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Resumo
A resisténcia antimicrobiana representa um dos maiores desafios para a salde publica mundial,
exigindo o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos eficazes contra patdgenos resistentes a
multiplos farmacos. Neste contexto, os peptideos antimicrobianos (PAMSs) emergem como
promissores candidatos devido a sua especificidade e mecanismo de a¢do diferenciado. Este estudo
focou na avaliacdo de analogos da Plectasina, particularmente o peptideo DCO5, para explorar sua
atividade antimicrobiana, biocompatibilidade e capacidade de inibir bombas de efluxo em
Mycobacterium tuberculosis (Mtb) e outras bactérias patogénicas. Os resultados demonstraram que
0 DCO5 possui atividade antimicrobiana notavel contra Mth, com uma concentracdo inibitoria
minima (CIM) de 12 uM, além de efic&cia contra Pseudomonas aeruginosa e Salmonella Typhi.
Este perfil sugere a aplicabilidade do DC05 como um amplo espectro de agente antimicrobiano,
com um foco particular em bactérias gram-negativas e micobactérias. Além disso, a anélise da
biocompatibilidade em diversas linhas celulares confirmou um perfil de seguranga favoravel,
permitindo o uso terapéutico dos peptideos sintetizados sem causar danos celulares significativos.
Um achado crucial foi a capacidade do DCO5 de aumentar o acimulo de brometo de etidio em Mtb,
indicando uma inibicdo efetiva das bombas de efluxo. Este mecanismo propGe o uso potencial de
peptideos como adjuvantes em terapias combinadas com antibioticos tradicionais, potencializando
sua eficacia. A variabilidade na estabilidade dos peptideos em diferentes modelos biolégicos in
silico ressalta a necessidade de otimizacéo das sequéncias para aumentar sua meia-vida e eficacia

terapéutica.

Palavras chave: Tuberculose; Mycobacterium tuberculosis; peptideos; in silico; plectasina



Abstract

Antimicrobial resistance represents one of the biggest challenges to global public health,
necessitating the development of new therapeutic agents effective against pathogens resistant to
multiple drugs. In this context, antimicrobial peptides (AMPs) emerge as promising candidates due
to their specificity and differentiated mechanism of action. This study focused on the evaluation of
plectasin analogs, particularly the DCO05 peptide, to explore its antimicrobial activity,
biocompatibility, and ability to inhibit efflux pumps in Mycobacterium tuberculosis (Mtb) and
other pathogenic bacteria. The results demonstrated that DC05 possesses remarkable antimicrobial
activity against Mtb, with a minimum inhibitory concentration (MIC) of 12 puM, in addition to
efficacy against Pseudomonas aeruginosa and Salmonella Typhi. This profile suggests the
applicability of DCO5 as a broad-spectrum antimicrobial agent, with a particular focus on gram-
negative bacteria and mycobacteria. Furthermore, biocompatibility analysis in various cell lines
confirmed a favorable safety profile, allowing for the therapeutic use of the synthesized peptides
without causing significant cellular damage. A crucial finding was the ability of DCO5 to increase
the accumulation of ethidium bromide in Mtb, indicating effective inhibition of efflux pumps. This
mechanism proposes the potential use of peptides as adjuvants in combination therapies with
traditional antibiotics, enhancing their efficacy. The variability in peptide stability across different
biological models in silico highlights the need for sequence optimization to increase their half-life

and therapeutic efficacy.

Keywords: Tuberculosis; Mycobacterium tuberculosis; peptides; in silico; plectasin
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1 INTRODUCAO

A tuberculose (TB) continua sendo uma das principais ameacas a salude mundial,
classificada como uma das doencas infecciosas mais letais e prevalentes causada por um Unico
patdgeno (Sankineni et al., 2023; World Health Organization, 2023). Estima-se que, globalmente,
10,6 milhdes de pessoas contrairam TB em 2022, 0 que representa uma tendéncia ascendente em
comparagdo com os anos anteriores; especificamente, foram registrados 10,3 milhdes de casos em
2021 e 10 milhdes em 2020. Esse aumento indica uma mudanca significativa, revertendo a
tendéncia de declinio que havia sido mantida por muitos anos até 2020. Além disso, a taxa de
incidéncia de TB registrou um aumento de 3,9% entre 2020 e 2022, ap0s ter registrado uma
diminuicdo aproximada de 2% ao ano entre 2010 e 2020. Esse aumento marca um ponto de inflexdo

importante no cenario global da TB (World Health Organization, 2023)

A primeira linha de defesa contra o Mycobacterium tuberculosis (Mtb) é a mucosa
respiratoria, que contém uma série de moléculas protetoras como imunoglobulinas A, peptideos
anti-microbianos (PAMSs), anticorpos, citocinas e quimiocinas. Quando estas moléculas nédo
conseguem controlar a invasdo como primeira instancia, o Mth é disseminado nos alvéolos
pulmonares logo em seguida os macrdfagos alveolares, células dendriticas e neutrofilos sao

ativados para tentar erradicar a infeccdo (Lerner, Borel e Gutierrez, 2015).

Os macrofagos tém a capacidade de internalizar o Mtb, permitindo que viva dentro dos
fagossomos; permanecendo inativo e podendo causar infec¢bes recorrentes ou crénicas
dependendo das condi¢bes imunoldgicas do hospedeiro (Buccini, Cardoso e Franco, 2021). Os
macrofagos produzem principalmente PAMs e citocinas para eliminar este patdgeno (Rao Muvva
et al., 2021). As citocinas, TNF-a, IFN-y, sdo capazes de inibir a proliferagdo das micobactérias,
responsaveis pela TB. Essa resposta ocorre através da inducdo de apoptose e a geracao de espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio. Pelo contréario, algumas citocinas tém um efeito imunossupressor.
Entre elas, encontram-se a IL-10 e 0 TGF-B. Essas moléculas podem atenuar as funcgdes protetoras
dos macrofagos, o que resulta em uma maior proliferacdo bacteriana dentro dessas células. Além
disso, reduz a producgédo de Oxido nitrico, um poderoso agente antimicrobiano produzido pelos
macrofagos que atuam dentro do fagossomo onde reside o Mtb. Em particular, o TGF-f tem um
papel relevante na regulagdo da resposta imune no granuloma tuberculoso, esta citocina pode

limitar a expansdo, sobrevivéncia e funcdo das células T, componentes essenciais do sistema



imunologico. Por fim, a presenca de TGF-f pode resultar em uma resposta imune insuficiente
frente & infecgdo por micobactérias. E por isso que a importancia de analisar estas citocinas (Gern
et al., 2021; Shi et al., 2016)

O tratamento convencional para a TB é poliquimioterapico, é tratado com uma combinacéao
de 4 medicamentos por pelo menos 6 meses, nos primeiros 2 meses séo fornecidos isoniazida,
rifampicina, pirazinamida e etambutol, nos 4 meses seguintes apenas rifampicina e isoniazida sao
usados para alcancar a eliminacdo do patdgeno e tentar prevenir a resisténcia aos medicamentos
(Caminero Luna, 2016). A exposi¢do ao longo prazo em concentra¢des ndo adequadas de agentes
antimicobacterianos facilitaria a selecdo de mutantes resistentes, e essa resisténcia nos levaria a
usar farmacos de segunda linha, mais caros, toxicos e menos tolerantes (Harouna Hamidou,
Mamadou e Saad, 2021; Kwok et al., 2015).

A urgéncia crescente em encontrar novos compostos farmacéuticos para combater a TB
destaca a necessidade de inovar nas estratégias de descoberta de medicamentos. Embora as técnicas
tradicionais tenham sido fundamentais no desenvolvimento de novas terapias, 0 percurso desde a
identificacdo inicial de candidatos até a sua validacdo em ensaios clinicos € frequentemente longo,
ultrapassando muitas vezes uma década e acarretando um custo médio estimado em 1,8 bilh&o de
ddlares (Shaker et al., 2021). Esse cenario ganha relevancia especial diante do "Relatério Mundial
sobre Tuberculose 2023", que aponta que, do orcamento estimado necessario de 13 bilhdes de
dolares para combater a TB em 2022, apenas 5,8 bilhdes foram efetivamente financiados. Ademais,
dos 2 bilhdes destinados a pesquisa, somente metade foi realmente investida (World Health
Organization, 2023). Diante dessa realidade, 0 Desenho de Farmacos Assistido por Computador
(CADD, na sigla em inglés) emerge como uma alternativa valiosa, com potencial para reduzir
significativamente tanto o tempo de desenvolvimento quanto os custos associados (Yu, Wang e
Wang, 2022).

As metodologias de CADD se adaptam de forma eficaz a qualidade e quantidade dos dados
experimentais disponiveis, oferecendo vantagens como redugdo de custos, a possibilidade de
explorar virtualmente um amplo espectro de opg¢des quimicas, e um aumento na rapidez e eficiéncia
do processo de desenho e desenvolvimento de novos medicamentos (Canales et al., 2024).
Predominantemente, ha dois enfoques principais no CADD: o Desenho de Farmacos Baseado na
Estrutura do Alvo (SBDD) e o Desenho Baseado em Ligantes (LBDD) (Figura 1). O SBDD utiliza



0 conhecimento da estrutura tridimensional do alvo terapéutico para descobrir ou aprimorar
compostos que interajam com alta afinidade e especificidade, sendo a disponibilidade de um
modelo tridimensional do alvo essencial. Na auséncia da estrutura experimental do alvo, a previsao
in silico, por meio de modelos de homologia baseados em proteinas estruturalmente similares,

torna-se uma pratica comum. (Turzo, Hantz e Lindert, 2022)

Por outro lado, o LBDD foca na identificacdo de compostos ativos que se alinham com
descritores quimicos especificos de ligantes previamente caracterizados, embora sua precisdo possa
variar conforme a exatiddo das aproximacdes e a confiabilidade das funcOes de pontuagéo
utilizadas (Gautam et al., 2023).

No cenario atual de descoberta de farmacos, com uma grande diversidade de ferramentas e
dados estruturais disponiveis, tem-se adotado cada vez mais um enfoque hibrido que combina os
métodos baseados na estrutura e em ligantes. Essa abordagem integrada geralmente produz
resultados superiores, gracas a uma exploracdo mais eficaz e abrangente do espaco quimico e
bioldgico disponivel. Atualmente, existe uma ampla gama de ferramentas para o desenho de novos
PAMs, como antiTBpred, pkCSM, Modeller, Autodock Vina, HADDOCK, que permitem prever
a atividade anti-Mtb, farmacocinética, modelagem de moléculas e até simulacdo de docking
molecular para estudar os sitios de acoplamento especificos ligante-receptor, respectivamente.
Essas ferramentas simplificam o trabalho laboratorial, permitindo a analise simultanea de centenas

de biomoléculas sem a necessidade de sintese prévia (Iman e Davood, 2014)



Figura 1. Ferramentas do Desenho de Farmacos Assistido por Computador
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Fonte: (Canales et al., 2024)

Os PAMs surgem como uma excelente alternativa contra a TB devido ao seu mecanismo
de acdo Unico e especifico contra as bactérias, o que reduz significativamente a probabilidade de
desenvolvimento de resisténcia. Além disso, sua capacidade de agir rapidamente e seu espectro de
atividade potencialmente mais amplo os tornam candidatos ideais para superar as limitacGes dos
tratamentos convencionais, oferecendo possibilidades para tratamentos mais curtos e com menos
efeitos colaterais. (Chanci et al., 2022; Huang et al., 2021; Wang et al., 2022)

Os PAMs sdo pequenas proteinas compostas por menos de 100 aminoéacidos, também sdo
conhecidos como peptideos de defesa do hospedeiro, produzidos naturalmente por organismos
vivos como protecdo contra patdégenos (Han e Wang, 2021; Priyadarshini et al., 2022). Os PAMs
fazem parte do sistema imunoldgico inato da maioria dos organismos vivos e eles tem como alvo
penetrar a membrana microbiana interagindo de diversas formas (Silveira, Roque-Borda e Vicente,
2021; Zhang et al., 2021).

Geralmente, os PAMs geram desestabilizacdo da membrana, ligagdo de DNA e inibi¢do da
sintese proteica, a agdo ndo so se limita a bactérias, também combate fungos e virus (Silva-Carvalho

etal., 2021); inclusive podem eliminar bactérias resistentes a medicamentos, como Staphylococcus



aureus resistente & meticilina/vancomicina e Pseudomonas aeruginosa resistentes a carbapenens.
Foram descritas pelo menos 9 hipdteses de mecanismos de acdo: 1) eletroporacédo; 2) modelo de
tapete, 3) afinamento ou espessamento da membrana, 4) despolarizagdo da membrana néo lifica,
5) poros toroidais, 6) direcdo do lipidio oxidado 7) barril-stave 8) poros toroidal desordenados e

9) intermediario ndo bicamada (Figura 2) (Silveira, Roque-Borda e Vicente, 2021).

Figura 2. Principais mecanismos de a¢do dos PAMs baseados em perturbacdo de membranas
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Fonte: (Nguyen, Haney e Vogel, 2011)

Dos mecanismos previamente descritos, os mais estudados sdo: o modelo de barril- stave ,
0 modelo toroidal e 0 modelo de tapete; i) no modelo de barril-stave os peptideos sdo agrupados
em uma bicamada, peptideos hidrofobicos alinhados com o centro lipidico, e a extremidade
hidrofilica cria uma abertura dentro da membrana ii) no modelo toroidal, os peptideos se acumulam
e fazem com que a camada lipidica se dobre para formar poros, iii) 0 modelo de tapete, os peptideos
criam uma abertura na membrana externa (AlMatar et al., 2018; Huang et al., 2021); mas a
destruicdo das membranas ndo sdo os Unicos mecanismos de ac¢do, estudos recentes relatam a
interacdo de PAMSs com alvos de membrana e citoplasmaticos onde podem se ligar a RNA ou DNA
(Haney, Straus e Hancock, 2019).



Os PAMs podem ativar um ou mais mecanismos de acdo dependendo de fatores como
temperatura, tempo de exposicdo, concentracdo de peptideos, entre outros (Priyadarshini et al.,
2022). Os PAMs dependem de fatores como carga liquida, hidrofdbica, propenséo estrutural e

anfipaticidade, entre estas algumas sédo descritas a continuacao:

A) O aumento da carga positiva nos peptideos favorece a interacdo com lipopolissacarideos,
acido lipoteicoico e manoproteinas, porém, uma carga de +7 a +10 tem sido demonstrada para
reduzir a seletividade, além de aumentar a atividade hemolitica e a toxicidade. B) A
hidrofobicidade deve ser mantida abaixo de 70%; ao exceder esse limite, os PAMs podem comecar
a interagir de forma n&o seletiva tanto com as membranas bacterianas quanto com as membranas
celulares do hospedeiro. Além disso, observou-se que a alanina aumenta a atividade
antimicrobiana, diferentemente de outros aminoacidos hidrofébicos que diminuem a atividade. C)
A destruicdo da estrutura secundéria eleva a seletividade e diminui a toxicidade. D) Uma estrutura
anfipatica ideal potencializa a atividade antimicrobiana, mas também aumenta a citotoxicidade
(Tan, Fu e Ma, 2021)

Além de ter um efeito antimicrobiano potencial, os PAMs também apresentam atividade
antibiofilme, anticancer, antitrombdética, cicatrizante, imunomodulatéria, antioxidante e anti-
inflamatdria (Gera, Kankuri e Kogermann, 2021; Um et al., 2021) . Os primeiros PAMs
encontrados em organismos multicelulares (insetos e secreces de sapos) foram descobertos em
1980, atualmente as pesquisas aumentaram e nas Ultimas décadas foram registrados mais de 3.100
PAMs (Han et al., 2021).

