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X. RESUMO

As leishmanioses e a malaria sdo consideradas um problema de saude
publica no mundo. A piplartina é uma amida obtida da espécie Piper
tuberculatum (Piperaceae) que tem se mostrado promissora em testes
antiparasitarios, por isso, vem sendo utilizada como base para sintese de
novas moléculas. O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito da piplartina
(1) e cinamidas (2, 3, 4 e 5), in vitro, em Leishmania amazonensis e
Plasmodium  falciparum, bem como sobre as fungbes das
células/macroéfagos peritoneais de camundongos swiss. Assim, cultivos de L.
amazonensis, eritrocitos humanos com P. falciparum e células peritoneais de
camundongos foram incubados com diferentes concentragbes de 1, 2, 3,4 e
5 e avaliados pelos métodos MTT,coloragcdo com nigrosina e/ou coloracéo
com giemsa. As fungbes celulares como 1) aderéncia e capacidade
microbicida, 2) producédo de peroxido de hidrogénio, 3) producdo de Oxido
nitrico, 4) formacéo de corpusculos lipidicos e 5) inducédo de morte celular,
foram avaliadas por coloracdo com giemsa e com contagem das células em
microscopia Optica; marcacdo com tetramethylbenzidine e peroxidase tipo Il;
reagente de Greiss; oil red; e pela marcacdo com anexina e iodeto de
propidio, respectivamente, tratadas com 1 e 5. Os resultados da reducéo do
MTT (L. amazonensis ou células peritoneais) e da parasitemia por
microscopia (P. falciparum) mostraram que a piplartina (1) e as cinamidas (2,
3, 4 e 5) inibiram o crescimento dos protozoarios, sendo a 5 mais ativa
contra Leishmania sp. e a 1 contra Plasmodium sp. e nos cultivos de células
peritoneais a média + DP para o CCsy foi de 294,4 + 85,7. Além dos
resultados de reducéo do MTT, houve uma diminui¢do da viabilidade para os
cultivos de L. amazonensis e para as células peritoneais pela coloragdo com
nigrosina. A piplartina (1) e a cinamida 5 reduziram a média + DP do

percentual de células peritoneais aderidas sobre as laminulas em relagédo ao



controle néo tratado. Para as demais funcdes celulares foi observada uma
diminuicdo do indice de infeccdo dos macrofagos infectados e uma
modulacdo do sistem imune, pela diminuicdo da adesdo dos macrofagos
peritoneais infectados, pela influéncia na producdo de peréxido de
hidrogénio, 6xido nitrico, corpusculos lipidicos em macrofagos infectados e,
especificamente, a cinamida 5, pela diminuicdo do percentual de células
viaveis que estavam aderidas sobre a placa, e pela tendéncia a causar um
aumento do percentual de células em apoptose inicial, e aumento no
percentual de células em apoptose tardia/necrose. Nossos resultados
mostraram a potencialidade das amidas 1 e 5 no tratamento da maléria e da
leishmaniose e sugerem a continuidade dos estudos pré-clinicos para avaliar

seus efeitos in vivo.

Palavras - chave: Malaria; Leishmaniose; Piplartina/Piperlongumina;

Piperaceae; Cinamidas.



X. ABSTRACT

Leishmaniasis and malaria are considered a public health problem in the
world. Piplartine is an amide obtained from the Piper tuberculatum specie
(Piperaceae), which has been shown to be promising in antiparasitic tests,
and has been used as a basis for the synthesis of new molecules. The
objective of this work was to evaluate the effect of piplartine (1) and
cinnamides (2, 3, 4 and 5) in vitro on Leishmania amazonensis and
Plasmodium falciparum, as well as on the functions of the peritoneal
cells/macrophages of swiss mice. Thus, cultures of L. amazonensis, human
erythrocytes with P. falciparum and peritoneal cells of mice were incubated
with different concentrations of 1, 2, 3, 4 and 5 and evaluated by MTT,
nigrosin staining and/or giemsa staining. Cellular functions such as 1)
adhesion and microbicidal capacity, 2) production of hydrogen peroxide, 3)
production of nitric oxide, 4) formation of lipid bodies and 5) induction of cell
death were evaluated by staining with giemsa and counting the cells in
optical microscopy; labeling with tetramethylbenzidine and peroxidase type Il;
Greiss's reagent; oil red; and by labeling with annexin and propidium iodide,
respectively, treated with 1 and 5. The results of the reduction of MTT (L.
amazonensis or peritoneal cells) and parasitemia by microscopy (P.
falciparum) showed that piplartine (1) and cinnamides (2, 3, 4 and 5) inhibited
protozoa growth, and 5 was more active against Leishmania sp. and 1
against Plasmodium sp. and in cultures of peritoneal cells the mean + SD for
CCso was 294.4 + 85.7. In addition to the MTT reduction results, there was a
decrease in viability for L. amazonensis cultures and for peritoneal cells by
nigrosin staining. Piplartine (1) and cinnamide 5 reduced the mean + SD of
the percentage of peritoneal cells adhered to the coverslips compared to the
untreated control. For the other cellular functions, a decrease in the infection

rate of the infected macrophages and a modulation of the immune system



were observed, due to the decrease in the adhesion of infected peritoneal
macrophages, the influence on the production of hydrogen peroxide, nitric
oxide, lipid corpuscles in infected macrophages and, specifically cinnamide 5,
by decreasing the percentage of viable cells that were adhered to the plaque,
and by the tendency to cause an increase in the percentage of cells in initial
apoptosis, and increase in the percentage of cells in late apoptosis/necrosis.
Our results showed the potential of amides 1 and 5 in the treatment of
malaria and leishmaniasis and suggest the continuity of preclinical studies to

evaluate their effects in vivo.

Keywords: Malaria; Leishmaniasis; Piplartine / Piperlongumine; Piperaceae;

Cinnamides.



1. INTRODUCAO

26



1.1. Leishmanioses

A Leishmania é um protozoario membro do filo Protozoa, subfilo
Sarcomastigophora, classe Mastigophora, ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae e género Leishmania (Coura, 2013). Os parasitas
pertencentes a esse género sdo causadores das leishmanioses, doencas
endémicas em 88 paises do mundo, dos quais 72 sdo em desenvolvimento,
(Cavalcante e Vale, 2014).

A imunopatogenénese da leishmaniose é dependente de fatores
intrinsecos ao hospedeiro, como o perfil imunogenético, e da especificidade
antigénica de Leishmania sp. (Soong, 2008). Um amplo espectro de
manifestacbes clinicas pode ser observado: Leishmaniose Cutanea
Localizada (LCL), Leishmaniose Cutaneo Mucosa (LCM), Leishmaniose
Cutaneo Difusa (LCD) e Leishmaniose Disseminada (LD), todas variantes da
Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA). Além da LTA, pode ser citada
também a Leishmaniose Visceral (LV) (Vieira et al., 2013).

No Brasil, a LTA encontra-se amplamente distribuida, apresentando
registro de casos autdctones em todos os estados da federacdo (Dorval et
al., 2006). De acordo com a Secretaria de Vigilancia e Saude do Brasil,
foram confirmados 12.690 casos em 2016. Algumas espécies de Leishmania
responsaveis pela LTA ja foram descritas no pais, sendo seis do subgénero
Viannia e uma do subgénero Leishmania: L. (L.) amazonensis, L. (V.)
guyanensis, L. (V.) brasiliensis, L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) lindeberg
e L. (V.) shawi, no entanto, as trés principais espécies sao L. (L.)
amazonensis, L. (V.) guyanensise L. (V.) brasiliensis (Secretaria de
Vigilancia em Saude, 2017). Os vetores s&o insetos flebotomineos,
pertencentes ao género Lutzomyia, popularmente conhecidos como
mosquito palha, tatuquira, birigui, entre outros (Almeida e Santos, 2011). As
principais espécies envolvidas na transmissdo da LTA no Brasil sdo L.
whitmani, L. intermedia, L. umbratilis, L. wellcomei, L. flaviscutellata, e L.

migonei (Gontijo e Carvalho, 2003).
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J4 a LV é causada por parasitos pertencentes ao subgénero
Leishmania, com trés espécies principais: Leishmania (L.) donovani, L. (L.)
infantum, L. (L.) chagasi — agrupadas no complexo L. donovani (Melo, 2004).
Em 2016, foram confirmados 3.200 casos no Brasil, tendo como agente
etiologico L. (L.) chagasi (Secretaria de Vigilancia em Saude, 2017; Caldart
et al., 2017). O principal vetor envolvido na transmisséao da LV no Brasil € o

Lutzomyia longipalpis (Silva et al., 2007).

1.2. Ciclo bioldgico: Leishmania sp.

O género Leishmania engloba protozoéarios parasitas com ciclo de
vida heteroxénico, apresentam duas formas principais: a promastigota,
presente no tubo digestivo do inseto vetor, e outra amastigota, presente nos
tecidos dos hospedeiros mamiferos (Bates, 2007). Os insetos vetores séo
responsaveis pela transmissdo do parasita de um mamifero para outro
(Gontijo e Carvalho, 2003). Os mamiferos portadores da Leishmania sp. sdo
geralmente animais silvestres como a preguica, o tamandud, roedores,
raposas dentre outros. No Brasil, 0 mais importante reservatério animal € o
céo e araposa (Rath et al., 2003).

As fémeas de flebotomineos se infectam ao realizarem um repasto
sanguineo no hospedeiro reservatério, ingerindo as formas amastigotas que
se encontram nos tecidos desses vertebrados. No trato digestério do inseto
vetor, as amastigotas passam por um processo de diferenciacdo, mudando
para a forma promastigota prociclica, e aproximadamente apos cinco dias no
intestino médio, os parasitos se desenvolvem em promastigotas
metaciclicas, tornando-se infectantes para o0 hospedeiro vertebrado
(Almeida, 2006; Grimaldi e Tesh, 1993). Essas formas infectantes sao
inoculadas no hospedeiro, fagocitadas por células do sistema fagocitico
mononuclear e por neutrofilos atraidos para a regido onde houve a
inoculacdo devido a resposta inflamatoria desenvolvida (Rasmusson e
Descoteaux, 2004). As formas promastigotas metaciclicas se diferenciam em

amastigotas no interior das células fagociticas, se multiplicam até a ruptura
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celular, onde infectam novas células e novos vetores, mantendo o ciclo com
o vetor e com o hospedeiro (Peters et al., 2008).

Em relagcdo aos ensaios que s&o feitos in vitro, na triagem inicial de
agentes leishmanicidas, normalmente se utilizam as formas promastigotas
devido a simplicidade de cultivo (Fumarola et al., 2004). Estas formas
crescem em diversos meios de cultura, tais como: Novy McNeal Nicolle —
NNN, Schneider® e RPMI 1640 suplementados com soro fetal bovino
inativado, em temperatura ambiente variando entre 24 a 26 °C (Gontijo e
Carvalho, 2003; Moreira et al., 2007; Gutierres et al., 2010). As formas
amastigotas crescem em meios semelhantes, porém devem ser mantidas
em temperatura de 37 °C (Aquino, 2014). A fim de evitar a contaminacao das
culturas com bactérias sdo adicionados aos meios de crescimento
antibiéticos, como, benzilpenicilina, estreptomicina e gentamicina, sendo que
a concentragdo destes ndo estd padronizada na literatura (Aquino, 2014;
Melo, 2010). O uso de antifingicos deve ser evitado, pois se supbe que
causem danos a Leishmania sp., que sao organismos eucariontes (Palomino
et al., 1983). Além disso, € possivel avaliar em qual fase o parasito se
encontra na cultura, pela obervacdo de seu crescimento em funcdo do
tempo. Ha quatro fases descritas: 1) Lag, 2) Log ou exponencial, 3)
Estacionaria e 4) Declineo. Na primeira, pouca ou nenhuma divisdo é
observada; na segunda, as células comecam a se dividir ativamente; na
terceira, a velocidade da reproducédo € reduzida e a populacdo se torna
estavel; e por fim, na quarta, o numero de células mortas excede o numero
de células vivas. A causa da interrupcdo do crescimento exponencial pode
estar relacionada ao esgotamento de nutrientes e as alteracbes do pH
(Tortora et al., 2012).

1.3. Aspectos imunoldgicos e clinicos das leishmanioses

A imunidade antileishmania € mediada pela resposta imune inata e
adaptativa (Liese et al., 2008). A presenca das formas promastigotas

metaciclicas no hospedeiro vertebrado gera uma resposta inflamatoria
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aguda inespecifica no local da inoculacdo, onde participam neutrofilos,
macréfagos, células natural killer (NK), e ainda, proteinas do sistema
complemento (Pires et al., 2012). Os neutrofilos tém importante papel na
imunidade antileishmania, uma vez que sao as primeiras células a chegarem
no sitio da infec¢do, podendo atuar no controle ou aumento desta, sendo
essa atuacao dependente do perfil da resposta do hospedeiro e da espécie
do parasita envolvida (Conceicdo, 2014). No que se refere ao controle da
infeccdo, essas células podem exercer sua atividade microbicida pela acéo
de enzimas proteoliticas e espécies reativas de oxigénio e, ainda, produzir
citocinas que contribuirdo para o recrutamento de outras células mais
especializadas, incluindo as células dendriticas (Carlsen et al., 2015). Em
contrapartida, estudos in vitro demonstraram que os neutréfilos podem
fagocitar as formas promastigotas, sofrer apoptose e serem fagocitados por
macréfagos. Esse tipo de fagocitose ndo induz uma exploséo respiratoria, o
que favorece a entrada e multiplicacdo do parasita nessas células (Souza et
al., 2014; Zandbergen et al., 2004).

Os macrofagos sdo outro grupo de células que apresentam papel
central na infeccdo. Atuam como células do hospedeiro tanto para a
replicacdo do parasito, como células efetoras para mata-lo por intermédio
das espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. Uma vez infectadas, estas
células produzem citocinas inflamatérias, como a Interleucina - 12 (IL - 12),
que por sua vez, estimula a producao de interferon - gama (IFN - ¥) pelas
células Tal e células NK (Kedzierski e Evans, 2014; Peters et al., 2008). O
IFN - ¥ liberado atua na ativacdo dos macrofagos pelo aumento da producéo
de oxido nitrico e perdxido de hidrogénio, favorecendo a atividade
microbicida destas células (Pires, 2012; Schroder et al., 2004).

As células dendriticas, que também foram recrutadas ao sitio de
infeccdo, apresentam capacidade fagocitica e de transporte dos antigenos
de Leishmania aos linfonodos. O antigeno processado nas células
dendriticas sera apresentado as células Tvirgens que sofrerdo diferenciacéo
em células TCD4" efetoras do tipo Tal ou Ta2. Caso as células Tvirgens se

diferenciem para o tipo Tal, ocorrerd producdo de IFN - ¥, que, portanto,
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ativa os macrofagos para destruirem os parasitas intracelulares (Abbas,
2011; Silveira et al., 2009). Em contraste, na diferenciacéo para o tipo Taz2,
ocorre producéo de citocinas como IL - 4, IL -5, IL - 10 e IL - 13, que atuarao
como inativadoras dos macréfagos, contribuindo para a sobrevivéncia do
parasito (Brombacher, 2000; Silveira et al., 2009).

Na LCL existe o desenvolvimento de uma resposta imune especifica
contra Leishmania caracterizada pela produgdo de citocinas do tipo Tal,
como IFN - 7, interleucina - 2 e fator de necrose tumoral - alfa (TNF - a)
(Mendonca et al., 1986; Da-cruz et al., 1996). Além da resposta pro-
inflamatoria, a resposta Ta2 esta presente com producdo de IL - 4, IL - 5, IL -
10 e IL - 13, que podem inibir diversas fun¢des dos macrofagos (Barral-Neto
e Barral, 1994). Nesse tipo de leishmaniose, a lesdo aparece ap0s um
periodo de laténcia que pode variar entre 1 a 3 meses, podendo durar por
até 1 ano, e permanece restrita ao local da inoculacdo (Silveira et al., 2004).
O desenvolvimento das lesGes depende do estado imunoldgico do paciente.
Elas podem evoluir para cura ou para destruicdo do tecido e formacéo de
Ulcera (Kaye e Scott, 2011; Coura, 2013).

Na LD estudos sugerem que a disseminacdo das lesdes esteja
relacionada a supressdo inicial da resposta Tal, com proliferacdo do
parasito (Carvalho et al., 1994), uma vez que pacientes com LD tém uma
producdo de IFN - ¥ e TNF - a em niveis mais baixos quando comparados
aos com LCL. Turetz et al. (2002) observaram que os pacientes com LD
produziam mais IL - 5 e IL - 10, que os com LCL. A LD se caracteriza pela
presenca de lesdes mudltiplas, geralmente mais de 10, podendo chegar a
centenas (Machado et al., 2011). A apresentacao inicial € uma Ulcera, e
apos alguns dias desenvolvem-se papulas acneiformes que podem ou néo
sofrer necrose central (Couppie et al., 2004). Para que o quadro seja
caracterizado alguns autores consideram que devem ser observadas mais
de 20 lesbes. Esta forma de apresentacao clinica esta associada a infeccéo
por L. braziliensis, L. amazonensis, L. guyanensis e L. panamensis (Vieira et
al., 2002; Machado et al., 2011).
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Nos casos de individuos com LCD, observam-se lesfes nodulares
disseminadas, sem ulceracdo, ricas em parasitos que podem estar
distribuidas por todo o corpo. Testes realizados in vitro mostraram auséncia
de producado de IFN - ¥ por células mononucleares de sangue periférico e
producgéo elevada de IL - 10 (Barral e Barral-Neto, 2009). No Brasil, esta
forma de leishmaniose esta associada a L. amazonensis (Pires et al., 2012).

A LCM é considerada uma das formas mais graves. Afeta as mucosas
das vias aéreas superiores. A lesdo inicial ocorre no nariz, no septo
cartilaginoso, havendo disseminacgéo para a cavidade nasal, palato, tonsilas,
podendo chegar a laringe (Marsden, 1986). A resposta imune celular é
caracterizada por aumento da producéo de IFN - ¥ e TNF - a, associada a
uma baixa resposta Ta2. Esses achados indicam que a resposta pro-
inflamatéria das citocinas é potencialmente lesiva para o tecido do
hospedeiro (Da-Cruz et al.,2002).

Na LV, apoOs a infeccdo com o parasito observa-se predominio de
linfécitos Ta2 e baixa producéo de IL - 2 e IFN - ¥. A apresentacéo clinica &
espectral, variando entre assintomética até o quadro classico da doenca,
gue pode ser caracterizada pela presenca de febre, hepatoesplenomegalia,
anemia, comprometimento da medula éssea, dentre outros sintomas
(Pastorino et al., 2002).

1.4. Aspectos gerais dos corpusculos lipidicos e sua relacdo com
Leishmania sp.

Os corpusculos lipidicos sédo organelas ricas em lipidios presentes no
citoplasma da maioria das células eucariontes. Apesar das variacbes em
funcdo, aparéncia e composicdo entre os diversos organismos e tipos
celulares, todos sédo reconhecidos pela presenca de um nucleo contendo
lipidios neutros, principalmente triacilglicerois e ésteres de esterol, cercados
por uma monomembrana de fosfolipidios com proteinas associadas (Melo e
Dvorak, 2012). Em eucariontes, a hipotese mais aceita a respeito da

biogénese dessas organelas sugere que sejam sintetizadas por enzimas do
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reticulo endoplasmatico (RE) e depositados entre as duas folhas da
membrana deste. Depois, sdo liberadas no citoplasma carregando uma
monomembrana proveniente da face citosolica da membrana do RE (Lima,
2011).

