6rgaos internos) foi feita a dissecc¢ao das larvas. Cinco
larvas, de cada tratamento (conforme item 4.6) foram congeladas por pelo menos 24
h a -4 °C, seccionadas na regiao ventral com o auxilio de um bisturi n° 24, colocadas
sobre uma placa de Petri e visualizadas sob estereomicroscépio binocular (SMZ 160T,
Motic®) e sistema de iluminacao (Jenalux 20). Com o auxilio de uma pinga, os érgaos
foram expostos para melhor visualizacdo de estruturas internas e foram feitas
fotografias com camera acoplada (Moto G8 Power lite xt2055, xt2055-2, 16 Mp,
resolucao 4619x3464 pixels) para registro das visualizagbes (Admella & Torrents,
2023; Torres et al. 2020).

4.10. Analises estatisticas.
Todos os experimentos foram feitos em triplicata. Sendo que as analises foram
realizadas utilizando o software GraphPad Prism (versao 8.0.2) por One-way ANOVA

e os testes aplicaveis a cada tipo de resultado (p<0,05).
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4.11. Tratamento e descarte de rejeitos.
Os materiais contaminantes foram descontaminados por autoclavagem a 121
°C, 1,1 atm por 20 min e depois descartados em local apropriado. Os perfurocortantes

foram descartados em embalagens Descarpack.
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5. RESULTADOS
5.1. Determinagao da dose de C. albicans para a infeccao e morte das larvas de
G. mellonella.

Como a literatura ja demonstra (Dinh et al., 2021), o primeiro passo para 0 uso
adequado de G. mellonella como modelo de estudo em infec¢des por patdégenos é
determinar quais sdo as concentragbes os ino6culos adequadas para levar a
progressdao da infeccdo e morte das larvas. Assim a Figura 11 demonstra a
probabilidade de sobrevivéncia das larvas de G. mellonella nas diferentes doses

fungicas testadas.
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Figura 11: Curvas Kaplan-Meier de probabilidade de sobrevivéncia das larvas de Galleria mellonella a
C. albicans SC5314/ATCC MYA-2876 ao longo de 144 h (6 dias). Todas as curvas sdo significativas
entre si pelos testes de Gehan-Breslow-Wilcoxon e Mantel-Cox (P<0,0001, 95% CI), exceto entre as
curvas 0,5 x 108 células/larva e 1,0 x 10% células/larva no teste de Mantel-Cox, n=24, PBS foi usado

como controle.

Observa-se que a dose de 2,0 x 10° células/larva leva a uma baixa
probabilidade (12,5%) de sobrevivéncia nas primeiras 24 h, e 100% de morte em 96
h. Também é possivel observar que tanto a dose de 0,5 x 108 células/larva como 1,0
x 106 células/larva levaram a progress&o da doenca mais constante durante os seis
dias de infeccao e morte ao final do experimento. O IS, que também foi analisado,
corrobora com esses resultados, uma vez que demonstra que a concentracao de 2,0
x 108 células/larva levou a uma queda abrupta em todas as categorias em 24 h. Uma

rapida melanizacao e perda de movimento quando estimulada, o que nao ocorre nos
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demais tratamentos. Destaca-se a concentragdo de 0,5 x 108 células, onde o IS se
mantém maior até as 120 h quando comparado a concentragéo de 1,0 x 108 células
(Figuras 12 e 13, Tabela S5). Também é possivel observar diferenca nos desvios-
padrao nas curvas de sobrevivéncia das duas concentragcdes no tempo de 72 h
(Figura S1).

PBS 0,5 x 10° Células/larva 1,0 x 10° Células/larva 2,0 x 10° Células/larva
104 104
9 9

U

3 4 7
. 7-4 =
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24 48 72 96 120144 24 48 72 96 120144 24 48 72 96 120144 24 48 72 96 120144

Tempo(h)
3 Sobrevivéncia ER1 Casulo E=I Melanizacao EE Resposta ao toque

Figura 12: indice de saude das larvas de G. mellonella para infeccées em diferentes concentracdes de
C. albicans SC5314/ATCC MYA-2876 (n=24). PBS foi usado como controle. Os ISs totais a cada 24 h
s3o significativos em relagéo ao controle (p<0,0001), bem como entre 0,5 x 108 e 2,0 x 108 células/larva
(p<0,1), entretanto 0,5 x 10° e 1,0 x 108 células/larva ndo sdo significativamente diferentes, de acordo
com o Two-way ANOVA teste de Turkey (p<0,0001).
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Figura 13: Imagens representativas das larvas em diferentes tratamentos durante as 144 h do

experimento. A seta laranja indica o aparecimento de pupas.
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Os resultados do IS podem ser analisados separadamente (Tabelas
Suplementares 1 a 5). Para as categorias analisadas, todas as concentragcdes
testadas foram significativamente diferentes ao controle com PBS. A concentragao
fungica de 2,0 x 10° células/larva foi estatisticamente significativa em relacao a
concentracgéo de 0,5 x 108 nas categorias “resposta ao toque”, “sobrevivéncia” e no IS
total. A concentragdo de 1,0 x 10° células/larva foi estatisticamente significativa
apenas na categoria “sobrevivéncia”. Dentre as concentragdes flungicas de 1,0 x 108
células/larva e 0,5 x 10° células/larva, ndao houve diferenca significativa entre as
categorias, com excec¢ao da “sobrevivéncia’ no tempo de 72 h (Tabela S4).

Dessa forma, a concentracao fungica letal (DLF100) de C. albicans para G.
mellonella escolhida para seguir nos experimentos posteriores foi a concentracao de

0,5 x 10° células/larva.

5.2. Eficacia de WR sobre concentracao de 2.000 células/mL de C. albicans SC
5314/ATCC MYA-2876

Os ensaios anteriores que avaliaram a eficacia de WR sobre as células de C.
albicans foram realizados com a cepa CE 022 (Lucas et al., 2024; Toledo et al., 2021),
enquanto o presente estudo realizou testes com cepa clinica SC 5314/ATCC MYA-
2876. Assim, como mostra a Tabela 5 e a Figura 14, pode-se observar que para a
inducao de morte celular da cepa clinica é necessaria uma concentragcao superior a
encontrada para a cepa nao-clinica (27,5 yM) usando a mesma densidade celular de
2.000 células/mL. Portanto a dose letal de WR capaz de induzir a morte de 99% das
células fungicas (DLgg) foi determinada em 60,0 uM, sem diferencas estatisticas
significativas entre as temperaturas de 30 °C (padrao dos testes anteriores) e 37 °C
(temperatura utilizada nos ensaios de incubacao das larvas) e também em relacao a
concentragao de 55,5 uM. A DLgg foi definida como a concentragdo em yM de WR que
no tempo de incubacao de 1 h a 30 °C mata 99% da populagao de células C. albicans

do ensaio.

Tabela 5: Concentragcdes de WR e morte celular de C. albicans SC 5314/ATCC MYA-2876. *Os
célculos foram feitos a partir da contagem de Unidades Formadoras de Colénias (UFC). O desvio
padrao esta representado para cada tratamento que foi feito em triplicata (n=9). (a) Valores que nao
s&o significativos entre si (One-way ANOVA Turkey test) (P<0,0001).
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Concentragao | Temperatura
Tratamento s UFC* |% de morte
(LM) (°C)
Controle 0 30 203 £3,6 0
27.5 30 112 £16 45,9
32,0 30 110 +8 45,8
WR 55,5 30 2+1 99,0°

60,0 30 11 99,5°
60,0 37 0,66 +1 99,7°

Controle 27,5 UM 32,0 uM

202 UFC 118 UFC 110 UFC

55,5 uM 60,0 uM 30 °C 60,0 uM 37 °C

1 UFC 1 UFC 0 UFC

Figura 14: Imagens representativas (n=9) das placas de Petri apés 24 h de incubag&o a 30 ou 37 °C
na auséncia (controle) e presenca de diferentes concentragées de WR. As UFC de C. albicans SC

5314/ATCC MYA-28764 das respectivas placas estdo mostradas embaixo de cada imagem.

