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Resumo

Leishmanioses correspondem a um grupo de doengas causadas por protozodrios
do género Leishmania. De acordo com a Organizacdo Pan-Americana da Saude
(OPAS), nos ultimos 20 anos, foram notificados 1.067.759 casos de leishmaniose
cutanea (LC) e mucosa (LM). As doencas parasitarias representam grande
problema de saude publica, principalmente considerando o niUmero crescente de
pacientes imunocomprometidos e aqueles vivendo em situagcdo de pobreza. No
entanto, ha poucas opc¢des terapéuticas disponiveis para o tratamento destas
doencas, sendo as existentes pouco eficazes e com efeitos colaterais. Desta forma,
a busca por novas alternativas terapéuticas € muito importante. O objetivo deste
trabalho é a sintese de bioconjugados peptidicos contendo moléculas PEPO1-NH:
e compostos guanidinicos (GVL4 e GVL25) visando o aumento da atividade
antiparasitaria destas moléculas. O peptideo HIV-TAT, descrito na literatura como
bom carreador em membranas celulares foi utilizado visando aumentar a
concentragéao intracelular desses compostos e sua atividade anti-leishmania. Neste
relatério sera apresentada a sintese, caracterizacdo e purificacdo dos
bioconjugados GVL25 (Boc)-TAT e GVL4-TAT, e purificagdo do composto PEPO1-
NH2. Também foram avaliadas as atividades anti-leishmania dos bioconjugados
sendo que o GVL4-TAT apresentou melhores indices de ICso tanto para a L.
infantum quanto para L. amazonensis. Os ensaios de indice de infeccdo e de
inibicdo de CPB indicaram que a bioconjugacéo foi essencial na atividade contra

leishmanicida, sugerindo que o alvo dessas moléculas é intracelular.
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1. Introducéao

As leishmanioses representam um problema global, concentrando-se em 98
paises, principalmente aqueles do Sudeste Asiatico, Africa Oriental, América Latina
e Mediterraneo (Mann; Frasca; Scherrer; Henao-Martinez et al., 2021). Elas afetam
de 12 a 15 milhdes de pessoas e colocam sob risco mais de 350 milhdes (Torres-
Guerrero; Quintanilla-Cedillo; Ruiz-Esmenjaud; Arenas, 2017). Na sua forma
visceral da doenca, é responsavel por mortes de cerca de 70.000 pessoas/ano. De
acordo com os dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), em 2022 mais de
1 bilhdo de pessoas vivem em areas endémicas para leishmaniose e correm risco
de infeccdo. Estima-se que ocorram anualmente 90.000 novos casos de
leishmaniose visceral (LV) e mais de 1 milh&o de novos casos de leishmaniose
cutanea (LC), dos quais apenas 20.000 séao registrados pela OMS. A terceira forma
da doenca a leishmaniose mucocutanea (LM) tem maior incidéncia e cerca de 90%
dos casos ocorrem na regido da América do Sul.

Os agentes etiolégicos dessas doengcas correspondem  aos
tripanossomatideos do género Leishmania, transmitidos pela picada do inseto
flebotomineo, incluindo o género Lutzomyia (no continente americano) e
Phlebotomus (na Europa, Africa e Asia). Durante o repasto sanguineo, a fémea
transmite as formas promastigotas ao hospedeiro mamifero, as quais sao
fagocitadas pelos macrofagos, seguido por posterior desenvolvimento a
amastigotas, que se multiplicam por divisdo binaria até o rompimento das células
infectadas e nova infec¢do de macréfagos (Dawit; Girma; Simenew, 2013).

O tratamento atual para as leishmanioses requer a administragéo parenteral
de farmacos pouco eficazes e que causam efeitos colaterais (Freitas-Junior;
Chatelain; Kim; Siqueira-Neto, 2012; Brindha; Balamuri, Chanda, 2021). Os
farmacos de primeira escolha s&o os antimoniais pentavalentes, o antimoniato de
metilglumina (Glucantime®) e o estibogluconato de sodio (Pentostan®), porém
apresentam baixa eficAcia em algumas regides endémicas devido ao
desenvolvimento de cepas de Leishmania resistentes (Chakravarty; Sundar, 2019;
Dawit; Girma; Simenew, 2013; Leprohon; Fernandez-Prada; Gazanion; Monte-
Neto et al., 2015; Torres-Guerrero; Quintanilla-Cedillo; Ruizesmenjaud; Arenas,
2017). Além disso, essas moléculas apresentam baixa absorcdo pelo trato
digestivo, 0 que causa efeitos colaterais.



A anfotericina B é utilizada como farmaco de segunda escolha, mas
também apresenta toxicidade. Alternativamente, formulacdes lipidicas contendo a
anfotericina B, como o Ambisome®, Amphocil™ e Abelcit® sdo mais eficazes e
menos toxicas (Brindha; Balamuri, Chanda, 2021). No entanto, apresentam alto
custo e necessidade de armazenamento especial, o que dificulta sua utilizagdo em
localidades distantes e de clima quente.