E sabido que os leucdcitos de mamiferos em repouso apresentam
poucos corpusculos lipidicos, e que estes aumentam significativamente em
células associadas a respostas inflamatérias, tais como, macrofagos,
neutrofilos e eosindfilos e outros tipos celulares, e ainda sobre condicdes
infecciosas (Bozza et al., 2009; Silva, 2012). J& foi demonstrado um
aumento de corpusculos lipidicos em células do hospedeiro e seu
recrutamento para os vacuolos parasitoforos em infeccdes com diferentes
tipos de parasitas, tais como, Trypanosoma cruzi, Toxoplasma gondii,
Mycobacterium leprae, Mycobacterium tuberculosis, por exemplo (Araujo-
Santos et al.,, 2014). Os mecanismos que desencadeiam a formacg&do dos
corpusculos lipidicos que foram induzidos por micro-organismos
intracelulares ndo sdo compreendidos (Lima, 2011).

Segundo Melo e Dvorak (2012), estudos patolégicos evidenciam um
aumento na formacdo de organelas lipidicas em macréfagos peritoneais de
camundongos infectados com L. amazonensis. Rabhi et al. (2016)
mostraram o0 recrutamento dos corpusculos lipidicos para o vacuolo
parasitéforo contendo o parasita Leishmania, estando ainda estes
corpusculos nas proximidades deste parasita. A localizacdo dessas
organelas lipidicas proxima ao vacuolo parasitéforo sugere que estas estédo
sendo utilizadas como fonte de nutrientes por esses agentes patogénicos
(Aradjo - Santos et al., 2014). H4 evidéncias crescentes mostrando que 0s
corpusculos sao importantes para a rapida producdo de novos protozoarios
parasitas, uma vez que estes requerem grandes quantidades de lipidios para
a biogénese das membranas de novas progénies (Toledo et al., 2016).

Nas células do sistema imune, 0s corpusculos sédo reconhecidos
como sitios para a geracdo de mediadores inflamatorios (eicosanoides:
prostaglandinas e leucotrienos), uma vez que armazenam acido

araquidénico (AA) associado a fosfolipidios e lipidios neutros (Dvorak et al.,
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1993). As enzimas envolvidas na conversdo do AA em eicosanoides estéo
presentes dentro dos corpusculos lipidicos das células ativadas no sistema
imune, tais como macrofagos, eosindfilos e neutréfilos. Essas enzimas
incluem as cicloxigenases (COX), as lipoxigenases (5-LO e 15-LO), as
prostaglandinas E2 sintase (PGE2) e o leucotrieno C4 (LTC4) sintase (Melo
et al., 2003; Bozza et al., 1997; Murphy, 2001). Os mediadores inflamatorios
liberados tém a capacidade de modular a resposta imune. Os leucotrienos,
por exemplo, atuam na quimiotaxia de leucocitos e na inducdo da producao
de citocinas inflamatérias, como o TNF, e dessa forma pode inibir o
crescimento de patégenos (Morato, 2013). Ja as prostaglandinas podem
favorecer este crescimento, ao inibirem a resposta tal, o TNF - a e/ou a

producao de 6xido nitrico no hospedeiro (Toledo et al., 2016).

1.5. Tratamento das leishmanioses

Durante décadas as drogas antimoniais e anfotericina B tém sido
utilizadas para tratar as leishmanioses. Esses medicamentos s@o toxicos,
caros e frequentemente ineficazes, além disso, podem selecionar espécies
mais resistentes causadoras dessa protozoose (Monzote,2009).

No Brasil, o medicamento a base de antimbnio, utilizado como
primeira escolha na terapéutica da leishmaniose, € o antimoniato de
metilglucamina. Este medicamento € utilizado para o tratamento da
leishmaniose visceral, cutanea, difusa e mucosa. As eventuais falhas na
terapia e 0 consequente aumento das formas resistentes de parasitas,
podem estar relacionadas a utilizacdo de baixas dosagens e a tratamentos
descontinuos (Rath et al., 2003; Pelissari et al., 2011). A preconizacao dada
pela Organizacdo Mundial de Saude é que se utilize doses de antimoniais
gue nao ultrapasse 20 mg/kg/dia, devido a sua elevada toxicidade que pode
causar varios efeitos colaterais, como, mialgias, dores abdominais,
alteracdes hepaticas e disturbios cardiologicos (Gontijo e Carvalho, 2003).

Além dos antimoniais, drogas como desoxicolato de anfotericina B e

anfotericina B lipossomal também podem ser utilizadas (Pelissari et al.,
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2011). A anfotericina B por ser mais potente pode ser utilizada como
segunda opcéo para os pacientes que tenham contra-indicacées ou tenham
apresentado toxicidade ou refratariedade relacionadas ao uso dos
antimoniais pentavalentes. Ja a anfotericina B lipossomal, por ter alto custo,
deve ser de uso restrito aos pacientes que tenham apresentado falha

terapéutica ou toxicidade ao desoxicolato de anfotericina B (Brasil, 2010).

1.6. Malaria

A malaria é outra parasitose que também afeta uma proporgcdo
significativa da populacdo humana global (Burrows et al., 2014). E causada
por protozoérios do género Plasmodium, sendo descritas cinco espécies
desse género capazes de causar a malaria em humanos: P. falciparum, P.
ovale, P. vivax, P. malariae e o P. knowlesi (Beteck et al., 2014; Onguéné et
al., 2013). O Anopheles darlingi tem sido considerado o principal mosquito
vetor no Brasil. Cabe ressaltar que 0 mesmo esta presente em cerca 80 %
do territério nacional (Oliveira - Ferreira et al., 2010).

Dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) mostraram que
houve cerca de 216 milh6es de casos da malaria no mundo em 2016, com
445 mil mortes. O Brasil apresentou neste mesmo ano, 77. 608 casos de
malaria autoctone. A maioria das mortes que acontecem em todo o mundo

esté relacionada a infeccéo por P. falciparum (WHO, 2017).

1.7.  Ciclo biologico: Plasmodium sp.

A transmissdo desse parasito ocorre quando a fémea do anofelino,
infectada, realiza o0 repasto sanguineo, inocula esporozoitos na corrente
sanguinea, e estas formas migram até os hepatocitos (Peiter et al., 2013).
No interior do hepatoOcito, os esporozoitos passam por uma reproducao
assexuada esquizobnica e liberam milhares de merozoitos. Estes invadem os
eritrécitos e dao inicio a outro ciclo esquizbnico, conhecido como

esquizogonia sanguinea, onde séo liberados novos merozoitos infectantes e
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gametdcitos. Essas Ultimas formas ao serem sugadas pelo mosquito se
reproduzem sexuadamente formando novos esporozoitos, fechando o ciclo
biologico (Nogueira, 2010). Quando os merozoitos séo liberados na corrente
sanguinea (esquizogonia sanguinea), se observam manifestacdes clinicas
como febre, mialgias e convulsdes. A peridiocidade da esquizogonia
sanguinea varia de acordo com a espécie, variando ente 36 a 48 h no caso

do P. falciparum (Gomes et al., 2011).

1.8. Aspectos clinicos e imunoldgicos da malaria

A gravidade da malaria depende de fatores do hospedeiro
(vulnerabilidade e estado imunoldgico) e também da espécie infectante
envolvida na transmissao (Gomes et al., 2011).

De forma geral, os sintomas classicos da doencga séo calafrios,
seguidos de febre alta, que duram em média de 3 a 4 horas, acompanhados
de mal - estar, nduseas, cefaleia, dores nas articulacdes. Passados um ou
dois dias, esse quadro volta a se repetir por semanas até que o paciente,
caso ndo tratado, se cure espontaneamente ou chegue a Obito devido as
complicac@es renais, pulmonares ou cerebrais (Camargo, 2003).

A principal defesa do organismo contra os parasitos da malaria é a
fagocitose de merozoitos e hemécias parasitadas. Essa limpeza ocorre
principalmente no bago, figado e medula 6ssea, onde o sistema fagocitico
mononuclear é abundante. Além disso, os linfocitos T ativam os linfécitos B
aumentando a resposta humoral e ativam macréfagos ou células NK. A
producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio produzidos por
macrofagos ativados podem controlar a infeccéo por plasmaodios (Veronesi e
Focaccia, 1999).

Individuos que foram infectados com P. falciparum, com auséncia de
diagnostico precoce e um tratamento adequado podem evoluir para a forma
grave da doenca ou maléaria grave (Lacerda-Queiroz et al., 2008). Sabe-se
que a espécie P. falciparum é a mais virulenta e a Unica capaz de produzir

alteragdes na microcirculagdo (Gomes et al., 2011). Na forma grave pode
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ocorrer anemia, hipdxia, obstru¢cdo do fluxo cerebral, insuficiéncia renal
aguda e colapso circulatorio, porém vale ressaltar que o curso clinico da
doenca depende de fatores associados ao parasito e ao hospedeiro (Miller et
al., 2002; Good, 2005). A producéo de citocinas inflamatorias exerce funcao
importante no controle da parasitemia no inicio da infeccdo. Em
contrapartida, a producdo excessiva dessas citocinas apresenta forte
associacdo com a forma grave da doenca, mostrando que as complicacdes
na malaria se relacionam a resposta imune do hospedeiro. O TNF - a, por
exemplo, induz a expressao de moléculas de adesdo endotelial, estas por
sua vez, implicam no sequestro de células na microvasculatura cerebral,
gerando uma obstrucao do fluxo e hipoxia (Lacerda - Queiroz, 2008).

Trabalhos tém mostrado ainda que as hemécias infectadas por P.
falciparum apresentam protusfes eletrodensas em sua superficie, o que
facilita a adesdo dessas as células do entodélio de vénulas e capilares em
diversas partes do corpo, como cérebro, pulmdes, rins, por exemplo. Além
disso, as células que estédo infectadas sédo capazes de se ligar a células néo
infectadas, formando assim agregados celulares que podem comprometer a
microcirculagcéo (Dondorp et al., 2008).

1.9. Tratamento da malaria

Os antimalaricos utilizados no Brasil incluem a cloroquina, primaquina,
artemeter e lumefantrine. A prescricdo do medicamento é feita de acordo
com: o tipo de plasmaodio identificado no individuo; a idade do paciente
(ocorre maior toxicidade em criancas e idosos); a histéria de exposicédo
anterior (individuos primoinfectados normalmente apresentam a forma mais
grave da doenca); e considerando condigbes como gravidez ou outras co-
morbidades (Ferreira et al., 2014; Ministério da Saude, 2017).

A resisténcia a quimioterapia tem sido um problema de saude publica
que dificulta o controle da doenca (Thipubon et al., 2015). A resisténcia

intrinseca do P. falciparum as quinolinas antimaléaricas, especialmente a
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cloroquina tem sido bastante comum ao redor do mundo, principalmente na
Ameérica do Sul e Sudeste Asiatico (Sa, 2011).

Diante disso, em quase todos os paises onde a malaria € endémica, a
Organizacdo Mundial de Saude tem recomendado o uso de terapias
combinadas com artemisinina (TCA) como primeira escolha para o
tratamento da malaria por P. falciparum, por exemplo (S&, 2011).

1.10. Aspectos gerais da apoptose e sua relacdo comas infeccdes

parasitarias

A apoptose é um tipo de morte celular caracterizada como limpa,
silenciosa e programada pela prépria célula (Mata, 2007), que acontece em
situacdes fisioldgicas normais tais como na delecdo de células das criptas
intestinais e na embriogénese, por exemplo. Além disso, pode ser
desencadeada por agentes quimioterapicos, radiacdo, danos ao DNA,
choque térmico, niveis aumentados de espécies reativas de oxigénio e por
fatores infecciosos (Andrade, 2003; Anazetti e Melo, 2007; Grivicich et al,
2007). Quando uma célula entra em apoptose algumas caracteristicas
marcantes s&o observadas, incluindo seu encolhimento causando uma
perda de aderéncia; perda da assimetria celular de modo que o fosfolipidio
fosfatidilserina (PS), que normalmente se localiza na face interna da
membrana plasmatica, passa a localizar-se na face externa da membrana;
condensacaoda cromatina; desintegracédo do nucleo em fragmentos envoltos
pela membrana nuclear e formacdo de prolongamentos na membrana da
célula que aumentam e se rompem originando estruturas, contendo o
conteudo celular, conhecidas como corpos apoptéticos. Essas estruturas,
que apresentam do lado externo da membrana a fosfatidilserina, séo
fagocitadas por macréfagos sem causar reagdo inflamatoria (Grivicich et al,
2007; Mata, 2007; Horikawa e Pefa, 2011). Quando os macréfagos
reconhecem a PS sintetizam as citocinas anti-inflamatérias TGF - 3 (Fator de
crescimento transformador beta) e IL - 10, e inibe-se a sintese da citocina

inflamatoria TNF - a (McDonald et al., 1999).
38



Alguns micro-organismos desenvolveram a capacidade de induzir a
apoptose em células da imunidade inata e adaptativa, como uma estratégia
para escapar das defesas do hospedeiro, uma vez que nesse processo uma
resposta anti-inflamatdéria € gerada e os mecanismos microbicidas se tornam
comprometidos. Patdgenos como Escherichia coli e Candida albicans séo
conhecidos por induzir a apoptose em neutrofilos (Aga et al., 2002; Mata,
2007).

Por outro lado, a inibicdo da apoptose ja foi descrita em infeccdes por
Toxoplasma gondii, Tripanossoma cruzi, Leishmania sp., dentre outros
(Gasques et al., 2013). Essa inibicdo pode favorecer o agente patogénico de
forma a estender o seu periodo de vida nas células do hospedeiro (Aga et
al., 2002). Em uma infec¢do por L. major, os neutréfilos sdo as primeiras
células a migrarem para o sitio da infeccdo. Estas células internalizam a
Leishmania e fornecem um ambiente favoravel para sua replicacdo
(Sunderkotter et al., 1993). Os neutrofilos possuem uma meia-vida curta
permanecendo na circulacdo por cerca de 6 - 10h, apOs esse periodo
passam pelo processo de apoptose. Acontece que, uma vez infectados, a
Leishmania tem a capacidade de inibir a apoptose dessas células até a
chegada dos macréfagos ao local da infeccdo, o que seria uma forma
utlizada por ela para propagacédo, uma vez que os macrofagos fagocitam os
corpos apoptoticos dos neutréfilos infectados (Laskay et al., 2003).

As caracteristicas referentes a morte por apoptose distinguem-se da
morte por necrose, esta definida como uma morte rapida e severa onde
ocorre um aumento do volume da célula, agregacao da cromatina, perda da
integridade da membrana plasmética, extravasamento do meio intracelular
gerando uma resposta inflamatéria local e ainda danos as células vizinhas
(Anazetti e Melo, 2007). Entre os agentes que podem induzir a necrose
estdo os virus, as bactérias e os protozoarios. Os patdégenos que induzem
necrose nas células das barreiras imunologicas (mucosa do intestino, por
exemplo) diminuem a invaséo de agentes patogénicos na superficie afetada

pela inflamacédo, e no caso dos patdgenos que sao intracelulares, evitam o
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suicidio apoptético, e consequentemente diminuem a propagacdo desses
agentes patogénicos (Proskuryakov et al., 2003).

A necrose ocorre também em situacdes fisioldgicas normais, incluindo
a renovacao das células do intestino delgado e durante a maturacao folicular
da oogénese, lembrando que em ambas situacbes a apoptose também esta
envolvida (Mayhew et al., 1999; Murdoch et al., 1999).

1.11. Plantas medicinais

As plantas medicinais apresentam inimeros constituintes benéficos
ao homem que as tornam alvo de grande interesse no campo cientifico
(Silva et al., 2007). Estudos quimicos em vegetais revelam a presenca de
metabdlitos secundarios, tais como, terpenos, lignanas, taninos, alcaloides e
quinonas, por exemplo. Muitos desses metabdlitos depois de isolados séo
bases para a producdo de medicamentos sintéticos (Bezerra, 2008).

Vale lembrar que o medicamento artemisinina usado para o
tratamento da malaria € proveniente da planta Artemisia annua,
popularmente conhecida como Artemisia. A obtencdo pelo processo
tradicional tem dependido da plantacado, colheita e confeccdo dos extratos,
estando sujeitas a sazonalidade e flutuacées do preco de mercado, o que
prejudica o tratamento da doenca, que apresenta alto indice de mortalidade
em paises pobres. Para tanto, a artemisinina semissintética estd sendo
produzida por processo industrial. O acido artemisinico é produzido por meio
de fermentacdo e sua transformacéo sintética por via fotoquimica. O novo
sistema de sintese ja aprovado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
vem sendo adotado. Essa producdo tem mostrado um rendimento em cerca
de um quinto do tempo que seria gasto pelo método convencional de origem
apenas vegetal (Fapesp, 2013).

O Brasil representa uma das mais ricas biodiversidades do mundo
com uma estimativa de cerca de 20 % do numero total de espécies
endémicas presentes no planeta (Silva, 2013). Aproximadamente 40 % dos

medicamentos disponiveis na terapéutica atual foram obtidos de fontes
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naturais (Rodrigues e Nogueira, 2012). Foram desenvolvidos apenas 15
novos produtos para o tratamento de doencas como leishmaniose, malaria e
esquistossomose, entre 1975 e 1999, e 179 novos produtos para o
tratamento das doencas cardiovasculares no mesmo periodo, sendo
reconhecida pela Organizagdo Mundial de Saude a necessidade de
desenvolvimento de novos farmacos para o combate dessas doencas menos
assistidas que afetam principalmente os paises em desenvolvimento
(Medeiros, 2003).

A familia Piperaceae é uma das familias mais primitivas das
angiospermas, com cerca de 10 a 12 géneros e um numero estimado de
1400 a 2000 espécies distribuidas nos trépicos. No Brasil, se encontram 5
géneros, totalizando cerca de 460 espécies. Os maiores géneros Piper e
Peperomia sdo encontrados na flora brasileira (Parmar et al.,1997; Joly,
1998). Essa familia possui relevante importancia econdmica, sendo
empregada na producdo de pimentas para o mercado mundial (Campos,
2006).

O género Piper abrange mais de 700 espécies distribuidas em regides
tropicais e subtropicais do mundo (Parmar et al.,1997). Algumas espécies
sdo importantes para a medicina da China, india e América Latina, sendo
usadas para o tratamento de numerosas doencas, tais como, dores no peito
e reumatismo, apresentando ainda efeitos anestésico, analgésico e anti-
inflamatdrio. Além das atividades descritas, numerosos estudos estdo sendo
realizados para avaliar o potencial antimicrobiano, antitumoral e antifingico
dessas espécies (Moraes et al., 2011), uma vez que se tem aumentado os
micro - organismos patogénicos resistentes a multiplas drogas disponiveis
no mercado, levando a necessidade de se utilizar novas alternativas
terapéuticas (Silva et al., 2007).

A espécie Piper tuberculatum Jacq. conhecida no nordeste do Brasil
como “pimenta - longa” ou “pimenta - d’arda” tem sido amplamente utilizada
para fins medicinais (Ferreira et al., 2010). A espécie P. longum L. foi
descrita com atividade contra Giardia lamblia e Entamoeba histolytica.

Chalconas extraidas de P. aduncum L. apresentaram atividade em cultivos
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promastigotas e amastigotas de L. amazonensis. As espécies P.
sarmentosum Roxb. e P. hispidumSw. também apresentaram efeito

antimalarico (Campos, 2006).

