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RESUMO

A Candida albicans é um fungo comensal presente na microbiota dos humanos, porém em condigdes
de desequilibrios homeostaticos, esse organismo pode se tornar patogénico, causando uma doenca
conhecida como candidiase, que apresenta diversas manifestacdes clinicas, sendo a sua forma
sistémica a mais letal, causada principalmente por fungos resisténtes as medicagbes empregadas na
terapia. A tuberculose € um doenga causada pelo Mycobacterium tuberculosis (MTB). Apesar de
possuir uma alta taxa de mortalidade, essa doenca apresenta um tratamento, entretanto essa
terapéutica € muito prolongada e apresenta diversos efeitos adversos, levando ao abandono do
tratamento e consequentemente ao aparecimento de isolados resisténtes. Tais problematicas
evidenciam a necessidade da procura de novos compostos a serem empregadas no tratamento dessas
doencgas. Os peptideos antimicrobianos (PAMs) tém se destacado como moléculas promissoras, por
serem proteinas de baixo peso molecular que integram o sistema de defesa inata de diversos
organismos. Entre esses, as brevininas, peptideos isolados da pele de sapos do género Ranidae que
demonstraram atividade frente ao MTB. Analogos dessas moléculas foram sintetizados, resultando no
peptideo CRBR04. O grupamento imidazol, um anel heterociclico de cinco membros com reconhecida
atividade antimicrobiana tem sido empregado na modificagdo de farmacos visando aprimorar suas
atividades e propriedades farmacocinéticas. Este trabalho teve como objetivo a conjugacao do peptideo
CRBR04 com um grupamento imidazol, utilizando-se do aminoacido histidina. A primeira geracao de
peptideos conjugados nao apresentou atividade antimicrobiana satisfatéria, sendo entao sintetizado
um segundo grupo de moléculas a partir de ensaios de machine learning. Esse segundo grupo
apresentou dificuldades em sua purificagdo devido a suas propriedades fisico-quimicas. Dentre os
peptideos sintetizados, apenas o composto VC7 apresentou atividade frente ao MTB, com
concentracao inibitéria minima (CIM) de 90 pg/ml. Além disso, demonstrou atividade antifungica frente
a cepas sensiveis, clinicas e resistentes aos medicamentos da terapia de Candida albicans, com CIMs
de 37,80 pug/mL, 102,05 pg/Ml e 138,69 pg/mL, respectivamente. Enquanto o peptideo CRBR04 exibiu
atividade similiar frente as mesmas cepas, com CIM de 150 pg/mL, sugerindo a existéncia de
mecanismos de acao distintos entre os dois compostos. Apenas o peptideo CRBR04 demonstrou a
capacidade de inibir a formacdo de biofiimes de Candida albicans resistentes, entretanto n&o
demonstrou atividade frente aos biofilmes previamente formados. Nos ensaios de citotoxicidade frente
a células Caco-2, os peptideos CRBR04 e VC7 apresentaram valores de ICs, de 52,22 pg/mL e 180,10
pg/mL, respectivamente, indicando uma baixa toxicidade seletiva de ambas as moléculas em relagcéo
a essa linhagem celular. Ensaios realizados frente a eritrocitos humanos demonstraram que os
peptideos nao possuem atividade hemolitica nas concentragoes testadas. Os compostos estudados
demonstraram um perfil de atividade frente a espécies de Candida albicans, porém ainda apresentam

algumas problemas como a alta citotoxicidade e dificuldade de sintese.

Palavras-chave: Candida albicans; candidiase; imidazol; peptideos antimicrobianos.



ABSTRACT

Candida albicans is a commensal fungus present in the human microbiota; however, under conditions
of homeostatic imbalance, this organism can become pathogenic, causing a disease known as
candidiasis, which presents several clinical manifestations. Its systemic form is the most lethal and is
mainly caused by fungi resistant to the medications employed in therapy. Tuberculosis is a disease
caused by Mycobacterium tuberculosis (MTB). Despite its high mortality rate, this disease has an
available treatment; however, this therapy is very prolonged and is associated with several adverse
effects, leading to treatment abandonment and, consequently, to the emergence of resistant isolates.
These issues highlight the need to search for new compounds to be used in the treatment of these
diseases. Antimicrobial peptides (AMPs) have emerged as promising molecules, as they are low-
molecular-weight proteins that are part of the innate defense system of several organisms. Among
these, brevinins, peptides isolated from the skin of frogs of the genus Ranidae, have demonstrated
activity against MTB. Analogues of these molecules were synthesized, resulting in the peptide CRBR04.
The imidazole moiety, a five-membered heterocyclic ring with recognized antimicrobial activity, has been
employed in drug modification to improve biological activity and pharmacokinetic properties. This study
aimed to conjugate the peptide CRBR04 with an imidazole moiety using the amino acid histidine. The
first generation of conjugated peptides did not show satisfactory antimicrobial activity; therefore, a
second group of molecules was synthesized based on machine learning assays. This second group
showed difficulties in purification due to its physicochemical properties. Among the synthesized
peptides, only compound VC7 showed activity against MTB, with a minimum inhibitory concentration
(MIC) of 90 pg/mL. In addition, it exhibited antifungal activity against drug-sensitive, clinical, and drug-
resistant strains of Candida albicans, with MICs of 37.80 pg/mL, 102.05 pg/mL, and 138.69 pg/mL,
respectively. In contrast, the peptide CRBR04 exhibited similar activity against the same strains, with
an MIC of 150 pg/mL, suggesting the existence of distinct mechanisms of action between the two
compounds. Only the peptide CRBR04 demonstrated the ability to inhibit biofilm formation by drug-
resistant Candida albicans; however, it did not show activity against preformed biofilms. In cytotoxicity
assays using Caco-2 cells, the peptides CRBR04 and VC7 showed ICs, values of 52.22 pg/mL and
180.10 pg/mL, respectively, indicating low selective toxicity of both molecules toward this cell line.
Assays performed with human erythrocytes demonstrated that the peptides did not exhibit hemolytic
activity at the tested concentrations.The studied compounds demonstrated an activity profile against
Candida albicans species; however, they still present some limitations, such as high cytotoxicity and
difficulties in synthesis.

Keywords: Candida albicans; candidiasis; imidazole; antimicrobial peptides.
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1 INTRODUCAO

Os fungos constituem um dos grupos mais diversificados e, ao mesmo
tempo, menos compreendidos dentro do dominio Eukaryota. Embora
aproximadamente 150 mil espécies tenham sido descritas, estimativas sugerem
qgue o numero real pode ultrapassar varios milhdes. A maioria das espécies
fungicas apresenta estratégias de vida baseadas em relagbes simbi6ticas ou
comensais com outros organismos, desempenhando papéis fundamentais na
manutenc¢ao do equilibrio ecologico. Apenas uma parcela restrita € capaz de
atuar como agentes etiologicos de infecgbes em seres humanos, fendbmeno que
se deve, em grande medida, a elevada complexidade dos sistemas imunologicos
inatos e adaptativos.-2

Além disso, para estabelecer um processo infeccioso em humanos,
os fungos necessitam reunir atributos especificos que os permita transpor as
barreiras impostas pelo hospedeiro. Entre essas caracteristicas, destacam-se a
capacidade de crescimento e sobrevivéncia em temperatura corporal de
aproximadamente 37 °C, a habilidade de ultrapassar barreiras anatomicas e
fisiolégicas, a competéncia para metabolizar componentes estruturais dos
tecidos humanos e a aptidao para resistir aos mecanismos de defesa do sistema
imunolégico.?

Dessa forma, a maioria das doencas fungicas sao classificadas como
oportunistas, uma vez que a capacidade desses microrganismos de provocar
infeccdo esta fortemente associada a algum comprometimento das barreiras
imunologicas do hospedeiro. Nesses contextos, a proliferagdo fungica torna-se
possivel em decorréncia de condicbes que favorecem a sua instalacao, tais
como a ruptura de barreiras anatdmicas, o enfraquecimento dos mecanismos de
defesa inatos e adaptativos, ou ainda intervengdes externas que facilitem a
entrada e a persisténcia do patdgeno nos tecidos do hospedeiro.?

As doengas fungicas sao ainda negligenciadas devido ao seu caracter
oportunista. Contudo, nas ultimas décadas, tais infec¢gées passaram a receber
maior atencdo em decorréncia de transformacodes sociais, que resultaram em um
aumento expressivo do numero de individuos imunocomprometidos. Entre

esses, destacam-se pacientes vivendo com HIV/AIDS, individuos submetidos a
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regimes de quimioterapia antineoplasica e aqueles em uso prolongado de
agentes imunossupressores. Atualmente, estima-se que, por ano, mais de 6,55
milhdes de pessoas tenham suas vidas ameacadas por doengas fungicas, das
quais 3,75 milhdes de pessoas morrem, sendo cerca de 2,75 milhdes de dessas
mortes diretamente atribuidas a essas infecgdes. 4

Os fungos do género Candida sao reconhecidos como os principais
agentes de infecgdes fungicas em humanos. Em cultura, as espécies de
Candida crescem predominantemente na forma de leveduras ovais com
brotamentos e apresentam a capacidade de formar pseudo-hifas durante o
crescimento. Em contraste, Candida albicans distingue-se das demais espécies
por seu carater dimorfico, sendo capaz de produzir hifas verdadeiras,
caracteristica que constitui um dos principais critérios utilizados para a
identificacdo da espécie.b

Apesar do seu comportamento patogénico, a Candida albicans € um
fungo que, na maior parte do tempo, apresenta comportamento comensal,
compondo a microbiota de seres humanos e de diferentes animais, colonizando
mucosas da cavidade oral, do trato gastrointestinal e da mucosa vaginal.”8
Entretanto, alteragcbes na microbiota que comprometem a homeostase do
hospedeiro, como ocorre durante a administragao de antibioticoterapia, podem
favorecer a transicdo de Candida albicans de um estado comensal para
patogénico, resultando em respostas inflamatdrias locais € no desenvolvimento
de doengas flngicas.?

