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RESUMO

Os fungos sao organismos de grande relevancia econdmica, ambiental e biotecnoldgica.
Apesar disso, algumas espécies sdo agentes etiolégicos de enfermidades que ameagam
desde a saude humana até setores do agronegécio (agricultura, pecuaria e aquicultura). O
carater oportunista da maioria das doencas fungicas, tem levado a negligéncia de muitas
delas. Sendo assim, fazem-se necessarios avangos no entendimento das relagbes fungo-
hospedeiro e em ag¢des mitigatérias para o controle dessas enfermidades. Os peptideos
antimicrobianos (AMPs) sao moléculas produzidas por diferentes organismos e que podem
apresentar um amplo espectro de atividade antimicrobiana. Os AMPs de animais aquaticos,
em especial, sdo moléculas com alto potencial biotecnoldgico devido ao seu mecanismo de
acao diverso e por se manterem estaveis mesmo em ambientes salinos e altamente alcalinos.
O presente estudo teve como objetivo avaliar o espectro de atividade antifungica de peptideos
sintéticos derivados de AMPs de animais aquaticos (fatores anti-lipopolissacarideos do
camarao Litopenaeus vannamei, taquiplesina do limulideo Tachypleus ftridentatus e
magainina da ra Xenopus laevis) contra fungos filamentosos e leveduriformes de interesse
médico, veterinario, agrondmico e também em aquicultura e biotecnologia industrial. Além das
linhagens de colecbdes, foram avaliados fungos isolados do intestino médio de camardes
marinhos. Os isolados foram identificados por meio de caracteristicas morfolégicas das
colonias e das estruturas reprodutivas. O potencial antifungico dos AMPs foi avaliado por
inibicdo do crescimento dos microrganismos in vitro (MIC: teste de concentracao inibitéria
minima), utilizando-se diferentes concentragdes dos AMPs. Os resultados foram avaliados em
microscopia invertida para germinacao de esporos de fungos filamentosos e por absorbancia
para crescimento celular de leveduras. Para determinar o efeito fungicida (MFC), as culturas
que apresentaram inibicao no teste de MIC foram semeadas em meio sélido. Foram obtidas
15 espécies de fungos filamentosos e leveduras provenientes de cole¢des. No isolamento,
foram obtidos 15 morfogrupos: 12 de fungos filamentosos e trés de leveduras. Pela analise
de caracteristicas morfoldgicas, identificou-se linhagens de fungos filamentosos dos géneros
Cladosporium, Aspergillus, Penicillium, Acremonium, Scopulariopsis e Geotrichum e
leveduras do género Rhodotorula. Os testes antimicrobianos mostraram que os peptideos
sintéticos Litvan ALF-E e Litvan ALF-F apresentaram atividade contra cinco fungos, enquanto
o Litvan ALF-G mostrou um maior espectro de atividade, sendo ativo contra 10 espécies.
Assim como o Litvan ALF-G, o peptideo derivado da taquiplesina se mostrou bastante eficaz
na atividade antifungica, com mais énfase em leveduras do que em fungos filamentosos.
Finalmente, a magainina apresentou atividade contra nove fungos. Os resultados deste
estudo evidenciam o grande potencial que AMPs oriundos de animais aquaticos tem para o
controle de fungos filamentosos e leveduriformes.

Palavras-chave: atividade antifungica; fatores anti-lipopolissacarideos (ALFs);
taquiplesina; magainina.



ABSTRACT

The fungi are organisms of great economic, environmental, and biotechnological
relevance. Nevertheless, some species act as causative agents of diseases, posing
threats to both human health and various sectors of agribusiness (agriculture,
livestock, and aquaculture). Unlike diseases of viral and bacterial origin, the
opportunistic nature of most fungal diseases has led to the neglect of many of them.
Therefore, advances in understanding the fungus-host relationship and in mitigating
actions for the control of these diseases are necessary. Antimicrobial peptides (AMPs)
are molecules produced by different organisms and can exhibit a broad spectrum of
antimicrobial activity. AMPs from aquatic animals, in particular, are molecules with high
biotechnological potential due to their diverse mechanism of action and their ability to
remain stable even in saline and highly alkaline environments. The present study
aimed to evaluate the spectrum of antifungal activity of synthetic peptides derived from
AMPs of aquatic animals (anti-lipopolysaccharide factors from the shrimp Litopenaeus
vannamei, tachyplesin from the horseshoe crab Tachypleus tridentatus, and magainin
from the frog Xenopus laevis) against filamentous fungi and yeasts of medical,
veterinary, agronomic, as well as aquaculture and biotechnological interest. In addition
to fungi from strain collections, fungi isolated from the midgut of marine shrimp were
evaluated. The isolates were identified based on morphological characteristics of
colonies and reproductive structures. The antifungal potential of AMPs was evaluated
by inhibiting the growth of microorganisms in vitro (MIC: minimum inhibitory
concentration test), using different concentrations of AMPs. The results were evaluated
by inverted microscopy for filamentous fungi and by absorbance for yeasts. To
determine the fungicidal effect (MFC), cultures that showed inhibition in the MIC test
were seeded on solid medium to check for growth. Fifteen species of filamentous fungi
and yeasts were obtained from collections. In isolation, 15 morphotypes were obtained:
12 filamentous fungi and three yeasts. By analyzing morphological characteristics,
flamentous fungi from the genera Cladosporium, Aspergillus, Penicillium,
Acremonium, Scopulariopsis, and Geotrichum, and yeasts from the genus Rhodotorula
were identified. Antimicrobial tests showed that the synthetic peptides Litvan ALF-E
and Litvan ALF-F had activity against five fungi, while Litvan ALF-G showed a broader
spectrum of activity, being active against 10 species. Like Litvan ALF-G, the
tachyplesin peptide proved to be quite effective in antifungal activity, with more
emphasis on yeasts than on filamentous fungi. Finally, magainin showed activity
against nine fungi. The results of this study highlight the great potential that AMPs from
aquatic animals have for the control of both filamentous fungi and yeasts.

Keywords: antifungal activity; anti-lipopolysaccharide factors (ALFs); tachyplesin;
magainin.
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1 INTRODUGAO

1.1 FUNGOS

Os fungos desempenham um papel de extrema relevancia no cenario
ambiental e biotecnoldgico. Eles contribuem para o desenvolvimento das plantas
por meio de associagdes simbidticas, como os fungos micorrizicos. Além disso,
os fungos tém um papel crucial na producdo de enzimas que permitiram o
desenvolvimento de diversos produtos e processos biotecnoldgicos, incluindo a
producao de alimentos fermentados, cervejas, queijos e a produgdo de
antibiéticos, como a penicilina (Moore, Robson e Trinci, 2011). Esses
microrganismos estao amplamente distribuidos pelo planeta, sendo encontrados
em diferentes ambientes, incluindo agua, solo e até mesmo dentro de outros
organismos, onde estabelecem relagbes desde simbidticas a patogénicas (Jain
et al., 2019). Esses microrganismos podem ser classificados de trés maneiras
conforme sua morfologia: Unicelulares, que representam o grupo das leveduras,
os filamentosos, que representam os bolores e os pseudofilamentoso que sao
os fungos unicelulares que ao se reproduzirem por brotamento sucessivos
acabam por desenvolver uma estrutura similar a hifa dos bolores (Venturella e
Rambelli, 1995).

Uma notavel relacdo benéfica envolve os fungos presentes na
microbiota intestinal de metazoarios. Esses fungos desempenham um papel
essencial em varios processos metabdlicos e fisioldgicos relacionados ao
intestino (Brody, 2020). A saude dos animais vertebrados e invertebrados é
profundamente influenciada por essa interacao, e isso é de particular importancia
no campo da imunologia, uma vez que o intestino € uma das maiores superficies
de contato que antigenos externos tém com o interior do corpo (Fassarella et al.,
2021; Power et al., 2014; Sekirov et al., 2010).

No entanto, alguns fungos sdo oportunistas, o que pode resultar em
doencas invasivas que causam uma consideravel taxa de mortalidade, vitimando
cerca de um milhdo e meio de pessoas anualmente (Svedese et al., 2022). Além
de fungos que podem afetar a saude de humanos e animais, ha espécies que
causam doengas em plantas, levando a perdas significativas na produgéo de

produtos agricolas, como soja e feijao (Eskola et al., 2020; Pereira e Pinheiro,
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2012). Essas doengas afetam até mesmo setores como a carcinicultura (cultivo
de camaréao), com relatos de infec¢cdes afetando larvas de camarédo desde a
década de 60 (Freitas et al., 2021; Hubschman e Schmitt, 1969; Lightner e
Fontaine, 1973).

A exposigao a esses patdgenos pode desencadear uma série de efeitos
adversos a saude de seres humanos, animais e plantas (Eskola et al., 2020),
resultando em problemas de saude publica, pecuaria, agricultura e,
consequentemente, econémicos. Devido a ubiquidade e a natureza oportunista
dos fungos, as doengas fungicas e a presenga desses microrganismos em
diversos ambientes levantam a preocupagao da negligéncia em relagao a essas
questdes nos dias de hoje (Amend et al., 2019; Rodrigues e Nosanchuk, 2020).
A Organizagao Mundial da Saude (OMS) lista algumas doengas fungicas como
"doengas tropicais negligenciadas", incluindo a cromoblastomicose, o micetoma
e outras micoses (Rodrigues e Nosanchuk, 2020). O aumento de enfermidades
imunodepressoras em plantas, animais e seres humanos favorece o
desenvolvimento de fungos, o que resulta em perdas na produgéo e representa
um risco para a saude publica.

Portanto, é fundamental o desenvolvimento de acbdes mitigatdrias para
abordar essa problematica (Rodrigues e Nosanchuk, 2020), uma vez que fungos
resistentes a diversos tratamentos tém sido documentados. Essa resisténcia
muitas vezes é ocasionada por diferentes fatores, como o uso inadequado de
antifungicos em terapias ou a utilizacdo de medicamentos inadequados em
varias situagbes (CDC, 2021; Lima, Colombo e Almeida Junior, de, 2019). Isso
reforgca a necessidade de explorar novas estratégias de controle que abordem

esses microrganismos de forma diversificada e eficaz.

1.2 PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS (AMPS)

Na imunologia existem dois tipos de resposta conhecidas como
imunidade adaptativa e imunidade inata. Frente a estimulos, uma das respostas
humorais induzidas pelo sistema imune inato é a producdo de peptideos
antimicrobianos (AMPs) (Lima, Colombo e Almeida Junior, de, 2019; Rosa e
Barracco, 2010; Zhang e Gallo, 2016). Os AMPs sao moléculas encontradas em

diferentes seres vivos, desde bactérias até mamiferos (Mahlapuu et al., 2016),
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funcionando como uma primeira linha de defesa contra infec¢des (Matos e Rosa,
2022). Essas biomoléculas sao peptideos de pequeno tamanho, com até 10 kDa
de massa molecular, que apresentam uma ampla variedade de conformacdes,
composi¢des de aminoacidos e propriedades bioquimicas.

Majoritariamente, os AMPs s&o constituidos por residuos hidrofobicos e
catiénicos que se alinham em trés dimensdes formando estruturas unica (Zhang
e Gallo, 2016). Essa conformacdo faz com que essas moléculas sejam
anfipaticas com propriedades detergentes que possuem trés grupos principais:
peptideo anfipatico linear em a-hélice, peptideos ciclicos, ou ciclicos com
extremidades abertas, com uma ou mais ligagdes dissulfeto, peptideos ricos em
um tipo particular de aminoacido e peptideos gerados a partir da hidrélise de
moléculas precursoras (Bulet, Stocklin e Menin, 2004; Reddy, Yedery e Aranha,
2004). Essa notavel diversidade resulta em diversas familias de AMPs, tais como
crustinas, defensinas, magaininas, fatores anti-lipopolissacarideos (ALFs),

clavaninas, taquiplesinas, entre outras (figura 1) (Matos e Rosa, 2022).

