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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.
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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 hew bioconjugates. For this, TSHa (ICsqama=5umol L -
Land 1S>200), TSHd (ICspama=7.2umol L * and 1S=14) and Hist 5 (ICspama=8 umol L * and
IS>125) peptides were functionalized to amphotericin B (ICs,ama=0.63 pmol L ** and 1S= 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 (ICspama=0.95 umol L ** and 1S>1052),
Anf B-Hist 5 (ICs,ama=0.4 umol L ! and 1S>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),K (ICs, ama=0.58 pmol L * 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.
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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: PI

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

Reacao 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 (cutanea, mucocutanea e visceral) representam um sério
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 milhGes de pessoas sao
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 Obitos cerca de 70.000 pessoas por ano, se ndo tratadas. Nos
tltimos anos, o nimero 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, séo transferidas para o
hospedeiro mamifero durante o repasto sanguineo da fémea (STEVERDING, 2017).
Os parasitas sao fagocitados por células do sistema fagocitico mononuclear,
principalmente macréfagos, seguida por posterior transformacdo a amastigotas, as

guais se multiplicam por divisdo binaria, até o rompimento das células infectadas,
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seguido de nova infeccdo de macréfagos (ALBEROLA; RODRIGUEZ; FRANCINO;
ROURA et al., 2004; BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018).

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 0s
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).

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

imune do individuo infectado.

O tratamento atual para as leishmanioses requer a administracdo parenteral
de farmacos téxicos e pouco eficazes (FREITAS-JUNIOR; CHATELAIN; KIM;
SIQUEIRA-NETO, 2012; J; M; CHANDA, 2021). Os farmacos de primeira escolha sao
0s antimoniais pentavalentes, como o0 antimoniato de metilglucamina (Glucantime®)
e o 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
guais destacamos efeitos como nefrototoxicidade e hepatotoxicidade.
Alternativamente, formulagdes lipidicas, como o0 Ambisome®, Amphocil™ e Abelcit®,
as quais sao 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 eficacia 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 cardiotdéxicos e metabdlicos
(diabetes), além de apresentar baixa eficacia e resisténcia ao tratamento da
leishmaniose cutanea (ANDRADE-NETO; (MARTINS; MESQUITA; PINTO; COSTA-
SILVA et al., 2016).
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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
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; BEIJNEN; 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 o 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 portfolio 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 agao (LIU; SHI; TONG; JIA et al.,, 2021) tendo sido descritos e
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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 biolégicas incluindo atividades antimicrobiana, anticancerigena,
antifangica, 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 a50) 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 aplicacdo 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 acao
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 o0 seu estagio de desenvolvimento,
além disso este € um alvo terapéutico seletivo ja que a constituicio da membrana

celular de mamiferos é diferente da parasitaria e menos negativa, o que permite que
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os PAMs tenham uma agédo mais seletiva (CABEZAS; LEGENTIL; ROBERT-
GANGNEUX; DALIGAULT et al., 2015).

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.

Adsorgdo do peptideo na
supertifice da membrana.

O mecanismo de a¢do 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 liberacdo do
conteldo celular. Existem dois fatores importantes para esta interacdo com a
membrana, a estrutura conformacional do peptideo e a razdo peptideo-lipidio
(ZHANG; YAN; MENG; HONG et al., 2021).

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

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, o 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 citoplasmatica
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.



27

Vale ressaltar que a membrana de protozoarios apresenta uma composi¢cao 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
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
que outro PAM, a dermaseptina B2, isolado da pele da ra Phyllomedusa bicolor (ICso
= 2,5 uymol L) (GALANTH; ABBASSI; LEQUIN; AYALA-SANMARTIN et al., 2009).
Outra temporina com  atividade leishmanicida € 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
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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
funcdo 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 dimerizacdo 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 posicéo
gue permite a conjugacdo, do qual a bioconjugacdo tem por objetivo melhorar o
potencial biolégico destas moléculas, melhorando a sua seletividade principalmente
em relacao 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
regido 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 &reas como a biologia
molecular, genbmica, protebmica e em farmacologia e esta cada vez mais apoiada
em recursos computacionais hoje disponiveis (MENG; ZHANG; MEZEI; CUI, 2011).
Varias 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 ligacdo
correspondente de um ligante a um parceiro macromolecular (PAGADALA; SYED,;
TUSZYNSKI, 2017). Consiste na geracao de um numero de possiveis conformacdes,
isto é, conformacdes do ligante dentro do sitio de ligacdo da proteina. Por essa razéo,
a disponibilidade da estrutura tridimensional do alvo molecular é uma condi¢do
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.
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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 intervencéo terapéutica, além de contribuir para a compreensédo 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 adesao do flagelo ao corpo celular em
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 célcio 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 invasdo 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 secrecao 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).
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A regulacdo de varias vias de sinalizacéo 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 sinalizacdo 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, 0 que €
corroborado pela miltefosina, cujo mecanismo de acéo 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).

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

Em L. donovani, foi demonstrado que a sinalizacdo de Ca?* participa da
diferenciacao 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
enddgeno de proteinas, invasao celular e outras acdes bioldgicas (BENAIM; PANIZ-
MONDOLFI; SORDILLO; MARTINEZ-SOTILLO, 2020).

O acumulo de Ca?* em Trypanosoma pode aumentar a producdo de espécies
reativas de oxigénio, o que estimula a morte celular, outro dado importante é que
estudo com RNAIi com canais i6bnicos mitocondriais que transportam calcio podem
reduzir a captacdo do Ca? * e, aumentando a razdo AMP/ATP o que estimula a
formacéo de autofagossomo, produzindo efeitos deletérios no crescimento in-vitro e
também interfere na infectividade em camundongos na infecgéo 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 func¢des e forma variam de acordo com estagio
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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 € 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)

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 anioénico dependente de tensdo sdo altamente permeaveis 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). Ja a IMM é menos permeavel 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 é 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 MCUS3, além desta
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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).

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.

Matrix

b)

Matrix

Fonte: Adaptado de LANDER; CHIURILLO; BERTOLINI; DOCAMPO et al., 2018.
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A proteina MCU, de forma geral, possui regibes 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 ligacéo do célcio 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 conservagédo 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 sé&o
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 € necessario que haja um gradiente
eletroquimico através do IMM, o qual gera um potencial de membrana para a
captacdo do célcio, outro ponto importante € que o gradiente também conta com o
apoio com fontes de calcio presentes em outras organelas como por exemplo o
reticulo endoplasmético (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
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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.
1.2 Analise 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 citotdxica
(CCsy) dos peptideos TSHa, TSHd, (TSHa)2K, Hist 5 e bioconjugados;

4. Caracterizacao 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.qg.
mitoxantrone), a fim de identificar quais os principais aminoacidos
gue se ligam aos inibidores, tornando o docagem mais precisa e

permitindo assim a criacdo de peptideos que inibam essa proteina.
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3. Planejar os peptideos potencialmente inibidores do poro de
seletividade do MCU;

3. Materiais e Métodos
3.1. Sintese dos peptideos TSHa, TSHd e Hist 5 e dimero (TSHa),K

Os peptideos foram sintetizados utilizando a técnica de sintese peptidica em
fase solida (SPFS), de acordo com metodologia previamente descrita baseada no
crescimento residuo por residuo da cadeia peptidica, ligada covalentemente pelo seu
aminoacido carboxi-terminal aos sitios reativos existentes em um suporte solido
(resina) (Merrifield, 1964).

No presente trabalho, os peptideos TSHa, TSHd foram sintetizados utilizando-
se resina Rink Amide de grau de substituicdo de 0,5 mmol e 0.4 mmol de escala e
com 2x de excesso, enquanto Hist 5, foi utilizada a resina FMOC-Tyr-Wang que ja
contém o primeiro aminoacido da sequéncia com grau de substituicdo de 0.28 mmol

e a mesma escala e excesso dos peptideos temporinas.

Os acoplamentos dos Fmoc-aminoéacidos foram realizados pela ativacdo dos
grupos carboxilas com a combinacao diisopropilcarbodiimida e N-Hidroxibenzotriazol
. Todos os Fmoc-aminoéacidos e reagentes foram usados com 2 vezes de excesso em
relacdo a quantidade de grupos reativos na resina inicial. O grupo Fmoc base-labil foi
retirado pela lavagem com 20% 4-metilpiperidina/DMF (dimetilformamida) durante 1
e 20 min. Entre cada etapa foram realizadas lavagens com DMF, para eliminacdo do
excesso de reagentes e subprodutos. Depois de cada etapa de acoplamento foi

realizado o teste de ninidrina, como descrito em (Kaiser et al., 1970).

Para a sintese do dimero de TSHa, aqui denominado (TSHa), K, utilizou-se um
residuo de lisina, presente na Fmoc-K-Fmoc, para servir como ligante entre as duas
cadeias do TSHa. O residuo de lisina foi acoplado a uma resina PEG Rink-Amida de
grau de substituicdo 0.23 mmol, com escala de 0.12 mmol e com 4x de excesso. Nota:
utilizou-se HATU ((1- [Bis (dimetilamino) metileno] -1H-1,2,3-triazolo [4,5-b] piridinio
3-oxido hexafluorofosfato-Chemtech)), do inglés H exafluorofosfato Azabenzotriazol
Tetrametil U rénio) como agente ativador e DIPEA ((N,N-diisopropiletilamina)- Merck),

como agente acoplador.
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3.1.1. Bioconjugacéao de peptideos a anfotericina B

Parte das resinas contendo os peptideos TSHa, TSHd ou Hist 5 foram clivadas
e caracterizadas por espectrometria de massas. Anf B (cristalia) foi, entdo, acoplada
a extremidade N-terminal de cada peptideo através do uso do ativador HBTU ((2- (1
H -benzotriazol-1-il) -1,1,3,3-tetrametilurbnio hexafluorofosfato-Chemtech) e do
agente acoplador DIPEA (N,N-diisopropiletilamina-Merck). Alternativamente, a
conjugacéao da Anf B aos peptideos TSHa e TSHd foi feita em solu¢éo, de acordo com
Shu et al. (2018) para acoplamento da Anf B ao peptideo bruto, uma vez confirmada
a massa molecular dos peptideos. Desta forma, Anf B foi acoplada por duas horas
em diferentes combinagbes de agentes ativadores HATU, HBTU ((2-(1H-
benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium  hexafluorophosphate) e  BOP
(hexafluorofosfato de  benzotriazol-1-il-oxi-tris-(dimetilamino)phosphonium-

Chemtech) e com o agente acoplador DIPEA.

A reacdo de acoplamento foi confirmada em CLAE (Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia) analitico (Equipamento da Shimadzu) a 350 nm, comprimento de onda
absorvido pela Anf B, seguido por andlise de espectrometria de massas Thermo LCQ-
fleet, com configuracdo ESI-IT-MS, com analisador por injecdo ion trap, para
confirmar a obtencao do material desejado, no modo eletro spray positivo (M+H)* faixa
de 200-2000 g mol™,

3.2. Reacéo de clivagem

A clivagem dos peptideos recém sintetizados TSHd e Hist 5 foi realizada pela
adicdo de 4&cido trifluoracético - TFA, e supressores de reacdes colaterais:
triisopropilsilano (TIS) e agua ultrapura; em frasco de cintilacdo sob agitacdo branda
por 2 h, na proporcéo de 1 mL de solucao para cada 100 mg de peptidil-resina. Para
0 peptideo TSHa e (TSHa),K foi utilizado o seguinte coquetel de clivagem: TFA, TIS,
H20 Ultrapura e DODT (3,6-dioxa-1,8-octanedithiol). Depois realizou-se a
precipitacéo do peptideo e da resina com éter etilico gelado, seguido por descarte do
sobrenadante por 3 vezes. Na etapa seguinte, os peptideos foram extraidos com
solvente A (H20) contendo 0,045% de TFA e solvente B (acetonitrila) contendo
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0,036% de TFA, sendo centrifugado para separar os peptideos da resina. Os
sobrenadantes resultantes contendo os peptideos foram liofilizados.

3.3. Purificacao e caracterizacdo dos peptideos

A purificacdo dos produtos obtidos foi feita em CLAE em modo semi-
preparativo, com solvente A e solvente B, fluxo de 5 mL min, deteccdo a 220 nm,
em coluna C18 de fase reversa (Jupiter Proteo), com dimensé&o de 25 cm x 10 mm e
particulas 5 um. Os peptideos foram purificados em gradientes de concentracéo de

solvente de acordo com a hidrofobicidade de cada molécula.

A seguir, a pureza de cada fragéo foi determinada em CLAE, modo analitico,
utilizando espectrometro Shimadzu, com coluna C18 (25 cm x 10 mm), detecgcéao a
220 nm, utilizando método gradiente de 5 a 95% de solvente B em 30 min com fluxo

de 1 mL min?,

As andlises das massas moleculares dos peptideos foram realizadas por
espectrometria de massas (Thermo LCQ-fleet, com configuragdo ESI-IT-MS), com

analisador ion trap, modo eletrospray positivo (M+H)* faixa de 200-2000 g mol2.
3.4. Ensaios de dicroismo circular

A espectroscopia de dicroismo circular (CD) foi utilizada para os estudos
estruturais dos peptideos. Os espectros de CD foram adquiridos em um
espectropolarimetro Jasco J- 815, em celas de 1,0 mm de caminho 6ptico com 5
varreduras por espectro com tempo de integracdo de 3 s por ponto. Para todos os
experimentos a leitura foi feita a cada 0,5 nm com controle de temperatura a 25° C.
Neste estudo foram preparadas solucdes estoques dos peptideos em tampéao PBS
(Tampéo fosfato salino) pH 7,4, para posterior diluicdo em 10 umol L. As solucdes
de peptideos foram tituladas com LPC (lisofosfatidilcolina), em concentracdes de 1 e
5 mmol L e solucéo estruturante de 60% de 2,2,2-Trifluoroetanol (TFE).

O calculo da elipticidade molar [©] para converter os dados coletados
inicialmente em milidegree foi realizado com a equagao 1 (CASALLANOVO; DE
OLIVEIRA; DE SOUZA; ROS et al., 2006):

valor(em milidegree)

o] =
(6] (10.1.[peptideo].n® de aa

Equacao 1
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Onde no numerador é colocado o valor obtido em milidegree pelo

equipamento, { € o caminho 6ptico utilizado na cubeta (0,1 cm), [peptideo] é a

concentracdo de peptideo usada no experimento em mol. Lt e n° de aa é a

guantidade de residuos de aminoacidos presentes na molécula, no qual Anf B foi

considerada um residuo de aminoéacido (Figura 5).

Figura 5: Padréo de bandas caracteristicas para determinagéo de estruturas secundarias de peptideos

antimicrobianos.
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3.5. Ensaios biol6gicos

3.5.1. Cultivo de L. mexicana e obtenc&o de macrofagos peritoneais

Para a obtencéo da cultura de L.mexicana, os parasitas sao obtidos a partir de
modelo de infeccdo animal em machos de BALB/c (CEMIB-UNICAMP) (entre 5a 7

semanas de idade) devendo ser infectados subcutdneamente com 1x107

promastigotas de L. mexicana na fase metaciclica na pata traseira direita . Apos dois

meses de infeccdo ou até o aparecimento da lesdo (diametro de 5 a 7 mm), os animais
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foram sacrificados segundo as recomendacfes do comité de ética - CEUA/FCFCAr
Process0:03/2019, e a derme e epiderme da regido da lesdo removidas e massaredas

e estas foram cultivadas em Meio Schneider (Sigma).

Apoés este cultivo, os parasitas devem crescer até a fase exponencial de
crescimento e congeladas na concentragédo de 1x10® promastigotas mL* em 10% de
glicerol e armazenado em ultrafreezer -80°, sendo a passagem de cultura proveniente

do animal PO e a cada novo cultivo muda-se a passagem da cultura de parasitas.

Para este trabalho foram utilizadas promastigotas de L. mexicana
(MNYC/BZ/62/M379) na passagem P3 ou P4, cultivadas em meio Schneider (Sigma
Aldrich) a 28°C até a fase mid log de crescimento. Macrofagos foram obtidos a partir
da cavidade peritoneal de camundongos Swiss, de acordo com metodologia
previamente descrita em VELASQUEZ; RIBEIRO; VENN; CASTELLI et al., 2017.

3.5.2. Bioensaio para avaliar a atividade anti-promastigota in vitro

Culturas de L. mexicana na passagem P3 e na fase exponencial de
crescimento foram transferidas para poc¢os de placas de 96 poc¢os para concentracao
final de 1x10’ promastigotas mL?, seguido pela adicdo de peptideos nas
concentracdes de 1,28 a 100 umol L, a fim de avaliar o potencial leishmanicida. Apés
72 horas, realizou-se contagem de leishmanias viaveis na cAmara de Neubauer na
presenca de azul de tripan. Todos os experimentos foram realizados em duplicata

experimental com triplicata de cada concentracéo testada.

3.5.3. Determinacdo do potencial citotoxico dos peptideos frente a

macrofagos peritoneais

Macréfagos peritoneais murinos (3x10° células mLt) foram cultivados em
meio RPMI-1640 (SIGMA) completo, em placas de 96 pocos. A adesao das células
ocorreu a 37°C em 5% CO:2 por 4 h. Os peptideos foram testados nas concentracdes
1,28 pmol L™ a 1000 pmol L™ e a leitura dos resultados foi realizada por método
colorimétrico MTT.
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Os resultados obtidos foram expressos em forma de CCso, que € a
concentragéo que apresenta igual e/ou maior que 50% da viabilidade celular, ou seja,
células viaveis. No qual a determinacéo deste valor foi realizada por regressado nao
linear utilizando-se o software Bioestat. Todos os experimentos foram realizados em

duplicata experimental com triplicata de cada concentragao testada.
3.5.4. Bioensaio para avaliar a atividade anti-amastigota in vitro

Macréfagos peritoneais murinos (3x10° células mLt) foram cultivados em
meio RPMI-1640 completo, distribuidos em laminulas circulares (de 13 mm de
didmetro) acondicionadas dentro de pocos de placas de 24 pocos. A adesdo das
células ocorreu a 37°C em 5% COz2 por 4h. Macrofagos foram infectados com a forma
promastigotas de L. mexicana, na fase estacionaria do crescimento, na razédo de 10:1
(promastigotas:célula) e mantidos a 37°C em 5% de CO:2 por mais 8 h. Ao final, os
parasitas ndo fagocitados foram removidos por lavagem, seguido pela adicdo de 20
uL dos peptideos nas concentragdes 10- 0.62 pmol L™ e para moléculas com valor
de ICso inferiores a 0, 62 foram testados nas concentragées 0.62 a 0.02 umol L~
solubilizada em meio fresco. A placa foi mantida a 37°C, 5% de CO:z por 24 h e 48 h.
O farmaco de referéncia utilizado como controle foi a Anf B. Para analise do indice de
infeccdo e concentracao inibitéria de 50% da inibicdo do crescimento (ICso-ama), as
laminulas foram coradas por Giemsa, para posterior analise em microscopia Optica
para registro do nimero de amastigotas por macréfago. Para o célculo do indice de
infeccdo (Porcentagem de células infectadas * (nimero de parasitas intracelulares

/nimero de células infectadas) e (ICso-ama) determinados por regressdo néo linear.

Os ensaios foram realizados em duplicata.

3.6. Estudos de mecanismos de acao

Como descrito anteriormente o principal mecanismo de a¢do dos peptideos

antimicrobianos € na membrana celular dos microrganismos, assim como como a
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droga antiparasitaria Anf B, com o objetivo de entender se os bioconjugados dos
peptideos com Anf B e o dimero do TSHa também possuem este mecanismo, foram
realizados alguns ensaios que podem contribuir para o delineamento deste

mecanismo.
3.6.1. Ensaios de permeabilizacéo de vesiculas

Como o mecanismo de a¢do dos peptideos em estudo pode ser na membrana,
foram realizados estudos com miméticos de membrana com a composicao lipidica do
parasita Leishmania e das células hospedeiras dos macrofagos. A membrana celular
da Leishmania € formada principalmente por fosfolipidios de carga negativa sendo os
principais fosfatidilinositol, fosfatidilserina e fosfatidiletanolamina e ergosterol, ja a
membrana celular de mamiferos € menos negativa formado principalmente por
fosfatidilcolina e colesterol (CABEZAS; LEGENTIL; ROBERT-GANGNEUX;
DALIGAULT et al., 2015).

Foram preparados filmes lipidicos de POPC (1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-
fosfatidilcolina): Colesterol (5:1) e de POPC: POPS (Fosfatidilserina): Ergosterol

(1:13:3) na concentragdo de 15 mmol L.

Para elaboracdo dos filmes, os lipidios foram solubilizados em solucédo de
metanol/cloroférmio (4:1, v:v) e exposto a um fluxo de nitrogénio para consequente
formacéao do filme lipidico. Os mesmos foram mantidos em bomba de vacuo durante
12 h para eliminacdo dos solventes. ApGs secagem no vacuo, foi adicionado uma
solucdo aquosa contendo o fluoréforo carboxifluoresceina (CF-50 mmol L?). A
solugéo passou por ciclos de aguecimento a 60°C seguida de sonicacéo e agitacao
por 5 min, durante 1 h para a formacdo das vesiculas multilamelares. Apds este
periodo, a mistura foi submetida a um extrusor da Avanti Polar Lipids para obtengéo

de vesiculas unilamelares (LUVs) de 100 nm.