As doencas ocasionadas pelos fungos do género Candida sao
amplamente conhecidas como candidiases e essas podem ser divididas em trés
grandes grupos de acordo com suas manifestagcdes clinicas: Candidiase
mucocutanea, sistémica e mucocutanea cronica.610

A candidiase mucocutanea, pode ser dividida em superficial e de
mucosa. A superficial € uma apresentacao clinica que envolve a invasao de pele
dos pacientes principalmente nas regides dos seios, virilha, axilas, unhas e
dedos — areas que apresentam maior acumulo de umidade, sdo quentes e estao
sujeitas a friccdo. Tal manifestagcdo promove sintomas como vermelhidao e
descamacao de tecidos com pustulas satélites, com tendéncia a disseminacéao
para areas cutaneas adjacentes previamente saudaveis. Os principais afetados
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por essa manifestacdo clinica sao idosos e criangas, além de trabalhadores que
sao frequentemente expostos a acgucares ou produtos de limpeza em ambientes
umidos, podendo ser considerada até mesmo uma doencga laboral nesses
casos.!!

A candidiase de mucosa manifesta-se predominantemente na
cavidade oral e na regiao vulvovaginal. A forma oral, conhecida popularmente
como “sapinho”, ocorre com maior frequéncia em criancas e em individuos
imunocomprometidos. Clinicamente, é caracterizada pela presenca de placas
esbranquicadas aderidas as mucosas da cavidade oral, que podem ser

removidas com relativa facilidade, expondo uma base eritematosa subjacente.2
Enquanto na sua forma vulvovaginal, a infeccdo manifesta-se por
sintomas como sensacao de ardor, prurido, eritema da mucosa vaginal e
secrecdo esbranquicada caracteristica. Estima-se que cerca de 75% das
mulheres em idade fértil apresentam ao menos um episodio de candidiase
vulvovaginal ao longo da vida, enquanto aproximadamente 5% a 9%
experimentam formas recorrentes da doenca, definidas por quatro ou mais
episoédios sintomaticos ao ano.®:12
Diversos fatores de risco estdo associados ao desenvolvimento
dessas manifestagoes, incluindo hiperglicemia decorrente da descompensacao
do diabetes mellitus, alteragdes na microbiota induzidas pelo uso de antibiéticos
ou pela atividade sexual, niveis elevados de estrogénio relacionados ao uso de
contraceptivos, além de predisposicoes genéticas que podem favorecer a
suscetibilidade individual a infeccdo.®
A forma sistémica, também denominada candidiase invasiva,
corresponde a uma manifestacdo grave geralmente causada por Candida
albicans, caracterizada pela disseminacgao do fungo para 6rgaos internos ou pela
sua presenga ha corrente sanguinea, configurando um quadro de infec¢éo
generalizada. A incidéncia estimada é de aproximadamente 90 casos por
100.000 habitantes, sendo considerada a principal manifestacdo clinica
associada a mortalidade em pacientes imunocomprometidos. A elevada taxa de
letalidade esta relacionada, em grande parte, a baixa suspeita clinica, a auséncia
de métodos diagndsticos rapidos e sensiveis e, consequentemente, ao atraso no

inicio do tratamento antifungico adequado. Soma-se a isso a dificuldade na
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prevencdo, uma vez que, até o presente momento, ndo existem vacinas
disponiveis para evitar a infecgdo.13-14

Diversos fatores de risco estdo associados a esse tipo de infecgéo,
incluindo aspectos étnicos, raciais e de género. Contudo, o principal fator
predisponente relaciona-se a hospitalizagdo, em especial nas unidades de
terapia intensiva (UTIs), onde a incidéncia pode alcancar aproximadamente 7
casos para cada 1.000 admissdes. Nesse contexto, o0s pacientes
frequentemente sdo submetidos a procedimentos invasivos que comprometem
a integridade das barreiras epiteliais e mucosas, como pung¢des venosas,
insercao de cateteres e instrumentacdo do trato urinario. Tais intervencdes
favorecem a translocacédo de Candida para a corrente sanguinea, possibilitando
sua disseminagao sistémica e culminando no estabelecimento da doenga.3

Por fim, a candidiase mucocutanea crénica compreende um conjunto
de sindromes geralmente causadas por fungos do género Candida, em especial
Candida albicans, caracterizadas por lesdes persistentes e recorrentes em pele,
unhas e mucosas. Essa condicdo esta fortemente associada a disfungdes
imunologicas do hospedeiro, em especial a imunodeficiéncias primarias
decorrentes de falhas na funcdo dos linfocitos T. O progndstico costuma ser
desfavoravel, e o tratamento baseia-se em terapias antifungicas de longa
duracdo, frequentemente empregando regimes de politerapia. Atualmente,
novas abordagens vém sendo investigadas no campo da biologia molecular, com
foco na corregdo das alteragées imunoldgicas subjacentes, particularmente
aquelas relacionadas a funcao dos linfécitos T, visando oferecer alternativas
terapéuticas mais eficazes e potencialmente curativas para os pacientes
acometidos por essa sindrome. 5.1

Sendo assim, observa-se que o0 género Candida apresenta a
capacidade de acometer diferentes sitios do organismo humano, adaptando-se
e transitando de um estado comensal para um estado patogénico. Um dos
principais mecanismos de patogenicidade de C. albicans esta relacionado a sua
notavel plasticidade morfologica, isto é, a capacidade de transitar entre a forma
leveduriforme, geralmente associada ao estado de colonizacao e disseminacéo,
e a forma filamentosa (hifas), vinculada a invasdo tecidual e a ruptura de

barreiras do hospedeiro. Essa transicado morfolégica pode ser desencadeada por
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diversos fatores presentes no organismo humano, incluindo a temperatura
corporal de 37 °C, variagbes de pH, disponibilidade de nutrientes e a presenca
de diferentes sinais celulares.17.18

Essa alteragao estrutural inicia a producao de diferentes moléculas
que favorecem a invasao tecidual. Entre elas destaca-se a candidalisina, um
peptideo citotdxico secretado durante a formagao das hifas, capaz de induzir
danos as células epiteliais por meio da formagdo de poros na membrana,
facilitando assim a penetracdo ativa do fungo e sua disseminacao nos tecidos.
Além disso, sdo expressas proteinas de adesdo e invasdao, como as
pertencentes as familias Als3 e Hwp1, que promovem a fixacdo das hifas as
células do hospedeiro. Esse processo de adesao pode induzir a endocitose
mediada por células epiteliais e endoteliais, mecanismo que viabiliza o acesso
da Candida a corrente sanguinea e a tecidos mais profundos do organismo
humano.17-18

As adesinas desempenham papel fundamental também na formacao
de uma das principais estruturas patogénicas de Candida albicans: os biofilmes.
Esse processo inicia-se pela adesao das células leveduriformes a superficies
bidticas, como células epiteliais, ou abiodticas, como dispositivos médicos e
implantes, que atuam como substrato (“scaffold”) para o desenvolvimento da
comunidade microbiana. Em seguida, ocorre a fase de proliferacao,
caracterizada pela transicado morfolégica das células leveduriformes para a forma
filamentosa (hifas), etapa essencial para a consolidacéo estrutural do biofilme.
Na fase de maturacdo, ha secre¢do de uma matriz extracelular composta por
polissacarideos, proteinas e DNA extracelular, a qual contribui para a
estabilidade da estrutura do biofiime e confere protecdo contra agentes
quimicos, incluindo antifungicos, além de dificultar a acdo efetiva do sistema
imune do hospedeiro. Além disso, os biofilmes representam um importante
reservatorio de infeccdo, visto que podem sofrer fragmentacao, liberando células
viaveis capazes de readesao e colonizacdo de novos tecidos do organismo
hospedeiro, favorecendo, assim, a disseminagao sistémica do fungo.'’

O patogeno também é capaz de modular padrdes moleculares
associados a patodgenos, os quais sao reconhecidos por receptores do sistema

imune inato e desencadeiam a resposta imunologica. Um dos mecanismos
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utilizados consiste na redugédo da exposi¢cao de determinados PAMPs, como o
B-glucano da parede celular, em resposta a alteragées metabdlicas relacionadas
a disponibilidade de oxigénio ou a variagbes hormonais, o que dificulta o
reconhecimento pelo hospedeiro. Além disso, Candida albicans secreta enzimas
hidroliticas, incluindo lipases e proteases, que degradam componentes efetores
do sistema imune, como anticorpos e peptideos antimicrobianos (defensinas),
favorecendo a evaséo da resposta imune e a manutengao da infecgdo.3-17

Diante da notavel capacidade adaptativa dos fungos e da
complexidade de seus mecanismos de viruléncia, o tratamento das infec¢des por
Candida spp. constitui um elemento central para o controle da doenca e a
mitigacado de suas complicagdes clinicas. Atualmente, cinco principais classes
de farmacos estao disponiveis para o manejo das infecgdes fungicas. Entre elas,
0S azois representam a categoria mais amplamente empregada no tratamento
das candidiases sistémicas, em virtude de sua eficacia clinica, perfil de
seguranca relativamente favoravel, custo-beneficio e diversidade de
formulacdes que possibilitam diferentes vias de administragcdo. Outras classes,
como os polienos e as equinocandinas, também sao utilizadas, embora estejam
frequentemente associadas a limitagdes importantes, sobretudo decorrentes de
sua toxicidade e dos efeitos adversos relacionados ao uso prolongado.®