Figura 1 — Representagéo das quatro formas de classificagdo dos AMPs
baseados em estrutura e composigao aminoacidicas.

l‘:ﬂ—f; ,’45
’ B 2)& 6
catelicidina LI37 Tk-AMP-X2 ©-defensina

(oJRRRPRPPY{EPRPRPPPIEEPPRIEPPRIPPlElgP PRIZPPRIFP)

cateciclinas PR-39

P

' F. _J
hemocianina PvHCt

Fonte: Adaptato de Matos, (2018).
Legenda: (A) Catelicidina LI37 (Stathopulos et al., 2008): exemplo de peptideo anfipatico em a-
hélice. (B) Tk-AMP-X2 (Berkut et al., 2014) e 8-defensina (Conibear et al., 2012): exemplos de
AMPs ciclicos ou ciclicos com extremidades abertas. (C) Cateciclinas PR-39 (Anbanandam et
al., 2008): exemplo de peptideo rico em um tipo particular de aminoacido, nesse caso prolina e
arginina. (D) Hemocianina e PvHCt (Hazes et al., 1993; Petit et al., 2016): exemplo de peptideo
gerado a partir da hidrélise de precursores.
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Tal qual a grande diversidade de estruturas, o mecanismo de acao dos
AMPs também é diverso, variando conforme a estrutura tridimensional e
composi¢cdo aminoacidica de cada um. O mecanismo de agao pode ser
desestabilizando a membrana por interagdes eletrostaticas, se inserindo na
membrana levando a formagao de poros ou inibindo vias metabdlicas (Brogden,
2005). Por exemplo, os AMPs podem inibir a sintese de RNA e DNA, a atividade
de diferentes enzimas ou ainda formar poros na membrana microbiana, como
mostrado na figura 2 (Brogden, 2005).

Figura 2 - Representacao dos principais mecanismos de acdo dos AMPs.
Inibigao da sintese de
DNA, RNA e proteinas

Inibicao da atividade
enzimatica
Ligacao ao DNA

RNA : Ativagao de
DNA proteases

Ligacao a componentes
da superficie microbhiana

Formagao de poros Desestabilizagao da
transmembrana membrana celular

Fonte: Adaptado de Brogden, (2005).
Legenda: Figura ilustrativa dos principais mecanismos de agdo dos AMPs, como os efeitos
intracelulares e os efeitos que acometem a membrana celular.

Além da capacidade antimicrobiana dos AMPs, essas moléculas sao

multifuncionais e estdo diretamente ligadas a propriedades imunorreguladoras
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(Destoumieux-Garzon et al., 2016; Lai e Gallo, 2009). Em concentragdes
inibitérias, os AMPs podem atuar na manutengao e homeostase da microbiota
dos organismos (Destoumieux-Garzon et al., 2016). Outras fungdes foram
relatadas sobre essas moléculas, como causadora de alteragcdes das
propriedades de membranas celulares, se apresentando de forma antigena e por
consequéncia gerando efeitos anticarcinogénicos (Lai e Gallo, 2009).

Essas moléculas possuem um grande potencial para a industria
farmacéutica, pois podem apresentar um amplo espectro de atividade contra
diferentes classes de microrganismos (bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, fungos filamentosos e leveduras) e apresentar uma menor
probabilidade de resisténcia (Destoumieux-Garzén et al., 2016; Guani-Guerra et
al., 2010; Matos et al., 2018; Matos e Rosa, 2022).

Na década de 1960, o aumento de microrganismos multirresistentes
criou a necessidade de buscar novas drogas eficazes para combater essas
doencas. Nesse contexto, os AMPs comecaram a ser estudados com foco na
industria farmacéutica (Hancock e Lehrer, 1998; Lima, Colombo e Almeida
Junior, de, 2019; Talapko et al., 2022). O banco de dados de peptideos
antimicrobianos fornecido pela Universidade de Nebraska indica que atualmente
conta com 3940 peptideos, dos quais 3146 sdo AMPs naturais presentes em
todos os reinos da vida, além de serem utilizados em diversos estudos clinicos
para o tratamento de doencgas incluindo doengas bacterianas, virais, fungicas e
tumorais (Koo e Seo, 2019; Kordi et al., 2023; Lai e Gallo, 2009; Mishra et al.,
2018; Wang, Li e Wang, 2016).

1.3 AMPS DE ANIMAIS AQUATICOS

Os AMPs estdo entre os efetores imunes mais bem descritos de
invertebrados aquaticos (Destoumieux-Garzon et al., 2016; Matos e Rosa, 2022).
Essas biomoléculas apresentam uma alta diversidade de familias e estruturas e
um grande potencial para a industria farmacéutica (Gerdol et al., 2020; Leoni et
al., 2017).

Ao contrario de outras classes de peptideos antimicrobianos, os AMPs
provenientes de animais aquaticos demonstram notavel estabilidade de

atividade em ambientes alcalinos e sob variacbes de salinidade. Em outras
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palavras, sua eficacia nao € prejudicada em ambientes diversos, o que os torna
aplicaveis em uma ampla gama de setores, incluindo a carcinicultura (Gerdol et
al., 2020; Hale e Hancock, 2007; Hancock e Diamond, 2000; Koo e Seo, 2019;
Lofgren et al., 2009; Zhang e Gallo, 2016). No presente trabalho, foram
estudados alguns AMPs encontrados em animais aquaticos, incluindo os fatores

anti-lipopolissacarideos (ALFs), a taquiplesina e a magainina.

1.3.1 Fatores Anti-lipopolissacarideos (ALFs)

Os fatores anti-lipopolissacarideos (anti-LPS factors ou ALFs)
compreendem uma familia multigénica de AMPs encontrados em crustaceos e
quelicerados marinhos (limulideos) (Liu et al., 2006; Matos e Rosa, 2022). Eles
representam uma familia com notavel diversidade funcional (Matos et al., 2018).
Os ALFs sdo moléculas anfipaticas que apresentam uma estrutura tridimensional
contendo trés a-hélices, quatro folhas-B e duas cisteinas estabilizando um
grampo molecular central (8-hairpin) com uma ligagao de dissulfeto (Yang et al.,
2009). Essa caracteristica confere ao AMP um amplo espectro de atividade,
tornando-o uma promissora ferramenta na biotecnologia.

Os ALFs estao categorizados em sete grupos, cada um com diferengas
em suas estruturas primarias e caracteristicas bioquimicas, o que pode refletir
em diferentes propriedades funcionais (Matos et al., 2018). Esses grupos,
denominados de A a G, também exibem variacbes nas suas caracteristicas
eletrostaticas. Os grupos A, D, E e G séo anibnicos, enquanto os grupos B, C e
F s&o catidnicos (figura 3) (Matos et al., 2018). Essa ampla diversidade resulta
em caracteristicas funcionais distintas para cada grupo. Por exemplo, o grupo B
demonstra propriedades antimicrobianas eficazes contra uma grande variedade
de microrganismos, enquanto o grupo D exibe atividade antimicrobiana limitada

(Destoumieux-Garzoén et al., 2016).
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Figura 3 - Modelos tridimensionais e carga dos sete grupos de ALFs.
A B
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: N, X, Grupo F Catiénico (8,62 - 9,47)
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e

\ex

Grupo G

Fonte: Adaptado de Matos, (2018).

Legenda: (A) Modelos tridimensionais dos sete grupos da familia dos ALFs de L. vannamei.
Neles sao mostradas as estruturas em B-hairpin em amarelo e as estruturas em a-hélice em
vermelho de cada um dos grupos. (B) Caracteristicas eletroestaticas baseadas no ponto
isoelétrico (p/) de cada um dos grupos dos ALFs de L. vannamei.

De maneira abrangente, os ALFs revelam a capacidade de se ligar aos
lipopolissacarideos (LPS) presentes na parede celular de bactérias Gram-
negativas, além de interagir com outras moléculas na superficie microbiana,
como o acido lipoteicoico (LTA) e o B-glicanas, componentes essenciais da
parede celular de bactérias Gram-positivas e fungos, respectivamente (Matos e
Rosa, 2022). Nesse sentido, o principal mecanismo de acao dos ALFs esta
vinculado a sua ligagdo a elementos cruciais da parede celular microbiana
(Schmitt, Rosa e Destoumieux-Garzon, 2016). Diante desse fato, essa familia de
peptideos apresenta um amplo espectro de agado antimicrobiana, abrangendo
bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, virus envelopados e fungos (Matos
et al., 2018; Matos e Rosa, 2022).

Os ALFs dos grupos A a D foram os primeiros a serem descobertos e
amplamente estudados ao longo dos anos (Ponprateep et al., 2012; Rosa et al.,
2016; SOMBOONWIWAT et al., 2005; Tharntada et al., 2008). Por outro lado, os
ALFs dos grupos E a G, recentemente identificados, ainda carecem de
informacdes detalhadas sobre seu espectro de ac¢ao, ainda mais se tratando de

uma fragdo isolada da parte funcional do peptideo (Matos et al., 2018).
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1.3.2 Taquiplesina

O peptideo antimicrobiano taquiplesina foi isolado a partir dos hemacitos
de limulideos e exibe um amplo espectro de atividade microbicida (Nakamura et
al., 1988). A taquiplesina € um AMP catiénico que possui trés isoformas distintas,
denominadas |, Il e lll, sendo a isoforma | a primeira a ser isolada e mais
extensamente estudada ao longo dos anos (Nakamura et al., 1988). Similar aos
ALFs, a taquiplesina possui uma estrutura em forma de B-hairpin, no entanto, &

mantida por duas ligagdes de dissulfeto (figura 4) (Matsuzaki, 1999).

Figura 4 - Modelos das trés isoformas distintas do AMP taquiplesina.

Taquiplesina | Taquiplesina Il Taquiplesina Il

Fonte: Taquiplesina | (Kushibiki et al., 2014), Taquiplesina Il e Taquiplesina Ill (Vernen et al.,
2019)
Legenda: Modelo tridimensional das estruturas em SB-hairpin dos trés tipos de taquiplesina.

O AMP taquiplesina é conhecido por seu mecanismo de acao
relacionado a desestabilizagdo da membrana, formando poros transitérios
(Hirakura, Kobayashi e Matsuzaki, 2002). Seu amplo espectro de atividade é
atribuido a esse mecanismo de agado empregado por ela (Hirakura, Kobayashi e
Matsuzaki, 2002).

Esse AMP destaca-se por sua notavel eficacia contra uma ampla
variedade de microrganismos, sendo relevante tanto na area médica quanto na
aquicultura, demonstrando atividade também contra fungos (L6fgren et al., 2009;
Lu et al., 2022; Miao et al., 2022). A taquiplesina é um peptideo bifuncional, uma

vez que algumas de suas derivadas da isoforma | também apresentaram
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propriedades antitumorais (Lu et al., 2022; Wu et al., 2021). Além disso, a
taquiplesina apresentou a capacidade de inibir a trombose, indicando seu alto
potencial farmacolégico em diversos aspectos (Li, H. et al., 2019; Priya et al.,
2022).

