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Resumo 

As leishmanioses correspondem a um grupo de doenças causada por protozoários 
do gênero Leishmania. O controle das leishmanioses depende de intervenção 
quimioterápica, com destaque para a anfotericina B, objeto de estudo deste 
trabalho.  A anfotericina B é tóxica e causa severos efeitos colaterais nos pacientes. 
Dentro deste cenário, parte de nossos objetivos visa a modificação da anfotericina B 
via acoplamento de peptídeos antimicrobianos, em um processo chamado 
bioconjugação terapêutica. Neste estudo, peptídeos leishmanicidas das classes 
temporinas e histatinas foram exploradas para desenvolvimento de novos 
bioconjugados. Para isso os peptídeos TSHa (IC₅₀ama=5µmol L -1  e IS>200), TSHd 

(IC₅₀ama=7,2µmol L -1 e IS=14)  e  Hist 5 (IC₅₀ama=8 µmol L -1 e IS>125) foram 
funcionalizados à anfotericina B (IC₅₀ama=0,63 e IS= 38), gerando os derivados Anf 

B*-TSHa (IC₅₀ama=1,6 µmol L -1 e IS>645), Anf B (RC)-TSHa ( IC₅₀ama=0,31 µmol L 
-1 e IS>3225), Anf B *-TSHd ( IC₅₀ama=0,95 µmol L -1 e IS>1052), Anf B-Hist 5 
(IC₅₀ama=0,4 µmol L -1 e IS>2500) foram sintetizados com alto grau de pureza. Dentre 
os principais achados, destaca-se a alta seletividade (IS) dos bioconjugados, os quais 
são pelo menos 600 vezes mais seletivos para o parasita quando comparados à célula 
do hospedeiro, o que pode ser atribuído a uma possível ação dos peptídeos 
temporinas TSHa e TSHd na membrana do parasita, quer seja pela formação de 
poros ou por interações do tipo detergente (carpet like), o que pode estar facilitando 
a permeação da anfotericina B nos macrófagos, promovendo sua atividade anti-
amastigota. Diferentemente para o bioconjugado Anf B-Hist 5, verificou-se que houve 
menor permeabilização desses na membrana do parasita, isto foi observado através 
dos ensaios de citometria de fluxo e de microscopia de fluorescência. Os dados de 
microscopia de fluorescência confocal indicaram uma melhor compartimentalização 
do peptídeo Anf B-Hist 5 na mitocôndria, sugerindo um mecanismo de ação dual 
inerente de cada molécula associado à atividade biológica aqui caracterizada: a ação 
da anfotericina B na membrana do parasita facilitando a entrada do peptídeo Anf B-
Hist 5 e assim atividade do mesmo sobre a mitocôndria.  Adicionalmente, a fim de 
sintetizar novos peptídeos leishmanicidas, foi planejado e sintetizado um dímero 
composto pelos peptídeos TSHa, denominado (TSHa)₂K (IC₅₀ ama=0,58 µmol L -1 e 
IS>1724), cuja potência e seletividade aumentou cerca de dez vezes em relação ao 
peptídeo TSHa.  Paralelamente, a partir de estudos de modelagem molecular para 
obtenção da estrutura do canal mitocondrial de cálcio MCU de Leishmania, estudos 
de docagem molecular foram realizados para planejamento de peptídeos inéditos 
capazes de interferir seletivamente no influxo de cálcio para a mitocôndria do parasita 
com base na interação destes com a região do filtro de seletividade DIME, os quais 
deverão ser sintetizados e validados em estudos no parasita Leishmania.Com a 
presente pesquisa podemos concluir a bioconjugação com Anf B e o design racional 
de peptídeos são estratégias interessantes para o desenvolvimento de novas 
moléculas para o tratamento da leishmaniose, focando no aumento da seletividade e 
diminuição da toxicidade. 
. 
Palavras chave: Bioconjugação, Peptídeos antimicrobianos, Leishmaniose, terapias, 

membrana celular e design de moléculas. 
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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 (IC₅₀ama=5µmol L -1 and IS>200), TSHd 

(IC₅₀ama=7.2µmol L -1 and IS=14) and Hist 5 (IC₅₀ama=8 µmol L -1 and IS>125) 

peptides were functionalized to amphotericin B (IC₅₀ama=0.63 µmol L -1  and IS= 38), 

generating Anf B*-TSHa derivatives (IC₅₀ama=1.6 µmol L -1 and IS>645), Anf B (RC)-

TSHa (IC₅₀ama=0, 31 µmol L -1 and IS>3225), Anf B *-TSHd (IC₅₀ama=0.95 µmol L -

1 and IS>1052), Anf B-Hist 5 (IC₅₀ama=0.4 µmol L -1 and IS>2500) were synthesized 

with a high degree of purity. Among the main findings, the high selectivity (IS) 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)₂K (IC₅₀ ama=0.58 µmol 