O mecanismo de acado dos azois esta associado a inibicdo da
biossintese do ergosterol, principal componente esteroidal da membrana
plasmatica fungica. Essa inibicao ocorre por meio da ligacao coordenada entre
um dos nitrogénios do anel azolico e o grupo heme da enzima lanosterol 14a-
demetilase, responsavel pela conversao de lanosterol em ergosterol. Como
resultado, ha acumulo de intermediarios metilados, reducdo da concentragao de
ergosterol e comprometimento da integridade e funcionalidade da membrana
celular fungica, levando a inibicdo do crescimento e eventual morte do
microrganismo.20.21

Entretanto, devido ao uso extensivo dos azois, em especial do
fluconazol, e ao fato de apresentarem predominantemente acao fungistatica,
observa-se uma elevada tendéncia ao desenvolvimento de resisténcia
antifungica por parte das espécies de Candida. Esse fenbmeno dificulta

tratamento das infecgbes, as quais podem colocar em risco a vida dos pacientes.
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Nesse contexto, a OMS classificou, em 2022, a Candida albicans como patégeno
de prioridade critica, em razdo de sua elevada mortalidade, prevaléncia e
dificuldade diagndstica, reforcando a necessidade urgente de desenvolvimento
de novos agentes terapéuticos para 0 manejo das doengas causadas por esse
microrganismo.19-22

Além disso, outras espécies de Candida tém demonstrado
importancia clinica, sendo classificadas como patégenos criticos, como é o caso
da Candidozyma auris. Essa espécie representa um risco a saude dos pacientes
e desperta interesse clinico por sua capacidade de causar infecgdes invasivas,
as quais sao de dificil tratamento, uma vez que cerca de 90% dos isolados
clinicos apresentam resisténcia a todos os medicamentos utilizados na terapia,
somada a sua elevada viruléncia.22-23

Por outro lado, tuberculose é a doenca infecciosa causada pelo
Mycobacterium tuberculosis (MTB), um patégeno aerdbico obrigatério que
pertence a familia Mycobacteriaceae. Tal bactéria apresenta-se como bacilos
retos ou levemente curvados com um tamanho de aproximadamente 1 a 10 um,
porém algumas modificacbes no ambiente e tempo de cultivo, podem causar
alteracoes morfolégicas desse patdgeno.24

Uma das principais caracteristicas que diferencia essa familia
bacteriana € a sua parede ricamente composta por acidos micolicos ligados a
uma estrutura de peptideoglicanos. Essa caracteristica dificulta o isolamento do
patégeno, uma vez que a coloracao de gram nao a capaz de corar essa bactéria
de forma eficiente.2 Esse complexo envelope bacteriano esta correlacionado a
mecanismos de viruléncia dessa bactéria, uma vez que essa espessa camada
de lipidios é capaz de proteger o bacilo frente a agentes quimicos e ao sistema
imune do hospedeiro.24-26

O ciclo da tuberculose se inicia quando particulas contendo a bactéria
sao aerossolizadas por individuos infectados e posteriormente inaladas por um
novo hospedeiro, depositando-se nos pulmdes. Os macrofagos residentes
reconhecem o patdgeno e o fagocitam na tentativa de destrui-lo. No entanto,
devido a seus mecanismos de viruléncia, a bactéria consegue evitar a digestao,
seja bloqueando a fusdo do fagossomo com o lisossomo ou escapando para o

citosol, estabelecendo assim uma relacdo parasitaria com a célula de defesa.?’
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Uma vez internalizado pelos macrofagos, o MTB comeca a se replicar,
excretando substéncias, como ESAT6 e ESX-1, capazes de recrutar
macroéfagos, tal acdo ocasiona a formagdo de uma estrutura conhecida como
granuloma, estrutura definida como um acumulo de macréfagos fortemente
interligados, cuja funcéo é impedir a disseminac&o dessas bactérias para outros
orgaos. No entanto, se o granuloma nao consegue erradicar essa infeccao, o
MTB se aproveita dessa estrutura como fonte de nutrientes, parasitando as
células presentes nela a medida que sua populacédo cresce, perpetuando um
ciclo vicioso de crescimento bacteriano e infeccdo dos macréfagos.?’

De forma a completar o ciclo da doenga, o MTB necessita romper as
barreiras impostas pelo granuloma para ser capaz de infectar o préximo
hospedeiro. Sendo assim, essa bactéria utiliza-se de fatores de necrose para
romper as membranas dos macréfagos, criando um ambiente propicio para o
desenvolvimento extracelular da bactéria, devido ao derramamento do material
intracelular dessas células de defesa. Quando esses residuos necréticos,
denominados debris caseosos, deslocam-se para os brénquios pulmonares,
desencadeiam a tosse, a qual dispersa particulas aerolizadas no ar que sao
capazes de infectar o proximo hospedeiro.?’

Apesar de ter uma alta mortalidade, tendo acometido 10,8 milhdes de
pessoas no mundo e levado 1,25 milhdo de pessoas a 6bito, no ano de 2023, a
tuberculose € uma doenca curavel, cujo tratamento usualmente consiste em uma
politerapia com 4 farmacos: a rifampicina, isoniazida, etambutol e a pirazinamida,
administrados por um periodo de 4 a 9 meses, o qual pode ser prolongado para
18 meses em caso de infeccbes por cepas resistentes aos medicamentos
utilizados na terapia.28 No entanto, a longa duracdo do tratamento somado com
a necessidade do uso de multiplos antibioticos, os quais apresentam efeitos
colaterais significativos, levam a uma baixa aderéncia a essa terapia. A elevada
taxa de abandono do tratamento favorece o aparecimento de cepas resistentes
a essas medicagobes, representando desafios futuros para o tratamento para
essa doenga.29-30

Devido aos problemas apresentados pelo tratamento e o
aparecimento de capas resistentes a cada vez mais antibioticos, muitos esforcos

estdo sendo desprendidos para o desenvolvimento de novos farmacos com
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melhores propriedades, de forma a contornar os problemas enfrentados na atual
terapia.?®

Uma das principais apostas da industria farmacéutica na busca por
novos antibioticos sdo os peptideos antimicrobianos (PAM), proteinas de baixo
peso molecular que possuem atividade antimicrobiana, atuando como um
mecanismo de defesa inata em diversos seres vivos, tanto invertebrados quanto
invertebrados.3! Tais moléculas vem despertando o interesse de centros de
pesquisa como uma alternativa promissora para enfrentar a resisténcia
bacteriana, fato evidenciado pelo aumento constante no numero de publicagbes
cientificas desde os anos 2000. Atualmente, os medicamentos baseados em
peptideos antimicrobianos correspondem a cerca de 5 a 6% do faturamento do
mercado farmacéutico global, com proje¢cdes que estimam alcancar, até o ano
de 2031, 64.3 bilhdes de dolares, o que reflete o poder terapéuticos dessas
moléculas. Diversos peptideos antimicrobianos ja estdo presentes no mercado
como a bacitracina, colistina, daptomicina e @ vancomicina.32 Apesar do histérico
consolidado desses farmacos no mercado, centros de pesquisa ainda buscam
por peptideos antimicrobianos com baixa toxicidade, amplo espectro de acgéo,
alta poténcia, baixa acumulacdo em tecidos e baixa propensao ao
desenvolvimento de resisténcia, atributos essenciais para que sejam
considerados promissores para se tornarem compostos comercialmente viaveis,
de forma a superar os desafios impostos pela resisténcia bacteriana.33

A compreensao dos mecanismos de acao de novos farmacos vem se
tornando uma prioridade crescente na pesquisa, visto que esse conhecimento
auxilia desenvolvimento de tratamentos mais eficazes direcionados aos
pacientes. No contexto dos peptideos antimicrobianos, seus mecanismos de
acao podem ser classificados em dois grandes grupos: Os rompedores de
membrana e os ndo rompedores de membrana.34

Os rompedores de membrana sao peptideos, geralmente, carregados
positivamente, os quais através de ligacdes eletrostaticas interagem com a
superficie da membrana bacteriana, a qual apresenta carga negativa, como uma
forma de ancoramento inicial. Apds essa interacao, cadeias de residuos de
aminoacidos apolares pertencentes a esse peptideo inserem-se na bicamada

lipidica promovendo alteragbes de sua composicdo e estrutura. Essas
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modificagées podem levar a um afinamento ou formacgao de poros na membrana,
causando o extravasamento do material intracelular e rompendo a integridade
dessa barreira seletiva. Além disso, esses peptideos também atrapalham o
gradiente de ions H*, dificultando a produgédo de ATP, contribuindo com a morte
bacteriana.3

Por outro lado, os peptideos ndo rompedores de membrana, também
denominados como peptideos de alvo interno, apresentam a capacidade de
atravessar a membrana plasmatica e interagir com alvos intracelulares causando
alteracbes metabolicas que levam a morte bacteriana. Dessa forma, essas
moléculas atuam por diversos mecanismos como a inibi¢ao do sistema de reparo
de acidos nucleicos, bloqueio da replicagcdo celular, inibicado da atividade
enzimatica, e interferéncia na biossintese da parede celular, DNA, RNA e outras
biomoléculas essenciais. Sendo assim, tais processos interrompem a
multiplicacdo bacteriana, contribuindo para a contencdo e eliminacdo da
infeccdo.34

Essas moléculas apresentam outras fungées no organismo humano
além da sua capacidade inibidora de patégenos, como sua caracteristica
imunomoduladora. Os peptideos podem agir de forma inicial na formacao de
respostas imunes adaptativas, recrutando células de defesa ou modulando a
resposta inflamatdria, o que contribui com o controle da duracao e a intensidade
dessas reagdes imunolégicas.34