1.3.3 Magainina

O peptideo magainina foi isolado de anfibios e, além de sua atividade
antimicrobiana, demonstra efeitos contra células tumorais, semelhantes a
taquiplesina (Matsuzaki et al., 1997). A magainina pertence a uma classe de
AMPs com uma estrutura de a-hélice linear (figura 5) e podem ser classificados
em dois tipos, denominados Tipo 1 e Tipo 2, com uma alteracdo em dois

aminoacidos de um tipo para outro.

Figura 5 — Modelo tridimensional do AMP Magainina.

2

Fonte: (Vermeer, L.S., Mason, 2023)
Legenda: Modelo tridimensional da magainina

O peptideo sintético magainina MSI-94 é um AMP amplamente
estudado. Esse peptideo € uma molécula catibnica, anfipatica e possui uma
estrutura em a-hélice (McMillan e Coombs, 2020). Essa conformagéo faz com
que essa molécula interaja com a membrada e acabe por rompé-la (Bechinger,
Zasloff e Opella, 1993). Estudos recentes indicaram que o mecanismo que a
magainina-2 exerce sobre a membrana microbiana € do tipo toroidal (Billah et

al., 2022). Muitos estudos relatam a dificuldade em ocorrer mutacéo a nivel de
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membrana. Sendo assim, peptideos permeabilizadores de membrana, tal qual a
magainina, sdo menos propensos a desenvolver resisténcia ao longo do tempo
(Somma, Di et al., 2022).

O AMP magainina apresentou agao contra bactérias, fungos,
protozoarios e células tumorais induzindo apoptose em células do carcinoma
(Eghtedari, Jafari Porzani e Nowruzi, 2021; Ghaly et al., 2023; Kordi et al., 2023;
Mishra et al., 2018). Alguns AMPs passaram para ensaios clinicos visando alvos
procarioticos, dentre eles, um analogo a magainina, o pexiganan, entretanto
apresentou falhas na fase Il dos ensaios e permanece sem atualizagdes até os
dias atuais (Gronberg et al., 2014; Koo e Seo, 2019; Lipsky, Holroyd e Zasloff,
2008; Wei et al., 2023). Os autores constatam que essa molécula € uma
excelente alternativa para o tratamento de diversas doengas da mucosa oral,
pode resolver os problemas relacionados a microrganismos multirresistentes e
grandes candidatas a serem agentes quimioterapicos (Eghtedari, Jafari Porzani
e Nowruzi, 2021; Koo e Seo, 2019; Lipsky, Holroyd e Zasloff, 2008).

1.4 AMPS COMO POTENCIAIS ANTIFUNGICOS

E importante destacar que a grande maioria dos peptideos com acéo
antifungica conhecida esta associada a mecanismos de agdo que afetam a
membrana celular (Rautenbach, Troskie e Vosloo, 2016). Varios estudos
sugerem que os AMPs podem desempenhar papéis de antagonistas ou
agonistas, uma vez que sao moléculas naturais, altamente seletivas e
geralmente bem toleradas pelas células do hospedeiro (Fernandez de Ullivarri et
al., 2020; Fosgerau e Hoffmann, 2015; Nicola et al., 2019). Além disso, os
peptideos sintéticos utilizados neste estudo foram projetados a fim de otimizar
suas propriedades farmacoldgicas. Isso inclui o aumento da estabilidade da
molécula, bem como o aprimoramento da hidrofobicidade e da anfipaticidade da

molécula (Fernandez de Ullivarri et al., 2020; Talapko et al., 2022).

Microrganismos resistentes representam uma preocupacao séria para a
saude publica, tornando imperativa a busca por alternativas (McKenna, 2013).
Os AMPs de animais aquaticos, devido ao seu notavel potencial biotecnoldgico,

emergem como uma promissora solucdo para esse problema (Barreto et al.,
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2018; Sperstad et al., 2011). Seu amplo espectro de agdo, mecanismo de agéo
e estabilidade em condigbes alcalinas e variagdes de salinidade, que dificultam
o desenvolvimento de cepas resistentes, acentuam a necessidade de uma
investigacdo mais aprofundada do potencial dessas moléculas (Guani-Guerra et
al., 2010). Com base nessa consideracao, diversos estudos tém avaliado ao
potencial de AMPs de animais aquaticos em conter espécies patogénicas, dentre
delas algumas espécies de fungos de interesse na carcinicultura e em outros
setores (Lofgren et al., 2009; Machado et al., 2021; Matos et al., 2018; Silveira
et al., 2018).

Matsuzaki, (1999) descreve quatro caracteristicas que sao exigidas dos
peptideos antimicrobianos, representando o primeiro passo de autodefesa
contra qualquer microrganismo patogénico invasor: (1) toxicidade seletiva: os
peptideos devem diferenciar as células hospedeiras e microbianas; (2) atividade
rapida: o tempo necessario para a morte deve ser menor do que o tempo de
multiplicagédo celular do microrganismo alvo; (3) amplo espectro antimicrobiano:
ser eficaz contra muitas espécies de microrganismos e; (4) nenhum
desenvolvimento de resisténcia: o peptideo deve ter um mecanismo de acgao tal
que os microrganismos nao possam desenvolver facilmente resisténcia contra
ele. Sendo assim, o presente estudo visa ampliar os conhecimentos do item 3
em AMPs de animais aquaticos contra fungos filamentosos e leveduras de
interesse em diversos seguimentos. Nesse contexto, a pesquisa sobre o
potencial biotecnoldgico, bem como o espectro de atividade dos AMPs de
animais aquaticos contra fungos filamentosos e leveduras revela-se de suma
importancia para diversas areas, incluindo aquelas relacionadas com economia

e saude publica.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar o espectro de atividade antimicrobiana in vitro de peptideos
sintéticos baseados em AMPs de animais aquaticos contra fungos filamentosos

e leveduriformes de interesse médico, veterinario, agronémico e industrial.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Criar e organizar uma colegao de fungos filamentosos e leveduriformes;
- Isolar fungos do intestino de camardes marinhos;

- Determinar o espectro de atividade antifungica in vitro de peptideos sintéticos

inspirados em AMPs de trés espécies de animais aquaticos;

- Testar o efeito fungicida dos AMPs selecionados.
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3 METODOLOGIA

3.1 PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS

Para este estudo, foram utilizados peptideos previamente sintetizados
em estudos anteriores (Lofgren et al., 2009; Silveira et al., 2018). Os AMPs
sintéticos foram baseados nas sequéncias aminoacidicas (A) de trés membros
da familia dos fatores anti-lipopolissacarideos (ALFs) do camarédo peneideo
Litopenaeus vannamei (Grupos E, F e G) (Matos et al., 2018), (B) da taquiplesina
(Tac ) do limulideo Tachypleus tridentatus (Nakamura et al., 1988) e (C) da
magainina (MSI-94) da ra-de-unhas-africana Xenopus laevis (Matsuzaki, 1998)

(figura 6).

Figura 6 — AMPs testados.

A
AMP Sequéncia aminoacidica MM (kDa) pl
Litvan ALF-Exsz  YVNRSPYLKKFEVHYRADVK 2,51 9,70
Litvan ALF-Fais0  TYFVTPKVKSFELYFKGRMT 244 982
Litvan ALF-Gyssy  SYSTRPYFLRWRLKFKSKVW 2685 11,12
Tac| KWCFRVCYRGICYRRCR-NH;z 2,11 9,58
_ MSI-94  GIGKFLKKAKKFGKAFVKIMKK-NH, 2,38 1090
B

Fonte: Elaborado pela autora. Modelos tridimensionais feito através da ferramenta SWISS-
MODEL (https://swissmodel.expasy.org/).

Legenda: (A) Sequéncia aminoacidica, massa molecular (MM) em quilodaltons (kDa) e ponto
isoelétrico tedrico (p/) de cada AMP utilizada no presente estudo. Na nomenclatura de cada
ALF os numeros representam a posi¢do da sequéncia sintetizada correspondente na molécula
completa. Na sequéncia aminoacidica da Tac | esta representado as pontes de dissulfeto
presentes na molécula através de chaves. (B) A regido destacada mostra a regido do B-hairpin
que derivou a molécula em a-hélice das trés familias de ALFs do camarao peneideo L.
vannamei usadas nesse estudo. (C) Modelo tridimensional do AMP sintético Tac I. (D) Modelo
tridimensional do AMP MSI-94.
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Em relagdo aos ALFs, foram sintetizados peptideos lineares anfipaticos
(conformacao em a-hélice) derivados da regido funcional (central B-hairpin) dos
membros Litvan ALF-E, Litvan ALF-F e Litvan ALF-G (figura 6). Os fragmentos
peptidicos foram denominados de Litvan ALF-Ess-s2, Litvan ALF-F3150 € Litvan
ALF-Gss54 e produzidos por sintese quimica no equipamento Liberty Blue
automated microwave peptide synthesizer (CEM Corp) a partir de aminoacidos
com grupamentos 9-fluorenilmetiloxicarbonila (Fmoc) (Iris Biotech GmBH) em
resina Rink Amide 0.6 meqg/g (Chem-Inmpex). Esses fragmentos foram
purificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa (RP-
HPLC) e a massa confirmada por espectrometria de massa [Matrix Assisted
Laser Desorption lonization - Time of Flight Mass (MALDI-TOF) Spectrometry].

Tac | € um peptideo sintético analogo a taquiplesina | nativa (peptideo
maduro) e que possui uma amidagao no residuo de arginina na regido C-terminal
(figura 6). Assim como a forma nativa, o peptideo sintético Tac | possui quatro
residuos de cisteina que formam as seguintes ligagdes dissulfeto: C1-C4 e C2-
C3 (Lofgren et al., 2009). O AMP sintético MSI-94 é uma variagdo da magainina
nativa (peptideo maduro) contendo uma amidag¢ao no residuo de lisina na regido
C-terminal (figura 6). Assim como os ALFs, os peptideos Tac | e MSI-94 foram
sintetizados quimicamente, purificados por RP-HPLC e suas massas
confirmadas por MALDI-TOF (Lofgren et al., 2009).

3.2 FUNGOS

3.2.1 Linhagens de fungos provenientes de cole¢oes

Representantes de diferentes grupos de fungos filamentosos e
leveduras (Ascomycota e Mucormycota) foram adquiridos por meio de compra
ou doacgédo de colegdes de fungos de laboratérios parceiros. As culturas de
fungos filamentosos foram repicadas através do esgotamento da algca em agar
batata dextrose (BDA) [KASVI] pH 5,0 e incubadas a 28 °C por 10 a 15 dias em
estufa BOD. Esse teste foi realizado para confirmar a viabilidade e pureza das
linhagens. A reativacédo das culturas de leveduras foi realizada pela técnica de
semeadura por esgotamento em placas de Petri contendo meio agar Sabouraud
dextrose (SDA) (10 g/L peptona bacteriolégica, 40 g/L dextrose, 15 g/L agar
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bacteriologico, pH 5,0). As placas foram incubadas a 28 °C por 24 a 48 h para
confirmacédo da viabilidade das linhagens e verificagdo de possiveis

contaminantes.