L -1 and IS>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. 
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Ácido trifluoracético: TFA 

Anfotericina B incompleta: Anf B* 

Anfotericina B: Anf B 

1- [Bis (dimetilamino) metileno] -1H-1,2,3-triazolo [4,5-b] piridínio 3-óxido 

hexafluorofosfato-Chemtech do inglês H exafluorofosfato  Azabenzotriazol Tetrametil 

U rônio: HATU  

Carboxifluoresceína:CF 

Cell and Tissue Adhesive: Cell-Tak 

Colesterol: COL 

Cromatografia Líquida de Alta Eficiência: CLAE 

Dicroísmo circular: CD 

Dímero TSHa: (TSHa)₂K 

3,6-dioxa-1,8-octanedithiol: DODT 

Fosfatidilserina: POPS 
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Histatina 5: Hist 5 

Índice de seletividade: IS 
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Iodeto de propídio: PI 
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PAM: Peptídeo antimicrobiano 
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Protein Data Bank: PDB 

Reação colateral: RC 

Tampão fosfato salino: PBS 
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2,2,2-Trifluoroetanol: TFE 

Vesículas unilamelares :LUVs 
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Capítulo 1  

1. Introdução 

1.1.   Leishmanioses: novos alvos terapêuticos para estas doenças  

As leishmanioses (cutânea, mucocutânea e visceral) representam um sério 

problema de saúde pública global, atingindo 98 países em desenvolvimento, incluindo 

aqueles do Sudeste Asiático, África Oriental, América Latina e Mediterrâneo 

(OPAS,2020; TORRES-GUERRERO; QUINTANILLA-CEDILLO; RUIZ-

ESMENJAUD; ARENAS, 2017). Anualmente, 700.000 a 1,2 milhões de pessoas são 

infectadas pelos parasitos do gênero Leishmania e 350 milhões sob risco de adquirir 

a doença (MANN; FRASCA; SCHERRER; HENAO-MARTÍNEZ et al., 2021; 

TORRES-GUERRERO; QUINTANILLA-CEDILLO; RUIZ-ESMENJAUD; ARENAS, 

2017), levando a óbitos cerca de 70.000 pessoas por ano, se não tratadas. Nos 

últimos anos, o número de casos está se expandindo, principalmente devido ao 

aumento no número de pacientes imunossuprimidos, agravando ainda mais este 

problema (BAILEY; MONDRAGON-SHEM; HAINES; OLABI et al., 2019; 

ELMAHALLAWY; ALKHALDI; SALEH, 2021). 

 Os parasitas do gênero Leishmania apresentam um ciclo de vida 

digenético composto pelas formas promastigotas (presente no inseto flebotomíneo) e 

amastigotas intracelulares obrigatórias (presente no hospedeiro mamífero).  As 

formas promastigotas, residente no intestino do flebotomíneo, são transferidas para o 

hospedeiro mamífero durante o repasto sanguíneo da fêmea (STEVERDING, 2017). 

Os parasitas são fagocitados por células do sistema fagocítico mononuclear, 

principalmente macrófagos, seguida por posterior transformação a amastigotas, as 

quais se multiplicam por divisão binária, até o rompimento das células infectadas, 

seguido de nova infecção de macrófagos (ALBEROLA; RODRÍGUEZ; FRANCINO; 

ROURA et al., 2004; BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018).  
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Figura 1: Ciclo biológico do parasita Leishmania, do qual a partir da picada do inseto flebotomíneo 

contaminando com a forma promastigota. A formas promastigota é internalizado pelos macrófagos, 

que se diferenciaram na forma amastigota. 

 

Os tripanossomatídeos possuem uma série de diferenciais bioquímicos que os 

distinguem dos vertebrados e podem auxiliar no estabelecimento da infecção no 

hospedeiro mamífero incluindo a glicoproteína de superfície lipofosfoglicanas,   a 

protease principal de superfície (GP63) e cisteíno protease, entre outras ((DUBIE; 

MOHAMMED, 2020; ISNARD; SHIO; OLIVIER, 2012; SPÄTH; EPSTEIN; LEADER; 

SINGER et al., 2000) as quais foram avaliadas quanto à aplicação no controle das 

leishmanioses, quer seja no desenvolvimento de vacinas (DAS; ALI, 2012) ou 

desenho de inibidores específicos para o desenvolvimento de novas drogas anti 

leishmanial (CLEMENTINO; FERNANDES; PROKOPCZYK; LAURINDO et al., 2021). 