As brevininas-1 constituem um grupo de peptideos antimicrobianos
isolados do muco da pele de sapos do género Ranidae, as quais apresentam um
amplo espectro de acao frente a bactérias. Porém, sua elevada lipofilicidade
confere a essas moléculas uma alta atividade hemolitica.3> Dessa forma,
analogos desse peptideo foram desenvolvidos de forma a superar os problemas
apresentados por essas moléculas, resultando na criagédo do peptideo B1CTcu),
pertencendo a familia das brevininas com uma alta similaridade ao seu peptideo
de original. Esse analogo demonstrou atividade anti-MTB, com concentracao
inibitéria minima de 12,5+0,5 pg/ml frente a cepa padrao H37RV, baixa
toxicidade frente a macrofagos THP1 e inducao de alteracbes morfolégicas na
membrana bacteriana, indicando um mecanismo de acdo relativo a

desestabilizacdo da membrana plasmatica. Dessa forma essa molécula é
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considerada como um modelo para o desenvolvimento de analogos de peptideo
capazes de causar danos a patdgenos intracelulares.36

O grupamento imidazol € um anel heterociclico de cinco membros
composto por trés carbonos, dois nitrogénios, quatro hidrogénios e duas ligagoes
duplas com a formula molecular C3HsN2. Por apresentar uma alta polaridade
demonstra uma alta solubilidade em agua e outros solventes polares. Dessa
forma, essa molécula é frequentemente utilizada como substituinte em farmacos
com alta hidrofobicidade, auxiliando na melhoria de suas propriedades
farmacocinéticas. Além disso, essa molécula também apresenta uma atividade
antimicrobiana inerente, sendo considerada o grupamento farmacoférico dos
az0is.20,21,37

Dessa forma, diversos farmacos incorporam anéis imidazolicos em
suas estruturas visando a melhoria de suas propriedades farmacoldgicas. Um
exemplo é o estudo conduzido por Narasimhan et al. (2011), o qual sintetizou
diversos compostos derivados do imidazol os quais apresentaram atividade
frente diversos organismos, incluindo fungos como a Candida albicans e
Aspergills niger, e bactérias como o MTB, Escherichia coli e Staphylococcus
aureus. Nesse estudo, o grupamento imidazol demonstrou ser uma parte crucial
para o aumento da atividade antimicrobiana das moléculas.38

Nosso grupo de pesquisa desenvolveu uma biblioteca de moléculas
analogas ao peptideo antimicrobiano B1CTcub5, dentre as quais o composto
CRBRO04 apresentou resultados promissores frente ao MTB, com concentragéo
inibitéria minima (CIM) de 5 pg/mL e indice de citotoxicidade 50 (ICso) superior a
250 pg/mL. Dessa forma, CRBR04 configura-se como um candidato promissor
para estudos posteriores. O presente trabalho tem como objetivo realizar a
conjugacao do peptideo CRBR04 com um grupamento imidazol e avaliar sua

atividade frente a diferentes patdégenos de interesse clinico.
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OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho é avaliar da atividade de analogos do

peptideo CRBRO04, associado com um grupamento imidazol frente a alguns

patégenos de importancia clinica.

2.1

Objetivos especificos

Sintetizar o peptideo antimicrobiano CRBR04 e seus analogos
conjugados com o grupamento imidazol;

Determinar a concentragao inibitoria minima (CIM) dos analogos frente
cepas de Mycobacterium tuberculosis sensiveis aos medicamentos da
terapia atual, Candida albicans sensiveis e resistentes ao fluconazol
Determinar o indice de citotoxicidade dos peptideos CRBR04 e seus
analogos frente a linhagem celular Caco-2;

Determinar a atividade hemolitica do peptideo CRBR04 e seus analogos;

Determinar a atividade dos analogos do peptideo CRBR04 frente a
biofilmes de Candida albicans resistentes.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Ensaio in silico

Como objetivo de aprimorar a atividade da sequéncia peptidica, foram
realizados desenhos racionais de analogos compostos por menos residuos de
aminoacidos. Essa estratégia baseou-se em, além de melhorar a atividade
biologica, reduzir o tempo de sintese e os custos, além de auxiliar na prevencgao
de danos ambientais em concordancia com a quimica verde. A partir da
sequéncia do peptideo CRBR04 realizou-se ensaios in silico empregando a
plataforma AntiTBpred. Essa ferramenta emprega técnicas de aprendizado de
maquina, fornecendo dados sobre impedimento estérico, anfipaticidade, numero
liquido de ligacdes de hidrogénio e ponto isoelétrico. A partir dessas analises
foram selecionados os fragmentos com melhores valores preditivos de atividade
frente ao MTB. O residuo de histidina presente na molécula sofreu variacées na
sua posicao de forma estratégica para que fosse possivel observar em quais
posicbes esse aminoacido apresentaria um melhor perfil de atividade. As
bibliotecas resultantes foram submetidas a uma segunda fase de analise in silico
com o AntiTBpred, priorizando as moléculas que apresentaram melhor perfil de
inibicdo. Os fragmentos selecionados foram sintetizados e levados aos ensaios

in vitro.39-40

3.2  Sintese dos peptideos em fase sélida

3.2.1 Sintese do peptideo CRBR04 e seus primeiros analogos

O peptideo CRBRO04, e seus respectivos analogos, um com a adi¢ao
de uma histidina na sua cadeia C-terminal e outro no N-terminal, foram
sintetizados em fase sdlida, partindo de uma resina do tipo Wang, com o primeiro
aminoacido da cadeia ja acoplado seguindo o protocolo Fmoc/t-Bu. Nesse
protocolo os grupamentos a-amino dos residuos de aminoacidos que foram
acoplados na cadeia encontram-se protegidos por um grupamento base labil 9-
fluorenilmetoxicarbonila, enquanto grupos reagentes de suas cadeias laterais se
encontram protegidos por grupamentos acido labeis derivados de terc-butila. A

partir da base polimérica que ja continha o aminoacido acoplado foram
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realizadas reacgdes continuas de desprotecdo dos grupamentos a-amino e
acoplamento de residuos de aminoacidos, partindo da extremidade C-terminal
do peptideo, até a completa polimerizagdo da cadeia. Na tabela 1, observa-se a

estrutura primaria dos peptideos sintetizados.

Tabela 1 - Estrutura primaria dos analogos do peptideo CRBR04 e
informacdes sobre hidrofobicidade, carga e peso molecular

. Peso
. Indice Carga
Peptideo Sequéncia molecular
Gravy (pH=7)
(g/mol)
CRBR04 WLIAGLAANFLPQILSKIARKS 0.67 3 2410,9
HCRBR04 WLIAGLAANFLPQILSKIARKSH 0.50 3,1 2548,0
CRBR04H HWLIAGLAANFLPQILSKIARKS 0.50 3,1 2548,0

Fonte: Autor

Para que a reacado aconteca de forma mais rapida, a ativacédo do
grupo carboxila do aminoacido a ser acoplado se faz necessaria. Dessa forma,
foram empregados os reagentes de acoplamento diisopropilcarbodiimida (DIC)
e N-hidroxibenzotriazol (HOBt), com excesso molar de trés vezes, solubilizados
em dimetilformamida (DMF) e diclorometano (DCM) (1:1), tais reagentes
promovem a formacao de um éster ativo que € atacado nucleofilicamente pela
amina livre permitindo a ligacao peptidica. A reacao ocorreu por duas horas, e
apos esse periodo eram realizadas lavagens utilizando DMF e DCM, de forma a
remover subprodutos e reagentes em excesso.

ApoOs cada reacao, foi realizado o ensaio de Kaiser para a confirmacao
do acoplamento do residuo de aminoacido. Tal ensaio baseia-se na utilizagdo da
ninidrina, composto que reage em altas temperaturas a grupamento amina livres
tornando-se azul, demonstrando a eficiéncia da reagcédo de acoplamento. (Kaiser,
1970). Caso o teste de Kaiser demonstre que a ligagdo peptidica ndo tenha
ocorrido de forma completa, uma nova tentativa de acoplamento € empregada
utilizando os mesmos reagentes de acoplamento. Porém, se o teste nao

apresentar a coloragao azulada, realiza-se a desprote¢cdo do grupamento a-
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amino com uma solucao de piperidina 20% (v/v) em DMF, permitindo-se assim
o inicio de um novo ciclo de acoplamento.

Apos a completa sintese da cadeia peptidica, realizou-se a clivagem,
uma reagao que possui como intuito separar o peptideo da resina e remover os
grupamentos derivados de terc-butila, os quais protegiam as cadeias laterais dos
residuos de aminodacidos utilizados. Nessa etapa, empregou-se um coquetel de
clivagem composto por 95% de acido trifluoracético (TFA), 2,5% de
triisopropilsilano (TIS) e 2,5% de agua deionizada, o qual reagiu com a resina
por duas horas, sob agitacdo branda e temperatura ambiente ndo controlada.

Os peptideos foram precipitados utilizando éter etilico gelado, levando
a formacao de um precipitado branco, o qual foi adicionado em tubos conicos e
centrifugados a 10.000 rpm, por 15 minutos, de forma a separar o precipitado
contendo o peptideo, da fase etérea. Esse processo foi repetido trés vezes com
o intuito de remover os contaminantes presentes nessa reagcdo. Em seguida,
extraiu-se os peptideos empregando uma solucao de acido acético 15% (v/v), a

qgual foi rotaevaporada e liofilizada.