3.2.2 Isolamento de fungos do intestino de camaroées

Com a finalidade de se obter linhagens de origem marinha, linhagens de
fungos filamentosos e leveduriformes foram isolados do intestino médio de
camardes. Camardes juvenis da espécie L. vannamei (n=5), cultivados em
sistema de bioflocos, foram gentilmente cedidos pelo Laboratério de Camardes
Marinhos do Departamento de Aquicultura da UFSC (UFSC/CCA/LCM). No
laboratorio, os camardes foram sacrificados por hipotermia (banho de gelo por
15 min) para a coleta do intestino médio. Apds a coleta, os intestinos (com
conteudo luminal) foram macerados em 1 mL de solugao Tris-salina estéril (10
mM Tris, 330 mM NaCl) e diluidos na mesma solugéo (10-1 a 10-7) (adaptado
de Merrifield et al., 2009). Em seguida, foram semeados 100 uL de cada diluigdo
e do caldo bruto em meio BDA salino (agua do mar estéril com salinidade
ajustada para 15 ppm) suplementado com cloranfenicol (0,1 g/L), penicilina e
estreptomicina [107 unidades/L de penicilina e 10 g/L de estreptomicina
(GIBCO)]. As placas foram incubadas a 20 °C e 28 °C por 7 dias ao abrigo da
luz. Por fim, o isolamento foi concretizado por repiques sucessivos de cada
morfotipo de fungos filamentosos em BDA sem antibioticos e, para morfotipos
leveduriformes, em meio SDA até a obtencéo de colbnias axénicas.

Para a identificagdo dos fungos isolados, foi avaliada a morfologia dos
isolados. A macromorfologia foi a avaliacdo da colénia apds a sua semeadura e
desenvolvimento em meio BDA na respectiva temperatura de isolamento por 7
dias. A micromorfologia foi a avaliagdo das estruturas reprodutivas pela técnica
do microcultivo (Hoog, De et al., 2019). Para isso, foi feito um inéculo nas laterais
de um bloco de meio BDA. Posteriormente, o in6culo foi coberto por uma
laminula estéril e incubado a 28 °C por 7 a 14 dias em camera umida. Apds o
periodo de crescimento, a laminula foi retirada do inéculo e posta sobre uma
lamina que continha uma gota do corante azul de lactofenol. Finalmente, as
laminas foram deixadas para secar por um periodo de 12 a 24 h, seladas e,

ent&o, avaliadas por microscopia de luz.
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3.2.3 Criopreservacgao

3.2.3.1 Criopreservagéao de esporos de fungos filamentosos

Posteriormente ao teste de viabilidade, cada uma das espécies de
fungos filamentosos foi repicada para dez placas de meio BDA e incubadas em
BOD a 28 °C por 10 a 15 dias até abundante esporulacéo.

Para a extracdo dos esporos, foram adicionados 10 mL de uma solucéo
Tween20 (0,1% v/v) estéril sobre cada placa de cultura e, entdo, realizada a
raspagem da superficie das colbnias com algcas de Drigalski estéreis. A
suspensao de esporos resultante foi filtrada em trés camadas de gaze
esterilizadas para remog¢ao do micélio e centrifugada a 3.000 xg por 15 min. Os
esporos foram lavados duas vezes com Tween20 (0,1% v/v). Entéo, adicionou-
se glicerol estéril numa concentragao final de 25% (v/v). Essas amostras foram
criopreservadas (-80 °C) e incluidas na colec&o de fungos do LIAA (CCB/BEG).
Para os testes antimicrobianos, a concentracdo de esporos foi ajustada para
1x107 esporos/mL em glicerol 25% (concentracgéo final). Para a avaliagdo de
possiveis contaminantes bacterianos, uma aliquota de cada solugao de esporos
foi inoculada no meio Lysogeny Broth (LB: 10 g/L peptona bacteriolégica, 5 g/L
extrato de levedura, 10 g/L NaCl, pH 7,2) e incubada em estufa a 37 °C por 48
h.

3.2.3.2 Criopreservagao de leveduras

Uma colbnia isolada de cada uma das espécies de levedura foi repicada
para um tubo contendo 4 mL de caldo Sabouraud (SDB) pH 5,0 e incubadas em
estufa a 28 °C por 12 h sob agitagédo constante (110 rpm). Esse indculo foi diluido
em glicerol estéril numa concentragao final de 20%, criopreservado (-80 °C) e
incluido na colegao de fungos do LIAA (CCB/BEG).
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3.3 TESTES ANTIMICROBIANOS

O potencial antifungico dos AMPs foi avaliado por testes in vitro de
inibicdo de crescimento. Para isso, foram realizados testes de concentragao
inibitéria minima (MIC, do inglés “minimum inhibitory concentration”) e de
concentracdo fungicida minima (MFC, do inglés “minimum fungicidal

concentration”) (Matos et al., 2018).

3.3.1 Teste fungistatico

Os testes de MIC contra os fungos filamentosos foram realizados usando
uma aliquota criopreservada contendo 1x107 esporos/mL. Foi realizada uma
diluicdo de 10 pL dessa solugéo de esporos em 10 mL de meio PDB 50% (Caldo
batata dextrose), para se obter uma concentragéo final de 1x10* esporos/pogo.
Posteriormente, uma placa de 96 pocos de fundo chato foi dividida em trés
grupos: controles positivos, controles negativos e os pogos de testes. Em cada
poco do controle positivo foram adicionados 90 uL da solugédo de esporos e 10
ML de agua ultrapura estéril enquanto nos pogos do controle negativo foram
adicionados 90 puL de meio PDB 50% e 10 uyL de agua ultrapura estéril. Nos
pocos dos testes, foram adicionados 90 pL da solugdo de esporos e 10 uL de
cada peptideo em diferentes concentracgdes: 40, 20, 10, 5, 2,5 e 1,25 pM. As
placas foram incubadas em estufa a 28 °C por 48 h em camara umida escura e
sob agitacéo leve (100 rpm). A inibicdo do crescimento foi determinada a partir
da avaliagdo da germinagao dos esporos e formagéo de hifas no microscopio
invertido OLYMPUS 1X83 (Olympus, Life Sciences) do Laboratério Multiusuario
de Estudos em Biologia (LAMEB). A MIC foi determinada como a concentracao

minima do peptideo capaz de inibir 100% a germinagéo dos esporos.

3.3.2 Teste fungicida

As culturas que nao apresentaram crescimento no teste fungistatico

foram semeadas (100 pL) em placas contendo meio BDA. As placas foram
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incubadas em estufa a 28 °C por 72 h e o efeito fungicida dos peptideos foi

determinado a partir da avaliagao do crescimento dos fungos em meio soélido.

3.3.3 Teste leveduristatico

Para os testes leveduristaticos, uma porgao da cultura criopreservada foi
semeada por esgotamento em placas contendo meio SDA, as quais foram
incubadas em estufa a 28 °C por 12 h. Apds o crescimento em placa, uma unica
colénia isolada foi cultivada em meio SDB a 28 °C por 12 h sob agitagao
constante. No dia seguinte, a cultura foi diluida (1:50) em um novo meio SDB e
incubada em estufa a 28 °C sob agitagdo constante até atingir uma densidade
otica a 600 nm (DOeoo nm) entre 0,1 e 0,2. Para os testes, a cultura foi diluida
100%x em meio SDB (DOsoo nm~0,001-0,002) Posteriormente, uma placa de 96
pocos de fundo chato foi dividida em trés grupos: controles positivos, controles
negativos e os pocos de testes. Em cada pogo do controle positivo foram
adicionados 90 pL da cultura e 10 pL de agua ultrapura estéril (solugdo de
suspensao dos peptideos) enquanto nos pogos do controle negativo foram
adicionados 90 uL de meio SDB e 10 pL de agua ultrapura estéril. Nos pogos
dos testes, foram adicionados 90 pL da cultura e 10 yL de cada peptideo em
diferentes concentragdes: 40, 20, 10, 5, 2,5 e 1,25 pM. As placas foram
incubadas a 28 °C por 24 h sob agitacao leve. A inibicdo do crescimento foi
determinada por espectrofotometria (DOs95 nm) no equipamento Tecan Infinite
M200 pertencente ao LAMEB. A concentragao inibitéria minima foi determinada
como a concentracdo de peptideo capaz de inibir 100% do crescimento das

leveduras.

3.3.4 Teste leveduricida

Os pocos que nao apresentaram crescimento no teste leveduristatico foi
semeado (100 pyL) em placas contendo meio SDA. As placas foram incubadas
em estufa a 28 °C por 72 h e o efeito leveduricida dos peptideos foi determinado

a partir da avaliagao do crescimento das leveduras em meio sélido.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 LINHAGENS DE FUNGOS PROVENIENTES DE COLEGOES

Representantes de diferentes grupos taxon6micos de fungos
filamentosos e leveduriformes (Ascomycota e Mucoromycota) foram escolhidos
por serem de interesse na saude humana e veterinaria, em agronomia,
aquicultura e biotecnologia. Foram adquiridas 14 espécies de fungos, sendo oito
representantes de fungos filamentosos e sete de leveduras. Todos os fungos
adquiridos estao descritos na tabela 1 com suas respectivas procedéncias,

origens e local de isolamento.



Tabela 1 - Linhagens padréo de fungos filamentosos e leveduriformes utilizados no estudo.
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Espécie Linhagem Procedéncia Fonte Local
Filamentosos
Aspergillus niger DRO02 LAMPB Platanus sp. Curitiba/PR
Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 LAMPB Mirtilo Caro”“ggg Norte/
Collstotr ’Ch;’m chrysophilum (C. MANE147 Labfitop Maca Gala Brasil
ructicola)
Colletotrichum higginsianum MANE166 Labfitop Arabidopsis sp. EUA
Fusarium oxysporum MUCL909 IHPE - -
Fusarium solani MMBF86/09 B Soja Vargem Grande do
ul/SP
Rhizopus sp. - LAMPB Ar Florianopolis/SC
Trichoderma virens ATCC 9645 LAMPB Solo Maryland/EUA
Leveduriformes
Candida albicans ATCC 10231 LAMPB Homem com broncomicose -
Candida albicans MDMS (ICB 12A) LIAA Lesdo na mucosa oral Séo Paulo/SP
Pichia kudriavzevii (Candida krusei) ATCC 6258 LMC Escaré‘r’o‘:]igriicézrs‘f com Sri Lanka
Nakaseomyces glabratus (Candida CCT 0728 LAMPB i )
glabrata)
Candida parapsilosis ATCC 22019 LMC Caso de Espru Porto Rico/EUA
Candida tropicalis - LMC - -
Saccharomyces cerevisiae CAT1 LAMPB Usina de Catanduva Ribeirao Preto/SP

Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: ATCC: American Type Culture Collection; MANE: Micoteca Anne-Lore Schroder; MUCL: Mycothéque de I'Université Catholique de Louvain; CCT: Collection of
Tropical Cultures (Fundagédo André Tosello); MMBF: Micoteca Mario Barreto Figueiredo (Instituto Biol6gico de Sdo Paulo); LAMPB: Laboratério de microrganismos e
Processos Biotecnoldgicos (UFSC); Labfitop: Laboratério de Fitopatologia (UFSC); IHPE: Interactions Hétes-Pathogénes Environnements (Université Montpellier); 1B:

Instituto Bioldgico de Sdo Paulo; LMC: Laboratério de Micologia Clinica (UFSC).
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Aspergillus € um género do filo Ascomycota, os quais sdo fungos
ubiquos e saprofiticos que estdo presentes em uma ampla variedade de
ambientes. Esse género possui representantes responsaveis por uma série de
infeccbes principalmente pulmonares em humanos. Essa doenca é
frequentemente encontrada em plantas, passaros, insetos, alguns mamiferos e
animais aquaticos (Seyedmousavi et al., 2015). E importante destacar que a
aspergilose €& comum entre receptores de transplantes pulmonares e
imunocomprometidos (Kosmidis e Denning, 2015). Este género esta associado
a placentite e é responsavel por uma porcentagem significativa de casos de
aborto em bovinos (Sarfati, Jensen e Latgé, 1996; Tell, 2005). Além dos aspectos
negativos e, varias espécies desse género também sao amplamente usadas
industrialmente como produgédo de enzimas hidroliticas (Chimbekujwo, Ja’afaru
e Adeyemo, 2020; Varga et al., 2007).