Apos a formacgéao das vesiculas unilamelares, a solugéo foi aplicada em coluna
de exclusdo molecular Sephadex LH-20 para a separacdo da CF que nao foi
encapsulada no interior das vesiculas (Figura 6). Os compostos foram testados sobre
as vesiculas e a sua acdo foi acompanhada pela liberacdo do fluoréforo no
equipamento espectrofluorimetro HITACHI-U-2000, com comprimento de onda

ajustado em 495 nm e 517 nm, para a excitacdo e emissao, respectivamente. A droga
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controle Anfb B e os peptideos TSHa, TSHd, Hist 5, (TSHa),K e os bioconjugados

com Anf B foram testados nas concentragdes de 1 umol L1e 5 ymol L.

Figura 6: Esquema para a formacgdo das vesiculas unilamelares. H4 formacéo do filme lipidico, a
posterior hidrata¢@o com carboxifluoresceina seguidos de processos de sonicagao, e homegeneizacao
a 60° C por 1 hora. Apds isso as vesiculas s@o extrusionadas para a formacéo das LUVs e por fim

passam por uma coluna de exclusdo de peso molecular para separacdo das LUVs encapsuladas do

fluérofo livre.

solucBo aquosa

filme lipidico saco

Fonte: Lipossome preparation, disponivel em https://avantilipids.com/tech-support/liposome-

preparation/, acesso em jan./2022.
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3.6.2. Ensaios de danos de membrana por citometria de fluxo

Para os ensaios de citometria de fluxo, promastigotas de L. mexicana foram
crescidas em meio Schneider suplementado com soro fetal bovino inativado. A cultura
de parasitas foi ajustada na concentragdo 5x10° células mL™, seguidos de incubacéo
na presengca ou auséncia dos peptideos, dos bioconjugados e de Anf B nas

concentragdes: 2xICso,1x ICs0 € %2 ICs0 € Y5 1Cso.

Apés a incubacédo, as promastigotas foram lavadas duas vezes com PBS e
marcadas com iodeto de propidio (Pl) (80 pug mL%) por 20 min, seguido de

centrifugacédo a 2000xg por 10 min e ressuspendida em 500 pL de PBS.

Todas as amostras foram adquiridas no citémetro de fluxo BD Accuri C6 (BD
Biosciences) e analisadas usando o software proprietario do equipamento e nao
menos 50.000 eventos foram efetivamente incluidos em cada analise, além disso
todos os experimentos foram realizados em duplicata biolégica com triplicata de cada

ponto experimental.

3.6.3. Ensaios de microscopia de fluorescéncia e de fluorescéncia
confocal

Microscopia de fluorescéncia

Para a microscopia de fluorescéncia foram realizados ensaios com formas
promastigotas de L. mexicana na fase exponencial de crescimento na passagem P3
na concentracédo de 1x10’ cél mL?. Todos foram tratados com Anf B, peptideos e os
bioconjugados nas concentragdes de 1,25 ou 2,5 ymol L por 2 h ou 24 h de
tratamento. Os parasitas foram marcados com 5 ug mL* de Hoechst (Estoque: 1 mg
mL-1) por 5 minutos e apds isso foi adicionado Pl (1 mg mL™) para uma concentragéo

final de 40 uyg mL, seguido de incubacéo por 20 min a temperatura ambiente.

Apés a incubacgdo, os parasitas foram centrifugados por 10 min a 2000 xg,
seguido da ressuspensao do precipitado em 100 yL de PBS, a fim de remover os

fluoréforos.
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Os parasitas foram imobilizados em laminula de vidro previamente tratada
com Cell-Tak Cell and Tissue Adhesive (Corning™) a 1 yg cm-2. As imagens foram
adquiridas em microscopio de fluorescéncia (Nikon DS-R11) no aumento de 40x.0s

experimentos foram realizados em duplicata biol6gica com triplicata experimental.
Microscopia de fluorescéncia confocal

Para avaliar o processo de acumulagao e localizacdo dos bioconjugados nas
formas promastigotas de L. mexicana a 28°C, os parasitas (1x107 células mL™t) foram
incubados na presenca ou auséncia de peptideos por 5 h. ApGs a incubacéo, os
parasitas foram centrifugados por 10 min a 2000 xg, seguido da ressuspenséo do
pellet em 500 pL de PBS, a fim de remover os peptideos ndo incorporados. Apds isso
foi realizada incubacdo dos parasitas com 40 pg mL 1 de PI (Thermo-solucéo
estoque:1 mg mL?) por 15 min, 200 nmol L de mitotracker (Invitrogen-solucéo
estoque 1 mmol L) por 20 min ou 50 nmol L lysotracker (Thermo- solucdo estoque
1 mmol L) por 20 min. Apés a incubacéo, os parasitas foram centrifugados por 10
min a 2000 xg, seguido de ressuspensédo do precipitado em 100 yL de PBS, a fim de
remover os fluoroforos. Os parasitas foram imobilizados em laminula de vidro
previamente tratada com Cell-Tak Cell and Tissue Adhesive (Corning™) a 1 uyg cm-2
sendo adquiridas imagem em microscopio confocal (Carl Zeiss LSM 800 com

Airyscan) em objetiva de 40x de aumento.
3.7. Construcédo do modelo por homologia da proteina MCU

Para os estudos de modelagem molecular, utilizou-se a sequéncia da proteina
MCU de L. mexicana (XM_003876603.1), obtida a partir do banco de dados TritrypDB
(tritrypdb.org), a analise de similaridade foi feita por BlastP
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi#alndr _401417537) e, os alinhamentos, com o
software Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).

Como estrutura molde foi escolhida a proteina MCU de Caenorhabditis
elegans utilizando o servidor Swiss-Model (https://swissmodel.expasy.org/) a partir
deste modelo foi gerado uma estrutura por homologia da proteina MCU de
L.mexicana em formato pdb. O modelo da proteina MCU de L. mexicana construida
foi otimizado e validado com o software MolProbity (CHEN; ARENDALL; HEADD;
KEEDY et al., 2010; WILLIAMS; HEADD; MORIARTY; PRISANT et al., 2018),
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juntamente com o método semi empirico PM7 com o Software livre MOPAC (verséo
2016) através do Mercury Interface de software CSD (v3.9), do Pacote computacional
GOLD Suite desenvolvido pela CCDC (OKADA JUNIOR, C. Y. ,2018).

3.7.1. Planejamento dos peptideos inéditos inibidores da proteina MCU

Para o planejamento dos peptideos, inibidores do canal i6nico de MCU
tetraciclina B, NecroX-5, Mitoxantrone, KB-R793, Despiramina, DS1657051,
Curcumina B, Ciclosporina A e B, Aminosalicilato, Hexa)cetylpiridinium foram
utilizados para identificacdo das principais interacées quimicas (WOODS; NEMANI;
SHANMUGHAPRIYA; KUMAR et al., 2019; WOODS; WILSON, 2020).

Os inibidores tiveram suas estruturas desenhadas no programa Discovery
Studio Visualizer , e posteriormente otimizados utilizando-se o método semi empirico
PM7 em Software livre MOPAC (versdo 2016) através da interface grafica do
programa Mercury Interface de software CSD (v3.9) do Pacote GOLD Suite e, em
seguida, foi realizada a ancoragem dos mesmos na estrutura tridimensional de MCU
de L. mexicana utilizando o Software Gold Suite com a fun¢céo de pontuacdo chemplp
, avaliando depois quais as interacdes quimicas presentes na docagem molecular dos

inibidores com MCU.

A partir dos peptideos planejados a fim de inibir a proteina MCU de L.
mexicana, foi realizada a ancoragem dos mesmos com as estrutura tridimensional de
MCU de Homo sapiens (pdb:6058) através do Software Gold Suite com a funcéo de
pontuacdo chemplp , no qual foi avaliado a especificidade dos peptideos, do qual
foram selecionados peptideos que néo interagiram com a regido do poro da proteina
MCU humana, dos quais este foi mais um critério para selecionar os peptideos que

fossem especificas a L. mexicana.

3.8. Analise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em duplicata experimental com
triplicatas de cada ponto. Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de
normalidade (Teste de Shapiro-Wilk ou Kolmogorov-Smirnov). Considerados
normais, para comparar os valores das variaveis continuas entre os grupos foram

utilizados o teste de Andlise de Variancia (two-way ANOVA), com o pdés-teste de
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Tukey e o teste T. As andlises foram realizadas através do software Graph Pad
Prism® Version 5.01 (Graph Pad Software Inc., La Jolla, CA, EUA). O nivel de
significancia adotada para os testes estatisticos foi de 5%, ou seja, p < 0,05 e de 1%
p<0,01.

4. Resultados e discussodes
4.1. Sintese dos peptideos

A fim de identificar novos agentes leishmanicidas, este projeto de pesquisa

baseia-se nas estratégias de sintese, bioconjugacao e dimerizacdo de peptideos.
4.1.1. Peptideo TSHa e obtencao do bioconjugado Anf B-TSHa

A estratégia de bioconjugacao vem sendo aplicada para desenvolver estratégias
de desenvolvimento de novos compostos contra Leishmanioses, gerando composto
mais seletivos para o parasita, como por exemplo o desenvolvimento de peptideos
inibidores da proteina Tripanotiona dissulfeto redutase em Leishmania Infantum
(REVUELTO; LOPEZ-MARTIN; DE LUCIO; GARCIA-SORIANO et al., 2021) ou a
bioconjugacdo do de acidos graxos com peptideos que foram capazes de inibir o
crescimento parasitario em Leishmania major (ZAHEDIFARD; LEE; NO; SALIMI et
al., 2020), todos estes dados corroboram para mostrar como a estratégia da
bioconjugacdo € de extrema importancia para o desenvolvimentos de novos

antileishmaniais.

Sendo assim para a sintese do peptideo TSHa (FLSGIVGMLGKLF-NH2), obteve-
se 1167 mg de peptidil-resina, correspondendo a um ganho de massa de 366 mg e
rendimento de sintese de 82,4%. Assim, 0,1 mmol da peptidil-resina foi clivada para
obtencdo do peptideo TSHa, enquanto os outros 0,1 mmol, separados para
acoplamento com Anf B na extremidade N-terminal utilizando-se os agentes de
acoplamento HBTU e DIPEA por quatro horas. A clivagem do conjugado Anf B-TSHa

foi realizada como supracitado (tabela 1).

Tabela 1: Rendimento dos de sintese dos peptideos TSHa e Anf B-TSHa.

Massa Massa de Rendimento de
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do peptideo bruto clivagem (%)
Peptidil-Resina peptideo (Tedrico)
bruto
(mg)
FLSGIVGMLGKLF-NH, 51 138 37
Anf B-FLSGIVGMLGKLF- 51 222 22

NH,

A confirmacdo da massa molar do peptideo TSHa estad nos anexos O peptideo
Anf B-TSHa (Figura 7), apresentou massa molar de 2217 g mol%, 69 unidades menor

gue o valor esperado (2286 g mol?).

Figura 7: Espectro de massas referente ao peptideo TSHa conjugado a Anf B. A massa molar do

peptideo obtida foi de 2217,9 g mol -1, demonstrando que a sintese ndo ocorreu corretamente.
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Ao final do processo de conjugacdo da Anf B ao peptideo TSHa, nédo foi possivel
obter o bioconjugado com a massa molecular, sendo necessario entender o que
estava acarretando na formacédo de uma molécula de anfotericina com uma massa
menor. Para isto foram realizados estudos de estabilidade da molécula Anf B
realizada em duas diferentes solugdes de clivagem I: (H20, TIS, TFA) ou Il: (H20, TIS,
ODT e TFA), verificou-se que esta molécula pode estar sendo degradada frente a
solucéo de clivagem II, resultando na auséncia de parte da molécula Anf B acoplada
ao peptideo TSHa, (DESHPANDE; GANGRADE; KEKARE; VAIDYA, 2010)
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(Resultados em anexo). Essa Anf B modificada, aqui denominada Anf B*, estad em
processo de elucidacéo estrutural.

Nova sintese realizada, utilizando-se 0,1 mmol de resina (292 mg), 2x de
excesso de Anf B e com um tempo de acoplamento de quatro horas, gerou 322 mg
de massa de peptidil-resina, com ganho de 31 mg de massa e rendimento de 84,1 %,
a qual foi clivada em em solucéo I, mas, resultando novamente na formacéo de Anf
B* (2217 g mol ). Os resultados da purificacéo do peptideo TSHa estédo disponiveis

Nno anexo 2.

Para o peptideo Anf B*-TSHa, foram realizadas duas purificagdes. Inicialmente
foi analisado o perfil bruto dos compostos, do qual notou-se a presenca de dois picos
majoritarios com tempo de retencdo de 18,5 e 19,6 minutos, correspondendo
provavelmente ao peptideo TSHa e ao conjugado Anf B*-TSHa, respectivamente
(Figura 8).

Figura 8: Perfil cromatografico do peptideo bruto Anf B*-TSHa. Ha presenca de dois picos majoritarios,
1° pico - tempo de retencao de 18,5 minutos (peptideo sem anfotericina e o 2° pico - tempo de retencéo

com 19,6 minutos (peptideo com parte da estrutura de anfotericina B).
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Para a purificagédo desta molécula utilizou o método 30-70 % solvente B em 90
minutos. A quantidade de massa obtida e pureza das fracbes estdo descritas na
tabela 2, destacando que apds o processo de purificagdo e confirmacdo das massas
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moleculares dos peptideos obtidos, havia presenca do peptideo TSHa e do seu

conjugado Anf B*-TSHa (Figura 9).

Figura 9: Perfil cromatogréfico do peptideo puro Anf B-TSHa. Em (a) peptideo sem anfotericina B com

pureza de 93,60% de pureza, em (b) peptideo com parte da estrutura da anfotericina B com 95 % de

pureza.
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Em ambas as tentativas de sintese, foi demonstrado que a molécula de Anf B
acoplada a estrutura do peptideo esta incompleta, para solucionar tal dificuldade um
novo método de sintese foi testado, no qual foi realizado um acoplamento em fase
liqguida, com os ativadores HBTU e DIPEA, este foi feito em solucdo a fim potencializar
0 acoplamento da anfotericina B e evitar 0 contato desta com o meio &cido, uma vez
gue, dados da literatura demonstraram o uso deste método para acoplar Anf B em

peptideos (Shu et al., 2018).

4.1.2. Nova estratégia de acoplamento em solucdo da anfotericina B e
TSHa.

Como visto anteriormente, ndo houve sucesso no acoplamento de anfotericina
B ao peptideo TSHa quando utilizada a metodologia de sintese em fase solida, a qual
gerou a molécula Anf B*-TSHa, onde a estrutura da anfotericina B ndo esta completa

(Em elucidacao).

Para obter novo acoplamento, adotou-se a estratégia de acoplamento em
solugcéo. Para isso, reacdes em pequena escala foram realizadas, seguido de
confirmacdo do acoplamento em CLAE (Figura 10) e espectrometria de massas
(Figura 11), em pequena escala foi possivel obter o bionconjugado do peptideo TSHa
com a estrutura completa do Anf B. Outro ponto importante é que a sintese em

solucéo reduz significativamente o numero de unidades de operacdo que s&o
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necessarias para obter os peptideos e a sintese em solucdo é uma forma rapida para
a obtencao de peptideos hidrofilicos e de compostos bioconjugados.

Figura 10: Andlise de CLAE para avaliacdo do processo de acoplamento da anfotericina B ao peptideo
TSHa em pequena escala do qual foi utilizado o agente ativador HATU e o acoplador DIPEA, a corrida

se deu no método 5-95% solvente B num intervalo de 30 minutos no comprimento de onda de 350 nm.

E
=
o 0.15
o
o«
B 0.104

__/.A_A }.,.._Ju O

5 0 i5 20 25 30
Time (minutes)

Figura 11: Andlise de espectrometria de massas do acoplamento em solu¢do de TSHa e Anf B. Em
reacdo de acoplamento em pequena escala utilizou-se os agentes ativador DIPEA e o agente

acoplador, HATU verificou-se o pico +6-384.85, indicando o sucesso na obtencéo de Anf B- TSHa.
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O processo de acoplamento foi entdo escalonado e, para esta sintese foram

utilizados 28,2 mg de peptideo bruto (0,020 mmol), sendo a escala da Anf B e agentes
ativador/ acoplador de 0.03 mmol com 2x de excesso, o perfil bruto do peptideo

acoplado com Anf B pode ser visto na figura 12.
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Figura 12: Perfil cromatografico do peptideo bruto Anf B-TSHa com o agente acoplador HATU e o
ativador DIPEA, com o aumento da escala de reacéo, o0 método utilizado foi 5-95% solvente B em 30
minutos e o peptideo apresentou um tempo de retencéo de 20,38 minutos.
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Durante o processo de sintese, ap0s a reacdo de acoplamento da anfotericina B,
0 composto obtido foi concentrado e posteriormente liofilizado. O material obtido teve
seu perfil cromatogréfico inicialmente avaliado por CLAE analitico e posteriormente,
purificado em modo semi-preparativo no tempo de retencao de 20.63 minutos (Figura
13) do qual foi obtido cerca de 4 mg de material puro com pureza de 96%. A massa
molecular do composto obtido comprovou a conjugacdo da anfotericina B, porém,
com uma diferenca agora de +79 na massa molecular esperada, a qual pode ser
resultante de reagdes colaterais (Figura 14).

De acordo com a literatura h4 reagbes colaterais que podem ocorrer com
agentes acopladores da familia dos HATU, quando h& formacg&o de sal de urénio,
durante a reacdo de sintese, reagindo com aminas secundérias de residuos de
aminoacidos especificos, como Tyr, Lys, Cys (KELLICI; CHATZIATHANASIADOU;
LEE; SAYYAD et al., 2017), dos quais na sequéncia do peptideo TSHa ha presenca
de um residuo de lisina, do qual poderia ser possivel ocorrer esta reagdo colateral
(RC).

Figura 13: Perfil do peptideo puro Anf B (RC) -TSHa a partir do aumento de escala com os agentes
ativadores DIPEA e o agente acoplador HATU com tempo de retencdo de 20.63 minutos com

comprimento de detec¢do em 220 nm.
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Figura 14: Espectro de massas do peptideo Anf B (RC)-TSHa resultante da rea¢do de acoplamento

com agente ativador HATU e o acoplador DIPEA, a razdo massa carga indica uma massa molecular

de 2365 que é uma diferenca da massa molecular de +79, como ja demonstrado anteriormente deveria

ser 2286 g/ moL.
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Novo acoplamento foi realizado utilizando agora outro agente acoplador, o

BOP, e DIPEA. Essa estratégia de acoplamento, realizada em solucdo, passou por

uma etapa de concentracdo, seguida de liofilizacdo. Analise de espectrometria de

massas do peptideo conjugado a Anf B revelou o sucesso do acoplamento (Figuras
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15 e 16). O ativador BOP utilizado gera poucas reacgfes colaterais, além disso o
acoplamento com outros residuos de aminodcidos utiliza pouca energia, aumentando
o rendimento da sintese e também a sua especificidade (EL-FAHAM; KHATTAB;
SUBIROS-FUNOSAS; ALBERICIO, 2014).

Figura 15: Espectro de massas do peptideo Anf B-TSHa resultante da estratégia de acoplamento com
0 agente acoplador BOP e o ativador DIPEA, demonstrando que a sintese se deu de forma satisfatoéria,
a massa molecular do peptideo é de 2286 g mol L' com a razdo massa carga do ion +2 representados

em destaque.
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Figura 16: Perfil cromatogréfico do peptideo Anf B (completo)-TSHA por CLAE
modo analitico com método de detec¢cdo em 350 nm e com um gradiente de 5-95%

de solvente b em 30 minutos.
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Como foi mencionado os peptideos conjugados com Anf B obtidos Anf B*-
TSHa e Anf B (RC)-TSHa estéo passando por um processo de elucidacéo estrutural
a fim de identificar o que foi perdido da molécula de Anf B e também identificar o
composto da reacao colateral formado, para isto estudos com espectrometria de
massas com MALDI-TOF e por ressonancia magnética nuclear estdo sendo

realizados.
4.1.3. Obtencédo do Dimero do peptideo TSHa

Uma estratégia para potencializar a atividade microbiana dos PAMs é a
dimerizacao de peptideos. Dados da literatura comprovam que peptideos dimerizados
sd0 menos suscetiveis a degradacdo por proteases, tém sua atividade bioldgica
aumentada e a toxicidade pode ser diminuida (LORENZON; PICCOLI; SANTOS-
FILHO; CILLI, 2019; LORENZON; CESPEDES; VICENTE; NOGUEIRA et al., 2012;
LORENZON; PICCOLI; CILLI, 2014; LORENZON; SANCHES; NOGUEIRA; BAUAB
et al., 2013). Desta forma inicialmente foi sintetizado um dimero do peptideo TSHa,
utilizando como primeiro residuo o aminoacido Fmoc-Lys-Fmoc, permitindo a
elongacéo da cadeia de maneira dupla, formando o dimero (TSHa)2K (LORENZON;
CESPEDES; VICENTE; NOGUEIRA et al., 2012; LORENZON; PICCOLI; CILLI, 2014;
LORENZON; SANCHES; NOGUEIRA; BAUAB et al., 2013).
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Para sintese do dimero do peptideo (TSHa)2K, foi utilizado uma escala de 0,12
mmol com 4x de excesso com a resina PEG-Rink Amide que apresentava menor grau
de substituicdo e permitiu assim que o material fosse sintetizado e com menos
contaminantes, obtendo-se 1,1146 g de peptidil-resina, o ganho de massa foi de 393
mg o que representa um rendimento de sintese de 98%. Foi realizada uma clivagem
com 557 mg de resina (0,06 mmol) obtendo-se cerca de 60 mg de bruto o que equivale
a um rendimento de 35%. O peptideo foi submetido a analise por espectrometria de
massas confirmando a massa molecular do peptideo (Figura 17). O material também
foi purificado em CLAE semi-preparativo (Figura 18) do qual foram obtidos 8.1 mg de
puro com 97 % de pureza com tempo de retencdo 21,20 minutos (Figura 19).