3.2.2 Sintese dos fragmentos do peptideo antimicrobiano CRBR04

Para a sintese dos fragmentos do peptideo antimicrobiano CRBR04,
foi empregada a mesma metodologia descrita anteriormente, com algumas
modificacdes especificas. Inicialmente, a resina utilizada foi substituida por uma
resina Rink-amida sem o0 aminoacido inicial previamente acoplado, possibilitando
maior flexibilidade na construcao da cadeia peptidica. Além disso, o reagente de
extracdo foi modificado, sendo utilizada uma solugdo de acetonitrila (ACN) 15%
(v/v) em substituicdo ao acido acético a 15% (v/v), com o objetivo de otimizar a

recuperacao do peptideo sintetizado.

3.2.3 Purificagao e caracterizagdo dos peptideos obtidos

O material bruto obtido ap6s a liofilizacao foi submetido a purificacao
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), utilizando uma coluna Zorbax
Eclipse XDB C18 (9,4 x 250 mm, 5 pm) em modo semipreparativo. Para as
analises em modo analitico, foram empregadas as fases méveis A (0,045% de

TFA em agua) e B (0,036% de TFA em ACN), com aplicacdo de um gradiente
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linear de 5% a 95% da fase B ao longo de 30 minutos, em fluxo de 0,6 mL min™".
A deteccao foi realizada nos comprimentos de onda de 220 nm, para
monitoramento das ligagdes peptidicas, e 280 nm, visando a deteccao especifica
de residuos de triptofano.

Para a analise qualitativa das amostras, foi empregado um sistema de
cromatografia liquida Shimadzu LC-10A/C-47A, acoplado a um detector UV/Vis
do mesmo modelo. A separagdo cromatografica foi realizada em uma coluna
Waters Symmetry C18 (2,1 x 150 mm, 5 pm). As condi¢bes cromatograficas
consistiram na aplicacdo de um gradiente linear de 0,33% min~' do solvente B
ao longo de 90 minutos, com fluxo constante de 5 mL min~'. A deteccao foi
realizada nos comprimentos de onda de 220 e 280 nm.

A caracterizagao dos peptideos puros foi realizada por cromatografia
liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas com ionizagao
por eletrospray em modo positivo (ESI-MS™), utilizando-se um espectrometro de

massas Bruker Amazon equipado com analisador do tipo ion trap.

3.3 Ensaios in vitro

3.3.1 Cultivo microbioldgico

3.3.1.1 Cultivo de cepas de MTB

Para os ensaios com micobactérias, foi utilizada a cepa de referéncia
Mycobacterium tuberculosis H37Rv. Criotubos contendo a cepa foram
descongelados e seu conteudo foi semeado em tubos inclinados contendo meio
soélido seletivo Lowenstein-Jensen (LJ). Os tubos foram incubados em estufa a
37 °C por aproximadamente 21 dias, até o crescimento de col6nias visiveis.
Posteriormente, colbnias isoladas foram transferidas para meio liquido
Middlebrook 7H9 suplementado com 10% de OADC (acido oleico, albumina
bovina, dextrose, catalase), sendo incubadas em agitador orbital (shaker) a 37 °C
por 7 dias.
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3.3.1.2 Cultivo de bactérias de nivel NB2

Foram utilizadas cepas bacterianas de Escherichia coli (ATCC 25922)
(Gram-negativa) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923) (Gram-positiva). Os
criotubos contendo as cepas foram descongelados, e 30 pL de cada cultura
foram inoculados, em tudo distintos, em meio liquido Luria-Bertani (LB), seguido

de incubacao em shaker a 37 °C por 24 horas.

3.3.1.3 Cultivo de cepas de Candida albicans

Para os ensaios utilizou-se as cepas de C. albicans ATCC 90028,
ATCC 18804 e ATCC 10231. Os microorganismos que se encontravam
liofilizados foram reativados em caldo Sabouraud Dextrose (SDB) (Kasvi®),
sendo incubados em shaker por 24 horas. Apos o crescimento, aliquotas do
cultivo foram plagueadas em meio solido agar Sabouraud Dextrose (SDA,
Kasvi®) e incubadas a 37 °C por 48 horas. As placas obtidas foram armazenadas

sob refrigeracao (4 °C) até sua utilizacdo nos ensaios.

3.3.2 Determinacao da concentragdo inibitoria minima (CIM90)

3.3.2.1 Cepas de MTB

O ensaio de atividade antimicrobiana foi conduzido conforme a
metodologia de microdiluicdo em placas de 96 pocos, utilizando a resazurina
como indicador de viabilidade celular (REMA — Resazurin Microtiter Assay),
conforme descrito por Palomino et al. (2002).42

Inicialmente, foram adicionados 100 puL de meio de cultura Middlebrook
7H9, suplementado com 10% de OADC, nos pogos das colunas 1 a 11 da placa.
Em seguida, 100 pL de uma solugédo dos peptideos de interesse, previamente
solubilizados em DMSO, foram adicionados nos pogos da coluna 2 (um
composto por linha). Apés homogeneizacdo, procedeu-se a diluicdo seriada
bidirecional ao longo das colunas, transferindo-se 100 pL da solucao da coluna
2 para a coluna 3, e assim sucessivamente até a coluna 10, com
homogeneizagdo entre cada transferéncia. Os 100 pL finais da diluigao
(provenientes da coluna 10) foram transferidos para os pogos correspondentes

da coluna 1, configurando o controle de esterilidade do composto.
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As suspensdes microbianas utilizadas nos ensaios foram preparadas a
partir de culturas ativas, diluidas em meio de cultura apropriado até atingirem
densidades celulares especificas. Para as cepas de Mycobacterium tuberculosis
H37Ryv, foi utilizada uma suspensao correspondente 1,0 na escala de McFarland
(3 x 108). Posteriormente, todas as suspensdes foram diluidas na proporgdo de
1:100 em meio de cultura e, entdo, 100 pL de cada suspensao diluida foram
adicionados aos pogos das colunas 2 a 11 da placa de 96 pocgos previamente
preparada com 0s compostos.

Os devidos controles experimentais foram incluidos no ensaio. Em uma
das linhas da placa foi realizado o controle do solvente, com a adicdo da mesma
concentragdo de DMSO utilizada na solubilizacdo dos compostos, a fim de
avaliar seu possivel efeito intrinseco sobre os micro-organismos testados. Os
pogos da coluna 11 foram adicionados apenas a suspensao microbiana e o meio
de cultura, constituindo o controle positivo de crescimento. E, por fim, os pogos
da coluna 12 receberam 200 puL do meio de cultura estéril, configurando o
controle negativo do crescimento microbiano.

As placas de 96 pocos foram incubadas sob condicbes apropriadas de
temperatura (37 °C) por um periodo de 7 dias. Apos o periodo de incubacao,
foram adicionados 30 pL de uma solucao de resazurina a 0,01% (m/v) a cada
poco, seguida de uma nova incubagao de 24 horas.

A leitura foi realizada em leitor de microplacas Cytation 3 (BioTek®),
utilizando comprimento de onda de excitacdo em 530 nm e de emissdo em 590
nm. A concentragdo inibitoria minima (CIM) foi definida como a menor
concentracao do composto capaz de inibir 290% do crescimento microbiano em
comparagao ao controle positivo, conforme determinado pela intensidade do

sinal de fluorescéncia.

3.3.2.2 Cepas bacterianas de nivel NB2

O ensaio com cepas bacterianas de nivel 2 (NB2), foi conduzido de
forma similar ao descrito para o MTB, com adaptag¢des. Para o preparo do
inéculo, utilizou-se uma suspensao bacteriana com turbidez equivalente a 0,5 na

escala de McFarland (1,5 x 108), considerando a elevada taxa de multiplicacao
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dessas bactérias, a fim de evitar supercrescimento durante o periodo
experimental.

A revelacado da atividade antimicrobiana foi realizada por meio da
adicdo de 30 pL de solucado de resazurina a 0,01% (m/v) apos 24 horas de
incubacao. A leitura foi realizada 6 horas apos a adigdo do corante, utilizando
leitor de microplacas (Cytation 3, BioTek®) nos comprimentos de onda de

excitagcao de 530 nm e emissao de 590 nm.

3.3.2.3 Cepas fungicas
Para a determinacdo do CIM90 frente a Candida albicans utilizou-

se de um ensaio de microdiluicdo em placas de 96 pocos semelhante ao descrito
anteriormente, com adaptagdes especificas para o microrganismo fungico. O
inéculo foi preparado a partir de culturas estoque mantidas sob refrigeracdo em
meio SDA. As colbnias foram reativadas em meio SDB por 24 horas a 37 °C sob
agitacdo em shaker.

Apos o periodo de crescimento, uma aliquota da cultura foi diluida em
SDB até atingir uma densidade éptica entre 0,100 e 0,150 A a 530 nm, o que
corresponde a uma concentracao fungica estimada de aproximadamente 1 x 108
UFC-mL™". Esta suspensao foi posteriormente diluida para obten¢do do in6culo
final utilizado nos ensaios, com concentragao ajustada para 1 x 10* UFC-mL™.

A avaliacao da viabilidade celular e da inibicdo do crescimento foi
realizada por meio da leitura da densidade optica de cada pogo a 530 nm,

utilizando um espectrofotdmetro de microplacas (Epoch, BioTek®).

