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Resumo

As leishmanioses correspondem a um grupo de doengas causada por protozoarios
do género Leishmania. O controle das leishmanioses depende de intervencéo
quimioterapica, com destaque para a anfotericina B, objeto de estudo deste
trabalho. A anfotericina B € toxica e causa severos efeitos colaterais nos pacientes.
Dentro deste cendrio, parte de nossos objetivos visa a modificacdo da anfotericina B
via acoplamento de peptideos antimicrobianos, em um processo chamado
bioconjugacdo terapéutica. Neste estudo, peptideos leishmanicidas das classes
temporinas e histatinas foram exploradas para desenvolvimento de novos
bioconjugados. Para isso os peptideos TSHa (ICspama=5umol L -* e 1S>200), TSHd
(ICspama=7,2umol L - e IS=14) e Hist 5 (ICspama=8 pmol L -! e 1S>125) foram
funcionalizados a anfotericina B (ICspama=0,63 e IS= 38), gerando os derivados Anf
B*-TSHa (ICs,ama=1,6 pmol L -t e 1S>645), Anf B (RC)-TSHa ( ICspama=0,31 umol L
-1 e 1S>3225), Anf B *-TSHd ( ICspama=0,95 pumol L -! e 1S>1052), Anf B-Hist 5
(ICspama=0,4 umol L -* e 1S>2500) foram sintetizados com alto grau de pureza. Dentre
0s principais achados, destaca-se a alta seletividade (I1S) dos bioconjugados, os quais
sdo pelo menos 600 vezes mais seletivos para o parasita quando comparados a célula
do hospedeiro, 0 que pode ser atribuido a uma possivel acdo dos peptideos
temporinas TSHa e TSHd na membrana do parasita, quer seja pela formacgédo de
poros ou por interacdes do tipo detergente (carpet like), o que pode estar facilitando
a permeacao da anfotericina B nos macréfagos, promovendo sua atividade anti-
amastigota. Diferentemente para o bioconjugado Anf B-Hist 5, verificou-se que houve
menor permeabilizacdo desses na membrana do parasita, isto foi observado atraves
dos ensaios de citometria de fluxo e de microscopia de fluorescéncia. Os dados de
microscopia de fluorescéncia confocal indicaram uma melhor compartimentalizacao
do peptideo Anf B-Hist 5 na mitocéndria, sugerindo um mecanismo de acao dual
inerente de cada molécula associado a atividade biolégica aqui caracterizada: a agao
da anfotericina B na membrana do parasita facilitando a entrada do peptideo Anf B-
Hist 5 e assim atividade do mesmo sobre a mitocondria. Adicionalmente, a fim de
sintetizar novos peptideos leishmanicidas, foi planejado e sintetizado um dimero
composto pelos peptideos TSHa, denominado (TSHa),K (ICs, ama=0,58 pumol L -t e
IS>1724), cuja poténcia e seletividade aumentou cerca de dez vezes em relacdo ao
peptideo TSHa. Paralelamente, a partir de estudos de modelagem molecular para
obtencédo da estrutura do canal mitocondrial de calcio MCU de Leishmania, estudos
de docagem molecular foram realizados para planejamento de peptideos inéditos
capazes de interferir seletivamente no influxo de célcio para a mitocéndria do parasita
com base na interacdo destes com a regido do filtro de seletividade DIME, os quais
deverdo ser sintetizados e validados em estudos no parasita Leishmania.Com a
presente pesquisa podemos concluir a bioconjugagcéo com Anf B e o design racional
de peptideos sdo estratégias interessantes para o desenvolvimento de novas
moléculas para o tratamento da leishmaniose, focando no aumento da seletividade e
diminuicdo da toxicidade.

Palavras chave: Bioconjugacéo, Peptideos antimicrobianos, Leishmaniose, terapias,
membrana celular e design de moléculas.



Abstract

Leishmaniasis is a group of diseases caused by protozoa of the genus Leishmania.
The control of leishmaniasis depends on chemotherapeutic intervention, with
emphasis on amphotericin B, object of study in this work. Amphotericin B is toxic and
causes severe side effects in patients. Within this scenario, part of our objectives is
the modification of amphotericin B via coupling of antimicrobial peptides, in a process
called therapeutic bioconjugation. In this study, leishmanicidal peptides of the
temporine and histatin classes were explored for the development of new
bioconjugates. For this, TSHa (ICspama=5umol L 1 and 1S>200), TSHd
(ICspama=7.2umol L ! and 1S=14) and Hist 5 (ICs,ama=8 pmol L 1 and 1S>125)
peptides were functionalized to amphotericin B (ICsoama=0.63 pmol L -1 and IS= 38),
generating Anf B*-TSHa derivatives (ICspama=1.6 pmol L ! and 1S>645), Anf B (RC)-
TSHa (ICspama=0, 31 umol L * and 1S>3225), Anf B *-TSHd (ICs,ama=0.95 umol L -
1and 1S>1052), Anf B-Hist 5 (ICspama=0.4 umol L -t and 1S>2500) were synthesized
with a high degree of purity. Among the main findings, the high selectivity (I1S) of the
bioconjugates stands out, which are at least 600 times more selective for the parasite
when compared to the host cell, which can be attributed to a possible action of the
temporal peptides TSHa and TSHd in the parasite membrane, either by pore formation
or by detergent-like interactions (carpet like), which may be facilitating the permeation
of amphotericin B in macrophages, promoting its anti-amastigote activity. Differently
for the bioconjugate Anf B-Hist5, it was verified that there was less permeabilization
of these in the membrane of the parasite, this was observed through the flow cytometry
and fluorescence microscopy assays. Confocal fluorescence microscopy data
indicated a better compartmentalization of the peptide Anf B-Hist 5 in the mitochondria,
suggesting an inherent dual mechanism of action of each molecule associated with
the biological activity characterized here: the actionof amphotericin B on the parasite
membrane, facilitating the entry of the parasite. Anf B-Hist 5 peptide and thus its
activity on mitochondria. Additionally, in order to synthesize new leishmanicidal
peptides, a dimer composed of TSHa peptides, called (TSHa),K (ICs, ama=0.58 pmol
L -1 and 1S>1724) was designed and synthesized, whose potency and selectivity
increased by about ten times that of the TSHa peptide. In parallel, from molecular
modeling studies to obtain the structure of the mitochondrial calcium channel MCU
from Leishmania, molecular docking studies were carried out to design novel peptides
capable of selectively interfering with the influx of calcium into the parasite's
mitochondria based on the interaction of these with the DIME selectivity filter region,
which should be synthesized and validated in studies on the Leishmania parasite. With
the present research we can conclude that bioconjugation with Anf B and the rational
design of peptides are interesting strategies for the development of new molecules for
the treatment of leishmaniasis, focusing on increasing selectivity and decreasing
toxicity.