1.12. Amidas/cinamidas sintetizadas para este estudo tendo a piplartina

como modelo

A piplartina € uma amida/alcaloide presente em espécies do género
Piper, tais como P. tuberculatum Jacq. (pimenta - d’ arda), P. longum L., P.
arborescens Roxb. (pimenta do fruto ganchoso), P. callosum Ruiz & Pav.
(Jo&o Brandim), P. retrofractum Vahl. e P. sylvaticum Roxb. (Parmar et al.,
1997). Apresenta diferentes atividades farmacoldgicas. Mostrou acao
leishmanicida quando testada in vitro em cultivos promastigotas de L.
donovani e também quando testada in vivo, em hamster com leishmaniose
visceral (Bodiwala et al., 2007), além de ter acdo ansiolitica e antidepressiva,
anti - inflamatoria, antiplaquetaria, antitumoral e atividade antifungica
(Bezerra, 2008). Considerando que a piplartina (Figura 1) apresenta
diferentes atividades biol6gicas, como citado acima, foi usada como modelo

para a sintese das amidas/cinamidas utilizadas nesse trabalho.
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Figura 1. Estrutura quimica da piplartina, Fokoue (2015).

Sabe-se que a atividade biolégica de um composto pode resultar das
suas interagdes com o sistema biolégico em estudo (Andrews, Craik et al.,
1984). Estudar a relagao estrutura - atividade desses compostos ajuda a

entender essas interacbes. Uma ferramenta conhecida como modelagem
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molecular assistida por computadores vem sendo amplamente utilizada para
entender essas interagdes, uma vez que € possivel por meio desta construir,
editar, visualizar e analisar sistemas moleculares complexos (Sant’ Anna,
2009).

As cinamidas sintetizadas para este estudo por Fokoue (2015), na
Universidade de S&o Paulo, baseadas na estrutura quimica da piplartina,

tiveram uma estrutura geral base (Figura 2).
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Figura 2. Estrurura geral dos andlogos da piplartina, Fokoue (2015).

Foram sintetizados 4 analogos, dentre estes, os analogos (E)-1-
morfolin-4-il-3-(3,4-dimetoxifenil)prop-2-en-1-ona e  (E)-1-morfolin-4-il-3-
(3,4,5-trimetoxifenil)prop-2-en-1-ona diferiram da piplartina por uma insercao
do elemento oxigénio no anel piperidina e por uma alteracdo do grupo
metoxi no anel aromatico. Ja& nos analogos (E)-3-(3,4-dimetoxifenil)-N-
pentilprop-2-enamida e (E)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-N-pentilprop-2-enamida,
houve alteracdo do grupo metoxi no anel aromético e uma substituicdo do
anel piperidina por uma cadeia aberta denominada N-pentil (Fokoue, 2015).

Considerando que as leishmanioses e a malaria respondem por uma
alta carga de morbidade e mortalidade em todo mundo, tendo destaque para
0S paises mais pobres e que o tratamento dessas doencas causa uma série
de inconvenientes, tais como cardiotoxicidade, nefrotoxicidade e induz ainda
a selecdo de parasitos resistentes, a busca por compostos naturais que
tenham acgéo antimalarica e leishmanicida tem crescido bastante nos ultimos

anos.
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Séo descritos na literatura numerosos trabalhos que mostram a acao
de substancias extraidas de espécies do género Piper apresentando
diferentes atividades bioldgicas. Estudos ja realizados com a piplartina
demonstraram reducdo das formas promastigotas de L. donovani in vitro,
utilizando o ensaio MTT, e também quando testada in vivo, em hamster com
leishmaniose visceral.

Esses achados nos impulsionaram a prosseguir com novos ensaios
capazes de evidenciar o efeito da piplartina e das cinamidas sintéticas em L.
amazonensis, pois esta atua como agente causadora da Leishmaniose
Tegumentar Americana, que se caracteriza por apresentar uma ampla
distribuicdo geografica e também um rico espectro de manifestacdes de
natureza clinica, histopatolégica e imunolégica. Além disso, ensaios seréao
realizados em cultivos celulares, especificamente macréfagos, por terem
importante funcdo no curso dessa infec¢ao.

De forma semelhante, tendo em vista que a malaria grave causa uma
série de inconvenientes podendo levar o paciente a 6bito, quando infectados
por P. falciparum, faz-se necessario avaliar o efeito dessas amidas sobre
este protozoario. O objetivo maior desse trabalho é encontrar novas
substancias que auxiliem no tratamento dessas doencas que acometem e
matam milhares de pessoas no mundo.

Em vista disso, apesar de existirem varios trabalhos mostrando as
diferentes atividades biolégicas da piplartina, nosso trabalho se torna
pioneiro por relacionar o efeito dessa amida e de seus derivados a
modulagdo da resposta imune na leishmaniose, in vitro, pelos ensaios sobre
os cultivos de L. amazonensis, sobre a toxicidade em células de mamiferos
e, bem como, sobre as fungbes dessas células quando infectadas. Além

disso, por avaliar o efeito dessas amidas sobre o P. falciparum.
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2. OBJETIVOS
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2.1. Primeiro objetivo geral

Avaliar o efeito da piplartina e de quatro cinamidas em cultivos dos

protozoarios, P. falciparum e L. amazonensis, e de células peritoneiais de

camundongos Swiss, visando a futuras aplicacdes biomédicas.

Objetivos especificos

Determinar a concentracdo inibitéria da piplartina e cinamidas nos
cultivos dos protozodrios;

Determinar a dose toxica nos cultivos das células peritoneais dos
camundongos;

Determinar o indice de seletividade dos compostos e selecionar as

amidas com a melhor atividade leismanicida e plamodicida.

2.2. Segundo objetivo geral

Avaliar o efeito microbicida da piplartina e da cinamida 5 em cultivos

amastigotas de L. amazonensis e seu efeito na modulacdo da resposta

imune inata de macréfagos peritoneais infectados.

Objetivos especificos

Determinar a curva de crescimento e a concentracao inibitéria nas formas
amastigotas axénicas de L. amazonensis;

Determinar o efeito microbicida em cultivos de macrofagos infectados e
na aderéncia celular;

Determinar o efeito na aderéncia das células peritoneais;

Determinar o efeito na inducao de morte celular dos macréfagos aderidos
€ na suspensao;

Determinar o efeito na producdo de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio e na formacdo de corpusculos lipidicos pelos macréfagos

peritoneais aderidos;
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3. MATERIAIS E METODOS
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3.1. Delineamento experimental

Determinar a atividade biologica da piplartina (1)

e das cinamidas 2, 3,4e5

Concentracao inibitoria (ICso)
L. amazonensis (promastigota)
P. falciparum (Eritrécitos infectados)

Concentragdo citotéxica (CCso)

Células peritoneais de camundongos Swiss

(Selecéo dos compostos com me

Determinar o indice de seletividade (IS) (1S= CCso/ICs0)

Ihor IS)

(L. amazonensis — amastigotas

Piplartina e cinamida 5 (0 a 256 pg/mL)

axénicas)

Concentracao inibitéria

Curva de crescimento
(Fase log de crescimento)

Obtencao das células peritoneais
(Camundongos Swiss) / Concentragfes de 0 a 64 ug/mL

Aderéncia das células

peritoneais Obtengéo dos macrofagos por aderéncia

Infeccdo dos macréfagos

Efeito /

microbicida

% de macroéfagos
aderidos

Inducdo de morte dos macréfagos
(aderidos e na suspenséao)

Corpusculo lipidico

Espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio

Coleta dos dados e analise dos resultados
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3.2. Piplartina e cinamidas

A piplartina (1) foi obtida a partir da raiz da espécie P. tuberculatum
Jacq (Piperaceae), coletada em 4 de maio de 2015 no jardim do Instituto de
Quimica (Universidade de Sao Paulo). A identificacdo da espécie P.
tuberculatum foi realizadapela Dra. Elsie F. Guimardes e a exsicata foi
depositada no Herbario do Jardim Botanico do Rio de Janeiro, Brasil (Kato-
0169). As raizes foram secas a 60 °C por 48 h e depois foram trituradas 105
g. O pé foi extraido quatro vezes com diclorometano:metanol (2:1; 400 mL).
O extrato foi filtrado e concentrado em evaporador rotativo. O extrato bruto
foi submetido a recristalizacdo usando acetato de etila e metanol, produzindo
a piplartina pura (150 mg) (Cotinguiba et al., 2009).

As cinamidas secundarias (2,3) e terciarias (4,5) foram sintetizadas
adicionando trietilamina (3 equiv.) e amina (N-pentilamina e morfolina) para a
solucéo de cloreto de acido (1 equiv.) em CH,Cl,. A fim de preparar o cloreto
de acido, uma solucao do acido (E)-3,4,5-trimetoxicinamico e do acido (E)-
3,4-dimetoxicinamico (1 equiv.), foram preparadas pela condensacdo de
Knoevenagel usando 3,4,5-trimetobenzaldeido, 3,4-dimetobenzaldeido e o
acido malénico, em tetrahidrofuram seco (10 mL), mantido sob atmosfera de
nitrogénio, cloreto de oxalila (5 equiv.) adicionado gota a gota e agitando em
temperatura ambiente por 5 - 6 h. O excesso de cloreto de oxalila foi entdo
removido sob pressédo reduzida produzindo o correspondente ao cloreto de
acido (Fokoue, 2015). A mistura da reacdo foi agitada durante a noite em
temperatura ambiente e interrompida com NH4Cl aquoso saturado, e
extraiu-se com CH,Cl, (trés vezes). As fases organicas combinadas foram
lavadas com salmoura e secas sobre MgSO,. Apos filtracdo e concentracao,
o residuo foi purificado por cromatografia flash para fornecer as amidas
desejadas (Adams et al., 2012).
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(1)Piplartina:1-[(E)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)prop-2-enoil]-2,3-iidropiridin-6-
ona (CAS: 20069-09-4 and PubChem CID: 637858): 'H NMR (300 MHz;
CDCl;): 8 7.68 (d, 15.6 Hz, 1H, H-2), 7.43 (d, 15.6 Hz, 1H, H-3), 6.95 (m,
1H, H-2"), 6.81 (s, 2H, H-5, H-9), 6.04 (dt, 9.9 and 1.8 Hz, 1H, H-3"), 4.05 (t,
6.5, 2H, H-5", 3.89 (s, 6H, OMe-6 and 8), 3.88 (s, 3H, OMe-7), 2.50 (m, 2H,
H-4").2*C NMR (75 MHz, CDCls): 5 168.70 (C-1), 165.76 (C-1'), 153.30 (C-6,
C-8), 145.50 (C-3"), 143.70 (C-4), 139.90 (C-7), 130.60 (C-3), 125.70 (C-2",
121.00 (C-2), 105.40 (C-5, C-9), 60.89 (OMe-7), 56.11 (OMe-6 and 8), 41.62
(C-5'), 24.70 (C-4"). EI-MS (m/z) (%): 317 (90, M%), 274 (32), 221 (100), 190
(32). ESI-MS: [M+H]" (m/z) calculated: 318.1336; found 318.1337.

(2)E)-1-morfolin-4-il-3-(3,4-dimetoxifenil)prop-2-en-1-ona (CAS: 1215221-
17-2 and PubChem CID: 6438283): 'H NMR (200 MHz, CDCls): 5 7.62 (d,
15.4 Hz, 1H, H-3), 6.74 (s, 2H, H5, H-9), 6.72 (d, 15.4 Hz, 1H, H-2), 3.90 (s,
6H, OMe-6 and 8), 3.88 (s, 3H, OMe-7), 3.73 (s, 8H, H-1', H-2', H-4', H-5").
13C NMR (50 MHz, CDCls): & 165.47 (C-1), 153.36 (C-6, C-8), 143.26 (C-3),
139.67 (C-7), 130.61 (C-4), 115.67 (C-2), 105.00 (C-5, C-9), 66,80 (C-2', C-
4", 60.89 (OMe-7), 56.15 (OMe-6 and 8), 45,56 (C-1, 42,36 (C-5"). EI-MS
(m/z) (%): 307 (50, M"), 222 (60), 221 (100), 190 (25). ESI-MS: [M+H]" (m/2)
calculated: 308.1492, found: 308.1496.

(3)E)-1-morfolin-4-il-3-(3,4,5-trimetoxifenil)prop-2-en-1-ona(CAS: 1703-
34-06 and PubChem CID: 438283): *H NMR (200 MHz, CDCls): 5 7.66 (d,
15.4 Hz, 1H, H-3), 7.14 (dd, 8.4 and 2.0 Hz, 1H, H-8), 7.04 (d, 2.0 Hz, 1H, H-
5), 6.87 (d, 8.4 Hz, 1H, H-9), 6.71 (d, 15.4 Hz, 1H, H-2), 3.93 (s, 3H, OMe-6),
3.92 (s, 3H, OMe-7), 3.73 (s, 8H, H-1', H-2', H-4', H-5"). *C NMR (50 MHz,
CDCl3): 6 165.77 (C-1), 150.63 (C-6), 149.10 (C-7), 143.20 (C-3), 128.07 (C-
4), 121.86 (C-9), 114.16 (C-2), 111.07 (C-8), 109.86 (C-5), 66.83 (C-2', C-4"),
55.91 (OMe-6 and 7), 45.61 (C-1"), 42.69 (C-5). EI-MS (m/z) (%): 277
(31.M%), 192 (23), 191 (100). ESI-MS: [M+H]" (m/z) calculated: 278.1387,
found: 278.1389.
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(4)(E)-3-(3,4-dimetoxifenil)-N-pentilprop-2-enamida(CAS: 574007-48-0
and 19173974): *H NMR (200 MHz, CDCls): & 7.54 (d, 15.6 Hz, 1H, H-3),
6.73 (s, 2H, H5, H-9), 6.32 (d, 15.6 Hz, 1H, H-2), 3.88 (s, 6H, OMe-6 and 8),
3.87 (s, 3H, OMe-7), 3.39 (t, 6.7 Hz, 2H, H-1"), 1.58 (m, 2H, H-2"), 1,35 (m,
4H, H3’, H-4’), 0.91 (t, 7.4 Hz, 3H, H-5.*C NMR (50 MHz, CDCl5): 165.72
(C-1), 153.36 (C-6, C-8), 140.73 (C-3), 139.50 (C-7), 130.45 (C-4), 120.15
(C-2), 104.88 (C-5, C-9), 60.91 (OMe-7), 56.10 (OMe-6 and 8), 39.75 (C-1",
29.35 (C-2"), 29.08 (C-3"), 22.35 (C-4"), 13.95 (C-5").EI-MS (m/z) (%): 307
(85, M%), 236 (45), 222 (100), 221 (95), 190 (30), 181 (55). ESI-MS: [M+H]"
(m/z) calculated: 308.1856, found: 308.1859.

(5)(E)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-N-pentilprop-2-enamida (CAS: 467247-64-9
and PubChem CID: 5856629 ): 'H NMR (200 MHz, CDCls): 5 7.56 (d, 15.5
Hz, 1H, H-3), 7.11-7.06 (dd, 8.4 and 1.8 Hz, 1H, H-9), 7.02 (d, 1.8 Hz, 1H, H-
5) 6.85 (d, 8.4 Hz, 1H, H-8), 6.26 (d, 15.5 Hz, 1H, H-2), 3.91 (s, 6H, OMe-6
and 7), 3.38 (m, 2H, H-1"), 1.61-1.54 (m, 2H, H-2'), 1.38-1.32 (m, 4H, H-3', H-
4’), 0.91 (t, 7.2 Hz; 3H, H-5). **C NMR (50 MHz, CDCls): 3 166.03 (C-1),
150.51 (C-6), 149.11 (C-7), 140.66 (C-3), 127.87 (C-4), 121.85 (C-9), 118.68
(C-2); 111.08 (C-8), 109.66 (C-5), 55.94 (OMe-6), 55.86 (OMe-7), 39.73 (C-
1Y, 29.41 (C-2", 29.10 (C-3"), 22.37 (C-4"), 13.98 (C-5"). EI-MS (m/z) (%): 277
(43. M%), 206 (35), 192 (40), 191 (100), 151 (45). ESI-MS: [M+H]" (m/z)
calculated: 278.1751, found: 278.1758.

A piplartina (1) e as cinamidas 2, 3, 4, e 5 foram diluidas em
dimetilsulféxido (DMSO) a 1% e a partir dessa pré - diluicdo foi realizada a
diluicdo seriada para inicio dos ensaios.

A tabela 1 mostra a estrutura quimica da piplartina (1) e das

cinamidas 2, 3,4 e 5.
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Tabela 1. Estrutura quimica da piplartina (1) e das cinamidas 2, 3, 4 e 5.

Amidas Estrutura quimica Massa Molar
(9/mol)
CH, f!) o
1| Piplartina: 1-[(E)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)prop-2- e °I\’:\“-/‘““~’ Ny 317,34
enoil]-2,3- diidropiridin-6-ona g g
CH,
CH, o
2 | (E)-1-morfolin-4-il-3-(3,4-dimetoxifenil)prop-2-en- ° STy 307,34
1-ona HeCg Lo
HyC
3 | (E)-1-morfolin-4-il-3-(3,4,5-trimetoxifenil)prop-2- o~ ~ 277,32
en-1-ona w0
CHy .Ol
O s A e _CHy
4| (B)-3-(3,4-dimetoxifenil)-N-pentilprop-2-enamida ,C\Df{j’“’ i 307,38
sC'O
5 | (£)-3-(3.4,5-trimetoxifenil)-N-pentilprop-2-enamida "1 T 217,36

3.3. Micro-organismos

A. L. amazonensis

A cepa MHOM/BR/pH8 proveniente do Laboratoério de Leishmaniose
do Ndcleo de Medicina Tropical da Faculdade de Medicina da Universidade
de Brasilia, mantida em criopreservacao, foi transferida para o meio de
cultura sélido NNN (Novy-MacNeal-Nicolle) por 48 h a 24 °C. Em seguida, as
formas promastigotas foram transferidas e cultivadas em meio RPMI 1640,
suplementado com 10 % de soro fetal bovino inativado (Sigma-Aldrich) e
gentamicina (40 mg/mL) (Schering Plough) até que os parasitos atingissem a

fase Log de crescimento.
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B. P. falciparum

A cepa Pf/lUnbl169 proveniente do Laboratério de Malaria da
Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia, mantida em
criopreservacao, foi descongelada e cultivada em eritrocitos humanos O em
meio RPMI 1640 (Sigma - Aldrich, St. Louis, USA), suplementado com 0,25
mg/dL de hipoxantina, 10 % de soro humano e gentamicina (40 mg/mL)
(Schering Plough, Séo Paulo, Brasil) a 37 °C em ar com 5 % de CO,. Para
0s ensaios foi preparada uma suspensao contendo um hematocrito de 3 % e

0,6 % eritrocitos infectados.

3.4. Animais

Para a obtencdo das células peritoneais foram utilizados
camundongos da linhagem Swiss (machos e fémeas), ndo isogénicos,
pesando de 30 a 40g, provenientes do biotério da Faculdade de Medicina da
Universidade de Brasilia. Durante os experimentos o0s animais foram
mantidos no alojamento de animais na Faculdade de Medicina da
Universidade de Brasilia sob temperatura ambiente ciclo claro/escuro de 12
h, alimentados com racéo balanceada e recebendo agua potavel ad libitum.
O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de ética no Uso Animal
(CEUA) do instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Brasilia. Doc
n° 126599/2013.