Os peptideos vém se tornando nas ultimas décadas candidatos para
aplicacdes na area médica (Greco et al., 2020; Wang et al., 2022), na aquicultura,
na agricultura e na industria alimenticia, entre outras (Seyfi et al., 2020). O uso de
peptideos pode ajudar a contornar problemas como a lipofilicidade da
biomembrana celular que dificulta o processo de penetracdo de farmacos que
agem no interior da célula, assim muitas drogas ndo conseguem atingir o seu alvo.
O uso de peptideos de penetracao celular (PPCs) mostra potencial para contornar
esse problema, pois agem como a utilizacdo de nanocarreadores (Gui et al., 2020).

Os PPCs sao uma familia de peptideos capazes de atravessar a membrana
biologica (Neundorf, 2019). Comparados com outras técnicas, os PPCs adentram
as células de forma néo invasiva e sem destruir a integridade das membranas,
sendo considerados seguros e eficientes (Ruseska; Zimmer, 2020). A eficiéncia
dos PPCs varia de acordo com sua estrutura, do tipo da célula alvo, da
temperatura, da concentracdo e do tempo de exposicdo (Béhmova et al., 2020).
Os PPCs possuem uma sequéncia relativamente pequena, de 5 a 30 residuos de
aminoacidos, e sua conformacdo e estrutura quimica sao altamente variaveis
(Neundorf, 2019; Watkins et al., 2019). A aplicacdo desses peptideos envolve o
carreamento para o interior da célula de diversos tipos de moléculas, como outros
peptideos, proteinas, DNA, RNA, lipossomas, nanoparticulas ou pequenas drogas
organicas (Neundorf, 2019).

O peptideo catidbnico HIV-TAT (47 a 57) de sequéncia YGRKKRRQRR € um
peptideo derivado da proteina de ligacdo e transativacdo do RNA (TAT) do virus
causador da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (HIV-1). Ele € capaz de
mediar a entrada de muitas macromoléculas biolégicas exdgenas nas células
através de sua membrana (Gui et al., 2020).

A conjugacao de peptideos a outros compostos quimicos é uma estratégia
vantajosa tanto para superar limitagdes atribuidas a esses peptideos como baixa

solubilidade, quanto para aumentar a taxa de permeabilidade celular e melhorar a



seletividade e acdo desses peptideos, potencializando a agdo farmacoldgica
dessas moléculas. Além disso, esse tipo de estratégia tem sido utilizada para
desenvolver moléculas que possam atuar como drug delivery, direcionando a
entrega para o tecido doente e aumento a concentracédo do farmaco neste. (Dean,
T., Jélu-Reyes, J., Allen, A’Lester C., Moore, T. W., 2024, He, R,, Finan, B., Mayer,
J., DiMarchi, R. D., 2019).

Essa estratégia de pode ser aplicada no desenvolvimento de tratamento contra
virus, como inibidores do virus da imunodeficiéncia humana, no tratamento de
cancer, no tratamento de doencas neurodegenerativas, anti-inflamatérios. Como
anti-bacterianos, tanto contra bactérias gram-positivas quanto grams-negativas.
Ferroceno, polyetilenoglicol (PEG), lipideos, acidos graxos, acucares e proteinas
(Costa et al., 2023, He, R., Finan, B., Mayer, J., DiMarchi, R. D., 2019).

Compostos guanidinicos sdo compostos organicos ricos em nitrogénio e
soliveis em solventes polares encontrados na natureza em plantas e animais.
Atualmente, os derivados de guanidina vém sendo associados a diversas
aplicabilidades na area farmacéutica com potencial por apresentarem atividades
antimicrobianas, antifingicas, anticancer e antiparasitarias (antimalaria e anti-
Leishmania). Por isso a bioconjugacdo com peptideos tem sido estudada para
diversos tipos de aplicacdes (Costa et al., 2023).

O potencial de peptideos PPC conjugados com derivados da guanidina com
atividade anti-Leishmania ja foi verificado pelo grupo de pesquisa LASEBIo
(Laboratério de Sintese de Biomoléculas) comandado pelo professor Dr. Eduardo
Maffud em conjunto com laboratério da professora Dra. Marcia Graminha. O estudo
verificou o potencial de trés bioconjugados (GVL1-TSHa, GVL1-p-Bt, (GVL1)2-p-
Bt), todos os conjugados testados obtidos demonstraram atividade leishmanicida
maior que em comparagado com os peptideos ou guanidinas isoladamente.

Dentro dessa perspectiva e visando encontrar e desenvolver novas moléculas
gue possuam potencial anti-leishmanicida o Laboratério de Pesquisa e
Desenvolvimento de Medicamentos (LAPDESF) - Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas- Unesp Campus Araraquara - SP sob o comando do professor Dr.
Jean Leandro dos Santos tem desenhado, sintetizado e caracterizado moléculas
promissoras no tratamento de leishmanioses. A molécula PEPO1-NH:z foi
recentemente desenvolvida e resultados preliminares (dados nao publicados)

mostram potencial anti- Leishmania. Dessa maneira, essa molécula sera ligada a
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