5.3. Dose letal de WR e FCZ sobre a DLF100 de C. albicans para as larvas de G.
mellonella.

Como a LDy foi determinada como 60,0 uM ou 55,5 uM para a cepa clinica de
C. albicans na concentragao de 2.000 células/mL, foi necessario verificar se essa dose
também seria capaz de induzir a morte celular de 0,5 x 10° células, que é DLF100 de
C. albicans para as larvas de G. mellonella. A Figura 15.A mostra que em relacao a
densidade 6ptica (OD) no comprimento de 620 nm, foram encontrados resultados
significativos entre as duas diferentes concentracbes testadas e o controle com uma

reducao de 93,1% de crescimento na concentracao de 60,0 uM e de 90,3% na
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concentragao de 55,5 uM. Resultado confirmado em Figura 15.B, onde observa-se
que a concentragcdo de 60,0 uM reduz a viabilidade das leveduras em 97,4%, valor
préximo ao encontrado para 2.000 células/mL (Tabela 4). Também nao houveram
diferencas estatisticas significativas em relacao a concentracao de 55,5 uM (92,0%).
Em relacdo ao farmaco de referéncia FCZ, pode-se observar que sua agao
fungistatica foi confirmada ja que houve inibicao significativa do crescimento e

sobrevivéncia de cerca de 50% no ensaio de viabilidade.
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Figura 15: Analise da atividade inibitéria nas LDgs de WR (55,5 uM e 60,0 uM) e da dose recomendada
de FCZ (400 mg/kg) para C. albicans SC 5314/ATCC MYA-2876 sobre a DLF100de C. albicans para G.

mellonella (0,5 x 108 células/larva). (A) Ensaio de espectrofotometria a 620 nm. O eixo esquerdo mostra

a diferenga de absorbancia no inicio e fim do tempo de indugcéo de morte celular para o peptideo WR,
0 eixo da direita mostra a porcentagem de inibicdo calculada a partir das médias dos tratados e do
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controle. (B) Ensaio de viabilidade celular. Os valores acima das barras representam as respectivas
porcentagens de inibicdo. Sdo mostradas as significancias em relagéo ao controle, t test (P<0,0001).
ns, n&o significativo. Tempo de incubag&o de WR foide 1 h e FCZ de 6 h.

5.4. Avaliacao da progressao da carga fungica e da densidade de hemocitos.

A carga fungica € um dos parametros relacionados ao estabelecimento e
progressao da infecgéo e indicagao de fatores de viruléncia. A Figura 16.A evidencia
que a carga fungica aumenta a partir de 4 h de experimento se mantendo estavel até
48 h de experimento. Ja a densidade de hemocitos, que esta diretamente relacionada
a resposta imune das larvas, apresenta um pico na producado no tempo 24 h e

diminuicdo em 48 h (Figura 16.B). Nos tempos de 1, 4 e 6 h as densidades de
hemdécitos sao estatisticamente iguais.
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Figura 16: Par&metros para a definicdo do padréo de tratamento de G. mellonella com o peptideo WR.
(A) Carga fungica de larvas infectadas, onde cada ponto representa a carga individual, os valores de
4, 6, 24 e 48 h nado sao significativos entre si, mas sao significativos em relagéo a 1 h (Ordinary One-
way ANOVA Turkey Test, P<0,05). (B) Densidade de hemacitos nas larvas de G. mellonella infectadas
com a LD de C. albicans SC 5314/ATCC MYA-2876 em diferentes tempos. Cada ponto representa a
densidade individual (n=5, para cada tempo) e estao representadas as médias e 0 SEM. Os desvios-
padrdo sdo estatisticamente diferentes (Bartlett test, P<0,0001; Brown-Forsythe test, P=0,0004). A

densidade média no tempo 24 h é estatisticamente significativa em relagdo a todas as outras (Ordinary
One-way ANOVA Turkey Test, P<0,0001).

Considerando que ja possa existir a microbiota circulante na hemolinfa, na
Figura 17 é possivel ver o crescimento de colbnias oriundas da hemolinfa de G.
mellonella saudavel, também é possivel diferenciar visualmente pelas caracteristicas

da cultura ao menos trés tipos de colbnias, indicando trés microrganismos diferentes,
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dentro dos limites desta pesquisa e de acordo com as bases bibliograficas
consultadas, nao ha estudos que indiquem ou caracterizem a microbiota presente na
hemolinfa das larvas. Na Figura 17 é possivel observar o aumento do numero de
colénias em agar Sabouraud a partir da hemolinfa das larvas. Para confirmar a
presenca de C. albicans 14 colénias foram escolhidas aleatoriamente de cada
tratamento e cultivadas em agar cromogénico e a cor esverdeada indica a presenca

positiva de C. albicans.
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Figura 17: Placas representativas dos ensaios de carga fungica. Placas de Petri da hemolinfa de G.
mellonella utilizadas para contagem de UFC no ensaio de carga fungica, plaqueadas em agar
Sabouraud suplementado com ampicilina (50 mg/mL) e cloranfenicol (34 mg/mL). Abaixo as placas de
Petri das colénias de C. albicans SC 5314/ATCC MYA-2876 (controle positivo: C+), C. tropicalis ATCC
750 (controle negativo: C-) e colbdnias aleatérias (n=14 para cada tempo de infec¢do) plaqueadas em
agar cromogeénico. Por fim, placa de Petri plaqueada com hemolinfa de G. mellonella saudavel (n=5),

onde é possivel distinguir visualmente, pelas caracteristicas da cultura, trés tipos de coldnias diferentes.

Assim, a partir dos resultados obtidos com as analises de sobrevivéncia, foi
entendido que o tratamento precisa ser iniciado antes de 72 h. Considerando a analise
da carga fungica que permitiu determinar que a estabilidade da infeccao a partir de 4
h, esta janela (4 a 72 h, pds indculo) seria adequada para realizar o tratamento com o
peptideo. Sendo assim, somando-se a interpretacdo da densidade de hemécitos, que
tem seu pico em 24 h, entende-se que o tratamento deveria ser composto por trés

doses: 8, 32 e 56 h ap6s a infeccao do patdgeno.
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5.5. Testes de toxicidade e eficacia do tratamento com WR in vivo.

Como foi possivel determinar in vitro que o peptideo & capaz de inibir o
crescimento da DLF100 de 0,5 x 108 células/larva bem como de diminuir a viabilidade
celular para a mesma quantidade de células, foi possivel dar inicio aos testes in vivo.
Assim, a Figura 18A mostra a curva de probabilidade de sobrevivéncia para os
diferentes ensaios realizados. Observa-se entdo que para as larvas injetadas com
PBS nao houve alteragao na probabilidade de sobrevivéncia, 0o mesmo ocorre com as
larvas injetadas apenas com WR. Quando comparado ao farmaco de referéncia FCZ,
a probabilidade de sobrevivéncia € maior ja que em 72 h a mesma decresce para
6,7%, ou seja, o peptideo € menos toxico para as larvas do que o farmaco de

referéncia, ndo demonstrando danos as larvas nem diminuindo a sua viabilidade.
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Figura 18: Curvas Kaplan-Meier de probabilidade de sobrevivéncia das larvas de Galleria mellonella
em diferentes tratamentos ao longo de 144 h (6 dias). Em (A) ensaio de toxicidade e em (B) o ensaio
de eficacia. As curvas para os ensaios com PBS, FCZ, WR e C. albicans + WR néo séo diferentes
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estatisticamente entre si, mas sdo em relacdo as curvas C. albicans e C. albicans + FCZ. As curvas C.
albicans e C. albicans + FCZ nao sao diferentes estatisticamente entre si. Por fim, a curva C. albicans
+ WR ¢é estatisticamente significativa tanto em relagdo a C. albicans quanto a C. albicans + FCZ
(P<0,001, testes Gehan-Breslow-Wilcoxon e Mantel-Cox). As setas representam o momento da inje¢éo

de PBS, WR ou FCZ, os horarios estdo indicados em nimeros menores.

Ja para as larvas infectadas com o fungo e nao tratadas, a probabilidade de
sobrevivéncia € de 0% em 144 h. Entretanto, as larvas infectadas quando tratadas
com WR tem probabilidade de sobrevivéncia de 100% durante as 144 h (Figura 18B).
O que nao pode ser observado, com tamanha intensidade, para o farmaco FCZ. Para
esse, a sobrevivéncia cai abruptamente apds encerrado o tratamento ficando em
43,3% em 72 h, e continua decrescendo até atingir 33,3% em 144 h.

Os dados das curvas de sobrevivéncia sao corroborados pelo IS, conforme
mostra a Figura 19. Conforme ja demonstrado anteriormente, larvas injetadas com
PBS nao tém seu IS alterado durante o experimento, 0 mesmo ocorre com as larvas
injetadas com WR. Como ja mostrado anteriormente, além de o peptideo nao alterar
a taxa de sobrevivéncia das larvas, também nao causa alteragdes nos parametros de
saude avaliados. Entretanto, as larvas injetadas com FCZ tém seu IS diminuido a partir
de 72 h.
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Figura 19: indice de saude das larvas de G. mellonella para o ensaio de toxicidade. O PBS foi usado
como controle. Os ISs totais do farmaco FCZ e do peptideo WR n&o s&o significativos em relacdo ao
controle durante todo o experimento. Entre os resultados de FCZ e WR também n&o ha diferencga

estatistica significativa, de acordo com o Two-way ANOVA teste de Turkey.
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Na Figura 20 pode-se reafirmar que larvas infectadas com a DLF 100 decrescem
seu IS progressivamente. Quando tratadas com FCZ ou WR vemos um aumento no
seu IS, quando comparado com as larvas apenas infectadas, parametro que volta a
decrescer quando o tratamento é terminado. O tratamento com FCZ nao tem diferenca
estatistica significativa, logo nao fornece a recuperacdo adequada das larvas. Ja
aquelas tratadas com WR tém um aumento maior na pontuagdo do IS, que é
significativo em relacao as larvas apenas infectadas com C. albicans e nao tratadas
(Tabelas Suplementares 6-10). Ainda, ha uma queda menos acentuada daquela
demonstrada pelo FCZ, havendo diferengas estatisticas significativas (p<0,001) entre
os dois tratamentos. Também é nitido que as pontuagdes continuam maiores nos dias

posteriores do que aquelas apresentadas pelos outros ensaios.