A plectasina, um peptideo composto por 40 aminoéacidos
(GFGCNGPWDEDDMQCHNHCKSIKGYKGGYCAKGGFVCKCY), emerge como uma
molécula fascinante. Originaria de um fungo saprofitico, isolada inicialemente da Pseudopectania
nigrella e integrante da familia das defensinas, a plectasina possui uma carga liquida positiva de
+1.8. Sua eficadcia em inibir o crescimento de patdgenos notdrios como o Streptococcus
pneumoniae, o Staphylococcus aureus resistente a meticilina e o Mtb in vitro foi destacada por
Brinch et al. (2009), colocando-a como um potencial agente antimicrobiano. Diante dessas
descobertas, torna-se crucial aprimorar sua concentracdo inibitéria minima (CIM) e explorar a

possibilidade de reduzir a extenséo de sua sequéncia. Esse esfor¢o de otimizacdo visa ndo apenas



diminuir os custos de producdo, mas também acelerar a descoberta de novos medicamentos,

respondendo a constante demanda por terapias mais eficazes.

Além dos PAMs, existem também outros peptideos notaveis por sua capacidade de penetrar
nas membranas celulares. Estes sdo conhecidos como Peptideos Penetrantes de Células (PPCs). O
mecanismo de acdo desses PPCs varia e é influenciado por diversos fatores, incluindo a natureza
da carga elétrica do peptideo, o tipo especifico de célula-alvo, a composicdo da membrana celular
e a concentracao do peptideo presente. A penetracdo dos PPCs através da membrana celular pode
ocorrer por meio de diferentes vias: diretamente atravessando a membrana, através de processos
de endocitose, ou pela formacdo de poros transitorios na membrana, permitindo assim sua entrada
na célula. (Khan, Filipczak e Torchilin, 2021).

Dentro deste grupo, a tuftsina se destaca como um peptideo tetrapeptidico (TKPR) com
uma habilidade especifica para atuar como vetor de entrega de farmacos. Sua acdo é mediada
através da ligacdo aos receptores de neuropilina (NRP), que ndo apenas permite sua entrada
especifica nas células, mas também confere propriedades imunoestimulantes ao peptideo. A
tuftsina ndo apenas facilita a ligacdo especifica aos NRPs, mas também exerce um efeito
potencializador sobre a fagocitose, ampliando significativamente suas aplicacbes potenciais
(Borbéala Horvéth et al., 2022). A abordagem combinada de utilizar a tuftsina juntamente com os
PAMs oferece uma estratégia integrada para combater o Mtb intracelular. A tuftsina poderia induzir
a fagocitose e melhorar a capacidade dos macréfagos de eliminar o patégeno de dentro, enquanto
0s PAMs poderiam agir destruindo diretamente as bactérias ou interferindo em sua capacidade de
se replicar. Esta sinergia entre a inducéo da fagocitose pela tuftsina e a acdo antimicrobiana direta

dos PAM s sublinha o potencial de uma estratégia terapéutica combinada.

No entanto, a implementacdo eficaz desta estratégia requer a superacdo de desafios
significativos, especialmente no que diz respeito a administracdo desses peptideos. O
desenvolvimento de um sistema de administracdo de farmacos capaz de entregar esses dois tipos

de peptideos de maneira eficiente e direcionada é crucial.

As nanoparticulas de silica mesoporosa (MSNs) possuem uma rica concentragao de grupos
silanol, que promovem a funcionalizagdo com diversas moléculas, incluindo os PPCs. Elas também
se destacam por uma disposicao sistematica de poros, com tamanhos variando de 2 a 50 nm, um

volume de poros significativo e uma vasta area de superficie especifica. A estrutura das particulas



e dos poros pode ser facilmente ajustada de acordo com a escolha dos pardmetros de sintese
(Gisbert-Garzardn, Lozano e Vallet-Regi, 2020; Gomes et al., 2022). Esses nanossistemas
ajustaveis podem carregar moléculas hidrofobicas e hidrofilicas dentro dos mesoporos, além de
serem facilmente funcionalizados para projetar plataformas nanotecnoldgicas de entrega de
farmacos controlada e responsiva a estimulos (por exemplo, pH, enzimas, ultrassom e luz) para
fins terapéuticos (Bakhshian Nik et al., 2020; Mohamed Isa et al., 2021; Stephen et al., 2022).
Gracas a sua grande area de superficie e alta porosidade, elas podem realcar notavelmente as
interacdes com membranas microbianas. Isso pode levar ao estresse oxidativo em microorganismos
e a sua destruicdo por meio de contato fisico e/ou liberacdo eficiente de agentes antimicrobianos
(Miguel Sabio et al., 2023).

Além disso, as MSNs sdo capazes de melhorar a imunomodulacdo de albuminas séricas
visando as mitocondrias em experimentos in vitro e in vivo. Essa atividade esti associada a
liberagdo de mediadores pro-inflamatorios, incluindo fator de necrose tumoral o, 6xido nitrico e
espécies reativas de oxigénio (Li et al., 2023). Essas moléculas desempenham um papel direto na
eliminacdo do Mth. As MSNs mostram alta capacidade de carregamento de drogas como 0os PAMs,

boa biocompatibilidade, biodegradabilidade e eliminacdo (Ahmed et al., 2022; Yong et al., 2019).

Mas, o aspecto mais relevante dessas nanoparticulas pode ser a estabilidade proteolitica que
conferem ao peptideo carregado, protegendo-o da degradacdo enzimatica e prolongando sua vida
util no organismo. Essa caracteristica é especialmente benéfica no contexto pulmonar, onde o
peptideo pode ser mais suscetivel a degradacdo. Além disso, a capacidade de retencdo das MSNs
nos pulmdes potencializa seu impacto terapéutico, permitindo uma liberacdo localizada e
prolongada do agente terapéutico diretamente no sitio de infeccdo ou inflamacdo. Isso é
particularmente importante para o tratamento de doencas respiratérias como a TB, onde a entrega
direcionada e eficaz de farmacos aos pulmdes pode significar um avango significativo no
tratamento. (Braun et al., 2016; Garcia-Fernandez, Sancenon e Martinez-Mafiez, 2021). Este
estudo apresenta uma estratégia para o tratamento da infecgdo por Mtb, propondo a encapsulacdo
de um peptideo analogo da plectasina em nanoparticulas de silica mesoporosa, seguido de sua
funcionalizacdo com tuftsina (Figura 3).



Figura 3. Esquema de Encapsulacao de peptideos analogos da plectasina em carregados em

MSNs com Funcionalizacéao de tuftsina.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Estudo in silico de peptideos analogos da plectasina, sintese dos mais promissores conjugados a

nanoparticulas de silica mesoporosas e estudo biolégico frente ao Mycobacterium tuberculosis.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar in silico o potencial biolégico de uma biblioteca de peptideos analogos de
Plectasina contra Mtb;

Sintetizar e caracterizar os PAMs promissores do estudo in silico;

Determinar a atividade anti-Mtb dos PAMSs por meio do ensaio de microtitulacdo com
resazurina (REMA).

Avaliar a citotoxicidade in vitro dos PAMs;

Determinar o potencial de inibicdo de bombas de efluxo de Mtb;

Realizar ensaios hemoliticos dos PAMS;

Realizar docking molecular entre os peptideos selecionados e receptores de interesse;
Quantificar a producdo de citocinas em macrdéfagos em resposta a administracdo de PAMs;
Investigar a capacidade mutagénica dos PAMs por meio do ensaio de mutacdo génica
reversa (AMES);

Sintetizar, caracterizar, funcionalizar e carregar nanoparticulas de MSN como veiculos de

entrega para os PAMSs;
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e Caracterizar morfologicamente as MSN, mediante FT-IR, ensaios termogravimétricos,

potencial Z, tamanho hidrodindmico.

e Determinar a eficiéncia de funcionalizacdo da tuftsina;

e Determinar a eficiéncia de encapsulamento e quantidade de carga;
e Avaliar a toxicidade das MSN modificadas e do PAM DCO05 em larvas de Galleria

mellonella.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Analises in silico

As andlises in silico foram realizadas seguindo uma série de etapas resumidas na Figura 4.

Figura 4. Fluxograma dos ensaios in silico realizados para a sele¢do dos analogos mais promissores da plectasina
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3.1.1 Selecdo de PAMs com potencial contra Mtb e modelagem estrutural

Realizou-se uma busca na base de dados especializada AntiTBPdb, que hospeda uma ampla
colecdo de peptideos com atividade contra anti-Mtb, acessivel através do portal AntiTBPdb
(https://webs.iiitd.edu.in/raghava/antitbpdb/category.php). Esta pesquisa focou na identificacéo de
peptideos com propriedades anti-Mth notéveis, prestando atencdo especial ao seu potencial
citotoxico e terapéutico. Para a selecdo inicial, escolheu-se a Plectasina como sequéncia padrao,
devido a conhecida atividade de seus analogos contra Mtb (Manavalan et al., 2019).

Para a modelagem estrutural, seguiu-se a metodologia de Iman e Davood (2014) onde a
sequéncia de referéncia (plectasina) foi alinhada com sequéncias anédlogas usando a ferramenta
Clustal, integrada no software Jalview. Esse passo permitiu identificar e comparar regides
conservadas e variaveis entre a sequéncia de interesse e seus analogos, facilitando a selecdo de
regides relevantes para a pesquisa. Posteriormente, procedeu-se a eliminacdo dos fragmentos que
ndo apresentavam identidade com nossa molécula de interesse, focando em conservar apenas as
regibes com potencial significativo para o estudo. Para a preparacdo das moléculas para
modelagem, utilizou-se 0 PyMOL para remover as moléculas de agua associadas as estruturas
cristalogréficas, otimizando assim as estruturas para analises subsequentes. Este passo é crucial
para evitar interferéncias na modelagem das estruturas tridimensionais e assegurar resultados mais
precisos.

Com as estruturas adequadamente preparadas, desenvolveu-se e executou-se um script
personalizado no Modeller. Este script foi projetado para gerar modelos tridimensionais das
sequéncias de interesse, baseando-se nos alinhamentos previamente realizados. O Modeller é capaz
de construir modelos de alta qualidade através da otimizacdo de funcbes de energia que simulam
as interacdes fisicas dentro da molécula, resultando em estruturas tridimensionais coerentes com
as propriedades fisico-quimicas das proteinas(Webb e Sali, 2021).

Para validar a precisao e confiabilidade dos modelos estruturais gerados, utilizou-se o plot
de Ramachandran (https://saves.mbi.ucla.edu/). Esta analise permite avaliar a conformacéo dos
angulos phi (¢) e psi (y) dos amino&cidos na estrutura proteica, identificando possiveis desvios das
conformacOes permitidas que indicariam areas da estrutura modelada que ndo se ajustam as
conformacdes naturais observadas em proteinas. O uso deste plot é fundamental para garantir que

as estruturas modeladas possuam uma conformacao espacial viavel e funcional.
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3.1.2 Estudo in silico do potencial biologico de uma biblioteca de peptideos anélogos de
plectasina
Considerando que a plectasina é constituida por 40 aminoacidos e com o objetivo de

determinar a regido da biomolécula mais ativa contra Mtb, a Plectasina foi dividida em dois
segmentos: o primeiro composto por sua estrutura de alfa hélice e o segundo por sua conformacéo
de folha beta. Ambos os fragmentos foram analisados individualmente através do AntiTBpred para

identificar qual deles exibia maior atividade anti-Mtb.

Apds identificar o fragmento com as propriedades mais promissoras, procedeu-se a uma
etapa de otimizacao usando ferramentas computacionais baseadas em Python. Esta fase envolveu
a geracdo de uma biblioteca de variantes do fragmento selecionado, onde foram realizadas
permutacbes de aminoacidos em posicdes especificas, substituindo cisteinas e glicinas por outros
aminoéacidos. Este passo foi crucial para evitar reacdes espontaneas do grupo tiol da cisteina, que

podem comprometer a estabilidade e reatividade da molécula em condicdes fisioldgicas.

A biblioteca resultante foi submetida novamente a analise preditiva para avaliar a atividade
anti-Mtb de cada variante, utilizando tanto o AntiTBpred quanto testes complementares de
bioatividade e potencial antibacteriano por meio dos softwars PeptideRanker
(http://distilldeep.ucd.ie/PeptideRanker/) e CAMP  (http://www.camp.bicnirrh.res.in/nchiBlast/)

respectivamente, que fornece uma estimativa da bioatividade e atividade bacteriana de peptideos

baseada em estruturas e sequéncias conhecidas (Purcell, Packer e Hayes, 2023).

3.1.3 Predicéo de Propriedades Farmacocinéticas
As sequéncias de aminoacidos correspondentes aos peptideos de interesse, codificadas pela

notacdo de uma unica letra, foram transformadas para o formato de Sistema de Entrada de

Moléculas Simplificado (SMILES) usando a ferramenta online PepSMI, fornecida pela NovoPro

Bioscience Inc. (disponivel em https://www.novoprolabs.com/tools/convert-peptide-to-smiles-

string) (Rajpoot et al., 2022).

Usando as sequéncias convertidas para o formato SMILES, procedeu-se com a predi¢éo in
silico das propriedades farmacocinéticas dos peptideos através do servidor web pKCSM (acessivel
em https://biosig.lab.ug.edu.au/pkcsm/prediction). Esta analise permitiu a avaliagdo compreensiva

de diversas propriedades farmacocinéticas, organizadas nas seguintes categorias:


http://distilldeep.ucd.ie/PeptideRanker/
http://www.camp.bicnirrh.res.in/ncbiBlast/
https://www.novoprolabs.com/tools/convert-peptide-to-smiles-string
https://www.novoprolabs.com/tools/convert-peptide-to-smiles-string
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Absorcdo: Avalia a solubilidade em &gua, absorcdo intestinal, permeabilidade em pele e

permeabilidade Caco-2.

Distribuicdo: Determina a permeabilidade ao sistema nervoso central (SNC), permeabilidade da
barreira hematoencefélica (BHE), volume de distribuicdo em estado estacionario (\Vdss) e a fragdo

ndo ligada no plasma.

Metabolismo: Identifica se os peptideos agem como substratos para CYP2D6, CYP3A4, ou
inibidores de CYP1A2, CYP2C19, CYP2D6, CYP3AA4.

Excrecdo: Analisa o clearance total e a identificacdo como substrato de OCT2 renal.

Toxicidade: Avalia a toxicidade AMES, a dose méxima tolerada em humanos, inibicdo de canais
hERG 1 e 1l e toxicidade aguda oral em ratos (Pires, Blundell e Ascher, 2015).