Figura 17: Espectro de massas referente ao Dimero (TSHa)2-K, com massa molar de 2872 g mol,

com ionizacao positiva dos quais estédo representados o0s picos +3-958.27, +4-719,10, +5-575.29.



Refatve Abundance

58

95827 43

1438.23

1007.09

112280 1311.58

149388

178898 190542

400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
mix

Figura 18: Perfil cromatografico do peptideo bruto Dimero (TSHa)2-K, com tempo de retencéo de

21,82 minutos com método 5-95% solvente B em 30 minutos no comprimento de onda de detecgdo

de 220 nm em modo analitico.
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Figura 19: Perfil do peptideo puro Dimero (TSHa)2-K com tempo de retencdo de 21,20 minutos.
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4.1.4. Peptideo TSHd e obtencéo do bioconjugado Anf B-TSHd

Em uma préxima etapa do projeto, o peptideo TSHd (FLPAALAGIGGILGKLF-
NHz) foi sintetizado com uma escala de 0,4 mmol, ao final do processo de sintese
houve um ganho de massa de 767 mg de resina, o0 que representa um rendimento de
sintese de 79,04 %. Ao final da etapa de clivagem foram obtidos 52,8 mg de peptideo
bruto, um rendimento de 31,86%. A massa molar do peptideo foi comprovada por
espectrometria de massas - 1657 g moL* e além disso foi realizada a purificacéo
desta molécula por CLAE e com grau de pureza de 97,91, todos os cromatogramas e

espectro de massas do peptideo TSHd estao disponiveis no anexo 3,4 e 5.

Uma das propostas deste trabalho foi o acoplamento da Anf B ao peptideo
TSHd, foram necessérias multiplas reagbes de acoplamento da anfotericina B na
regido N-terminal do peptideo até a obtencédo de resultado negativo no teste de
ninidrina, indicativo de que ndo ha mais grupos aminas livres e, portanto, foi possivel

realizar o acoplamento da Anf B ao peptideo TSHd.

Ao final do processo de clivagem foram obtidos cerca de 40 mg de peptideo
bruto, cujo perfil cromatografico foi avaliado e posteriormente purificado por CLAE em
modo semi-preparativo (Figuras 20 e 21), com rendimento e pureza de 5,3 mg e 97%,
respectivamente. A massa molecular foi avaliada por espectrometria de massas

(Figura 22), revelando que, assim como ocorreu com o peptideo TSHa, esta molécula
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também apresentou uma diferenca na massa de - 79, equivalente a estrutura da Anf
B incompleta acoplada ao TSHd (Anf B*-TSHd). A Anf B obtida durante este processo

estd em fase de elucidacéo estrutural (Em elucidacéo) - (Anf B*-TSHd).

Figura 20: Perfil cromatografico do peptideo bruto Anf B*-TSHd com tempo de retencao de 20,32
minutos com método 5-95% solvente B em 30 minutos no comprimento de onda de deteccdo de 220
nm em CLAE modo analitico.
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Figura 21: Perfil cromatogréafico do peptideo puro Anf B*-TSHd com tempo de retengdo de 20, 38

minutos e grau de pureza de 97% em CLAE analitico com método de 5-95% de solvente B em 30

minutos com detecgcdo em 220 nm.
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Figura 22: Espectro de massas do peptideo conjugado Anf B*-TSHd de massa molecular 2563 g mol-
1, no entanto a massa molecular identificada foi de 2484 uma diferenca de -79 que identifica que parte

da estrutura da Anf B foi perdida durante o processo de sintese, foi identificado o ion +828,84. No
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espectro também foi identificado a presenca do peptideo sem Anf B, cuja massa molecular é de 1657

g mol L.

AmZwe e

A fim de sanar este problema, a metodologia do acoplamento da Anf B em
solucdo também foi adotada, utilizando-se o ativador BOP e 0 agente acoplante
DIPEA. Nesta estratégia alternativa, a analise de espectrometria de massas revelou
gue Anf B se ligou a molécula TSHd, no entanto como a sequéncia do peptideo
apresenta uma lisina que apresenta um grupo amino na com e que sua cadeia lateral,
a qual é provavel que possa estar ocorrendo apresenta um segundo grupo amino,
este também pode se ligar Anf B, levando a um espectro de massas apresentando
ionizacdo +3 — 1155.75, o que equivale ao acoplamento de duas moléculas de
anfotericina B (Anf B),-TSHd , com massa molecular resultante de 3469 g mol 1, o
gue foi confirmado pela analise de espectrometria de massas (Figura 23). O perfil do
peptideo bruto foi analisado por CLAE analitico no comprimento de onda de 350 nm
(Figura 24).

Figura 23: Espectro de massas do peptideo (Anf B),-TSHd a partir da conjugacdo da Anf B pela

metodologia de sintese em solugdo, do qual pelo espectro de massas foi evidenciado que duas
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moléculas de anfotericina se ligaram ao peptideo TSHd indicando uma massa molecular de 3469 g
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Figura 24: Perfil cromatografico do peptideo (Anf B),-TSHd por CLAE modo analitico com método de

deteccdo em 350 nm e com um gradiente de 5-95% de solvente b em 30 minutos.
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4.1.5. Sintese de Hist 5 e obtencado do bioconjugado Anf B - Hist 5
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Ap6és sintese de Hist 5, parte da resina foi separada para posterior acoplamento
de Anf B. Importante destacar que devido ao grande numero de residuos com cadeias
laterais volumosas, foi necessario realizar mais de um acoplamento para cada
residuo. Para a clivagem utilizou-se 0,1 mmol (455 mg), obtendo-se 150 mg de
peptideo bruto, equivalente a um rendimento de sintese de 49,9%. A massa
molecular e os cromatogramas de purificacdo deste peptideo se encontram nos
Anexo 6 e 7 ao final do processo de purificacdo e foram obtidos cerca de 13 mg de

puro.

A reacéo de acoplamento foi realizada a partir de 0,1 mmol de peptidil-resina.
Desta, obteve-se 150 mg de peptideo bruto, dos quais foram purificados 70 mg,
obtendo-se 8,5 mg de puro e com a massa molar confirmada por espectrometria de
massas (Figuras 25 e 26). Os dados referentes a purificacdo de todos os peptideos e

os bioconjugados estédo resumidos na tabela 2.

Figura 25: Perfil do peptideo puro Anf B-Hist 5 com tempo de retenc¢éo de 8,56 minutos.
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Figura 26: Espectro de massas referente ao peptideo Anf B-Hist 5, com massa molar de 3942,2 g mol-

1, com ionizagédo positiva dos quais estéo representados os picos +6-658,50, +8-494,17, +10-395,67.
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Tabela 2: Dados do processo de purificagdo dos peptideos Tsha, Anf B*TSHa, Anf B (RC)-TSHa,
(TSHa)2K, TSHd, Anf B*-TSHd , Hist 5 e Anf B- Hist 5.

Gradiente de purificacao Massa das
{ 0 0,
Peptideo HPLC HPLC Plliggcz;s ) Pureza (%)
preparativo analitico g
TSHa- (FLSGIVE 30-70% 35-75 % de 1a-3,7 99,6
MLGKG) -NH, solvente Bem solvente B em 2a-2,6 93,6
90 min 15 min.
Anf B*-TSHa- Anf B* - 30-70% 35-75 % de la-24 93,60
(FLSGIVGMLGKLF)- solvente B em solvente B em 2a-35 95
NH, 90 min 15 min.
Anf B (RC)-TSHa- AnfB  30-70% 35-75 % de 4 96
(RC)- solvente B em solvente B em
(FLSGIVGMLGKLF)-NH, 90 min 15 min.
(TSHa),K- 35-70% 35-80 % de 8,1 97,7
(FLSGIVGMLGKLF),K- solvente B solvente B em
NH, em 90 min 20 min.
40-75% 40-80% la-5,8 97,6
TSHd- solvente B solvente b em
(FLPAALAGIGGILGKLF) &M 90 15 minutos
minutos
-NH2
40-75% 40-80% 1a-5,3 97,2
Anf B* TSHd- Anf B *- solvente B solvente b em
(FLPAALAGIGGILGKLF) ~ €m 90 15 minutos
minutos
-NH2
_ 5-35% 5-45% 1a-13 98
Hist-5 — solvente B solvente B em
(DSHAKRHHGYKRKFH € 90 15 minutos
minutos

EKHHSHRGY)
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_ 10-50 % 20-60% 2a-85 97,7
Anf B-Hist 5-Anf B- solvente B solvente B em
(DSHAKRHHGYKRKFH €M 90 90 minutos.
minutos.

EKHHSHRGY)

4.2. Dicroismo circular

As estruturas secundarias dos peptideos e bioconjugados foram avaliadas pela

técnica de dicroismo circular.
4.2.1. Dicroismo circular do peptideo TSHa e bioconjugados

O dicroismo circular (CD) é utilizado para determinacdo estrutural de
biomoléculas. Por essa técnica € possivel obter informacdes sobre a estrutura
secundéria de macromoléculas como proteinas, peptideos, e acidos nucleicos. Essas
moléculas tém em sua composicdo muitos centros quirais que sado unidades
opticamente ativas que interagem com a luz incidente circularmente polarizada e
alteram sua polarizacdo (MILES; JANES; WALLACE, 2021).

Para avaliar o efeito da adicdo da Anf B na estrutura secundaria do peptideo
TSHa utilizou-se a técnica de CD, na qual os peptideos foram testados em solucéo
tampdo PBS, micelas de LPC e em solucédo de TFE. O LPC é um surfactante, que
apresenta uma Unica cadeia de hidrocarbonetos, que podem se organizar na forma
de micelas, que séo estruturas esféricas compostas por grupos lipofilicos orientados
para o interior da estrutura e grupos hidrofilicos para o exterior, mimetizando o
ambiente existente em membranas. O TFE é um agente estruturante, reconhecido
indutor de estrutura secundaria. As solucdes de peptideos com concentragcéo de 10
umol L tiveram sua estrutura avaliada em concentragées de LPC de 1 e 5 mmol L
e de solucao de TFE 60%.

Para o peptideo TSHa (Figura 27), o ensaio em PBS exibiu um espectro tipico
de estrutura desordenada. Na presenca de micelas e na solucdo estruturante TFE
houve alta incidéncia de estrutura a-hélice. Este mesmo comportamento € encontrado
em outros peptideos antimicrobianos (LORENZON; SANCHES; NOGUEIRA; BAUAB
et al., 2013; RAJA; ANDRE; ABBASSI; HUMBLOT et al., 2017).
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Figura 27: Espectros de CD do peptideo TSHa em solugdo de PBS, LPC nas concentragbes de 1 e 5

mmol L-1 e em solugdo de TFE 60%. O peptideo foi avaliado com concentracdo de 10 pymol L-1
dissolvidos em PBS.

——TSHa 10 ymoL L'

———TSHa 10 ymoL L '+ 1 mmol L' LPC
——TSHa 10 ymol L'+ 5 mmol L’ LPC
——TSHa 10 ymol L '+ 80% TFE

0x10° deg.cm?.dmol’*

Para os peptideos bioconjugados Anf B* -TSHa e Anf B (RC)-TSHa, foi
observado em PBS espectros caracteristicos de estrutura desordenada, semelhante
ao peptideo sozinho (Figura 28 e 29). No caso do peptideo Anf B* -TSHa, na presenca
de LPC e da solucéo estruturante TFE foi observado um espectro tipico a-hélice, no

entanto para Anf B (RC)-TSHa nas condicdes descritas o espectro de CD obtido foi
tipico de estruturas desordenadas.
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Figura 28: Espectros de CD do peptideo Anf B*-TSHa em solucdo de PBS, LPC nas concentragdes
de 1 e 5 mmol L1 e em solugdo de TFE 60%. O peptideo foi avaliado com concentragédo de 10 umol L-
1 dissolvidos em PBS. Espectros de CD do peptideo Anf*B-TSHa em PBS, LPC e TFE.

\—— Anf B"-TSHa 10 umol L™
80, : 2
|—— Anf 8°-TSHa 10 umol L "+ 1mmoiL” Lrc
80 |—— Anf B*-TSHa 10 umol L+ smmol U LPe

i— Anf B*-TSHa 10 umol L'1 + 60% TFE

6x10°.deg.cm?.dmol™

'493’0_2150'_21'0—220'_230—240_ 250 260
% (nm)

Figura 29: Espectros de CD do peptideo Anf B (RC)-TSHa em solucdo de PBS, LPC nas
concentracdes de 1 e 5 mmol L1 e em solucdo de TFE 60%. O peptideo foi avaliado com concentracéo

de 10 ymol L dissolvidos em PBS. Espectros de CD do peptideo Anf B*>-TSHa em PBS, LPC e TFE.

Anf B (RC) -TSHa 10 pmol L

Anf B (RC) -TSHa 10 umol L'+ 1 mmol L' LPC
— Anf B (RC) -TSHa 10 pmol L'+ 5 mmol L' LPC
Anf B (RC) -TSHa 10 ymol L'+ 60% TFE

1

1x10*.deg.cm? dmol

200 750 240 0
7. (220 nm)
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Um ponto a se ressaltar é que a estrutura em a-hélice obtida com o peptideo
TSHa e o bioconjugado Anf B*-TSHa é bem caracterizada com bandas negativas em
208 e 222 nm e uma positiva em torno de 195 nm (BROMLEY; CHANNON, 2011,
VICENTE; NOBRE-PAVINATTO; PAVINATTO; DE OLIVEIRA JUNIOR et al., 2015).

Para o peptideo dimerico (TSHa)2K na presenca do tampdo PBS e na
concentracdo de 1 mmol L de LPC foi possivel verificar um espectro caracteristico
de estrutura desordenada (Figura 30). Ja para a concentra¢do de 5 mmol Lt e na
presenca de 60% de TFE, o espectro indica a estruturagdo em a-hélice. Pode-se
atribuir a diferenca os diferentes espectros de CD para as diferentes concentragdes
de LPC, pelo fato de a concentracdo de 1 mmol L ! ser abaixo da concentracédo

micelar critica (CMC), enquanto que, em 5 mmol L%, a CMC ja foi atingida.

Figura 30: Espectros de CD do peptideo dimerico (TSHa)2K em solu¢cdo de PBS, LPC nas
concentracdes de 1 e 5 mmol L e em solu¢éo de TFE 60%. O peptideo foi avaliado com concentragdo

de 10 ymol L dissolvidos em PBS.

\——(TSHa) K 10 ymol L

——(TSHa) K 10 pmol L'+ 1 mmol L LPC
|—— (TSHa),K 10 pmol L™+ 5 mmol L™ LPC
—— (TSHa) K 10 ymol L '+ 60% TFE

ox10* deg.cm? dmol*

E

210 22 250 240 20 260
. (nm)

Os ensaios de dicroismo circular também foram realizados com a droga Anf B,
no qual esta apresentou em todas condi¢des avaliadas um espectro de CD tipico de

estrutura desordenada (Figura 31).
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Figura 31: Espectros de CD da Anf B em solugdo de PBS, LPC nas concentragdes de 1 e 5 mmol L1
e em solugdo de TFE 60%. O composto Anf B foi utilizado na concentragdo de 10 umol L dissolvidos
em PBS.

——Anf8 10 ymol L’
@ ——Ant 8 10 ymol L '+ 1 mmot L' LPC
Anf B 10 umol L '+ 5 mmei L' LPC
Anf 8 10 umol L '+ 60% TFE

1x10°.deg.cm?.dmol”’

2 {nm)

4.2.2. Dicroismo circular peptideo TSHd e bioconjugado
Os ensaios em PBS e TFE mostraram que o peptideo TSHd exibe um espectro
de estrutura desordenada com uma leve contribuicdo de a-hélice. Na presenca de
micelas (5 mmol L) é possivel observar uma alta incidéncia de estrutura a-hélice
(Figuras 32 e 33) (ABBASSI; RAJA; OURY; GAZANION et al., 2013).

Figura 32: Espectros de CD do peptideo TSHd em solu¢édo de PBS, LPC nas concentracbes de 1 e 5
mmol L* e em solugdo de TFE 60%. O peptideo TSHd foi utilizado na concentragdo de 10 pmol L+

dissolvidos em PBS.

{——TSHd 10 ymol L
a f—— TSHd 10 ymol L '+1 mmol L' LPC
[——TSHd 10 ymol L = S mmol L" LPC
‘d\ f=——TSHd 10 yumol L "+ 60 % TFE

ax10%.deg.cm?.dmof’

5 (220 nm)
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Figura 33: Espectros de CD do peptideo Anf B*-TSHd f B em solucdo de PBS, LPC nas concentragdes
de 1 e 5 mmol L' e em solugdo de TFE 60%. O peptideo TSHd foi utilizado na concentracéo de 10

pumol L1 dissolvidos em PBS.

= Ant B*-TSHd 10 ymol L'
[—— Ant B*-TSHd 10 ymol L'+ 1 mmol L 'LPC

Anf B*-TSHd 10 ymol L'+ 5 mmol L ' LPC
Anf B*-TSHd 10 ymol L'+ 80 % TFE

& ‘

x10". deg.cm? dmol)

) 21U 220 <30 240 v 20

O peptideo ligado a Anf B, com excecdo da solugcdo de PBS, mostrou

estruturagdo em a-hélice, com o maior teor de a-hélice encontrado na maior

concentracéo de LPC.
4.2.3. Dicroismo circular peptideo Hist 5 e bioconjugado

Os estudos dos peptideos Hist 5 e Anf B-Hist 5 em PBS e na concentracao de

LPC de 1 mmol L revelaram um espectro tipico de estruturas desordenadas (Figura

34 e Figura 35).
Para a concentracédo de 5 mmol L o peptideo Hist 5 continuou apresentando
uma estrutura desordenada, somente apresentando uma estruturagcdo na presenca

de TFE. O acoplamento da Anf B ao peptideo propiciou um aumento da estruturacao

do peptideo a-hélice.
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Figura 34: Espectros de CD do peptideo Hist 5 em solugéo de PBS, LPC nas concentragbes de 1 e

5 mmol Lt e em solugéo de TFE 60%. O peptideo Hist 5 foi utilizado na concentragédo de 10 ymol L-!
dissolvidos em PBS.

e Hist 5 10 ymol L

e M8t 510 ymol L' + 1 mmol L' LPC
——Hist 510 ymol L' + Smmol L' LPC
——— Hist 510 ymol L' + 80 % TFE

1x10”.deg cm* dmol’

» (nm)

Figura 35: Espectros de CD do peptideo Anf B-Hist 5 em solugdo de PBS, LPC nas concentracdes de

1 e 5 mmol L** e em solucéo de TFE 60%. O peptideo Anf B-Hist 5 foi utilizado na concentracédo de 10
pmol L1 dissolvidos em PBS.

AnfB-Hist 510 ymol L’

Anf B-Hist 510 pmol L'+ 1 mmol L' LPC

Anf B-Hist 5 10 ymol L'+ 5 mmol L' LPC
—— Anf B-Hist 5 10 pmoi L'+ 60% TFE

= I Y -

#x10° deg.cm?.dmol’

B8

ity 210 220 230 240 250 260 270
L (hm)

4.3. Ensaios biolégicos: Citotoxicidade e Atividade Leishmanicida
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Os peptideos TSHa, TSHd e Hist 5 apresentaram, como descrito
anteriormente (ABBASSI; RAJA; OURY; GAZANION et al., 2013; LUQUE-ORTEGA,;
VAN'T HOF; VEERMAN; SAUGAR et al., 2008; RAJA; ANDRE; ABBASSI;
HUMBLOT et al., 2017), atividade antiparasitaria contra Leishmania amazonensis,
Leishmania infantum, T. cruzi e T. brucei, nosso trabalho que estes peptideos
apresentam atividade contra L. mexicana com baixa citotoxicidade e boa seletividade
(Tabela 3) quando comparados a anfotericina B. Importante ressaltar que o0s
peptideos bioconjugados Anf B*-TSHa, Anf B (RC) -TSHa, Anf B*-TSHd, Anf B-Hist
5 e o dimero (TSHa)2K apresentaram maiores valores de seletividade, mostrando que
as estratégias adotadas de bioconjugacao e dimerizacéo sao relevantes (Tabela 3).