C. albicans C. albicans + C. albicans +
10+ FCZ - WR
@ ] 9]
% o 8 U g
o 7 =
@ £ & E 7-
£ E 2 o]
18 W 9 o 5-
o g 47 'S 4
© J 3 o 3
= - =
E g 2" E 2_
O - 1
-4 a 1 S
#24?43?72 96 120144 f24f48f72 96 120144
{ Y J Horas R ' Horas
Fluconazol WR

EX Melanizacao EE Resposta ao toque £33 Sobrevivéncia E=1 Casulo

Figura 20: indice de saude das larvas de G. mellonella para o ensaio de eficacia. O PBS foi usado
como controle. Os ISs totais do peptideo WR sé&o significativos em relagdo ao controle durante todo o
experimento (p<0,0001). Ja para o farmaco FCZ nédo ha diferenca estatistica significativa. Entre os
resultados de FCZ e WR também ha diferenca estatistica significativa (p<0,001), de acordo com o Two-
way ANOVA teste Turkey.

Comparativamente também foram feitos os ensaios de quantificacdo de carga
fungica e quantidade de hemécitos. Como mostra a Figura 21, nao houve diferenca
estatistica significativa na carga fungica no tempo de 24 h, mas houveram diferencas
nas densidades de hemécitos no mesmo tempo. Em 48 h nao houveram diferencas
estatisticas significativas tanto entre as larvas tratadas e nao tratadas com WR, como
em relacao ao controle. Vale ressaltar que foi considerada a quantidade individual de

UFC e densidade de hemacitos por larva.
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Figura 21: Parametros de progressé&o da infecgéo fungica em G. mellonella e tratada com o peptideo
WR. (A) Placas de petri representativas para a contagem de UFC e confirmagéo da presenca de C.
albicans SC 5314/ATCC MYA-2876 em agar cromogénico: C. albicans SC 5314/ ATCC MYA-2876
(controle positivo: C+), C. tropicalis ATCC 750 (controle negativo: C-); (B) Carga fungica de larvas
infectadas os valores ndo séo significativos (ns) entre si (Ordinary One-way ANOVA Turkey Test); (B)
Densidade de hemocitos nas larvas de G. mellonella infectadas com a DLF100 de C. albicans com e
sem tratamento com WR, os resultados tanto para 24 h s&o estatisticamente significativos em entre as
tratadas com WR e as ndo tratadas, mas néo significativos (ns) em 48 h (Ordinary One-way ANOVA
Turkey Test, P<0,0001). Foi considerado cada ponto individualmente e os graficos representam as

meédias e desvios-padréo (n=5, para cada tempo). O controle é composto por larvas intocadas.

A fim de se obter dados mais prolongados dos efeitos de WR sobre a saude
das larvas foi feita uma analise continuada por mais oito semanas para o ciclo de vida
da G. mellonella fosse completado com as larvas chegando a fase adulta (Fig. 8). Na
Figura 22 podemos ver que duas das larvas morreram ainda no estagio larval. Das
cinco larvas que continuaram seu processo de desenvolvimento, duas chegam a fase
adulta, completando o ciclo de vida, demonstrando a reversao do processo infeccioso.
Também é possivel observar que nao houveram danos morfofisiolégicos visiveis
aquelas que atingiram a fase adulta/imago e que nao houve atraso no ciclo de vida
normal dessas. No entanto, observamos que trés larvas interromperam seu

desenvolvimento nos estagios de pré-pupal/pupa.
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C. albicans SC 5314 + WR

COOO®

Ca+WR_L1 Ca+WR_L2 Ca+WR L3 CatWR I4 Ca+tWR LS  CatWR L6 Ca+WR L7
B
. Semana da
Identificagdo Estagio . Observagdes**
morte

Ca+WR_L1 Larva 1 Larva completamente melanizada, imovel, sem formagdo de casulo

Larva com alguns focos de melanizagdo, move-se pouco apenas
Ca+WR_L2 Larva 4 .

quando estimulada, sem formacgdo de casulo

Focos de melanizagdo, sem movimento, sem formacgao de casulo,
Ca+WR_L3 Pré-pupa 2 .

apenas a retragdo dos segmentos posteriores pode ser observada

i Focos de melanizagdo, sem movimento, sem formagao de casulo,
Ca+WR_L4 Pré-pupa 2 .
pupacgdo incompleta
Poucos focos de melanizagdo, movimento quando estimulada apenas
Ca+WR_LS Pupa 4 A o
da parte posterior (normal), pupacdo completa

Sem focos de melanizagdo, nimero/tamanho de antenas e patas

Ca+WR_L6 Imago 8 : - e
normais, voo normal, movimentagado na presenga de luz normal

Sem focos de melaniza¢do, nimero/tamanho de antenas e patas

Ca+WR_L7 Imago 8

normais, voo normal, movimentagdo na presenga de luz normal

Figura 22: Avaliagéo pos-tratamento com WR. (A) Imagens do desenvolvimento larval quatro semanas
apds o término do ensaio de eficacia do peptideo WR. (B) Tabela com os paradmetros morfolégicos
externos das larvas quatro semanas ap6s o término do ensaio de eficacia do peptideo WR. (*) Semanas
apos o término do experimento de 144 h. (**) Observagdes analisadas quatro semanas apoés o término

do ensaio de eficacia do peptideo WR (n=7).

5.6. Avaliagao de parametros bioquimicos da hemolinfa larval.
5.6.1. Dosagem de carboidratos e proteinas da hemolinfa larval.

Como a literatura ja aponta, as infecgbes por patdgenos podem alterar a
concentragdo de carboidratos e proteinas presentes na hemolinfa, ambos
relacionados ao estresse causado pela infeccao (Barakat et al., 2019; Sevcan et al.,
2017; Uckan et al., 2021). Comparativamente, é possivel observar que néo ha
diferencas estatisticas significativas entre as concentracées de proteinas entre a
hemolinfa das larvas infectadas tratadas ou ndo com WR (Figura 23), mas ambos se
diferem estatisticamente do controle com PBS. Em relagédo a concentragao de glicose
nao ha diferencas estatisticas significativas entre os diferentes tratamentos.



63

5004 | 250+ .
1 o
E 400- ;I_ 22004 ~
w > = ns
& 2 st ==
*6 300- * % (@] 150- % l
s — =
= ° ) 1
5. 200- ifi o 100- o
9 o
a O)
g’ 100+ £ 50+ c
o | 1 1 0 | 1 |
© P < o P <>
& N & 8
o ® & o © 2
S NS
o+ k} + o
Y )
O Qs .‘:\Q
4+
o? Q?

Figura 23: Dosagem de proteinas e carboidratos em larvas ap6s 120 h do inicio de diferentes
tratamentos. (A) Dosagem de proteinas pelo método BCA. Os valores foram calculados a partir de
formula de regresséo linear da curva-padrdo com Ovoalbumina (R%=0,99). (B) Dosagem de glicose na
hemolinfa das larvas por reagdo com DNS. Os valores foram calculados a partir de férmula de regresséo
linear da curva-padrdo com glicose (R2=0,99). (*) Valores com significancia entre si e (ns) sem
significancia estatistica entre si (One-Way ANOVA teste de Turkey, p<0,001).