3.1.4 Previséo do tempo de meia-vida

O tempo de meia-vida de cinco sequéncias peptidicas selecionadas na etapa anterior foi
determinado usando a ferramenta ProtParam do ExPASy (Analise de Pardmetros Proteicos do
Expasy). ProtParam é uma ferramenta acessivel através de https://web.expasy.org/protparam/,
projetada para fornecer uma avaliacdo detalhada de vérios parametros biofisicos das proteinas a
partir de suas sequéncias de aminoacidos, incluindo o tempo de meia-vida (Gasteiger et al., 2005).

Esta andlise foi realizada empregando trés modelos organismos representativos para avaliar
a estabilidade dos peptideos: reticuldcitos de mamifero, Escherichia coli e leveduras. Cada um
desses modelos oferece um contexto distinto para a degradagdo proteica, permitindo assim uma

aproximacdo mais completa a estabilidade dos peptideos em diversos ambientes bioldgicos.

3.2 Analises in vitro

3.2.1 Sintese de PAMs selecionados, purificacdo e caracterizacao

A sintese dos peptideos foi realizada por meio da técnica de sintese quimica em fase solida
F-moc, seguindo o método descrito por Roque-Borda et al., (2022). Inicialmente, a resina rink
amida foi pré-condicionada em dimetilformamida/ diclorometano (DMF/DCM) por 15 minutos. A
desprotecdo do grupo Fmoc foi realizada utilizando 4-metilpiperidina a 20% em DMF. O

acoplamento de cada aminoacido foi realizado de forma individual, empregando
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hidroxibenzotriazol (HobT) e diisopropilcarbodiimida (DIC) como agentes de acoplamento e
agitando a mistura por 2 horas a temperatura ambiente, utilizando DMF e DCM para as lavagens.
Apds cada acoplamento, realizou-se o teste de Kaiser para verificar a integridade do mesmo, onde
os acoplamentos bem-sucedidos eram identificados pela transparéncia da resina e os falhos, por
uma cor azul. Ao finalizar a sintese, os PAMs foram liberados da resina por hidrolise utilizando
um coquetel de &cido trifluoroacético (TFA), Triisopropilsilano (TIS), 1,2-Etanditiol (EDT) e &gua,

seguido de uma liofilizacao.

Para a purificacdo e caracterizacdo, empregou-se a cromatografia liquida de alta resolucéo
(HPLC). As amostras foram injetadas em um sistema HPLC Shimadzu Prominence, utilizando uma
coluna de fase reversa C18 da Shimadzu. Foram usados como eluentes uma solucdo aquosa com
0.045% de TFA e acetonitrilo com 0.036% de TFA, mantendo um fluxo de 1 mL/min durante 30
minutos. As fracdes de peptideos puros foram coletadas, liofilizadas e armazenadas a -20 °C. A
confirmacdo da molécula foi realizada por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massa (LC-MS) usando um sistema Shimadzu/Bruker (Prominence/Amazon SL), com parametros
similares ao sistema HPLC e um gradiente de eluente B de 5 a 95% durante 30 minutos. As
amostras foram analisadas em modo de duplo comprimento de onda a 220/280 nm (Serrano et al.,
2013).

3.2.2 Ensaio de microtitulacao de resazurina

O ensaio de REMA foi realizado de acordo com a Palomino et al., (2002) Preparou-se uma
suspensdo de Mtb Hs7Rv (ATCC 27294) a uma densidade de 10° UFC/mL. Desta preparacio,
dispensaram-se 100 puL em cada poco de uma placa de 96 pocos, com excecao daqueles reservados
para controles de compostos e meio. Em seguida, adicionaram-se os compostos designados em um
volume de 100 pL, submetendo-se posteriormente a dilui¢Bes seriadas. As placas foram incubadas
por 7 dias a 37 °C em uma atmosfera de 5% CO.. Ao concluir este periodo, adicionaram-se 30 pL
de resazurina a 0.01%, previamente solubilizada em agua destilada esteril, a cada pogo. Vinte e
quatro horas ap0s este passo, avaliou-se a intensidade da fluorescéncia nos pogos com o dispositivo
Cytation 3 da Biotek®. O ensaio foi realizado em triplicata, refletindo o resultado a média dos trés

ensaios independentes.

3.2.3 Ensaios de citotoxicidade in vitro
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Os ensaios de atividade citotoxica in vitro foram realizados conforme a metodologia
estabelecida por Pavan et al., (2010). Utilizaram-se trés linhagens celulares: MRC-5, cultivadas
em meio DMEM (Vitrocell®); macrofagos J774.A1, em meio RPMI suplementado com 10% de
soro fetal bovino; ambos meios complementados com 50 mg/L de sulfato de gentamicina e 2 mg/L
de anfotericina B para prevenir contaminagdes bacterianas e fangicas. As células foram incubadas
em frascos de cultura a 37 °C em uma atmosfera controlada com 5% CO; até alcancar confluéncia

completa, garantindo assim condicfes Gtimas para seu crescimento e propagacéao.

Posteriormente, ajustou-se a densidade celular a 2,5 x 10° células/mL e distribuiram-se em
placas de 96 pocos, destinando 100 uL por poco para assegurar uniformidade na semeadura. Ap6s
24 horas de incubacao sob as condicdes previamente mencionadas, verificou-se a adequada adeséo
celular antes de proceder com o tratamento. Administraram-se varias concentracdes dos compostos
em estudo, de 3,9 até 1000 ug/mL, e incubaram-se por periodos de 24 horas em um ambiente com
5% CO2, em meios livres de agentes antimicrobianos e antifingicos.

Finalizada a incubacdo, adicionaram-se 30 pL de solugdo de resazurina a 0,01% a cada
poco. Trés horas depois, quantificou-se a fluorescéncia gerada por meio do equipamento Synergy
H1 da Biotek®. Este procedimento foi realizado em triplicata, e os resultados obtidos foram

expressos como a média das trés réplicas independentes.

3.2.4 Acumulo de brometo de etidio

O teste de acimulo de brometo de etidio foi realizado de acordo com a metodologia de
Hegeto et al., (2018). Iniciamos o0 estudo cultivando H37Rv em meio 7H9 enriquecido com OADC
por um periodo de 15 a 21 dias. Este processo comegou com a diluicdo de aproximadamente 1 mL
do cultivo bacteriano prévio em 5 mL de meio, ajustando a densidade dptica do cultivo a uma faixa
de 0,6 a 0,8 a 600 nm (DOs0o). Com 0 objetivo de obter uma quantidade adequada de in6culo,
aproximadamente 6 mL, o cultivo foi centrifugado a 2880 g por 10 minutos. Posteriormente,
descartou-se o sobrenadante e o pellet foi lavado em 6 mL de PBS com Tween 80 a 0,05%, seguido
de uma homogeneizacdo em vortex e uma nova centrifugacdo sob as mesmas condigoes.
Finalmente, o pellet foi ressuspenso em 1 mL de PBS com Tween 80 a 0,05%, ajustando a
densidade a uma DOsoo de 0,44 para seu posterior uso nos ensaios. Para a proxima etapa, foram
necessarias as CIMs de nossos peptideos, incluindo o Brometo de Etidio e o Verapamil como

controle, para ajustar a concentragdo final a ¥2 CIM em relacdo a densidade bacteriana. Em um
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volume final de 200 pL, adicionamos 100 pL da suspenséo bacteriana ajustada juntamente com 50
ML de cada droga, preparada em uma concentracdo que, ao ser adicionada ao poco, resultasse na
proporcao desejada de %2 CIM em relagdo & DOg00=0,44. Os controles e amostras foram preparados
utilizando uma microplaca escura para proteger o brometo de etidio da luz. Estabeleceu-se para
avaliar a atividade da bomba de efluxo, incluindo combinacBes especificas de PBS, EtBr,
Verapamil e os PAMs em estudo. Apds a preparacao, a microplaca foi coberta e protegida da luz,
mantendo-se a temperatura ambiente até a leitura no leitor de placas. As condi¢des de leitura foram
ajustadas especificamente para este ensaio, realizando medicdes a cada 3 minutos durante uma
hora. Calculou-se a média de fluorescéncia para cada ponto temporal, ajustamos pela fluorescéncia
basal e determinamos a fracdo de fluorescéncia relativa (FFR) para cada amostra em comparagao

com os controles.

3.2.5 Ensaios hemoliticos

A metodologia implementada foi baseada no protocolo descrito por Castro et al., (2009).
Iniciou-se coletando sangue humano, o qual foi submetido a uma lavagem tripla com solucéo de
Tris-HCI 0,01 M, ajustada a um pH de 7,4 e suplementada com NaCl 0,15 M, denominada a partir
de agora como solucdo Tri-salina. Em seguida, preparou-se uma suspensdo de eritrécitos a 1%
(v/v), utilizando células vermelhas concentradas e re-suspensas na solucao Tri-salina mencionada.
Os PAMs foram inicialmente dissolvidos na mesma solugéo Tri-salina a uma concentracao de 1024
HUM. Esta solugdo foi posteriormente diluida em uma série de concentragBes decrescentes para
determinar sua concentracdo hemolitica 50 (HCsg), definida como a concentracdo necessaria para
induzir 50% de hemolise na amostra. Para o ensaio, aliquotas de 100 pL da suspensao eritrocitica
foram incubadas com 100 puL de PAMs em diferentes concentracdes. Triton X-100 a 1% (v/v) foi
usado como controle positivo para assegurar uma lise completa (100%). As amostras foram
incubadas a 37 °C por uma hora e, posteriormente, centrifugadas a 3000 g por 2 minutos. Uma
aliquota de 100 pL do sobrenadante foi cuidadosamente transferida para placas de microtitulacdo
de 96 pocos, e a absorbancia foi medida a 540 nm utilizando um leitor de microplacas BioRad
modelo 3550. O ensaio foi realizado em triplicata para assegurar a reprodutibilidade dos resultados.
A determinacgéo do valor de HCso foi realizada por analise de regressdo logaritmica, permitindo
uma quantificacdo precisa da poténcia hemolitica dos PAMs em estudo.
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3.2.6 Determinacdo de bolsdes farmacologicos

O PockDrug, foi usado para prever os bolsdes farmacologicos da proteina receptora,
estabelecendo um limiar de probabilidade acima de 80% e uma proximidade de 5,5 A, seguindo a
metodologia proposta por Primo et al. (2023). As estruturas cristalinas das moléculas receptoras,
especificamente Ag85B (1FOP), EmbC (3PTY), GyrB (6GAU) e LDT2 (3TUR), foram obtidas do
Protein Data Bank (http://www.rcsb.org). Esta abordagem permite uma identificacdo precisa e
detalhada dos sitios de interacdo potencial nas proteinas alvo, facilitando o desenvolvimento de

estratégias de design de medicamentos baseadas na estrutura molecular.

3.2.7 Docking Molecular

A simulacdo de docking molecular entre ligantes peptidicos foi realizada por meio da
ferramenta de Docking Biomolecular Dirigido por Alta Ambiguidade (High Ambiguity Driven
Biomolecular Docking, HADDOCK), acessivel na plataforma online
(https://wenmr.science.uu.nl/haddock2.4/). Este método foi implementado com o objetivo de
prever as interacOes ligante-receptor e selecionar o peptideo de maior afinidade para posterior
sintese em laboratorio. O processo de docking focou em aminoacidos especificos dentro do bolsdo
farmacoldgico dos receptores, identificados previamente pelo uso do PockDrug. Durante a analise,
diversas interacGes foram avaliadas, incluindo energias de Van der Waals, eletrostaticas, de
solvatacao e o escore Z, para determinar com precisao a afinidade e especificidade do acoplamento

entre o peptideo DCO5 e os receptores (Honorato et al., 2021; Zundert, van et al., 2016).

3.2.8 Visualizagéo e analise de interacdes

A analise das interacGes entre o ligante e aminoacidos especificos dos receptores foi
realizado com software Discovery Studio Visualizer. Adicionalmente, com o objetivo de oferecer
uma representacao visual detalhada e clara do processo de acoplamento, recorremos ao Pymol para
visualizagbes em 3D, 0 que enriquece nossa compreensdo da dindmica de ligacdo, conforme
descrito por (Pawar e Rohane, 2021). Esta abordagem integrada melhora significativamente nossa
capacidade de analisar e visualizar interacbes moleculares, facilitando a interpretacdo dos

complexos mecanismos de ligacdo no contexto da pesquisa biomolecular.
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3.2.9 Quantificacdo de citocinas

Inicialmente, procedeu-se a infec¢do de macrofagos usando a metodologia de Halicki et al.,
(2022). Foram utilizados macrofagos a partir da terceira passagem, que depois foram submetidos
a centrifugacdo a 1500 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi removido, e o pellet celular foi
ressuspenso em meio RPMI complementado com um regime de antibioticos, agentes antifungicos
e soro fetal bovino. Por meio do uso da camara de Neubauer, procedeu-se a contagem celular,
ajustando a densidade a 1 x 10° células/mL para sua semeadura em placas de cultivo de 24 pogos,
as quais foram incubadas a 37°C sob uma atmosfera enriquecida com CO. por 24 horas. Para 0s
processos de fagocitose, preparou-se uma suspensao bacteriana ajustada a uma densidade de 2 x
105 UFC/mL, partindo de uma concentracio base de 1 MacFarland. Adicionou-se 1 mL desta
suspensdo a cada poco, apds a remocgdo do meio de cultivo anterior. As placas foram incubadas sob
as mesmas condi¢cdes por um periodo de 2 horas. Posteriormente, a suspensdo bacteriana foi
removida e os pogos foram lavados com PBS 1x. Preparou-se uma solucdo de amicacina a 200
png/mL em meio RPMI, diluindo uma solu¢do mée de 1000 pg/mL e ajustando a concentracéo final
de acordo com o peso molecular do sulfato de amicacina. Essa solucdo foi adicionada aos pocos
para uma incubacao adicional de 2 horas. Apds o processo de esterilizacdo, realizaram-se lavagens
com PBS antes da adigdo de diferentes concentragdes do composto de interesse, avaliando em
duplicata técnica multiplos da CIMgo (1X, 5X, 10X). Foram preparados volumes de 2,5 mL de cada
diluicdo do composto, considerando um volume excedente para minimizar perdas. As diluicdes
foram realizadas em meio RPMI e adicionadas imediatamente as placas de cultivo. A incubacdo
da placa experimental foi realizada a 37°C e 5% de CO> por 72 horas. Em seguida, 0s sobrenadantes
de cada poco foram filtrados para eliminar as micobactérias e permitir a quantificacdo de 6xido
nitrico e TGF-B por meio do teste de Elisa. Brevemente, a quantificacdo da producéo de TGF-$ no
sobrenadante da cultura de macréfagos foi determinada utilizando uma técnica imunoenzimatica
seguindo as instrugdes do fabricante. O kit utilizado em nosso estudo foi o Anti-mouse TGF-beta
DuoSet ELISA (n° do catalogo: DY1679). As concentragdes minimas detectaveis para TGF-f sao
de 31,2 pg/ml (R&D Systems)(Nifio-Castafio et al., 2022). A producdo de 6xido nitrico foi avaliada
medindo seu produto final estavel, o nitrito, pela reacdo de Griess usando uma mistura de igual
volume de sulfanilamida e dicloridrato de N-1-naftiletilenodiamina (NEED). As concentragdes de
nitrito foram estimadas usando uma curva padrao de nitrito de concentra¢des conhecidas (Griess,
1879).
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3.2.10 Ensaio de mutacgdo génica reversa