O farmaco Anf B é um agente no tratamento de diversas infec¢des, inclusive
para leishmaniose cutanea, no entanto esta molécula apresenta efeitos colaterais e
toxicidade descritos. A Anf B pode causar efeitos colaterais tais como nauseas,
vomitos, calafrios, febre, hipertensdo ou hipotensdo e hipdxia e além disso uma
grande indice de nefrotoxicidade dos quais as manifestacfes clinicas da
nefrotoxicidade da Anf B incluem insuficiéncia renal, hipocalemia, hipomagnesemia,
academia metabdlica e politria devido ao diabetes insipido nefrogénico, a partir disso
fica evidente que a bioconjugacao da Anf B aos peptideos e a estratégia da
dimerizacao diminuiu a citotoxicidade desses compostos frente a Anf B, aumentando
consideravelmente a seletividade dos mesmos (LANIADO-LABORIN; CABRALES-
VARGAS, 2009).

Outro dado importante € que mesmo apos o tratamento das formas
amastigotas estendido para 48 horas, todos os compostos testados mantiveram sua
atividade biolégica, com alta seletividade para o parasita e ndo para a célula do
hospedeiro, isto é identificado pelo alto indice de seletividade dos compostos e
principalmente os bioconjugados (Tabela 3).
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Tabela 3: Dados dos ensaios bioldgicos realizados com L. mexicana: ensaios anti-promastigota, anti-
amastigota dos quais foi determinado o IC5, (que € concentracdo capaz de matar 50% dos parasitos)
e citotoxicidade frente a macréfagos peritoneais de camundongos Swiss dos quais foram
determinados o CCs, (concentracao capaz de matar 50% das células ) e o indice de seletividade IS (
que é arazédo do CCs, pelo ICs, em amastigotas, que indica o quanto os compostos séo seletivos aos
parasitas e ndo os hospedeiros).
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Compostos | ICso (umol L) | ICso amastigota ICs0 CC 50 (umol L) IS amastigota IS amastigota
promastigota | (umol L) - 24h de amastigota macrofagos (indice de (indice de
tratamento (umol L) - 48h peritoneais seletividade) - | seletividade) -48
de tratamento 24 horas de horas de
tratamento tratamento

TSHa 6,3 + 0,85* 5+0,05* 8,1+0,45* >1000 + 0,01* >200 >123

Anf B*-TSHa 2,7+0,69* 1,6+1,41* 1,45+0,12* >1000+0,03* >645 >689

Anf B (RC) - 0,3+0,06* 0,31+0,05* 0,25+0,07* >1000+0,06* >3225 >4000

TSHa

(TSHa),K 0,6+0,08* 0,58+0,01* 0,47+0,08* >1000+0,06* >1724 >2127

TSHd 2,2 +0,10% 7,2+0,24* 2+0,15* 100 0,05 * 14 50
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Anf B*-TSHd 0,4+0,07* 0,95+0,1* 0,90+0,15* >1000£0,009* 1052 >1112
Hist 5 4,0 £ 0,95* 8,0+2,2* 5,6+0,92* >1000 * 0,04~ 125 >178
Anf B-Hist 5 0,8 £ 0,20* 0,4+0.05* 0,2+0.04* >1000 = 0,01~ 2500 >5000
Anfotericina B 0,5+0,21* 0,63+1,2* 0,63+1,2* 24 +0,02* 38 38

*Desvio Padrao
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Outro dado importante que j& pode ser identificados com os experimentos
biolégicos é que houve uma diminuicdo do indice de infeccdo (porcentagem de
células infectadas x numero de parasitas por células infectadas) em relacdo aos
controles e também quando comparamos os peptideos base do trabalho com os
bioconjugados, mesmos aqueles quais a Anf B ndo teve sua estrutura completa
acoplada ao peptideo ou no caso do peptideo TSHa que ao acoplar em solucdo a
Anf B formou uma reacdo colateral no processo (Figuras 36,37 e 38) o0 mesmo

ocorreu também apdés 48 horas de tratamento (Figuras anexas 9,10,11).

Para todos os bioconjugados houve uma diminui¢cdo do indice de infec¢cdo em
6,5 vezes na maior concentragdo testada em comparacao as células infectadas que
nao foram tratadas e em comparagcédo com a droga controle Anf B o indice de infec¢ao
foi diminuido em até 3,5 vezes e além disso o bioconjugado que foi responséavel por
causar a menor reducao do indice de infec¢éo foi o bioconjugado Anf B-Hist 5 (Figura
37).

Durante o processo de infeccdo, os amastigotas se replicam dentro dos
macrofagos e sdo transmitidos para células saudaveis, levando a amplificacdo da
infeccdo e para isso ha transferéncia de amastigotas de células infectadas para
células saudaveis (OUALHA; BARHOUMI; MARZOUKI; HARIGUA-SOUIAI et al.,
2019).

Dados da literatura mostram que peptideos antimicrobianos foram capazes de
diminuir o indice de infeccdo em L. amazonensis, no qual destacamos o peptideo
Filoseptina-1, (PS1), todos os bioconjugados obtidos neste trabalho e o efeito assim
como para o peptideo PS1 a acdo dos peptideos em amastigotas foram concentracao
dependente, quanto maior a concentracdo testada maior foi a diminuicdo do indice
de infeccdo (KUCKELHAUS; AQUINO; BORGES; MOREIRA et al., 2020).

Podemos sugerir que os efeitos dos bioconjugados nos amastigotas devem
ocorrer dentro dos vacuolos parasitéforos, os compostos devem interagir com as
membranas celulares dos macréfagos e posteriormente com a membrana celular do
parasita. Pode haver alteracfes no fluxo de sédio e potassio e consequente aumento
do volume celular e ruptura da célula do parasita, através de mecanismos de acao

na membrana por formacdo de poro ou por carpet like (EL AMRI; LACOMBE;
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ZIMMERMAN; LADRAM et al., 2006; KUCKELHAUS; AQUINO; BORGES; MOREIRA
et al., 2020).

Outro mecanismo gue pode explicar essa diminuicdo do indice de infeccao é
a interferéncia dos bioconjugados nas vias metabdlicas do parasita, como exemplo
trés analogos de magainina (MG-H1,-H2 e MG-F5W magainin-2) mostraram que
esses peptideos diminuem a producéo de ATP em um padrdo dose-dependente em
culturas de Leishmania donovani, causando a morte de parasitas (GUERRERO;
SAUGAR; MATSUZAKI; RIVAS, 2004).

Figura 36: Efeito in vitro Anf B*-TSHa X Anf B (RC)- TSHa X (TSHa)2K X TSHa X Anf B amastigotas
intracelulares de L. mexicana. O indice de infeccao foi calculado apés 24 h de tratamento com o0s ICs,
de cada composto. O controle negativo € amastigota intracelulares de L. mexicana néo tratadas e os
tratamentos sdo com os peptideos e Anf B, as concentrag8es representadas sdo 10 pmol L - ,5 umol
L -1 e 2,5 ymol L - e os dados sdo expressos como médias mais os desvios padrao (DP) para 3
experimentos independentes com analise Anova Two-Way (P< 0,05). No qual um (*) indica diferencas
estatisticas entre os compostos testados (*) e (**) indicam diferenca estatistica entre as concentragfes

testadas em relacdo ao controle positivo (Sem Tratamento) e entre os compostos testados.
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Figura 37: Efeito in vitro Anf B-Hist 5 X Hist 5 X Anf B em amastigotas intracelulares de L. mexicana.
O indice de infecc¢édo foi calculado apds 24 h de tratamento com os IC5, de cada composto. O controle
negativo é amastigota intracelulares de L. mexicana nao tratadas com os peptideos, as concentracées
representadas séo 10 pmol L -1,5 pymol L -1 e 2,5 umol L -1 e os dados s@o expressos como médias
mais os desvios padrdo (DP) para 3 experimentos independentes com analise Anova Two-Way (P<
0,05). No qual um (*) indica diferencas estatisticas entre os compostos testados (*) e (**) indicam
diferenca estatistica entre as concentracfes testadas em relacdo ao controle positivo (Sem

Tratamento) e entre 0s compostos testados.
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Figura 38: Efeito in vitro Anf B*-TSHd X TSHd X Anf B em amastigotas intracelulares de L. mexicana.
O indice de infeccéo foi calculado apos 24 h de tratamento com os IC5, de cada composto. O controle
negativo é amastigota intracelulares de L. mexicana ndo tratadas com os peptideos, as concentracdes
representadas sdo 10 umol L -1 ,5 umol L - e 2,5 umol L - e os dados sdo expressos como médias
mais os desvios padrédo (DP) para trés experimentos independentes com analise Anova Two-Way (P<
0,05). No qual um (*) indica diferengas estatisticas entre os compostos testados (*) e (**) indicam
diferenca estatistica entre as concentracdes testadas em relacdo ao controle positivo (Sem

Tratamento) e entre os compostos testados.
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4.4. Estudo de mecanismo de acao dos bioconjugados com Anf B

Com bases nos ensaios biologicos, temos que 0s temos que 0s peptideos em
estudo possuem carga positiva, facilitando a interacdo com parasitas na sua forma
intracelular por forcas eletrostaticas, i.e., 0s peptideos podem ter sua permeacéao
facilitada através da membrana plasmética da célula hospedeira, bem como a do
vacuolo parasitéforo, podendo atingir o seu alvo final, o parasita intracelular
(GELHAUS; JACOBS; ANDRA; LEIPPE, 2008). A Anf B conjugada aos peptideos
pode, ainda, estar amplificando a poténcia dos peptideos em estudo, ja que esta &
capaz de alterar a permeabilidade da membrana do parasita, podendo desencadear
um a morte celular (CHATTOPADHYAY; JAFURULLA, 2011; SAHA; MUKHERJEE;
BHADURI, 1986). Além do mecanismo de poros os peptideos conjugados podem,
ainda, estar redistribuindo componentes da membrana, tais como esterois, formacao
de microdominios fosfolipidicos especificos, ou mesmo interagcéo direta com proteinas
de membrana e alteracdo de sua funcéo. (MARTINS; VIEIRA; FADEL; SANTANA et
al., 2017) e ressaltamos ainda o ganho na seletividade que todos os bioconjugados
apresentaram tanto para a forma promastigota quanto a amastigota, frente a droga

controle anfotericina B.

A fim de entender o tipo de interacdo com as membranas biologicas e
permeacdo dessas moléculas, foram realizados estudos de permeabilizacdo de
membrana com LUVs, ensaios de citometria de fluxo e microscopia de fluorescéncia

confocal e de fluorescéncia, como descritos a seguir.
4.4.1. Ensaios de permeabiliza¢cédo de vesiculas
4.4.1.2 Peptideo TSHa e bioconjugados

Um dos farmacos utilizados para o tratamento da leishmaniose é a Anf B, o
gual possui como mecanismo de acdo em Leishmania a afinidade por membranas
com ergosterol. Este medicamento se liga ao ergosterol e forma poros na membrana
do parasita, afetando a permeabilidade celular, levando a perda de cétions como o
K*, e desencadeia um processo de morte celular (SHIRZADI, 2019). No entanto, 0s
parasitas vém desenvolvendo mecanismos de resisténcia a Anf B, além disso este

farmaco apresenta problemas de toxicidade e efeitos colaterais para os pacientes, o
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gue exige o desenvolvimento de tratamentos mais seletivos para o parasita e com
menor toxicidade.

Para isto estd sendo desenvolvida a estratégia da bioconjugacdo com
peptideos antimicrobianos, que possuem afinidade pela membrana dos parasitas.
Esperamos que estes compostos aumentem a seletividade em relacdo a Anf B e
guem sabe a poténcia da mesma.

Para entender a acao dos peptideos sobre a membrana lipidica e relacionar
com o seu mecanismo de acdo, foram realizados ensaios de vazamento de
carboxifluoresceina (CF) interiorizada em miméticos de membrana. Neste ensaio
foram utilizadas vesiculas de POPC: Colesterol (COL) (5:1) e POPC:POPS
(Fosfatidilserina): Ergosterol (1:13:3) todas com CF encapsulada em seu interior.

Esses miméticos de membrana foram planejados considerando que a
composicdo de fosfolipidios e esteroides da membrana da Leishmania variam em
relacdo a membrana do hospedeiro (DOS SANTOS; MUXEL; ZAMPIERI; POMORSKI
et al., 2013; OLIVEIRA; FIGUEIREDO; REZENDE; VERANO-BRAGA et al., 2020). A
membrana celular da Leishmania é formada principalmente por fosfolipidios de carga
negativa, sendo o0s principais o fosfatidilinositol, a fosfatidilserina e a
fosfatidiletanolamina, os quais sao ancorados ao glicocalix. Outro ponto importante é
gue a constituicdo desta membrana varia de acordo com a morfologia do parasita e o
seu estagio de desenvolvimento, sendo mais negativa que a membrana celular de
mamiferos, o que permite que os PAMs catidnicos se liguem mais facilmente
(CABEZAS; LEGENTIL; ROBERT-GANGNEUX; DALIGAULT et al., 2015).

Todos os estudos foram baseados na membrana da forma promastigota, que
€ caracterizada por conter principalmente fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina,
fosfatidilinositol, fosfatidilserina e ergosterol, além de diglicerideos e glicolipidios
contendo manose e galactose (DUENAS-ROMERO; LOISEAU; SAINT-PIERRE-
CHAZALET, 2007). Na forma amastigota de Leishmania, ha maior concentragédo de
acidos graxos e colesterol, enquanto os triglicerideos e o ergosterol diminuem durante
a transicdo entre promastigotas para amastigotas. Com relacdo as classes de
fosfolipidios, encontramos maior propor¢cdo de esfingomielina e fosfatidilserina e
menor proporcao de fosfatidilinositol e lisofosfatidiletanolamina (BOUAZIZI-BEN
MESSAOUD; GUICHARD; LAWTON; DELTON et al., 2017).

A acdo do peptideo TSHa nas vesiculas de POPC:COL, que mimetizam a

membrana da célula hospedeira (Macréfagos), na concentragéo de 1 pmol L ndo
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apresentou liberacdo de CF, enquanto na concentracdo de 5 pmol L?! a
permeabilizacdo foi cerca de 38. Quando comparamos com o bioconjugado Anf B*-
TSHa em ambas as concentracdes testadas, a permeabilizacdo aumentou para cerca
de 50% de liberacdo de CF (Figuras 38 e 39). Estes dados demonstram que a
bioconjugacdo potencializou a interagdo com a membrana dos peptideos na
membrana. Em miméticos de membrana de Leishmania POPC:POPS:Ergosterol
houve maior permeabilizacdo para todos os compostos testados. No caso do
bioconjugado Anf B*-TSHa a liberacdo de CF foi de quase 100%, mostrando que o
acoplamento da Anf B ao peptideo TSHa potencializou a permeabilizacdo desse
peptideo.

Figura 38: Gréfico da liberacéo de carboxifluoresceina pelos peptideos TSHa e Anf B*-TSHa en
vesiculas de POPC:COL (5:1) contendo CF em seu interior - concentragdes de 1 e 5 umol L 2.
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Figura 39: Gréfico da liberagdo de carboxifluoresceina pelos peptideos TSHa e Anf B*- TSHa em
vesiculas de POPC: POPS: Ergosterol (1:13:3) contendo CF em seu interior concentragées de 1 e 5
pumol L1,
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Os resultados também mostraram uma dependéncia entre a concentracdo e a
liberacdo de CF. Essa dependéncia esta associada com o mecanismo de acdo por
formacdo de poros, quanto mais peptideo — maior a quantidade de poros € maior
(RUSSELL; KENNEDY; SPUCHES; VENUGOPAL et al., 2010).

Outro ponto importante jA descrito pela literatura é que a estrutura em alfa
hélice dos peptideos da classe das temporinas permite que estas interajam com a
membrana promovendo sua permeabilizacdo por meio da formacéo de poros toroidais
e agregados de canais. Em altas concentracdes esses peptideos podem agir por meio
do mecanismo denominado de carpete like (MANGONI; SAUGAR; DELLISANTI,
BARRA et al., 2005; ZHAO; RINALDI; DI GIULIO; SIMMACO et al., 2002), que é a
dissolugédo da membrana por meio da formacdo de estruturas micelares como se
fosse um detergente.

Os dados obtidos sugerem que o acoplamento da Anf B ao peptideo TSHa
torna estes compostos mais seletivos as vesiculas que mimetizam a membrana do
parasita. A seletividade deve ocorrer devido a presenca dos lipidios de carga negativa
nas vesiculas que mimetizam a membrana do parasita, permitindo que a temporina
TSHa e o bioconjugado Anf B*-TSHa, que possuem carga parcial positiva, interajam

mais fortemente com a membrana do parasita em relagdo ao hospedeiro. Estes se
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acumulam no folheto externo da bicamada e posteriormente se organizam em
microdominios na bicamada, afetando a permeabilidade da membrana, o que
acarreta a liberacdo da CF (ANDRE; RAJA; HUMBLOT; PIESSE et al., 2020;
BELLAVITA; FALANGA; BUOMMINO; MERLINO et al., 2020; RAJA; ANDRE;
ABBASSI; HUMBLOT et al., 2017; ZHAO; RINALDI; DI GIULIO; SIMMACO et al.,
2002).

O bioconjugado AnfB (RC)-TSHa quando em contato com miméticos de
membrana de células de mamiferos promoveu a liberacdo de cerca de 30% de CF, e
guando em contato com vesiculas miméticas de Leishmania, este valor aumentou
para 100% nas concentragées testadas de 1 e 5 umol L (Figura 40), o que sugere
uma maior interacdo com a membrana, podendo ser independente da concentracao
e acarretando o mecanismo chamado de carpete like. Neste mecanismo, o peptideo
pode estar sendo adsorvido na superficie da vesicula e orientando-se paralelamente
a esta, e quando a concentracdo superficial atinge um valor critico, este rompe a
integridade da estrutura vesicula levando ao colapso da membrana e vazamento da
CF (LI; KOH; LIU; LAKSHMINARAYANAN et al., 2017). O mecanismo carpete like
("carpet-like") foi descrito para outros peptideos antimicrobianos como a aureina e
cecropina, 0s quais mostraram uma atividade leishmanicida (AVCI; AKBULUT,;
OZKIRIMLI, 2018; FERNANDEZ; LE BRUN; WHITWELL; SANI et al., 2012). Além
disso, outros peptideos da classe das temporinas também apresentaram o
mecanismo de carpet like quando testados em alta concentracdo, como a temporina
A e B que apresentaram atividade leishmanicida frente a L. mexicana e seletividade
com vesiculas de carga negativa, como as da forma promastigota do parasita.
(CHADBOURNE; RALEIGH; ALI; DENNY et al., 2011; RAJA; ANDRE; ABBASSI;
HUMBLOT et al., 2017).
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Figura 40: Grafico da liberacdo de carboxifluoresceina pelo peptideo Anf B (RC)- TSHa em vesiculas
de POPC:COL (5:1) e POPC: POPS: Ergosterol (1:13:3) contendo CF em seu interior - concentracfes
dele5pumolL1L.
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O peptideo dimérico (TSHa)2K também foi capaz de permeabilizar as vesiculas
de POPC: POPS: Ergosterol, nas concentracoes de 1 e 5 umol L* com taxa de
liberacdo de 20 e 45% de CF (Figura 41), respectivamente, sendo concentracao
dependente, isto €, mecanismo de formacao de poros e similar ao descrito para o
peptideo TSHa.

Figura 41: Grafico da liberagdo de carboxifluoresceina pelo peptideo (TSHa):K em vesiculas de
POPC: COL (5:1) e POPC:POPS:Ergosterol (1:13:3) contendo CF em seu interior - concentracdes de
le5pmol L1
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Os estudos de permeabilizacdo também foram realizados com o composto Anf
B, sendo verificado danos em ambas as vesiculas testadas (Figura 42), com valores
maiores em POPC:COL que as obtidas para os peptideos, indicando menor
seletividade entre os dois tipos de vesiculas testadas. Outro ponto importante é que
Anf B € descrita por levar a formacdo de poros ha membrana do parasita, levando a
sua morte, batendo com a dependéncia da permeabilizacdo em fungcdo da
concentracdo (MBONGO; LOISEAU; BILLION; ROBERT-GERO, 1998; SHIRZADI,
2019).

Isto posto, a associacao destes estudos realizados com membranas miméticas
com os dados de seletividade sugere que a conjugacao do peptideo TSHa com a Anf
B pode estar contribuindo para a maior seletividade do composto, jA& que a
seletividade dos conjugados foi pelo menos 100 vezes maior que aquele apresentado
pela Anf B (Tabela 3).

Figura 42: Grafico da liberacdo de carboxifluoresceina pelo composto Anf B em vesiculas de
POPC:COL (5:1) e POPC: POPS: Ergosterol (1:13:3) contendo CF em seu interior -

concentracdes de 1 e 5 umol L?
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4.4.1.3. Peptideo TSHd e bioconjugados.

O peptideo TSHd e o seu bioconjugado Anf B*-TSHd conforme descrito em

Nnossos resultados anteriores, possuem uma atividade leishmanicida com baixa
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citotoxicidade e um alto valor de IS > 1000, mostrando ser mais seletivo para o
parasita que para as células hospedeiras.