Keywords: Bioconjugation, Antimicrobial peptides, Leishmaniasis, therapies, cell
membrane and molecule design.



Lista de Siglas e Abreviaturas

Acido trifluoracético: TFA

Anfotericina B incompleta: Anf B*

Anfotericina B: Anf B

1- [Bis (dimetilamino) metileno] -1H-1,2,3-triazolo [4,5-b] piridinio 3-0xido
hexafluorofosfato-Chemtech do inglés H exafluorofosfato Azabenzotriazol Tetrametil
U rénio: HATU

Carboxifluoresceina:CF

Cell and Tissue Adhesive: Cell-Tak

Colesterol: COL
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia: CLAE

Dicroismo circular: CD
Dimero TSHa: (TSHa),K

3,6-dioxa-1,8-octanedithiol: DODT
Fosfatidilserina: POPS
2-(1H-benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium hexafluorophosphate: HBTU

Hexafluorofosfato = de  benzotriazol-1-il-oxi-tris-(dimetilamino)phosphonium-
Chemtech: BOP

Histatina 5: Hist 5

Indice de seletividade: IS



lodeto de propidio: Pl

Lisofosfatidilcolina: LPC

Membrana mitocondrial interna: IMM

Mitochondrial Calcium Uniporter: MCU

PAM: Peptideo antimicrobiano
1-Palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina: POPC
Protein Data Bank: PDB

Reacdao colateral: RC

Tampao fosfato salino: PBS

Triisopropilsilano: TIS

2,2,2-Trifluoroetanol: TFE

Vesiculas unilamelares :LUVs
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Capitulo 1

1. Introducéo
1.1. Leishmanioses: novos alvos terapéuticos para estas doencas

As leishmanioses (cutdnea, mucocutanea e visceral) representam um seério
problema de saude publica global, atingindo 98 paises em desenvolvimento, incluindo
aqueles do Sudeste Asiatico, Africa Oriental, América Latina e Mediterraneo
(OPAS,2020; TORRES-GUERRERO; QUINTANILLA-CEDILLO; RUIZ-
ESMENJAUD; ARENAS, 2017). Anualmente, 700.000 a 1,2 milhdes de pessoas séo
infectadas pelos parasitos do género Leishmania e 350 milhdes sob risco de adquirir
a doenca (MANN; FRASCA; SCHERRER; HENAO-MARTINEZ et al., 2021;
TORRES-GUERRERO; QUINTANILLA-CEDILLO; RUIZ-ESMENJAUD; ARENAS,
2017), levando a O6bitos cerca de 70.000 pessoas por ano, se nao tratadas. Nos
tltimos anos, o numero de casos esta se expandindo, principalmente devido ao
aumento no numero de pacientes imunossuprimidos, agravando ainda mais este
problema (BAILEY; MONDRAGON-SHEM; HAINES; OLABI et al, 2019;
ELMAHALLAWY; ALKHALDI; SALEH, 2021).

Os parasitas do género Leishmania apresentam um ciclo de vida
digenético composto pelas formas promastigotas (presente no inseto flebotomineo) e
amastigotas intracelulares obrigatorias (presente no hospedeiro mamifero). As
formas promastigotas, residente no intestino do flebotomineo, sdo transferidas para o
hospedeiro mamifero durante o repasto sanguineo da fémea (STEVERDING, 2017).
Os parasitas sao fagocitados por células do sistema fagocitico mononuclear,
principalmente macrofagos, seguida por posterior transformacdo a amastigotas, as
guais se multiplicam por divisdo binaria, até o rompimento das células infectadas,
seguido de nova infeccdo de macrofagos (ALBEROLA; RODRIGUEZ; FRANCINO;
ROURA et al., 2004; BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018).
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Figura 1: Ciclo biolégico do parasita Leishmania, do qual a partir da picada do inseto flebotomineo
contaminando com a forma promastigota. A formas promastigota € internalizado pelos macréfagos,

gue se diferenciaram na forma amastigota.
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Os tripanossomatideos possuem uma série de diferenciais bioquimicos que os
distinguem dos vertebrados e podem auxiliar no estabelecimento da infeccdo no
hospedeiro mamifero incluindo a glicoproteina de superficie lipofosfoglicanas, a
protease principal de superficie (GP63) e cisteino protease, entre outras ((DUBIE;
MOHAMMED, 2020; ISNARD; SHIO; OLIVIER, 2012; SPATH; EPSTEIN; LEADER,;
SINGER et al., 2000) as quais foram avaliadas quanto a aplicagdo no controle das
leishmanioses, quer seja no desenvolvimento de vacinas (DAS; ALI, 2012) ou
desenho de inibidores especificos para o desenvolvimento de novas drogas anti
leishmanial (CLEMENTINO; FERNANDES; PROKOPCZYK; LAURINDO et al., 2021).