O ensaio de mutacdo génica reversa, conhecido como Teste de Ames, foi realizado
utilizando as cepas TA100, TA98, TA102 e TA97a de Salmonella Typhimurium para avaliar a
atividade mutagénica, tanto na presenca (+S9) quanto na auséncia de ativacdo metabdlica (-S9),
seguindo a metodologia de pré-incubacdo proposta por Maron e Ames (1983). A preparacao do
indculo envolveu a semeadura de uma pequena quantidade de cultura congelada em 30 mL de caldo
nutriente (Oxoid n° 2), incubando-se a 37°C por 12-16 horas com agitacdo (160 rpm), para alcancar
uma densidade de 1-2 x 10° bactérias/mL. Posteriormente, diluicdes do composto DCO05 (12,5 a
100 pg/placa) foram misturadas com 0,5 mL de tampéo fosfato 0,2M (pH 7,4) ou com fragdo S9 e
0,1 mL de cultura bacteriana, incubando-se por 30 minutos a 37°C. A selecdo de concentragdes
baseou-se na toxicidade observada em ensaios preliminares, evidenciada pela redu¢édo no nimero
de revertentes His+ ou no crescimento de fundo nas placas de 4gar minimo com a cepa TA98. A
fracdo microssomal S9, preparada a partir de figados de ratas Sprague Dawley tratadas com Aroclor
1254 e adquirida em forma liofilizada da Moltox Molecular Toxicology Inc., foi empregada para
determinar a necessidade de metabolizacdo da amostra para sua atividade mutagénica. O sistema
de ativacdo metabdlica consistiu em 4% da fracdo S9, complementado com 1% de cloreto de
magnésio 0,4 M, 1% de cloreto de potassio 1,65 M, 0,5% de glicose-6-fosfato 1 M, 4% de b-
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato 0,1 M, 50% de tampéo fosfato 0,2 M pH 7,4 e 39,5%
de agua destilada estéril. Ap6s a incubacdo, adicionou-se a cada amostra 2 mL de top agar
suplementado com L-histidina e D-biotina, vertendo-se sobre placas de agar minimo glicosado e
incubando-se a 37°C por 48 horas. A contagem de colonias revertentes foi realizada ao final deste
periodo. Para confirmar a capacidade de reversdo e especificidade mutagénica de cada cepa,
agentes mutagénicos padrdo foram empregados tanto na auséncia quanto na presenca da mistura
S9, incluindo 4-nitro-o-fenilenodiamina (10 pg/placa) para TA98 e TA97a, azida sddica (1,25
ug/placa) para TA100, mitomicina C (0,5 pg/placa) para TA102 na auséncia de S9, e 2-antramina
(1,25 ng/placa) para TA98, TA97a, TAL100 e 2-aminofluoreno (10 pg/placa) para TA102 com S9.
O DMSO foi utilizado como controle negativo. Os resultados foram processados pelo software
estatistico Salanal, adotando o modelo de Bernstein et al. (1982), os dados foram avaliados por
analise de variancia (ANOVA) e regressao linear para avaliar os dados de revertentes por placa.
Calculou-se o indice de mutagenicidade (IM) para cada concentracdo, considerando-se mutagénica

a amostra quando o IM era maior ou igual a dois em pelo menos uma das doses testadas, seguindo
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o critério de relacdo dose-resposta entre as concentragfes testadas e o nimero de revertentes
induzidos (Mortelmans e Zeiger, 2000).

3.2.11 Sintese de nanoparticulas de silica mesoporosas

A sintese foi realizada dissolvendo-se 0,606 g de CTAB em 180 mL de agua desionizada,
agitando-se magneticamente a 60 °C em um bal&o volumétrico de 250 mL por 30 minutos sob uma
atmosfera de N2, até obter uma solugcdo homogénea. A esta solugdo, adicionou-se sequencialmente
55,8 mL de octano e 105 pL de estireno, previamente purificado com NaOH 2,5 M para eliminar
o estabilizador e facilitar a polimerizacao, lavando-se o estireno com NaOH trés vezes. Em seguida,
incorporaram-se 0,1381 g de L-Lisina e 6,42 mL de TEOS de forma gradual, seguidos pela adi¢ao
de 0,2017 g de AIBA ao sistema reacional. A mistura reacional foi mantida sob agitacdo magnética
constante por 3 horas em ambiente inerte a 60 °C. Apos a sintese, a suspensao resultante foi
transferida para um funil de separacdo e deixada em repouso até a separacdo de fases. A fase de
cor azul claro, contendo as MSN, foi isolada e submetida a centrifugagdo a 15.000 rpm por 15
minutos. As MSN foram lavadas cinco vezes com etanol e 4gua para remover impurezas e residuos
de reagentes ndo reagidos. A remocdo de surfactantes e agentes formadores de poros foi realizada
dispersando as MSN em 60 mL de metanol, 1,5 mL de &cido cloridrico concentrado (37%) e 15
mL de cloroférmio, sob agitacdo magnética e refluxo a 58 °C por 6 horas . Finalmente, a suspenséo
foi centrifugada a 15.000 rpm por 10 minutos, seguida de lavagens alternadas com etanol e agua

(duas vezes cada um), e secas em forno a 60 °C por 12 horas (Nandiyanto et al., 2009).

3.2.12 Funcionalizacdo de MSNs com 3-mercaptopropiltrimetoxisilano

A funcionalizacdo de MSN com 3-mercaptopropiltrimetoxisilano (MPTMS) foi
investigada utilizando dois enfoques distintos. Seguindo a metodologia modificada de Mauline et
al. (2013), procedeu-se a adigdo de 1 mL de MPTMS a 100 mL de acetonitrila anidra, a qual foram
incorporados 500 mg de MSN. A reagéo foi realizada sob refluxo e uma atmosfera protetora de N2
a 80 °C por 24 horas. Posteriormente, os nanossistemas obtidos foram centrifugados e submetidos
a multiplas lavagens, pelo menos trés vezes com etanol e duas vezes com agua destilada, para

finalmente serem secos em estufa a 65 °C por 12 horas.
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3.2.13 Caracterizacdo morfologica das MSNs, Potencial Z e tamanho hidrodindmico das
MSNs

A caracterizacdo morfoldgica das MSNs foi realizada usando Microscopia Eletronica de
Transmissdo de Alta Resolucdo (HR-TEM), utilizando um microscopio TEM-FEG da JEOL. Para
a preparacdo das amostras, os pds foram primeiramente dispersos em etanol, utilizando um banho
de ultrassom por 15 minutos para assegurar uma dispersdo homogénea. Em seguida, 3 pL desta
suspensdo foram cuidadosamente depositados sobre uma rede de suporte de cobre, permitindo que
a amostra secasse ao ar em temperatura ambiente. Este processo garante a adesdo Otima das
particulas a rede e melhora a qualidade das imagens obtidas, facilitando uma avaliacdo detalhada
da estrutura e morfologia das MSNs (Quan et al., 2015). Para avaliar o tamanho hidrodindmico e
0 potencial zeta das MSNs, incluindo variantes modificadas como MSN-CPP, MSP-CPP@DC e
MSP@DC, utilizou-se um Zetasizer Malvern Nano ZS. De forma concisa, dispersaram-se 0,5 mg
de cada tipo de nanoparticula em 1 ml de tampdo HEPES (10 mM, pH 7,4). Posteriormente,
transferiram-se 700 L de cada disperséo para as cubetas de medicao do equipamento.

3.2.14 Estudos FT-IR e Ensaios termogravimeétricos

Os espectros do espectrometro infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR) dos
MSNs obtidos e dos MSNs carregados com PTX foram coletados em um espectrometro FT-IR
(Bruker vertex 70, alemdo). Os espectros IR, em modo de absorbancia, foram obtidos na regido
espectral de 4004000 cm—1 (Jia et al., 2012). Para avaliar as propriedades térmicas das amostras
de MSNs em cada etapa de sua preparacdo, realizaram-se analises termogravimétricas (TGA) e de
calorimetria diferencial de varredura (DSC). As amostras foram colocadas em crisdis de alumina e
submetidas a um fluxo constante de nitrogénio atmosférico a 100 ml/min. Os experimentos foram
realizados aumentando a temperatura de 0 °C até 600 °C a uma taxa de aquecimento uniforme de
5 °C/min. Para a andlise e processamento dos dados, utilizou-se um equipamento integrado DSC-
TGA (modelo SDT Q600 V20.9 Build 20, da TA Instruments), operado pelo software Universal
Analysis 2000.

3.2.15 Quantificacéo de grupos tiol livres

Para quantificar os grupos tiol (-SH) livres no conjugado, implementou-se um protocolo

meticuloso utilizando o reagente de Ellman (5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzoico)). Adicionaram-se 250
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pL deste reagente (0,3 mg/mL dissolvido em tampéo fosfato 0,5 M, pH 8,0) a 250 uL de MSN-
MTPES (1 mg/mL), e procedeu-se a medi¢cdes de absorbancia a 450 nm ap6s um periodo de
incubacdo de 2 horas, mantendo as amostras protegidas da luz durante todo o processo. as analises
foram realizadas em triplicata para assegurar a reprodutibilidade dos resultados. Para a calibracéo
e determinagdo precisa da concentracdo de grupos tiol, elaborou-se uma curva de calibracdo
utilizando MTPES em concentragdes que variaram de 0,125 mM a 1,25 mM. (Roque-Borda et al.,
2023a).

3.2.16 Funcionalizagdo de MSN-MTPES com tuftsina

A funcionalizacéo de tuftsina com MSN-MPTES foi realizada através do acoplamento de
tiois para gerar ligacdes dissulfeto entre esses dois componentes. Esta estratégia baseou-se no uso
de peroxido de hidrogénio (H202) como agente oxidante e iodeto de sédio (Nal) como catalisador,
adaptando a metodologia de Wang et al., (2016). Inicialmente, preparou-se um tampdo HEPES
(20mM em H20, pH 7.0, contendo 3M de NaCl) e uma solu¢do de Nal (0,03 mg mL-1). Foram
tomados 10 mg de MSN-MTPES e adicionados 1 mL do tampdo HEPES, seguido de sonica¢édo
por 5 minutos. A esta solugéo, incorporaram-se 1000 pL de tuftsina (Img/ml), 50 puL de Nal e,
finalmente, 110 pL de H202 a 0,3%, em tubos Eppendorf de 5 mL. A reacdo foi mantida sob
agitacdo orbital por 2 horas. Apos esse periodo, as amostras foram centrifugadas a 5000 rpm por

10 minutos e lavadas pelo menos seis vezes com tampdo HEPES.

3.2.17 Eficiéncia de Funcionalizacao

Para determinar a eficiéncia de funcionalizacdo da tuftsina, quantificou-se a tuftsina livre
no sobrenadante obtido na etapa anterior. Em uma placa de microtitulacdo de 96 pocos,
adicionaram-se 90 ul do sobrenadante juntamente com 10 pl de fluorescamina (concentragao de 5
mg/ml em acetona), preparando as amostras em triplicado para garantir a reprodutibilidade dos
resultados. As amostras foram incubadas por 5 minutos a 37 °C, otimizando a interacdo entre a
fluorescamina e os grupos NH2 livres na superficie da tuftsina. A fluorescéncia gerada foi medida
a um comprimento de onda de emissdo de 465 nm, utilizando um comprimento de onda de
excitacdo de 360 nm (Tenland et al., 2019).
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3.2.18 Eficiéncia de Encapsulacédo e Quantidade de Carga

O ensaio de eficiéncia de encapsulamento e capacidade de carregamento dos MSNs foi
realizado utilizando a metodologia de Wagner et al.,(2020). com pequenas modificacoes.
Brevemente, dispersou-se 1 mg dessas nanoparticulas em 100 uL de tampdo HEPES (10 mM, pH
7.4). A mistura foi incubada por 3 horas a temperatura ambiente com diferentes concentragdes de
peptideo: 0,14, 0,29, 0,43, 0,714 e 1 mg, para avaliar a capacidade de adsor¢cdo em funcdo da
quantidade de peptideo presente. Apos a incubacdo, procedeu-se a separacdo das nanoparticulas
por centrifugacdo, e quantificou-se a quantidade de peptideo adsorvido examinando 90 uL do
sobrenadante em combinacdo com 10 uL de fluorescamina, permitindo uma determinagao precisa

através da avaliacdo da fluorescéncia resultante.

3.2.19 Liberacao de DC05 em meio bioldgico simulado

Os ensaios para avaliar a liberagdo de DCO5 foram realizados em diferentes meios que
simulam condic¢des bioldgicas. O liquido pulmonar intersticial simulado (SPF) foi preparado
dissolvendo 9,85 mg de MgCl2, 603,2 mg de NaCl, 40,4 mg de KCI, 43,6 mg de Na2HPO4, 259,6
mg de NaHCO3, 8,3 mg de Na2S04, 35,9 mg de CaCl2, 60,7 mg de C2H3NaO2 e 11,5 mg de
citrato de sodio em 100 ml de &gua destilada, alcancando um pH de 7,40 (Galdopdrpora et al.,
2022). Para 0 meio gastrico simulado (SGF), utilizou-se uma solucao de HCI 0,1 mol/L, ajustando
0 pH para aproximadamente 2. O meio intestinal simulado (SIF) foi preparado com tampéo fosfato
de Sorensen, alcancando um pH final de 7,4. ApGs a preparacdo desses meios, seguiu-se uma
metodologia que integra os procedimentos propostos por Roque-Borda et al. (2023) com as
adaptacdes de Tenland et al., (2018). De forma resumida, pesaram-se 1 mg de MSN-CPP@DCO05
em triplicata para cada um dos meios bioldgicos, dispersando-os em 1 ml do respectivo meio.
Extraiu-se uma aliquota de 90 pl, que foi posteriormente adicionada a uma placa de microdilui¢do
de 96 pocos. Esta placa foi incubada com 10 pl de fluorescamina. As medicdes de fluorescéncia
foram realizadas a cada minuto durante os primeiros 30 minutos e, em seguida, a cada 15 minutos
durante as proximas 8 horas. Para essas medicdes, utilizou-se 0 modo cinético do leitor de placas,

registrando a intensidade de fluorescéncia a 465 nm apoés excitagcdo a 360 nm.
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3.3 Analises in vivo

3.3.1 Toxicidade em Larvas de Galleria mellonella

O ensaio de toxicidade foi realizado utilizando larvas de Galleria mellonella, seguindo
metodologias previamente estabelecidas por Allegra et al., (2018). Selecionaram-se larvas com
peso aproximado de 0,2 g para administracdo de 10 pl dos compostos de interesse, bem como PBS
para 0 grupo controle, por injegdo no hemocele inferior esquerdo utilizando microseringas de
precisdo (Hamilton Ltd). As concentracGes do peptideo DCO5 avaliadas foram de 50 mg/ml,
100mg/ml e 200mg/ml. Devido a baixa solubilidade das nanoparticulas de silica mesoporosas, as
concentragOes avaliadas foram levadas ao limite de sua solubilidade, sendo 25 mg/ml, 50 mg/ml e
100 mg/ml. Cada concentragcdo foi administrada a grupos de 10 larvas, com trés réplicas por
tratamento. A incubacdo das larvas foi realizada a temperatura ambiente controlada (28°C), e a
mortalidade foi registrada em intervalos de 24, 48, 72 e 96 horas ap0s a injecdo. Os parametros
avaliados para determinar a toxicidade incluiram melanizagdo, mobilidade e mortalidade das
larvas, permitindo uma avaliacdo integral do efeito dos compostos quimicos sobre a viabilidade e

resposta fisioldgica das larvas.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 A Plectasina é um PAM extenso que pode ser reduzido