O peptideo TSHd e seu bioconjugado quando testados com as vesiculas
POPC:COL apresentaram um baixo valor de liberacdo de CF sendo de no maximo de
2,5% para o peptideo TSHd e de 5% para o bioconjugado (Figuras 43 e 44). Isto é
corroborado pelo fato de pertencer a classe das temporinas, cujo principal mecanismo
de acado descrito € a acdo direta na membrana somente dos parasitas (ABBASSI,
RAJA; OURY; GAZANION et al., 2013).

Figura 43: Gréfico da liberacdo de CF pelo composto peptideo TSHd em vesiculas de POPC:COL
(5:1) contendo CF em seu interior- concentracdes de 1 e 5 umol L1,
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Figura 44: Gréfico da liberagdo de CF pelo composto Anf B*-TSHd em vesiculas de POPC: POPS:
Ergosterol (1:13:3) contendo CF em seu interior - concentracbes de 1 e 5 umol L.
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No caso dos miméticos de membrana representando a membrana do parasita,
o peptideo TSHd ndo promoveu permeabilizagdo da bicamada, ja o bioconjugado na
concentracdo de 5 pmol L promoveu uma taxa de liberacdo de CF de 60%, sendo
desta forma, concentracédo dependente, indicando um possivel mecanismo de acéo a
formacao de poros (RUSSELL; KENNEDY; SPUCHES; VENUGOPAL et al., 2010). O
acoplamento da Anf B foi essencial para a melhora da atividade biolégica do peptideo
frente ao parasita, ocasionando a formacao de poros na membrana e desencadeando

um processo de morte celular.

4.4.1.4. Peptideo Hist 5 e bioconjugado.

O peptideo Hist 5 e 0 seu bioconjugado Anf B-Hist 5 como mostrado nos
resultados anteriores possuem uma atividade leishmanicida com baixa toxicidade. O
bioconjugado apresentou um ICso 0,4 umol L - frente a amastigota de L. mexicana
com um IS > 2500, mostrando que este é seletivo ao parasita e ndo ao hospedeiro.
O peptideo Hist 5 tem como alvo no parasita uma organela importante que € a
mitocondria através da inibicdo da ATP sintase (LUQUE-ORTEGA; VAN'T HOF;
VEERMAN; SAUGAR et al., 2008).

O peptideo Hist 5 e o bioconjugado Anf B-Hist 5 apresentaram baixa
permeabilizacdo frente a vesiculas de POPC:COL (Figura 45). Em contato com
vesiculas de POPC: POPS: Ergosterol, o peptideo Hist 5 apresentou baixa
permeabilizacdo evidenciando que o mecanismo desse ndo deve ser na membrana
do parasita e sim um alvo intracelular como ja descrito (Figura 46). Em vesiculas
contendo ergosterol o bioconjugado mostrou atividade concentracdo dependente,
apresentando um valor de permeabilizagéo de 60%, demonstrando que a conjugacéo

com a Anf B foi essencial para a acdo na membrana deste peptideo.
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Figura 45: Gréfico da liberagdo de carboxifluoresceina pelo peptideo Hist 5 e bioconjugado Anf B-Hist

5 em vesiculas de POPC:COL (5:1) contendo CF em seu interior - concentragdes de 1 e 5 pmol L
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Figura 46: Gréfico da liberag&o de carboxifluoresceina pelo peptideo Hist 5 e bioconjugado Anf B-Hist
5 em vesiculas de POPC: POPS: Ergosterol (1:13:3) contendo CF em seu interior - concentragdes
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4.4.2. Citometria de fluxo

Para comprovar o mecanismo de acao dos peptideos na membrana, ensaios
de citometria de fluxo foram realizados utilizando PI. A citometria de fluxo tem sido
considerada mais confiavel para estudos de suscetibilidade celular, pois fornece
informacdes intrinsecas das células, como tamanho e complexidade (BENADUCCI;
MATSUMOTO; SARDI; FUSCO-ALMEIDA et al.,, 2015). O uso de fluorocromos
permite a avaliacdo de uma ampla gama de parametros fisioldgicos ou morfolégicos
como integridade da membrana, pH, potencial de membrana e viabilidade.

Os resultados aqui apresentados foram expressos como intensidade de
fluorescéncia de células de L. mexicana marcadas com PIl, considerando que
eventuais danos causados na membrana do parasita, facilita a entrada de Pl para o
interior da célula, o nacleo. Nestes ensaios utilizou-se as concentracdes baseadas no
ICs0 de cada composto, sendo utilizados os valores de 2x ICso, 1x ICso, ¥2 X IC5¢ € ¥5
X ICso. Os dados para cada peptideo e respectivos bioconjugados estédo descritos a

seguir

4.42.1. Peptideos TSHa e bionconjugados

Os dados aqui obtidos indicam que as diferentes concentracdes de Anf B
provocaram nas concentracfes testadas fez com a membrana dos parasitas
sofressem danos, houve uma alta marcacéo por PI, no qual na figura (Figura 47-B),
com 44 % células marcadas com PI positivas onde na concentracdo de 1xICso foi de
44 % células PI positivas e as demais concentracdes estdo representadas no gréfico
de parasitas PI positivas por concentragcdes de compostos (Figura 48). A partir desse
grafico vimos que ha danos em todas as concentragdes testadas, chegando a um
dano de quase 70% na concentracao de 2x ICso

Para o peptideo TSHa na concentracao de 1x ICso as células marcadas com Pl
foram de 37.2 % (Figura 47-c) do qual quanto maior a concentragéo testada maior foi
a permeabilizacédo sendo cerca de 38% de células marcadas com PI (Figura 48) e a
literatura ja descrevia como mecanismo de acao do peptideo TSHa a permeabilizacao
de membrana por formacéo de poros (RAJA; ANDRE; ABBASSI; HUMBLOT et al.,
2017).
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Com relacdo ao bioconjugado Anf B*-TSHa na concentracéo de 2x ICs, foram
49,9 % de células PI positivas (Figura 48), mostrando que o acoplamento da Anf B ao
peptideo TSHa potencializou a sua acdo ha membrana. Outro ponto importante € que
na concentracdo de 1x ICso do peptideo Anf B*-TSHa a porcentagem de parasitas
marcados com PI foi de 66,5 % (Figura 47-d) demonstrando que nesta concentracao
0 peptideo j& esta causando um alto dano na membrana dos promastigotas de L.
mexicana, comprovando os mesmos dados obtidos pelos ensaios de permeabilizacao
de vesiculas que na concentragdo de 1 umol L a vesicula ja teve toda sua membrana
dissolvida e a permeabilizacéo foi de quase 100%, indicando o mecanismo de capert-
like e esta concentracdo se aproxima da concentracdo de ICs do peptideo Anf B*-

TSHa que foi utilizada nos ensaios de citometria.

Figura 47- Analise de dano de membrana por citometria de fluxo da forma promastigota de L. mexicana
na concentragdo de 5x10 ¢ células/mL e marcadas com PI (80 pg mL1) por 20 minutos. Em (a) Parasitas
sem tratamento marcados com PI, em (b) Parasitas tratados com Anf B concentracéo de 1x ICso, em
(c) Tratamento com TSHa na concentracdo de 1x ICso, em (d) Parasitos tratados com Anf B*-TSHa na

concentracdo de 1x ICso e em (e) Parasitos tratados com (TSHa):2K na concentragéo de 1x ICso.
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Figura 48-Porcentagem de parasitas de L. mexicana na forma promastigota marcadas com iodeto de
propidio (PI) frente aos tratamentos com Anf B, TSHa, Anf B*-TSHa, Anf B (RC)-TSHa e (TSHa)2K,

nas concentragdes de 2x ICso, ICs0, ¥ ICs0 € U5 I1Cs0. Todos 0s dados receberam analise estatistica
(Anova two-way e Teste de Tukey com significAncia com p-valor<0,05 entre os compostos
testados e significancia com p-valor< 0,01 para as concentracdes testadas). Os resultados
apresentaram diferenca estatistica entre os compostos testados (*) e também entre as
concentracoes testadas de cada composto e 0s compostos testados (**).

—
= -— .
| .‘

Com relacdo ao peptideo Anf B-(RC) -TSHa este apresentou o mesmo
comportamento que o bioconjugado Anf B*-TSHa, apresentando valor de parasitos
marcados com Pl na concentragéo de 1x ICsode 50,2% de (Figura 48), demonstrando
gue o acoplamento da Anf B é essencial para potencializar o mecanismo de acao do
peptideo TSHa. Além disso ha diferencas dos mecanismos de acao entre o peptideo
TSHa e seus bioconjugados resultantes do acoplamento da Anf B, do qual o
mecanismo de acdo dos bioconjugados deve ser provavelmente a dissolucdo da
membrana, mesmo em menores concentragdes de composto.

O peptideo dimerico (TSHa)2K também €& responséavel por causar danos na
membrana da forma promastigota de L.mexicana, na concentracdo de 1x ICso houve
38,6 % de parasitas células marcadas com PI (Figura 47 d), além disso o valor de
permeabilizacdo das membranas dos parasitas foi diretamente proporcional as
concentragfes utilizadas, corroborando para a hipétese da molécula ter um
mecanismo de formacdo de poros na membrana (LI; KOH; LIU;
LAKSHMINARAYANAN et al., 2017).
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Um dado importante além da carga positiva dos peptideos para a interacdo
com a membrana do parasita, € a presenca do glicocdlice que é composto
principalmente por lipofosfoglicano (LPG) e proteofosfoglicano (PPG) que confere
mais carga negativa a essa estrutura e facilita ainda mais a interacdo com a
membrana do parasita. Dados da literatura mostram que a auséncia de LPG e PPG
contribuem para a resisténcia da forma promastigota de L. mexicana (EGGIMANN;
SWEENEY; BOLT; ROZATIAN et al., 2015), sendo assim o pequeno tamanho, a
baixa carga das temporinas e a acdo conjunta com Anf B facilitam a difusdo do
glicocélice para a membrana plasmética.

Para o peptideo TSHa e o dimero (TSHa)2K na concentracdo de 1x ICso, a
morte dos parasitas deve estar correlacionada com a permeabilizacdo/despolarizacao
da membrana plasmatica, sem a perda de integridade da membrana plasmatica. Ja
para concentragdes superiores ao 1x ICso e para os bioconjugados com Anf B houve
uma perda da integridade da membrana plasmatica.

Os dados também mostraram que ndo houve dano na membrana e o Pl ndo
se integrou ao DNA em parasitas sem tratamento, pois somente foi captado pelo

equipamento dados de tamanho e granulosidade das células viaveis (Figura 47-a).

4.4.2.2. Peptideo TSHd e bioconjugado

Como controle negativo para este experimento foram utilizados inéculo de
parasitas que ndo receberam tratamento e marcadas com PI, do qual a porcentagem
de parasitos PI positivos foi baixa, como esperado (Figura 49-a).

Para os ensaios realizados em todas as concentracdes testadas 2x I1Cso, 1x
ICs0, %2 ICs0 € ¥ do ICso houve dano na membrana. Com a droga controle Anf B (Figura
49 -b) em todas as concentracdes testadas causou danos nas membranas do
parasita, com alta marcagéo por PI (Figura 50).

O peptideo TSHd na concentracdo de 1x ICso houve uma porcentagem de
células marcadas com PI de 37,2% (Figura 49-c), além disso essa porcentagem de
dano a membrana foi dependente da concentra¢cdo, com 0 aumento da concentracao

houve aumento na permeabilizacdo (Figura 50).
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Para o bioconjugado Anf B*-TSHd na concentracao de 1x ICsp a porcentagem
de parasitas marcados com PI foi de 36,2 e a permeabilizacdo da membrana foi
concentracdo dependente, evidenciando que tanto o peptideo TSHd e o eu

bioconjugado apresentam como possivel mecanismo de acédo a formacao de poros.

Figura 49- Analise de dano de membrana por citometria de fluxo da forma promastigota de L. mexicana
na concentracdo de 5x10 ¢ células/mL e marcadas com PI (80 pg mL1) por 20 minutos. Em (a) Parasitas
sem tratamento marcados com PI, em (b) Parasitas tratados com Anf B concentracdo de 1x ICso, em

(c) Tratamento com TSHd na concentragdo de 1x ICso e em (d) Parasitos tratados com Anf B*-TSHd
na concentracdo de 1x ICso.

a) Células Pl positivas sem tratamento b) Células PI positivas com Anf B -1Cso c) Células PI positivas com TSHd -ICso
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Figura 50- Porcentagem de parasitas de L. mexicana na forma promastigota marcadas com iodeto de

propidio (PI) frente aos tratamentos com Anf B, TSHd, Anf B*-TSHd nas concentracdes 2x ICso, ICso,
Y% ICs0 e Y5 I1Cs0. Todos os dados receberam dados andlise estatistica (Anova two-way e Teste de
Tukey com significancia p-valor<0,05 entre os compostos testados e significAncia com p-
valor< 0,01 para as concentracdes testadas). Os resultados apresentaram diferenca
estatistica entre os compostos testados (*) e também entre as concentracdes testadas de
cada composto e os compostos testados (**).
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Um ponto muito importante deste trabalho é a seletividade dos bioconjugados
a membrana do parasita e ndo a do hospedeiro, isto se da pela diferenca no contetdo
lipidico anidnico exposto de cada uma, a membrana da Leishmania € mais negativa
principalmente pela presenca fosfatidilserina e fosfatidilglicerol e além disso outro
componente importante € a presenca do ergosterol que é essencial para a formacao
dos poros (MCCALL; EL AROUSSI; CHOI; VIEIRA et al., 2015). Em células fungicas
gue tiveram a sintese do ergosterol inibido, ndo houve interacdo de peptideos
antimicrobianos e além disso houve um processo de morte celular, mostrando a
essencialidade do ergosterol (KODEDOVA; SYCHROVA, 2017).

Acreditamos que possivelmente o mecanismo de poros para o bioconjugado
seja o poro toroidal, e hd uma interagcdo de dos bioconjugados com o grupo de
fosfolipidios de carga negativa, do qual estes se estruturam em alfa-hélice,
interagindo com os grupos carboxila dos fosfolipidios de membrana e estes vao
penetrando mais profundamente na membrana, formando poros de forma toroidal,

gue ocasiona disturbio lipidico significativo e alteragdo da curvatura da membrana,
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desencadeando um processo de morte celular (LI; KOH; LIU; LAKSHMINARAYANAN
et al., 2017; PITALE; KAUR; BAGHEL; KAUR et al., 2020). Este mecanismo j& foi
descrito para outros peptideos com acao leishmanicida descrito como os peptideos
melitina e halictina-2, dentre outros (EL-DIRANY; SHAHROUR; DIRANY; ABDEL-
SATER et al.,, 2021; PITALE; KAUR; BAGHEL; KAUR et al., 2020; TORRENT,
PULIDO; RIVAS; ANDREU, 2012).

4.4.2.3. Peptideo Hist 5 e bioconjugado

Para o peptideo Hist 5 em todas as concentracdes testadas houve baixa
porcentagem de células marcadas com PI (Figura 51 c e 52), o que corrobora com os
dados obtidos em permeabilizacdo de vesiculas no qual a taxa de liberacdo de CF foi
baixo para os miméticos de membrana do parasita e além disso a literatura descreve
como principal alvo do peptideo Hist 5 como sendo a mitocéndria.

Em relacédo ao bioconjugado Anf B-Hist 5, destacando que este é o Unico com
a estrutura completa da anfotericina B, a porcentagem de parasitos Pl positivos em
todas as concentracoes testadas foi em torno de 37% (Figura 51-d e 52), neste caso
fica evidenciado que a conjugacdo da Anf B é responsavel pela formacao de poros
na membrana da forma promastigota de L. mexicana (CHAKRAVARTY; SUNDAR,
2019; CUNHA; LEAO; DE CASSIA SOLER; LINDOSO, 2015; SAHA; MUKHERJEE;
BHADURI, 1986; SHIRZADI, 2019).

Para este bioconjugado especifico o possivel mecanismo de acao deve ser
diferente dos demais descritos até agora, acreditamos que haja formacéo de poros
pela Anf B o que permite a entrada do peptideo no interior do parasita, fazendo com
gue este aja em seu alvo intracelular a mitocondria, ocasionando assim a inibicdo da
ATP sintase (LUQUE-ORTEGA; VAN'T HOF; VEERMAN; SAUGAR et al., 2008).

Outros peptideos também atuam na inibicdo da ATP sintase como por exemplo
a lactoferrina, defensinas, bactenecina e catelicidina atuando tanto como
antiparasitarios, antifangicos e antibacterianos (CHAPPLE; HUSSAIN; JOANNOU;
HANCOCK et al., 2004; EDGERTON; KOSHLUKOVA; ARAUJO; PATEL et al., 2000).
O mecanismo de acdo do peptideo Hist 5 esta bem descrito para o fungo Candida
albicans, , este peptideo € responsavel pela liberacdo seletiva de ATP, em células
fungicas metabolicamente ativas e com membranas permeabilizadas, a partir disso o

aumento na concentracdo do ATP extracelular pode servir como um potencializador
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para a morte celular, além de facilitar a captacao adicional de peptideos ou funcionar
como um sinal adicional para ativar o sistema imune inato do hospedeiro no local da
infeccéo, este mecanismo pode ocorrer para outra células eucariéticas que no caso
do bioconjugado Anf B-Hist 5 este efeito pode ser potencializado pela acdo conjunta
da Anf B (VYLKOVA; SUN; EDGERTON, 2007).

Dados da literatura corroboram que o peptideo Hist 5 ocasiona uma diminui¢ao
atividade F1FO-ATPase sensivel a oligomicina, sendo este um alvo essencial para
sua atividade leishmanicida (LUQUE-ORTEGA; VAN'T HOF; VEERMAN; SAUGAR
et al., 2008), outro peptideo que teve a mesma atividade descrita como inibidor de
ATP sintase é a melitina (DiAZ-ACHIRICA; PRIETO; UBACH; ANDREU et al., 1994).

Todo esse processo deve ocasionar um colapso bionergético que pode
desencadear um processo de morte celular, que ndo tem como alvo a membrana
celular, por isso o acoplamento da Anf B foi somente como um carreador do peptideo

até seu alvo intracelular tanto na forma promastigota quanto amastigota

Figura 51- Analise de dano de membrana por Citometria de fluxo da forma promastigota de L.
mexicana na concentracdo de 5x10 & células/mL e marcadas com PI (80 pg mL-1) por 20 minutos. Em
(a) Parasitas sem tratamento marcados com PI, em (b) Parasitas tratados com Anf B concentracéo de
ICs0,em (c) Tratamento com Hist 5na concentracdo de ICso e em (d) Parasitos tratados com Anf B-Hist

5 na concentragéo de ICso.
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Figura 52-Porcentagem de parasitas de L. mexicana na forma promastigota marcadas com PI frente
aos tratamentos com Anf B, Hist 5, Anf B- Hist 5 nas concentragdes 2x ICso, 1Cso, ¥ ICso € V5 ICso.
Todos os dados receberam andlise estatistica (Anova two-way e Teste de Tukey com
significancia com p-valor<0,05 entre os compostos testados e significancia com p-valor< 0,01
para as concentracdes testadas). Os resultados apresentaram diferenca estatistica entre os
compostos testados (*) e também entre as concentragdes testadas de cada composto e os

compostos testados (**).
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4.4.3. Microscopiade fluorescéncia

4.4.3.1. Peptideo TSHa e seus bioconjugados.

Para os ensaios de microscopia de fluorescéncia, foram utilizados 2 fluoréforos
o0 Hoechst que marca DNA fita dupla sendo permeavel as membranas celulares,
marcando células viaveis e o Pl que € um intercalante de DNA e é responsavel
somente por marcar células que sofreram algum tipo de dano na membrana. Sendo

assim para controle negativos cultura de L. mexicana sem tratamento (Figura 53-a)
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foram incubadas com os diferentes fluoréforos, do qual foi observado uma alta
marcacao por Hoechst (Figura 53-c) indicando que as células estéo viaveis e baixa

marcacgéao por Pl (Figura 53-b).

O fluoroforo Hoechst foi escolhido por marcar DNA, no entanto ele é permeavel
as membranas celulares, marcando células viaveis, ja o Pl é responsavel somente
por marcar células que sofreram algum tipo de dano na membrana. Portanto, a partir
da razé@o de células marcadas com Pl pelas células marcadas Hoechst é possivel
determinar a porcentagem de células que sofreram algum tipo de dano na membrana.
Figura 53- Ensaio de microscopia de fluorescéncia com promastigotas de L. mexicana na
concentragdo 1x107 células mL1 sem tratamento por 24 horas. Em a) Células sem marcacao; b) L.

mexicana marcada com 40 pg mL-1de Pl por 5 minutos; c) L. mexicana marcado 5 pg mL -1 de Hoechst

por 5 minutos; d) Merge das duas marcacgoées.

a)
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Para os tratamentos foram utilizados os peptideos TSHa e os bioconjugados
resultantes dele Anf B*-TSHa, Anf B (RC)-TSHa e o peptideo dimerico (TSHa)zK, nas
concentragdes de 2,5 e 1, 25 umol L por diferentes intervalos de tratamento 2 e 24
horas a fim de avaliar o mecanismo de acédo dessas moléculas e também se o tempo
de exposicao aos compostos podem interferir em sua agdo na membrana. A fim de
representacdo selecionamos 2 compostos para representar 0S ensaios de
microscopia, 0os demais compostos e tratamentos estardo nas figuras em anexo.