3.5. Determinacdo in vitro da dose toxica da piplartina (1) e das

cinamidas (2 - 5) sobre P. falciparum

Para avaliar o efeito toxico da piplartina e das cinamidas sobre o
parasito, foram iniciados cultivos em placas de 96 escavacdes (Lab Tech,
Melbourn, Inglaterra). Uma suspenséo de eritrécitos humanos O* (0,6 % de
parasitemia e 3 % de hematocrito) foi incubada a 37°C na presenca de 5 %

de CO,, por 48 ou 72 h, em meio RPMI 1640 suplementado com 10 % do
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soro humano, em triplicata, com diferentes concentracdes (0 a 256 pg/mL
/100 pL) das amidas 1 a 5. Para o controle positivo, artesunato de soédio
(Artemix Ativus, Sdo Paulo, Brasil) na concentracdo de 8 ng/mL, e para o
controle negativo, meio RPMI 1640. Os cultivos de 72 h foram submetidos a
troca de meio apos 48 h de incubacéo, retirando-se 150 pL do sobrenadante
de todos os pocos, depois acrescentando 100 pL contendo as diferentes
concentracfes das amidas com 50 yuL de RPMI completo. Decorrido 48 e 72
h de incubacdo, o sobrenadante foi desprezado, o sedimento restante foi
homogeneizado, distendido (uma gota) sobre laminas para microscopia,
secas, fixadas com metanol absoluto e, coradas com solugédo Giemsa a 10
% em STF pH 6,9, por 15 min. Foram examinadas em microscopia éptica
para determinacdo do percentual de eritrdcitos infectados, observados 1000
eritrécitos em cada preparacdo, com aumento de 100x, por um Unico

observador (Muniz - Junqueira e Tosta, 2009, com adaptagdes).

3.6. Determinacéo do efeito da piplartina (1) e das cinamidas (2 - 5) em
cultivos promastigotas de L. amazonensis pelo método MTT

O ensaio de citotoxicidade realizado com o sal MTT €& essencial nas
fases iniciais de testes com novas drogas. Esse sal (amarelado) entra nas
mitocbndrias de células metabolicamente ativas e é clivado pela enzima
succinato desidrogenase, produzindo cristais de formazan, cuja coloracao é
azul escura. A quantidade de cristais de formazan formada € diretamente
proporcional ao numero de células vidveis e quanto maior a formacéo de
cristais de formazan maior € o resultado da absorbancia (Braganca et al.,
2012).

Para determinar o efeito da piplartina e derivados em cultivos
promastigotas de L. amazonensis, 10° promastigotas/escavagéo/100 pL
foram incubados em placa de 96 escavacdes, em triplicata, em meio RPMI
1640 acrescido com 10 % de soro fetal bovino, na presenca de diferentes
concentragcdes das amidas 1 - 5 (0 a 256 pg/mL/100 pL) por 2 h a 24 °C. Em
seguida, 10 pL da solucdo contendo 5 mg/mL de MTT [3-(4,5-
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dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] (Sigma-Aldrich) foi
adicionada as escavacdes e os cultivos foram novamente incubados nas
mesmas condicbes por 4 h, ao abrigo da luz. Para a solubilizacdo dos
cristais de formazam foi adicionada a cada escavac¢éao 50 pL de DMSO. Para
o controle positivo foi utilizado 4 pg/mL de antimoniato de N - metilglucamina
e para o controle negativo meio RPMI 1640 suplementado com 10 % de soro
fetal bovino inativado. A leitura das absorbancias foi feita a 570 nm em
espectrofotdmetro (Spectra Max® Plus 384, Molecular Devices, Sunnyvale,

USA). Os resultados foram expressos em percentual (Kuckelhaus, 2011).

3.7. Obtencdo e quantificacdo das células peritoneais dos

camundongos Swiss

Os camundongos foram previamente anestesiados em camara de
diéxido de carbono (CO,). Depois disso, através de uma incisdo central no
abdémen, as células peritoneais foram coletadas por meio da injecdo de 10
mL de salina tamponada fosfato (STF) resfriada, pH 7,2, centrifugadas a
4°C, a 400xG por 10 min. O sobrenadante foi descartado e o sedimento
ressuspendido em 1 mL de RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, St Louis, EUA)
incompleto (RPMI estoque + bicarbonato de sédio a 7,5 %). Em seguida, as
células foram quantificadas em hemocitdmetro com 0,05 % de solucédo de
nigrosina (corante do tipo aniénico que ndo penetra em células vivas,
Emilson e cols, 1978). As suspensfes de células foram mantidas sob
refrigeracdo em tubos plasticos graduados de 15 mL (Labtech, Melbourn,

Inglaterra) até o inicio dos experimentos.

3.8. Determinacdo da dose toxica da piplartina (1) e cinamidas (2 - 5)

em células peritoneais de camundongos pelo método MTT

Para avaliar o efeito toxico da piplartina (1) e cinamidas (2 - 5), foi
realizado o método do MTT em cultivos de células peritoneais (coleta
descrita conforme item 3.7). Uma suspensdo contendo 2x10°
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células/escavacéao foi distribuida, em triplicata, em placa de 96 escavactes
na presenca de diferentes concentracdes das amidas 1 - 5 (0 a 256 pg/mL)
incubadas em camara umida a 37°C, na presenca de 5 % de CO, em ar por
2 h. Decorrido esse tempo, 10 pL de um solugcdo de MTT (5 mg/mL) foi
adicionada as escavacdes e depois re-incubadas nas mesmas condi¢cdes
descritas por 4 h, em seguida, foi acrescido as escavacfes 50 uL de DMSO
para a solubilizacdo dos cristais de formazam. A leitura das absorbancias foi
em espectrofotdmetro (Spectra Max® Plus 384) a 550 nm. Os resultados

foram expressos em percentual.

3.9. Determinacdo da dose toxica da piplartina (1) e da cinamida 5 em

células peritoneais de camundongos pela coloragcdo com nigrosina

Para avaliar a dose téxica de 1 e 5, foram utilizadas placas de 24
escavacoes com laminulas de 13 mm previamente depositadas para
aderéncia das células. Uma suspensdo com 2x10° células/300uL foi
distribuida por escavacdo, em seguida adicionadas as diferentes
concentracbes de 1 e 5 (0 a 256 pg/mL/100 pL), em triplicatas. Nas
escavacoes para o0 controle negativo, foi adicionado somente a suspenséo
de células (400 pL) em meio RPMI 1640 incompleto. Em seguida, a placa foi
incubada por 4 h a 37°C com 5 % CO,. Apds o periodo de incubacédo, as
laminulas foram retiradas com auxilio de uma ping¢a, e imediatamente, uma
gota de nigrosina foi colocada sobre a mesma e levada a uma lamina para
posterior leitura em microscopia Optica com aumento de 40x. Foi estimado o
total de células vivas e mortas em 5 % da area da laminula, correspondendo
a 10 campos microscopicos (area da laminula: 38,46mm; area da objetiva:

175,7um?) (Kuckelhaus, 2009, com adaptacdes).

3.10. indice de Seletividade

Os indices de seletividade (IS) das amidas 1 a 5 foram obtidos

calculando-se a razao entre as concentragcdes capazes de inibir a viabilidade
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de 50 % das células peritoneais (CCsp) para cada composto pelas
concentracbes capazes de inibir o crescimento de 50 % das formas
promastigotas/amastigotas de L. amazonensis ou das formas
intraeritrocitarias de P. falciparum. Compostos que apresentarem o IS maior
que 10 s&o considerados seguros para as células do hospedeiro (Bézivin et
al., 2003).

3.11. Curva de crescimento para cultivos amastigotas axénicas de L.

amazonensis

Cultivos promastigotas de L. amazonensis (MHOM/BR/ph8), foram
mantidos em meio RPMI 1640 (Sigma - Aldrich, St. Louis, USA),
suplementado com 10 % de soro fetal bovino inativado (Sigma - Aldrich, St.
Louis, USA) e gentamicina (40 mg/mL) (Schering Plough, S&o Paulo, Brasil),
a 24°C até a fase Log de crescimento. Depois disso, foram transferidos a
estufa a 37°C para completar o ciclo de vida, isso dura em média sete dias.
Foi realizada contagem do 1° ao 8° dia para avaliar o crescimento do

parasito no formato amastigota.

3.12. Determinacdo do efeito da piplartina (1) e da cinamida 5 em

cultivos amastigotas axénicas de L. amazonensis pelo método MTT

Para determinar o efeito da piplartina (1) e da cinamida 5 em cultivos
amastigotas de L. amazonensis foram utilizadas concentra¢cdes das amidas
variando entre 0 a 256 pg/mL/100 pL, e uma suspensdo contendo 10°
leishméanias/100 pL. Os cultivos foram incubados por 2 h, em estufa a 37°C.
Decorrido o tempo de incubacéo, foi acrescentado, ao abrigo da luz, 10 pL
da solugdo de MTT (5 mg/mL) [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide] (Sigma-Aldrich), e retomada a incubacao por
mais 4 h a 37°C. Finalizada a incubacéo, foi adicionado em cada escavacgao
50 yL de DMSO. Para o controle negativo foi utilizado meio RPMI 1640 nas
mesmas condi¢des. Os ensaios foram realizados em triplicata em placas de
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microcultivo de 96 escavacgdes. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro
a 570 nm (Spectra Max® Plus 384, Molecular Devices, Sunnyvale, USA). Os

resultados foram expressos em percentual.

3.13. Determinagdo do efeito da piplartina (1) e da cinamida 5 em
cultivos amastigotas axénicas de L. amazonensis pela coloracdo com

nigrosina

O ensaio de viabilidade celular utlizando nigrosina permite
determinar o percentual de células vivas ou mortas, através da microscopia
Optica. Por esse método é possivel avaliar a integridade funcional da
membrana plasmatica, pois a nigrosina é capaz de penetrar nas células
mortas, onde a permeabilidade da membrana se encontra alterada, sendo
possivel corar o DNA. Logo, as células mortas ficam com uma coloragéo
escura e as vivas ficam sem coloracdo (Emilson et al., 1978; Souza et al.,
2015b).

Para avaliar o efeito da piplartina (1) e da cinamida 5 em cultivos
amastigotas de L. amazonensis foram utilizadas concentracées das amidas
variando entre 0 a 256 pg/mL/100 pL, e uma suspensdo contendo 10°
leishmanias/100 pL. Os cultivos foram incubados por 4 h, em estufa a 37°C.
Apés incubacdo, foi retirada uma aliquota de 50 pL da suspensdo e
homogeneizada com 50 pL de nigrosina para avaliagdo de ocorréncia ou
nao de leishmanias vivas ou mortas. As células foram quantificadas em
hemocitdmetro na objetiva de 40x. O experimento foi realizado em triplicata
em placa de 96 escavagoes. Os resultados foram expressos em percentual
(Kuckelhaus, 2009, com adaptacdes).
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3.14. Avaliacao do efeito microbicida e de aderéncia da piplartina (1) e
da cinamida 5 em macrofagos infectados ou ndo com formas

amastigotas axénicas de L. amazonensis

Para avaliar o efeito microbicida da piplartina (1) e da cinamida 5 em
macréfagos infectados ou ndo com L. amazonensis, foram utilizadas placas
de 24 escavacbes com laminulas de 13 mm previamente depositadas no
fundo dessas escavacfes. Foi preparada uma suspensdo em meio RPMI
incompleto com 2x10°/500 pL células. A suspensdo foi incubada por 2 h a
37°C com 5 % CO, para aderéncia dos macréfagos. Decorrido esse tempo,
as escavacOes foram lavadas trés vezes com STF a 37°C (pH 7,2) para
remocdo das células ndo aderidas. Entdo, foi adicionado em cada
escavacdo 10° formas amastigotas de L. amazonensis/500 pL em meio
RPMI completo (RPMI estoque + bicarbonato de soédio a 7,5 % + 10 % de
soro fetal bovino inativado) e incubadas por 12 h a 37°C com 5 % CO,. Apés
esse periodo, foram realizadas trés lavagens com STF a 37°C para remocao
das leishméanias n&o fagocitadas e depois incubadas novamente por 4 h com
diferentes concentracdes de 1 e 5 (0,25; 1; 4; 16 e 64 pug/mL). Passado esse
tempo, foram lavadas duas vezes com STF a 37°C, uma vez com RPMI
completo (com soro fetal a 20 %), secas, fixadas com metanol, secas,
coradas com giemsa a 10 % por 10 min, lavadas com &gua, secas e
montadas em laminas de microscopia. Para o indice de infeccdo foram
considerados 200 macrofagos e visualizados em microscopia 6ptica (100x)
por um unico observador. Para calcular o % de macréfagos infectados foi
utilizada a seguinte formula: (% Macréfagos com leishméanias x 100/Total de
células consideradas. Para a média de leishménias por macréfagos: (Total
de leishméanias/macrofagos infectados). Para o indice de infeccdo: %
Macroéfagos infectados x média de leishmanias por macréfagos.

Para determinar o percentual estimado de células aderidas sobre as
laminulas foram quantificadas, em microscopia oOptica (40x) o total de células
presentes em 10 % da area da laminula, correspondendo a 20 campos

microscopicos (area da laminula: 38,46 mm; area da objetiva: 175,7um?).
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3.15. Avaliacao do efeito da piplartina (1) e da cinamida 5 na aderéncia

das células peritoneais dos camundongos

Para avaliar o efeito de aderéncia das células peritoneais coletadas,
foram utilizadas placas de 24 escavagbes com laminulas de 13 mm
previamente depositadas no fundo dessas escavacfes. Foi preparada uma
suspensdo em meio RPMI 1640 incompleto com 2x10°500 pL células, em
seguida adicionadas as diferentes concentracdes de 1 e 5 (0 a 64 ug/mL/100
bL). A suspenséo células/amidas foi incubada por 2 h a 37°C com 5 % CO..
Apés incubacdo, as escavacgdes foram lavadas duas vezes com STF a 37°C,
secas com ar quente, fixadas com metanol, secas, coradas com giemsa a 10
%, lavadas com agua e montadas em laminas de microscopia para avaliacdo
em microscopia 6ptica (40x) por um unico observador. Foi estimado o total
de células aderidas em 10 % da é&rea da laminula, correspondendo a 20
campos microscopicos (area da laminula: 38,46 mm; area da objetiva:
175,7um?). Os resultados foram expressos em percentual (Kuckelhaus,

2009, com adaptacoes).

3.16. Efeito da piplartina e da cinamida 5 sobre a inducdo de morte
celular em macrofagos peritoneais infectados ou ndo por Leishmania —

Marcacdo e analise das células com Anexina e lodeto de Propidio

Para avaliar o tipo de morte celular ocorrida nos macrofagos
peritoneais infectados ou ndo com L. amazonensis foi realizado o ensaio
com o kit de apoptose Anexina V — FITC (Life Science Source, Bio Vision,
USA), por citometria de fluxo (BD LSRFortessa'™). A Anexina V é uma
proteina que detecta células apoptoticas devido a sua ligagédo ao fosfolipidio
fosfatidilserina. A fosfatidilserina € predominantemente observada nha
superficie interna da bicamada lipidica, que esta voltada para o citosol. No
inicio da apoptose, a membrana celular permanece intacta mas sofre uma
desorganizacgéo, fazendo com que este fosfolipidio seja translocado para a

superficie exterior da bicamada. A anexina V conjugada ao FITC
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(Isotiocianato de fluoresceina) identifica e quantifica as células que estdo em
apoptose. O marcador nuclear fluorescente lodeto de propidio (PI) € utilizado
para identificar e quantificar células que estdo em apoptose tardia/necrose.
O PI é uma molécula que se intercala no DNA, devido a membrana celular
estar permedvel. Este marcador, ndo penetra em células intactas. Assim, as
células foram marcadas simultaneamente com Anexina V - FITC e com o
corante Pl a fim de diferenciar células que estdo em apoptose inicial das que
estdo em apoptose tardia/necrose (Valente, 2011).

Foi preparada uma suspensao em meio RPMI incompleto com
2x10°/100 pL células, incubadas por 2 h a 37°C com 5 % de CO,, em placa
de microcultivo de 96 escavacdes para a aderéncia dos macréfagos. Depois
disso, foi adicionado 10° formas amastigotas de L. amazonensis/100 uL em
meio RPMI completo em cada escavacgao e incubadas por 12 h a 37°C com
5% CO,. Ap6s a incubacédo, as escavacfes foram lavadas trés vezes com
STF a 37°C (pH 7,2) para remocéao das leishmanias nao fagocitadas e entéo,
as células foram novamente incubadas, a 37°C com 5 % CO,, por 4 h com as
diferentes concentracdes da piplartina (1) e da cinamida 5 (0,25; 1; 4; 16 e
64 nug/mL/200 pL). Como controles: Controle basal - somente macréfagos;
Controle leishmania - macréfagos e leishméania; Controle diluente -
macrofagos e DMSO (0,5 %) e Controle positivo - macréfagos e peroxido de
hidrogénio a 30 % (0,5 mM). Apos 4 h, foi coletado o sobrenadante de todas
as escavagbes e levados a eppendorfs devidamente identificados
(Sobrenadante - Piplartina; Sobrenadante - Cinamida 5). Para soltar as
células aderidas nessas escavacoes, foi colocado 200 puL de albumina de
soro bovino (BSA) gelada a 2 %, homogeneizadas e transferidas a outros
eppendorfs devidamente identificados (Células aderidas — Piplartina; Células
aderidas — Cinamida 5). Todos os eppendorfs foram centrifugados a 1500
rpm/10 min, descartados os sobrenadantes e ressuspendidos com 200 pL
da solucdo binding, sendo mantidos em isopor proximo ao gelo. Nos
microtubos do sobrenadante foi adicionado 0,2 pyL de anexina e 0,2 uL de
iodeto de propidio. Nos microtubos das células aderidas, 1 yL de anexina e

1 uL de iodeto de propidio. Foram incubados por 10 min, ao abrigo da luz e
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depois lidos no citdmetro de fluxo. Ensaio realizado em triplicata. Resultados
expressos em percentual. A figura 3 mostra como o0s resultados séo
dispostos apos analise por citometria de fluxo. As analises foram realizadas
pelo software FACSDIVA.

4; Figura 3. Células marcadas com lodeto

j Q2 de propidio e Anexina V - FITC.
é “; Mostrando: Q2 (Apoptose tardia/necrose —
% l An*PI*), Q3 (Célula viva — AnPl) e Q4
é (Apoptose inicial — An'PIl). Fonte:
= i‘ Cellsignal.com, adaptado.

i

= Q4

1" T Ty Ty g

AnexinaV - FITC

3.17. Quantificacdo de peroxido de hidrogénio (H,O2) em cultivos de
macrofagos peritoneais de camundongos infectados ou né&o por
Leishmania e tratados com diferentes concentragdes da piplartina (1) e

da cinamida 5

Para a quantificacdo de H,O, nos cultivos de macrofagos infectados e
tratados com a piplartina (1) e a cinamida 5 foi utilizado o marcador de pH 3,
3’, 5, 5'- tetramethylbenzidine (TMB) e a peroxidase tipo Il. A peroxidase tipo
[l atua na decomposicdo do H,0,, e diante dessa reagdo ocorre mudanga de
pH do meio. O TMB tem a funcdo de marcar essa variacao de pH. Quanto
maior a producéao de H,O, maior a variacao de pH (Rhee et al., 2010).