5.6.2. Perfil proteico da hemolinfa larval

Para verificar se ha alteracdo no perfil proteico da hemolinfa e se WR fica
circulante na hemolinfa durante o tratamento foram feitas analises do perfil proteico.
Como mostra a Figura 24, existem proteinas que passam a ser expressas e outras
reprimidas como resposta a infecgcdo, em comparagao com as larvas intocadas (Unt.)
e injetadas com PBS. Também é possivel observar diferencas nos perfis proteicos em
relacao as larvas infectadas com C. albicans tanto em comparacao com as intocadas
como as injetadas com PBS. As infectadas e tratadas com WR exibem um perfil
proteico que se difere dos demais incluindo uma banda proteica diminuida em relagcao
as larvas intocadas ou injetadas com PBS, no entanto com aumento em relagao as

larvas infectadas. Nota-se o desaparecimento de WR na amostra Ca+WR.
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M Unt. PBS Ca CatWR WR

26,6 kDa

17,0 kDa
14,2 kDa
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Figura 24: Analise do perfil proteico por eletroforese em diferentes tratamentos. E possivel notar a
diferenca nos perfis entre os diferentes tratamentos, com algumas proteinas apresentando aumento
em relacdo ao controle intocado (Unt). A banda caracteristica de WR nédo aparece em nenhum dos
tratamentos. (M) Marcador de baixa massa molecular; (Unt.): Hemolinfa de larvas intocadas; (PBS):
Hemolinfa de larvas que receberam quatro inje¢des de PBS em diferentes tempos; (Ca): Hemolinfa de
larvas infectadas com C. albicans SC 5314/ATCC MYA-2876 e injetadas com trés doses de PBS;
(Ca+WR): Hemolinfa de larvas infectadas com C. albicans e injetadas com trés doses de WR e (WR):
apenas o peptideo WR. Asteriscos verdes indicam as bandas proteicas que tiveram aumento em
relacdo ao controle Unt. e asteriscos vermelhos indicam as bandas proteicas que tiveram diminuicao

em relagdo ao controle Unt.

Como a protedlise de AMPs & uma das principais barreiras em seu
desenvolvimento nos testes pré-clinicos e nao foi observada a presenca da banda de
WR no perfil proteico da amostra Ca+WR, um zimograma foi realizado a fim de avaliar
a presenca de proteases na hemolinfa larval. Assim, a Figura 25 mostra a presenca
de bandas com atividade proteolitica tanto na hemolinfa de larvas intocadas (Unt.)
como na hemolinfa de larvas infectadas com o fungo, mostrando também que existem
diferencas na presenca dessas proteases entre os tratamentos. Este resultado indica

que o desaparecimento de WR na hemolinfa pode ser devido a degradacao proteica.
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Unt. Unt. Ca Unt. Unt. Ca

Figura 25: Zimografia da hemolinfa de G. mellonella em diferentes tratamentos. E possivel ver a
presenca de diferentes proteinas com atividade proteolitica em especial uma banda que nio esta
presente nos controles Unt. e aparece no infectado com C. albicans SC 5314/ATCC MYA-2876
(asterisco vermelho) e outra banda que esta presente no controle Unt. e ndo aparece no infectado com
C. albicans (asterisco verde). (Unt.): Hemolinfa de larvas intocadas e (Ca): Hemolinfa de larvas
infectadas com C. albicans e injetadas com trés doses de PBS. Asteriscos vermelhos indicam as
proteases, cuja atividade diminuiu em relagéo ao controle Unt. e asteriscos verdes indicam as proteases

que tiveram atividade aumentaram em relagdo ao controle Unt.

5.7. Avaliacao de parametros morfofisiolégicos.
5.7.1. Microscopia optica

Para ter mais clareza acerca da dindmica dos hemécitos durante a infecgao
por C. albicans e se existem diferengcas com as larvas tratadas com WR, foi feita uma
microscopia Optica da hemolinfa de larvas infectadas com C. albicans e de larvas
infectadas com C. albicans e tratadas com WR (Figura 26). Nela podemos observar
a formacgao de ndédulos que encapsulam as células do patdégeno, aqueles formados
pelas defesas mediadas por moléculas — nédulos de melanizagao — (painéis A e E).
Também ¢é possivel ver acdao mediada pela defesa celular — nédulos de células
fagocitarias — (painéis B e F). Quando as larvas recebem a primeira dose de WR, ja é
possivel visualizar a diminuicdo na formagcdo de ndédulos e a presenca de mais

hemacitos livres circulantes (painéis C, D, G e H), que fagocitam células fungicas



66

remanescentes (painéis D e H). Importante salientar que nao foram visualizadas

células fungicas circulando livremente pela hemolinfa.
C. albicans C. albicans + WR (1 dose: 40 mg/kg — 8h)

DIC

Calcofluor White Stain

Figura 26: Imagens de microscopias da hemolinfa de larvas infectadas com C. albicans SC 5314/ATCC
MYA-2876 e infectadas com C. albicans SC 5314/ATCC MYA-2876 e tratadas com a primeira dose de
WR (40 mg/kg) apés 8 h da infecgdo. Painéis A-D mostram as visualizagées em DIC dos nédulos
presentes na hemolinfa bem como hemacitos variados isolados. Ja os painéis E-H mostram os mesmos
campos no contraste de fluorescéncia com Calcofluor White, a 495 nm. Setas pretas e brancas indicam

os mesmos locais nos diferentes contrastes.

5.7.2. Disseccgao das larvas

A fim de avaliar a formacéao de nodulos e a integridade dos 6rgaos internos foi
feita a disseccao de larvas em diferentes tempos/tratamentos. Pode-se perceber a
partir da Figura 27 que a infecgdo na DLF100 de 0,5 x 10° células/larva de C. albicans
progride com o passar das horas atingindo 6rgaos internos importantes para o
organismo larval, como o corpo gorduroso e o intestino. Também & possivel observar
a reagao do sistema imune com a formacao de nédulos cada vez mais evidentes.
Quando injetadas apenas com WR nao é possivel ver focos de melanizagao, formacao
de nédulos ou degradagao de 6rgaos internos, estado visualmente idéntico as larvas
intocadas e as injetadas com PBS, corroborando que WR néo foi téxico para as larvas
no esquema de tratamento adotado. Ja para as larvas infectadas e tratadas com WR,

€ notavel que ha uma diminuigcdo nos focos de melanizacao e invasado de érgaos
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internos, quando comparado as larvas infectadas no tempo de 120 h. Isso indica que
a infecgcao nao progride, ficando visualmente similar as larvas infectadas no tempo de
72 h, assim a eficacia de WR no controle da infeccdo é confirmada. Em relacéo ao
farmaco fluconazol, apesar de nao apresentar toxicidade para as larvas, ele néao é
capaz de controlar a infeccdo, ja que, as estruturas internas encontram-se

completamente comprometidas em 120 h.

C. albicans

Local da secgdo

*

2,5¢cm

al : ~

120 h

|

". = ponto de inoculagio

Figura 27: Disseccdo das larvas em diferentes tratamentos. A formacéo de nédulos é presente em
todas as larvas que foram infectadas por C. albicans SC 5314/ATCC MYA-2876, progredindo
gradualmente com o passar do tempo. As larvas que recebem o tratamento com WR tiveram diminuigdo
no comprometimento de érgaos internos, quando comparadas aos controles infectados. WR e FCZ néo
se mostraram téxicos, se assemelhando visualmente as intocadas e as injetadas com PBS. FCZ néo
se mostrou eficaz no controle da infec¢do. A melanizagéo decorrente da injuria das inje¢des, indicadas

pelas setas, ndo foram consideradas para fins comparativos.
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6. DISCUSSAO

A problematica em torno das doencas fungicas invasivas, apesar dos dados
alarmantes que vém sendo apresentados, ainda é pouco reconhecida. O que ainda é
agravado ao se considerar o pouco interesse das industrias farmacéuticas no
desenvolvimento de novos medicamentos para contornar essa problematica, pois o
retorno financeiro nao é satisfatério em relagédo a outros tipos de medicamentos, como
os de uso continuo. Somado a esse aspecto, para a OMS o risco dessas doencas
fungicas esta atrelado, principalmente, a resisténcia aos farmacos utilizados nos
tratamentos atuais. De forma que o desenvolvimento de novos compostos se torna
cada vez mais urgente (Browne et al., 2020; Denning, 2024; WHO, 2022). Nesse
contexto os AMPs tém se mostrado promissores no combate a varios tipos de
patégenos, inclusive os fungicos, apresentando resultados in vitro consistentes e
baixa toxicidade, trazendo uma possibilidade de atenuar o problema da resisténcia a
antifungicos. No entanto, esses compostos geralmente tém seu desenvolvimento
estacionado nos testes pré-clinicos quando se iniciam as avaliagdes de sua atividade
in vivo, por fatores relacionados principalmente a sua farmacocinética,
farmacodindmica e mecanismos de acao (Magana et al., 2020; Dijksteel et al., 2021;
Toledo et al., 2021; Lucas et al., 2024). Assim, o AMP bioinspirado WR que ja tem sua
atividade in vitro comprovada (Toledo et al., 2021) e seu mecanismo de agéo sobre
as células de C. albicans parcialmente elucidado (Lucas ef al., 2024) se mostra como
uma proposta promissora como alternativa aos farmacos de referéncia. Contudo sua
atividade in vivo precisa ser avaliada para que progrida nos testes pré-clinicos e se
consolide enquanto farmaco viavel para uso clinico.