Duas linhagens de Aspergiillus sec¢cao Niger foram usadas nesse
trabalho, A. niger e A. brasileiensis (tabela 1). Aspergillus niger é usada
comercialmente na sintese de acido citrico, além de oferecer uma boa estrutura
para manipulagdo génica com a finalidade de uso industrial (Show et al., 2015).
Toda via, esta espécie € a terceira mais frequente em casos de aspergilose em
humanos. Outro exemplar de Aspergillus é Aspergillus brasiliensis. Esta espécie
é frequentemente encontrada em solos e que pode contaminar alimentos
(Okazaki et al., 2023) e apesar fazer parte da secgéao Niger, como A. niger, esse
€ considerada nivel de biossegurancga 1 (Hoog, De et al., 2019).

Além das espécies que sao potenciais patdgenos de humanos, alguns
fungos utilizados nesse estudo sdo de extrema importancia na area agricola por
serem fitopatégenos como os do género Colletotrichum que estdo associadas a
antracnose de banana, manga, mamao, pitaia, dentre outros frutos (Zampounis
et al., 2016). Essa infeccao pode causar maleficios tanto aos frutos, quanto
outras partes da planta, como caule e folhas, o que pode ocasionar em grandes
maleficios as produgdes, além de poder infectar multiplos hospedeiros (Zakaria,
2021).

No presente estudo foram avaliadas duas espécies do género
Colletotrichum que também pertencem ao filo Ascomycota. C. chrysophilum
(anteriormente conhecida como C. fructicola) ja foi descrito como um dos

responsaveis por antracnose em muitas localidades ao redor do mundo como
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por exemplo: no México infectando banana (Musa spp.), manga (Mangifera
indica) na China, Brasil, mamao (Carica papaya) na india (Fuentes-Aragén et al.,
2021; Li, Q. et al., 2019; Lima et al., 2013; Saini, Gupta e Anandalakshmi, 2016).
Outra espécie é Colletotrichum higginsianum que tem sido usada como modelo
de interagdes patdogeno-hospedeiro em estudos recentes (Yan et al., 2018). Esta
espécie também esta relacionada a infecgdes por antracnose em herbaceas da
familia Brassicaceae na qual estdo contidas diversas hortalicas de relevancia
econbmica e Arabidopsis thaliana, que € uma planta bastante utilizada em
pesquisas cientificas (Delatorre e Silva, 2008; Yan et al., 2022; Zampounis et al.,
2016).

Neste estudo trabalhou-se com duas espécies do filo Ascomycota
pertencentes ao género Fusarium: Fusarium solani e Fusarium oxysporum
(tabela 1). O género Fusarium é ubiquo e oportunista causadoras de diversas
doencas em diferentes grupos, como plantas, animais terrestres, aquaticos e
humanos. Espécies deste género produzem metabdlitos secundarios toxicos
causadores de impactos econdmicos e sociais. A podridao radicular causada por
espécies do género Fusarium tem grande impacto em produgdes de mandioca
no Brasil (Serra et al., 2009). Esse género também é considerado o mais comum
a afetar cultivos de camardes, pois as infecgdes por ela, levam a processos
inflamatorios e melanizagao de tecidos dos animais (Chong, 2022; JOHNSON,
1995). Em animais domésticos como caes e gatos, F. solani € uma das principais
causadoras de infec¢des quando existe enfermidades preexistentes (Sechi et al.,
2016). F. oxysporum é descrito como patdégeno de relevancia em videiras, na
producao de banana dentre outras que tem potencial danos econdmicos (Ploetz,
2015; SONEGO, GARRIDO e GRIGOLETTI JUNIOR, 2005).

O género Rhizopus pertence ao filo Mucormycota, € ubiquo e saprofitico
que € comumente associado a deterioracdo de paes. Entretanto, este género
pode ser patégeno oportunista em humanos, principalmente os
imunossuprimidos, causando necrose tecidual de diversos niveis (Marques et
al., 2010). Além disso, espécies deste género também estdo associas a
patogenicidade em diversas espécies de plantas e frutos. Como citado por
Junqueira e Junqueira, (2014), a podridao-parda (infecgdo por Rhizopus
stolonifer) € uma doenga fungica de grande interesse pois afeta frutos de

potencial econémico.



36

Composto por diversas espécies, o género Trichoderma, pertencente ao
filo Ascomycota, é encontrado amplamente distribuido em uma grande variedade
de ambientes. Nos ultimos anos, espécies desse género vém sendo avaliadas
devido seu grande potencial biotecnolégico. Tendo em vista a capacidade de
micoparasitismo que algumas linhagens desta espécie fazem, estudos recentes
mostram que ao se desenvolvendo junto ao hospedeiro agem como agentes de
controle biolégicos de fitopatégenos (Brotman, Kapuganti e Viterbo, 2010;
Mukherjee et al., 2022; Rees et al., 2022). Halifu et al., (2020) mostrou um grande
potencial da espécie Trichoderma virens apresentando efeito inibitorio
significativo sobre outras espécies de fungos.

Candida é um género de leveduras do filo Ascomycota composto por
mais de 200 espécies ja descritas (Polke, Hube e Jacobsen, 2015). Essas
leveduras sdo amplamente distribuidas em diversos ambientes, incluindo a
microbiota de varios tecidos, como mucosas e pele, em animais e seres
humanos, estabelecendo uma relacdo de comensalismo (Muzio et al., 2021;
Odds, 1987). Entretanto, eventos de disbioses estdo associados ao aumente
expressivo de crescimento dessas leveduras levando a infecgbes conhecidas
como candidiases (Singh et al., 2014). As infec¢des fungicas invasivas mais
corriqueiras sao predominantemente causadas por Candida, sendo estes fungos
patogénicos os mais comuns em infec¢des orais e genitais (Dangi, Soni e
Namdeo, 2010). Dentre a grande diversidade de espécies do género Candida, 5
espécies sao as grandes responsaveis por infecgdes: C. albicans, C. glabrata,
C. parapsilosis, C. tropicalis e C. krusei (Pappas et al., 2018; Polke, Hube e
Jacobsen, 2015).

A espécie Candida albicans € comumente colonizadora de mucosas
humanas, interagindo com outros microrganismos e agindo na viruléncia de
biofilmes polimicrobianos (Du et al., 2021). A espécie Pichia kudriavzevii (=
Candida krusei) é reconhecida como um patégeno emergente que representa
uma ameacga a saude publica. Esse fato se da por essa espécie possuir
resisténcia intrinseca ao fluconazol (antifungico mais comumente utilizado), além
de que desenvolve rapidamente resisténcia a outros medicamentos antifungicos
(Gomez-Gaviria e Mora-Montes, 2020; Jamiu et al., 2021). Como resultado,

estudos tém indicado a necessidade de desenvolver novos medicamentos
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eficazes contra essa espécie (Douglass et al., 2018; Gomez-Gaviria e Mora-
Montes, 2020).

A espécie Nakaseomyces glabratus (previamente descrita como
Candida glabrata) € capaz de causar uma ampla gama de infecgbes, desde
casos graves, como endocardite, até infecgbes superficiais mais leves (Jim et
al., 2023). No entanto, essa espécie é conhecida por sua dificuldade de
tratamento, devido a sua resisténcia intrinseca a certos medicamentos (Jim et
al., 2023; Silva et al., 2012). Essa resisténcia dificulta o controle das infeccdes
causadas por N. glabratus, tornando necessario o desenvolvimento de
estratégias terapéuticas alternativas para combater essas infecgoes.

A espécie Candida parapsilosis, encontrada em diversas regides do
mundo, € comumente identificada em Unidades de Terapia Intensiva (UTls).
Embora sua taxa de mortalidade seja geralmente baixa, relatos anteriores tém
indicado a presencga de resisténcia a medicamentos, o que representa um
desafio no tratamento dessas infecgdes (Toth et al.,, 2019). Sendo uma das
espécies nao-albicans mais comuns de causar infec¢gdes invasivas, a Candida
tropicalis também apresentou incidéncia e aumento de resisténcia a tratamento
habituais como fluconazol, por exemplo (Pfaller et al., 2019; Ruan e Hsueh,
2009).

A espécie de levedura Saccharomyces cerevisiae também pertence ao
filo Ascomycota e é amplamente reconhecida como um organismo modelo em
diversas areas de pesquisa e possui uma ampla gama de aplica¢des industriais.
Além disso, ela é considerada um microrganismo facilmente manipulavel
geneticamente e geralmente considerado seguro para uso em escala industrial
(Kim et al., 2021).

A linhagem de S. cerevisiae CAT-1, é considerada um dos exemplos
mais bem-sucedidos no contexto da destilagao alcodlica no Brasil (Santos et al.,
2017). O uso dessa linhagem de microrganismos na produgao de etanol é tao
proeminente que, juntamente com outra espécie chamada PE-2, elas s&o
responsaveis por mais de 50% da produgéo nacional (Santos et al., 2017). Além
disso, é importante ressaltar que a linhagem S. cerevisiae CAT1 foi a primeira
levedura destinada especificamente a produgao de alcool combustivel a ter seu

cédigo genético totalmente relatado. Essa conquista demonstra o



38

reconhecimento da importancia dessa linhagem e sua relevancia na industria de

produgao de etanol no Brasil.
4.2 ISOLAMENTO DE FUNGOS DE CAMAROES

Primeiramente, foi realizado o isolamento de fungos a partir de amostras
diluidas (10" a 10”7) do trato gastrointestinal de camardes. Nao foi observado
crescimento em nenhuma das diluigées utilizadas durante 15 dias. Sendo assim,
utilizou-se a amostra concentrada de intestino macerado em tampao Tris-salina,
que havia sido armazenado em geladeira. A amostra bruta foi inoculada sob as
mesmas condigdes por 20 e 28 °C por 12 dias. Verificou-se abundante
crescimento de fungos filamentosos com 10 dias (Figura 7). Foi possivel isolar
15 morfotipos fungicos distintos, dos quais 12 correspondiam a fungos

filamentosos e trés a leveduras (Figura 7).

Figura 7 - Indculo inicial dos fungos do intestino de camardes da
especie Litopenaeus vannamei.
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Fonte: Elaborado pela autora
Legenda: Placas de Petri inoculadas em meio BDA com as amostras concentradas do intestino
dos camardes apos 12 dias de incubagdo ambas as temperaturas testadas (20 °C e 28 °C.).
(A) 20 °C; (B). 28 °C. Escala =2 cm.

A

Nesse experimento, testou-se o isolamento fungico em duas
temperaturas, uma mais proxima da temperatura média da agua do mar (20 °C)
e outra temperatura 6tima para crescimento de fungos mesodfilos (28 °C). A
analise revelou a obtencao de nove morfotipos na temperatura mais baixa e seis
morfotipos na temperatura mais alta, conforme ilustrado na figura 7. Observou-

se que a temperatura mais baixa favoreceu um crescimento letargico, o que
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impediu a sobreposi¢céo ou crescimento muito proximo das unidades formadoras
de colbnias (UFC). Tal fato é corroborado por Six e Bentz, (2007), que estudaram
as variagbes sazonais, de temperatura entre outros fatores, influenciando a
prevaléncia entre espécies fungicas simbiontes em besouros.