As manifestações clínicas das leishmanioses são determinadas pelas 

características do hospedeiro, da espécie de Leishmania envolvida e da resposta 

imune do indivíduo infectado.  
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O tratamento atual para as leishmanioses requer a administração parenteral 

de fármacos tóxicos e pouco eficazes (FREITAS-JUNIOR; CHATELAIN; KIM; 

SIQUEIRA-NETO, 2012; J; M; CHANDA, 2021). Os fármacos de primeira escolha são 

os antimoniais pentavalentes, como  o antimoniato de metilglucamina (Glucantime®) 

e o estibogluconato de sódio (Pentostan®) (LINDOSO; COSTA; QUEIROZ; GOTO, 

2012), fármacos desenvolvidos na década de 40 e que apresentam baixa eficácia em 

algumas regiões endêmicas 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 sequência, temos o polieno anfotericina B (Anf B), utilizado como fármaco 

de segunda escolha, mesmo causando efeitos colaterais graves nos pacientes dos 

quais destacamos efeitos como nefrototoxicidade e hepatotoxicidade. 

Alternativamente, formulações lipídicas, como o Ambisome®, Amphocil™ e Abelcit®, 

as quais são mais eficazes e menos tóxicas quando comparadas à Anf B (CABEZAS; 

LEGENTIL; ROBERT-GANGNEUX; DALIGAULT et al., 2015; PATTNI; CHUPIN; 

TORCHILIN, 2015), apresentam alto custo e necessidade de refrigeraação, o que 

dificulta sua utilização 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 eficácia variável, a pentamidina é um derivado sintético da 

diamidina que é usada como uma forma alternativa de tratamento das leishmanioses 

em casos de resistência aos antimoniais pentavalentes e no tratamento das 

leishmanioses viscerais (DIRO; RITMEIJER; BOELAERT; ALVES et al., 2015). 

Entretanto, seus efeitos colaterais incluem distúrbios cardiotóxicos e metabólicos 

(diabetes), além de apresentar baixa eficácia e resistência ao tratamento da 

leishmaniose cutânea (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 fármacos (do inglês, drug repositioning 

ou drug repurposing). Esta estratégia é extremamente interessante e pode acelerar o 

processo de desenvolvimento de fármacos. Isto porque são compostos cujas 
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características farmacocinéticas (absorção, metabolização, distribuição e excreção) e 

toxicológicas já estão bem estabelecidas (OPREA; BAUMAN; BOLOGA; BURANDA 

et al., 2011) 

Com base nisso a paromomicina é um antibiótico aminoglicosídeo utilizado por 

via tópica ou parenteral no tratamento da leishmaniose cutânea ou visceral, 

respectivamente (Scott et al. 1992).  

A alquilfosfocolina miltefosina, originalmente descrita para o tratamento de 

câncer de mama, foi reposicionada para o tratamento oral das leishmanioses 

(DORLO; BALASEGARAM; BEIJNEN; DE VRIES, 2012), embora no Brasil, seu uso 

esteja restrito para fins veterinários (ANDRADE; TOLEDO; PINHEIRO; GUIMARÃES 

et al., 2011). 

A limitada disponibilidade de fármacos com especificidade para o tratamento 

da leishmaniose, somado à diversidade de efeitos colaterais e o surgimento de cepas 

resistentes, justificam as pesquisas realizadas por grupos de pesquisa, as quais têm 

explorado nos últimos anos, produtos naturais (SANTOS; REGASINI; NOGUEIRA; 

PASSERINI et al., 2012; VELÁSQUEZ; RIBEIRO; VENN; CASTELLI et al., 2017), a 

fim de identificar novas moléculas leishmanicidas. Recentemente, em colaboração 

com o grupo do Profº.Dr. Eduardo Maffud Cilli, acrescentamos ao portfólio de 

compostos, os peptídeos antimicrobianos (COSTA; PICCOLI; SANTOS-FILHO; 

CLEMENTINO et al., 2020). 

 

1.2. Peptídeos antimicrobianos como novos agentes terapêuticos 

 

Peptídeos antimicrobianos (PAMs) apresentam diferentes propriedades 

biológicas, incluindo a modulação imunológica em diversos organismos a fim de 

protegê-los contra o estabelecimento de patógenos, além de apresentarem outros 

mecanismos de ação (LIU; SHI; TONG; JIA et al., 2021) tendo sido descritos e 

caracterizados até o momento mais de cinco mil PAMs (HUAN; KONG; MOU; YI, 

2020; SEO; WON; KIM; MISHIG-OCHIR et al., 2012), as quais  apresentam diversas 

atividades biológicas incluindo atividades antimicrobiana, anticancerígena, 
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antifúngica, antiparasitárias, entre outras (Seo et al., 2012; Aoki e Ueda, 2013; Lewies 

et al., 2015). 

PAMs podem apresentar um número variável de resíduos de aminoácidos (de 

5 a 50) e classificados de acordo com a estrutura secundária: folha-β, α-hélice ou não- 

estruturados (Seo et al., 2012). Além disso, os PAMs possuem outra propriedade 

dependente das características estruturais, como a cationicidade e hidrofobicidade, 

propriedades importantes para sua ação na membrana das células (LIU; SHI; TONG; 

JIA et al., 2021).   