Foi preparada uma suspensdo em meio RPMI incompleto com
2x10°/200 pL células, incubadas por 2 h a 37°C com 5 % de CO,, em placa
de microcultivo de 96 escavacdes para aderéncia dos macrofagos. Apds a
incubacéo, as escavacoes foram lavadas trés vezes com STF (pH 7,2) para
remover as células ndo aderidas e entdo, adicionado em cada escavacao

10° formas amastigotas de L. amazonensis/200 puL em meio RPMI completo
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e incubadas por 12 h a 37°C com 5 % CO, Depois disso, as escavacoes
foram lavadas trés vezes com STF a 37°C (pH 7,2) para remocdo das
leishméanias néo fagocitadas e, entdo novamente incubadas por 24 h com as
diferentes concentracdes da piplartina (1) e da cinamida 5 (0,25; 1; 4; 16 e
64 pg/mL). Para o controle negativo foi utilizado somente macrofagos e
RPMI completo. Para o controle positivo Acetato de Forbol Miristato (PMA) a
40 mM. Durante a incubacéo foi preparada uma curva padrdo em peroxido
de hidrogénio (0 uM; 0,39 uM; 0,78 uM; 1,56 uM; 3,12 uM; 6,25 uM; 12,5
puM; 25 pM; 50 uM e 100uM) e uma solugéao ‘A’com 20 pL de peroxidase tipo
I (2,5 mU), 150 pyL de 3, 3’, 5, 5’- tetramethylbenzidine (TMB - 0,7 mM) e
9830 pL de STF pH=6,0 (0,1M). Apds 24 h de incubacdo com as amidas, 10
puL das diluicdes da curva padrdo, 10 pL do sobrenadante dos cultivos
tratados com as amidas foram levadas a outra placa acrescidas de 200 pL
da solugéo ‘A’, homogeneizada e deixada em temperatura ambiente por 15
min. A reacdo foi interrompida com H,SO, a 0,5 M e as leituras das
absorbancias foram feitas em espectrofotometro a 450 nm (SpectraMax®

Plus384). Os resultados foram expressos em micromoles (uM) de H20,.

3.18. Quantificacdo de 6xido nitrico em cultivos de macrofagos
peritoneais de camundongos infectados ou nédo por Leishmania e

tratados com diferentes concentragdes da piplartina (1) e da cinamida 5

O oOxido nitrico € um radical livre produzido durante a conversao
enzimatica da L-arginina para a L-citrulina por membros da familia de
proteinas 6xido nitrico sintase (NOS) que se decompde de forma rapida em
nitrito e nitrato. A producdo de 6xido nitrico por macréfagos peritoneais de
camundongos foi avaliada utilizando o reagente de Greiss pela quantificacéo
de nitrito desses cultivos, segundo a técnica descrita por Green et al.,
(1982).

Foi preparada uma suspensdao em meio RPMI incompleto com
2x10°/200pL células, incubadas por 2 h a 37°C com 5 % de CO,, em placa
de microcultivo de 96 escavacdes para a aderéncia dos macréfagos. Apos a
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incubacédo, as escavacdes foram lavadas trés vezes com STF a 37°C (pH
7,2) para remover as ceélulas ndo aderidas e entdo, adicionado em cada
escavacdo 10° formas amastigotas de L. amazonensis/200 L em meio
RPMI completo e incubadas por 12 h a 37°C com 5 % CO,. Depois disso, as
escavacoes foram lavadas trés vezes com STF a 37°C (pH 7,2) para
remocao das leishmanias ndo fagocitadas e, entdo novamente incubadas
por 24 h com as diferentes concentracfes da piplartina (1) e da cinamida 5
(0,25; 1; 4; 16 e 64 pg/mL). Para o controle negativo foi utilizado somente
macréfagos e RPMI completo. Para o controle positivo lipopolissacarideo
(LPS Escherichia coli, sorotipo 055:b5, Sigma-Aldrich, St Louis, EUA,a 50
ng/mL), preparadas em meio RPMI 1640 completo 200 pL/escavacgao.
Terminada a incubacdo, as placas foram submetidas a centrifugacdo a
400xG por 10 min e em seguida, transferido 100 pL do sobrenadante de
cada escavacao para outra placa com 100 pL do reagente de Greiss. A
curva padrao foi preparada com diferentes concentracées (0 uM; 0,39 uM;
0,78 uM; 1,56 uM; 3,12 uM; 6,25 uM; 12,5 uM; 25 uM; 50 uM e 100 pM) de
nitrito de sédio (NaNO,;), em &gua destilada. As leituras das reacles
colorimétricas foram feitas em espectrofotbmetro a 540 nm e os resultados
expressos em milimoles (mM) de nitrito (Kuckelhaus, 2009b, com

adaptacoes).

3.19. Efeito da piplartina (1) e da cinamida 5 sobre a formacéo de
corpusculos lipidicos por macréfagos infectados ou nao por

Leishmania - Marcacdao citoquimica com 6leo vermelho (Oil-Red)

Para quantificacdo dos corpusculos lipidicos foi utilizada a coloracao
com Oleo vermelho (oil red). Esse corante apresenta grande solubilidade
para substancias lipofilicas, que se apresentam na cor vermelha no
citoplasma dos macrofagos (Oil Red O Staining Protocol, 2012).

Para avaliar o efeito da piplartina (1) e da cinamida 5 em macréfagos
infectados com L. amazonensis na producéo de corpusculos lipidicos, foram

utilizadas placas de 24 escavac¢des com laminulas de 13 mm previamente
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depositadas no fundo dessas escavagdes. Foi preparada uma suspensao
em meio RPMI incompleto com 2x10°/500 pL células, incubada por 2 h a
37°C com 5 % CO, para a aderéncia dos macrofagos. Decorrido esse tempo,
as escavagOes foram lavadas trés vezes com STF pH 7,2, a 37°C, para
remocdo das células ndo aderidas, e entdo adicionado 10° formas
amastigotas de L. amazonensis/500 pL em meio RPMI completo em cada
escavacao e incubadas por 12 h a 37°C com 5 % CO,. Apés a incubacéao, as
escavacoes foram lavadas trés vezes com STF a 37°C para a remocao das
leishméanias ndo fagocitadas e entdo, as células foram novamente e
incubadas, a 37°C com 5 % CO,, por 4 h com as diferentes concentracdes
da piplartina (1) e da cinamida 5 (0,25; 1; 4; 16 e 64 ug/mL). Para o controle
negativo foi utilizado somente macréfagos e RPMI completo. J4 o controle
positivo foi utilizado LPS a 1 pg/mL. As escavacgOes foram lavadas duas
vezes com STF pH 7,2, a 37°C e depois fixadas com paraformaldeido 4 %
por 30 min, lavadas duas vezes com STF pH 7,2 e uma vez com alcool
isopropilico a 60 %, coradas com Oil Red® por 15 min, lavadas uma vez
com &lcool isopropilico a 60 %, duas vezes com agua milique, coradas com
hematoxilina por 5 min, lavadas uma vez com agua destilada e uma vez com
miligue e montadas em meio gelatinoso, seladas com esmalte transparente.
Foram quantificadas (200 células/laminula) em microscopia Optica na
objetiva de 100x. Para calcular o0 % de macréfagos com corpusculos lipidicos
foi utilizada a seguinte formula: (% Macrofagos com corpusculos x 100/Total
de células consideradas. Para a média de corpusculos por macrofagos:
(Total de corpusculos/macréfagos com corpusculos). Para o indice de
infeccdo: % Macréfagos com corpusculos x média de corpusculos por

macrofagos.

3.20. Analise estatistica

A normalidade das variaveis foi analisada empregando-se o teste de
Kolmogorov-Smirnov e a homogeneidade das variancias, empregando-se o

teste de Barttlet. Teste t pareado ou Wilcoxon foram usados para comparar
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duas amostras normais ou ndo normais, respectivamente. As andlises e as
representacfes graficas foram feitas empregando-se o programa Prism®
Software Package (GraphPad, USA, 1997) e diferencas de p<0,05 foram
consideradas significantes
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4. RESULTADOS
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4.1. Determinacdo in vitro da dose toxica da piplartina (1) e das

cinamidas 2 - 5 sobre P. falciparum

Os resultados obtidos em cultivos de eritrocitos infectados com P.
falciparum mostraram que a incubacao com a piplartina (1) por 48 ou 72 h foi
capaz de inibir o crescimento de 100 % dos parasitos com 64 ou 8 pg/mL,
respectivamente, na comparagdo com o controle (Teste t pareado; p<0,05).
A piplartina (1) e as demais amidas (2 - 5) inibiram o crescimento de P.
falciparum num padrdo dose dependente, onde a inibicdo de 100 % dos
parasitos foi alcancada com 8 pg/mL para a piplartina em 72 h. O artesunato
foi capaz de inibir 79,8 % ou 90,0 % dos parasitos em 48 ou 72 h de
incubacédo. As concentracOes capazes de inibir o crescimento de 50 % dos

parasitos foram estimadas conforme demonstrado na tabela 2.

68



Tabela 2. Percentual de eritrécitos infectados por P. falciparum depois de 48 ou 72 horas de incubacdo com diferentes

concentracdes da piplartina (1) e das cinamidas 2, 3, 4 e 5.

;eor?:Sc; Amidas Concentragdes das substancias (ug/mL) e o percentual de eritrocitos infectados (Média + DP) ICs0
0 1 2 4 8 16 32 64 128 256 HgfmL

1 99421 69+11,3 67+2,5 67+84  20+14 1055 5+1 0+0" 0+0" 00’ 6,2

2 99+2,1 83:8,3 8084 84146  65:0 69+6,3 72:63 6963 36114 10,3%0 100

48 3 99+2,1 78#3,2° 7863 82455 65+55 78#6,3  76+11°  76x10° 18#3,2° 00 92,9
4 99421 7655 72483 67463 63+3,2 58463 41#32 18484 843 00’ 24,3

5 99+2,1 89+11,4° 65:11° 72¢83  76:0° 63:6,3 45:83  36:31 1654 020 28,2

1 99+0,1 71#0,8° 65#0,8  40+0,7  0%0 0+0" 0t 00 0+0° 00" 3,2

2 99+0,1 80418 809 79+9°  78+12,3° 76x6  58+12°  21+9 50" 0£0° 39,0
72 3 99+0,1 96£3,4 9017 9634 024136  85:3  84:0° 764204 662204  39%3’ 173,0
4 99+0,1 86+12,2° 90+12°  76%6 760" 64+0° 64210,2° 15+122° 7434 00 41,4

5 99+0,1 72+14° 667  58+18 49+123 176 13+7 6+0,6 0+0" 00’ 6,6

ICso: Concentragdo inibitdria. (*) valores considerados significativos quando comparados com o controle (Teste t pareado; p<0,05).
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4.2. Determinacao do efeito da piplartina (1) e cinamidas 2 - 5 em

cultivos promastigotas de L. amazonensis pelo método MTT

Nossos resultados mostraram que a incubagdao por 6 h com a
piplartina (1) ou cinamidas 2 - 5 inibiram o crescimento das formas
promastigotas de L. amazonensis num padrdo dose dependente sem,
contudo, inibir o crescimento da totalidade dos parasitos até a maxima
concentracdo testada (256 pg/mL), na comparacdo com o controle (Teste t
pareado; p<0,05). O antimoniato de N-metilglucamina foi capaz de inibir 55,4
% dos parasitos depois de 6 h de incubacdo. Os percentuais de parasitos
viaveis bem como as concentracdes inibitérias capazes de inibir 50 % (ICsp)

deles sdo mostrados na tabela 3.
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Tabela 3. Percentual de formas promastigotas viaveisde L. amazonensis depois de 6 h de incubacdo com diferentes

concentracfes das amidas

Amid Concentragdes das substancias (ug/mL) e o percentual de viabilidade por MTT (Média + DP) I1Cs0
miaas
0 1 2 4 8 16 32 64 128 256 Mg/mL
1 99+0,1 81+16,7 87+7,6° 7556  66x12,3 633,00 58#53 55t9,9° 54458  43+25 179
2 99+0,1 94+2,3 88+4,1° 97+3,6  96#6,5 86509 88+0,5 88+1,7 77+3,00 60%3,2" 338
3 99+0,1 97+1,8° 94+4,7° 92+2,0°  95+1,3°  89+4,7° 93+42" 87+3,6° 91#9,6  79+3,9 594
4 99+0,1 103%16,2° 101%6,9° 94+9,0° 105+16,0° 94+15,9° 92+6,8° 92+12,9° 90+10,5  73%5,1 434
5 99+0,1 84+6,6  80+9,4  77+7,6  77+5,6  74+3,7 68%6,3 61+3,4  44+55  29+35 106

ICs0: Concentracao inibitoria; (*) valores considerados significativos quando comparados com o controle (Teste t pareado; p=0,05).
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4.3. Determinacédo da dose toxica da piplartina (1) e cinamidas 2 - 5 em
células peritoneais de camundongos pelo método MTT e determinacao
da dose téxica da piplartina (1) e da cinamida 5 em células peritoneais

de camundongos pela coloragdo com nigrosina

O ensaio com MTT para avaliar os possiveis efeitos citotoxicos das
amidas 1 a 5 em cultivos de células peritoneais mostrou que a incubagéo por
6 h com as diferentes concentragdes das substancias foi capaz de diminuir a
viabilidade celular num padrdo dose dependente na comparagcdo com o
controle (Teste t pareado; p<0,05). Os resultados mostraram também que a
média £ DP das concentracfes capazes de diminuir a viabilidade de 50 %
das células (CCsp) foi de 294,4 + 85,7 com minimo de 232,0 (1) e maximo de
445,0 ug/mL (4) (Tabela 4).

Com relacdo ao ensaio realizado, utilizando a coloragdo com
nigrosina, para avaliar os possiveis efeitos citotoxicos das amidas 1 e 5
sobre as células peritoneais, a incubacdo por 4 h com as diferentes
concentracfes foi capaz de diminuir a viabilidade celular na comparacéo
com o controle (Teste t pareado; p<0,05). Os resultados mostraram ainda
gue as concentracfes capazes de diminuir a viabilidade de 50 % das células
(CCsp) foram de 94,0 para 1 e 151 pg/mL para 5 (Tabela 5).
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Tabela 4. Percentual de células peritoneais viaveis depois de 6 h de incubac¢do com diferentes concentracdes das amidas.

Amid Concentrac8es das substancias (ug/mL) e o percentual de viabilidade por MTT (Média + DP) CCso
midas
0 1 2 4 8 16 32 64 128 256 pg/mL
1 99+0,9 77+6,9" 690,4" 71+1,0°  69+52" 72477 65+4,0 61+1,2 55+4,7" 48%3,2" 232
2 99+0,9 73+4,6° 71+2,2" 75+8,1" 74%0,7 70+0,1" 71+7,0° 70£3,3 64+2,2" 54458 267
3 99+0,9 74+3,3 73+0,7 71427 70+1,6° 72425 67+1,8" 70+1,6 62+3,4° 53+1,3 274
4 99+0,9 72+6,9 71+1.4 77+1,2° 70x2,4" 6375 68+2,0" 69+5,1 65+6,8° 61+4,0 445
5 99+0,9 736,0 69+0,0 69+1,00 69+4,5  64+6,0 61+6,0 61+2,0 62+3,00 4817 254

Tabela 5. Percentual de células peritoneais viaveis depois de 4 h de incubacdo com diferentes concentracdes das amidas.

CCsxo
Amidas Concentracgdes das substancias (ug/mL) e o percentual de viabilidade por nigrosina (Média + DP)
pg/mL
0 1 16 32 64 128 256
1 99+0,7  83+3,0° 89+2,2" 95+2,6 98+4,4 86+2,9" 77+1,9° 54+2,2" 46+10,5  43%6,2" 94
5 99+0,7 92#3,4 944200 89457 97+1,5 95+0,1 97+1,2 92415  5629,3" 29+11,7" 151

CCsy: Concentragdo citotoxica; (*) valores considerados significativos quando comparados com o controle (Teste t pareado; p<0,05).
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4.4, indice de seletividade

Os indices de seletividade determinados pela razdo entre CCso €

ICsp mostraram que para as formas promastigotas de L. amazonensis as

amidas 1, 2, 3, 4 e 5 apresentaram indices inferiores a 10. Nos cultivos de P.

falciparum por 48 h os indices de seletividade foram superiores a 10 para 0s

compostos 1 (37,4) e 4 (18,3), enquanto que nos cultivos de 72 h os indices

de seletividade foram superiores a 10 para os compostos 1 (72,5), 4 (10,7) e

5 (38,4) (Tabela 6).

Tabela 6. indice de seletividade dos compostos 1, 2, 3, 4, e 5 para as formas

promastigotas de L. amazonensis e para as formas intraeritrocitarias de P.

falciparum (48 ou 72 horas de incubagéo).

Amidas indice de Seletividade (CCsq/ ICs)

L. amazonensis P. falciparum P. falciparum
(promastigotas) (48 h) (72h)

1 1,3 37,4 72,5

2 0,7 2,6 6,8

3 0,4 2,9 15

4 1,0 18,3 10,7

5 2,4 9,0 38,4

74



4.5. Curva de crescimento para cultivos amastigotas axénicas de L.

amazonensis

A contagem das amastigotas em cultura (10 mL) foi realizada do 1° ao
8° dia. Foi observado crescimento do parasito até o 6° dia de cultivo. A figura
4 mostra as fases lag, log ou exponencial, estacionaria e de declineo. Para
infeccdo dos macrofagos, foram utilizados os cultivos que estavam no final

da fase log de crescimento.
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Figura 4. Curva de crescimento de cultivos amastigotas de L. amazonensis a 37°C.
As setas indicam o inicio das fases lag (1° dia), log ou exponencial (4° dia),

estaciénaria inicial (6° dia) e de declinio (7° dia).
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4.6. Determinacdo do efeito da piplartina (1) e da cinamida 5 em
cultivos amastigotas axénicas de L. amazonensis pelo método MTT e

pela coloragcdo com nigrosina

Nossos resultados mostraram que a incubagdo por 6 h com a
piplartina (1) e a cinamida 5 inibiu o crescimento das formas amastigotas de
L. amazonensis em todas concentragBes quando avaliadas pelo método
MTT. Da mesma forma, no ensaio que foi feito pela coloragcdo com nigrosina,
observou-se nos cultivos uma diminuicdo da viabilidade ap6s 4 h de
incubacdo com as amidas 1 e 5 em todas as concentracdes testadas. O
percentual de viabilidade e as concentragdes inibitorias (ICsp) sdo mostrados

nas tabelas 7 e 8.
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Tabela 7. Percentual de viabilidade das formas amastigotas de L. amazonensis depois da incubacdo com diferentes

concentracdes das amidas 1 e 5.

I1Cs0
Amidas Concentracdes das substancias (ug/mL) e o percentual de viabilidade por MTT (Média + DP)
0 1 2 4 8 16 32 64 128 256 Hg/mL
1 99+0,1 92+0,0 7325,2" 77+1,2" 80+4,3" 80+6,6° 80+2,8°  76x8,4 69+1,7" 59+2.2" 333
5 99+0,1 84+3,3 814123  74+3,0° 80+4,0 82+12,0 80+3,9 79+7,3 74%3,0" 7245.4" 612

Tabela 8. Percentual de viabilidade das formas amastigotas de L. amazonensis depois da incubacdo com diferentes

concentracdes das amidas 1 e 5.