Mesmo o experimento tendo sido feito sem repeticdes, verifica-se que
na temperatura mais baixa obtivemos um maior numero de UFCs. Isso pode
sugerir que os fungos presentes no intestino do camaréao estao mais adaptados
a crescer em temperaturas mais proximas a temperatura média da agua do mar.
No entanto, sdo necessarios experimentos adicionais que fagam a quantificagcao
dessas UFCs para confirmar a diferenga de crescimento entre as temperaturas.

Os fungos isolados foram identificados através de caracteristicas micro
morfolégicas usando a técnica do microcultivo. Essa técnica permitiu analisar as
estruturas reprodutivas e identificar algumas linhagens em nivel de género. Foi
observada a presenca de géneros semelhantes nas duas temperaturas, porém
com variagdes morfolégicas, indicando linhagens distintas. Pelas caracteristicas
morfoldgicas, identificou-se fungos filamentosos dos géneros Cladosporium,
Aspergillus e Penicillium e leveduras do género Rhodotorula nas duas condigdes
de temperatura (Figura 8). O género Acremonium foi isolado exclusivamente a
28 °C, enquanto o género Geotrichum e um isolado nao identificado foram

obtidos apenas a 20 °C (Figura 9).
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Figura 8 - Macro e micro morfologia dos géneros fungicos isolados do camarao
Litopenaeus vannamei e cultivados nas duas temperaturas.
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Fonte: Elaborado pela autora.
Legenda: Macro e micro morfologia dos géneros fungicos isolados em BDA em ambas as
temperaturas testadas (20 °C e 28 °C.). (A) Cladosporium; (B) Penicillium; (C) Aspergillus; (D)
Rhodotorula.
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Figura 9 - Macro e micro morfologia dos géneros fungicos isolados do camarao
Litopenaeus vannamei e cultivados em apenas uma das temperaturas.

Morfologia de
colénia

Micro morfologia

Fonte: Elaborado pela autora.
Legenda: Macro e micro morfologia dos géneros fungicos isolados em BDA em
somente uma das temperaturas (20 °C ou 28 °C.). (A) Acremonium cultivado a 28 °C; (B)
Geotrichum cultivado a 20 °C. Escala do macrométrico = 2 cm.

De modo geral, os fungos encontrados no presente estudo sdo ubiquos
e de natureza saprofitica, anteriormente reportados em aguas salgadas e doces
e em cultivos de camarao (Silva et al., 2011). A grande maioria dos fungos
identificados sao representantes do filo Ascomycota que fora mencionado como
o filo predominante em ambientes aquaticos (Shearer et al., 2007). Jones et al.,
(2009) relatou que leveduras do filo Basidiomycota, como a levedura do género
Rhodotorula, foram predominantes em comunidades microplancténicas.
Resultado similar foi encontrado neste estudo, que isolou uma levedura desse
género no intestino do camarao L. vannamei. Outras espécies como Aspergillus,
Penicillium e Cladosporium sao frequentemente isolados de ambientes
aquaticos, como documentado na revisao bibliografica de Grossart et al., (2019).

O género Cladosporium é conhecido por possuir espécies halotolerantes

e, portanto, facilmente encontrado em ambientes com agua do mar (Zalar et al.,
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2007). Os géneros Aspergillus e Penicillium também foram descritos compondo
a micobiota de ambientes hipersalinos indicando a tolerancia dos géneros
encontrados sobre a salinidade (Gunde-Cimerman e Zalar, 2014).

E amplamente reconhecido que a microbiota intestinal de varios
organismos € influenciada por varios fatores, que vao desde alteragdes
dietéticas até a presenga de microrganismos na agua e no solo, bem como a
saude dos animais e até mesmo a fase da vida em que o animal se encontra
(Ringe et al., 2016). De fato, a tecnologia de cultivo em que os camardes foram
mantidos antes da coleta € um fator crucial a ser considerado. No sistema de
bioflocos, ocorre uma comunidade microbiana complexa, e esses bioflocos
podem servir como fonte adicional de alimento para os camardes (Emerenciano
et al., 2017). Portanto, € possivel que os fungos isolados no presente estudo
tenham origem nos proprios bioflocos, devido a presengca desses
microrganismos na comunidade microbiana do sistema.

A microbiota intestinal de organismos € exemplo de uma importante
relagéo positiva dos fungos com seus hospedeiros. Esse local € composto por
uma grande variedade de microrganismos, sendo que cada individuo possui uma
comunidade especifica que evolui e se mantém relativamente estavel ao longo
do tempo, mas que é suscetivel a modificagdes tanto por agentes enddégenos
quanto exogenos (Blumberg e Powrie, 2012; Power et al., 2014; Sekirov et al.,
2010). Essa interagdo € um fator que impacta a saude dos organismos e,
considerando que o intestino € uma das maiores superficies de contato que
antigenos externos tém com a parte interna do corpo, auxilia a homeostasia em
diversos processos metabdlicos, fisioldgicos, nutricionais e imunoldgicos do
hospedeiro (Power et al., 2014; Sekirov et al., 2010).

A interacdo entre os camardes, 0 ambiente de cultivo e a comunidade
microbiana pode desempenhar um papel importante na composicao dos fungos
presentes no trato gastrointestinal dos camardes. Portanto, os microrganismos
isolados no presente estudo foram encontrados sob as condi¢des especificas de
isolamento fungico e do cultivo dos camardes. Sdo necessarios experimentos
que detectem a presenca dos mesmos géneros em amostras da agua,
sedimento, racao e bioflocos, para confirmar a presenca desses géneros como
componentes efetivos da microbiota intestinal dos camardes. Por fim, analises

moleculares ainda sdo necessarias para a confirmacao taxonémica dos isolados.
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Como o objetivo dessa etapa do estudo era de selecionar um género de
fungo filamentoso e um género de levedura que fossem taxonomicamente
diferentes dos quais foram obtidos no item 4.1, o isolado de Penicillium sp. € 0
de Rhodotorula sp. foram selecionados para compor a cole¢gdo de fungos do
LIAA. Essas espécies também foram escolhidas devido sua viabilidade de
manipulagédo, como tempo de esporulagao e nivel de biossegurancga.

Esta etapa do presente estudo possuia um carater exploratério, que
visava a obtencao de novos exemplares para as etapas seguintes. Toda via, em
estudos futuros realizar os isolamentos em uma quantidade maior de replicatas,
controle rigido de contaminagdes e o isolamento dos microrganismos do local de
cultivo e seria de grande importancia a serem considerados para aprofundar os

conhecimentos quanto a caracterizagdo do micobioma de camardes.

4.3 TESTES ANTIMICROBIANOS

A atividade antifungica dos peptideos foi testada contra linhagens de
referéncia (Tabela 1) e contra as duas linhagens isoladas de intestino de
camarao (Penicillium sp. e Rhodotorula sp.). No total, foram testados nove e oito
linhagens de fungos filamentosos e leveduriformes, respectivamente, para assim
contemplar uma ampla variedade de linhagens.

Em relagéo aos fungos filamentosos, inicialmente foi avaliado em cada
poco da placa de teste a germinacao dos esporos através da presenca de hifas
por microscopia invertida de contraste de fase. Essa abordagem foi escolhida,
pois, apesar de tradicionalmente os testes antimicrobianos para fungos
filamentosos serem avaliando o crescimento visivel a olho nu, segundo os
padrées da EUCAST (Comité europeu de testes de susceptibilidade
antimicrobiana (Arendrup et al., 2020), a analise microscopica permitiu uma

avaliacdo mais precisa da germinagao dos conidios.
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Figura 10 — Imagem representativa dos resultados dos testes de
inibicao da germinagao dos esporos.

Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: figura representativa dos testes de inibigdo da germinagao dos esporos de Fusarium
oxysporum MUCL 909. A. Controle negativo de germinagao, onde hifas e conidios ndo estavam
presentes depois do periodo de cultivo. Em aumento de 200 x. B. Controle positivo de
germinagao com presenga de hifas (H) e conidios (C) indicados. Em aumento de 200 x.

4.3.1 Fatores anti-lipopolissacarideos (ALFs)

A atividade antifungica dos peptideos sintéticos baseados nos ALFs dos
grupos E, F e G do camarao L. vannamei se mostrou distinta entre os grupos,
como mostradas na tabela 2. O Litvan ALF-E3352 apresentou agao fungicida
contra as linhagens F. solani MMBF86/09 e S. cerevisiae CAT1, sendo que as
concentragdes fungicidas foram de 2,5 a 5 e 20 a 40 pM, respectivamente. Para
as linhagens de Rhizopus sp., C. tropicalis e Rhodotorula sp. esse peptideo
apresentou somente agao inibitéria nas concentragdes 40 a 80, 10a20e 5a 10
MM, respectivamente (tabela 2). O Litvan ALF-E33-52 ndo mostrou atividade para
as outras linhagens testadas.

O peptideo Litvan ALF-F31-50, por sua vez, apresentou agao contra
somente uma linhagem de fungo filamentoso, F. solani MMBF86/09, o qual esse
peptideo foi capaz de inibir entre 10 e 20 uM (tabela 2). Para as leveduras, esse
AMP foi eficaz em inibir o desenvolvimento de C. albicans ATCC 10231 e S.
cerevisiae CAT1, ambas entre 20 e 40 yM. Para Rhodotorula sp., o peptideo
sintético Litvan ALF-F31-50 apresentou concentragéo inibitoria entre 10 e 20 yM.
Esse AMP nao apresentou atividade contra C. albicans ICB 12A, N. glabratus
CCT 0728, P. kudriavzevii ATCC 6258, C. parapsilosis ATCC 22019, além de
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nao apresentar atividade contra a grande maioria dos fungos filamentosos
testados no presente estudo (tabela 2).

O AMP Litvan ALF-Gss-54 apresentou a¢ao contra as linhagens de fungos
filamentosos: F. oxysporum MUCL909, F. solani MMBF86/09, Penicillium sp. e
Rhizopus sp., entretanto foi somente para as espécies do género Fusarium que
apresentou agao fungicida (10 a 20 e 2,5 a 2,5 yM), como apresentado na tabela
2. Para as leveduras C. albicans ATCC 10231 e S. cerevisiae CAT1 esse
peptideo sintético apresentou agao fungicida entre 20 e 40 yM. Em contraponto,
para a levedura C. ftropicalis, o Litvan ALF-Gsss4 demandou de uma
concentracdo menor para apresentar agao fungicida (10 a 20 uM). O AMP
sintético Litvan ALF-Gss-54 mostrou demandar de concentragdes entre 5 e 10 uM
para agao fungicida contra as espécies P. kudriavzevii ATCC 6258 e Rhodotorula
sp. (tabela 2). Por fim, para C. parapsilosis ATCC 22019 apresentou somente
acao inibitéria em concentragdo entre 20 e 40 uM, enquanto para demais

especies analisadas, ele ndo apresentou acéo.
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Tabela 2 - Espectro de atividade antifungica dos peptideos sintéticos da familia dos ALFs.