         Apesar de existirem desafios para a aplicação dessas moléculas, como 

potencial toxicidade, susceptibilidade a proteases, alto custo de produção, entre 

outros, (Bahar e Ren, 2013), estes podem ser contornados pela possibilidade de ser 

possível promover modificações químicas na estrutura dos PAMs e, assim, alterar 

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

         O principal mecanismo de ação dessas moléculas vinculado à capacidade de 

interagir, permear e desestruturar membranas celulares é dependente de diversas 

fatores, incluindo a estrutura secundária, a carga líquida total, o tamanho e o equilíbrio 

entre as regiões hidrofóbicas e hidrofílicas (Lewies et al., 2015).  

Em bactérias, por exemplo, a ação antibacteriana baseia-se, principalmente, 

na atração entre forças eletrostáticas entre PAMs catiônicos e a superfície 

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

Como já mencionado anteriormente, um dos principais mecanismos de ação 

dos peptídeos antimicrobianos é a membrana celular, do qual a membrana celular da 

Leishmania é formada principalmente por fosfolipídios de carga negativa sendo os 

principais fosfatidilinositol, fosfatidilserina e fosfatidiletanolamina, dos quais estes são 

ancorados ao glicocálice. Outro ponto importante é que a morfologia desta membrana 

varia de acordo com a morfologia do parasita e o seu estágio de desenvolvimento, 

além disso este é um alvo terapêutico seletivo já que a constituição da membrana 

celular de mamíferos é diferente da parasitária e menos negativa, o que permite que 

os PAMs tenham uma ação mais seletiva (CABEZAS; LEGENTIL; ROBERT-

GANGNEUX; DALIGAULT et al., 2015). 
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Figura 2: Mecanismo de ação dos peptídeos antimicrobianos que tem por principal mecanismo a ação 

na membrana celular seja por formação de poros ou de desestabilização da mesma, com mecanismos 

do tipo barril, poro toroidal, carpete e detergentes, entre outros.  

 

 

Fonte: Modificado de Host Defense Peptides and Their Potential as Therapeutic Agents, 2016. 

O mecanismo de ação dos PAMs inicialmente se dá a partir de uma interação 

com a membrana parasitária carregada negativamente para aumentar a 

permeabilidade da membrana e levar à lise da membrana celular e à liberação do 

conteúdo celular. Existem dois fatores importantes para esta interação com a 

membrana, a estrutura conformacional do peptídeo e a razão peptídeo-lipídio 

(ZHANG; YAN; MENG; HONG et al., 2021). 

Dados mostram que os PAMs α-helicoidal se ligam à membrana lipídica 

aniônica e transformam sua estrutura desordenada em solução aquosa na estrutura 

anfifílica α-helicoidal para facilitar a interação com a membrana, já os peptídeos 

estruturados em folha β não sofrem uma grande transição conformacional ao interagir 

com a membrana devido à presença de ligação dissulfeto estável (ZHANG; YAN; 

MENG; HONG et al., 2021). 
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Os principais mecanismos de interação dos peptídeos com a membrana são: 

● Modelo barril: há aumento de ligações de peptídeos com a membrana  

ocorrendo agregação e modificação conformacional, o que causa 

deslocamento local dos grupos de cabeça fosfolipídica e afinamento da 

membrana , a partir disso as regiões hidrofóbicas helicoidais dos 

peptídeos α-helicoidais e peptídeos de folha β estão próximas às 

regiões hidrofóbicas dos fosfolipídios da membrana, enquanto as 

regiões hidrofílicas das hélices peptídicas estão para dentro, e múltiplas 

helicoidais moléculas são dispostas em paralelo para formar o lúmen 

central. 

● Poro toroidal: Neste mecanismo as hélices peptídicas se inserem na 

membrana e se ligam aos lipídios para formar complexos de poros 

toroidais. Os PAMs acumulados localmente em altas concentrações 

induzem a deformação da flexão nas moléculas lipídicas, permitindo 

assim que os peptídeos e os grupos de cabeça lipídica sejam 

incorporados dentro do centro hidrofóbico lipídico. 

● Modelo de carpete: Neste modelo as altas concentrações de PAM são 

necessárias para formar micelas e destruir a membrana microbiana. 

Quando a concentração de peptídeo atinge o limiar, os PAMs cobrem a 

membrana em aglomerados e causam a ruptura da membrana de 

maneira semelhante ao surfactante. 

●  Modelo agregado: os PAMs se ligam à membrana citoplasmática 

aniônica, forçando os peptídeos e lipídios a formar uma micela 

complexa de peptídeo-lipídio. Há o extravasamento de lipídios e água 

levando à morte celular. Esse mecanismo pode esclarecer que PAMs 

não tem apenas como alvo a membrana citoplasmática, podendo 

atravessar a membrana para o citoplasma e atuar em alvos 

intracelulares.   