3.3.3 Ensaios em biofilme de Candida albicans

A capacidade de inibicdo da formacao de biofilmes de Candida albicans
(ATCC 10231) pelos peptideos foi avaliada por meio de ensaios em placas de
96 pocos. No qual diferentes periodos de incubacao foram empregados a fim de
observar distintos estagios de desenvolvimento do biofilme.
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3.3.3.1 Biofilme pré-formado

Um in6culo fungico foi preparado com densidade 6ptica de 0,380 a 320
nm, correspondente a 1,0 x 107 UFC-mL™, e posteriormente diluido para 1,0 x
10° UFC-mL™". Em seguida, 100 pL desse inéculo foram adicionados a cada
poco da placa de 96 pocos, juntamente com 100 L das solugdes de tratamento.
Dessa forma, foi possivel avaliar a capacidade dos compostos em inibir a
formacao do biofilme durante a co-incubagdo com as células fungicas. As placas
foram incubadas a 37 °C por 48 h, e a densidade dos biofilmes foi determinada

por leitura em espectrofotdbmetro a 520 nm.
3.3.3.2 Biofilme pré-maduro

Para este ensaio, o indculo a 1,0 x 10® UFC-mL™" foi adicionado as placas
e incubado por 24 h a 37 °C, permitindo a adesao celular e a formacao inicial do
biofilme. Apos esse periodo, o meio de cultura foi cuidadosamente removido e
os pocos foram lavados com solu¢do tampao fosfato salino (PBS, pH 7,4) para
eliminar células plancténicas. Em seguida, adicionou-se um novo meio de cultura
contendo os tratamentos. As placas foram novamente incubadas a 37 °C por 48
h, e a densidade do biofilme foi quantificada por leitura em espectrofotbmetro a
520 nm.

3.3.4 Ensaios celulares

3.3.4.1 Cultivo celular

Os testes envolvendo células utilizaram da linhagem celular de
adenocarcinoma de colon humano Caco-2, as quais foram mantidas em garrafas
de cultivo celular seguindo as condicbes especificas conforme suas
necessidades metabolicas

Essa linhagem foi mantida em meio DMEM alta glicose com 20% de
soro fetal bovino e 1% de antibiéticos e antimicéticos. Seus meios de cultivo
foram trocados a cada trés dias, com a auséncia de uma lavagem prévia garrafa

com tampao fosfato.
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As garrafas foram mantidas em estufa a 37°C, em atmosfera
umidificada com saturacdo de CO> de 5%, até atingirem uma confluéncia celular

de 70% para serem utilizadas nos experimentos.

3.3.4.2 indice de citotoxicidade

Para esse ensaio, as culturas mantidas em garrafas de cultivo tiveram
seu meio de cultura removido e foram lavadas com PBS, visando a remocao de
resquicios de SFB que poderiam inibir a acdo da enzima tripsina. As células
foram desprendidas da garrafa por tripsinizagdo, com excec¢ao dos macrofagos
RAW 264.7, os quais foram removidos por agdo mecéanica usando um cell
scraper.

Para as células tratadas com tripsina, adicionou-se um volume trés
vezes maior ao adicionado de tripsina de meio de cultura contendo SFB, de
forma a inativar essa enzima. As suspensdes celulares foram centrifugadas
3.000 RPM por 5 minutos, o sobrenadante foi descartado e o pellet celular foi
ressuspenso em 2 ml de meio de cultura fresco correspondente a linhagem
celular utilizada.

Em seguida, as células eram quantificadas realizando a contagem em
camara de Neubauer, com essa determinacao calculava-se a diluicdo adequada
para a obtencdo de 1x103 células por poco. Apdés o plagueamento as placas
eram incubadas em estufa a 37 °C com saturacao de CO2 de 5%, por 24 horas
para permitir a aderéncia celular.

ApoOs o periodo de incubagao, confirmava-se a aderéncia celular
utilizando um microscopio invertido. Com essa confirmagdo, o meio de cultura
era cuidadosamente retirado da placa e substituido por um novo meio contendo
diferentes concentragcdes dos compostos de interesse. Nesse experimental
foram utilizados os controles de viabilidade celular (controle positivo de
crescimento), de esterilidade do meio de cultura (controle negativo de
crescimento) e de esterilidade do composto.

Por fim, a placa teste era incubada por 24 horas em estufa, e, ao final
desse periodo, adicionou-se 30 pl de resazurina a 0,01 (m/v) em cada pogo. A
leitura da viabilidade celular foi realizada apds 6 horas, utilizando leitor de
microplacas (Cytation 3, BioTek®) utilizando comprimento de onda de excitagao

em 530 nm e de emissdao em 590 nm.
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3.3.4.3 Ensaio hemolitico

O ensaio de hemdlise foi realizado conforme descrito por Oddo e
Hansen, com modificagdes. Amostras de sangue do tipo O+ foram coletadas em
tubos heparinizados e lavadas trés vezes com tampao PBS (pH 7,4), até que o
sobrenadante se apresentasse Ilimpido e as hemacias estivessem
adequadamente precipitadas.

Uma suspensao de eritrécitos em concentragdo conhecida foi diluida
em uma escala de 1:100 em tampao PBS. Como controle positivo de hemdlise
foi utilizada uma solucdo de Triton X-100 a 1% em tampao PBS (100% de
hemdlise), enquanto o PBS foi utilizado como controle negativo (0% de
hemolise).*3

Os compostos em estudo foram submetidos a diluicbes seriadas em
PBS. Em seguida, 100 pL de cada diluicdo, bem como das solug¢des controle,
foram adicionados a pocos de uma placa de 96 pocos, juntamente com 100 pL
da suspensao padronizada de eritrécitos. A placa foi incubada por 1 ha 37 °C, e
a absorbancia das amostras foi determinada em leitor de microplacas a 540 nm.

A porcentagem de hemodlise foi calculada segundo a formula:

(Abs da amostra — Abs Controle negativo)
% de Hemolise =

(Abs Controle positivo — Abs Controle negativo) x

Foram considerados hemoliticos os peptideos que apresentaram

valores superiores a 50% de lise celular.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sintese, purificacdo e desenvolvimento dos peptideos

O trabalho teve como ponto inicial a sintese de analogos do
peptideo antimicrobiano CRBR04 conjugados com grupamentos imidazol, na
procura por uma melhora na atividade antimicrobiana da molécula, baseada em
caracteristicas desse substituinte descritas na literatura como um agente
antimicrobiano?°. Para viabilizar essa combinacéo utilizou-se da histidina, um
aminoacido que contém em sua cadeia lateral um grupamento imidazol. Dessa
forma, sintetizou-se dois analogos do peptideo: um contendo uma molécula de
histidina acoplada na por¢cao C-terminal (CRBRO04-his) e outro na porcao N-
terminal da molécula (his-CRBR04) com o objetivo de analisar a influéncia da
posicao desse residuo de aminoacido na atividade do antimicrobiana.

Os peptideos foram sintetizados de forma manual em resina Wang,
de forma que os aminoacidos foram adicionados de forma sequencial,
respeitando a ordem das cadeias peptidicas de interesse. Devido a presenca de
um residuo de triptofano na molécula foi possivel analisar os peptideos através
de técnicas de UV-vis e fluorescéncia. Os peptideos foram clivados e purificados
através de HPLC em coluna C18 em fase reversa com objetivo de obter-se o
maior grau de pureza possivel. O perfil cromatografico obtido pode ser
observado nas figuras 1, 2 e 3. Por fim, os materiais purificados foram
caracterizados por espectroscopia de massas, visando confirmar identidade
molecular desses compostos através da razdo massa carga (m/z), como €&
possivel observar na tabela 3. Entretanto, devido ao alto teor de impurezas do
material bruto do peptideo HCRBRO04, nao foi possivel obter esse peptideo, uma
vez que a realizagcdo de purificagdo dessa molécula garantiria um baixo

rendimento em massa, inviabilizando sua utilizagao experimental.



34

Figura 1 - Cromatograma peptideo CRBR04 bruto e puro
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Figura 2 - Cromatograma peptideo his-CRBR04 bruto e puro
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Figura 3 Cromatograma peptideo CRBRO04-his bruto
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Posteriormente, na buscar por peptideos antimicrobianos com
atividade aprimorada e cadeias peptidicas mais curtas, empregou-se uma
técnica de machine learning. Essa analise foi conduzida a partir dos dados
obtidos dos peptideos CRBR04 e his-CRBRO04.

O software preditivo realizou o truncamento da sequéncia do peptideo
his-CRBRO04, gerando fragmentos do peptideo original. Através de uma analise
computacional, atribuiu-se uma pontuacgao para cada fragmento que relacionava
a probabilidade de atividade antimicrobiana frente ao MTB, na qual quanto maior
a pontuacao atribuida, maiores seriam as probabilidades de o fragmento
apresentar atividade antimicrobiana. Foram considerados peptideos anti-MTB
aqueles que apresentaram uma pontuacao >0,2.

Através dessa analise computacional, foi possivel observar que os
peptideos que continham uma histidina na sua extremidade N-terminal,
apresentavam uma maior probabilidade de atividade frente ao bacilo, quando

comparados aos seus analogos sem esse residuo. Além disso, verificou-se que
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os peptideos que continham um alto numero de aminoacidos relacionados a
extremidade C-terminal da molécula original estavam correlacionados a uma
baixa pontuacdo. Sugerindo que esses residuos por acdo alostérica ou
conformacional atrapalhavam interacdo do peptideo com seu alvo, reduzindo
sua atividade. Com base nas predi¢des obtidas, selecionou-se os peptideos com
maiores pontuagdes para serem sintetizados e posteriormente avaliados em
ensaios in vitro. As sequéncias selecionadas, juntamente com suas pontuagoes

encontram-se na tabela 2.