Como ja demonstrado pelos ensaios de permeabilizacdo de vesiculas e pelos
ensaios de citometria de fluxo, o peptideo TSHa e os bioconjugados provavelmente
devem possuir um mecanismo de acdo no parasita vinculado a membrana, com
diferencas nos tipos de mecanismos de membrana entre os peptideos TSHa,
(TSHa)2K e os bioconjugados Anf B*-TSHa e Anf B (RC)-TSHa. Para o primeiro grupo
sugerimos um mecanismo de acdo na membrana vinculado a formacgéao de poros,
enquanto os bioconjugados com Anf B devem possuir um mecanismo vinculado com
a dissolucdo da membrana, um mecanismo detergente.

Os ensaios de microscopia vieram corroborar estas informacfes, para o
peptideo Anf B*-TSHa na concentragéo de 1,25 umol L que é praticamente metade
da concentragdo do ICso deste peptideo para a forma promastigota depois de 24 horas
de tratamento houve alta marcacao por Pl (Figura 54-b), lembrando que o PI s6 é
permeavel em células que sofreram algum tipo de dano ou que haja formacédo de
poros que permitam sua entrada. A marcacéo por Hoechst ocorreu na grande maioria
das células indicando sua viabilidade.

Além disso é observado nos ensaios de microscopia, € que a formacéo de
conglomerados de parasitos e que muitos estdo perdendo sua forma base, o que
pode indicar uma dissolucdo da membrana como € previsto para 0 mecanismo de
Carpet like (MAHLAPUU; BJORN; EKBLOM, 2020; RAI; FERRAO; PALMA;
PATRICIO et al., 2022) e além disso isto € um indicio que os parasitas estdo entrando
em processo de morte celular, do qual a marcagédo por Pl ficou mais evidente
(GANNAVARAM; DEBRABANT, 2012).
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Figura 54: Promastigotas de L. mexicana na concentragdo 1x107 células mL! tratadas com 1,25 pmol
Lt do peptideo Anf B*-TSHa por 24 horas. Em a) Células sem marcagao; b) L. mexicana marcada com
40 pg mL1 Pl por 5 minutos, no qual ha uma flecha azul indicando conglomerados de parasitas e alta
marcacao por Pl; ¢) L. mexicana marcado 5 ug mL de Hoechst por 5 minutos; d) Merge das duas

marcacdes sendo evidenciado a flecha azul que indica marcacéo por PI.

a) b)

Para o peptideo Anf B*-TSHa na concentracédo préxima ao ICso -2,5 pmol L+
com um menor tempo de tratamento (2 horas), os parasitas sofreram um dano na
membrana, apresentando uma marcacao por Pl (Figura 55-b) e houve formacéo dos
conglomerados que demonstram que 0s parasitas estéo iniciando um processo de
morte celular, este € um importante indicio do mecanismo de a¢gdo na membrana via
carpet like, porque mesmo com menor tempo de exposicdo a membrana do parasita

deve estar sendo dissolvida.
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Figura 55: Promastigotas de L. mexicana na concentragdo 1x107 células mL tratadas com 2,5 pmol
Lt do peptideo Anf B*-TSHa por 2 horas. Em a) Células sem marcacéo; b) L. mexicana marcada com
40 pg mL1 de por 5 minutos no PI qual ha uma flecha azul indicando conglomerados de parasitas e
alta marcacdo por PI; c) L. mexicana marcado 5 pg mL! de Hoechst por 5 minutos; d) Merge das duas

marcacdes sendo evidenciado a flecha azul que indica marcacéo por PI.

a) b)

O outro bioconjugado Anf B (RC)-TSHa também apresentou danos na
membrana na concentracéo de 1,25 pmol L (concentragdo préxima ao ICso) com 24
horas de tratamento, houve alta marcacdo por Pl (Figura 56-b) e também ha
marcagcao com Hoechst para indicar que ha ainda ha células viaveis (Figura 56-c),
outro ponto importante € que nesta imagem de microscopia observamos que ha mais

parasitas com perda de forma e ha formacgéo de conglomerados de células.
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Figura 56: Promastigotas de L. mexicana na concentragdo 1x107 células mL! tratadas com 1.25 pmol
Lt do peptideo Anf B (RC) -TSHa por 24 horas. Em a) Células sem marcagéo; b) L. mexicana marcada
com 40 pg mL1 de PI por 5 minutos com flechas em azul que indicam parasitas com dano de
membrana; c) L. mexicana marcado 5 pg mL de Hoechst por 5 minutos; d) Merge das duas marcacoes

e também ha fechas em azul que indicam parasitas com dano na membrana.
a) b)

Quando ocorre um aumento na concentracao do peptideo Anf B-(RC) -TSHa
2,5 umol L (2x ICs0) com um tempo de tratamento menor (2 horas) (Figura 57), ha
danos na membrana do parasita com a formacéo do conglomerado de células em
processo de morte. Fica evidente também que quanto maior a concentragdo do

composto utilizado maior pode ser os danos que os parasitas podem sofrer.
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Figura 57: Promastigotas de L. mexicana na concentragdo 1x107 células mL tratadas com 2,5 pmol
Lt do peptideo Anf B (RC) -TSHa por 2 horas. Em a) Células sem marcagao; b) L. mexicana marcada
com 40 pug mL1de PI por 5 minutos com destaque para a seta em azul que indica conglomerados de
parasitas que estdo com alta marcacdo por PI; c) L. mexicana marcado 5 pg mL* de Hoechst por 5
minutos; d) Merge das duas marcacfes que contém uma seta em azul indicando a marcacéo por Pl

no merge.

A figura 58 representa uma computacado numérica dos danos que os parasitas
sofrem em todas as condi¢des de tratamento. A partir destes dados podemos concluir
gue tanto a droga controle Anf B, o peptideo TSHa e o dimero (TSHa)2K causam
danos na membrana e também o dano sofrido é concentracdo dependente quanto
maior a concentracdo do composto maior o dano sofrido. Outro ponto importante é
gue quanto maior o tempo de tratamento maior foi o dano sofrido, todos esses dados

corroboram para o mecanismo de formacéo de poros ja descrito.

Para os bioconjugados, houve alta porcentagem de células que sofreram
algum tipo de dano (Figura 58), mesmo em concentracées que estavam abaixo do
valor de ICso dos compostos para a forma promastigota e além disso mesmo com o
tempo de tratamento menor houve um grande nimero de parasitos que sofreram

danos. Do qual destacamos que o peptideo Anf B*-TSHa apresentou maior
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porcentagem de células com dano em 24 horas na concentragdo de 2,5 umol L do
gue a droga controle e ambos os bioconjugados destacando a poténcia destes

compostos e com alta seletividade como ja discutido anteriormente.

Figura 58-Porcentagem de parasitas de L. mexicana na forma promastigota que sofreram danos na
membrana a partir da razdo de parasitas marcados com iodeto de propidio (PI) pelo numero de
parasitas marcados Hoechst frente aos tratamentos com Anf B, TSHa, Anf B*-TSHa, Anf B (RC)-TSHa
e (TSHa)2K nas concentragfes 1,25 e 2,5 umol L por 2 e 24 horas de tratamento. Todos os dados
receberam analise estatistica (Anova two-way e Teste de Tukey com significAncia com p-valor<0,05
entre os compostos testados e significaAncia com p-valor< 0,01 para as concentra¢gfes testadas). Os
resultados apresentaram diferen¢a estatistica entre os compostos testados (*) e também entre as
concentracdes testadas de cada composto e os compostos testados (**).
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4.4.3.2. Peptideo TSHd e Anf B*-TSHd

Com as mesmas condi¢cbes descritas para 0s experimentos com o peptideo
TSHa e os seus bioconjugados foram realizados para o peptideo TSHd e Anf B*-
TSHd. Sendo assim utilizou-se para controle negativo cultura de L. mexicana sem

tratamento (Figura 59-a que foram incubadas com os diferentes fluoréforos, no qual
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foi observado uma alta marcacgéo por Hoechst (Figura 59-c) indicando que as células

estdo viaveis e baixa marcacgéo por PI (Figura 59-b).

Figura 59- Ensaio de microscopia de fluorescéncia com promastigotas de L. mexicana na
concentragdo 1x107 células mL* sem tratamento por 24 horas para o experimento com o peptideo
TSHd e Anf B*-TSHd. Em a) Células sem marcacdo; b) L. mexicana marcada com 40 pug mL1 de PI
por 5 minutos; ¢) L. mexicana marcado 5 pg mL -1 de Hoechst por 5 minutos; d) Merge das duas

marcacgoes.

Dando enfoque ao bioconjugado Anf B*-TSHd que resultados anteriores
demonstraram que o possivel mecanismo de acao desse peptideo é na membrana,
através da sua desestabilizacdo pela formacao de poros toroidais e estes resultados
sao corroborados com os dados de microscopia de fluorescéncia.

Na concentragdo 1,25 umol L (3x ICso) para a forma promastigota em 24 horas
de tratamento, o bioconjugado apresentou um grande namero de células com dano
na membrana, evidenciado pela marcagdo por Pl (Figura 60-b) e quando a
concentracéo do bioconjugado utilizada aumentou para 2,5 pmol Lt mesmo com um
intervalo de tratamento menor (2h) ainda evidenciou-se danos na membrana (Figura
61-b) e conglomerados de células que podem estar em um processo de morte,
corroborando assim que o danos nas membranas sdo dose dependentes, sendo o

provavel mecanismo para isso a formagéo dos poros (BECHINGER; GORR, 2017;
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KUMAR; KIZHAKKEDATHU; STRAUS, 2018; TORRENT; PULIDO; RIVAS;
ANDREU, 2012; ZHANG; YAN; MENG; HONG et al., 2021).

Figura 60: Promastigotas de L. mexicana na concentragdo 1x107 células mL! tratadas com 1,25 pmol
L1 do peptideo Anf B*-TSHd por 24 horas. Em a) Células sem marcacao; b) L. mexicana marcada com
40 pg mL1de PI por 5 minutos com flechas em azul indicando parasitas com dano de membrana; c) L.
mexicana marcado 5 pg mL* de Hoechst por 5 minutos; d) Merge das duas marcacgdes, flechas em

azul indicam células marcadas com PI.

a)
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Figura 61: Promastigotas de L. mexicana na concentragdo 1x107 células mL tratadas com 2,5 pmol
Lt do peptideo Anf B*-TSHd por 2 horas. Em a) Células sem marcacéo; b) L. mexicana marcada com
40 pg mLtde PI por 5 minutos com setas em azul indicando conglomerados de parasitas com alta

marcacao por Pl; ¢) L. mexicana marcado 5 ug mL de Hoechst por 5 minutos; d) Merge das duas

marcacdes e a seta em azul indica parasitas com marcacgéao por PI.

a) b)

Outro dado importante que podemos concluir a partir dos ensaios de
microscopia é que o acoplamento da Anf B ao peptideo TSHd foi essencial para
potencializar sua acéo frente a Leishmania, pois a partir do grafico de porcentagem
parasitos com danos na membrana fica evidente que o peptideo TSHd em relagéo a
droga controle e ao bioconjugado apresentou um valor inferior de parasitos com
danos na membrana sendo cerca de 25% dos parasitas com danos na membrana
(Figura 62). O bioconjugado Anf B*-TSHd mesmo com parte da estrutura faltante da

Anf B apresentou um alto valor de parasitos com dano na membrana.
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Figura 62-Porcentagem de parasitas de L. mexicana na forma promastigota que sofreram danos na
membrana a partir da razdo de parasitas marcados com Pl pelo nimero de parasitas marcados
Hoechst frente aos tratamentos com Anf B, TSHd, Anf B*- TSHd, nas concentracdes 1,25 e 2,5 umol
L1 por 2 e 24 horas de tratamento. Todos os dados receberam andlise estatistico (Anova two-way e
Teste de Tukey com significancia com p-valor<0,05 entre os compostos testados e significAncia com
p-valor< 0,01 para as concentracdes testadas). Os resultados apresentaram diferenca estatistica entre
0s compostos testados (*) e também entre as concentracfes testadas de cada composto e os

compostos testados (**).
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Destacamos ainda que o IS do bioconjugado Anf B*-TSHd para a forma
amastigota é de 1112 sendo cerca de 29x mais seletivo para o parasita do que a
droga padrao para o tratamento Anf B, do qual acreditamos que mesmo para a forma
amastigota o0 mecanismo de acéo deva estar ligado a membrana. Dados da literatura
apontam que as temporinas podem atingir as formas amastigotas de Leishmania no
fagolisossomo para mata-las (ABBASSI; OURY; BLASCO; SERENO et al., 2008;
ABBASSI; RAJA; OURY; GAZANION et al., 2013; ANDRE; RAJA; HUMBLOT;
PIESSE et al., 2020; RAJA; ANDRE; ABBASSI; HUMBLOT et al., 2017; ZHAO;
RINALDI; DI GIULIO; SIMMACO et al., 2002) ou agir quem sabe em sinergia com
outros mensageiros intracelulares, como o 6xido nitrico (NO), que s&o conhecidos por
estarem envolvidos na morte de amastigotas de Leishmania (LIEW; MILLOTT;
PARKINSON; PALMER et al., 1990; WANASEN; SOONG, 2008).
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Em sua agcdo na forma amastigota pode-se acreditar de acordo com um
processo semelhante (translocacdo de membrana ou pinocitose), as temporinas
poderiam entrar no macréfago e atingir amastigotas de Leishmania no vacuolo
parasitoforo.

Este direcionamento especifico para a membrana do vacuolo parasitéforo pode
se dar pela presenca do LPG que confere carga mais negativa ao vacuolo parasitéforo
e a partir da carga positiva das temporinas deste trabalho e dos bioconjugados eles
interagiriam com o vacuolo, formariam um poro e agiriam na forma amastigota e este
efeito foi potencializado com a conjugacédo da Anf B nos peptideos TSHa e TSHd
(MORADIN; DESCOTEAUX, 2012; RAJA; ANDRE; ABBASSI; HUMBLOT et al.,
2017)], no entanto ndo pode se excluir os fatores que podem contribuir para a morte
do parasita como a sintese NO e outro ponto essencial é todos os bioconjugados de
temporinas com Anf B ndo apresentaram citotoxicidade perante a macrofagos
peritoneais, evidenciando a seletividade dos mesmos.

4.4.3.3. Peptideo Hist 5 e bioconjugado

Para este estudo serdo mostradas as imagens referentes ao bioconjugado Anf
B-Hist 5. Focando no bioconjugado Anf B-Hist 5 que é o Unico com a estrutura
completa da Anf B liga a regido N-terminal do peptideo, na concentracao 1,25 pmol
Lt (Proximo ao ICsopromastigota) COM 0 tempo de tratamento de 24 horas houve uma
porcentagem de células que sofreram danos na membrana apresentando marcacao
por Pl (Figura 63-b), no entanto em menor propor¢cdo quando comparadas aos

peptideos bioconjugados derivados das temporinas TSHa e TSHd.

Outro ponto € que nesta concentragao € evidenciado a marcagao por Hoechst,
demonstrando que mais células tém a sua membrana intacta. Esses dados
corroboram com os dados de citometria e de permeabilizagdo do qual foi evidenciado
gue o acoplamento da Anf B ao peptideo foi importante para causar danos na
membrana do parasita e permitir assim a sua internalizacdo e que este agisse em seu

alvo intracelular que é a mitocondria.
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Figura 63: Promastigotas de L. mexicana na concentragdo 1x107 células mL! tratadas com 1,25 pmol
Lt do peptideo Anf B-Hist 5 por 24 horas. Em a) Células sem marcagao; b) L. mexicana marcada com
40 ug mL1de PI por 5 minutos com setas em azul indicando parasitas marcados com PI; c) L. mexicana
marcado 5 pg mL? de Hoechst por 5 minutos; d) Merge das duas marcacdes com setas em azul

indicando parasitas marcados com PI.

a)

Na concentracéo de 2,5 pmol L1 (3x ICso promastigota) pelo intervalo de tratamento
de 2 horas evidenciou-se danos na membrana do parasita pelo bioconjugado Anf B-
Hist 5 no entanto em menor proporcédo (Figura 65-b). A partir destes dados podemos
concluir que para haver maior permeabilizacdo da membrana pelo bioconjugado é
necessario que haja maior tempo de exposicdo do parasita ao bioconjugado e

também isso acarretard em uma maior porcentagem de parasitos mortos.
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Figura 64: Promastigotas de L. mexicana na concentragdo 1x107 células mL tratadas com 2,5 pmol
L do peptideo Anf B-Hist 5 por 2 horas. Em a) Células sem marcagéo; b) L. mexicana marcada com
40 pg mL1de Pl por 5 minutos com setas em azul indicando parasitas com dano de membrana mesmo
gue em menor propor¢ao; c) L. mexicana marcado 5 pg mL1 de Hoechst por 5 minutos; d) Merge das

duas marcacdes com setas em azul indicando parasitas com dano de membrana

a)

Quando analisamos o experimento como um todo (Figura 66), pode-se concluir
gue o peptideo sozinho possui baixa permeabilizacéo frente a forma promastigota de
L. mexicana de 40 % em 24 horas de tratamento e que este valor de dano a
membrana s6é aumenta em moléculas que contam com a presenca da Anf B, ou seja
a Anf B é importante para aumentar a permeabilidade do peptideo Hist 5 causando
algum tipo de dano e que em conjunto com mecanismo ja descrito de agdo na
mitocdndria poderia levar o parasita tanto na sua forma promastigota quanto a

amastigota a morte.
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Figura 65-Porcentagem de parasitas de L. mexicana na forma promastigota que sofreram danos na
membrana a partir da razdo de parasitas marcados com PI pelo nimero de parasitas marcados
Hoechst frente aos tratamentos com Anf B, Hist 5, Anf B- Hist 5, nas concentra¢cdes 1,25 e 2,5 umol L
1 por 2 e 24 horas de tratamento. Todos os dados receberam tratamento estatistico (Anova two-way e
Teste de Tukey com significancia com p-valor<0,05 entre os compostos testados e significAncia com
p-valor< 0,01 para as concentracdes testadas). Os resultados apresentaram diferenca estatistica entre
0s compostos testados (*) e também entre as concentracfes testadas de cada composto e os
compostos testados (**).
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4.4.4. Microscopiafluorescénciaconfocal dos peptideos bioconjugados
com Anf B.

A técnica de microscopia confocal é gerar imagens com alto contraste por meio
de seccionamento Optico. Com uma lente objetiva de alta resolugdo, um microscopio
confocal pode gerar seg¢des Opticas mais finas que 1 um sem ter que cortar
fisicamente a amostra. A partir disto, esta técnica pode ser usada para quantificar as
intensidades e investigar o arranjo espacial de moléculas fluorescentes com alta
precisdo, o que é util para atribuir a localizagdo de moléculas em compartimentos
celulares especificos ou avaliar a co-localizacdo de diferentes moléculas (JONKMAN;
BROWN; WRIGHT; ANDERSON et al., 2020).
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Esta técnica utiliza compostos fluorescentes que, ligados a estruturas
especificas, determinam sua localizacdo celular. A fonte de luz do microscépio
confocal € formada por diversas linhas de lasers que se movem através de um
scanner de modo a focalizar a amostra linha por linha, assim que a amostra € excitada
pelo laser, esta emite fluorescéncia em outro comprimento de onda que é captado
pelos detectores (ELLIOTT, 2020).

Para esta técnica sao utilizados anticorpos e fluoréforos que geralmente sao
incapazes de penetrar na membrana plasmatica e alcancar o citoplasma, no entanto
para esta pesquisa os peptideos bioconjugados e Anf B foram responsaveis por
permear a membrana do parasita e permitir a entrada dos fluoroforos. Para esta
técnica foram utilizados os seguintes fluoroforos: Pl que é um intercalante de DNA e
indicado dano na membrana, para estudos de co-localizacdo utilizou-se o Mitotracker
Red e o Lysotracker Red.

A cor vermelha dos fluoroforos foi escolhida pelo fato de o composto
fluorescente das amostras ser a Anf B, esta tem um comprimento de emissdo em 340
nm e de excitacdo em 350 nm, indicando que este é captado no lazer azul, entdo para
estudos de co-localizacao foi necessario utilizar fluoréforos que fossem excitados em
comprimentos de onda diferente da Anf B (BAIBEK; UCUNCU; SHORT; RAMAGE et
al., 2021).