Litvan ALF-E33-52 Litvan ALF-F31-50 Litvan ALF-Gs3s-54
Espécies Linhagem Filo

MIC MFC MIC MFC MIC MFC
Filamentosos
A. brasiliensis ATCC 16404 Ascomycota NA NA NA NA NA NA
A. niger DRO02 Ascomycota NA NA NA NA NA NA
C. chrysophilum  MANE147 Ascomycota NA NA NA NA NA NA
C. higginsianum  MANE166 Ascomycota NA NA NA NA NA NA
F. oxysporum MUCL909 Ascomycota NA NA NA NA 10-20 10-20
F. solani MMBF86/09 Ascomycota 2,5-5 2,5-5 10-20 NA 2,5-2,5 2,5-2,5
Penicillium sp. LIAA-UFSC  Ascomycota NA NA NA NA 20-40 NA
T. virens ATCC 9645 Ascomycota NA NA NA NA NA NA
Rhizopus sp. - Mucoromycota 40-80 NA NA NA 20-40 NA
Leveduriformes
C. albicans ICB 12A Ascomycota NA NA NA NA NA NA
C. albicans ATCC 10231 Ascomycota NA NA 20-40 NA 10-20 20-40
N. glabratus CCT 0728 Ascomycota NA NA NA NA NA NA
P. kudriavzevii  ATCC 6258  Ascomycota NA NA NA NA 5-10 5-10
C. parapsilosis  ATCC 22019 Ascomycota NA NA NA NA 20-40 NA
C. tropicalis - Ascomycota 10-20 NA 10-20 10-20 5-10 10-20
S. cerevisiae CAT1 Ascomycota 20-40 20-40 20-40 NA 10-20 20-40
Rhodotorula sp. LIAA-UFSC Basidiomycota 5-10 NA 10-20 NA 1,25-2,5 5-10

Fonte: Elaborado pela autora.
Legenda: Os valores de concentragao inibitéria minima (MIC) e concentragao fungicida minima (MFC) estdo expressos em uM. Os resultados sao
expressos em um intervalo que representa a maior concentragcao de peptideo que houve desenvolvimento microbiano e a menor concentragao
necessaria para inibir o crescimento. NA: ndo ativo nas concentragdes testadas.
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Dentre os trés ALFs testados, o peptideo Litvan ALF-G3ss-54 se destacou
dos demais em relagcdo ao amplo espectro de espécies que apresentaram
atividade antifungica, embora os ALFs Ess.s2 e Fs1-50 apresentaram atividade
inibitoria contra algumas linhagens testadas.

Interessantemente os peptideos Litvan ALF-F31.50 e Litvan ALF-Gss.54,
que foram sintetizados baseados em AMPs encontrados no camardo L.
vannamei, apresentaram atividade contra as linhagens fungicas extraidas do
intestino do camardo da mesma espécie. A interagcdo observada entre o amplo
espectro de acao inibitdria dos ALFs e o perfil da micobiota intestinal no camaréao
L. vannamei sugere uma possivel contribuicado desses AMPs na preservagao do
equilibrio da comunidade microbiana. Essa perspectiva, corroborada por estudos
em outros organismos, aponta ndo apenas para a capacidade dos AMPs em
combater microrganismos externos, mas também para seu papel na modulagéo
e preservagao dos microbiomas hospedeiros (Soderholm e Pedicord, 2019).

Os ALFs sintéticos Litvan ALF-Fs1s0 e ALF-Gsss4 apresentaram
concentragdes distintas para as duas linhagens de Candida albicans usadas no
presente estudo. E possivel perceber a auséncia de atividade na linhagem ICB
12A, enquanto para a linhagem ATCC 10231 tanto Litvan ALF-F31-50 quanto
Litvan ALF-Gss-54 apresentaram agao inibitoria e fungicida, respectivamente. Tais
diferengas levantam hipéteses sobre a sensibilidade que cada linhagem possui.
Ambas as linhagens sdo rotineiramente usadas em ensaios de sensibilidade a
farmacos (Allam et al., 2023; Olyaei et al., 2023; Storto, 2015; Weinfeld, Birman
e Paula, 1999).

Estudos revelaram que peptideos derivados da regido entre cisteinas
dos ALFs apresentam atividade antimicrobiana semelhante a molécula completa
(Jiang et al., 2015; Matos et al., 2018; Nagoshi et al., 2006; Rosa et al., 2013).
No entanto, é importante considerar o p/ da regiao entre as cisteinas, pois esse
fator pode ter um impacto direto na atividade antimicrobiana dos ALFs (Matos et
al., 2018). Em um estudo anterior, Matos et al., (2018) avaliaram as propriedades
antimicrobianas dos trés ALFs (E, F e G) em comparagdo com duas linhagens
utilizadas no presente estudo (C. albicans ICB 12A e F. oxysporum MUCL 909),
contudo obtendo resultados distintos. Os peptideos sintéticos utilizados por eles,
também provenientes da regido entre cisteinas, continham as cisteinas,

mantendo a conformacao secundaria em uma estrutura em B-hairpin, diferente
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da forma tridimensional de a-hélice usada neste estudo. Essas alteragdes,
juntamente com o aumento do p/, podem ter contribuido para as diferencas nos
resultados desses peptideos.

Como mencionado anteriormente, as infec¢des fungicas invasivas mais
frequentes sdo predominantemente causadas por Candida, sendo C. albicans,
Nakaseomyces glabratus, C. parapsilosis, C. tropicalis e Pichia kudriavzevii as
principais espécies de preocupagao clinica (Dangi, Soni e Namdeo, 2010;
Pappas et al., 2018; Polke, Hube e Jacobsen, 2015). Na analise dos testes
antimicrobianos dos Litvan ALFs é possivel observar que esses AMPs
apresentem acgao contra esses patdégenos de grande relevancia, reforcando o
grande potencial biotecnoldgico que essas moléculas tém em relacdo a novas

terapias clinicas.

4.3.2 Taquiplesina

O espectro de atividade do AMP sintético Tac | é apresentado na tabela
3. E possivel perceber que a Tac | apresentou atividade fungicida para as
espécies F. oxysporum MUCL909 e Rhizopus sp. na concentracado de 10 a 20
MM, enquanto para a espécie F. solani MMBF86/09, esse AMP demandou
concentragdes baixas para apresentar agao microbicida (2,5 a 5 yM). Esse AMP
nao apresentou acao contra A. brasiliensis ATCC 16404, A. niger DR02, C.
chrysophilum MANE147, C. higginsianum MANE166, Penicillium sp. LIAA-UFSC
e T. virens ATCC 9645.

A Tac | demonstrou um amplo espectro de atividade contra as leveduras,
visto que exibiu eficacia em todas as espécies testadas neste estudo. A faixa de
concentracao necessaria para manifestar atividade fungicida foi de 10 a 20 uyM
para todas as espécies, exceto para Rhodotorula sp., 0 qual apresentou acao

fungicida na faixa de 5 a 10 uM (tabela 3).
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Tabela 3 - Espectro de atividade antifungica do peptideo sintético Tac |.

Espécies Linhagem Filo MIC MFC
Filamentosos
A. brasiliensis ATCC 16404 Ascomycota NA NA
A. niger DRO02 Ascomycota NA NA
C. chrysophilum MANE147 Ascomycota NA NA
C. higginsianum MANE166 Ascomycota NA NA
F. oxysporum MUCL909 Ascomycota 10-20 10-20
E. solani MMBF86/09 Ascomycota 2,5-5 2,5-5
Penicillium sp. LIAA-UFSC Ascomycota NA NA
T. virens ATCC 9645 Ascomycota NA NA
Rhizopus sp. - Mucoromycota 10-20 10-20
Leveduriformes
C. albicans ICB 12A Ascomycota 10-20  10-20
C. albicans ATCC 10231 Ascomycota 5-10 10-20
N. glabratus CCT 0728 Ascomycota 10-20  10-20
P. kudriavzevii ATCC 6258 Ascomycota 5-10 10-20
C. parapsilosis ATCC 22019 Ascomycota 10-20  10-20
C. tropicalis - Ascomycota 2,5-5 10-20
S. cerevisiae CAT1 Ascomycota 10-20 10-20
Rhodotorula sp. LIAA-UFSC Basidiomycota  06-125  5-10

Legenda: Os valores de concentragdo inibitéria minima (MIC) e concentragéo fungicida minima (MFC)

Fonte: Elaborado pela autora.

estdo expressos em uM. Os resultados s&o expressos em um intervalo que representa a maior

concentragao de peptideo que houve desenvolvimento microbiano € a menor concentragdo necessaria

para inibir o crescimento. NA: ndo ativo nas concentragdes testadas.

Estudos enfatizam que o AMP taquiplesina possui atividade antifungica

(Miao et al., 2022; Priya et al., 2022). Dentre o espectro de espécies analisadas

no presente estudo, esse peptideo apresentou o maior espectro de atividade.

Dentre os géneros de fungos filamentosos que possuiram atividade, se

destacam as duas espécies de Fusarium e uma de Rhizopus. Esses géneros

sdo de grande interesse no ambito agricola e aquicola, pois representam

grandes perda em producdes e os patdégenos fungicos mais conhecidos em

sistemas de carcinicultura.
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Os resultados apresentados indicam que o espectro de atividade que se
assemelha a antifungicos usados atualmente no tratamento de diversas
candidiases, como o fluconazol. Este antifungico de uso comum é conhecido por
seu amplo espectro de atividade leveduricida e baixa eficacia contra
filamentosos (Inaldo, Izamara e Renata, 2005; McKeny, Nessel e Zito, 2023).
Ambas as substancias apresentam seu mecanismo de agao relacionado a
parede e membrana celular fungica. Enquanto o fluconazol age inibindo a sintese
de ergosterol (um importante componente da membrana que desempenha
funcdo estrutural), a taquiplesina esta relacionado a desestabilizacdo de
membrana quando se trata de procariotos (Amiss et al., 2022; Nakamura et al.,
1988; Xie, Wei e Qin, 2016). No entanto, o conhecimento sobre 0 mecanismo de
agao contra fungos ainda permanece desfalcado.

Assim como o Litvan ALF- G35-54, o AMP Tac | se mostrou bastante
eficiente no controle de fungos de interesse médico. Além disso, ambos também
se mostraram eficazes conta as espécies descritas como patégenos de sistemas
de carcinicultura, sendo um dos fatores que podem causar grandes perdas na

produgao de camarao.

4.3.3 Magainina

A atividade inibitéria do AMP sintético MSI-94 foi observada para F.
oxysporum MUCL909 no intervalo das concentragdes de 0,6 a 1,25 uM, F. solani
em concentracdes de 0,6 a 1,25 yM e Rhizopus sp. de 2,5 a 5 uM. Esse peptideo
apresentou, nas mesmas concentragbes, atividade fungicida contra F.
oxysporum MUCL909 e Rhizopus sp., com excecao da linhagem de F. solani, a
qual somente em concentragcdes mais elevadas (de 10 a 20 yM) foi capaz de ser
observada essa atividade (tabela 4). Esse peptideo ndo mostrou atividade contra
A. brasiliensis ATCC 16404, A. niger DRO2, C. chrysophilum MANE147, C.
higginsianum MANE166, Penicillium sp. LIAA-UFSC e T. virens ATCC 9645.

O MSI-94 apresentou atividade leviduristatica e leveduricida contra C.
albicans ICB 12A e S. cerevisiae CAT1 nas concentragdes entre 10 e 20 uM e
contra C. albicans ATCC 10231 e P. kudriavzevii ATCC 6258 nas concentragdes
entre 5 e 10 uyM (tabela 4). Para a linhagem C. tropicalis LMC-UFSC, esse
peptideo apresentou acao leviduristatica nas concentragdes entre 2,5 e 5 uM,
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mas somente foi observado efeito leveduricida nas concentragdes entre 10 e 20

MM. Para Rhodotorula sp. LIAA-UFSC, a agao inibitéria foi constatada entre 1,25

e 2,5 yM e a acao leveduricida entre 5 e 10 yM. Esse peptideo ndo mostrou

atividade contra as leveduras N. glabratus CCT 0728 e C. parapsilosis ATCC

22019 em nenhuma das concentragdes avaliadas.

Tabela 4 - Espectro de atividade antifungica do peptideo sintético
magainina (MSI-94).