A literatura ja aponta que o modelo in vivo de G. mellonella é eficaz para avaliar
tanto a eficacia quanto a toxicidade de varios compostos de interesse clinico e
apresenta varios pontos positivos em relacao ao modelo murino (da Silva et al. 2023;
Jemel et al., 2020; Denning et al., 2024; Dinh et al., 2021; Moretta et al., 2021; Serrano
et al. 2023). No entanto uma das barreiras em seu uso € o fato de as cepas dos insetos
ainda nao estarem padronizadas, ou seja, podem haver algumas variagées entre as
colénias mantidas em laboratério, seja por fatores intrinsecos (pequenas variagdes
entre cepas locais) ou extrinsecos (dieta, temperatura, umidade), sendo assim o
primeiro passo de um laboratério ao utilizar esse modelo é a padronizacao tanto do
cultivo como dos tratamentos a serem utilizados (Dinh et al. 2021). Logo, assim que

estabelecidos os parametros de manutencdo da colénia e a dieta artificial, foi
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necessario determinar a dose de C. albicans que causa a progressao da doenca e
leva a morte. De forma que a dose escolhida foi 0,5 x 108 células/larva como mostrado
nas Figuras 11, 12 e 13 e Tabelas S1-5. Apesar de estatisticamente ndo haverem
diferencas entre essa dose e a de 1,0 x 108 células/larva, considera-se que as larvas
ficam no estado doente/moribunda por mais tempo, principalmente quando se
considera diferenga entre os desvios-padrdo e o IS no tempo de 72 h (Figura S1 e
Tabela S4). A Figura 13 também mostra que as larvas estdo em um estado de saude
visualmente diferente. Como um dos objetivos deste estudo é avaliar o tratamento de
candidiases sistémicas, se faz interessante que as larvas se mantenham no estado
doente/moribunda por mais tempo. Ademais, dados da literatura ainda apontam que
as pseudo-hifas se formam em tecidos adjacentes apenas a partir de 24 h e levam
cerca de 48 h para o inicio da desagregacao e destruicdo desses tecidos, dado
corroborado pela Figura 27. Assim o tempo minimo para que a infec¢ao se instale
adequadamente € de 24 h (Jayatilike et al., 2006). Considerando também que para o
farmaco de referéncia Fluconazol, as indicagbes para o tratamento de candidiases
sao de no minimo sete dias, sendo as candidemias tratadas até que o quadro clinico
mude, isso pode indicar que esses tipos de infecgdo sao persistentes e o tratamento
deve ser de forma mais prolongada (Govindarajan et al., 2023).

Outro parametro utilizado nesse mesmo sentido é a avaliagdo do IS, esse
parametro é importante pois visa mitigar o efeito de uma das limitacées do modelo de
G. mellonella: a morbidade ou mortalidade pode ser subjetiva, levando a problemas
na delimitacao dos endpoints dos experimentos, sendo assim o uso do IS é de grande
importancia (Champion, Titball & Bates, 2018). Ele € mostrado na Figura 12 e Tabelas
$1-6 onde fica evidente uma queda menos acentuada nos parametros que avaliam a
saude das larvas e a progressao da doenga € maior na LD1oo escolhida. Quando os
critérios sao avaliados individualmente € possivel observar que “Melanizagao” impacta
diretamente o IS, tanto por ser o que mais pontua (4,0 pontos maximos), quanto por
ser o aspecto visual mais marcante. A formacao de “Casulo” também & um critério
importante, pois em 48 h sua pontuacao chega a zero em duas concentragcbes de
infeccdo e em menos de 90% da pontuacdo maxima na outra concentragao.
Entretanto, o parametro determinante do IS ainda é a “Sobrevivéncia”, considerando-
se que foi o Unico parametro estatisticamente significativo entre os diferentes in6culos.

Quanto a melanizacgao, trata-se de um processo importante na defesa imune

inata, promovido pela proteina profenoloxidase (PPO) pertencente ao grupo das
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proteinas de cobre-tipo 3 que ocorre em varios organismos (Lu ef al., 2014; Sheehan
et al., 2019). Durante as infec¢des ela é responsavel por formar nédulos em volta do
patégeno levando a inativacdo do mesmo, nddulos que também podem ser
observados nas Figuras 26 e 27. A melanizacao também € um dos principais sinais
visuais de progressao da infecgao, ja que as larvas doentes/moribundas apresentam
mudanca de coloragdo bem evidente como mostrado nas Figuras 10 e 13, ndo ha
diferencas estatisticas significativas em relacdo as diferentes concentracbes de
leveduras utilizadas, o que pode sugerir que a carga microbiana utilizada leva a uma

rapida resposta em pouco tempo de inoculagao.

Ja em relacao a formacéao de casulo, foi apontado anteriormente que, durante
todas as etapas larvais, a seda é produzida para a formacao de canais por onde as
larvas se locomovem nas colmeias e para que o mel seja extravasado facilitando a
alimentacao e levando a morte da colmeia. No ultimo estagio larval essa producéo &
quatro vezes maior, ja que se inicia a preparacao da fase de pupa (Jindra & Sehnal,
1989). Importante ressaltar que a morte da colmeia também é importante no ciclo de
vida natural deste lepidoptera ja que, preferencialmente, as fémeas péem ovos em
colmeias onde nao ha abelhas presentes (Parepely et al., 2023). Também pode-se
considerar que as proteinas utilizadas para formacao de casulo sao mobilizadas para
hemolinfa quando a larva esta infectada, com o objetivo de promover a coagulagao,
que ocorre em diferentes etapas como ja demonstrado para outros lepidépteras
(Aprelev et al., 2019; Korayem et al., 2007). Nesse sentido também ja foi demonstrado
que a producgao de hemolina, membro da superfamilia das imunoglobulinas, produzida
na glandula de seda e em outros érgaos (e.g. corpo gorduroso) é estimulada durante
infeccbes bacterianas e fungicas, promovendo a fagocitose por hemacitos (Serrano et
al., 2023). Em estudo de proteoma do bicho-da-seda (Bombix mori), outro lepdéptera,
foram detectadas 93 proteinas que aparentemente estao envolvidas nao apenas na
producdo e secrecdo de seda como também na defesa do organismo contra
patégenos, entre outros processos (Li et al., 2021). Sendo assim, é possivel afirmar
que, quando saudaveis, ha um maior investimento na producéo de seda do que
quando inoculadas com diferentes concentracées de patdgenos. Nessas, ha
investimento maior na defesa contra o patégeno, o que é evidenciado pela pupacao
de algumas larvas no tempo de 96 h nos controles (Figura 13). Assim, como estao
plenamente saudaveis e com o processo de produgdo de casulo ocorrendo

normalmente o desenvolvimento das larvas ocorre sem interrupgoes.
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Para esse trabalho foram necessarias outras padronizacdes, dentre elas a
reavaliacao da dose letal de WR para C. albicans, haja visto que a cepa utilizada nos
trabalhos que determinaram a atividade in vivo e o mecanismo de agao (Lucas et al.,
2024; Toledo et al., 2021) foi na cepa CE 022, enquanto neste trabalho foi utilizada a
cepa clinica, referéncia na literatura, a SC 5314/ATCC MYA-2876. De modo que a
dose letal previamente encontrada de 27,5 uM por Toledo et al. (2021), sob os
mesmos parametros metodolégicos, induziu 45,9% de morte sobre a cepa clinica. E
possivel sugerir que como a viruléncia da cepa clinica em relacao a cepa CE 022 esta
relacionada com a formacgao de pseudohifas, a resisténcia a WR também pode estar
relacionada a esse processo (Angiolella et al., 2024). A literatura também aponta que
a viruléncia da cepa SC 5314/ATCC MYA-2876 de C. albicans esta relacionada a
heterozigose do gene ROB1, com os alelos ROB'®46P (ancestral) e ROB'946S (raro).
Em infecgdes orofaringeas, ROB'945S facilita a penetragdo nas mucosas, enquanto
ROB"946P favorece o estado comensal. O alelo ROB'®6S promove maior filamentacéo,
formacao de biofilmes e invasao de tecidos, conferindo um ganho de funcédo que a
torna altamente patogénica. A cepa SC 5314/ATCC MYA-28764 destaca-se como
uma das cepas mais invasivas e filamentosas, superando outras 223 cepas de C.
albicans estudadas, sendo a Unica cepa com o fendmeno de heterozigose relatado.
Além disso, o gene ROB1 e sua homologia em C. tropicalis sugerem que, apesar das
semelhancas genéticas, a cepa SC 5314/ATCC MYA-2876 desenvolveu uma
vantagem competitiva que aumenta sua capacidade patogénica em ambientes
clinicos (Glazier et al., 2023).