Plectasina, um PAM de 40 aminoacidos, demonstra especificidade para bactérias gram-
positivas, embora certos analogos tenham revelado atividade contra Mtb. Uma limitacdo
significativa desse PAM é o seu tamanho consideravel, o que complica e encarece sua sintese,
representando um desafio para sua pesquisa. Diante dessa situacdo, recorreu-se a modelagem
tridimensional da Plectasina para identificar quais regides de sua estrutura contribuem
principalmente para sua atividade contra Mth. As andlises revelaram que a Plectasina consiste em

dois dominios altamente conservados: uma folha f e uma hélice a (Figura 5).
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Figura 5. Estrutura tridimensional da plectasina evidencia uma folha beta e uma hélice alfa.
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Fonte: autor

Uma avaliacdo inicial da sequéncia completa da Plectasina para prever sua atividade anti-
Mtb resultou em uma pontuacéo de -0.47, sugerindo uma inatividade intrinseca sem modificagdes
especificas. No entanto, ao decompor e analisar os fragmentos da Plectasina, descobriu-se que a
folha beta exibe uma atividade moderada contra Mtb, com uma pontuacédo de 0.37. Em contraste,
a hélice alfa mostrou uma pontuac&o de -1.24, indicando uma menor afinidade por Mtb. E crucial
notar que valores negativos denotam auséncia de atividade, enquanto pontuacdes acima de 0,5
apontam para a presenca de atividade antimicobacteriana, sendo que quanto maior o valor, maior
a probabilidade de atividade efetiva. Portanto, optou-se por concentrar os esforcos de modificacéo
neste segmento positivo, buscando melhorar sua atividade contra Mth e superar as limitac6es
apresentadas pelo tamanho do PAM original. Esta abordagem estratégica ndo apenas permite
refinar a especificidade e eficacia da Plectasina contra Mtb, mas também abre novos caminhos para

a otimizacdo de PAMs com base em sua estrutura.

4.2 Os analogos da Plectasina analisados por métodos in silico sdo ativos contra Mtb

A engenharia de sequéncias peptidicas através da substituicdo de residuos de cisteina e
glicina provou ser uma estratégia eficaz para superar desafios inerentes ao design de peptideos
antimicrobianos. As modificagdes foram direcionadas para mitigar reagdes espontaneas adversas,

como ciclizagdes e formacdo de dimeros, que limitam a aplicagéo préatica dos peptideos.
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As sequéncias selecionadas para sintese quimica (Tabela 1) identificadas a partir de um
conjunto de mais de dez mil variantes geradas apos permutacfes, foram avaliadas por anélises

preditivas de sua atividade antimicrobiana, potencial contra Mtb e bioatividade.
Tabela 1. Sequéncias peptidicas selecionadas para sintese quimica

Sequéncias selecionadas

Codigo Sequéncia Anti-  Bioactivi  Antimicro
Mtb dade biano
DC04 GWYRAKLGFVWKRY 1.857 0.826 0.901
DCO05 GWYRAKRGFVWKRY 1.819 0.783 0.965
DC08 GEYRAKRGFVWKRY 1.705 0.613 0.867
DC09 GRYRAKEGFVWKRY 1.576 0.617 0.585
DC10 GRYRAKMGFVWKRY 1.629 0.663 0.576

Plectas GFGCNGPWDEDDMQCHNHCKSIKGYKGGY -0.47 0.999  0.900
ina CAKGGFVCKCY
Fonte: autor
As sequéncias DC04 e DCO5 destacam-se devido a inclusdo de uma lisina e uma arginina,
respectivamente, na oitava posicdo (da extremidade C a N terminal), contribuindo para suas
proeminentes propriedades antimicrobianas. Sant et al., (2018) informaram que sequéncias
peptidicas enriquecidas com leucina apresentam uma afinidade significativamente elevada para
com as bicamadas lipidicas e demonstram uma capacidade potente de inibir o crescimento
bacteriano por meio da desestabilizacdo de suas membranas. No entanto, sua hidrofobicidade pode
aumentar a atividade hemolitica e citotoxicidade. Por outro lado, a arginina € notavel por formar
multiplas interagdes electrostaticas e ligacdes de hidrogénio com as cabecas de fosfato dos lipidos,
devido & sua cadeia lateral guanidinio, promovendo uma ligacdo mais forte e uma maior

perturbacdo da membrana bacteriana (Cutrona et al., 2015).

4.3 Previsao de propriedades farmacocinéticas dos PAMs

A avaliagdo farmacocinética dos compostos DC04 a DC10 indica consisténcia nas
propriedades de absor¢do com baixa solubilidade em &gua e permeabilidade da membrana
intestinal Caco-2. A impermeabilidade da pele e a auséncia de absorcao intestinal sugerem desafios
na administracdo oral e transdérmica. Todos 0s compostos séo substratos da glicoproteina-P, ndo
inibem a glicoproteina P e mostram uma baixa ligacdo a proteinas plasmaticas com uma

distribuicdo volumétrica moderada. A permeabilidade limitada através da barreira
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hematoencefélica (BBB) e do sistema nervoso central (SNC) aponta para uma baixa probabilidade
de efeitos neurotdxicos. O perfil metabolico revela que nenhum é substrato do CYP2D6, mas todos
sdo para 0 CYP3A4, o que poderia implicar em interagdes medicamentosas e afetar o metabolismo.
A excrec¢do varia entre 0s compostos, com o DC10 mostrando uma maior depuracao total (Tabela
2).

Tabela 2. Propriedades farmacocinéticas dos analogos da plectasina

Propriedades farmacocinéticas DC04 DCO05 DC08 DC09 DC10
Propriedade Nome do modelo Unidade Valor previsto
Absor¢ao Solubilidade em  Numérico (log -2.892 -2.892 -2.892 -2.892 -2.892
agua mol/L)
Absor¢ao Permeabilidade  Numérico (log -1.11 -1.318 -1.337 -1.335 -1.169
ao Caco2 Papp em 10-
6 cm/s)
Absorcao Absorcao Numérico (% 0 0 0 0 0
intestinal absorvido)
(humana)
Absor¢ao Permeabilidade  Numérico (log -2.735 -2.735 -2.735 -2.735 -2.735
da pele Kp)
Absor¢ao Substrato de Categorico Sim Sim Sim Sim Sim
glicoproteina-P (Sim/Nao)
Absorgéo Inibidor da Categorico Né&o Né&o Né&o Né&o Né&o
glicoproteina P | (Sim/Nao)
Absorcéo Inibidor da Categorico Né&o Né&o Né&o Né&o Né&o
glicoproteina P (Sim/Nao)
]
Distribuicdo  VDss (humano)  Numérico (log 0.007  0.01 0.01 0.01 0.01
L/kg)
Distribuicdo Fracdo ndo Numérico (Fu) 0.381 0.381 0.381 0.381 0.381
ligada (humana)
Distribuicdo  Permeabilidade = Numérico (log -4.401 -4.974 -5191 -5.193 -5.06
BHE BB)
Distribuicdo  Permeabilidade = Numeérico (log -9.306 - - - -
do SNC PS) 10.09 1052 10.52 10.20
2 9 3 5
Metabolism Substrato do Categorico Nao Nao Nao Nao Nao
0 CYP2D6 (Sim/Nao)
Metabolism Substrato do Categorico Sim Sim Sim Sim Sim
0 CYP3A4 (Sim/Nao)
Metabolism Inibidor do Categorico Nao Nao Nao Nao Nao
0 CYP1A2 (Sim/Né&o)
Metabolism inibidor Categorico Nao Nao Nao Nao Nao
0 CYP2C19 (Sim/Nao)
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nervoso central (SNC), Volume de

Os padrdes de solubilidade e permeabilidade observados levantam a necessidade de

explorar estratégias de formulacdo, como sistemas de entrega autoemulsificantes ou complexos de

inclusdo com ciclodextrinas, para melhorar a biodisponibilidade oral (Williams et al., 2013). A alta

fracdo ndo ligada favorece uma distribuicdo sistémica adequada, embora a baixa permeabilidade

BHE limite a penetracdo no SNC, uma propriedade desejavel para evitar efeitos adversos no

sistema nervoso. O metabolismo exclusivo via CYP3A4 destaca o risco de interagdes

farmacologicas, que deve ser monitorado cuidadosamente. A variabilidade na excregdo sugere
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diferentes perfis de eliminagdo que poderiam influenciar na dosagem e frequéncia de
administracdo. A auséncia de toxicidade de AMES indica um perfil de seguranca favoravel para
alguns compostos, enquanto o potencial inibidor de hERG Il em DC10 merece atencédo particular
devido ao risco de arritmias cardiacas. Essas caracteristicas sdo cruciais para a selecdo de

candidatos para desenvolvimento clinico e devem ser balanceadas com sua eficacia terapéutica.

4.4 O tempo de meia-vida dos peptideos sugere uma notavel resisténcia a degradacao

Os dados indicam que as sequéncias de peptideos apresentam uma ampla variabilidade em
sua estabilidade em diferentes sistemas bioldgicos. Especificamente, a sequéncia 4 mostra uma
meia-vida de 2,8 horas em reticuldcitos de mamiferos, diminuindo drasticamente para 10 minutos
em leveduras e para apenas 2 minutos em E. coli. Esta tendéncia é consistente nas sequéncias DC08
e DC10, onde também se observa uma maior estabilidade nos reticulécitos de mamiferos em
comparagdo com os outros dois modelos. Por outro lado, as sequéncias DC05 e DCO09 exibem uma
meia-vida significativamente maior, excedendo 20 horas em leveduras e 10 horas em E. coli,

sugerindo uma notavel resisténcia a degradacao nesses modelos (Tabela3).

Tabela 3. Tempo de meia vida em diversos modelos

MEIA-VIDA
SEQUENCIA Modelo TMV
DC04 Reticuldcitos de 2.8H
mamiferos
Levedura 10 min
E.coli 2min
DCO05 Reticuldcitos de 30H
mamiferos
Levedura >20H
E.coli >10 H
DCO08 Reticuldcitos de 2.8H
mamiferos
Levedura 10 min
E.coli 2min
DC09 Reticuldcitos de 30H
mamiferos
Levedura >20 H
E.coli >10 H
DC10 Reticuldcitos de 1H
mamiferos

Levedura 2 min
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E.coli 2 min
*TVM: tempo de meia vida. Fonte: autor
A variabilidade na meia-vida das sequéncias entre os diferentes modelos sugere diferencas
nos mecanismos de degradacdo peptidica e a presenca de proteases especificas. Em reticulécitos
de mamiferos, a meia-vida prolongada das sequéncias DC05 e DC09 pode estar relacionada com a
compatibilidade dos peptideos com os sistemas enzimaticos de mamiferos, possivelmente devido

a semelhanca com peptideos enddgenos que evitam a degradacéo rapida.

A consideravel estabilidade em reticulécitos de mamiferos da sequéncia DC10 (1 hora), em
comparagdo com sua rapida degradacao em leveduras e E. coli (2 minutos), destaca a importancia
de selecionar o modelo biolégico adequado ao investigar a farmacocinética dos peptideos. Esses
resultados podem orientar a otimizagdo de sequéncias para aumentar sua meia-vida em modelos

bioldgicos relevantes, contribuindo para a eficacia terapéutica dos PAMs.

Esses achados sdo essenciais para compreender o perfil de estabilidade dos peptideos e
podem orientar futuras modificagcBes na sequéncia para melhorar sua resisténcia a degradacdo, o
que é crucial para sua aplicacdo clinica potencial. A selecdo de sequéncias para sintese e teste deve
considerar ndo apenas a atividade antimicrobiana, mas também a estabilidade, para maximizar a
eficacia terapéutica e a conveniéncia de dosagem no desenvolvimento de novos tratamentos

antimicrobianos.

4.5 Sintese e caracterizacao dos PAMs

Os peptideos sintetizados manualmente foram rigorosamente caracterizados por
espectrometria de massa e HPLC para verificar sua sintese e avaliar sua pureza. Os resultados
obtidos na espectrometria de massa coincidiram precisamente com as massas moleculares
teoricamente esperadas, o que é um indicativo claro da sintese bem-sucedida. Ap6s confirmar a
identidade dos peptideos, procedeu-se a sua purificacdo para eliminar quaisquer impurezas
residuais e preparar 0s compostos para estudos posteriores de atividade bioldgica (Figura 6).

Figura 6. Perfil de LC/MS dos Peptideos Sintetizados. A massa tedrica corresponde a massa obtida pelo
espectro de massas, sugerindo que o processo de sintese foi realizado corretamente. O perfil do espectro

indica uma pureza aceitavel
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4.6 Apenas um analogo da Plectasina apresenta atividade consideravel contra Mtb

Analises de atividade antimicrobiana revelaram que o peptideo DCO05 possui atividade

contra Mtb com uma CIM de 12 pM, sugerindo uma maior eficdcia em comparagdo com o DC10,
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que tem uma CIM de 24 uM. Esse achado posiciona 0 DC05 como um candidato promissor para
o0 tratamento contra Mtb. Além disso, 0 DC05 mostrou atividade significativa contra Pseudomonas
aeruginosa (P.A) com uma CIM de 0.5 pM, e boa atividade contra Salmonella Typhi (S.T) com 4
M. O composto DC04, embora menos eficaz que o DC05 contra Mth, também mostrou poténcia
contra E. coli e S.T, com CIMs de 3 uM e 1.5 uM respectivamente, mas uma atividade limitada

contra Staphylococcus aureus (S.A) (Tabela 4).

Tabela 4. Atividade Antimicrobiana contra Bactérias Gram-Positivas, Gram-Negativas e Mycobacterium

PAM ifl\‘jl')' ST(UM) PA(UM) S.A (uM) H(ﬁT\AR)V
DC04 3 15 2 25 25
DCO05 15 4 0.5 >65 12
DCO08 >65 65 60 >65 37
DC09 >65 >65 >65 >65 49
DC10 >65 15 60 25 24

Fonte: autor

O perfil de atividade dos PAMs sintetizados sugere uma tendéncia dos DC04 e DCO05 para
eficdcia contra bactérias gram-negativas, o que pode refletir uma afinidade estrutural ou um
mecanismo de agdo particularmente eficaz contra as membranas externas desses patdgenos. A
superioridade do DCO5 na inibicdo de Mtb abre caminhos promissores para seu desenvolvimento
como um agente terapéutico na luta contra a TB, uma doenca que apresenta desafios significativos

devido a emergéncia de cepas resistentes aos medicamentos.