As manifestagbes clinicas das leishmanioses s&o determinadas pelas
caracteristicas do hospedeiro, da espécie de Leishmania envolvida e da resposta

imune do individuo infectado.
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O tratamento atual para as leishmanioses requer a administragéo parenteral
de farmacos téxicos e pouco eficazes (FREITAS-JUNIOR; CHATELAIN; KIM;
SIQUEIRA-NETO, 2012; J; M; CHANDA, 2021). Os farmacos de primeira escolha sdo
0s antimoniais pentavalentes, como o0 antimoniato de metilglucamina (Glucantime®)
e o0 estibogluconato de sédio (Pentostan®) (LINDOSO; COSTA; QUEIROZ; GOTO,
2012), farmacos desenvolvidos na década de 40 e que apresentam baixa eficacia em
algumas regides endémicas devido ao desenvolvimento de cepas resistentes de
Leishmania (CHAKRAVARTY; SUNDAR, 2019; DAWIT; GIRMA; SIMENEW january,
2013; MONTE-NETO; LAFFITTE; LEPROHON; REIS et al.,, 2015; TORRES-
GUERRERO; QUINTANILLA-CEDILLO; RUIZ-ESMENJAUD; ARENAS, 2017).

Na sequéncia, temos o polieno anfotericina B (Anf B), utilizado como farmaco
de segunda escolha, mesmo causando efeitos colaterais graves nos pacientes dos
quais destacamos efeitos como nefrototoxicidade e hepatotoxicidade.
Alternativamente, formulagdes lipidicas, como o Ambisome®, Amphocil™ e Abelcit®,
as quais sdo mais eficazes e menos toxicas quando comparadas a Anf B (CABEZAS,;
LEGENTIL; ROBERT-GANGNEUX; DALIGAULT et al., 2015; PATTNI; CHUPIN;
TORCHILIN, 2015), apresentam alto custo e necessidade de refrigeraacdo, o que
dificulta sua utilizacdo em localidades distantes e de clima quente, apresentando
baixa estabilidade em altas temperaturas (DE ALMEIDA; TERUMI FUJIMURA; DEL
CISTIA; FONSECA-SANTOS et al., 2017).

Embora apresente eficicia variavel, a pentamidina € um derivado sintético da
diamidina que é usada como uma forma alternativa de tratamento das leishmanioses
em casos de resisténcia aos antimoniais pentavalentes e no tratamento das
leishmanioses viscerais (DIRO; RITMEIJER; BOELAERT; ALVES et al.,, 2015).
Entretanto, seus efeitos colaterais incluem disturbios cardiotoxicos e metabolicos
(diabetes), além de apresentar baixa eficacia e resisténcia ao tratamento da
leishmaniose cutanea (ANDRADE-NETO; (MARTINS; MESQUITA; PINTO; COSTA-
SILVA et al., 2016).

Dentre os tratamentos para a leishmaniose, alguns deles foram desenvolvidos
a partir da estratégia de reposicionamento de farmacos (do inglés, drug repositioning
ou drug repurposing). Esta estratégia € extremamente interessante e pode acelerar o

processo de desenvolvimento de farmacos. Isto porque sdo compostos cujas
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caracteristicas farmacocinéticas (absorcéo, metabolizacéo, distribuicédo e excrecao) e
toxicoldgicas ja estdo bem estabelecidas (OPREA; BAUMAN; BOLOGA; BURANDA
et al., 2011)

Com base nisso a paromomicina é um antibiético aminoglicosideo utilizado por
via topica ou parenteral no tratamento da leishmaniose cutanea ou visceral,

respectivamente (Scott et al. 1992).

A alquilfosfocolina miltefosina, originalmente descrita para o tratamento de
cancer de mama, foi reposicionada para o tratamento oral das leishmanioses
(DORLO; BALASEGARAM; BEIIJNEN; DE VRIES, 2012), embora no Brasil, seu uso
esteja restrito para fins veterinarios (ANDRADE; TOLEDO; PINHEIRO; GUIMARAES
et al., 2011).

A limitada disponibilidade de farmacos com especificidade para o tratamento
da leishmaniose, somado a diversidade de efeitos colaterais e 0 surgimento de cepas
resistentes, justificam as pesquisas realizadas por grupos de pesquisa, as quais tém
explorado nos ultimos anos, produtos naturais (SANTOS; REGASINI; NOGUEIRA;
PASSERINI et al., 2012; VELASQUEZ; RIBEIRO; VENN; CASTELLI et al., 2017), a
fim de identificar novas moléculas leishmanicidas. Recentemente, em colaboracdo
com o grupo do Profe.Dr. Eduardo Maffud Cilli, acrescentamos ao portfélio de
compostos, 0s peptideos antimicrobianos (COSTA; PICCOLI; SANTOS-FILHO;
CLEMENTINO et al., 2020).