Vale ressaltar que a membrana de protozoários apresenta uma composição de 

fosfolipídios que contribui para uma carga líquida total negativa, constituindo-se, desta 

forma, um ponto de ataque quimioterápico bastante interessante (Lewies et al., 2015). 

Adicionalmente, os PAMs podem interferir no metabolismo e em processos celulares 
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críticos do patógeno, incluindo a síntese da parede celular (Bechinger e Gorr, 2017; 

Kumar et al., 2018). Além das membranas celulares os peptídeos antiparasitários 

podem ter alvos intracelulares que incluem mecanismos como: indução de processos 

de necrose e apoptose-like, podem inibir a síntese de ATP na mitocôndria interferir 

na bioenergética do parasita. 

Dentre as PAMs, a classe denominada de temporinas, se destacam por 

apresentar amplo espectro de ação frente a bactérias (Gram-positivas/ Gram-

negativas), fungos e parasitas (AGARWAL; SHARMA; DANG; GUPTA et al., 2016; 

MOHANRAM; BHATTACHARJYA, 2016).  

As temporinas são moléculas pequenas (13-14 resíduos de aminoácidos), de 

carga líquida positiva variando de 0 a +3, com estrutura em alfa-hélice em meios 

apolares ou em miméticos de membrana. Apresentam uma região N-terminal 

altamente conservada que auxiliam na ancoragem do peptídeo às membranas 

celulares, uma região C-terminal, hipervariável e amidada, que pode estar envolvida 

na seletividade e especificidade destas moléculas (MANGONI; SAUGAR; 

DELLISANTI; BARRA et al., 2005; RAJA; ANDRÉ; ABBASSI; HUMBLOT et al., 2017). 

         Dentre estes peptídeos, temos o TSHa (FLSGIVGMLGKLF-NH2), o qual 

apresenta atividade anti- Leishmania infantum (IC50=18 μmol L-1) sete vezes menor 

que outro PAM, a dermaseptina B2, isolado da pele da rã Phyllomedusa bicolor (IC50 

= 2,5 μmol L-1) (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 (IC50= 16,5 μmol L-1), bem como os tripanossomatídeos 

Trypanosoma brucei e Trypanosoma cruzi, com moderada atividade, no entanto, com 

baixa seletividade (ABBASSI; RAJA; OURY; GAZANION et al., 2013). 

         Outro peptídeo é a Histatina 5 (Hist 5) (DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGY), 

peptídeo derivado da saliva humana. Este foi descrito pela literatura com atividade 

antileishmania para Leishmania donovani com IC50 para promastigotas e amastigotas 

de 7.3 µM e 14.4 µM, respectivamente (LUQUE-ORTEGA; VAN'T HOF; VEERMAN; 

SAUGAR et al., 2008). Outro dado interessante é que este peptídeo também afeta a 
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função mitocondrial da Leishmania pela inibição 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 aplicação dessas moléculas na terapêutica em geral, tais como o 

potencial de toxicidade para os seres humanos, susceptibilidade a proteases, altos 

custos de produção, atividade e apesar de incomum, a resistência bacteriana para 

alguns peptídeos (Bahar e Ren, 2013). 

Para contornar estes problemas, pode-se adotar a estratégia de 

bioconjugação. Esta abordagem consiste na junção de duas ou mais moléculas 

bioativas por meio de ligações covalentes, dando origem a um novo composto 

(Kopeček, 2013). O nosso grupo de pesquisa, tem realizado esta estratégia a fim de 

desenvolver compostos antimicrobianos, anti-câncer, anti fúngicos, como por 

exemplo, a dimerização para melhorar propriedades farmacocinéticas (Lorenzón et 

al., 2012; Sanches et al., 2015; Lorenzón et al., 2015; Batista et al., 2018).  

Sendo assim, os peptídeos pertencentes à classe das temporinas TSHa e 

TSHd e a Hist 5 por meio do grupo carboxila livre na estrutura da Anf B na posição 

que permite a conjugação, do qual a bioconjugação tem por objetivo melhorar o 

potencial biológico destas moléculas, melhorando a sua seletividade principalmente 

em relação a Anf B e diminuição da toxicidade (Figura 3).  

Figura 3: Esquema da bioconjugação dos peptídeos deste trabalho com a Anf B. Do qual 

exemplificamos o peptídeo TSHa com o seu grupo amina em destaque (Círculo azul) será ligado a 

região carboxila da Anf B (Círculo azul) 
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1.3. O fluxo de Ca2+ mitocondrial: oportunidade de desenvolvimento de 

peptídeos antimicrobianos direcionados ao complexo MCU de 

Leishmania   

 A pesquisa por novos fármacos envolve diversas áreas como a biologia 

molecular, genômica, proteômica e em farmacologia e está cada vez mais apoiada 

em recursos computacionais hoje disponíveis (MENG; ZHANG; MEZEI; CUI, 2011). 