Como controle negativo para este ensaio foram utilizados parasitas na forma
promastigota de L. mexicana sem tratamento, sob a marcac¢do dos fluoroforos
utilizados no trabalho (Figura 66). Foi utilizado o PI (Figura 66-a) do qual a marcacao
foi baixa pelo fato de poucas células sofrerem permeabilizagdo, marcacdo com
Mitotracker Red (Figura 66-b) que foi uma marcacao especifica marcando os granulos
da mitocondria, lembrando que em tripanossomatideos ha uma unica mitocéndria e 0
ultimo fluoréforo utilizado foi o Lysotracker Red que é responsavel por marcar o
lisossomo, mas este fluor6foro em especifico realiza a marcacdo de organelas

acidicas, marcando além do lisossomo, glicossomo e acidocalsissomo (Figura 66-c).
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Figura 66: Ensaio de microscopia confocal com promastigotas de L. mexicana na concentragdo 1x10”
células mL1 sem tratamento por 5 horas de incubagdo. Em a) L. mexicana marcada com 40 ug mL
de PI por 15 minutos do qual a flecha em vermelho indica os parasitas que foram marcados por PI; b)
L. mexicana marcado 200 nmol L1 de Mitotracker red por 20 minutos no qual a flecha em azul indica
a marcagdo por mitotracker evidenciando os granulos; c) L. mexicana marcado 50 nmol L' de

Lysotracker red por 20 minutos e a flecha em vermelho indica os parasitas marcados com Lysotracker.

a) Células sem tratamento + 40 pg/mL PI b)Células sem tratamento+ 200 nmol L™ ¢) Células sem tratamento + 50
Mitotracker RED nmol L ' Lysotracker RED

Inicialmente para entender o mecanismo de internalizacao dos peptideos,
foram realizados os ensaios de microscopia com a Anf B, do qual foi utilizado uma
concentracédo de 1 pmol Lt de composto com uma incubacéo de cinco horas. O
tempo para esse ensaio foi determinado a partir de estudos da viabilidade do
parasita frente aos compostos, sendo necessario que este mantivesse sua forma
integra para os ensaios de confocal.

Os parasitas internalizaram a droga Anf B (Figura 67-a) mostrando que esta é
capaz de formar poros na membrana como descrito na literatura. Na marcacao por
PI foi possivel ver uma alta marcacdo mostrando o dano na membrana (Figura 67-
b).

Em relacéo a marcacgéo por Mitotracker red para o composto Anf B em
parasitas com a sua estrutura integra sé foi observado a marcacao por mitotracker
(Figura 68-c), j& em parasitas com perda de forma e em conglomerados foi possivel
observar a co-localizacédo da Anf B na mitocondria (Figura 67-c) e o mesmo foi
observado na marcacao pelo lysotracker (Figura 67-d).
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Figura 67: Ensaios de microscopia confocal com promastigotas de L. mexicana na concentragéo 1x10”
células mL™ tratadas com Anf B 1 umol L por 5 horas de incubag¢é@o. Em a) L. mexicana tratada com
Anf B 1 umol L1; b) L. mexicana tratada com Anf B 1 pmol Lt e marcada com 40 ug mL-1de PI por 15
minutos com flechas em vermelho indicando os parasitas que colocalizaram; ¢) L. mexicana tratada
com Anf B 1 umol L' marcado com 200 nmol L1 de Mitotracker red por 20 minutos com flechas em
vermelho indicando os parasitas que colocalizaram; d) L. mexicana tratada com Anf B 1 umol L1 e
marcado com 50 nmol L de Lysotracker red por 20 minutos com flechas em vermelho indicando os

parasitas que colocalizaram.

AnfB-1 umoL L™ AnfB-1 umoL L™+ 40 ug mL™" PI

COM ANFO

AnfB- 1 umolL L™+ 200 nmol L ™' Mitotracker RED AnfB- 1 pmoL L™+ 50 nmol L ™ Lysotracker RED
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Para os peptideos bioconjugados com Anf B o perfil de marcacéo observado
foi semelhante ao encontrado no composto Anf B, com algumas excecdes. Para os
peptideos derivados de temporina esta representado o composto Anf B*-TSHa, os

demais estardo nas figuras em anexo.

A internalizacdo do composto Anf B*-TSHa foi maior pela forma promastigota
de L. mexicana, pelo fato de o mecanismo de a¢édo dessa molécula agir rapidamente
na membrana do parasita como demonstrado pela microscopia de fluorescéncia, além
disso o peptideo aumentou a permeabilizacdo da membrana em conjunto com Anf B
acoplada (Figura 68-a). Outro ponto importante € que a marcacao por Pl foi mais
intensa e mais células foram marcadas, comprovando maior dano a membrana
(Figura 68-b).

Para marcacao por mitotracker red so foi possivel observar colocalizacdo em
grupos de parasitos que ndo tinham sua forma preservada e além disso observou-se
mais conglomerados de células o que indica que mais células estdo em processo de
morte celular (Figura 68-c). Ja para a marcacdo por lysotracker a
compartimentalizacdo do peptideo observou-se tanto em células em processo de
morte quanto em parasitas com a sua estrutura de membranas e organelas
preservados (Figura 68-d), estes demonstram que o0 bioconjugado é
compartimentalizado na mitocdndria, em organelas acidicas e pela membrana, no
entanto com algumas diferencas o que pode dar indicios de mecanismos de morte

dessa molécula.
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Figura 68: Promastigotas de L. mexicana na concentragdo 1x107 células mL™! tratadas com Anf B*-
TSha 1 pmol L por 5 horas de incubacdo em microscopia confocal. Em a) L. mexicana tratada com
Anf B*-TSHa 1 umol L1; b) L. mexicana tratada com 1 pmol L't e marcada com 40 ug mL-1de Pl por
15 minutos com flechas em vermelho indicando os parasitas que colocalizaram; c) L. mexicana tratada
com 1 pmol LT e marcado com 200 nmol L1 de Mitotracker red por 20 minutos com flechas em
vermelho indicando os parasitas que colocalizaram; d) L. mexicana tratada com 1 umol L't e marcado
com 50 nmol L* de Lysotracker red por 20 minutos com flechas em vermelho indicando os parasitas

gue colocalizaram.

a) AnfB*-TSHa -1 pmolL L™

b) AnfB*-TSHa -1 umoL L™ + 40 ug mL™" PI

¢) AnfB*-TSHa- 1 pmoL L™+ 200 nmol L ™' Mitotracker RED d) Anf B*-TSHa- 1 pmoL L™+ 50 nmol L™ Lysotracker RED
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O peptideo bioconjugado Anf B-Hist também foi internalizado pela forma
promastigota de L. mexicana (Figura 69-a), na marcacao por Pl houve danos na
membrana pelo bioconjugado e foi possivel visualizar a marcacgao (Figura 69-b). Para
o fluoréforo especifico de mitocondria o mitotracker red houve uma marcacdo mais
especifica em relagdo aos outros compostos testados, visualizando perfeitamente a
colocalizagdo em células de Leishmania com a forma preservada, foi possivel
observar as cristas mitocondriais sendo marcadas e além disso foi possivel observar
mais células colocalizadas (Figura 69-c), no entanto o0 mesmo ndo aconteceu para a
marcacao com o lysotracker red, poucas células apresentaram colocalizacdo em
organelas acidicas, demonstrando que este bioconjugado tem provavelmente um alvo

especifico que é a mitocondria (Figura 69-d).

Figura 69: Promastigotas de L. mexicana na concentragao 1x107 células mL! tratadas com Anf B-Hist
5 na concentragdo de 2 e 1 umol L por 5 horas de incuba¢do em microscopia confocal. Em a) L.
mexicana tratada com Anf B-Hist 5 -2 umol L%; b) L. mexicana tratada Anf B-Hist 5 -1 umol L e
marcada com 40 ug mL1de PI por 15 minutos com flechas em vermelho indicando colocalizacéao; c) L.
mexicana tratada com Anf B-Hist 5- 1 umol L' e marcado com 200 nmol L de Mitotracker red por 20
minutos flechas em vermelho indicando colocalizag&o; d) L. mexicana tratado com Anf B-Hist 5 1 umol
Lt e marcado com 50 nmol L* de Lysotracker red por 20 minutos flechas em vermelho indicando

colocalizacéo.

a) Anf B-Hist 52 umol L™

anfo + pept
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b) Anf B-Hist 5-1 umol. L™ +40 ps/mL Pl <) Anf B-Hist 5- 1 umol L™+ 200 d) Anf B-Hist 5- 1 umol L™+ 50
nmol L ™" Mitotracker RED nmol L " Lysotracker Red

Com os dados apresentados podemos concluir que os peptideos conjugados
com Anf B derivados das temporinas podem apresentar como mecanismo inicial de
acao o dano na membrana, causando uma desestabilizacdo da mesma e acarretando
um processo de morte celular, apds isso ele se compartimentaliza com as organelas
acidicas e quando o mecanismo de morte estad mais avancado com mudancas na
permeabilidade da superficie, perca de forma do parasita, degradacdo do DNA,
despolarizacdo do potencial de membrana mitocondrial, neste momento esses
compostos se compartimentaliza com a mitocondria tornando assim sua agao
leishmanicida efetiva, isto ja foi visto com outros peptideos como a catelicidina e
outras temporinas (BELLAVITA; FALANGA; BUOMMINO; MERLINO et al., 2020;
CRAUWELS; BANK; WALBER; WENZEL et al.,, 2019; EGGIMANN; SWEENEY;
BOLT; ROZATIAN et al., 2015; IORNS; GUNN; ERATH; RODRIGUEZ et al., 2014;
LYNN; KINDRACHUK; MARR; JENSSEN et al., 2011; RAJA; ANDRE; ABBASSI;
HUMBLOT et al., 2017).

Para o bioconjugado Anf B-Hist 5 os dados encontrados corroboram para
evidenciar que provavelmente o mecanismo principal desse peptideo é a mitocondria,
como passo inicial este peptideo permeabiliza a membrana do parasita, facilitando
sua internalizacdo, do qual este se compartilha especificamente na mitocéndria,
ocasionando a inibicao da ATP sintase, desencadeando efeitos na produgao de ATP,

desbalanco energético, o que pode acarretar em um processo de morte celular.
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E os mecanismos descritos também podem estar ocorrendo na forma
amastigota, do qual a presenca de lisofosfoglicana no vacuolo parasitéforo facilita a
internalizacao dos bioconjugados pela membrana, fazendo com que estes atinjam a

forma amastigota.

4.5. Planejamento dos peptideos inéditos inibidores do canal ibnico MCU
4.5.1. Construcédo e validacdo do modelo por homologia

Uma outra estratégia para o desenvolvimento de novas moléculas para o

tratamento de doencas parasitarias, € o planejamento baseado no alvo.

Sendo assim e devido a auséncia da estrutura tridimensional cristalografica da
proteina MCU de L. mexicana, foi utilizado uma modelagem por homologia a fim da
obtencdo desta estrutura a fim de desenvolver a estratégia de planejamento de

peptideos que inibam este canal i6nico.

Como ja mencionado anteriormente, a proteina MCU de tripanosomatideos
nao possui estrutura tridimensional caracterizada. O banco de dados TriTrypDB
(http://tritrypdb.org/tritrypdb/) contém informag6es do genoma de tripanosomatideos
e este indica a proteina do organismo C. elegans (sequéncia PDB: 5id3), como sendo

a proteina com estrutura similar a proteina MCU de L. mexicana.

Outro dado importante € que, com base na sequéncia da proteina MCU de L.
mexicana, e com a utilizacdo do programa Swiss Model, que buscou no banco de
dados estruturas cristalograficas de proteinas com similaridade sequencial e com a
mesma funcao, outra estrutura também foi utilizada para a constru¢éo do modelo por
homologia, a estrutura de cdédigo pdb 6DNF do microrganismo Cyphellophora

europaea.

De acordo com os dados resultantes da andlise de similaridade, a sequéncia
do 6DNF apresentou 31,25 % de similaridade e o 5ID3 apresentou 26,56 % de
similaridade (Figura 70).
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Figura 70: Andlise da similaridade das estruturas proteicas da proteina MCU com a sequéncia de L.
mexicana, destacando as estruturas 6DNF e 5ID3 com maior similaridade com o template usado.

6DNF 8dnt1A Mitochondnal calclum uipocter MCU 026 01 3125 |EM homo-  2XCA.7 ¥

5ID3

Com intuito de realizar estudos mais especificos entre a sequéncias template,
a sequéncia de L.mexicana e avaliar sua especificidade como alvo terapéutico
realizaram-se andlises de similaridade com a sequéncia proteica de MCU de L.
mexicana, C. elegans, C. europaea e a proteina MCU humana, utilizando o programa
BlastP.

Ao final da analise A sequéncia protéica de MCU de L. mexicana e C. elegans
apresentou cerca de 28,75% de identidade, a sequéncia de L. mexicana em relacéo
a proteina humana foi cerca de 35% de identidade. Apesar da sequéncia molde
apresentar uma maior similaridade com a da proteina humana, este pode ser um bom
alvo terapéutico, pois ha diferengcas sequenciais entre a regido do sitio ativo da
proteina MCU de L. mexicana e a humana, podendo-se concluir que os peptideos que
serdo desenvolvidos serdo mais especificos para L. mexicana., além a sequéncia
molde e o template de C. elegans apresentam residuos do sitio ativo conservados e
gue diferem da proteina MCU humana permitindo assim que os peptideos a serem

desenhados possam ser especificos ao alvo.

Com a C. europaea a sequéncia da proteina de L. mexicana apresentou cerca

de 29,71% de similaridade, dados da literatura indicam que para a construcédo de
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estruturas por homologia, os templates utilizados devem apresentar uma similaridade

de acima de 25%, indicando que estas estruturas podem ser utilizadas (Figura 71)

(MUHAMMED; AKI-YALCIN, 2019).

Figura 71: Analise da similaridade das sequéncias das proteinas de MCU de L. mexicana, H. sapiens,

C. elegans e C. europaea.
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Para a realizacédo dos estudos da docagem molecular é necessario a estrutura

tridimensional da proteina. Para isso, foram construidas estruturas baseadas em

homologia com C. elegans e C. europaea, utilizando o programa Swiss-Model

(https://swissmodel.expasy.org/). Foram construidas 2 estruturas por homologia

utilizando os moldes da proteina MCU de C. elegans (Figura 72) e de C. europaea,

do qual a estrutura escolhida foi a baseada em C. elegans do qual resultou a proteina

por homologia de L. mexicana.
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Figura 72: Estrutura da proteina MCU C. elegans (5id3) usada como molde para a construgcéo do

modelo por homologia.

MCU —Estrutura template de C.elegans Discovery Studio Visualizer

Estrutura da proteina MCU-Pentamero Regido do poro Filtro de nlniv‘dndo-'sitto de ligagio com
Ca'+

O modelo resultante do molde 5ID3 manteve a maioria de sua estrutura
conformacional se comparado com o template, outro ponto a se ressaltar € que 0s
residuos de carga negativa (E, D) (YOO; WU; YIN; HERZIK et al., 2018), que se
voltam ao centro do poro ao qual o Ca?* se liga, mantiveram-se conservados no
modelo por homologia (Figura 73). Apés a construcdo do modelo, este foi otimizado

e validado a fim de que se tornasse energeticamente favoravel.

Figura 73: Modelo por homologia da proteina MCU de L. mexicana, no qual em (a) € a estrutura
completa por homologia, em (b) Regido do poro (c) os sitios de ligagdo com célcio, destacando a
presenca dos ions negativos.

MCU «Estrutura do modelo por homologia de [ mexicana -Discovery Studio Visualizer

») Estrutura do modelo por b) Regilio do poro c) Filtro de seletividade-Sitio de ligagio
homologia de MCU-Pentimero com {:a ‘e

gﬁ"ﬁ‘%( "‘%i

O modelo da proteina MCU construida foi otimizado e validado, no método

semiempirico para a otimizacdo foram utilizadas as seguintes variaveis: carga da
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estrutura, solvatacdo, ligacdo peptidica, PM7 Hamiltoniano, constante dielétrica

minimizagao energética, conformacao dos residuos, para que estes se encontrem na

posicdo mais favoravel.

A estrutura resultante do 5ID3, de acordo com os dados obtidos apés a

otimizacdo, apresentou cerca de 81,9% de residuos favoraveis no grafico de
ramachandran, sendo que o ideal seria 98 % (CHEN; ARENDALL; HEADD; KEEDY

et al, 2010) (Figura 74), outro ponto € que ha grande quantidade de outliers no

ramachandran, no entanto residuos importantes para a ligagdo com o célcio se

encontram na regido de residuos favoraveis (Figura 75).

Figura 74: Dados resultantes da otimizacdo energética realizada através do método semiempirico

PM7 com o programa MOPACK, destacando que os dados em vermelho se encontram fora dos

parametros ideais.
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Figura 75: Gréafico de Ramachandran da estrutura otimizada do MCU a partir do template do 5ID3,
este gréfico representa todas as combinagbes possiveis de angulos diédricos W (psi) versus os ¢ (phi)
nos aminoéacidos de um polipeptidio, as combina¢des mais estaveis de angulos C alfa-N e C alfa-C
dos residuos de aminoacidos. Para cada residuo em uma proteina, dois angulos de tor¢éo ¢ (phi) e y
(psi) determinam a conformagé&o do esqueleto da proteina, do qual a regido em azul indica os residuos
gue se encontram em regido mais energeticamente favoravel, quanto mais afastado da regido azul séo

as regides de conformacao menos favoravel.
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Como ja mencionado anteriormente, além da estrutura da proteina MCU
construida a partir do molde de C. elegans, também foi utilizado como outro molde a
estrutura pdb de 6DNF de C. europaea (Figura 76). A otimizacdo desta estrutura foi

realizada da mesma forma que a estrutura derivada de 5ID3, no entanto a estrutura
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por homologia que utilizou como template C. europae, apresentou um maior nimero
de residuos em regido favoravel no grafico de Ramachandran (93 %) (Figuras 77 e
78).

Outro ponto a se destacar é que a estrutura utilizada como template neste caso
o 6DNF foi cristalizada com um atomo de calcio na regido do sitio do filtro de
seletividade, portanto a estrutura por homologia foi modelada da mesma forma,
permitindo assim especificar quais os residuos especificos da estrutura por homologia
gue interagem com calcio, indicando possiveis alvos para o docking e ancoramentos

dos peptideos.

Figura 76: (a) Estrutura da proteina MCU C. europaea (6dnf) usada como molde para a construcéo
do modelo por homologia, em (1) Proteina completa e em destaque os residuos de carga negativa
gue fazem ligagdo com ion célcio e em (2) Regido do poro com a presenca de um ion calcio. (b)
Modelo por homologia da proteina MCU de L. mexicana, no qual em (3) é a estrutura completa por

homologia, em (4) a regido do poro e sitio de ligagdo com calcio.

a) MCU ~Estrutura template de C. europasea b) MCU ~Modele por homologia de Lmexicana
(6dnf) Di: y Studio Visuali Discovery Studio Visualizer
1) Estrutura da proteina MCU- 2) Regifio do poro 3) Estruturs da proteina MCU- 4) Regido do poro

Tetramero Pentimero
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Figura 77: Dados resultantes da otimizacdo energética realizada através do método semiempirico
PM7 com o programa MOPAC, destacando que os dados em vermelho se encontram fora dos

parametros ideais.
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Figura 78: Grafico de Ramachandran da estrutura otimizada do MCU a partir do template do 5ID3,
este grafico representa todas as combinagbes possiveis de angulos diédricos W (psi) versus os ¢ (phi)
nos aminoacidos de um polipeptideo, as combinacdes mais estaveis de angulos C alfa-N e C alfa-C
dos residuos de aminoacidos. Para cada residuo em uma proteina, dois angulos de tor¢éo ¢ (phi) e y
(psi) determinam a conformagé&o do esqueleto da proteina, do qual a regido em azul indica os residuos
gue se encontram em regido mais energeticamente favoravel, quanto mais afastado da regido azul sdo

as regides de conformacao menos favoravel.

GororalPro ProProline Favoued ® &+ GenoralFre ProProline Alowed
BB  Giycino Favoued ' Giycino Alowed

Number of romdues in ia d rogion (~S2.0% expectod)  : 442 (95.1%)
Number of rosiduss in allowed region {-2.0% expocted) : 13 28%)
Number of residues in outier region 10 22%)

e
Mas o S0 Lol (W Dmn WA Anated 0 FIW & Bais JM Wort MG et )5 Batarter L 00 Setaedon 0000
D e R e e e



130

4.5.2. Estudo da interacdo do modelo por homologia de MCU de L.
mexicana com inibidores conhecidos de MCU e planejamentos

dos peptideos inibidores de MCU.

Como descrito no relatério anterior, apés a construgcdo do modelo por
homologia do MCU de L. mexicana baseado na estrutura de C. elegans (5ID3) e
otimizacdo energética, avaliou-se a interacdo da estrutura obtida com inibidores
conhecidos de MCU: tetraciclina b, nicroX 5, mitoxantrone,KB-R793, Despiramina,
DS1657051,curcumin B, ciclosporina D e ciclosporina 5,aminosalicilato,
(Hexa)cetylpiridinium e assim, predizer quais sdo as principais estruturas quimicas e
atomos envolvidos na interagdo para posterior planejamento de peptideos com o

mesmo comportamento quimico.