1.2. Peptideos antimicrobianos como novos agentes terapéuticos

Peptideos antimicrobianos (PAMs) apresentam diferentes propriedades
biologicas, incluindo a modulacdo imunolégica em diversos organismos a fim de
protegé-los contra o estabelecimento de patdgenos, além de apresentarem outros
mecanismos de acdo (LIU; SHI; TONG; JIA et al., 2021) tendo sido descritos e
caracterizados até o momento mais de cinco mil PAMs (HUAN; KONG; MOU; Y,
2020; SEO; WON; KIM; MISHIG-OCHIR et al., 2012), as quais apresentam diversas

atividades biolégicas incluindo atividades antimicrobiana, anticancerigena,
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antifingica, antiparasitarias, entre outras (Seo et al., 2012; Aoki e Ueda, 2013; Lewies
et al., 2015).

PAMs podem apresentar um numero variavel de residuos de aminoacidos (de
5 a 50) e classificados de acordo com a estrutura secundaria: folha-p, a-hélice ou ndo-
estruturados (Seo et al., 2012). Além disso, os PAMs possuem outra propriedade
dependente das caracteristicas estruturais, como a cationicidade e hidrofobicidade,
propriedades importantes para sua acdo na membrana das células (LIU; SHI; TONG;
JIA et al., 2021).

Apesar de existirem desafios para a aplicagdo dessas moléculas, como
potencial toxicidade, susceptibilidade a proteases, alto custo de producéo, entre
outros, (Bahar e Ren, 2013), estes podem ser contornados pela possibilidade de ser
possivel promover modificagcdes quimicas na estrutura dos PAMs e, assim, alterar

especificidade e estabilidade frente a proteases, entre outros (Yang et al., 2016).

O principal mecanismo de acdo dessas moléculas vinculado a capacidade de
interagir, permear e desestruturar membranas celulares é dependente de diversas
fatores, incluindo a estrutura secundéaria, a carga liquida total, o tamanho e o equilibrio

entre as regides hidrofébicas e hidrofilicas (Lewies et al., 2015).

Em bactérias, por exemplo, a acdo antibacteriana baseia-se, principalmente,
na atracdo entre forcas eletrostaticas entre PAMs catidnicos e a superficie

negativamente carregadas da membrana bacteriana (Mahlapuu et al 2016).

Como ja mencionado anteriormente, um dos principais mecanismos de acéo
dos peptideos antimicrobianos € a membrana celular, do qual a membrana celular da
Leishmania é formada principalmente por fosfolipidios de carga negativa sendo os
principais fosfatidilinositol, fosfatidilserina e fosfatidiletanolamina, dos quais estes séao
ancorados ao glicocalice. Outro ponto importante é que a morfologia desta membrana
varia de acordo com a morfologia do parasita e 0 seu estagio de desenvolvimento,
além disso este é um alvo terapéutico seletivo ja que a constituicio da membrana
celular de mamiferos é diferente da parasitaria e menos negativa, o que permite que
os PAMs tenham uma acdo mais seletiva (CABEZAS; LEGENTIL; ROBERT-
GANGNEUX; DALIGAULT et al., 2015).
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Figura 2: Mecanismo de acao dos peptideos antimicrobianos que tem por principal mecanismo a agao
na membrana celular seja por formacé&o de poros ou de desestabilizacdo da mesma, com mecanismos

do tipo barril, poro toroidal, carpete e detergentes, entre outros.
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Fonte: Modificado de Host Defense Peptides and Their Potential as Therapeutic Agents, 2016.

O mecanismo de agédo dos PAMs inicialmente se da a partir de uma interacao
com a membrana parasitaria carregada negativamente para aumentar a
permeabilidade da membrana e levar a lise da membrana celular e a liberacao do
contetdo celular. Existem dois fatores importantes para esta interagdo com a
membrana, a estrutura conformacional do peptideo e a razédo peptideo-lipidio
(ZHANG; YAN; MENG; HONG et al., 2021).

Dados mostram que os PAMs a-helicoidal se ligam a membrana lipidica
anibnica e transformam sua estrutura desordenada em solugcédo aquosa na estrutura
anfifilica a-helicoidal para facilitar a interacdo com a membrana, jA os peptideos
estruturados em folha 3 ndo sofrem uma grande transi¢ao conformacional ao interagir
com a membrana devido a presenca de ligacdo dissulfeto estavel (ZHANG; YAN;
MENG; HONG et al., 2021).
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Os principais mecanismos de interacao dos peptideos com a membrana séo:

e Modelo barril: h4 aumento de ligacdes de peptideos com a membrana
ocorrendo agregacdo e modificacdo conformacional, 0 que causa
deslocamento local dos grupos de cabeca fosfolipidica e afinamento da
membrana , a partir disso as regides hidrofébicas helicoidais dos
peptideos a-helicoidais e peptideos de folha B estdo proximas as
regides hidrofébicas dos fosfolipidios da membrana, enquanto as
regides hidrofilicas das hélices peptidicas estdo para dentro, e multiplas
helicoidais moléculas sédo dispostas em paralelo para formar o [imen
central.

e Poro toroidal: Neste mecanismo as hélices peptidicas se inserem na
membrana e se ligam aos lipidios para formar complexos de poros
toroidais. Os PAMs acumulados localmente em altas concentracdes
induzem a deformacéo da flexdo nas moléculas lipidicas, permitindo
assim que o0s peptideos e os grupos de cabeca lipidica sejam
incorporados dentro do centro hidrofébico lipidico.

e Modelo de carpete: Neste modelo as altas concentragbes de PAM sao
necessarias para formar micelas e destruir a membrana microbiana.
Quando a concentracdo de peptideo atinge o limiar, os PAMs cobrem a
membrana em aglomerados e causam a ruptura da membrana de
maneira semelhante ao surfactante.

e Modelo agregado: os PAMs se ligam a membrana citoplasmética
aniénica, forcando os peptideos e lipidios a formar uma micela
complexa de peptideo-lipidio. H& o extravasamento de lipidios e adgua
levando a morte celular. Esse mecanismo pode esclarecer que PAMs
nao tem apenas como alvo a membrana citoplasmatica, podendo
atravessar a membrana para o citoplasma e atuar em alvos

intracelulares.