Tabela 2 - Escores dos truncamentos do peptideo CRBR04

Pontuacao Pontuacao .
Peptideo Estrutura o o Diferenca
sem histidina com histidina
CRBR04 WLIAGLAANFLPQILSKIARKS 0,6905 0,6986 0,0080
VC7 HWLIAGLA 1,1554 1,4066 0,2511
VC8 HWLIAGLAA 0,9350 1,1516 0,2165
VC9 HWLIAGLAAN 1,0832 1,1881 0,1048
VC10 HWLIAGLAANF 1,0523 1,1534 0,1010

Fonte: Autor

Os novos peptideos selecionados foram sintetizados em resina Rink-
amida, uma vez que resultados prévios observados por outros autores relatam
maiores atividades anti-TB advindos de compostos sintetizados nesses
suportes. A purificacdo ocorreu forma similar ao apresentado anteriormente,
porém os fragmentos do peptideo CRBR04 apresentavam uma alta
insolubilidade em solventes aquosos, como pode ser visto na tabela 3, o que
dificultou a purificagdo por modo gradiente em fase reversa utilizando uma
coluna C18. Dessa forma, foi necessario implementar uma etapa de pré-
purificacdo utilizando o HPLC em modo isocratico, com objetivo de reduzir a
complexidade da amostra antes da purificagdo em modo gradiente. Sendo
assim, a purificacdo desses compostos se mostrou comprometida, apresentando
menores graus purezas em relacdo aos analogos previamente obtidos, como é
possivel observar nos cromatogramas das figuras 4, 5, 6, 7. Os espectros de
massa dos compostos podem ser observados nas figuras 8, 9, 10, 11, 12,13 e



37

suas respectivas analises encontram-se compiladas na tabela 4, confirmando a
identidade molecular dos compostos mesmo diante das dificuldades de

purificacao.

Tabela 3 - Estrutura primaria dos fragmentos do peptideo CRBR04 e
informacdes sobre hidrofobicidade, carga e peso molecular

Peptideo Sequéncia Indice Gravy Carga (pH=7) Peso molecular (g/mol)
VC7 HWLIAGLA 1,4 0,1 921,1
VC8 HWLIAGLAA 1,44 0,1 992,1
VC9 HWLIAGLAAN 0,95 0,1 1106,2
VC10 HWLIAGLAANF 1,18 0,1 12354
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Figura 4 - Cromatograma peptideo VC7 bruto e puro
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Figura 5 - Cromatograma peptideo VC8 bruto e puro
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Figura 6 - Cromatograma peptideo VC9 bruto e puro
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Figura 7 - Cromatograma peptideo VC10 bruto e puro
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Figura 8 - Espectro de massas peptideo CRBR04 bruto e puro
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Figura 9 - Espectroscopia de massas peptideo his-CRBR04 bruto e puro
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Figura 10 - Espectroscopia de massas peptideo VC7 bruto e puro
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Figura 11 - Espectroscopia de massas peptideo VC8 bruto e puro
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Figura 12 Espectroscopia de massas peptideo VC9 bruto e puro
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Figura 13 - Espectroscopia de massas peptideo VC10 bruto e puro
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Tabela 4 - Relagdo massa/carga tedrica e experimental obtidas apos a
sintese dos peptideos

Massa
Carga Razao m/z Razao m/z
Peptideo . molecular
(2) teorica experimental _
tedrica (g/mol)
+2 1205,45 1206,7
CRBRO04 +3 803,63 804,45 2410,9
+4 602,72 603,61
+2 1274,02 1274,91
His-CRBR04 +3 849,34 850,22 2548,04
+4 637,01 637,92
+1 921,1 921,63
VC7 +2 765,51 1531,02 9211
+2 452,85 905,7
+1 992,17 992,67 992,17
VC8
+2 496,08 496,85
+1 1106,28 1106,71 1106,28
VC9
+2 553,14 553,84
+1 1253,45 1253,80 1253,45
VC10
+2 626,72 627,36

Fonte: Autor

4.2 Ensaios biologicos

4.2.1 Concentragao inibitoria minima

No primeiro momento, os peptideos foram submetidos ao ensaio de
contracgéo inibitéria minima frente a cepa padrdo do MTB H3z7Rv (ATCC 27294),
sendo considerado o CIMgo do composto como a menor concentragao capaz de
inibir pelo menos 90% do crescimento bacteriano. Os ensaios foram realizados
em triplicatas independentes. Os resultados desse ensaio podem ser
observados na tabela 5.



44

Tabela 5 - Resultados ensaio de concentragao inibitoria minima H37Rv

Composto CIMgo (ng/ml)
CRBR04 >100
His-CRBR04 >100
VCO07 90+7,2
VCO08 >100
VCO09 >100
VC10 >100

Fonte: autor

Apesar da literatura afirmar a acdo do peptideo CRBR04 frente a
cepas sensiveis aos medicamentos da terapia de MTB, os ensaios realizados no
nosso laboratério ndo demonstraram essa atividade frente a esses
microrganismos. Tal perda de atividade do peptideo pode estar correlacionada
com o tipo de resina utilizada durante a sintese que causam algumas alteragoes
estruturais na molécula devido a alteragdes na carga liquida da molécula. Na
sintese original do peptideo CRBRO04 foi utilizada uma resina no tipo Rink-amida,
a qual deixa nas extremidades dessa molécula os grupamentos acetil (CH3) e
amida (CONH3z), enquanto a resina wang amina (NH2) e carboxila (COOH).
Essas modificagdes na estrutura do peptideo podem ter reduzido sua interacao
do peptideo com a membrana bacteriana, impedindo sua atividade
antimicrobiana.

Da série de fragmentos do peptideo CRBR04 desenhados a partir da
indicacao dos ensaios in silico, apenas o peptideo VC07 demonstrou atividade
anti-MTB. Como a diferenca entre os peptideos VC se trata de somente a adi¢do
de um aminoacido da sequéncia do peptideo original, podemos afirmar que a
adicdo de aminoacidos na porcado C-terminal da molécula inibiu a atividade
antimicrobiana do peptideo. Apesar de ser possivel observar esse fato, ainda

sao0 necessarios ensaios que aprofundem o entendimento do mecanismo de
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acao dessas moléculas para que seja possivel a elaboragdo de teorias que
justifiquem essa perda de atividade.

Pacientes infectados por Mycobacterium tuberculosis podem
apresentar coinfecgdes com outros microrganismos patogénicos, incluindo
bactérias e fungos oportunistas. Esse fenbmeno esta frequentemente associado
a imunossupressao causada pela tuberculose, bem como a alteracbes na
estrutura pulmonar, como bronquiectasias, cicatrizes fibrosas e fibrose
pulmonar, as quais comprometem a funcionalidade desse 6rgédo. A presenca de
coinfecgbes bacterianas em individuos com tuberculose esta correlacionada a
um aumento na ocorréncia de complicagdes clinicas, podendo agravar o
prognéstico desses pacientes.*4

De forma a avaliar a atividade desses peptideos frente a diferentes
grupos bacterianos, foram selecionadas representantes de bactérias de
interesse clinico: E. coli e S. aureus, representado bactérias gram negativas e
gram positivas, respectivamente. No entanto, o ensaio demonstrou a auséncia
de atividade desses peptideos frente aos representantes desse grupo, como €&

possivel observar na tabela 6.

Tabela 6 - Resultados ensaio concentragao inibitéria minima E.coli e S. aureus

Composto E.coli S. aureus
CRBR04 >25 >25
His-CRBR04 >25 >25
VCO07 >25 >25
VCO08 >25 >25
VCO09 >25 >25
VC10 >25 >25

Fonte: Autor

Infecgdes fungicas também representam riscos quando coinfectam
pacientes com tuberculose. Espécies do género Candida sao fungos que estéao
presentes na microbiota, possuindo em 90% dos casos uma relagdo comensal
com o organismo humano. No entanto desbalangos imunolégicos podem levar a

doencas. Dessa forma, compostos que consigam eliminar esses patogenos
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demonstram-se necessarios para a terapia.*> O peptideo CRBR04 e VC7
demonstraram atividade frente a espécies de Candida albicans como é possivel

observar na tabela 7.

Tabela 7 - Resultados ensaio concentragao inibitério minima Candida
albicans

CIMoo (ng/ml)

Composto
CRBR04 143,58 + 6,54 153,38 + 2,01 152,184 + 2,72
VC7 37,80 £ 0,19 102,05 + 35,82 138,69 + 17,07
VC8 >160 >160 >160
VC9 >160 >160 >160
VC10 >160 >160 >160

Fonte: autor

Os peptideos foram testados frente a trés diferentes cepas de
Candida albicans, a ATCC 90028, 18804 e 10231 representado uma cepa
padrao, uma cepa sensivel com maior perfil de viruléncia e uma cepa resistente
a alguns farmacos utilizados na terapia (anidulafungila e azoéis),
respectivamente. A partir desses resultados € possivel observar que novamente
0s unicos farmacos que apresentaram atividade foram o CRBR04 e o VC7,
porém com diferengas significativas nas suas atividades.

Outros peptideos previamente estudados apresentaram desempenho
similar em comparagdo as moléculas avaliadas neste trabalho, como € o caso
da Histatina-5, um peptideo enddgeno presente na saliva humana com
reconhecida atividade antifungica. Quando submetido aos mesmos testes frente
as cepas de Candida albicans utilizadas neste estudo, a Histatina-5 apresentou
valores de CIMgo na ordem de 128 ug/ml para as cepas ATCC 90028 e 18804, e
de 256 pg/ml para a cepa resistente.46

O peptideo CRBR04 manteve uma atividade constante frente as
cepas fungicas testadas. Essa manutencdo da atividade sugere que o
mecanismo de acao desse peptideo nao sofre a influéncia dos mecanismos de
resisténcia e viruléncia das cepas ATCC 18804 e 10231, podendo estar
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correlacionado com a indug&o de danos a membrana. Enquanto o peptideo VC7,
demonstrou variacbes na sua atividade, apresentado maiores ClIMgo quando
desafiado frente a cepas mais virulentas e resistentes, indicando um mecanismo
de acéo diferente do peptideo CRBR04. Essa variacdo na atividade pode estar
relacionada a possivel internalizacdo do peptideo, a qual o torna suscetivel a
mecanismos de resisténcia fungica, como as bombas de efluxo, que podem
expulsa-lo do interior celular, resultando na reducéo de sua atividade.