Amidas Concentrag8es das substancias (ug/mL) e o percentual de viabilidade por nigrosina (Média + DP) ICso
0 1 2 4 8 16 32 64 128 256 LgimL

1 99+1,5 99:+0,4 99+1,1 99+1,0 98+1,0° 90+2,0° 79+0,5" 75+4,5" 58+10,4" 46+5,2" 210

5 99+1,5 99:+0,4 99+1,1 99+0,5 94+1,5 88+1,5 85+1,1" 78+1,5 79455 82+2,6" 711

ICso: Concentracdo inibitoria; (*) valores considerados significativos quando comparados com o controle. (Teste t pareado; p<0,05).
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4.7. Avaliacdo do efeito microbicida da piplartina (1) e da cinamida 5
em macrofagos infectados ou ndo com formas amastigotas axénicas de

L. amazonensis

Quando avaliado o efeito da piplartina (1) no percentual de
macrofagos infectados, foi observada uma diminuicdo da infeccdo em
relacdo ao controle nao tratado (91,7 + 3,2) para as concentracdes 1 pg/mL
(83,17 £ 9,5), 16 pg/mL (74,4 = 15,5) e 64 pg/mL (80,2 = 10,2) (Teste t
pareado, p<0,05). Para as demais concentragdes, 0,25 pg/mL (90,5 + 2,7) e
4 pg/mL (90,0 £ 3,9) ndo houve diferencas (Teste t pareado, p>0,05) (Figura
5A).

Com relacdo a média de leishmanias fagocitadas pelos macrofagos,
os resultados indicam que houve uma diminuicdo apenas para a
concentracdo de 64 pg/mL (3,2 £ 0,4) em relacdo ao controle (5,0 £ 1,2)
(Teste t pareado p<0,05). Nas demais concentracdes avaliadas, 0,25 pg/mL
(4,5+0,7), 1 pg/mL (5,0 £ 0,8), 4 ug/mL (4,2 £ 0,5) e 16 pg/mL (3,8 £ 1,4)
ndo houve diminuicdo da média de leishmanias ingeridas por macréfagos
(Teste t pareado, p>0,05) (Figura 5B).

Semelhantemente, para o indice de infeccdo, os resultados
mostraram que houve uma diminuicAo desse indice para a maior
concentracéo 64 pg/mL (260 £ 39,7) (teste t pareado p<0,05) comparada ao
controle ndo tratado (442,3 = 113). Para as demais concentracdes, 0,25
pug/mL (415,2 + 69,8), 1 pg/mL (407,5 £ 57,3), 4 pg/mL (385,1 + 53,1) e 16
pg/mL (303,9 £ 154,7) ndo houve diminuicdo em comparacdo ao controle
nao tratado (teste t pareado p>0,05) (Figura 5C). Especificamente, a

piplartina reduziu a infecgéo 41,3 % com 64 pg/mL.
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Figura 5. Efeito da piplartina em cultivos de macréfagos peritoneais de
camundongos swiss (n=6) infectados com formas amastigotas de L. amazonensis.
Em A percentual de macroéfagos infectados, em B, média de leishmanias ingeridas
por macréfagos e em C, indice de infec¢do. Os resultados foram avaliados pelo
Teste t pareado. (*) valores considerados significativos quando comparados ao
controle (p<0,05). Os dados estdo representados em medianas, quartis valores

maximos e minimos.
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Para os cultivos tratados com a cinamida 5, quando avaliado o
percentual de macrofagos infectados, foi observada uma diminuicdo da
infeccdo em relacdo ao controle (92,2 £ 2,8) para a concentracdo de 64
pg/mL (85,6 + 2,0) (Teste t pareado, p<0,05). Para as demais, 0,25 pg/mL, 1
pg/mL e 4 ug/mL ndo houve diferencas (p>0,05) (Figura 6A)

Com relacdo a média de leishméanias fagocitadas por macréfagos, os
resultados indicam que houve uma diminuicdo apenas para a concentracao
64 pg/mL (3,6 £ 0,4) em relacdo ao controle (5,3 £ 1,0). Nas demais
concentracbes avaliadas, 0,25 pg/mL, 1 pg/mL, 4 pg/mL e 16 pg/mL néo
houve diferencas (p>0,05)(Figura 6B).

Semelhantemente, para o indice de infeccdo, o0s resultados
mostraram que houve uma diminuicdo do indice de infeccdo na maior
concentracéo 64 pug/mL (315,1 £ 44,1) e um aumento da infecgéo a 4 pug/mL
(525,3 £ 98,3) comparada ao controle ndo tratado (470,4 £ 87,7)(Teste t
pareado p<0,05). Nas demais concentracfes avaliadas, 0,25 pg/mL (459 +
41,6), 1 pg/mL (438,1 + 63,9), 16 ug/mL (454,9 £ 33,6) ndo houve diferencas
(p>0,05). Especificamente, a cinamida 5 reduziu a infeccdo em 33,1 % com
64 pug/mL e aumentou a infecgdo em 12 % com 4 pug/mL (Figura 6C). A figura
7 mostra a fotomicrografia de macréfagos peritoneais infectados com formas
amastigotas de L. amazonensis e tratados com diferentes concentragdes de
les.
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Figura 6. Efeito da cinamida 5 em cultivos de macréfagos peritoneais de
camundongos swiss (n=6) infectados com formas amastigotas de L. amazonensis.
Em A, percentual de macroéfagos infectados, em B média de leishmanias ingeridas
por macrofagos e em C, indice de infec¢d@o. Os resultados normais foram avaliados
pelo Teste t pareado e os ndo normais pelo teste de Wilcoxon. (*) valores
considerados significativos quando comparados ao controle (p<0,05). Os dados

estao representados em medianas, quartis valores maximos e minimos.
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Figura 7. Fotomicrografia de macrofagos peritoneais infectados com formas
amastigotas de L. amazonensis e tratados com diferentes concentragbes da
piplartina e da cinamida 5. Macréfagos nao infectados sem tratamento (A),
macréfagos infectados sem tratamento (B), macréfagos infectados e tratados com
0,25 (C) ou 1 (D) ou 4 (E) ou 16 (F) ou 64 (G) ug/mL da piplartina e macréfagos
infectados e tratados com 0,25 (H) ou 1 (I) ou 4 (J) ou 16 (K) ou 64 (L) pg/mLda
cinamida 5. As células foram coradas com Giemsa a 10 %. Aumento 100x. A seta

aponta para a leishmania.
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4.8. Avaliacdo do efeito da piplartina (1) e da cinamida 5 na aderéncia

dos macréfagos peritoneais infectados ou ndo com L. amazonensis

Para avaliar a influéncia da piplartina (1) e da cinamida 5 na
aderéncia dos macrofagos peritoneais, observou-se o0 percentual de
macrofagos aderidos, infectados ou ndo, em 10 % da area da laminula.
Foram utilizadas 200.000 células peritoneais por escavacdo. No entanto,
observou-se uma adesdo no controle nao tratado (macréfagos) de 7.210
células/laminula.

Especificamente, para o0s grupos tratados com diferentes
concentracbes da piplartina (1) (Figura 8A), foi observado diminuicdo do
percentual de células aderidas sobre as laminulas em relacdo ao controle
ndo tratado (99,9 * 0,2) (macréfagos ndo infectados) para 59 £+ 5 com 0,25
pMg/mL, para 61 £ 4 com 1 pug/mL, para 57 + 13 com 4 pug/mL, para 59 + 3
com 16 pg/mL e para 51 £ 6 com 64 pg/mL (Teste t pareado, p<0,05). Dessa
forma, o tratamento com a piplartina (1) reduziu a adeséo celular com 0,25;
1;4; 16 e 64 pg/mL em 41 %, 39 %, 43 %, 41 % e 49 %, respectivamente.

Semelhantemente, para a cinamida 5 (Figura 8B), os resultados
mostraram uma reducédo do percentual de células aderidas em relacdo ao
controle ndo tratado (99,9 £ 0,2) (macrofagos néo infectados) para 67 = 3
com 0,25 pug/mL, para 74 £ 2 com 1 pg/mL, para 64 + 9 com 4 pug/mL, para
68 =4 com 16 pg/mL e para 57 £ 7 com 64 pug/mL (Teste t pareado, p<0,05).
Com isso, a cinamida 5 reduziu a adeséo celular com 0,25; 1; 4; 16 e 64
pug/mL em 33 %, 26 %, 36 %, 31 % e 43 %, respectivamente. Para o grupo
macrofagos infectados com leishménia observou-se uma diminuicdo da

adesédo em 16 % quando comparado ao grupo macrofagos nédo infectados.
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Figura 8. Efeito da piplartina (A) e da cinamida 5 (B) na aderéncia de macréfagos
peritoneais de camundongos swiss, infectados ou ndo com L. amazonensis tratados
ou ndo com diferentes concentracdes (0,25, 1, 4, 16 e 64 pug/mL) da piplartina (A) e
da cinamida 5 (B). (*) valores considerados significativos quando comparados ao
controle (Teste t pareado; p<0,05). Os dados estdo representados em média e

desvio padréo.
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4.9. Avaliacédo do efeito da piplartina (1) e da cinamida 5 na aderéncia

das células peritoneais dos camundongos Swiss

Para avaliar a influéncia da piplartina (1) e da cinamida 5 na
aderéncia das células peritoneais, observou-se o percentual de células
aderidas em 10 % da area da laminula. Foram utilizadas 200.000 células por
escavacao. No ensaio utilizando a piplartina (1), observou-se uma adeséo no
controle nado tratado (células peritoneais) de 15.756 células/laminula.
Entretando, no ensaio utilizando a cinamida 5, a ades&o no controle n&ao
tratado foi de 4.532 células/laminula.

Os resultados mostraram que a incubacdo por 2 h das células
peritoneais com as diferentes concentracdes da piplartina (1) (Figura 9A)
reduziu a média £+ DP do percentual de células aderidas sobre as laminulas
em relagdo ao controle ndo tratado (99,9 + 0,2) para 85 + 10 com 1 pg/mL,
para 87 + 7 com 2 ug/mL, para 74 £ 13 com 4 pg/mL, para 82 £+ 6 com 8
pg/mL, para 69 £ 6 com 16 pg/mL, para 76 + 13 com 32 ug/mL e para 77 £ 9
com 64 pg/mL (Teste t pareado, p<0,05). Ndo houve diferencas para as
concentracbes 0,25 e 0,5 pg/mL (83 = 14) e 0,5ug/mL (89 + 10) (Teste t
pareado, p>0,05). Com isso, o tratamento com a piplartina com 1; 2; 4; 8;
16; 32 e 64 pug/mL reduziu a adeséo celular em 14 %,12 %, 26 %, 18 %, 30
%, 23 % e 22 %, respectivamente.

Semelhantemente, para os grupos tratados com a cinamida 5 foi
observado diminuicdo da média + DP do percentual de células aderidas
sobre as laminulas em relacdo ao controle néo tratado (99,9 £ 0,2) para 75 +
12 com 1 pg/mL, para 76 + 9 com 2 pg/mL, para 72 + 17 com 4 pg/mL, para
77 +7 com 8 ug/mL e para 88 £ 9 com 64 pg/mL (Teste t pareado, p<0,05).
N&o houve diferengcas para as concentragbes 0,25 pg/mL (80 £+ 19), 0,5
png/mL (87 £ 21), 16 pg/mL (94 + 10) e 32 ug/mL (86 + 21) (Teste t pareado,
p>0,05) (Figura 9B). Assim, o tratamento com a cinamida 5 com 1; 2; 4; 8 e
64 pg/mL reduziu a adeséo celular em 24 %, 23 %, 27 %, 22 % e 11 %,

respectivamente.
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Figura 9. Efeito da piplartina (A) e da cinamida 5 (B) no percentual de aderéncia
das células peritoneais de camundongos swiss. (*) valores considerados
significativos quando comparados ao controle (Teste t pareado; p<0,05). Os dados

estao representados em média e desvio padréo.
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4.10. Efeito da piplartina sobre a inducao da morte celular em

macrofagos peritoneais infectados ou ndo por Leishmania

Foi avaliado o percentual de células vivas, em apoptose inicial e em
apoptose tardia/necrose nas células que foram infectadas ou nao e tratadas
ou ndo com diferentes concentracdes (0,25; 1; 4; 16 e 64 pg/mL) da
piplartina (1).

Os resultados mostraram que quando as células foram infectadas,
tratadas com a piplartina (1) e coletadas do sobrenadante ndo houve
diminuicdo do percentual de células vivas (células que ndo marcaram com a
anexina nem com o iodeto de propidio) em relacdo ao controle ndo tratado e
nem em relacdo ao controle leishméania (Regressdo linear, p>0,05),
mostrando um percentual de células vivas de 89,1 % com 0,25 pg/mL; 84,2
% com 1 pg/mL; 83,6 % com 4 pug/mL; 84,9 % com 16 pg/mL e 77,1 % com
64 pg/mL. Em relacdo ao controle ndo tratado observou-se 92,8 % de
células vivas, para o controle leishméania 81 %, para o controle DMSO 12,8
% e para o controle positivo H,O, 30,8 % (Figura 10A).

Da mesma forma, ndo houve diferencas no percentual de células
gue estavam em apoptose inicial (células que marcaram somente com
anexina) em relacdo ao controle ndo tratado e nem em relacdo ao controle
leishméania (Regresséo linear, p>0,05). Tem-se apoptose inicial em 7 % com
0,25 pg/mL; 9 % com 1 pg/mL; 10,2 % com 4 pg/mL; 8,8 % com 16ug/mL e
13,5 % com 64 pg/mL. Para o controle nédo tratado observou-se 4,1 %, para
o controle leishméania 10,6 %, para o controle DMSO 43,8 % e para o
controle positivo H,0, 41,5 % (Figura 10A).

Também néo ocorreram diferencas no percentual de células que
estavam em apoptose tardia/necrose (células que marcaram com anexina e
com iodeto de propidio) em relacdo ao controle ndo tratado e nem em
relacdo ao controle leishmania (Regresséao linear, p>0,05). Tem-se apoptose
tardia/necrose em 3,7 % com 0,25 pg/mL; 6,3 % com 1 pg/mL; 5,7 % com 4
pg/mL; 6 % com 16ug/mL e 8,8 % com 64 ug/mL. J& para o controle nédo
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tratado observou-se 2,5 %, para o controle leishménia 7,6 %, para o controle
DMSO 43,2 % e para o controle positivo H,O, 27,6 % (Figura 10A).

Semelhantemente, foi avaliado o percentual de células vivas, em
apoptose inicial e em apoptose tardia/necrose das células que estavam
aderidas sobre a placa de 96 escavagbes. Da mesma forma ndo houve
diminuicao do percentual de células vivas em relacéo ao controle néo tratado
(43,5 %) e nem em relacdo ao controle leishmania (76,8 %) (Regresséo
linear, p>0,05), mostrando um percentual de células vivas de 56,5 % com
0,25 pg/mL; 54,2 % com 1 pg/mL; 56,5 % com 4 pg/mL; 50,2 % com 16
pg/mL e 58,9 % com 64 pg/mL. Para os controles DMSO e H,0,tém-se 50,3
% e 36,1 % de células vivas, respectivamente (Figura 10B).

N&o houve diferencas no percentual de células que estavam em
apoptose inicial em relacdo ao controle néo tratado (26 %) e nem em relagéo
ao controle leishmania (5,7 %) (Regresséo linear, p>0,05). Tem-se apoptose
inicial em 15,2 % com 0,25 pg/mL; 17,2 % com 1 pg/mL; 16,4 % com 4
pg/mL; 21 % com 16ug/mL e 16,6 % com 64 pug/mL. Para o controle DMSO
12,7 % e para o controle positivo H,O, 28 % (Figura 10B).

Também ndo ocorreram diferencas no percentual de células que
estavam em apoptose tardia/necrose em relacdo ao controle ndo tratado
(24,2 %) e nem em relacdo ao controle leishméania (8,7 %) (Regresséo
linear, p>0,05). Tem-se apoptose tardia/necrose em 19,3 % com 0,25 pg/mL;
21,7 % com 1 pg/mL; 20 % com 4 pg/mL; 22,7 % com 16 pg/mL e 16,5 %
com 64 pg/mL. J& para o controle DMSO 29,6 % e para o controle positivo
H.O, 29 % (Figura 10B).

As imagens obtidas referentes as células do sobrenadante e as

células aderidas sdo mostradas nas figuras 11 e 12, respectivamente.
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Figura 10. Efeito das diferentes concentragbes da piplartina sobre a inducéo de
morte celular de macréfagos peritoneais de camundongos swiss infectados ou nao
com L. amazonensis. Em A percentual de células vivas, em apoptose inicial e em
apoptose tardia/necrose avaliadas do sobrenadante dos cultivos. Em B percentual
de células vivas, em apoptose inicial e em apoptose tardia/necrose que estavam
aderidas sobre a placa de 96 escavacdes dos cultivos. Regressao Linear, valores

considerados significativos quando p<0,05).
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Figura 11. Macrofagos peritoneais de camundongos swiss marcados ou nao com
anexina e iodeto de propidio, que estavam no sobrenadante dos cultivos, infectados
ou ndo com L. amazonensis e tratados com diferentes concentragdes (0,25; 1; 4; 16
e 64 pg/mL) da piplartina. Controle basal (A), Controle leishméania (B), Controle
DMSO (C), Controle H,O, (D), 0,25 pg/mL (E), 1 pg/mL (F), 4 pg/mL (G), 16 pg/mL
(H) e 64 pug/mL (1). Q2 (Apoptose tardia/necrose - An"PI"), Q3 (Célula viva - An'PI)
e Q4 (Apoptose inicial - An*PI"), por citometria de fluxo.
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Figura 12. Macréfagos peritoneais de camundongos swiss marcados ou ndo com
anexina e iodeto de propidio, que estavam aderidos sobre a placa de 96
escavacdes, infectados ou ndo com L. amazonensis e tratados com diferentes
concentracdes (0,25; 1; 4; 16 e 64 ug/mL) da piplartina. Controle basal (A), Controle
leishménia (B), Controle DMSO (C), Controle H,0, (D), 0,25 ug/mL (E), 1 pg/mL
(F), 4 pg/mL (G), 16 pg/mL (H) e 64 pg/mL (I). Q2 (Apoptose tardia/necrose -
An'PI"), Q3 (Célula viva - An'PIl) e Q4 (Apoptose inicial - An"PI), por citometria de

fluxo.
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4.11. Efeito da cinamida 5 sobre a inducdo da morte celular em

macrofagos peritoneais infectados ou ndo por Leishmania

Foi avaliado o percentual de células vivas, em apoptose inicial e em
apoptose tardia/necrose nas células que foram infectadas ou néo e tratadas
ou ndo com diferentes concentracdes (0,25; 1; 4; 16 e 64 pg/mL) da
cinamida 5.

Os resultados mostraram que quando as células foram infectadas,
tratadas e coletadas do sobrenadante dos cultivos ndo houve diminui¢do do
percentual de células vivas em relacdo ao controle ndo tratado (82,8 %) e
nem em relagéo ao controle leishméania (84,3 %) (Regresséo linear, p>0,05),
mostrando um percentual de células vivas de 80 % com 0,25 pg/mL; 83,4 %
com 1 pg/mL; 81,3 % com 4 pug/mL; 84,8 % com 16ug/mL e 85,6 % com 64
pg/mL. Em relagcéo ao controle DMSO 8,6 % e ao controle positivo H,O, 29,7
% (Figura 13A).