Vale ressaltar que a membrana de protozoarios apresenta uma composic¢ao de
fosfolipidios que contribui para uma carga liquida total negativa, constituindo-se, desta
forma, um ponto de ataque quimioterapico bastante interessante (Lewies et al., 2015).
Adicionalmente, os PAMs podem interferir no metabolismo e em processos celulares
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criticos do patdégeno, incluindo a sintese da parede celular (Bechinger e Gorr, 2017;
Kumar et al., 2018). Além das membranas celulares os peptideos antiparasitarios
podem ter alvos intracelulares que incluem mecanismos como: inducao de processos
de necrose e apoptose-like, podem inibir a sintese de ATP na mitocondria interferir

na bioenergética do parasita.

Dentre as PAMs, a classe denominada de temporinas, se destacam por
apresentar amplo espectro de acdo frente a bactérias (Gram-positivas/ Gram-
negativas), fungos e parasitas (AGARWAL; SHARMA; DANG; GUPTA et al., 2016;
MOHANRAM; BHATTACHARJYA, 2016).

As temporinas sao moléculas pequenas (13-14 residuos de aminoé&cidos), de
carga liquida positiva variando de 0 a +3, com estrutura em alfa-hélice em meios
apolares ou em miméticos de membrana. Apresentam uma regido N-terminal
altamente conservada que auxiliam na ancoragem do peptideo as membranas
celulares, uma regido C-terminal, hipervariavel e amidada, que pode estar envolvida
na seletividade e especificidade destas moléculas (MANGONI; SAUGAR,;
DELLISANTI; BARRA et al., 2005; RAJA; ANDRE; ABBASSI; HUMBLOT et al., 2017).

Dentre estes peptideos, temos o TSHa (FLSGIVGMLGKLF-NHz), o qual
apresenta atividade anti- Leishmania infantum (ICs0=18 ymol L) sete vezes menor
gue outro PAM, a dermaseptina B2, isolado da pele da ra Phyllomedusa bicolor (ICso
= 2,5 umol L!) (GALANTH; ABBASSI; LEQUIN; AYALA-SANMARTIN et al., 2009).
Outra temporina com  atividade leishmanicida é o PAM TSHd
(FLPAALAGIGGILGKLF), atuando contra diferentes espécies de Leishmania, tais
como L. infantum (ICso= 16,5 pmol L), bem como os tripanossomatideos
Trypanosoma brucei e Trypanosoma cruzi, com moderada atividade, no entanto, com
baixa seletividade (ABBASSI; RAJA; OURY; GAZANION et al., 2013).

Outro peptideo € a Histatina 5 (Hist 5) (DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGY),
peptideo derivado da saliva humana. Este foi descrito pela literatura com atividade
antileishmania para Leishmania donovani com ICso para promastigotas e amastigotas
de 7.3 UM e 14.4 pM, respectivamente (LUQUE-ORTEGA; VAN'T HOF; VEERMAN;

SAUGAR et al., 2008). Outro dado interessante € que este peptideo também afeta a
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fungdo mitocondrial da Leishmania pela inibicdo da enzima ATP sintase (LUQUE-
ORTEGA; VAN'T HOF; VEERMAN; SAUGAR et al., 2008).

Apesar do grande potencial apresentado pelos PAMs, ainda existem alguns
desafios para a aplicacdo dessas moléculas na terapéutica em geral, tais como o
potencial de toxicidade para os seres humanos, susceptibilidade a proteases, altos
custos de producéo, atividade e apesar de incomum, a resisténcia bacteriana para

alguns peptideos (Bahar e Ren, 2013).

Para contornar estes problemas, pode-se adotar a estratégia de
bioconjugacdo. Esta abordagem consiste na juncdo de duas ou mais moléculas
bioativas por meio de ligagbes covalentes, dando origem a um novo cOmposto
(Kopecek, 2013). O nosso grupo de pesquisa, tem realizado esta estratégia a fim de
desenvolver compostos antimicrobianos, anti-cancer, anti fangicos, como por
exemplo, a dimerizagdo para melhorar propriedades farmacocinéticas (Lorenzon et
al., 2012; Sanches et al., 2015; Lorenzén et al., 2015; Batista et al., 2018).

Sendo assim, os peptideos pertencentes a classe das temporinas TSHa e
TSHd e a Hist 5 por meio do grupo carboxila livre na estrutura da Anf B na posicao
gue permite a conjugacao, do qual a bioconjugacdo tem por objetivo melhorar o
potencial biolégico destas moléculas, melhorando a sua seletividade principalmente

em relacdo a Anf B e diminuicao da toxicidade (Figura 3).