Espécies Linhagem Filo MIC MFC
Filamentosos
A. brasiliensis ATCC 16404 Ascomycota NA NA
A. niger DRO02 Ascomycota NA NA
C. chrysophilum MANE147 Ascomycota NA NA
C. higginsianum MANE166 Ascomycota NA NA
F. oxysporum MUCL909 Ascomycota 0,6-1,25 0,6-1,25
E. solani MMBF86/09 Ascomycota 0,6-1,25 10-20
Penicillium sp. LIAA-UFSC Ascomycota NA NA
T virens ATCC 9645 Ascomycota NA NA
Rhizopus sp. - Mucoromycota 2,5-5 2,5-5
Leveduriformes
C. albicans ICB 12A Ascomycota 10-20  10-20
C. albicans ATCC 10231 Ascomycota 5-10 5-10
N. glabratus CCT 0728 Ascomycota NA NA
P. kudriavzevii ATCC 6258 Ascomycota 5-10 5-10
C. tropicalis - Ascomycota 2,5-5 10-20
S. cerevisiae CAT1 Ascomycota 10-20 10-20

LIAA-UFSC Basidiomycota

Rhodotorula sp.

1,25-2,5 5-10

Fonte: Elaborado pela autora.
Legenda: Os valores de concentragio inibitéria minima (MIC) e concentragéo fungicida minima (MFC)
estdo expressos em uM. Os resultados s&o expressos em um intervalo que representa a maior
concentragao de peptideo que houve desenvolvimento microbiano e a menor concentragdo necessaria
para inibir o crescimento. NA: ndo ativo nas concentragdes testadas.

Devido ao fato de a magainina ter sido isolada da pele da ra X. laevis,

sugere-se que esse AMP possui uma grande relevancia na prevencao de
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doencgas associadas a anfibios (McMillan e Coombs, 2020). Sabe-se que
espécies fungicas sdo as grandes responsaveis para o declinio populacional de
anfibios no planeta (O’Hanlon et al., 2018). Sendo assim, € notdrio a importancia
desse peptideo atrelado ao controle e prevencgédo de doengas fungicas. Estudos
realizados ao longo dos anos indicam a alta eficiéncia desse AMP contra fungos,
como por exemplo, Park, Lee e Hahm, (2004), que atesta o alto potencial dessas
moléculas como antifungicos potentes em seu estudo contra C. albicans.

Sabe-se que, diferentemente de microrganismos procariéticos, os
fungos possuem uma estrutura celular diferente. Park et al., (2008) relatou que
AMPs que atuam de maneira similar ao AMP magainina (HP2-20 - Peptideo
catidnico a-helicoidal isolado da porgdo N-terminal da proteina ribossémica do
Helicobacter pylori, que atua fazendo poros do tipo toroidal) se ligam
especificamente a quitina na parede fungica. Sendo assim, em teoria, nos fungos
que possuem quitina em suas paredes, os peptideos poderiam apresentar maior
atividade, como Aspergillus flavus e Aspergillus fumigatus testados por eles.
Interessantemente, no presente estudo foram testadas duas espécies do mesmo
género (Aspergillus niger DR02 e Asperqillus brasiliensis ATCC 16404),
entretanto o MSI-94 nao apresentou atividade contra essas linhagens, indicando
possiveis hipoteses, como: o peptideo apresente afinidade por outro
componente da parede; essas linhagens ndo sao sensiveis a esse AMP, essas
espécies podem secretar alguma protease que degrada o MSI-94, dentre outras.

Neste estudo, o peptideo MSI-94 mostrou atividade contra trés fungos,
sendo dois do mesmo género (Fusarium). Esse fato indica um alto potencial para
0 uso desse AMP na agroindustria e na carcinicultura, tendo em vista que o
género Fusarium €& um grande patdgeno nesses setores (Chong, 2022;
JOHNSON, 1995; Serra et al., 2009). Ademais, nessas espécies que foram
ativas, esse AMP demandou concentragdes muito baixas para a atividade
fungicida, como mostrado na tabela 4, o que indica sua alta eficacia contra esses
patdgenos.

O presente estudo demonstrou também o amplo espectro da magainina
contra as espécies leveduriformes testadas (tabela 4). Além do amplo espectro,
o MSI-94 demandou concentracbes baixas para apresentar atividade contra
patdgenos oportunistas de grande interesse hospitalar, como Rhodotorula sp.,

por exemplo, que além de ser saprofitico, portanto, encontrado em diversos
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locais, se apresenta como um patégeno emergente em pacientes com leucemia
e resistente a tratamentos habituais (Erinmez, Zer e BuyUktas Manay, 2022).

Nota-se que o peptideo sintético MSI-94 apresentou atividade contra as
duas linhagens de C. albicans. Entretanto, os dados mostram que para a
linhagem ICB 12A foi necessaria concentragdo maior do peptideo para que
houvesse acéo. Lofgren et al., (2009) também testaram o mesmo derivado
sintético do AMP magainina contra uma terceira linhagem de C. albicans,
todavia, também obteve concentracdes diferentes. Esse fenbmeno sugere que
testes realizados em diferentes linhagens podem influenciar a Concentragéo
Inibitéria Minima (MIC) e a Concentracdo Fungicida Minima (MFC). Isso é
provavelmente devido a variabilidade na sensibilidade de cada linhagem. Esse
fenbmeno € amplamente estudado em procariontes. Por exemplo, Dias et al.,
(2010) avaliaram a sensibilidade de 44 cepas diferentes de E. coli e observaram
resultados distintos para cada cepa testada. Da mesma forma, Zamora, Chaves
e Arias, (2006) investigaram a sensibilidade de diferentes cepas de L.
monocytogenes e Salmonella a antibidticos, também obtendo resultados
diversos entre as cepas da mesma espécie. Resultados similares foram
encontrados por Carretto et al., (2011). Nesse estudo, foi testado a atividade
antimicrobiana de um composto contra 50 linhagens distintas de C. albicans,
sendo somente 68%das linhagens sensiveis ao composto.

No caso dos fungos nos quais o peptideo demonstrou atividade, é
aconselhavel conduzir estudos adicionais, incluindo linhagens da mesma
espécie de diversas origens, e até mesmo espécies relacionadas, a fim de
aprimorar a compreensao sobre a eficacia e potencial aplicacdo desses

peptideos.

4.3.4 Novas perspectivas de AMPs como antifungicos

Os AMPs de animais aquaticos utilizados no presente estudo surgem
como uma estratégia promissora no enfrentamento e controle de doencgas
fungicas. Sua notavel baixa citotoxicidade para células eucarioticas, conforme
evidenciado em estudos prévios (Lofgren et al., 2009; Matos et al., 2023),
confere-lhes potencial para ensaios clinicos, também enfatizado em varias

pesquisas (Costa et al., 2019; Datta e Roy, 2021; Erdem Buyukkiraz e Kesmen,
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2022; Guani-Guerra et al., 2010). E importante ressaltar, contudo, que essa
aplicagao néao se restringe exclusivamente a esse contexto, sugerindo possiveis
outras abordagens. A estabilidade de acdo dessas moléculas sobre alteragdes
de salinidade e pH complementam os resultados apresentados no presente
estudo enfatizando a possivel funcionalidade e abrindo precedentes para novos
estudos de novas perspectivas e de utilizagdo dessas biomoléculas.

Atualmente contaminacdo de superficies, por exemplo, € um grave
problema ndo somente em ambiente hospitalar, mas também em ambientes com
alta taxa de rotatividade de pessoas (Jabtonska-Trypuc¢ et al., 2022). Assim como
a contaminacdo de superficies, temos também o consumo de alimentos
contaminados por micotoxinas, que também causam prejuizos na saude publica
e no ambiente industrial (Garvey e Rowan, 2023). Existem diversas formas de
controle de desinfecgao fungica, toda via, o surgimento de linhagens resistentes
a esses métodos demandam que busquemos novas estratégias para a solugao
desse problema (Garvey e Rowan, 2023).

Utilizar os AMPs de animais aquaticos com desinfetante de superficies
e antissépticos pode ser um contexto importante a ser abordado em pesquisas
futuras. A prevencgao de contaminagdes de doencas fungicas € a melhor maneira
de evitar doencas. Sendo assim, alavancar esse mercado e ampliar as
aplicagbes biotecnologicas dos AMPs de animais aquaticos se tornam de

urgente e extrema importancia.
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5 CONCLUSOES

- O atual estudo possibilitou ampliar os conhecimentos acerca do micobioma
intestinal dos camardes da espécie L. vannamei. Embora analises mais precisas
e quantitativas deverado ser feitas para constatar a correta variabilidade das

especies encontradas.

- Estabeleceu-se uma cole¢do abrangente de fungos filamentosos e leveduras,
contendo exemplares de relevancia meédica, veterinaria, agropecuaria e
biotecnolégica. Essa colegdo oferece um amplo espectro de espécies para

avaliagdes antimicrobianas envolvendo peptideos antimicrobianos.

- Os AMPs Litvan ALF-Gss-54, taquiplesina Tac | e magainina MSI-94 mostraram
grande potencial antifungico pois além de apresentarem um grande espectro de
atividade relacionada as espécies testadas, algumas delas demandaram de

concentracdes baixas para a presentar atividade.

- Através deste estudo exploratério, evidenciou-se o substancial potencial dos
AMPs provenientes de animais aquaticos como agentes antifungicos, o qual
fornece a base para o desenvolvimento de novas pesquisas relacionadas a

essas biomoléculas em fungos.
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6 PERSPECTIVAS

- Isolar fungos do trato gastrointestinal dos camardes a fim de obter dados

quantitativos das espécies;

- Aprofundar a nivel molecular os testes de identificagdo dos fungos isolados do

intestino;

- Reavaliar os ensaios antimicrobianos para que sejam refeitos os testes em um

numero maior de réplicas;

- Avaliar novas possibilidades de aplicagdo biotecnolégicas dos AMPs de

animais aquaticos.
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Abstract Shrimp antilipopolysaccharide factors {ALFe) form a multifunctional and diverse family of
antimicrobial host defense peptides (AMPs) composed of seven members (groups A to G), which
differ in terms of their primary structure and biochemical properties. They are amphipathic peptides
with two conserved cysteine residues stabilizing a central f-hairpin that is understood to be the core
region for their biclogical activities. In this study, we synthetized three linear (cysteine-free) peptides
based on the amino acid sequence of the central f-hairpin of the rewly identified shrimp (Lfopomeus
vemnanrei) ALFs from groups E to G. Unlike whole mature ALFs, the AlLF-derived peptides exhibied
an a-helix secondary structure. In vitro assays revealed that the synthetic peptides display a broad
spectrum of activity against both Gram-positive and Cramenegative bacteria and fungi but not against
the protogoan parasites Trypenosome cruzi and Leishmania (L) mfantom. Remarkably, they displayed
synergisticeffects and showed the ability to permeabilize bacerial membranes, a mechanism of action
of classical AMP= Having shown low oy totexicity to THP-1 human cells and being active against
clinical multiresistant bacterial isclates, these nature-inspired peptides represent an interesting class
of bicactive molecules with biotechnological potential for the development of novel therapeatics in
medical sciences.

Keywords crustacean; antimicrobial peptide (AMP); host defense peptide (HDP); antibacterial;
anfifungal; antiparasitic activity; methicillin-resistant Stapheglococcus aurens (MESAY; membrane-
disrupting: synergy; oy totoxicity

L Introduction

The selection of microorganisms with resistance against multiple conventionally used
antibiotics represents one of the leading health problems worldwide [1]. The study of
antimicrobial host defense peptides (AMPs) has recently expanded and emerged as an
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