O equilibrio entre o espectro antimicrobiano amplo e a especificidade é um tema recorrente
no design de PAMSs. Enquanto um espectro amplo é benéfico para tratar infeccdes néao
diferenciadas ou polimicrobianas, uma alta especificidade pode reduzir o risco de resisténcia e a
perturbacdo da microbiota benéfica. Os resultados atuais indicam que o DCO05 pode ser otimizado
para aumentar sua atividade contra Mtb, aproveitando sua capacidade existente de interagir com

bactérias gram-negativas.

E imperativo destacar que a pesquisa iniciou com um peptideo que carecia de atividade
contra Mtb, mostrando eficacia apenas frente a bactérias Gram-positivas. No entanto, através da
selecdo de uma estrutura que evidenciava uma atividade moderada contra Mtb, conseguiu-se uma
significativa ampliacdo de sua efetividade contra esse patogeno. As analises preditivas colocavam

0 DCO04 como o PAM de maior atividade. No entanto, € crucial considerar que as ferramentas in
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silico nos oferecem apenas aproximagdes; consequentemente, torna-se essencial complementar
essas aproximacdes com andlises bioldgicas para validar e enriquecer nossas descobertas. A
discrepancia entre os resultados in silico e in vitro poderia ser explicada pelo modo como a
guanidina da arginina aumenta a solubilidade e estabilidade peptidica em meios aquosos, através
da sua capacidade de formar ligagcdes de hidrogénio e aglomerados. 1sso ndo apenas estabiliza as
estruturas peptidicas, mas também melhora as interagdes com proteinas. Simultaneamente, a
presenca de arginina no DC05 aprimora sua capacidade de penetrar e perturbar membranas (Mamsa
e Meloni, 2021; Oba et al., 2019).

De acordo com esses resultados, o DCO5 emerge como o composto lider para futuros
desenvolvimentos voltados a terapia anti-Mtb, com consideracdo cuidadosa de sua eficacia contra

outras bactérias gram-negativas importantes como S.T e P.A.

Esses achados sublinham a importancia de uma avaliacdo detalhada da atividade
antimicrobiana para cada peptideo candidato, ndo apenas no contexto de Mtb mas também em um

escopo mais amplo que inclua patégenos clinicamente relevantes.

4.7 Os analogos mostram ser biocompativeis com diversas linhagens celulares

Os ensaios de citotoxicidade em células MRC-5 e J774.A1 revelam que o0s peptideos
antimicrobianos sintetizados apresentam um perfil de seguranca promissor, mantendo alta
viabilidade celular até concentracdes de 1000 pM. Isso é evidenciado pelos dados de fibroblastos,
embora em macréfagos, os peptideos mostraram maior citotoxicidade, apesar de um IC50 dentro
de faixas aceitaveis. Além disso, a encapsulacdo do peptideo DC0O5 em MSNs aumentou a
biocompatibilidade, mesmo em concentracdes de 1000 pM, alinhando-se aos resultados do
Gounani et al., (2019) que carregaram polimixina B e vancomicina em MSNs, atenuando sua
citotoxicidade. Esses achados destacam o potencial terapéutico dos analogos de plectasina e
tuftsina para uso in vitro, com margem de seguranca para concentracoes clinicamente relevantes
sem danos celular significativo. A baixa toxicidade é um sinal encorajador para continuar com
ensaios de eficicia e estudos de seguranca aprofundados, cruciais para a validacdo de novos

medicamentos terapéuticos.
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Figura 7. Os peptideos sintetizados sdo biocompativeis com diversas linhagens celulares.
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4.8 O acumulo de brometo de etidio dentro do MTB indica inibigdo nas bombas de efluxo
O acumulo de brometo de etidio, utilizada como indicador da inibicdo das bombas de

efluxo, foi monitorada na presenca dos peptideos DC05, DC08, DC09 e DC10, juntamente com
um controle positivo de verapamil (VP), um conhecido inibidor de bombas de efluxo. As medicdes
de fluorescéncia relativa mostraram que todos 0s peptideos testados aumentaram o acumulo de
brometo de etidio ao longo do tempo, indicando uma inibicdo das bombas de efluxo (Figura 8). O
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VP mostrou 0 maior aumento, como esperado de um inibidor eficaz. No entanto, o0 DC05 também

mostra uma capacidade potencial para inibir as bombas de efluxo.

Figura 8. Acumulo potencializado de brometo de etidio na presenca de PAMs derivados da plectasina a
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Fonte: autor

E importante destacar que a inibicdo das bombas de efluxo é um mecanismo valioso para
aumentar a concentracdo intracelular de antibidticos, que pode ser particularmente Gtil contra
bactérias resistentes a multiplos fa&rmacos e até mesmo contra células cancerigenas (Nishino et al.,
2021).

A superioridade do VP neste ensaio reforca seu papel como inibidor de bombas de efluxo
e serve como um padréo de referéncia Gtil para avaliar a eficacia de novos agentes. Enquanto isso,
0 desempenho dos peptideos indica que eles podem ser Uteis como adjuvantes em terapias
combinadas com antibiéticos tradicionais, potencializando sua efetividade ao prevenir a expulsédo

do farmaco das células bacterianas.

4.9 PAMs ndo mostraram atividades hemoliticas

Nenhum dos peptideos testados mostrou uma atividade hemolitica significativa nas

concentragOes avaliadas (Figura 9). Isso é evidenciado pelo fato de que as porcentagens de
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hemolise permaneceram proximas a 0% em todas as concentracdes testadas. Estes resultados séo
promissores, pois indicam que 0s peptideos, nas concentragcBes estudadas, possuem baixa
probabilidade de causar danos as membranas celulares dos eritrécitos, um dos efeitos colaterais

indesejados em potenciais tratamentos terapéuticos.

Figura 9. Atividade hemolitica de peptideos em concentraces seriais.
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Fonte: autor

Embora muitos autores apontem que hd uma relacdo entre a carga liquida positiva dos
peptideos e a hemdlise, o estudo de Ye et al., (2023) destacou a importancia da hidrofobicidade,

em vez da carga liquida ou anfifilicidade, na determinacdo da atividade hemolitica dos peptideos.

A falta de atividade hemolitica nos peptideos pode ser atribuida a uma variedade de fatores
relacionados a sua estrutura e a forma como interagem com as membranas lipidicas. Peptideos
antimicrobianos geralmente atuam nas membranas bacterianas através de mecanismos que podem
ser prejudiciais se também lise células humanas. No entanto, a especificidade dos peptideos
testados, conforme sugerido pelos resultados, implica que eles podem discriminar entre as
membranas das células eucarioticas e procariontes, uma caracteristica desejavel para a aplicacdo
clinica.
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Com base em todos os resultados anteriores, decidiu-se continuar a experimentacao apenas
com o0 peptideo DCO5 e que mostra maior atividade antimicobacteriana e um bom perfil de

seguranca

4.10 Determinacao de bolsas farmacoldgicas

Foram identificados trés bolsbes farmacologicos com probabilidade acima de 80% no
receptor Ag85B, um em LDT2 e outro em GyrB. Embora o volume desses bolsdes seja bastante
reduzido, o que poderia complicar a ligacdo especifica de farmacos, o Ag85B apresenta um bolsao
de tamanho significativo, o que pode ser mais propicio a interagdo com moléculas farmacéuticas
(Tabela 5).

Tabela 5. Informacdes detalhadas sobre os bolsas farmacoldgicas encontradas nos receptores de MTB

Rece Poc Vol. Hydroph Polar Aromati Otyr Nb. Drugg Standard
ptor kets Hull* . Kyte* Res.* cRes* atom Res.* Prob* Deviation

Ag85 PO 1349 1.64 0.25 0.2 0 20 1 0
B 16
P 3° 300.0 -0.05 0.7 0.3 0 10 0.84 0.08
9
P5 446.1 0.27 0.42 0.08 0 12 0.83 0.02
4
Gyr P3 397.1 3.77 0 0.08 0 12 1 0
B 6
LDT P3 388.0 0.12 0.58 0.25 0.07 12 0.93 0.03
2 5

Vol. Hull* =Volume do Involucro; Hydrophob. Kyte* = Hidrofobicidade de Kyte; Polar Res. * = Proporcéo
de Residuos Polares; Aromatic Res. * = Propor¢do de Residuos Aromaticos; Drugg Prob* = Probabilidade

de ser drogavel; Nb. Res. * = NUmero de Residuos do Bolsdo. Fonte: autor

4.11 Docking molecular e anélise de interacao

Os resultados indicam um escore Z de -1 para os receptores LDT2 e GyrB, valor que,
segundo os padrdes do fabricante, é classificado como de baixa afinidade. De forma semelhante,
0s bolsdes farmacologicos 0 e 5 do receptor Ag85B apresentam um escore Z de -1.3 (figura 10).
Por outro lado, o bolsdo 3 mostra um escore Z de -2.2, o que indica uma afinidade
consideravelmente boa entre DCO5 e esse local especifico. Portanto, é plausivel supor que nosso

PAM poderia se integrar de maneira eficaz na proteina receptora, especificamente no bolsao 3.
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Figura 10. Visualizacdo de interacfes entre DCO5 e as proteinas receptoras avaliadas.
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Fonte: autor

Os escores Z negativos, especialmente no contexto da bioinformatica e da quimica
computacional, sdo indicativos da afinidade de um ligante para com seu receptor. Um escore mais
negativo sugere uma maior afinidade, o que implica uma interacdo mais forte e potencialmente
mais efetiva entre o ligante e o receptor. Neste caso, 0 escore Z de -1 para os receptores LDT2 e
GyrB sugere uma baixa afinidade, o que poderia indicar que 0 PAM tem uma capacidade limitada
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de interagir eficazmente com esses alvos. Isso é relevante, visto que tanto LDT2 quanto GyrB sao

cruciais para a sobrevivéncia e resisténcia de Mtb.

O receptor LDT2, crucial na biossintese da camada de peptidoglicano da bactéria, apresenta
um desafio particular. A dependéncia de Mtb na L,D-transpeptidase 2 para a manutencdo de sua
estrutura peptidoglicana sublinha a necessidade de encontrar inibidores eficazes que superem a
resisténcia conferida pelas enzimas convencionais D,D-transpeptidases. O escore Z de -1 sugere
que sao necessarias moléculas com maior afinidade por este receptor para combater eficazmente a
bactéria (Erdemli et al., 2012).

Por outro lado, GyrB, uma subunidade da DNA girase, € um alvo primordial para os
fluoroquinolonas. A baixa afinidade indicada pelo escore Z poderia refletir uma limitacdo na
capacidade do PAM de inibir essa enzima essencial, o que é crucial para o desenvolvimento de
resisténcia aos fluoroquinolonas. No entanto, mutacfes em GyrB e GyrA séo conhecidas por
contribuir para a resisténcia aos antibioticos, o que destaca a importancia de desenvolver compostos

com alta especificidade e afinidade por essas proteinas (Avalos et al., 2015; Petrella et al., 2019).

Em contraste, o bolsdo 3 do receptor Ag85B mostra um escore Z de -2.2, indicando uma
afinidade consideravelmente boa. Isso € especialmente significativo dado o papel de Ag85B na
sintese da parede celular de Mtb, facilitando a transferéncia de micolatos e a formac&o de estruturas
essenciais para a viabilidade bacteriana. Uma alta afinidade por este receptor sugere que o PAM
poderia ser um inibidor potente de Ag85B, oferecendo uma via promissora para o desenvolvimento
de novos tratamentos(Ernst, Cornelius e Bolz, 2019). A inibicdo eficaz de Ag85B nao so afetaria
a integridade estrutural da bactéria, mas também poderia comprometer sua capacidade de evadir a
resposta imune do hospedeiro. Esta afinidade € evidenciada pela analise detalhada das interagdes
geradas entre DCO5 e o bolsdo 3 de Ag85B. DCO05 originou 18 interagdes com o bolsédo 0 do
receptor Ag85B, das quais 3 foram de ligacdo hidrogénio-eletrostatica tipo ponte de sal-atracdo de
carga, 7 de interacdes de hidrogénio convencionais e 8 hidrofobicas, estas tltimas caracterizadas
por serem fracas. Ressalta-se a Arg7 do DCO5 que gerou 5 interacOes de diferentes tipos com o
receptor (Tabela 6).



40

Tabela 6. Interac6es detalhadas entre os aminoacidos de DCO5 e as bolsas farmacoldgicas dos receptores

Receptor Interacéo Distancia Categoria Tipo
Ag85 p0 B:LYS6:HZ1 - 2.30035 Ligacdo de Ponte
A:ASP170:0D2 Hidrogénio;Eletrostatica Salina;Carga
Atrativa
B:LYS6:HZ3 - 1.66879 Ligacdo de Ponte
A:ASP170:0D1 Hidrogénio;Eletrostatica Salina;Carga
Atrativa
B:LYS12:HZ2 - 2.4156 Ligacéo de Ponte
A:ASP170:0D1 Hidrogénio;Eletrostatica Salina;Carga
Atrativa
A:ARG43:HE - 2.26614 Ligacdo de Hidrogénio Ligacdo
B:ARG7:0 Convencional de
Hidrogénio
A:ARG43:HH21 - 1.89488 Ligacéo de Hidrogénio Ligacéo
B:LYS6:0 Convencional de
Hidrogénio
B:ARG7:HE - 2.80514 Ligacéo de Hidrogénio Ligacéo
A:HIS262:0 Convencional de
Hidrogénio
B:ARG7:HH22 - 2.75887 Ligacdo de Hidrogénio Ligacdo
A:SER126:0G Convencional de
Hidrogénio
B:LYS12:HZ1 - 1.78803 Ligacéo de Hidrogénio Ligacéo
A:LEU166:0 Convencional de
Hidrogénio
B:ARG13:HE - 2.07343 Ligacdo de Hidrogénio Ligacdo
A:MET159:SD Convencional de
Hidrogénio
B:ARG13:HH22 - 2.96498 Ligacéo de Hidrogénio Ligacéo
A:MET159:SD Convencional de
Hidrogénio
A:LEU163:CD2 - 3.81215 Hidrofdbico Pi-Sigma
B:TRP11
A:PHE228 - 4.1377 Hidrofdbico Pi-Pi Stacked
B:TYR3
B:ALAS - 5.12923 Hidrofdbico Alquila
A:PRO225
B:ALAS - 4.63061 Hidrofdbico Alquila
A:LEU229
B:ARG7 - 4.85987 Hidrofdbico Alquila
A:LEU229
B:LYS12 - 4.95798 Hidrofdbico Alquila
A:LEU166
A:HIS262 - B:ARG7  5.47691 Hidrofdbico Pi-Alquila
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B:PHEOQ - A:LEU42  4.59359 Hidrofdbico Pi-Alquila
Ag85 3 B:ARG13:HH12 - 1.97978 Ligacdo de Ponte
A:ASP242:0D2 Hidrogénio;Eletrostatica Salina;Carga
Atrativa
B:ARG13:HH21 - 1.76549 Ligacéo de Ponte
A:ASP242:0D2 Hidrogénio;Eletrostatica Salina;Carga
Atrativa
B:GLY1:N - 4.95352 Eletrostatica Carga Atrativa
A:ASP242:0D2
B:ARG13:NH1 - 3.16206 Eletrostatica Carga Atrativa
A:ASP242:0D1
A:GLN157:HE22 -  1.92841 Ligacéo de Hidrogénio Ligacéo
B:ARG4:0 Convencional de
Hidrogénio
A:LYS239:HZ2 - 1.98989 Ligacdo de Hidrogénio Ligacdo
B:TYR14:0H Convencional de
Hidrogénio
B:TYR3:HH - 3.06651 Ligacéo de Hidrogénio Ligacéo
A:SER236:0 Convencional de
Hidrogénio
B:ARG4:HN - 2.0689 Ligacdo de Hidrogénio Ligacdo
A:GLN157:0E1 Convencional de
Hidrogénio
B:ARG4:HH22 - 2.57022 Ligacéo de Hidrogénio Ligacéo
A:GLN157:0E1 Convencional de
Hidrogénio
B:LYS6:HN - 1.72008 Ligacdo de Hidrogénio Ligacdo
A:GLU189:0E2 Convencional de
Hidrogénio
B:ARG7:HN - 1.79482 Ligacéo de Hidrogénio Ligacéo
A:GLU189:0E2 Convencional de
Hidrogénio
B:ARG7:HH11 - 2.18705 Ligacéo de Hidrogénio Ligacéo
A:PRO186:0 Convencional de
Hidrogénio
B:GLY8:HN - 2.98014 Ligacdo de Hidrogénio Ligacdo
A:GLN195:0E1 Convencional de
Hidrogénio
B:PHE9:HN - 2.80854 Ligacdo de Hidrogénio Ligacéo
A:GLN195:0E1 Convencional de
Hidrogénio
B:TRP11:HE1 - 1.95873 Ligacdo de Hidrogénio Ligacéo
A:THR194:0 Convencional de