A perda completa da atividade dos fragmentos do peptideo ocorreu a
partir da adicdo da alanina na extremidade C-terminal do peptideo VC7. Tal
perda de atividade pode ser causada devido a cadeia lateral hidrofébica do
residuo de alanina as quais podem ter interferido na internalizagdo do peptideo

ou prejudicado a interagdo com o alvo dessa molécula.

4.2.2 Biofilme

Os ensaios destinados a avaliagao da inibicdo de biofilmes podem ser
conduzidos em trés etapas distintas: pré-formado, pré-maduro e maduro,
permitindo observar a evolucdo do biofilme e a forma como os compostos
interagem com diferentes estagios de desenvolvimento. No ensaio de preé-
formacdo, as células planctdnicas passam inicialmente por um periodo de
adesao ao fundo da placa, seguido pela formacao de colbnias e pela transicéo
das formas leveduriformes de Candida albicans para sua forma filamentosa,
estabelecendo uma monocamada no fundo do pocgo.4’ Dessa forma, o modelo
permite avaliar a capacidade do composto em impedir a formagéao inicial do

biofilme.

Conforme observado na tabela 8, apenas o peptideo CRBRO04 foi capaz
de impedir a formacdo dessa estrutura, enquanto o peptideo VC7 néo
demonstrou a mesma eficacia. A perda de atividade do VC7 pode ser explicada
pelo aumento da densidade celular adicionada por poc¢o, bem como pela maior
disponibilidade de carboidratos no meio de cultura, que possivelmente promoveu

alteragbes metabdlicas nos fungos, comprometendo a atividade do composto.®
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O ensaio de biofilme pré-maduro envolve uma pré-incubacgao da placa por
24 horas, permitindo que o biofilme se estabele¢ca parcialmente, sem adesao
completa ao fundo do pocgo. Nessa etapa, o biofilme passa a apresentar uma
estrutura tridimensional composta por uma mistura de células leveduriformes,
hifas e pseudohifas. Além disso, inicia-se a formacdo de uma matriz
polissacaridica, frequentemente associada ao perfil de resisténcia dos biofilmes
aos farmacos utilizados na terapia. Conforme observado na Tabela 8, ambos os
peptideos testados demonstraram incapacidade de eliminar o biofilme pré-
maduro. Esse resultado pode ser explicado pela presenca da matriz extracelular,
que possivelmente dificultou a interagdo dos peptideos com a membrana
plasmatica das células, impedindo, assim, a manifestacdo de sua atividade

antimicrobiana.47-49

A Ultima etapa desta sequéncia consistiria na avaliagcdo da atividade dos
compostos frente a um biofilme maduro, previamente incubado por 48 horas,
estdgio no qual a matriz extracelular se encontra em maior quantidade. No
entanto, como foi observada falha no tratamento durante o estagio de pré-

maduro, este ensaio ndo foi realizado.4’

Tabela 8 - Resultados perfil de inibicado da formacao de biofilmes de
Candida albicans

Inibicao Biofilme (ug/ml)

Peptideo
Pré formacéao Pré-maduro
CRBR04 310,7+141 > 320
VC7 > 320 > 320
DMSO > 320 > 320

Fonte: Autor

4.2.3 Ensaios celulares

Com o objetivo de avaliar a seguranca dos peptideos desenvolvidos,
foram realizados ensaios de citotoxicidade frente a linhagens celulares. Para tal,
determinou-se o valor da concentracao inibitoria média (ICs,), definido como a

menor concentragdo do composto capaz de reduzir a viabilidade celular em 50%.
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Os valores obtidos de IC;, estao representados na Tabela 9, e permitem inferir
a janela terapéutica dos peptideos testados frente aos modelos celulares
selecionados.

Tabela 9 - Resultado ensaio de citotoxicidade frente a Caco-2

ICs0 (ng/ml)
Peptideo
Caco-2

CRBRO04 52,22 £ 10,43

VC7 180,10 £ 23,40

VC8 >250

VC9 >250

VC10 >250

Fonte: Autor

Os resultados obtidos frente a linhagem Caco-2 indicam que o
peptideo CRBR04 demonstrou elevada citotoxicidade frente as células Caco-2,
com valores reduzidos de ICs,, evidenciando que concentragdes muito baixas ja
sdo suficientes para comprometer a viabilidade celular. Enquanto o peptideo
VC7, apresenta uma menor citotoxicidade frente a esses tipos celulares, porém
os resultados obtidos dessa molécula também n&o demonstram uma margem de
segurancga adequada. Tal comportamento indica um perfil de seguranca limitado

para aplicagdes que envolvam esse tipo celular para ambos os compostos.

4.2.4 Hemolitico

O ensaio de hemdlise foi conduzido em colaboracdo com o
Laboratério de Pesquisa e Desenvolvimento de peptideos, seguindo o protocolo
CEEA n?61293316.4.0000.5426.

A atividade hemolitica €& definida pela maior concentragcdo do
composto capaz de lisar pelo menos 50% das hemacias presentes na amostra.
Dessa forma, é possivel afirmar que nas concentragdes testadas nenhum dos
peptideos que apresentaram atividades antimicrobianas demonstraram-se

hemoliticos, como é possivel observar na figura 14.
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Figura 14 - Ensaio hemolitico
100

90

70
60
50 m CRBRO4

mvC]
40

Hemolise (%)

mDMSO
30

20

10
. = - i - .
320 160 80
Concentragdo de peptideo (pg/ml)

Fonte: Autor

Estudos relatam uma relacéo entre a estrutura primaria de proteinas
e a atividade hemolitica, indicando que moléculas ricas em residuos de cisteina,
fenilalanina, glicina e serina apresentam maior potencial de lise celular. Em
contrapartida, moléculas que possuem residuos de triptofano, lisina, metionina e
asparagina demonstram menor propensdo a induzir hemodlise, sendo
consideradas como peptideos de baixo potencial hemolitico.°

Embora o peptideo CRBR04 apresente uma maior proporgéo de
aminoacidos associados a atividade hemolitica, na concentragdo de 320 pg/mi
ele demonstrou um menor potencial de lise (16,18 + 3,78%) quando comparado
ao peptideo VC7 (22,95 + 3,2%).Esse comportamento pode ser atribuido a maior
hidrofobicidade do peptideo VC7, a qual favorece interacdes apolares com as
membranas das hemacias, que possuem elevada concentragcdo de
fosfatidilcolina, caracteristica que as torna mais neutras em comparagao as
membranas bacterianas ou fungicas. Dessa forma, a afinidade aumentada

destes compostos justifica o maior rompimento dessas células.>0-53
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5 CONCLUSAO

Dos peptideos planejados, foram obtidos o peptideo padrdo (CRBR04),
um dos seus analogos (HCRBRO04) e quatro fragmentos do peptideo padrao, os
quais foram escolhidos a partir de técnicas de machine learning (VC07, VCO8,
VCO09, VC10). Porém, a purificacdo desses peptideos foi comprometida devido
a grande apolaridade dessas amostras. Apesar dos picos mais proeminentes
nos ensaios de espectrometria de massas pertencerem aos peptideos
desejados, foram encontrados sinais em menores que indicavam a presencga de
contaminantes em baixas concentragdes.

O peptideo CRBRO04, apresentou uma perda total de sua atividade quando
sintetizado em resina Wang sugerindo que as cargas das suas extremidades C-
terminal e N-Terminal comprometeram a sua atividade antimicrobiana. Esses
resultados indicam que as extremidades constituidas por uma amida (N-terminal)
e um grupamento acetila (C-terminal) possuem um papel importante na estrutura
desses peptideos para sua atividade frente ao MTB. Curiosamente, apesar
dessa auséncia de atividade anti-MTB, esse peptideo demonstrou atividade
frente a Candida albicans.

A maioria dos fragmentos do peptideo CRBR04 que foram desenhados
com base em predicdbes computacionais para apresentar atividade anti-MTB
mostraram-se inativas frente a bactérias, fungos e células humanas. Exceto o
peptideo VC7, o qual apresentou uma baixa atividade frente ao MTB e uma
atividade intermediaria frente a Candida albicans, tanto da cepa padrao, quanto
para isolados clinicos e cepas resistentes ao tratamento convencional. A
modificagao da estrutura do peptideo VC7 através da adi¢do de uma alanina na
porcao C-terminal da molécula resultou na perda total de atividade, indicando
gue esse aminoacido interferiu negativamente na interacao do peptideo com seu
alvo molecular ou impediu sua internalizacao nas células alvo, sejam bactérias
ou fungos.

A comparacao entre os peptideos CRBR04 e VC7 revelou diferengas
marcantes em suas atividades antifungicas, bem como no comportamento frente
a diferentes cepas de Candida albicans, incluindo isolados clinicos com distintos

perfis de resisténcia e biofilmes formados por cepas resistentes. Esses dados
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sugerem que os dois peptideos podem atuar por mecanismos de agao distintos,
0s quais ainda nao estao elucidados e requerem estudos adicionais para melhor
compreensao.

A avaliacao do perfil de toxicidade frente a células Caco-2 demonstrou
a baixa toxicidade seletiva de ambos os compostos em relagdo as cepas
fungicas, indicando uma possivel limitacao para seu emprego terapéutico em
razao aos danos celulares observados. Por outro lado, quando avaliados quanto
ao potencial hemolitico, ambos os peptideos apresentaram baixa capacidade de
lise de eritrécitos humanos, em concentracdes de até 320 ug/mL, sugerindo uma
atividade hemolitica reduzida. Dessa forma, destaca-se a necessidade de
ensaios complementares envolvendo outras linhagens celulares, a fim de
ampliar a compreensdo dos mecanismos de acado e da toxicidade desses

compostos.
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