Assim, mesmo aumentando a dose, nao foi obtido uma LD10o, 0 que levou a
considerar a LDgg como 60,0 uM, como demonstrado na Tabela 5 e Figura 14. Ainda
€ possivel observar que nao houve diferenca estatistica entre as concentragdes de
55,5 uM e 60,0 uM, o que reforga a proposta da formacgao de pseudohifas na protecao
das leveduras da indugcado de morte celular, também nao houve diferenca estatistica
para diferentes temperaturas de incubacao, ao se considerar que 37 °C é um dos
fatores que estimulam a viruléncia desses patdégenos (Twittenhoff et al., 2020). Além
dos fatores intrinsecos a cepa, ja existem estratégias descritas que sao utilizadas
pelas células de levedura para superar a atividade dos AMPs, tais como a secrecao
de efetores peptidicos e proteases (Bras et al., 2024; Makled et al., 2024; Meiller et
al.,, 2009), bombas de efluxo de AMP (Li et al., 2013) e regulacdo de vias de

sinalizacao (Jung et al., 2013). Assim, uma vez que o mecanismo de indugcao de morte



72

do fungo pelo WR ainda nao estad completamente elucidado, ainda restam lacunas no
entendimento do porqué a cepa clinica necessita de uma maior dose para que a
inducao de morte celular ocorra.

Apoés essa determinacao, foi necessario avaliar se a LDgs de WR é capaz de
induzir a morte da LD1oo de C. albicans SC 5314/ATCC MYA-2876 sobre G. mellonella,
ou seja, se WR ¢ eficaz na dose do inéculo (0,5 x 108 células/larva), indicando a morte
de uma quantidade maior de células in vitro. A Figura 15 mostra que WR é capaz de
induzir a morte das células nas concentracdes de 55,5 e 60,0 uM, tanto no ensaio de
espectrofotometria quanto no ensaio de viabilidade celular. Assim, é possivel sugerir
que a acao do peptideo combinada ao sistema imune da larva seria capaz de controlar
a infeccao diminuindo a mortalidade das larvas, evidenciando seu efeito fungicida. Ja
para o farmaco FCZ a dose recomendada para o tratamento interrompe o crescimento
das células, mas ndo as matam, confirmando a sua atividade fungistatica ja relatada
(Jayatilike et al., 2006).

Outro parametro de estudo da progressao da infeccao é o estabelecimento da
carga fungica presente na hemolinfa, conforme ja citado anteriormente, esse dado se
relaciona intrinsecamente com a acéo da PPO e o numero de hemécitos circulantes,
ou seja, espera-se que quanto maior for a quantidade de células fungicas na
hemolinfa, maior sera a resposta do organismo no combate a infecgcao. Assim, como
ja esperado, apos o estabelecimento da carga fungica - a partir de 4 h p6s infeccao,
em 24 h ha um pico na quantidade de hemécitos na hemolinfa, indicando a resposta
do organismo a instalacao da infecgcao e a invasao dos demais tecidos (Lu et al., 2014;
Jayatilike et al., 2006; Sheehan et al.,, 2019). Também foi possivel evidenciar,
mediante analise qualitativa das col6nias em agar cromogénico, que as mesmas eram
do patégeno C. albicans, e nao de outros fungos oportunistas. Na contagem de
hemacitos foi possivel observar diferentes tipos de hemécitos circulantes (dados nao
mostrados), no entanto, como ja elucida Campbell et al. (2022), a maior parte dos
hemacitos circulantes € composta por células granulares ou plasmécitos, ambos com
capacidade fagocitaria sem a presenca abundante de outros subtipos celulares como
os oenocitéides ou esferuldcitos, os autores ainda elucidam que a resposta majoritaria
tanto para as particulas fungicas quanto bacterianas é a fagocitaria. Assim, apesar de
diferentes dos tipos celulares circulantes na hemolinfa do inseto, a resposta fagocitaria
€ predominante tanto em ensaios in vitro como in vivo, o que também fica evidenciado

na Figura 26.
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Com os parametros de infeccao e de atividade do peptideo in vitro avaliados
foi necessario estudar como seria o esquema de tratamento com o peptideo para o
teste de sua toxicidade e eficacia sobre as leveduras. Como ja foi apontado
anteriormente, a posologia do farmaco FCZ requer multiplas doses diarias, exceto
para tratamento de candidiase vaginal. Geralmente no primeiro dia ha administracao
de 200 mg e nos dias seguintes, doses de 100 mg (candidiase orofaringeal ou
oroesofageal) ou de 50 a 100 mg (peritonites ou infecgdes do trato urinario),
considerando que no caso de candidiase sistémica, doses diarias acima de 400 mg ja
foram reportadas, com um limite de 600 mg/dia (Govindarajan et al., 2023). Somado
a isso, nos dados obtidos na Figura 11, como a probabilidade de sobrevivéncia
comeca a diminuir em 72 h, decidiu-se realizar trés doses numa das LDgs de WR (55,5
MM, que equivale a 40 mg/kg). O esquema de tratamento foi feito considerando os
resultados da carga fungica e a produgao de hemécitos como mostrado na Figura 16.
Assim a primeira dose foi administrada 8 h apés a infecgado, relacionado a
estabilizacao da carga fungica, a segunda dose em 32 h apés a infecgao, tempo apos
0 pico na producado de hemacitos e o inicio da invasao dos tecidos adjacentes e a
terceira dose em 56 h, antes de inicio do aumento da probabilidade de morte.

No teste de toxicidade é possivel observar que WR nao se mostrou téxico para
as larvas, no esquema de tratamento adotado, ja que seus resultados séao
estatisticamente semelhantes as larvas injetadas com PBS, inclusive nos aspectos
visuais (Figura 27). Esses resultados confirmam os dados ja registrados por Toledo
et al. (2021), que mostram a baixa toxicidade de WR tanto para os macréfagos
murinos RAW 264.7 quanto para monécitos humanos THP-1. Resultados similares
foram encontrados para os peptideos StigA8 e StigA18, ambos analogos ao peptideo
Stigmurina (extraido da glandula de veneno de Tityus stigmurus, escorpiao), que
possuem cargas liquidas positivas maiores que o peptideo original (+4 e +5,
respectivamente) e massas moleculares de 1907,42 e 1948,51 Da, respectivamente.
Essas caracteristicas sao similares a WR, que nado mostraram atividade hemolitica ou
toxicidade em larvas de G. mellonella (Furtado et al., 2022).

Analisando os resultados obtidos nos testes de eficacia, podemos observar que
o tratamento com WR é capaz nao apenas de melhorar a sobrevivéncia das larvas
infectadas, pois apresenta resultados semelhantes aos das injetadas com PBS e
estatisticamente diferentes ao infectado com C. albicans. Mas também mostra um

aumento significativo em relacdo ao estado de saude das larvas, principalmente
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quando analisamos a “Melanizacao” e o IS total (Tabelas Suplementares 7 e 10).
Percebe-se ainda a diminui¢cdo/atenuacao da formagéao de noédulos de melanizagao
visiveis na dissecc¢ao de larvas com 120 h, utilizando-se parametros visuais € possivel
perceber que a melanizagdo nao progride como nos infectados (Figura 27). Foi
observado também que apesar de nao existir diferencas estatisticas significativas
entre a carga fungica de larvas tratadas e ndo tratadas com WR no tempo de 24 h, ha
diferencas na densidade de hemacitos, o que pode sugerir que o peptideo conteve a
infeccao levando a uma resposta imune mais branda que volta aos niveis iguais ao
controle (ndo-infectado) em 48 h (Figura 21).

Além disso, como pode ser observado na Figura 22, WR também recupera as
larvas a ponto de continuarem seu ciclo de vida normal, atingindo os préximos
estagios de desenvolvimento sem danos aparentes as estruturas externas. Também
€ possivel notar que apesar de continuarem com o ciclo de vida usual, as larvas tem
o seu desenvolvimento interrompido nos estagios de pré-pupa/pupa. Sabidamente,
esses estagios oferecem maiores desafios metabdlicos para os lepiddpteras (Moreira
& Hermes-Lima, 2024) e evidenciam a atua¢ao do corpo gorduroso no estoque de
acidos graxos e sua relagdo ao metabolismo do organismo, sendo a atividade de
fosforilases no corpo gorduroso dos insetos aumentada significativamente durante o
desenvolvimento larval e pupal, refletindo a necessidade de energia e glicose para
processos essenciais, como a sintese de quitina antes da pupacao. Durante a
transicdo pupal-adulta, essa atividade permanece elevada, destacando sua
importancia no metabolismo (Arrese & Soulage, 2010). Assim, como demonstrado na
Figura 27, a infecgcao por C. albicans leva a degradacgao de outros 6rgaos, incluindo
o corpo gorduroso, entendendo que esses danos podem ser irreversiveis e, mesmo
com o tratamento com WR, causam prejuizos ao desenvolvimento do inseto. A nivel
microscopico, observa-se que o tratamento com WR também reduz a formacao de
nédulos e a presenca do patdgeno na hemolinfa circulante quando comparado ao
controle (Figura 26), de modo que as células fagocitarias sdo capazes de conter a
infeccao enquanto ha o tratamento com WR.