Várias etapas da pesquisa e desenvolvimento de novos medicamentos envolvem 

etapas in silico, que dependem de dados estruturais de proteínas disponíveis em 

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

         As técnicas de ancoragem molecular visam prever o melhor modo de ligação 

correspondente de um ligante a um parceiro macromolecular (PAGADALA; SYED; 

TUSZYNSKI, 2017). Consiste na geração de um número de possíveis conformações, 

isto é, conformações do ligante dentro do sítio de ligação da proteína. Por essa razão, 

a disponibilidade da estrutura tridimensional do alvo molecular é uma condição 

necessária; 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 família Trypanosomatidae possuem 

características bioquímicas únicas que os distinguem dos vertebrados e que podem 

ser explorados como alvos terapêuticos interessantes para o desenvolvimento de 

novos agentes anti leishmanial.  

          Dentro deste contexto, o planejamento de peptídeos antimicrobianos inéditos 

como ligantes de proteínas alvo importantes para a sobrevivência do parasito pode 

ser estratégico. Desta forma, componentes celulares importantes para o fluxo de Ca2+ 

e manutenção de sua homeostase podem se constituir em importantes oportunidades 

de intervenção terapêutica, além de contribuir para a compreensão da biologia do 

parasita. 

O cálcio é um importante mensageiro celular, que desempenha funções 

importantes na sobrevivência e infectividade dos tripanossomatídeos. Este está 

envolvido em processos importantes como a adesão 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 sinalização por cálcio através de receptores específicos pode modular a 

proliferação e a diferenciação dos tripanossomatídeos, ocorre também um aumento 

da expressão de receptores de membrana de glicoproteínas gp35/gp82 que tem ação 

no processo de invasão e aderência do parasita a célula hospedeira. 

O Ca2 + desempenha várias funções importantes em diferentes processos 

como o processo de invasão da célula hospedeira pelas formas tripomastigota de T. 

cruzi ou promastigotas de Leishmania (BENAIM; PANIZ-MONDOLFI; SORDILLO; 

MARTINEZ-SOTILLO, 2020), diferenciação de epimastigotas para tripomastigotas 

em T. cruzi e promastigota à amastigota em L. donovani (Morrow et al., 1981), 

virulência (HUANG; BARTLETT; THOMAS; MORENO et al., 2013; HUANG; 

VERCESI; DOCAMPO, 2013), infectividade (DOCAMPO; HUANG, 2015), motilidade 

(SELVAPANDIYAN; KUMAR; MORRIS; SALISBURY et al, 2007) e secreção de 

proteínas tais como glicoproteínas de membrana como gp82 que é importante para o 

processo de adesão e invasão do parasita ao hospedeiro (BENAIM; PANIZ-

MONDOLFI; SORDILLO; MARTINEZ-SOTILLO, 2020).  

A regulação de várias vias de sinalização nas células eucariontes pelo Ca2+ 

pode ser descrita através de sua ligação a proteínas decodificadoras de sinal como 

proteínas quinases e canais iônicos (DOCAMPO; HUANG, 2015). A intricada relação 

das vias de sinalização do Ca2+ na biologia geral dos tripanossomatídeos e seu 

importante papel na sobrevivência e virulência 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 ação parece estar relacionado à 

alteração na homeostase do Ca2+ em Leishmania spp. (BENAIM; GARCIA, 2011; 

SERRANO-MARTIN; PAYARES; DE LUCCA; CARLOS MARTINEZ et al., 2009). 
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 O Ca2 + também pode interferir nas cascatas de sinalização 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 

proliferação de T.cruzi e T.brucei como na diferenciação destes parasitas 

(DOCAMPO; HUANG, 2015; HUANG; BARTLETT; THOMAS; MORENO et al., 2013). 

Em L. donovani, foi demonstrado que a sinalização de Ca2+ participa da 

diferenciação do estágio de amastigota à promastigota (Morrow et al., 1981). Também 

em Leishmania donovani, uma cisteína-protease dependente de Ca2+, a 

caldonopaina, demonstrou ter um papel fundamental no catabolismo, processamento 

endógeno de proteínas, invasão celular e outras ações biológicas (BENAIM; PANIZ-

MONDOLFI; SORDILLO; MARTINEZ-SOTILLO, 2020). 

O acúmulo de Ca2+ em Trypanosoma pode aumentar a produção de espécies 

reativas de oxigênio, o que estimula a morte celular, outro dado importante é que 

estudo com RNAi com canais iônicos mitocondriais que transportam cálcio podem 

reduzir a captação do Ca2 + e, aumentando a razão AMP/ATP o que estimula a 

formação de autofagossomo, produzindo efeitos deletérios  no crescimento in-vitro e 

também interfere na infectividade em camundongos na infecção por T.cruzi (BENAIM; 

PANIZ-MONDOLFI; SORDILLO; MARTINEZ-SOTILLO, 2020). 