Figura 3: Esquema da bioconjugacdo dos peptideos deste trabalho com a Anf B. Do qual
exemplificamos o peptideo TSHa com o seu grupo amina em destaque (Circulo azul) sera ligado a

regiao carboxila da Anf B (Circulo azul)
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1.3. O fluxo de Ca?" mitocondrial: oportunidade de desenvolvimento de
peptideos antimicrobianos direcionados ao complexo MCU de

Leishmania

A pesquisa por novos farmacos envolve diversas areas como a biologia
molecular, gendmica, protedmica e em farmacologia e estd cada vez mais apoiada
em recursos computacionais hoje disponiveis (MENG; ZHANG; MEZEI; CUI, 2011).
Vérias etapas da pesquisa e desenvolvimento de novos medicamentos envolvem
etapas in silico, que dependem de dados estruturais de proteinas disponiveis em

bancos de dados especializados, como o Protein Data Bank (PDB).

As técnicas de ancoragem molecular visam prever o melhor modo de ligacédo
correspondente de um ligante a um parceiro macromolecular (PAGADALA; SYED;
TUSZYNSKI, 2017). Consiste na geracdo de um numero de possiveis conformacdes,
isto €, conformacd@es do ligante dentro do sitio de ligacdo da proteina. Por essa razéo,
a disponibilidade da estrutura tridimensional do alvo molecular é uma condicdo
necessaria; pode ser uma estrutura experimentalmente resolvida (tal como por
cristalografia de raios X ou RMN) ou uma estrutura obtida por técnicas
computacionais (como modelagem de homologia) (PAGADALA; SYED; TUSZYNSKI,

2017).

Leishmania e os outros parasitas da familia Trypanosomatidae possuem
caracteristicas bioquimicas Unicas que os distinguem dos vertebrados e que podem
ser explorados como alvos terapéuticos interessantes para o desenvolvimento de

novos agentes anti leishmanial.

Dentro deste contexto, o planejamento de peptideos antimicrobianos inéditos
como ligantes de proteinas alvo importantes para a sobrevivéncia do parasito pode
ser estratégico. Desta forma, componentes celulares importantes para o fluxo de Ca?*
e manutencao de sua homeostase podem se constituir em importantes oportunidades
de intervencdo terapéutica, além de contribuir para a compreensdo da biologia do

parasita.

O calcio € um importante mensageiro celular, que desempenha funcdes
importantes na sobrevivéncia e infectividade dos tripanossomatideos. Este esta

envolvido em processos importantes como a adeséo do flagelo ao corpo celular em
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T. cruzi e T. brucei, controlando a atividade flagelar, seu processo de deslocamento,
além disso desempenha um papel importante na infectividade de diversos parasitas,
aumentando a sua capacidade de invadir a célula hospedeira como por exemplo em
tripomastigotas em T.cruzi ou em amastigotas em Leishmania amazonensis
(BENAIM; PANIZ-MONDOLFI; SORDILLO; MARTINEZ-SOTILLO, 2020; DOCAMPO;
HUANG, 2015).

A sinalizacdo por calcio através de receptores especificos pode modular a
proliferacdo e a diferenciacdo dos tripanossomatideos, ocorre também um aumento
da expressao de receptores de membrana de glicoproteinas gp35/gp82 que tem acao
no processo de invasao e aderéncia do parasita a célula hospedeira.

O Ca? * desempenha varias funcbes importantes em diferentes processos
como o processo de invasao da célula hospedeira pelas formas tripomastigota de T.
cruzi ou promastigotas de Leishmania (BENAIM; PANIZ-MONDOLFI; SORDILLO;
MARTINEZ-SOTILLO, 2020), diferenciacdo de epimastigotas para tripomastigotas
em T. cruzi e promastigota a amastigota em L. donovani (Morrow et al., 1981),
viruléncia (HUANG; BARTLETT; THOMAS; MORENO et al.,, 2013; HUANG;
VERCESI; DOCAMPO, 2013), infectividade (DOCAMPO; HUANG, 2015), motilidade
(SELVAPANDIYAN; KUMAR; MORRIS; SALISBURY et al, 2007) e secrecédo de
proteinas tais como glicoproteinas de membrana como gp82 que € importante para o
processo de adesdo e invasdo do parasita ao hospedeiro (BENAIM; PANIZ-
MONDOLFI; SORDILLO; MARTINEZ-SOTILLO, 2020).

A regulacdo de varias vias de sinalizacdo nas células eucariontes pelo Ca?*
pode ser descrita através de sua ligacdo a proteinas decodificadoras de sinal como
proteinas quinases e canais idnicos (DOCAMPO; HUANG, 2015). A intricada relacao
das vias de sinalizagdo do Ca?' na biologia geral dos tripanossomatideos e seu
importante papel na sobrevivéncia e viruléncia destes, torna esta via um importante
alvo a ser explorado no processo de desenvolvimento de compostos, o que é
corroborado pela miltefosina, cujo mecanismo de agédo parece estar relacionado a
alteracdo na homeostase do Ca?* em Leishmania spp. (BENAIM; GARCIA, 2011;
SERRANO-MARTIN; PAYARES; DE LUCCA; CARLOS MARTINEZ et al., 2009).
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O Ca?*também pode interferir nas cascatas de sinalizacdo no processo de
infectividade dos parasitas, sendo esta cascatas mediadas por receptores como IP3,
TcIP3R e TbIP3R que, quando modulados, interferem tanto no processo de
proliferacdo de T.cruzi e T.brucei como na diferenciacdo destes parasitas
(DOCAMPO; HUANG, 2015; HUANG; BARTLETT; THOMAS; MORENO et al., 2013).

Em L. donovani, foi demonstrado que a sinalizacdo de Ca?* participa da
diferenciacdo do estagio de amastigota a promastigota (Morrow et al., 1981). Também
em Leishmania donovani, uma cisteina-protease dependente de Ca?', a
caldonopaina, demonstrou ter um papel fundamental no catabolismo, processamento
endogeno de proteinas, invasao celular e outras a¢des biolégicas (BENAIM; PANIZ-
MONDOLFI; SORDILLO; MARTINEZ-SOTILLO, 2020).