Da mesma forma, ndo houve diferencas no percentual de células
gue estavam em apoptose inicial em relacdo ao controle ndo tratado (9,9 %)
e nem em relacdo ao controle leishmania (8,6 %) (Regresséo linear, p>0,05).
Tem-se apoptose inicial em 11,3 % com 0,25 pg/mL; 9,2 % com 1 pg/mL;
10,2 % com 4 pg/mL; 7,9 % com 16 pg/mL e 7 % com 64 pg/mL. Para o
controle DMSO 34,1 % e para o controle positivo H,O, 36,1 % (Figura 13A).

Também né&o ocorreram diferencas no percentual de células que
estavam em apoptose tardia/necrose em relacéo ao controle nao tratado (6,3
%) e nem em relagdo ao controle leishmania (6,5 %) (Regressao linear,
p>0,05). Tem-se apoptose tardia/necrose em 8,1 % com 0,25 ug/mL; 6,9 %
com 1 pg/mL; 7,9 % com 4 ug/mL; 6,5 % com 16 pg/mL e 6,6 % com 64
pg/mL. Ja para o controle DMSO 56,9 % e para o controle positivo H,O, 34
% (Figura 13A).

Em relacdo as ceélulas que estavam aderidas sobre a placa, que
haviam sido infectadas e tratadas com a cinamida 5, os resultados
mostraram uma diminuigdo do percentual de células vivas em 67,2 % com
0,25 pg/mL; 65,7 % com 1 pg/mL; 67,5 % com 4 pg/mL; 66,9 % com 16
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pHg/mL e 67,3 % com 64 pg/mL quando comparadas ao controle ndo tratado
(92,2 %) e ao controle leishmania (86,4 %) (Regresséao linear, p<0,05). Em
relacdo ao controle DMSO e ao controle positivo H,O, foi observado 87,7 %
e 67,2 % de células vivas, respectivamente (Figura 13B).

Com relagéo as células que estdo em apoptose inicial, observou-se
uma tendéncia a ocorrer esse tipo de morte celular quando comparamos o
controle néo tratado (0,2 %) e o controle leishméania (4 %) com as células
que foram infectadas e tratadas (Regressédo linear, p=0,05). Tem-se
apoptose inicial em 11 % com 0,25 pg/mL; 10,8 % com 1 pg/mL; 9,1 % com
4 png/mL; 10 % com 16 pg/mL e 10,4 % com 64 pg/mL. Para o controle
DMSO 5,6 % e para o controle positivo H,O, 16,9 % (Figura 13B).

Da mesma forma, para as células que estdo em apoptose
tardia/necrose, os resultados mostram um aumento desse tipo de morte
celular quando comparamos o controle nédo tratado (0,1 %) e o controle
leishmania (4,4 %) as células que foram infectadas e tratadas (Regressao
linear, p<0,05). Tem-se apoptose tardia/necrose em 12,6 % com 0,25 pg/mL;
14,7 % com 1 pg/mL; 14,4 % com 4 pg/mL; 14,6 com 16 pg/mL e 14,4 %
com 64 pg/mL. Para o controle DMSO 5,9 % e para o controle positivo H,0>
14,2 % (Figura 13B).

As imagens obtidas referentes as células do sobrenadante e as

células aderidas sdo mostradas nas figuras 14 e 15, respectivamente.
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Figura 13. Efeito das diferentes concentragbes cinamida 5 sobre a inducdo de
morte celular de macréfagos peritoneais de camundongos swiss infectados ou nao
com L. amazonensis. Em A percentual de células vivas, em apoptose inicial e em
apoptose tardia/necrose avaliadas do sobrenadante dos cultivos. Em B percentual
de células vivas, em apoptose inicial e em apoptose tardia/necrose que estavam
aderidas sobre a placa de 96 escavagfes dos cultivos. Regresséo Linear, valores

considerados significativos quando p<0,05).
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Figura 14. Macrofagos peritoneais de camundongos swiss marcados ou nao com
anexina e iodeto de propidio, que estavam no sobrenadante dos cultivos, infectados
ou ndo com L. amazonensis e tratados com diferentes concentragdes (0,25; 1; 4; 16
e 64 pg/mL) da cinamida 5. Controle basal (A), Controle leishmania (B), Controle
DMSO (C), Controle H,0O, (D), 0,25 pg/mL (E), 1 pg/mL (F), 4 pg/mL (G), 16 pg/mL
(H) e 64 pug/mL (1). Q2 (Apoptose tardia/necrose - An"PI"), Q3 (Célula viva - An'PI)
e Q4 (Apoptose inicial - An*PI"), por citometria de fluxo.
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Figura 15. Macrofagos peritoneais de camundongos swiss marcados ou hao com
anexina e iodeto de propidio, que estavam aderidos sobre a placa de 96
escavacoes, infectados ou ndo com L. amazonensis e tratados com diferentes
concentracdes (0,25; 1; 4; 16 e 64 pg/mL) da cinamida 5. Controle basal (A),
Controle leishménia (B), Controle DMSO (C), Controle H,O, (D), 0,25 pg/mL (E), 1
pug/mL (F), 4 pg/mL (G), 16 pg/mL (H) e 64 pg/mL (I). Q2 (Apoptose tardia/necrose
- An*PI"), Q3 (Célula viva - An'PI) e Q4 (Apoptose inicial - An"PI), por citometria de

fluxo.
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4.12. Quantificacdo de perdéxido de hidrogénio em cultivos de
macrofagos peritoneais de camundongos infectados ou ndo com L.

amazonensis

A producdo de peroxido de hidrogénio (H,O,) por macrofagos
peritoneais de camundongos infectados com L. amazonensis e tratados com
diferentes concentracdes da piplartina (1) e da cinamida 5 foi avaliada no
sobrenadante dos cultivos utilizando o marcador de pH 3,5,35-
tetrametilbenzidine (TMB) na presenca de peroxidase.

Os resultados mostraram que o grupo tratado com 4 pg/mL da
piplartina apresentou uma reducdo de 99,3 % na producdo de H,O, em
relacdo ao controle RPMI 1640 (Wilcoxon, p=0,05). No entanto, para o grupo
tratado com 16 pg/mL existe uma tendéncia a inibir a producdo em relacéo
ao controle néo tratado (Wilcoxon, p=0,07). Para as demais concentracoes
(0,25; 1; e 64 pug/mL) nao foi observado diferencas (Wilcoxon, p>0,05)(Figura
16A).

Semelhantemente, para os cultivos tratados com as diferentes
concentragcbes (0,25; 1; 4; 16 e 64 pg/mL) da cinamida 5 ndo houve
diferenca em relacdo ao controle ndo tratado (Wilcoxon, p>0,05). As células
estimuladas com PMA (controle positivo) apresentaram um aumento de 87
% na producéo de H,O, em comparacdo ao RPMI 1640 (controle negativo)
(Wilcoxon, p<0,05). Porém, o controle leishméania ndo diferiu do controle
RPMI 1640 (Wilcoxon,p>0,05)(Figura 16B).
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Figura 16. Producdo de peroxido de hidrogénio por macréfagos peritoneais de
camundongos swiss (n=6) infectados ou ndo com L. amazonensise tratados ou ndo
com diferentes concentragdes (0,25; 1; 4; 16 e 64 ug/mL) da piplartina (A) e da
cinamida 5 (B). Os resultados foram analisados pelo teste Wilcoxon, considerando
os valores significativos quando p<0,05. Os dados estdo representados em
medianas, quartis valores maximos e minimos. () Representa a amostra com

variabilidade, avaliada pelo teste de Tukey.
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4.13. Quantificacdo de oOxido nitrico em cultivos de macrofagos

peritoneais de camundongos infectados ou ndo com L. amazonensis

A producdo de oOxido nitrico (NO) por macrofagos peritoneais de
camundongos infectados com L. amazonensis foi avaliada pela quantificacédo
de nitrito no sobrenadante dos cultivos utilizando o reagente de Greiss.

Os resultados mostraram que nos cultivos tratados com 1 pg/mL da
piplartina (1) ocorre uma tendéncia a aumentar a producdo de NO em
relacdo ao controle ndo tratado (Wilcoxon, p=0,0819). No entanto, com 16
pMg/mL ocorre um aumento de 46,8 % na producdo de NO em relagédo ao
controle RPMI 1640 (Wilcoxon, p=0,046). Para as demais concentracdes
(0,25; 4 e 64 png/mL) nao foi observado diferencas (Wilcoxon, p>0,05)(Figura
17A).

Da mesma forma, nos cultivos tratados com a cinamida 5 com 0,25
pg/mL houve um aumento de 46,8 % a producdo de NO em relacdo ao
controle RPMI 1640 (Wilcoxon, p=0,031). As células estimuladas com LPS
(controle positivo) apresentaram um aumento de 34 % na producéo de NO
em comparacdo ao RPMI 1640 (controle negativo) (Wilcoxon, p=0,012).
Porém, o controle leishméania e as demais concentracfes nao diferiram do
controle RPMI 1640 (Wilcoxon,p>0,05)(Figura 17B).
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Figura 17. Producao de nitrito por macrofagos peritoneais de camundongos swiss
(n=6) infectados ou ndo com L. amazonensis e tratados ou ndo com diferentes
concentracdes (0,25; 1; 4; 16 e 64 ug/mL) da piplartina (A) e da cinamida 5 (B). Os
resultados foram analisados pelo teste Wilcoxon, considerando os valores
significativos quando p<0,05. Os dados estdo representados em medianas, quartis

valores maximos e minimos.
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4.14. Efeito da piplartina (1) e da cinamida 5 sobre a formagéo de
corpusculos lipidicos por macrofagos infectados ou néo por

Leishmania

Para avaliar a formacéo de corpusculos lipidicos por macréfagos
infectados ou ndo com L. amazonensis e tratados ou ndo com a piplartina (1)
e a cinamida 5 foi realizada a coloracdo com 6leo vermelho.

Para os cultivos de macrofagos infectados e tratados com a piplartina
(1), os resultados mostraram que o percentual de macréfagos com
corpusculos lipidicos diminui quando se compara o controle macrofago
infectado com Leishmania (78,7 + 3,7) com os macréfagos infectados e
tratados com 64 pg/mL (31,4 + 21,5). Em contrapartida, foi observado um
aumento do percentual de macréfagos com corpusculos lipidicos quando se
compara o controle macrofago (3 + 3,2) ao controle LPS (76,2 = 5,2), ao
controle macréfago infectado com Leishmania (78,7 = 3,7), e aos
macrofagos infectados e tratados com 0,25 pg/mL (83 = 4,6), 1 pg/mL (79 +
9), 4 ng/mL(80 + 10), 16 pg/mL (76,5 = 8) e 64 pg/mL (31,4 £ 21,5 )(Anova
seguido por Student Newman-Keuls, p<0,05)(Figura 18A).

Com relacdo a média de corpusculos lipidicos por macrofagos, os
resultados indicam que houve um aumento apenas para 0s macréfagos
infectados e tratados com 0,25 pug/mL (10,3 + 2) em relacdo ao controle
macrofago infectado com Leishmania (6,6 + 1). Também foi observado um
aumento dessa média nos macrofagos infectados e tratados com 0,25
pg/mL (10,3 + 2) e com 1 pg/mL (8 = 3) quando comparado ao controle
macrofago (4 + 3) (Anova seguido por Student Newman-Keuls, p<0,05)
(Figura 18B).

Semelhantemente, para o indice corpuscular, o0s resultados
mostraram que houve uma diminuicdo desse indice nos macréfagos
infectados e tratados com 64 pg/mL (217 + 153) e um aumento com 0,25
pg/mL (859 £ 159) comparado ao controle macroéfago infectado com
Leishmania (525 + 105) (Anova seguido por Student Newman-Keuls,

p<0,05). Quando comparado ao controle macréfago (16,5 = 15), foi
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observado um aumento desse indice para o controle LPS (413 £ 74), para o
controle macréfago infectado com Leishmania (525 + 105), e para 0s
macrofagos infectados e tratados com 0,25 pg/mL (859 + 159), 1 pug/mL (616
+ 153) e 4 pg/mL(494 + 52) 16 pg/mL (447 + 38) e 64 pg/mL (217 + 153)
(Anova seguido por Student Newman-Keuls, p<0,05)(Figura 18C).
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Figura 18. Efeito da piplartina na formacéo de corpusculos lipidicos em cultivos de
macréfagos peritoneais de camundongos swiss infectados ou ndo com L.
amazonensis. Em A, % de macréfagos com corpusculos lipidicos, em B média de
corpusculos lipidicos por macréfagos, em C indice corpuscular. (=) valores

considerados significativos quando comparados ao controle macréfago infectado
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com leishméania (Anova seguido por Student Newman-Keuls, p<0,05). Os dados
estdo representados em média e desvio padrao.

Os resultados mostraram que para os cultivos de macréfagos
infectados e tratados com a cinamida 5, o percentual de macréfagos com
corpusculos lipidicos aumentou quando se compara o controle macrofago
infectado com Leishmania (78,5 = 4) com os macréfagos infectados e
tratados com 0,25 pg/mL (87 £ 4,3), 1 pg/mL (89,3 £4), 4 ug/mL (90 £ 4) e
16 pg/mL (89 £ 4,5)(Anova seguido por Student Newman-Keuls,
p<0,05).Também foi observado um aumento do percentual de macréfagos
com corpusculos lipidicos em relacdo ao controle macréfago (3 £ 3) para o
controle LPS (76 = 5), para o controle macréfago infectado com Leishmania
(78,5 * 4), e para os macréfagos infectados e tratados com 0,25 pg/mL (87 +
4), 1 pg/mL (89 £ 4), 4 ug/mL(89 + 4), 16 pg/mL (89 £+ 4,5) e 64 pg/mL (79 £
7 )(Anova seguido por Student Newman-Keuls, p<0,05) (Figura 19A).

Com relacdo a média de corpusculos lipidicos por macréfagos, os
resultados indicam que n&o houve diferencas quando comparado o controle
macrofago infectado com Leishmania aos macréfagos infectados e tratados
(Anova seguido por Student Newman-Keuls, p>0,05). Em contrapartida,
houve um aumento da média de corpusculos lipidicos em comparacdo ao
controle macréfago (4 + 3) para o controle macrofago infectado com
Leishmania (6,5 + 1), macréfagos infectados e tratados com 0,25 pg/mL (7
0,5), 1 ug/mL (6,5 + 0,5), 4 pg/mL (6 £0,5), 16 pug/mL (8 £ 1) e 64 pug/mL (6,5
+ 1,5) (Anova seguido por Student Newman-Keuls, p<0,05) (Figura 19B).

Em relacdo ao indice corpuscular, os resultados mostraram que
houve um aumento desse indice nos macrofagos infectados e tratados com
16 pg/mL (757 + 153) quando comparado ao controle macréfago infectado
com Leishmania (525 £+ 105) (Anova seguido por Student Newman-Keuls,
p<0,05). Em relacdo ao controle macrofago (16,5 = 15), foi observado um
aumento desse indice para o controle LPS (413 = 74), para o controle
macrofago infectado com Leishmania (525 + 105), e para os macrofagos
infectados e tratados com 0,25 pg/mL (640 £ 61), 1 pg/mL (578 £ 69,5), 4
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pg/mL (544 £ 46,5), 16 pg/mL (757 £ 153) e 64 pg/mL (545 + 120) (Anova
seguido por Student Newman-Keuls, p<0,05)(Figura 19C). A figura 20
mostra a fotomicrografia de macrofagos peritoneais infectados ou ndo com
formas amastigotas de L. amazonensis e tratados com diferentes
concentracdes da piplartina (1) e da cinamida 5, corados com 6leo vermelho,

para demonstrar a presenc¢a ou nao de corpusculos lipidicos.
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Figura 19. Efeito da cinamida 5 na formag&o de corpusculos lipidicos em cultivos
de macroéfagos peritoneais de camundongos swiss (n=6) infectados ou ndo com L.
amazonensis. Em A, % de macréfagos com corpusculos lipidicos, em B média de
corpusculos lipidicos por macréfagos, em C, indice corpuscular. (1) valores
considerados significativos quando comparados com o controle macréfago
infectado com leishméania (Mac leish) (Anova seguido por Student Newman-Keuls,

p<0,05). Os dados estéo representados em média e desvio padréo.
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Figura 20. Fotomicrografia de macréfagos peritoneais de camundongos swiss
infectados ou ndo com formas amastigotas de L. amazonensis e tratados com
diferentes concentrac¢des da piplartina e da cinamida 5, corados com 6leo vermelho
para demonstrar a presenca ou ndo de corpusculos lipidicos. Aumento 100x. A seta

aponta para os corpusculos lipidicos.
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4.15. Sumario dos Resultados

Para facilitar a visualizacdo dos dados, as tabelas 9 e 10 sintetizam

os resultados microbicidas, citotéxicos e imunomoduladores em comparacao

ao grupo controle.

Tabela 9. Efeito microbicida em P. falciparum e L. amazonensis, e citotoxico

em células peritoneais.

Efeito microbicida e citotoxico da piplartina (1) e cinamidas 2 - 5 em P. falciparum e L.

Paralrp(ztros amazonensis, e em células peritoneais
avallados ICs0, CCso pg/mL — resultados selecionados nos grupos avaliados
Piplartina (1) 2 3 4 5
P. falciparum
ICso - 48 h 6,2 100 92,9 24,4 28,2
P. falciparum
ICso - 72 h 13.2 39 173 41,4 16,6
L. amazonensis
Promast (ICso- MTT)
1179 338 594 434 1106
L. amazonensis
Amast (ICso- MTT,
(ICso- MTT) 233 i . . 612
(ICso- Nigrosina)
210 - - - 711
Células peritoneais
(CCso-MTT) 232 267 274 445 254
Células peritoneais 04 _ _ _ 151

(CCs -Nigrosina)

Macro6fagos infectados

% Mac Infect
Média Leis/Mac

indice de Infecgéo

' - - - !
!
- - - !
! lcom 64 pg/mL

1 com 4 pg/mL
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Tabela 10. Efeito imunomodulador da piplartina (1) e cinamida 5 sobre a

adesao celular, sobre a producdo de espécies reativas de oxigénio e

nitrogénio, sobre a producéo de corpusculos lipidicos e sobre a inducao de

morte por apoptose inicial e/ou apoptose tardia/necrose das células

peritoneais infectadas ou ndo com L. amazonenis

Parametros avaliados

Efeito Imunomodulador

Aumento ou redugdo nos parametros avaliados

Piplartina (1) Cinamida 5
Adesdao das células peritoneais l l
tratadas
Adeséo dos macrofagos peritoneais l

infectados e tratados

Producéo de peroxido de
hidrogénio

Producéo de 6xido nitrico

Producéo de corpusculos

lipidicos

| com 4 pg/mL

1 com 16 pg/mL

| com 64 pg/mL

N&o interferiu

1 com 0,25 pg/mL

1 com 0,25; 1; 4 e 16 pg/mL

Inducédo de morte celular por
apoptose inicial e/ou apoptose
tardia/necrose

N&o interferiu

| percentual de células vivas

1 das células em apoptose
tardia/necrose nas células aderidas
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5. DISCUSSAO
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5.1. Consideragcbes sobre o efeito anti-protozoa e o indice de

seletividade

Considerando o0s ensaios com eritrocitos infectados com P.
falciparum, os resultados mostraram que depois de 48 h, a amida piplartina
(1) apresentou melhor atividade inibitéria seguida das N-pentylcinamidas
secundarias (4) e (5), enquanto os derivados morfolina (2) e (3) tiveram perfil
similar. Estes resultados apontam para a caracteristica molecular desses
compostos, onde a fracdo hidrofébica combinada com o grupo hidrofilico (4 e
5) promove uma melhor resposta na inibicdo do crescimento do parasito.