Hidrogénio
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B:ARG7:CD - 3.06071 Ligacéo de Hidrogénio Ligacgéo de
A:PRO186:0 Carbon
Hidrogénio
A:LYS239:NZ - 4.22461 Eletrostatica Pi-Cation
B:TRP2
A:THR194:CG2 - 3.41214 Hidrofdbico Pi-Sigma
B:TYR3
A:ARG190 - 5.18429 Hidrofdbico Alquila
B:ARG7
B:PHE9 - 4.28655 Hidrofdbico Pi-Alquila
A:PRO198
B:PHE9 - 5.35554 Hidrofdbico Pi-Alquila
A:LYS199
B:TRP11 - 4.60331 Hidrofdbico Pi-Alquila
A:ALA243
B:TRP11 - 5.2073 Hidrofdbico Pi-Alquila
A:ILE197
B:TRP11 - 4.11883 Hidrofdbico Pi-Alquila
A:ALA243
B:TRP11 - 5.04046 Hidrofobico Pi-Alquila
A:ALA247
Ag85B 5 B:LYS6:HZ2 - 3.04788 Ligacéo de Ponte
A:GLU227:0E1 Hidrogénio;Eletrostatica Salina;Carga
Atrativa
B:LYS12:NZ - 2.65469 Eletrostatica Carga Atrativa
A:ASP242:0D1
A:ASN231:HD21 -  2.33737 Ligacéo de Hidrogénio Conventional
B:LYS6:0 Hydrogen Bond
A:LYS239:HZ3 - 1.91981 Ligacéo de Hidrogénio Conventional
B:ARG13:0 Hydrogen Bond
B:TRP2:HEL - 1.92325 Ligacdo de Hidrogénio Conventional
A:GLN157:0 Hydrogen Bond
B:ARG4:HH12 - 1.67144 Ligacdo de Hidrogénio Conventional
A:PHE232:0 Hydrogen Bond
B:LYS6:HZ2 - 2.39361 Ligacéo de Hidrogénio Conventional
A:GLY?214:0 Hydrogen Bond
B:LYS6:HZ3 - 2.07667 Ligacéo de Hidrogénio Conventional
A:GLY?214:0 Hydrogen Bond
B:ARG4.CD - 2.96762 Ligacdo de Hidrogénio Carbon Hydrogen
A:PHE232:0 Bond
B:LYS6:CE - 2.96212 Ligacdo de Hidrogénio Carbon Hydrogen
A:GLU227:0E1 Bond
B:GLY8:CA - 3.33479 Ligacdo de Hidrogénio Carbon Hydrogen
A:ASN231:0D1 Bond
A:LYS239:NZ - 4.0877 Eletrostatica Pi-Cation

B:TRP2




43

A:LYS239:HZ2 - 2.39809 Ligacdo de Pi-Cation;Pi-
B:TRP2 Hidrogénio;Eletrostatica  Donor Ligacao de
Hidrogénio
A:MET159:SD - 4.74032 Outro Pi-Enxofre
B:TYR3
B:VALI10 - 5.05417 Hidrofdbico Alquila
A:LEU238
B:LYS12 - 5.39348 Hidrofdbico Alquila
A:LEU238
A:PHE232 - 4.41432 Hidrofdbico Pi-Alquila
B:ARG4
B:TYR14 - 5.27645 Hidrofobico Pi-Alquila
A:LYS239
Gyr p3 B:ARG4:HH11 - 2.05386 Ligacéo de Ponte
A:GLU516:0E1 Hidrogénio;Eletrostatica Salina;Carga
Atrativa
B:ARG4:HH21 - 1.76452 Ligacdo de Ponte
A:GLU516:0E1 Hidrogénio;Eletrostatica Salina;Carga
Atrativa
B:ARG4:NHL1 - 2.95955 Eletrostatica Carga Atrativa
A:GLU516:0E2
B:GLY1:HT1 - 2.76881 Ligacéo de Hidrogénio Ligacéo
A:THR507:0 Convencional de
Hidrogénio
B:TYR3:HH - 1.72929 Ligacdo de Hidrogénio Ligacdo
A:GLY510:0 Convencional de
Hidrogénio
B:ARG4:HN - 1.74863 Ligacéo de Hidrogénio Ligacéo
A:GLU516:0E2 Convencional de
Hidrogénio
B:LYS6:HN - 1.66466 Ligacéo de Hidrogénio Ligacéo
A:ASP515:0D2 Convencional de
Hidrogénio
B:LYS6:HZ1 - 1.7058 Ligacdo de Hidrogénio Ligacdo
B:LYS6:0 Convencional de
Hidrogénio
B:ARG7:HN - 2.11741 Ligacéo de Hidrogénio Ligacéo
A:ASP515:0D1 Convencional de
Hidrogénio
B:ARG13:HE - 2.29685 Ligacdo de Hidrogénio Ligacéo
A:GLN503:0E1 Convencional de
Hidrogénio
B:ARG13:HH22 - 1.61628 Ligacdo de Hidrogénio Ligacéo

A:GLN503:0E1

Convencional de
Hidrogénio
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A:ILE513:CG2 - 3.73514 Hidrofdbico Pi-Sigma
B:PHE9
A:PHES551 - 4.66481 Hidrofdbico Pi-Pi T-shaped
B:PHE9
B:ALAS - A:ILE513  3.99181 Hidrofdbico Alquila
A:HIS514 - B:ARG7  4.61839 Hidrofdbico Pi-Alquila
A:PHES51 - 4.99893 Hidrofdbico Pi-Alquila
B:ARG7
B:PHE9 - 4.44699 Hidrofdbico Pi-Alquila
A:LEU497
B:TRP11 - 5.2445 Hidrofdbico Pi-Alquila
A:ILE506
B:TRP11 - 5.34421 Hidrofdbico Pi-Alquila
A:LEU497
LDT2p3 B:ARG13:HH12 - 1.94008 Ligacdo de Ponte
A:GLU170:0E1 Hidrogénio;Eletrostatica Salina;Carga
Atrativa
B:ARG13:HH21 - 1.68052 Ligacéo de Ponte
A:GLU170:0E1 Hidrogénio;Eletrostatica Salina;Carga
Atrativa
B:GLY1:N - 3.94216 Electrostatic Carga Atrativa
A:GLU170:0E2
B:ARG13:NH1 - 4.88847 Electrostatic Carga Atrativa
A:GLU170:0E2
A:ARG199:HH12 -  2.23228 Ligacéo de Hidrogénio Ligacéo
B:GLY1.0 Convencional de
Hidrogénio
B:VAL10:HN - 1.9907 Ligacdo de Hidrogénio Ligacdo
A:THR179:0 Convencional de
Hidrogénio
B:TRP11:HE1 - 1.9826 Ligacéo de Hidrogénio Ligacéo
A:SER203:0 Convencional de
Hidrogénio
B:LYS12:HZ2 - 2.95329 Ligacdo de Hidrogénio Ligacdo
A:THR179:0 Convencional de
Hidrogénio
B:ARG13:HH22 - 3.01536 Ligacéo de Hidrogénio Ligacéo
A:TYR206:0H Convencional de
Hidrogénio
A:THR179:CB - 3.14856 Ligacdo de Hidrogénio Carbon Hydrogen
B:VAL10:0 Bond
B:GLY1:CA - 3.31683 Ligacdo de Hidrogénio Carbon Hydrogen
A:GLU170:0E2 Bond
B:LYS6:HN - 2.97626 Ligacdo de Hidrogénio Pi-Donor
A:TRP202 Hydrogen Bond
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B:ALA5:CB - 3.99667 Hidrofdbico Pi-Sigma
A:TRP202
B:ALA5:CB - 3.88921 Hidrofdbico Pi-Sigma
A:TRP202
B:ARG13 - 457733 Hidrofdbico Alquila
A:VAL174
B:TYR3 - 5.15635 Hidrofdbico Pi-Alquila
A:MET167
B:PHEO - A:ILE180 4.66277 Hidrofdbico Pi-Alquila

Fonte: autor

4.12 Quantificacao de citocinas

Os resultados indicam que o peptideo DCO5 possui a capacidade de diminuir a producéo de

oxido nitrico (NO) em macréfagos de maneira dose-dependente. Em contraste, observa-se um

efeito dose-dependente inverso na produgéo de TGF-f, que aumenta proporcionalmente com a dose

de DCO5 (Figura 11). Por comparagdo, tanto a rifampicina quanto o grupo ndo tratado néo

apresentam variagdes significativas nos niveis de NO e TGF-f que possam ser atribuidas as

diferentes concentracdes do farmaco.

Figura 11. Quantificacdo de NO e TGF-B produzidos por macrofagos infectados com MTB e tratados com

DCO05, rifampicina e néo tratados.
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Fonte: autor

O oxido nitrico € uma molécula efetora importante na resposta imune contra infec¢fes bacterianas,

incluindo MTB. E produzido por macréfagos e possui atividades antimicrobianas. No entanto,

niveis excessivos de NO podem ser prejudiciais e contribuir para a patologia da doenga. No
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contexto da TB, um equilibrio adequado de NO é crucial para controlar a infeccdo sem causar dano
tecidual excessivo (Lopez-Garcia et al., 2015).

O TGF-p é uma citocina que desempenha um papel na modulacéo da resposta imune e inflamacéo.
Na TB, demonstrou-se que o TGF-f tem um efeito duplo: pode ajudar na contencdo da infeccdo ao
promover a formacao de granulomas, mas também pode suprimir a resposta imune e favorecer a

persisténcia da bactéria (Fatima, Kumari e Dwivedi, 2021).

O peptideo DCO5 parece ter um efeito imunomodulador sobre macréfagos infectados, induzindo a
producdo de NO e TGF-p a niveis que podem ser benéficos para conter a infeccdo sem provocar
danos excessivos. Contudo, em concentracdes maiores, o efeito do DC05 diminui, o que pode
refletir uma saturacdo da resposta ou mecanismos de retroalimentacdo negativa (Park et al., 2022).
Para entender melhor a regulagéo imunitéria induzida pelo DCO5, é critico analisar outras citocinas-
chave como IL-10, IL-12 e TNF, que oferecerdo uma visdo mais detalhada do perfil imunolégico

resultante e da eficacia terapéutica do peptideo.

4.13 DCO05 ndo é mutagénico

Os resultados com relacdo ao potencial mutagénico estdo apresentados na tabela 7 que mostra a
média do nimero de revertentes/placa (M), o desvio padrdo (DP) e o indice de mutagenicidade

(IM) dos diferentes tratamentos com a amostra-teste DC05, nas linhagens de S. Typhimurium.

De acordo com os resultados obtidos, DCO5 ndo provocou um aumento estatisticamente
significativo no namero de revertentes em relacdo ao controle negativo, em nenhuma das
concentracdes e cepas de S. Typhimurium analisadas, comprovando a auséncia de atividade
mutagénica nas condi¢des experimentais utilizadas (Tabela 7). O IM manteve-se abaixo do limiar
de 2 para todas as concentracGes e linhagens, tanto na presenca quanto na auséncia de
metabolizacdo. Esse valor é geralmente aceito como critério indicativo de ndo mutagenicidade.
Além disso, a auséncia de uma tendéncia ascendente no nimero de revertentes com o aumento da

concentracdo indica que ndo ha relacdo dose-dependente na atividade mutagénica do peptideo.

Tabela 7. Atividade mutagénica expressa pela média e desvio padrdo do ndmero de revertentes/placa e
indice de mutagenicidade nas linhagens TA97a, TA98, TA100 e TA102 de Salmonella Typhimurium apés
o tratamento com diferentes concentracGes da amostra-teste DC05, em experimentos sem (-S9) e com (+S9)

ativacdo metabdlica.
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Numero de revertentes (M+DP)/ placa e IM

Tratamentos TA97a TA98 TA100 TA102

-S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9

C- 136 +12 140x26 27x4 206 91 +£13 108 +19 296+42 299+41

Ct 1439 + 1228 + 682 + 837 £ 1109 + 1301 + 1042 + 1423 +
102a 140d 75a 53d 118b 120d 99c 8le

MM/ placa DCO05

o5 140+11 164+27 30%6 22+4 102 +18 112+24 344+26 368+49
(1,03) (1,17) (1,11)  (1,08) (112 (1,04) (1,16) (1,23)

50 138+18 150+12 28%5 22+6 104 +11 120+18 300+18 35028
(1,01) (1,07) (1,04) (1,10) (1,14) (1,12) (1,01) (1,17)

100 124 +22 122+20 27%1 21+4 93+24 114+12 302+31 31639
(0,91) (0,87) (0,98) (1,05) (1,02 (1,06) (1,02 (1,06)

150 131+10 112+11 29+2 202 99+8 110+ 11 242+25 292+31
(0,96) (0,80) (1,07) (0,98) (1,09) (1,02) (0,82) (0,98)

200 98+8 102+18 28+6 215 76 £13 826 192 +30 220+23

0,72)  (0,73)  (1,04) (1,03 (0,83)  (0,76)  (0,65)  (0,74)

*p < 0,05 (ANOVA), M + DP = média e desvio padrdo; IM = indice de mutagenicidade; Controle negativo:
dimetilsulfoxido (DMSO - 100 pL/placa); C+ = Controle positivo: a4-nitro-o-fenilenodiamina (TA98 e
TA97a, 10,0 pg/placa); b azida de sédio (TA100, 1,25 pg/placa); ¢ mitomicina (TA102, 0,5 ug/placa), na
auséncia de S9 e d2-antramina (TA98, TA100, TA97a, 1,25 npg/placa), e2-aminofluoreno (TA102, 10,0

ug/placa), na presenca de S9. Fonte: autor

4.14 Sintese, funcionalizacdo e caracterizacao de nanoparticulas de silica mesoporosas

As imagens obtidas por microscopia eletrénica de transmissao revelam que as particulas
possuem uma morfologia esférica com poros bem delimitados, apresentando um didmetro médio
préximo a 50 nm. Por outro lado, as analises de dispersdo de luz dindmica indicam que o tamanho
hidrodindmico das particulas é de aproximadamente 150 nm, complementado pela medigdo de um
potencial Z negativo de -20 mV, o que sugere uma estabilidade coloidal adequada. As analises
termogravimétricas das MSN puras e das MSN funcionalizadas com MTPES revelam que a
estabilidade térmica das nanoparticulas de silica mesoporosa se mantém intacta apos a

funcionalizagdo, uma vez que ambas comegam sua decomposi¢cdo em faixas de temperatura
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comparaveis. Isso implica que a adicdo de grupos SH, fornecidos pelo MTPES, ndo altera
significativamente a estrutura da silica mesoporosa até determinadas temperaturas. Ademais, a
variacdo observada na perda de peso entre as MSN puras e as MSN-MTPES pode ser explicada

pela decomposicédo térmica dos grupos SH e outros componentes organicos associados ao MTPES.