Quando comparado ao farmaco de referéncia, o WR possui maior eficacia,
tanto em termos de sobrevivéncia quanto em progressao da infecgao. Pois durante o
tratamento com FCZ vemos uma melhora no IS, mas que ainda é inferior ao aumento
observado com o tratamento com WR, ainda que, como ja mencionado anteriormente,

apos a interrupgao do tratamento na terceira dose (56 h) é possivel notar um declinio
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no IS para larvas tratadas tanto com FCZ ou WR. No entanto, a queda é mais abrupta
para as larvas tratadas com FCZ, corroborado pela Figura 27, onde as larvas estao
completamente melanizadas em 120 h. Assim, as Tabelas Suplementares 6-10 e as
Figuras 18 e 27 também evidenciam que larvas tratadas com FCZ nao tiveram
diferencas estatisticas com as infectadas pelo fungo. Outros peptideos sintéticos
também demonstraram atividade antimicrobiana como o IKR18 (origem
computacional) e a Epidermicina NIO1 (versao sintética da epidermicina isolada de
Staphylococcus epidermidis) que mostraram efetividade no controle de infecgdes de
diferentes cepas de Staphylococcus aureus e Acinetobacter baumannii no modelo de
G. mellonella (Gibreel & Upton, 2013; Ramalho et al., 2022). Os peptideos
previamente citados, StigA8 e StigA18, também foram eficazes no controle in vivo
tendo como modelo G. mellonella sobre S. aureus, sendo utilizada dose Unica de 40
mg/kg e efeito dose-dependente. Vé-se que, geralmente, para compostos testados
em bactérias ndo se € exigido um tratamento prolongado. Este estudo discute que a
presenca de um grupamento amino na por¢cao C-terminal nesses e em outros
peptideos é importante na protecao contra protedlise na hemolinfa larval, ja que esta
possui um metabolismo préprio (Furtado et al., 2022).

Considerando essa possibilidade, o declinio no IS total ap6s término do
tratamento com WR, a interrupcéo na producao de seda, aumento da producao de
PPO e que proteases sao barreiras para que peptideos sejam usados para combater
candidemias. Foi necessario avaliar alguns parametros bioquimicos como: o perfil
proteico, presenca de proteases na hemolinfa, quantificacdo de proteinas e de
acgucares redutores totais, a fim de avaliar as mudangas no metabolismo nativo da
hemolinfa larval e possiveis vias de degradacao dos peptideos.

Assim foi possivel observar que nao houveram mudancas significativas nas
concentragdes de agucares redutores e proteinas totais em relagcao ao tratamento com
WR. Estudos demonstram que a concentracado de carboidratos na hemolinfa de G.
mellonella pode variar em resposta a diferentes fatores. Sevcan et al. (2017)
observaram que doses baixas de veneno de Pimpla turionellae aumentaram os niveis
de carboidratos ap6s 4 e 24 h, enquanto doses altas reduziram os niveis,
possivelmente devido ao uso de glicose nas respostas imunologicas do hospedeiro.
Barakat ef al. (2019) relataram aumento nos niveis de carboidratos ap6s a exposi¢ao
a bactéria Bacillus thuringiensis, seguido por normalizacdo em 48 h, indicando

recuperacao da infeccao. Ja Uckan et al. (2021) constataram que o acido indol-3-
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acético reduziu o glicogénio hemolinfatico em todas as doses testadas. Essas
variagcdes destacam a relagdo entre as condicdes fisiolégicas e o metabolismo de
carboidratos em G. mellonella. Vale ressaltar que esses estudos dosaram diferentes
tipos de carboidratos, em especial, 0 uso de trealose pelos insetos varia conforme o
tipo de voo e a necessidade metabdlica. Longos voos, como os de gafanhotos e
mosquitos, iniciam com trealose, mas posteriormente utilizam lipidios. Insetos de voo
curto, como a barata Periplaneta americana, dependem principalmente da trealose.
Ja o besouro-da-batata-do-Colorado utiliza glicose e prolina de forma combinada para
sustentar o ciclo de prolina-alanina. Abelhas, por outro lado, dependem
exclusivamente de carboidratos armazenados no papo para alimentar o voo, sem
utilizar reservas do corpo gorduroso (Arrese & Soulages, 2010). Assim, como neste
estudo foram dosados acgucares redutores, trealose ou glicogénio, seria necessario
realizar as dosagens desses carboidratos de forma a obter, de maneira mais clara,
um entendimento sobre as mudancgas desses perfis metabolicos.

Em relagédo as proteinas, a sua concentracdo na hemolinfa de larvas de G.
mellonella varia devido a fatores como estagio de desenvolvimento, infeccado e
exposicao a toxinas. Sendo moléculas essenciais para o metabolismo energético e a
sintese de ATP, apresentam niveis mais altos na fase larval, com redugéo no estagio
pupal e declinio acentuado na fase adulta, refletindo seu consumo na morfogénese.
Infecgdes por B. thuringiensis causam significativa reducao proteica, possivelmente
ligada a indugéo de proteinas antibacterianas e a eliminagédo de proteinas por agao
bacteriana. O acido indol-3-acético (IAA) também reduz os niveis proteicos, sugerindo
maior catabolismo como adaptacao ao estresse, além de uso em reparo celular. No
entanto, o veneno da vespa Pimpla turionellae nao altera significativamente os niveis
de proteina hemolinfatica (Barakat et al., 2019; Sevcan et al., 2017; Uckan et al.,
2021). Dessa forma, assim como para as infecgbes pelos patdgenos citados, também
foi possivel observar reducao significativa na quantidade de proteinas totais de larvas
infectadas por C. albicans (Figura 23), com ou sem a presenca de WR.

Posteriormente, a analise do perfil proteico da hemolinfa das larvas revelou
uma diversidade de proteinas que sao mais ou menos abundantes a depender do
tratamento (Figura 24), em especial uma banda proteica que esta diminuida em
relacao aos controles (Unt. e PBS) porém esta aumentada em relagao ao infectado
por C. albicans. Andrejko et al. (2021) discute que a hemolinfa de G. mellonella contém

diversas proteinas e peptideos com fungbes cruciais para a resposta imune, cuja
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concentragdo pode variar conforme a infeccdo e outras condi¢cdes. Estudos
identificaram 13 proteinas, destacando-se os peptideos ricos em prolina, cuja
concentragao aumenta apés infeccao bacteriana, e os peptideos anidnicos, sendo o
aniénico 2 o mais abundante. Proteinas antimicrobianas, como defensina, cecropina
e gallerimicina, também séo induzidas durante infecgbes, enquanto a lisozima e o
peptideo semelhante a moricina B exibem elevacdes especificas. Proteinas
metabdlicas, como apolipoproteinas e superéxido dismutase, sao encontradas, mas
podem ser degradadas por proteases bacterianas, como as de Pseudomonas
aeruginosa.

Assim, se tornou necessario investigar a presenca de proteases na hemolinfa,
ja que essas podem surgir tanto a partir da resposta imune das larvas quanto do
patégeno inoculado. De forma que foi possivel observar a presenca de proteases
residentes na hemolinfa de larvas intocadas (Figuras 24 e 25), bem como outras que
sdo encontradas na presenca de C. albicans, em especial a banda citada
anteriormente que, por estar na mesma altura, sugere que tenha atividade proteolitica.
A literatura ja descreve a atividade proteolitica da hemolinfa, sugerindo a presenca de
enzimas endogenas, como as serina-proteases, que desempenham papéis na
imunidade do inseto (Andrejko et al., 2021). Assim, como esse estudo nao buscou a
completa caracterizagao das proteinas presentes na hemolinfa do inseto, pode-se
analisar que, conforme a literatura ja aponta para patégenos bacterianos, patégenos
fungicos induzem a producao diferencial de proteinas para que seja feita a resposta
imune contra o agente. As proteases encontradas podem ser tanto produzidas pelo
hospedeiro quanto pelo patégeno como forma de resisténcia ao sistema imune ou ao
peptideo WR, ja que nessas analises nao foi possivel encontrar a banda caracteristica
de WR (Figura 24) (Andrejko et al., 2021; Bras et al., 2024; Meiller et al., 2009;
Twittenhoff et al., 2020).

Assim, foi possivel, dentro dos parametros metodolégicos desta pesquisa,
estabelecer que WR nao é téxico e possui eficacia no tratamento de infecgdes de C.
albicans no modelo de G. mellonella. Os préximos passos incluem entender as vias
de degradacao/metabolizacéo do peptideo, seus efeitos no metabolismo das larvas,
a producgao in loco do peptideo, avaliagdo das formas mais eficazes para a sua
administracao e o teste em modelos mamiferos, permitindo o avanco do peptideo

como alternativa farmacologica viavel.
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7. CONCLUSOES

Este estudo demonstrou que o peptideo antimicrobiano WR apresenta alto
potencial como uma nova alternativa farmacoldgica para o tratamento de infecgdes
por C. albicans. A eficacia do WR foi evidenciada por sua capacidade de aumentar
significativamente a sobrevivéncia das larvas de G. mellonella infectadas, melhorar o
(IS) e reduzir marcadores imunologicos de progressao da doenga, como a
melanizacao. Esses resultados confirmam a acado antifungica robusta do WR,
alinhando-se a necessidade urgente de desenvolver compostos inovadores frente a
crescente resisténcia aos antifungicos convencionais.