O acimulo de Ca?* em Trypanosoma pode aumentar a producéo de espécies
reativas de oxigénio, o que estimula a morte celular, outro dado importante é que
estudo com RNAIi com canais ibnicos mitocondriais que transportam célcio podem
reduzir a captacdo do Ca? * e, aumentando a razdo AMP/ATP o que estimula a
formacdo de autofagossomo, produzindo efeitos deletérios no crescimento in-vitro e
também interfere na infectividade em camundongos na infec¢éo por T.cruzi (BENAIM;
PANIZ-MONDOLFI; SORDILLO; MARTINEZ-SOTILLO, 2020).

Em tripanossomatideos, além dos acidocalcissomos e reticulo
endoplasmatico, as mitocondrias desempenham um papel muito importante na
manutencdo da homeostase do Ca?* (DOCAMPO et al, 2005). Os tripanossomatideos
possuem uma unica mitocondria cujas fungdes e forma variam de acordo com estagio
de vida do parasita e difere do hospedeiro mamifero. Nas formas parasitarias
presentes na corrente sanguinea como a amastigota, a organela mitocondrial ndo tem
cristas e a maioria dos complexos sdo responsaveis pela fosforilagdo oxidativa,
enquanto que na forma encontrada nos insetos como por exemplo a promastigota de
Leishmania, a membrana mitocondrial interna é fortemente aumentada para formar
cristas que abrigam os complexos de fosforilagdo oxidativos para a producao de
energia. Além disso, toda a organela esta aumentada formando uma rede complexa
em toda a célula (JAKOB; HOFFMANN; AMODEO; PEITSCH et al., 2016)
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As mitocondrias possuem capacidade de armazenar Ca?*, importante
mensageiro celular. A captacédo de Ca?* pelas mitocondrias é uma dinamica altamente
regulada, através de uma captacao transitéria de Ca?*. Vale ressaltar a importancia
da captacdo desse ion pelas mitocondrias, pois através dele ocorre a regulacdo da
producdo de energia e, seu excesso, pode levar a morte celular (GOODMAN;
BUCHANAN; MCFADDEN, 2017).

A fim de alcancar a matriz mitocondrial, o Ca?* citosélico deve atravessar a
membrana mitocondrial externa (OMM) e a membrana mitocondrial interna (IMM), as
guais contém canais i6nicos para o transporte do Ca?*. Na OMM, as proteinas do
canal aniénico dependente de tensdo sdo altamente permeéaveis ao Ca?* e mediam
o transporte desse ion no espaco intermembranar (IMS), além de desempenharem
funcdo no metabolismo celular, transportando ATP e outros pequenos metabolitos
(DELIERNEUX; KOUBA; SHANMUGHAPRIYA; POTIER-CARTEREAU et al., 2020;
RAMAKRISHNAN; DOCAMPO, 2018). J& a IMM é menos permeéavel a ions e

peguenas moléculas.

Assim, o transporte de Ca?* ocorre via estabelecimento de um gradiente
eletroquimico através do IMM, utilizando um canal especifico denominado MCU (do
inglés, Mitochondrial Calcium Uniporter), formado por um complexo multimérico
(MAMMUCARI; GHERARDI; RIZZUTO, 2017). O complexo MCU em
tripanossomatideos € formado por um canal unidirecional para os ions célcio, por uma
subunidade chamada de MCUb e por 3 subunidades regulatérias MCU1 e MCU2 e
EMRE, dos quais este complexo se diferencia do complexo MCU de mamiferos pelo
fato de que em mamiferos h4 uma subunidade regulatéria, a MCU3, além desta
também apresentar uma organizacao tetramérica do canal MCU em humanos e em

tripanossomatideos a proteina é pentamérica (Figura 4).

Dados da literatura indicam que o MCU tem papel fundamental na manutencao
do Ca 2* via mitocondria e é essencial para a sobrevivéncia do parasita, ja que o
silenciamento deste canal em T.brucei causa aumento na razdo AMP/ATP, seguido
por autofagia (LANDER; CHIURILLO; BERTOLINI; DOCAMPO et al., 2018).
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Figura 4: Estrutura do complexo MCU em (A)em seres humanos, a proteina MCU é um tetramero e
complexo MCU tem mais subunidades reguladoras e em (B) é a estrutura do completo MCU em
tripanossomatideos, do qual a proteina MCU é um pentamero. Neste caso para Tripanossomatideos
o complexo MCU é formado que é formado por um canal ibnico MCU, a subunidade MCUb e
subunidades regulatérias do complexo MCU1 e MCU2 e a EMRE, diferente dos mamiferos que

apresentam mais subunidades regulatérias MCU3.

a)

b)

(T
[l (I

Matrix

Fonte: Adaptado de LANDER; CHIURILLO; BERTOLINI; DOCAMPO et al., 2018.

A proteina MCU, de forma geral, possui regides especificas importantes para
o seu funcionamento, dentre o0s quais a presenca de dois dominios
transmembranares, separados por uma regido hidrofilica e que contém aminoacidos
de carga negativa, importantes para a ligagéo do calcio e abertura do poro MCU e faz
parte do filtro de seletividade, denominado DIME, cuja regido N e C terminal
encontram-se voltadas para a matriz mitocondrial, dos quais esta proteina em
tripanossomatideos possui alto nivel de conservagéao e uma organizacao pentamérica
(LANDER; CHIURILLO; BERTOLINI; DOCAMPO et al.,, 2018; YOO; WU; YIN;
HERZIK et al., 2018). Os residuos carregados negativamente do loop DIME séo
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responsaveis por alteracdes conformacionais da proteina MCU permitindo sua
abertura ocasionada pela ligacdo do calcio, seguida de transporte para o interior da
matriz mitocondrial. (YOO; WU; YIN; HERZIK et al., 2018).