As bandas caracteristicas da estrutura de silica observadas no FTIR em 465, 805 e 1095 cm’
! correspondem, respectivamente, as deformacdes 5(Si—O—Si), as vibragbes de estiramento
simétricas vs(Si—O—Si) e as vibracdes de estiramento assimétricas vass(Si—O—Si). As bandas
detectadas em 960 e 160 cm™ foram atribuidas as vibracGes de estiramento v(Si—OH) e as
deformacgBes S(OH), respectivamente. A presenca de uma banda em torno de 3430 cm™ foi
associada as vibracGes de estiramento v(OH) e a presenca de moléculas de dgua (Maturi et al.,
2019) (Figura 12). Os resultados obtidos confirmam a incorporacao de grupos silanol nas matrizes,
assim como a eficacia dos processos de refluxo realizados para a remogdo de surfactantes,

evidenciando a auséncia de material organico nos poros (Maturi et al., 2019).

Figura 12. Caracterizacion de las MSN por FTIR, TGA, TEM, DLS y potencial Z
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4.15 Quantificacdo de grupos tiol livres

Para confirmar a funcionalizacdo de nanoparticulas, utilizou-se o reagente de Ellman para
quantificar os grupos tiol livres que podem ser usados na funcionaliza¢do do nosso CPP (Tabela
8).

Tabela 8. Quantificagdo dos grupos tiol do CPP e MSN-MTPES

Amostra Tidis livres (ug/mL)
CPP 5,78
MSN-MTPES 0,93

Fonte: Autor

A quantidade elevada de grupos tiol livres no CPP, em comparacdo com o MSN-MTPES, indica
uma maior disponibilidade de sitios de ancoragem para funcionalizacdo, o que é essencial para o
sucesso da conjugacdo de moléculas alvo. Para garantir uma funcionalizacdo 6tima, € preferivel
que o CPP esteja presente em excesso, assegurando assim que haja suficientes sitios reativos
disponiveis para interagir com as MSN-MTPES (Simpson, 2008).

4.16 PPC é eficientemente funcionalizado na superficie do MSN-MTPES

Os resultados mostram que, apds o processo de funcionalizacdo, 217,82 pg/ml de tuftsina
permaneceram no sobrenadante, sugerindo que 782,18 pg/ml do peptideo se ligaram as
nanoparticulas, indicando uma eficiéncia de encapsulamento superior a 78% (Tabela 9). Pesquisas
como as de Hu et al. (2016) demonstraram que a funcionalizac¢do de nanoparticulas com peptideos
pode aprimorar a entrega direcionada de farmacos, permitindo um controle especifico e sensivel a

estimulos na liberacdo do farmaco.

Tabela 9. Eficiéncia de funcionalizacdo de tuftsina na superficie do MSN-MTPES.

CPP (ug/ml) CPPr (ug/ml) Efficience (%0)
Antes 0 1000 -
Depois 782,18 217,82 78,22

Fonte: autor
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4.17 Eficiéncia de encapsulamento e quantidade de carga

Observa-se uma tendéncia decrescente da eficiéncia de encapsulamento com o aumento da
concentracdo do peptideo. Isso sugere que a menores concentracdes de peptideo, as nanoparticulas
de silica ttm uma maior eficiéncia de encapsulamento, mas a medida que a concentracdo de
peptideo aumenta, o0 EE% diminui, o que poderia indicar uma saturacdo dos sitios de ligacdo
disponiveis nas nanoparticulas ou uma limitacdo na capacidade das nanoparticulas para hospedar
mais peptideos. No segundo gréfico, a capacidade de carga mostra inicialmente um aumento com
a concentracdo do peptideo, alcangando um pico, ap6s o qual a LC comeca a diminuir (Figura 13).
Isso poderia ser interpretado como que as nanoparticulas podem carregar eficientemente mais
peptideos até certo ponto antes de que a eficiéncia comece a diminuir, possivelmente devido a

aglomeracéo do peptideo ou a desestabilizacdo das nanoparticulas com cargas excessivas.

Figura 13. Eficiéncia de encapsulamento e capacidade de carregamento de MSN-CPPs.
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4.18 Liberacdo de DCO05 em diferentes meios bioldgicos simulados

Os dados apresentados na figura 14 mostram a liberagdo do peptideo DC05 de nanoparticulas de
silica mesoporosas em trés meios simulados: intestinal (SIF), gastrico (SGF) e pulmonar (SPF). No
SPF, h&d uma liberacdo rapida do peptideo, superando o 70% aos 10 minutos. No SIF, a liberacéo é
mais gradual, mas ainda atinge 0 50% em 30 minutos. Em contraste, 0 SGF mostra uma liberacao

significativamente baixa, ndo ultrapassando 10% no mesmo periodo.
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Os nanosistemas em estudo mostraram uma liberagdo in vitro simulada conforme ao pH e a
concentragéo salina. Foi evidenciado que existe uma liberagéo acelerada e significativa em SPF,
que se encontra baseado num pH 7.4 e com diversas concentracdes salinas. Isto permite entender
0 comportamento da nanoparticula nas condigdes salinas e parcialmente no pH. O mesmo efeito é
visualizado no SIF, onde o pH 7.4 permite a liberagdo do PAM mas apenas pela metade da
concentragdo total encapsulada. Estes efeitos podem ser atribuidos & compatibilidade do meio de
liberacdo in vitro com as propriedades do peptideo e das nanoparticulas (Tyagi, Pechenov e Anand
Subramony, 2018). Por outra parte, a liberacdo em SGF foi significativamente menor, que pode ser
atribuido a estabilidade do sistema nanoparticulado em condig¢des acidas, impedindo a liberagdo do
peptideo (Ding et al., 2017).

Figura 14. Liberacdo de DC05 em meios bioldgicos simulado
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A liberacdo do principio ativo em condi¢bes simuladas sdo estratégias consideradas prioritarias
para o estudo da estabilidade e do controle de dosagem em novos farmacos (Dash et al., 2010).
Estudos anteriores demonstram que os PAMs sdo capazes de ser liberados controladamente
(Roque-Borda et al., 2023b), permitindo manter a atividade antimicrobiana (Primo et al., 2024),
serem mais estaveis, e ndo perder o efeito ndo hemolitico (Roque-Borda et al., 2021). Os PAMs
tendem a ser degradados em pH &cido pelo qual este sistema nanoparticulas permite a protecao do
DCO05 e outras substancias bioativas. Existem poucos reportes de PAMSs encapsulados em
nanoparticulas de silica contra Mtb e estes estudos podem contribuir a melhorar a administragdo

de PAMSs controladamente.
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4.19 DCO05 nao causa toxicidade em Galleria mellonella

Galleria mellonella é um modelo animal de infecgédo alternativo que permite avaliar o potencial
antibacteriano de diversos agentes anti-Mtb (Dinh et al., 2021). De acordo com Asai et al. (2022),
estes insetos possuem um sistema imune complexo composta de células fagociticas conhecidas
como hemocitos e que sdo funcionalmente similares aos macrdfagos humanos. Nesta primeira
parte, foi realizado o tratamento das larvas com os PAMs para avaliar sua toxicidade. Apos cinco
dias da adicdo do peptideo, ndo se notaram diferencas significativas na sobrevivéncia das larvas
submetidas as diversas doses de DC05 (Figura 15). A mobilidade das larvas se preservou estavel
até o ultimo dia do estudo, assim como a producdo de seda. Ademais, ndo se observou melanizagao
nas larvas, sugerindo que o tratamento ndo provocou estresse nem ativou respostas imunologicas
evidentes.

Figura 15. A) Sobrevivéncia das larvas apds 5 dias de tratamento com DCO05; B) Foto tirada apds cinco

dias desde a aplicacdo do PAM.
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Os dados sugerem que o peptideo DCO5 é bem tolerado pelas larvas nas concentracdes testadas. A
auséncia de mortalidade aumentada em concentracGes mais altas poderiam ser interpretadas como
um indicativo de baixa toxicidade do peptideo, 0 que € uma caracteristica desejavel para potenciais

aplicacdes terapéuticas. No entanto, é importante notar que estes resultados precisam ser
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corroborados por estudos adicionais, incluindo analises de longo prazo e avalia¢des de toxicidade

em organismos mais complexos.

5 CONCLUSAO

Em pesquisa, exploramos o potencial do peptideo DCO05, focando em sua viabilidade
terapéutica contra a TB e sua aplicabilidade em sistemas avancados de entrega de farmacos
utilizando MSN. Através dos estudos, revelamos que o DCO05 ndo apenas possui uma notavel
capacidade imunomoduladora, mas também apresenta um perfil de seguranca excepcionalmente
alto, caracterizado pela auséncia de toxicidade hemolitica e atividade mutagénica. A eficacia na
funcionalizagdo e encapsulamento do DC05 em MSN sublinha seu potencial como um inovador
sistema de entrega de farmacos. A alta eficiéncia de funcionalizacdo, superior a 78%, sugere que
as MSN sdo veiculos promissores para a administracao especifica e controlada do DCO05, embora
tenha sido observada uma diminuicdo na eficiéncia de encapsulamento do DCO5 com o aumento
da concentracdo do peptideo, indicando a necessidade de otimizacdo. A liberagdo controlada do
DCO05 em meios biolégicos simulados demonstrou uma liberacdo acelerada em um ambiente
simulado pulmonar, o que é particularmente relevante para o tratamento da TB, indicando a
capacidade do sistema de liberar eficazmente o peptideo no ambiente pulmonar. A seguranca do
DCO05 foi confirmada pelo uso de Galleria mellonella como modelo de infecgéo, demonstrando a
auséncia de toxicidade significativa e a ativacdo de respostas imunoldgicas adversas.
Paralelamente, este estudo demonstrou a eficacia dos anadlogos de plectasin, especialmente do
peptideo DCO5, como agentes antimicrobianos contra Mtb e outras bactérias patogénicas, incluindo
P.A e S.T. A atividade antimicrobiana do DC05 contra Mth, com uma CIM de 12 pM, e seu
potencial significativo contra bactérias gram-negativas e micobactérias, destaca sua aplicabilidade
como um agente antimicrobiano versatil. A biocompatibilidade favoravel em diversas linhas
celulares sugere uma alta viabilidade celular até concentracdes de 1000 uM/ml, reforgando seu
potencial para uso terapéutico sem causar danos celulares significativos. Uma descoberta crucial
foi a capacidade dos peptideos de inibir as bombas de efluxo em Mtb, um mecanismo chave de
resisténcia antimicrobiana, indicando sua utilidade potencial como adjuvantes para aumentar a
eficacia dos antibioticos tradicionais. A estabilidade variavel dos peptideos em diferentes modelos
bioldgicos in silico destaca a necessidade de otimizacdo de sequéncias para melhorar sua meia-

vida, essencial para o desenvolvimento de terapias antimicrobianas eficazes. A combinacdo de
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atividade antimicrobiana, biocompatibilidade, imunomodulacéao, seguranca e eficacia em sistemas
de entrega destaca o DCO5 como um candidato excepcionalmente promissor para o
desenvolvimento clinico no tratamento de doencas infecciosas, incluindo a TB. A sinergia entre a
inovacdo em sistemas de entrega de farmacos e a descoberta de novos agentes terapéuticos, como
demonstrado neste estudo, € fundamental para superar os desafios atuais no tratamento de doengas

infecciosas e resisténcia aos antibioticos.

6 PERSPECTIVAS

A pesquisa e desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos, como os PAMs derivados da
Plectasina, destacam-se como abordagens promissoras no combate a resisténcia antimicrobiana,
um dos principais desafios da satde publica atual. Em particular, o peptideo DCO5 se sobressaiu
neste estudo por sua notavel eficacia contra Mtb e por apresentar um amplo espectro de atividade
antimicrobiana, além de exibir um perfil de biocompatibilidade favoravel. Estas descobertas abrem
diversas perspectivas para futuras pesquisas e a aplicacdo clinica dos PAMs, indicando caminhos
para a otimizacdo de sequéncias, aprofundamento nos mecanismos de acao e exploracédo de suas

potencialidades como adjuvantes em terapias combinadas.

A otimizag&o das sequéncias dos peptideos, dada a variabilidade observada em sua estabilidade em
diferentes modelos bioldgicos, sugere a necessidade de refinamento para melhorar a atividade
contra Mtb e outros patdgenos. Tal ajuste ndo apenas potencializaria a eficacia terapéutica dos

PAMSs mas também contribuiria para a superacao das barreiras de resisténcia antimicrobiana.

Aprofundar o entendimento sobre os mecanismos de a¢do dos PAMSs, especialmente no que diz
respeito a sua capacidade de inibir as bombas de efluxo em bactérias, poderia revelar estratégias
inovadoras para potencializar o efeito de antibidticos ja existentes. Isso se alinha a busca por
alternativas que possam aumentar a concentracdo intracelular de antibi6ticos, especialmente em

patdgenos resistentes a multiplas drogas.

Além disso, a potencial utilizacdo dos PAMs, particularmente o DC05, como adjuvantes em
terapias combinadas, abre perspectivas para a melhoria da eficacia dos regimes de tratamento
antimicrobianos atuais. Essa abordagem poderia ndo apenas combater infecgdes resistentes, mas
também reduzir o risco de desenvolvimento de novas resisténcias, ao interferir na capacidade das

bacterias de expulsar os farmacos antimicrobianos das células.
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Portanto, a continua investigacdo e desenvolvimento de PAMs, com foco na otimizagdo de
sequéncias, compreensdo dos mecanismos de acdo e aplicagdo como adjuvantes, representam
etapas cruciais para 0 avango no tratamento de doencas infecciosas, particularmente aquelas
causadas por patdgenos resistentes. O peptideo DCO5 emerge como um candidato promissor nesse
cenario, evidenciando a importancia de seguir explorando o potencial dos PAMs na medicina

contemporanea.
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