Os resultados também indicaram a baixa toxicidade do WR para as larvas,
corroborando dados prévios que atestam sua seguranca em células de mamiferos.
Adicionalmente, a eficacia do WR foi superior a do Fluconazol, especialmente em
termos de controle da infeccdo e manutencdo da saude do hospedeiro apés a
suspensao do tratamento. A analise bioquimica revelou alteragdes no perfil proteico
da hemolinfa, sugerindo uma resposta imunolégica ativa, embora a interacao do WR
com proteases do hospedeiro e do patdégeno levante questdes sobre sua estabilidade
in vivo.

Apesar desses avangos, algumas lacunas permanecem e abrem espago para
futuras investigacdes. Nesse sentido, nao foi possivel determinar completamente os
mecanismos moleculares subjacentes a acado do WR, bem como as possiveis vias de
degradacao enzimatica no ambiente da hemolinfa ou possiveis vias em 6érgaos
especificos como a metabolizagdo no corpo gorduroso ou a excregao via tubulos de
Malpighi. Além disso, a otimizagcao da dosagem e do regime de administracao do WR
para maximizar sua eficacia e minimizar potenciais efeitos colaterais requer estudos
adicionais.

Perspectivas futuras incluem a transposi¢cdo do modelo larval para modelos
mamiferos, permitindo uma avaliacdo mais aprofundada da toxicidade,
farmacocinética e eficacia do WR em sistemas mais complexos. Estudos estruturais
mais aprofundados podem esclarecer as interacbes do WR com alvos celulares
especificos e proteases, possibilitando melhorias na sua formulagao. Adicionalmente,
o desenvolvimento de estratégias para proteger o WR da degradacao enzimatica e
potencializar sua biodisponibilidade € uma prioridade para viabilizar seu uso clinico.

Em suma, os resultados deste estudo consolidam o WR como um candidato

promissor no combate a infecgdes fungicas invasivas, com o potencial de preencher
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lacunas criticas no arsenal terapéutico atual. Avancos no entendimento de seus
mecanismos de acado e melhorias no design do peptideo poderao viabilizar sua

transicao para ensaios clinicos, marcando um passo significativo na luta contra a

resisténcia antifungica.
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9. MATERIAL SUPLEMENTAR

Figura S1: Barras de erros das curvas de sobrevivéncia das concentragdes 0,5x10° células/larva
1,0x108 células/larva.
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Tabela S1: Valores médios de IS para a categoria “Resposta ao toque” a cada 24 h para cada uma das
concentragdes testadas. Significancia de: (a) p<0,0001 e (ns) ndo significativos entre si, Two-way
ANOVA teste de Turkey.

-3
Células/larva 24 h 48 h 72h 96h  120h  144h .

2,0x10°°
1,0x10°* "™ 1,81 1,08 0,69 0,50 0,33
0,5x10°* ™ 1,75 1,08 0,71 0,71

PBS*®

Tabela S2: Valores médios de IS para a categoria “Melanizacdo” a cada 24 h para cada uma das
concentragdes testadas. Significancia de: (a) p<0,0001, (ns) n&o significativos entre si, Two-way
ANOVA teste de Turkey.

Células/larva 24 h 48 h 72 h 9% h 120 h 144 h .-4
20x10° | 013 013 013
1,0x10°* ™ 1,97
0,5x10°* "™ ,
PBS®
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Tabela S3: Valores médios de IS para a categoria “Casulo” a cada 24 h para cada uma das
concentragdes testadas. Significancia de: (a) p<0,01, (b) p<0,1 e (ns) nao significativos entre si, Two-
way ANOVA teste de Turkey.

Células/larva 24 h 48 h 72h 9% h

120h  144h ."

2,0x10°° 0,42
1,0x10°" ™ 0,44
0,5x10° > ™ 0,64

PBS *°

Tabela S4: Valores médios de IS para a categoria “Sobrevivéncia” a cada 24 h para cada uma das
concentracdes testadas. Significancia de: (a) p<0,0001, (b) p<0,01 (c) p<0,1 e (ns) n&o significativos
entre si, Two-way ANOVA teste de Turkey.

Células/larva 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h 144 h l-2
2,0x10°°
1,0x10°>"™
0,5x10° “"™
pBS 45

i

Tabela S5: Valores médios de IS total a cada 24 h para cada uma das concentracdes testadas.
Significancia de: (a) p<0,0001, (b) p<0,01 (c) p<0,1 e (ns) nao significativos entre si, Two-way ANOVA
teste de Turkey.

Células/larva 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h 144 h l_m
2,0x10°%°
1,0x10°* "™ 6,06 3,01

0,5x10°* "™ 4,17 3,42
PBS°

I-O

Tabela S6: Valores médios de IS para a categoria “Resposta ao toque” a cada 24 h para cada um dos
tratamentos. As letras representam a significancia de: (a) n&o significativo quando comparado ao
tratamento com PBS; (b) p<0,0001 em relagédo ao inoculado com C. albicans; (c) n&o significativo em
relacdo ao inoculado com C. albicans; (d) p<0,001 em relagdo ao tratamento C. albicans + WR e (e)
p<0,01 em relagdo ao tratamento C. albicans + WR, segundo o Two-way ANOVA teste de Turkey.
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Tratamento 24 h 48 h 72 h 9 h 120 h 144 h

PBS

WR*

Fcz®

C. albicans 2,67

C. albicans + FCZ“* 2,73 . 1,00 :
C. albicans + WR *° 2,90 2,75 2,75 2,15 2,15 2,10

Tabela S7: Valores médios de IS para a categoria “Melanizacdo” a cada 24 h para cada um dos
tratamentos. As letras representam a significancia de: (a) n&o significativo quando comparado ao
tratamento com PBS; (b) p<0,0001 em relagédo ao inoculado com C. albicans; (c) n&o significativo em
relagdo ao inoculado com C. albicans; (d) p<0,001 em relagéo ao tratamento C. albicans + WR e (e)
p<0,01 em relacdo ao tratamento C. albicans + WR, segundo o Two-way ANOVA teste de Turkey.

.-4

Tratamento 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h 144 h

PBS
WR*

Fcz®

C. albicans® 1,67 1,50 1,50 1,50 1,50 1,00

C. albicans + FCZ“° 2,73 2,60 1,33 1,27

C. albicans + WR® 2,95 2,50 2,55 2,25 2,15 1,70 I-o

Tabela S8: Valores médios de IS para a categoria “Casulo” a cada 24 h para cada um dos tratamentos.
As letras representam a significancia de: (a) n&o significativo quando comparado ao tratamento com
PBS; (b) p<0,0001 em relagdo ao inoculado com C. albicans; (c) n&o significativo em relagdo ao
inoculado com C. albicans; (d) p<0,001 em relagéo ao tratamento C. albicans + WR e (e) p<0,01 em
relagéo ao tratamento C. albicans + WR, segundo o Two-way ANOVA teste de Turkey.

Tratamento 24 h 48 h 72h 96 h 120 h 144 h 1
PBS '
WR*
FCz
C. albicans
C. albicans + FCZ© 0,40 0,20 0,20 0,17 0,20
C. albicans + WR® 0,68 0,28 0,35 0,30 0,25

Tabela S9: Valores médios de IS para a categoria “Sobrevivéncia” a cada 24 h para cada um dos
tratamentos. As letras representam a significancia de: (a) n&o significativo quando comparado ao
tratamento com PBS; (b) p<0,0001 em relagédo ao inoculado com C. albicans; (c) n&o significativo em
relagdo ao inoculado com C. albicans; (d) p<0,001 em relagéo ao tratamento C. albicans + WR e (e)
p<0,01 em relacdo ao tratamento C. albicans + WR, segundo o Two-way ANOVA teste de Turkey.
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Tratamento 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h 144 h 2

PBS

WR*

Fcz®

C. albicans °

C. albicans + FCZ“*
C. albicans + WR®

Tabela S10: Valores médios de IS total a cada 24 h para cada um dos tratamentos. As letras
representam a significdncia de: (a) n&o significativo quando comparado ao tratamento com PBS; (b)
p<0,0001 em relagéo ao inoculado com C. albicans; (c) nao significativo em relagéo ao inoculado com
C. albicans e (d) p<0,001 em relacdo ao tratamento C. albicans + WR, segundo o Two-way ANOVA
teste de Turkey.

Tratamento 24 h 48 h 72h 96 h 120 h 144 h
PBS
WR*®
Fcz® 3,4(
C. albicans 3,50
C. albicans + FCZ“* 3,37

C. albicans + WR " e | 670 655