Para o funcionamento do MCU é necessario que haja um gradiente
eletroquimico através do IMM, o qual gera um potencial de membrana para a
captacdo do calcio, outro ponto importante é que o gradiente também conta com o
apoio com fontes de calcio presentes em outras organelas como por exemplo o
reticulo endoplasmatico (LANDER; CHIURILLO; BERTOLINI; DOCAMPO et al.,
2017).

Diante do exposto, e considerando a importancia de MCU de
tripanossomatideos para captacdo do Ca2?+, baseado em estudos com
tripanossomas, infere-se que o complexo MCU pode se constituir em um interessante
alvo terapéutico (BERTOLINI; CHIURILLO; LANDER; VERCESI et al., 2019;
CHAUDHURI; CLAPHAM, 2014; DOCAMPO; VERCESI; HUANG, 2014), com
destaque para os residuos essenciais do motivo DIME, Asp223 e Glu226, os quais
podem ser explorados em estratégias de ancoragem molecular para o

desenvolvimento de inibidores do fluxo de Ca?+ para a mitocondria em Leishmania.
2. Objetivo

Este trabalho esta dividido em dois objetivos principais: (1) caracterizar a atividade
leishmanicida de peptideos da classe das temporinas e das histatinas sintéticos
funcionalizados ao antileishmanial Anf B e (2) realizar modelagem molecular da
proteina MCU de Leishmania baseado em homologia para fins de planejamento e
sintese de peptideos antileishmanial inibidores do influxo de Ca?* para a mitocondria

parasitaria.
Objetivos especificos a serem atingidos em (1):

1. Sintetizar e caracterizar os peptideos TSHa (FLSGIVGMLGKLF-NH;), TSHd
(FLPAALAGIGGILGKLF-NH,) e Hist 5 (DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGY);

1.1 Purificag@o por cromatografia liquida de alta eficiéncia e confirmacgéo

da Massa molecular por espectrometria de massas.
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1.2 Andlise da estrutura secundaria das moléculas por dicroismo circular.

2. Realizar e caracterizar a bioconjugacdo dos peptideos TSHa, TSHd, e Hist 5

com Anf B e sintese do dimero (TSHa),K,

3. Determinar as atividades (ICs,) anti-promastigota, anti-amastigota e citotoxica
(CCsp) dos peptideos TSHa, TSHd, (TSHa)2K, Hist 5 e bioconjugados;

4. Caracterizacdo dos peptideos:

e Avaliar a capacidade dos peptideos TSHa, TSHd e Hist 5, (TSHa)2K e
bioconjugados em permeabilizar de membrana com miméticos de
membrana e ensaios de danos de membrana por citometria de fluxo.

e Estudos de mecanismo de acdo dos peptideos e bioconjugados por
microscopia fluorescéncia e microscopia de fluorescéncia confocal em

L. mexicana
Objetivos especificos a serem atingidos em (2):

1. Construir um modelo tridimensional da proteina MCU do complexo MCU de L.
mexicana baseado em homologia com a estrutura terciaria de MCU de

Caenorhabditis elegans;

2. Realizar analise de docagem molecular com inibidores de MCU (e.g.
mitoxantrone), a fim de identificar quais os principais aminoacidos
gue se ligam aos inibidores, tornando o docagem mais precisa e

permitindo assim a criacédo de peptideos que inibam essa proteina.

3. Planejar os peptideos potencialmente inibidores do poro de
seletividade do MCU;

5. Conclusées

O presente trabalho encontrou algumas dificuldades para a obtencdo dos
compostos conjugados com Anf B, no entanto devido a uma diversidade de
estratégias de sintese para acoplamento da Anf B foi possivel obter algumas das

moléculas e as mesmas apresentam resultados bioldgicos interessantes.
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Os compostos bioconjugados com Anf B obtidos apresentaram atividade
leishmanicida com baixa citotoxicidade, do qual destacamos o alto indice de
seletividade desses compostos, mostrando que a estratégia da bioconjugacao foi
eficaz em combater um dos grandes problemas do tratamento leishmaniose com Anfb

gue é a falta de seletividade.

Outro ponto importante é que as técnicas de citometria e microscopia puderam
evidenciar que o provavel mecanismo de acdo dos bioconjugados com Anf B
derivados € a membrana e que a carga e estrutura desses peptideos é importante

para isso.

O bioconjugado Anf B-Histatina pode possuir como principal alvo a
mitocondria, a conjugacao da Anf B neste peptideo permitiu que este
permeabilizasse a membrana do parasita, fazendo com que este

compartimentalizasse em sua organela alvo que é a mitocéndria.

Outro ponto importante é que em relacao aos estudos de docking foi possivel
obter a estrutura por homologia e também foi realizado um estudo com inibidores de
MCU a fim de verificar as principais intera¢des quimicas e também planejar peptideos
gue possam ser capazes de inibir o poro de MCU de L. mexicana com uma certa
especificidade in-silico a partir do estudo da interacdo dos peptideos com proteina
MCU humana do qual selecionamos os peptideos que néo interagiam com a proteina

humana.
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