Em tripanossomatídeos, além dos acidocalcissomos e retículo 

endoplasmático, as mitocôndrias desempenham um papel muito importante na 

manutenção da homeostase do Ca2+ (DOCAMP0 et al, 2005). Os tripanossomatídeos 

possuem uma única mitocôndria cujas funções e forma variam de acordo com estágio 

de vida do parasita e difere do hospedeiro mamífero. Nas formas parasitárias 

presentes na corrente sanguínea como a amastigota, a organela mitocondrial não tem 

cristas e a maioria dos complexos são responsáveis pela fosforilação 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 fosforilação oxidativos para a produção de 

energia. Além disso, toda a organela está aumentada formando uma rede complexa 

em toda a célula (JAKOB; HOFFMANN; AMODEO; PEITSCH et al., 2016) 
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As mitocôndrias possuem capacidade de armazenar Ca2+, importante 

mensageiro celular. A captação de Ca2+ pelas mitocôndrias é uma dinâmica altamente 

regulada, através de uma captação transitória de Ca2 +. Vale ressaltar a importância 

da captação desse íon pelas mitocôndrias, pois através dele ocorre a regulação da 

produção de energia e, seu excesso, pode levar à morte celular (GOODMAN; 

BUCHANAN; MCFADDEN, 2017). 

A fim de alcançar a matriz mitocondrial, o Ca2+ citosólico deve atravessar a 

membrana mitocondrial externa (OMM) e a membrana mitocondrial interna (IMM), as 

quais contém canais iônicos para o transporte do Ca2+. Na OMM, as proteínas do 

canal aniônico dependente de tensão são altamente permeáveis ao Ca2 + e mediam 

o transporte desse íon no espaço intermembranar (IMS), além de desempenharem 

função no metabolismo celular, transportando ATP e outros pequenos metabólitos 

(DELIERNEUX; KOUBA; SHANMUGHAPRIYA; POTIER-CARTEREAU et al., 2020; 

RAMAKRISHNAN; DOCAMPO, 2018). Já a IMM é menos permeável a íons e 

pequenas moléculas.  

Assim, o transporte de Ca2+ ocorre via estabelecimento de um gradiente 

eletroquímico através do IMM, utilizando um canal específico denominado MCU (do 

inglês, Mitochondrial Calcium Uniporter), formado por um complexo multimérico 

(MAMMUCARI; GHERARDI; RIZZUTO, 2017).  O complexo MCU em 

tripanossomatídeos é formado por um canal unidirecional para os íons cálcio, por uma 

subunidade chamada de MCUb e por 3 subunidades regulatórias MCU1 e MCU2 e 

EMRE, dos quais este complexo se diferencia do complexo MCU de mamíferos pelo 

fato de que em mamíferos há uma subunidade regulatória, a MCU3, além desta 

também apresentar uma organização tetramérica do canal MCU em humanos e em 

tripanossomatídeos a proteína é pentamérica (Figura 4). 

Dados da literatura indicam que o MCU tem papel fundamental na manutenção 

do Ca 2+ via mitocôndria e é essencial para a sobrevivência do parasita, já que o 

silenciamento deste canal em T.brucei causa aumento na razão 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 proteína MCU é um tetrâmero e 

complexo MCU tem mais subunidades reguladoras e em (B) é a estrutura do completo MCU em 

tripanossomatídeos, do qual a proteína MCU é um pentâmero. Neste caso para Tripanossomatídeos 

o complexo MCU é formado que é formado por um canal iônico MCU, a subunidade MCUb e 

subunidades regulatórias do complexo MCU1 e MCU2 e a EMRE, diferente dos mamíferos que 

apresentam mais subunidades regulatórias MCU3. 

 

a) 

 

b)  

 

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

A proteína MCU,  de forma geral, possui regiões específicas importantes para 

o seu funcionamento, dentre os quais a presença de dois domínios 

transmembranares, separados por uma região hidrofílica e que contém aminoácidos 

de carga negativa, importantes para a ligação do cálcio e abertura do poro MCU e faz 

parte do filtro de seletividade, denominado DIME, cuja região N e C terminal 

encontram-se voltadas para a matriz mitocondrial, dos quais está proteína em 

tripanossomatídeos possui alto nível de conservação e uma organização pentamérica 

(LANDER; CHIURILLO; BERTOLINI; DOCAMPO et al., 2018; YOO; WU; YIN; 

HERZIK et al., 2018). Os resíduos carregados negativamente do loop DIME são 
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responsáveis por alterações conformacionais da proteína MCU permitindo sua 

abertura ocasionada pela ligação do cálcio, seguida de transporte para o interior da 

matriz mitocondrial. (YOO; WU; YIN; HERZIK et al., 2018). 