N&o ha ainda disponivel a estrutura cristalografica do MCU de Leishmania. Em
L. mexicana, a proteina MCU nado possui uma estrutura cristalografica, no entanto,
acredita-se que a sua conformacao seja homéloga a proteina MCU de C. elegans, a
gual consiste em uma organiza¢ao pentameérica na qual o dominio transmembrana &
composto por dez hélices dispostas em duas camadas concéntricas e 0s residuos
especificos de aspartato e glutamato, identificados como formadores do filtro de
seletividade (YOO; WU; YIN; HERZIK et al., 2018). Neste projeto, em estudos
preliminares ja conduzidos, utilizamos a proteina MCU de C. elegans, como modelo
para criar e validar uma estrutura tridimensional de MCU de L. mexicana por

modelagem molecular.

Para obtencdo de mais informacdes do sitio ativo, serdo realizadas
comparacdes com proteinas de uma mesma familia e também serdo usados
inibidores conhecidos para desenvolver o processo de docking, permitindo assim que

peptideos sejam planejados de modo a inibir a ligacdo do calcio ao MCU e,

D 2+ . .
consequentemente, diminuir o influxo de Ca™ mitocondrial.

Os inibidores foram entdo ancorados com o modelo de MCU de L. mexicana e
as principais interacdes quimicas determinadas com auxilio do programa Discovery
Studio Visualizer, sendo elas intera¢cdes idnicas, empilhamento pi, ligagbes de
hidrogénio, principalmente com residuos de carga negativa, residuos aroméaticos, e

residuos de sitio ativo.
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Um dos inibidores que foram ancorados foi o mitoxantrone, do qual este
interagiu com o filtro de seletividade destacando o motivo DIME que s&o os residuos
gue se ligam com o calcio (ARDUINO; WETTMARSHAUSEN; VAIS; NAVAS-
NAVARRO et al., 2017; OXENOID; DONG; CAO; CUI et al., 2016), essa inibicdo se
baseia em uma interacdo eletrostatica do qual parte da estrutura da molécula do
mitoxantrone carregado positivamente interage com os residuos de carga negativa
do MCU ocasionando sua inibicdo da MCU (CHAUDHURI; CLAPHAM, 2014) (Figura
79), outro inibidor como a tetraciclina (Figura 80) interage principalmente com 0s

atomos de glutamato da regido do filtro de seletividade do poro da proteina MCU.

Figura 79: Estrutura do Modelo por homologia MCU (verde) com docking do inibidor mitoxantrona

(laranja), focando na interacdo com o filtro de seletividade da proteina MCU.

Figura 80: Estrutura do Modelo por homologia MCU (verde) com docking do inibidor tetraciclina

(laranja), focando na interagdo com o filtro de seletividade da proteina MCU.
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Com excecao de ciclosporina A, todos os inibidores testados interagiram com
o filtro de seletividade, revelando uma base para o planejamento dos peptideos
inibidores de MCU.

Considerando ainda a interacédo do inibidor mitoxantrone com o MCU, temos
gue esta proteina apresenta residuos &cidos presentes no filtro de seletividade, duas
hélices transmembranares, com por¢des amino terminal e carboxilica voltados para a
matriz mitocondrial contendo um pequeno trecho hidrofilico de aminoacidos (YSWDI)

ligando-os na regido do poro do canal frente ao espaco intermembranar mitocondrial.

Pelo docking rigido da mitoxantrona com a MCU foi possivel visualizar a
interacdo de aminas secundarias deste inibidor com cadeias laterais de trés dos cinco
aspartatos presentes no filtro de seletividade, destacando como as principais
interacBes quimicas as eletrostaticas e ligacdes de hidrogénio, além disso a hidroxila
do residuo de serina é importante para a interagdo com outros inibidores como o
Ru360 e RUR.

Esta analise permitiu o planejamento planejamento inicial de peptideos inéditos
potencialmente inhibidores do fluxo de Ca2+ de MCU, levando em consideracao
algumas caracteristicas importantes: os novos peptideos (1) ndo devem possuir
volume estrutural grande, considerando o pequeno tamanho do poro; (2) possuir
carga parcial positiva para permitir interacdo com os residuos acidicos e de carga
negativa do filtro de seletividade; (3) presenca de residuos aromético para permitir
gue possuam um torcdo interessante a fim de realizar interagbes ibnicas ,de

hidrogénio e hidrofébicas.

Desta forma, foram planejados 17 peptideos lineares e 16 peptideos ciclicos,
0s quais foram energeticamente minimizados, seguido de determinacdo de
parametros como pKA e estado de protonacédo, seguido de ancoragem com as
estruturas de MCU de L. mexicana e template 5ID3.

Dos peptideos inicialmente planejados, todos mostraram-se alojados na
regido do sitio de ligacdo do Ca2+ e interagindo com os residuos de carga negativa
do filtro de seletividade tanto no modelo por homologia quanto na estrutura molde do
5ID3, dos quais foram selecionados os 10 melhores ranqueados de acordo com a

funcdo do docking utilizada (Tabela 4) e (Tabela 5).
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Tabela 4: Peptideos lineares planejados para inibicdo do MCU e organizados de acordo com a melhor

pontuacéo de docking.

Peptideos Lineares P-schore

12Ala-Trp-Pro-Pro-His 58
2%Ala-Trp-Pro-His-His 58.50
32 Trp-Tyr-His-Prol 57.3818
48 Ala-Trp-Pro-Lys 49
52 Phe-Lys-lle-Val 47.2341
62Gly-Ser-Trp-Pro-Lys 48
72 Ala-Ser-Pro-lLys 42.54
82Ala-Tyr-Pro-Lys-Lys 46.20
92 Gly-His-Tyr-Pro-Lys 36
102 Gly-Ser-His-Pro-Lys 35.08
112 Gly-Tyr-Trp-Prol-Lys 32.20

Tabela 5: Peptideos ciclicos planejados para inibicdo do MCU e organizados de acordo com a melhor

pontuac¢éo de docking.

Peptideos ciclicos P-schore

12Phe-Arg-Pro-Val 66.96
29Trp-His-Leu-Val 66.66
3@ Tyr-Cys-Cys-Leu-Val 65.19
42 Phe-Arg-Pro-Val 53.4342
52 Phe-Tyr-Ala-Val 53.0869
62Phe-Ser-Tyr-Leu-lle 46.2369
72Trp-Lys-Ala-Ala 46.4169
82Trp-Lys-Tyr-Phe 40.9451
90Tyr-Lys-Val 38.2901
102 Phe-His-Tyr-Val: 38

Para o planejamento dos peptideos alguns pontos foram levados em
consideracdo: o sitio de ancoragem do docking, o tamanho dos peptideos, os

residuos utilizados e também o ponto especifico de ancoragem (a caixa de interacao).

As principais interagbes quimicas visualizadas entre os inibidores e a
mitoxantrona que serviram de base para o planejamento dos peptideos foram: tor¢éo,

aneéis aromaticos e carga parcial positiva, outro ponto importante é que o residuo de
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lisina, histidina e arginina presente na sequéncia dos peptideos lineares e ciclicos
sdo residuos essenciais na interacdo com o residuo glutamato do filtro de seletividade
da proteina MCU, dos quais permitem que demais residuos se ancoram no poro e

causem um blogueio do mesmo.

Os peptideos ciclicos planejados possuem maior flexibilidade e tor¢do podem
se ancorar melhor no poro por isso este possuem uma maior pontuagcdo que 0s

lineares (Figuras 81 e 82- peptideos lineares) e (Figuras 83 e 84- peptideos ciclicos).

Figura 81: Peptideo linear Ala-Trp-Pro-His (1° no ranking) ancorado na estrutura tridimensional da
proteina MCU de C.elegans, no qual é demonstrado a ancoragem do mesmo no interior do poro e

também o residuo de lisina que interage com o Glu € extremamente importante para a interagao.

1) Ala-Trp-Pro-Pro-His- pschore:58.50

Figura 82: Peptideo linear Ala-Trp-Pro-His-His (2° no ranking) ancorado na estrutura tridimensional da
proteina MCU de C.elegans, no qual € demonstrado a ancoragem do mesmo no interior do poro e

também o residuo de lisina que interage com o Glu € extremamente importante para a interagao.

2) Ala-Trp-Pro-His-His- pschore:58.50
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Figura 83: Peptideo ciclico Phe-Arg-Pro-Val (1° no ranking) ancorado na estrutura tridimensional da
proteina MCU de C.elegans, no qual é demonstrado a ancoragem do mesmo no interior do poro e

também o residuo de lisina que interage com o Glu € extremamente importante para a interagao.

1-) Phe-Arg-Pro-Val- pschore:66.96

Figura 84: Peptideo ciclico Tyr-Cys-Leu-Val (2° no ranking) ancorado na estrutura tridimensional da
proteina MCU de C.elegans, no qual é demonstrado a ancoragem do mesmo no interior do poro e

também o residuo de lisina que interage com o Glu é extremamente importante para a interagao.

2-) Tyr-Cys-Cys-Leu-Val-p-schore:65.19

Todo o bloqueio do poro deve permitir que o célcio ndo atravesse o poro
podendo acarretar uma desestabilizacdo na concentracao de célcio mitocondrial,
podendo ocasionar um desequilibrio energético, aumento na producédo de EROS e
despolarizagdo da membrana mitocondrial do parasita, 0 que pode ocasionar a sua

morte celular.



136

A fim de selecionar se os peptideos sédo especificos para o alvo, ou seja, sO
interagiriam com a proteina MCU de L. mexicana foi realizado o docking dos
peptideos ciclicos e lineares planejados com proteina humana MCU (PDB:6058). Foi
utilizado como sitio de interacao para o docking a coordenada do um dos ions do filtro
de seletividade desta proteina, a fim de identificar os peptideos que néo interagiam
com o poro da proteina humana, sendo que a base para o planejamento dos

peptideos foi o bloqueio fisico do poro da proteina MCU de L. mexicana (Figura 86).

Figura 85: Peptideo linear Trp-Tyr-His-Pro ancorado na estrutura tridimensional da proteina MCU
humana (pdb:6058), no qual € demonstrado a ndo interacdo do mesmo com interior do poro e também

a estrutura monomeérica da proteina MCU humana.

fm verde 0

planejad

Apos o docking foram selecionados 12 peptideos (ciclicos e lineares) (Tabelas
6 e 7) que ndo interagiam com a regiao de poro da proteina MCU humana, sendo um
indicio importante da especificidade desses peptideos em In-silico, contribuindo assim

para que o planejamento experimental de comprove em in-vitro.
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Tabela 6: Peptideos lineares planejados para inibicdo do MCU selecionados a partir do docagem

molecular com a proteina MCU humana, dos quais foram selecionados os que néo interagiram com a
mesma.

Peptideos Lineares que néo interagem com MCU humana

Trp-Tyr-His-Pro

Phe-Lys-lle-Val

Gly-Ser-Trp-Pro-Lys

Ala-Ser-Pro-Lys

Ala-Tyr-Pro-Lys-Lys

Gly-Ser-His-Pro-Lys

Tabela 7: Peptideos ciclicos planejados para inibicdo do MCU selecionados a partir do docagem

molecular com a proteina MCU humana, dos quais foram selecionados os que néo interagiram com a
mesma.

Peptideos Ciclicos que ndo interagem com MCU humana

Phe-Arg-Pro-Val

Trp-His-Leu-Val

Tyr-Cys-Cys-Leu-Val*
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Phe-Ser-Tyr-Leu-lle

Trp-Lys-Tyr-Phe

Phe-His-Tyr-Val

Posteriormente, para avaliar se os peptideos planejados estdo cumprindo este
papel de bloqueio e interrupcdo do fluxo de Ca 2+, esta em fase de desenvolvimento
a construgdo de uma linhagem de L. mexicana geneticamente modificada e que
alberga o indicador de Ca 2+ GCamP6 (DING; LUO; HU; WANG et al., 2014; SIDIK;
HORTUA TRIANA; PAUL; EL BAKKOURI et al., 2016) fusionado a uma etiqueta de
direcionamento mitocondrial. Para isso, a partir do plasmideo recombinante
pX63NEO-GCamP 6, recentemente construido pela estudante de Iniciacéo Cientifica
Eduarda de Carvalho Le Senechal Horta (18/26416-2.), o qual nos permite
superexpressar o marcador genético de Ca 2+ na Leishmania quando na presenca de
G418 (geneticina), foi fusionado a extremidade N-terminal do GCamP6 uma
sequéncia que codifica para a etiqueta de direcionamento mitocondrial
MLRRLSTSCFLKRAQFRGFAATSPLL. Esta sequéncia foi obtida a partir da anélise
da proteina mitocondrial peroxiredoxina (JANG; LIM, 2018; TEIXEIRA; CASTRO;
CRUZ; TSE et al., 2015) de L. mexicana, com auxilio do programa TP pred 2.0
(SAVOJARDO; MARTELLI; FARISELLI; CASADIO, 2014) (Dados nao apresentados).

5. Conclusdes

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 biologicos interessantes.

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
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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 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 relacéo 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 interacdes 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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7. Anexos
Anexo 1- Espectro de massas referente ao peptideo TSHa com massa molar de
1380,8 g mol L.
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Anexo 2: Perfil cromatogréafico do peptideo TSHa. Em (a) perfil bruto do peptideo com tempo de

retencdo de 18 minutos, (b) perfil cromatogréafico do peptideo TSHa puro, com pureza de 99%.
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Anexo 3: Espectro de massas do peptideo TSHd, de massa molar 1657 g moL* com os ions +2-829.50

e o fon +3-553.33 representados.
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Anexo 4: Perfil do peptideo bruto TSHd com tempo de retencao de 20,45 minutos.
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Anexo 5: Perfil do peptideo puro TSHd com tempo de retencdo de 20,05 minutos.
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Anexo 6: Perfil cromatografico em HPLC modo analitico do peptideo bruto Hist 5 com método de

detec¢do em 220 nm e método de corrida 5-95% solvente B em 30 minutos. O peptideo apresenta um

tempo de retengéo de 6,99 minutos.
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Anexo 7: Espectro de massas referente ao peptideo Hist 5, com massa molar de 3036,29 g mol-t, com

ionizacao positiva dos quais estéo representados os picos +3-1012,92, +4-760, +5-608,33.
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Anexo 8: Perfil do peptideo puro Hist 5 com tempo de retencéo de 6,99 minutos.
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Anexo 9: Perfil cromatografico da Anf B apds ensaio de estabilidade com solucdo de Acido
Trifluoacético, TIS, Agua ultrapura (solucéo 1) em a 0 horas e 2 horas de incubacgéo (a) e ODT e a

segunda solugdo com "TFA, TIS, Agua ultrapura (solug&o Il) e em ¢ e d 0 e 2 horas de incubacéo.
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Anexo 9: Efeito in vitro Anf B (Reac&o colateral)-TSHa X Anf B*-TSHa X TSHaX (TSHa),K X Anf B
amastigotas intracelulares de L. mexicana.O indice de infec¢édo foi calculado apos 48 h de tratamento
com os ICs, de cada composto. O controle negativo sdo amastigotas intracelulares de L.mexicana nao
tratadas com os peptideos e Anf B, as concentragdes representadas sao 1,25 pmol L - e 0,62 pmol
L -1 e os dados sédo expressos como médias mais os desvios padrdo (DP) para 3 experimentos
independentes (P< 0,05). do qual ha diferengas estatisticas entre os compostos testados (*) e também

entre as concentragfes testadas (**).
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Anexo 10: Efeito in vitro Anf B* -TSHd X TSHd X Anf B amastigotas intracelulares de L. mexicana.O
indice de infeccao foi calculado apos 48 h de tratamento com os ICs, de cada composto. O controle
negativo sdo amastigotas intracelulares de L.mexicana nédo tratadas com os peptideos e Anf B, as
concentracdes representadas sédo 1,25 pmol L - e 0,62 pmol L -1 e os dados sdo expressos como
médias mais os desvios padrao (DP) para 3 experimentos independentes (P< 0,05). do qual ha

diferencas estatisticas entre os compostos testados (*) e também entre as concentracbes testadas

(**) .
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809 = —y = B3 Sem tratamento

BB 125 ymol L
B8 0.62 umol L

indice de infecgdo

Compostos (pumol L'1)

Anexo 11: Efeito in vitro Anf B -Hist 5 X Hist 5 X Anf B amastigotas intracelulares de L. mexicana.O
indice de infec¢éo foi calculado apds 48 h de tratamento com os ICs, de cada composto. O controle
negativo sdo amastigotas intracelulares de L.mexicana nédo tratadas com os peptideos e Anf B, as
concentracdes representadas séo 1,25 umol L -% e 0,62 pmol L -1 e os dados s&o expressos como
médias mais os desvios padrao (DP) para 3 experimentos independentes (P< 0,05). do qual ha

diferencas estatisticas entre os compostos testados (*) e também entre as concentracfes testadas

(**) i

80 b— L 3 Sem tratamento
B3 125 ymol L’
B8 062 ymoi L’

indice de infecgéao

Compostos (jumol L")

Anexo 12 - Ensaios de microscopia de fluorescéncia com promastigotas de L. mexicana na
concentracdo 1x107 células/mL tratadas com 2,5 pmol L1 do peptideo Anf B por 24 horas. Em a)
Células sem marcacdo; b) L. mexicana marcada com 40 ug mL* de iodeto de propidio por 5 minutos;

c) L. mexicana marcado 5 ug mL-! de Hoechst por 5 minutos; d) Merge das duas marcacoes.
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Anexo 13 - Ensaios de microscopia de fluorescéncia promastigotas de L. mexicana na concentragao
1x107 células/mL tratadas com 2,5 ymol L do peptideo Anf B (RC)-TSHa por 24 horas. Em a) Células
sem marcacéo; b) L. mexicana marcada com 40 pg mL? de iodeto de propidio por 5 minutos; c) L.
mexicana marcado 5 pg mL* de Hoechst por 5 minutos; d) Merge das duas marcacdes.

a) b)

Anexo 14 - Ensaios de microscopia de fluorescéncia promastigotas de L. mexicana na concentracao
1x107 células/mL tratadas com 1,25 ymol L do peptideo (TSHa).K por 24 horas. Em a) Células sem
marcacdao; b) L. mexicana marcada com 40 ug mL-1de iodeto de propidio por 5 minutos; c) L. mexicana
marcado 5 pg mL! de Hoechst por 5 minutos; d) Merge das duas marcacées.
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Anexo 15 - Ensaios de microscopia de fluorescéncia promastigotas de L. mexicana na concentragao
1x107 células/mL tratadas com 1,25 ymol L do peptideo Anf b*-TSHd 2 horas. Em a) Células sem
marcacao; b) L. mexicana marcada com 40 pug mL-1 de iodeto de propidio por 5 minutos; ¢) L. mexicana
marcado 5 pg mL* de Hoechst por 5 minutos; d) Merge das duas marcagdes.

al b)

Anexo 16 - Ensaios de microscopia de fluorescéncia promastigotas de L. mexicana na concentracdo
1x107 células/mL tratadas com 1,25 ymol L do peptideo Anf B-Hist 5 2 horas. Em a) Células sem
marcacdao; b) L. mexicana marcada com 40 ug mL-1de iodeto de propidio por 5 minutos; ¢) L. mexicana
marcado 5 pg mL! de Hoechst por 5 minutos; d) Merge das duas marcacées.
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Anexo 17: Promastigotas de L. mexicana na concentracdo 1x107 células/mL tratadas com Anf B (RC)-
TSHa na concentracdo de 1 pumol Lt por 5 horas de incubagcdo em microscopia confocal. Em a) L.
mexicana tratada com Anf B (RC)-TSHa 1 umol L1; b) L. mexicana tratada Anf B (RC)-TSHa -1 umol
L1 e marcada com 40 pug mL-1 de iodeto de propidio por 15 minutos; c) L. mexicana tratada com Anf B
(RC)-TSHa- 1 pmol Lt e marcado 200 nmol L de Mitotracker red por 20 minutos; d) L. mexicana

tratado com Anf B (RC)-TSHa 1 pumol Lt e marcado 50 nmol L* de Lysotracker red por 20 minutos.

a) AnfB(RC)-TSHa -1 pmolL L™ b) AnfB(RC)-TSHa -1 pmoL L™+ + 40 pug/mL Pl
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¢)Anf B(RC)-TSHa -1 pmol L™+ + 200 nmol L ™' Mitotracker d) Anf B(RC)-TSHa -1 umolL L™+ + 50 nmol L ™' Lysotracker
RED RED

Anexo 18: Promastigotas de L. mexicana na concentragdo 1x107 células/mL tratadas com Anf B*-
TSHd na concentragdo de 1 umol L* por 5 horas de incubagdo em microscopia confocal. Em a) L.
mexicana tratada com Anf B*-TSHd -1 umol L1; b) L. mexicana tratada Anf B*TSHd -1 umol L e
marcada com 40 pug mL de iodeto de propidio por 15 minutos; c) L. mexicana tratada com Anf B*-
TSHd 1 pmol Lt e marcado 200 nmol Lt de Mitotracker red por 20 minutos; d) L. mexicana tratado
com Anf B*-TSHd 1 umol L-1e marcado 50 nmol L de Lysotracker red por 20 minutos.

3) Anf B*-TSHd -1 pmol L b) AnfB®-TSHA -1 pmol L™ + 40 yig mL™ PI
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) AnfB*-TSHd- 1 umol L™+ 200 nmol L ™ Mitotracker RED d) Anf B*-TSHd- 1 umol L™+ 50 nmol L ™ Lysotracker RED