Para o funcionamento do MCU é necessário que haja um gradiente 

eletroquímico através do IMM, o qual gera um potencial de membrana para a 

captação do cálcio, outro ponto importante é que o gradiente também conta com o 

apoio com fontes de cálcio presentes em outras organelas como por exemplo o 

retículo endoplasmático (LANDER; CHIURILLO; BERTOLINI; DOCAMPO et al., 

2017). 

Diante do exposto, e considerando a importância de MCU de 

tripanossomatídeos para captação do Ca²+, baseado em estudos com 

tripanossomas, infere-se que o complexo MCU pode se constituir em um interessante 

alvo terapêutico (BERTOLINI; CHIURILLO; LANDER; VERCESI et al., 2019; 

CHAUDHURI; CLAPHAM, 2014; DOCAMPO; VERCESI; HUANG, 2014), com 

destaque para os resíduos 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 Ca²+ para a mitocôndria em Leishmania.  

2. Objetivo  

Este trabalho está dividido em dois objetivos principais: (1) caracterizar a atividade 

leishmanicida de peptídeos da classe das temporinas e das histatinas sintéticos 

funcionalizados ao antileishmanial Anf B e (2) realizar modelagem molecular da 

proteína MCU de Leishmania baseado em homologia para fins de planejamento e 

síntese de peptídeos antileishmanial inibidores do influxo de Ca2+ para a mitocôndria 

parasitária. 

Objetivos específicos a serem atingidos em (1): 

1. Sintetizar e caracterizar os peptídeos TSHa (FLSGIVGMLGKLF-NH2), TSHd 

(FLPAALAGIGGILGKLF-NH2) e Hist 5 (DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGY); 

1.1 Purificação por cromatografia líquida de alta eficiência e confirmação 

da Massa molecular por espectrometria de massas. 
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1.2 Análise da estrutura secundária das moléculas por dicroísmo circular. 

2. Realizar e caracterizar a bioconjugação dos peptídeos TSHa, TSHd, e Hist 5 

com Anf B e síntese do dímero (TSHa)₂K, 

3.  Determinar as atividades (IC₅₀) anti-promastigota, anti-amastigota e citotóxica 

(CC₅₀) dos peptídeos TSHa, TSHd, (TSHa)2K, Hist 5 e bioconjugados; 

4.     Caracterização dos peptídeos: 

●  Avaliar a capacidade dos peptídeos 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. 

● Estudos de mecanismo de ação dos peptídeos e bioconjugados por 

microscopia fluorescência e microscopia de fluorescência confocal em 

L. mexicana 

Objetivos específicos a serem atingidos em (2): 

1. Construir um modelo tridimensional da proteína MCU do complexo MCU de L. 

mexicana baseado em homologia com a estrutura terciária de MCU de 

Caenorhabditis elegans; 

2.    Realizar análise de docagem molecular com inibidores de MCU (e.g. 

mitoxantrone), a fim de identificar quais os principais aminoácidos 

que se ligam aos inibidores, tornando o docagem mais precisa e 

permitindo assim a criação de peptídeos que inibam essa proteína. 

3.    Planejar os peptídeos potencialmente inibidores do poro de 

seletividade do MCU; 

5. Conclusões  

O presente trabalho encontrou algumas dificuldades para a obtenção dos 

compostos conjugados com Anf B, no entanto devido a uma diversidade de 

estratégias de síntese para acoplamento da Anf B foi possível obter algumas das 

moléculas e as mesmas apresentam resultados biológicos interessantes.  
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Os compostos bioconjugados com Anf B obtidos apresentaram atividade 

leishmanicida com baixa citotoxicidade, do qual destacamos o alto índice de 

seletividade desses compostos, mostrando que a estratégia da bioconjugação foi 

eficaz em combater um dos grandes problemas do tratamento leishmaniose com Anfb 

que é a falta de seletividade. 

Outro ponto importante é que as técnicas de citometria e microscopia puderam 

evidenciar que o provável mecanismo de ação dos bioconjugados com Anf B 

derivados é a membrana e que a carga e estrutura desses peptídeos é importante 

para isso. 

O bioconjugado Anf B-Histatina pode possuir como principal alvo a 

mitocôndria, a conjugação da Anf B neste peptídeo permitiu  que este 

permeabilizasse a membrana do parasita, fazendo com que este 

compartimentalizasse em sua organela alvo que é a mitocôndria.  

 Outro ponto importante é que em relação aos estudos de docking foi possível 

obter a estrutura por homologia e também foi realizado um estudo com inibidores de 

MCU a fim de verificar as principais interações químicas e também planejar peptídeos 

que possam ser capazes de inibir o poro de MCU de L. mexicana com uma certa 

especificidade in-silico a partir do estudo da interação dos peptídeos com proteína 

MCU humana do qual selecionamos os peptídeos que não interagiam com a proteína 

humana.  
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