Os resultados da incubacao de 72 h mostraram que a piplartina (1) foi
o melhor composto seguido da N-pentilcinamida secundaria (5), enquanto o
morfolino DM foi o composto menos efetivo (3), e os dois derivados TM,
morfolino (2) e a N-pentilcinamida secundaria (4), mostraram similar
atividade inibitéria. Os resultados também mostraram inibicdo do
crescimento do parasito num padrdo dose dependente para 0s compostos
estudados, a semelhanca do potencial plasmodicida verificado para outros
compostos derivados de acidos benzéicos das plantas do género Piper
(Rahman et al., 1999; Flores et al., 2009). No nosso estudo, a piplartina (1)
foi mais efetiva contra P. falciparum do que os compostos (2 - 5), exibindo o
menor ICso depois de 72 h de incubacgdo, o que aliado ao baixo potencial
citotéxico obtido para células peritoneais, resultou numa seletividade 72,5
vezes maior para o plasmaédio do que para as células peritoneais (ver tabela
6).

Estudos in vitro demonstraram que o P. falciparum possui um
complexo protéico chamado de proteassoma - ubiquitina (UPS), e que este
complexo atua em vias celulares pela degradacdo de proteinas no citosol e
também na proliferacdo celular, apoptose e na apresentacdo antigénica.
Tem sido descrito na literatuta uma substancia chamada lactacistina que é
capaz de inibir essa atividade do proteassoma (Glickman e Ciechanover,
2002). Mufioz et al. (2015) mostraram que esta substancia atuou sobre as

formas exoeritrocitarias do P. berghei e ocasionou uma inibicdo do
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desenvolvimento dessas formas, apesar de nao impedir a invasdo dos
esporozoitos nas células do hospedeiro. O efeito inibitério da lactacistina é
estagio-especifica, e embora nenhum camundongo infectado tenha
sobrevivido, houve reducao da parasitemia desses animais infectados. Além
disso, a lactacistina também inibiu o crescimento de P. falciparum in vitro.
Acreditamos que a piplartina (1) e as cinamidas (2 - 5) possam ter sido
capazes de inibir a atividade proteassomica do P. falciparum, e
consequentemente, ocasionando a morte desse parasito. Por outro lado,
possivelmente essas amidas tenham atuado nos mecanismos de sobrevida
do P. falciparum nos eritrécitos. Sabe-se que essa sobrevivéncia é possivel
gracas a capacidade dos parasitos polimerizarem, via plasmepsinas e
falcipainas, o radical heme gerado a partir da digestdo enzimética da
hemoglobina dentro de vacuolos parasitéforos, em hemozoina (Olliaro e
Goldberg, 1995), impedindo assim a toxicidade mediada por espécies
reativas de oxigénio (Ginsburg et al., 1999; Sullivan, 2002). Em sendo assim,
€ possivel que os compostos avaliados nesse estudo possam ter interferido
na atividade enzimatica relacionada a digestdo da hemoglobina pelo P.
falciparum, impedindo a disponibilizacdo de nutrientes ou mesmo impedindo
a polimerizacdo do radical heme e, consequentemente, sua exposicdo a
toxicidade, uma vez que este radical é bastante reativo. Este outro aspecto
pode ter favorecido a maior toxicidade das amidas para o Plasmodium.

Nossos resultados indicam a potencialidade da piplartina (1) no
tratamento da malaria, que, inclusive pelos efeitos inibitérios na producao de
espécies reativas de oxigénio e nas vias celulares relacionadas a producéo
de citocinas, JNK e NF-kB (Xiao et al., 2016), pode minimizar os efeitos da
imunopatogenia observada na malaria grave (Muniz-Junqueira, 2007).

Além dos ensaios envolvendo o P. falciparum também avaliamos o
efeito das amidas sobre os cultivos de L. amazonensis. Nosso estudo
mostrou que a piplartina (1) e as quatro cinamidas 2, 3, 4 e 5 foram capazes
de reduzir o crescimento das formas promastigotas de L. amazonensis num
padrdo dose dependente, sendo que a menor ICsy foi obtida para o

composto 5 (106 pg/mL) e a maior para o composto 3 (594 ug/mL). Acredita-
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se que a substituicdo bioisostérica do grupo metileno no anel piperidina (1)
por um atomo de oxigénio no derivado morfolino (2) tenha dimuido o perfil de
atividade, sugerindo interacdes hidrofilicas relevantes. Por sua vez a
simplificagéo molecular do grupo 3,4,5-trimetoxicinamoil (TM) (2) pelo grupo
3,4-dimetoxicinamoil (DM) diminuiu a atividade do composto (3).

A abertura do anel de piperidina, resultando nas cinamidas 4 e 5, foi
explorada para comparar a contribuicdo de subunidades hidrofébicas ciclicas
e aciclicas, e ao contrario dos resultados observados para os derivados 1, 2,
3 e 4, o 3,4-dimetoxicinamida (5) mostrou uma melhor atividade em relacéo
a todos os compostos avaliados. Esse resultado indica que a subunidade
dimetdxi interage mais significativamente do que a subunidade trimetoxi.
Além disso, a presenca do grupo N-pentil livre confere um perfil de
subunidade hidrofobica e hidrofilica, o que pode ter favorecido a melhor
atividade desse composto.

Embora o mecanismo de acdo da piplartina (1) ndo esteja
esclarecido, tem sido descrito em outros estudos que esse composto é
capaz de inibir processos proliferativos e ativar eventos apoptéticos em
células cancerigenas (Bodiwala et al., 2007; Cotinguiba et al., 2009; Bezerra
et al., 2013), possivelmente por causar danos ao DNA via inibicdo da
atividade enzimatica da topoisomerase |l (Bezerra et al., 2013). Outro
mecanismo de morte celular esta relacionado a diminuicdo do metabolismo e
da producdo de espécies reativas de oxigénio em células normais (Xiao et
al., 2016).

Outro aspecto relacionado aos possiveis efeitos da piplartina (1) e
cinamidas refere-se a regulacdo de processos celulares basicos mediados
pelo sistema UPS (Glickman & Ciechanover, 2002; Mufioz et al. 2015). Os
achados de Silva-Jardim et al. (2004) mostraram redug&o no crescimento de
L. chagasi em cultivos tratados com lactacistina pelo blogueio da atividade
proteassdmica e mais recentemente, os achados de Jarvius et al. (2013),
mostraram que a piplartina (1) foi capaz de inibir o sistema UPS e induzir a

producdo de espécies reativas de oxigénio por células tumorais.
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Considerando esses estudos é possivel supor que o efeito microbicida
da piplartina (1) e seus derivados, nos cultivos de L. amazonensis, pode ser
resultado da inibicdo do sistema UPS com reflexos na reducdo do
metabolismo celular e ativacdo de vias apoptéticas.

Os protozoarios Leishmania sp. e Plasmodium sp. sdo agentes
infecciosos intracelulares. O sistema imunolégico humano tem a funcéo de
construir uma defesa contra esses parasitos (Coelho - Castelo et al., 2009).
A primeira linha de defesa do organismo é feita através da imunidade inata,
sendo representada por barreiras fisicas, quimicas e biolégicas, por células
especializadas e por componentes sollveis. As principais células efetoras
sdo os macrofagos, neutrofilos, células dendriticas e células NK (Cruvinel et
al., 2010). Os macrofagos, por exemplo, fagocitam e produzem espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio na tentativa de eliminar esses agentes
patogénicos (Gomes et al., 2011).Tendo em vista que essas células efetoras
apresentam grande importancia nas defesas do hospedeiro, avaliamos aqui
o efeito toxico das amidas 1, 2, 3, 4 e 5 sobre as mesmas.

Para determinar a concentracdo téxica foram utilizadas células
peritoneias de camundongos swiss (modelo animal escolhido para este
estudo), avaliadas por dois métodos distintos: ensaio utilizando o sal MTT e
ensaio utilizando o corante nigrosina. Sendo assim, trabalhamos com duas
metodologias para determinacdo da concentracdo toxica para 50 % das
células peritoneais (CCsp). O ensaio utilizando o MTT apresenta vantagem
por ser feito com o aparelho espectrofotdbmetro, que por sua vez, ler uma
grande quantidade de amostras com alto grau de precisdo (Mosmann,
1983). Por outro lado, meios de cultura com pH ndo adequado e a exposi¢cao
prolongada do MTT a luz podem causar uma reducéo espontanea deste sal
com aumento da producdo dos cristais de formazan resultando em valores
de absorbancias aumentados (Riss et al., 2013). Para o ensaio utilizando a
coloracdo por nigrosina, a leitura dos resultados é realizada por microscopia
Optica com contagem manual em camara de Neubauer consumindo muito
tempo do pesquisador e limitando a quantidade de amostras a serem lidas

de uma unica vez (Coelho, 2008; Souza et al., 2015). Mesmo assim, pode
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ser considerada uma técnica simples e de baixo-custo (Gongalves et al.,
2014).

A CCsp para as células tratadas com as amidas 1, 2, 3, 4 e 5 foi de
232, 267, 274, 445 e 254 pg/mL, respectivamente (método MTT). Ja, quando
avaliadas pela coloracdo com nigrosina, foi de 94 e 151 pyg/mL, parale 5
respectivamente. De acordo com Bezerra et al. (2013), a piplartina (1)
qguando testada a 200 pug/mL ndo apresenta atividade hemolitica, e diante
disso, sugerem que sua toxicidade ndo esta relacionada a dano de
membrana. Bezerra et al. (2008), avaliaram o efeito da piplartina (1) em
derivados de fibroblatos pulmonares de hamsters e perceberam uma
interrupcdo do ciclo celular seguido da apoptose mitocondrial, conforme
observado pela condensacdo da cromatina, fragmentacdo do DNA e perda
do potencial da membrana mitocondrial. Outros estudos precisam ser
realizados para entender o mecanismo de acdo da piplartina e de seus
derivados na toxicidade celular.

Os resultados obtidos nesse ensaio com células de mamiferos foram
fundamentais para determinarmos as concentragbes seguras da piplartina
(1) e de seus derivados 2, 3, 4 e 5 a serem testadas em estudos posteriores
envolvendo os macrofagos e também para calcularmos o IS para essas
amidas. Na busca por compostos que sejam ativos contra micro-organismos
patogénicos é importante levar em consideracdo que 0os mesmos ndo devam
ser toxicos para as células do hospedeiro. Para isso, é calculado o IS
(CCs0/ICs0) que deve ter resultado superior a 10 para que seja considerado
seguro (Nakamura et al., 2006). Como mostrado na tabela 6, os mehores
indices foram para as amidas 1, 4 e 5 nos ensaios envolvendo P. falciparum,
e para 1 e 5 nos ensaios envolvendo L. amazonensis. Apesar dos resultados
terem sido melhores para o P. falciparum (1S>10), optou-se por continuar 0s
estudos com o protozoario leishmania (IS<10), para avaliar o efeito
imunomodulador das amidas 1 e 5 sobre os macréfagos infectados com L.
amazonensis, uma vez que 0s macrofagos sdo as células - alvo desse

agente infeccioso (Kedzieski e Evans, 2014).
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5.2. Consideracdes sobre a funcionalidade dos macréfagos na

presenca ou auséncia da infeccao

A. Efeito microbicida

O cultivo de amastigotas axénicas in vitro tem relevante importancia
nos testes de novas drogas para o tratamento da leishmaniose (Callahan et
al., 1997). Através da curva de crescimento desse parasito € possivel
verificar em quais fases este se encontra (Lag, Log ou exponencial,
estacionaria e Declineo) no sistema de cultivo, tendo em vista que muitos
autores associam a fase de crescimento ao sucesso da infectividade (Silva,
2008). Através da curva de crescimento realizada em nosso estudo foi
possivel identificar a fase ideal para infeccdo dos macréfagos
(especificamente no dia 6), sendo esta o final da fase log de crescimento
(Figura 4). O padrdo de crescimento observado aqui coincide ao que é
descrito por Rogério (2017).

No que se refere ao efeito da piplartina (1) sobre os macréfagos
infectados com amastigotas axénicas de L. amazonensis, observou-se uma
diminuicdo do indice de infeccdo em 41,3 % apoOs o tratamento com 64
pg/mL. Da mesma forma, a cinamida 5 diminuiu o indice de infeccdo em 33
% com 64 pg/mL. Dias (2014) mostrou que o Glucantime, droga de primeira
escolha para o tratamento das leishmanioses, € capaz de diminuir o indice
de infeccdo em 55 %, na concentracdo de 300 pg/mL, dos macrofagos
infectados com L. amazonensis. O resultado obtido paras as amidas 1 e 5
se mostraram superiores quando comparados ao glucantime.

Possivelmente, a piplartina (1) e a cinamida 5 interagiram, por
mecanismos desconhecidos, com as membranas celulares dos macréfagos
e, subsequentemente com a membrana do parasito. Além da inibicdo do
sistema UPS descrito anteriormente, especula-se que essas amidas tenham
atuado na inibicdo da adenosina (ATP) e guanosina trifosfato (GTP)
(Berman, 1988) por meio do bloqueio da atividade glicolitica e oxidativa de

acidos graxos de amastigotas, da forma que estas diminuem a capacidade
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de fosforilagdo de ADP a ATP levando a diminuicdo de ATP intracelular, e
consequentemente, ocasionando a morte do parasito (Koff e Rosen, 1994).
Com relacdo ao aumento no indice de infeccdo com 4 pug/mL da cinamida 5,
pode ter ocorrido um fendmeno conhecido como hormese. Na hormese,
baixas concentracBes de uma substancia, que é potencialmente toxica em
altas concentracdes, sdo capazes de ocasionar estimulo (Rattan, 2004).

Foi avaliado também o efeito das amidas 1 e 5 sobre os cultivos de
amastigotas axénicas. Os resultados mostraram que a incubacdo com
diferentes concentracbes dessas amidas causou uma diminuicdo da
viabilidade desses cultivos. Quando avaliado pelo método MTT, observou-se
um ICso de 333 pg/mL para 1 e 612 pg/mL para 5. Entretanto, para a
viabilidade das amastigotas avaliada com nigrosina, observou-se um ICsy de
210 pg/mL para 1 e 711 pg/mL para 5.

Quando comparamos a acdo das amidas em macrofagos infectados
com amastigotas axénicas e em cultivos amastigotas axénicas, notamos que
os resultados foram melhores quando os macréfagos foram infectados e
tratados. Isso pode ser explicado pelo fato de quando os macréfagos estao
ativados, eles produzem espécies reativas por meio de seu sistema

enzimatico em resposta a infec¢éo (Elomaa et al., 1998).

B. Expresséo de receptores para a aderéncia celular e inducao de

morte celular

Avaliamos nesse estudo o percentual de células aderidas sobre as
laminulas depois de tratadas com diferentes concentracdes da piplartina (1)
e da cinamida 5 e ainda quando estas células foram infectadas depois
tratadas. Houve diminuicdo da adesao celular nos dois ensaios, sendo que
esta diminuicdo foi maior nos macrofagos que haviam sido infectados e
tratados.

Diante disso, sugere-se duas hipoteses para facilitar a compreensao
desse resultado obtido. Pode estar ocorrendo 1) um tipo de morte celular

conhecida como apoptose, pois as caracteristicas que a definem incluem
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retracdo celular com consequente perda de aderéncia (Grivicich et al., 2007).
Além disso, 2) sabe-se que a citocina inflamatoria TNF - a tem fungéo de
estimular a expressao de moléculas de adesdo em leucdcitos (Teixeira et al.,
2014), e nesse sentido, sua diminuicdo pode resultar numa consequente
reducdo dessas moléculas. Diante do exposto acima, avaliamos se 0s
macrofagos infectados e tratados estariam morrendo por apoptose ou por
necrose utilizando a marcacdo com Anexina V- FITC e lodeto de propidio.
As diferentes concentracdes da piplartina (1) nd&o diminuiram o

percentual de células vivas que estavam soltas no sobrenadante dos
cultivos. Também nao induziram a morte celular por apoptose ou necrose. A
analise das células do sobrenadante das escavacfes foi realizada porque
qgquando os macréfagos foram infectados e tratados com a piplartina (1)
ocorreu reducdo da adeséo celular em todas as concentracdes avaliadas, e
estas células por sua vez, ficaram soltas das laminulas. Com isso, haviamos
sugerido que essas células desprendidas estariam sofrendo apoptose. Mas,
diante dos resultados elencados acima, o percentual de células vivas que
estavam no sobrenadante foi cerca de 77 %, contrariando nossa sugestao.
De forma semelhante, ndo houve diminuicdo do percentual de células vivas
nem inducdo de apoptose ou necrose nos cultivos aderidos.

Diferente dos resultados encontrados em nosso trabalho, Machado
(2016) mostrou que a piplartina (1) foi capaz de induzir a morte celular por
apoptose em células de carcinoma colorretal, depois da incubacédo de 24 h.
Esse resultado a torna promissora para o tratamento dessa doenca, uma vez
gue nesse tipo de morte celular ndo ocorre resposta inflamatéria local,
diferentemente da necrose. Da mesma forma, Bezerra (2008) avaliou o
efeito da piplartina (1) em linhagens leucémicas e mostrou que essa amida
foi capaz de induzir a morte celular por apoptose a partir de 12 h de
incubacéo.

Também avaliamos o efeito da cinamida 5 sobre os macréfagos
infectados. Nao ocorreu diminuicdo do percentual de células vivas que
estavam soltas no sobrenadante desses cultivos nem inducdo de morte

celular por apoptose ou necrose. A analise das células do sobrenadante foi
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feita seguindo o mesmo principio do ensaio utilizando a piplartina (1),
levando em consideracdo o ensaio de aderéncia celular. Da mesma forma,
diante do percentual de 85,6 % de células vivas, a hipétese levantada de
que estas células estariam se desprendendo por estarem sofrendo apoptose
ndo é valida. Em contrapartida, para as células que estavam aderidas, nesse
mesmo ensaio, 0s resultados mostraram uma diminuicdo do percentual de
células vivas, uma tendéncia a ocorrer aumento de células em apoptose
inicial e um aumento no percentual de células em apoptose tardia/necrose.
Especificamente para a piplartina (1) foi observado que houve uma
diminuicdo da viabilidade nos cultivos aderidos, quando comparada ao seu
respectivo sobrenadante, principalmente em relacdo ao controle macréfago
nao infectado e néo tratado (basal). Pode ter ocorrido algum estresse no
momento da coleta dessas células que estavam aderidas a placa, e ter
ocasionado esse resultado.

De acordo com Proskuryakov et al. (2003), a morte celular por
necrose ndo é desejavel para o parasita intracelular, uma vez que uma
resposta inflamatoria é gerada ativando mecanismos microbicidas pelo
hospedeiro e ocasionando a morte do parasito. Nesse sentido, a intensidade
dessa resposta inflamatéria para o hospedeiro deverd ser avaliada em
estudos posteriores.

Como demonstrado acima, quase 100 % das células do sobrenadante
(células que se desprenderam das laminulas) estavam vivas. Logo,
possivelmente essas amidas estejam atuando nas vias de producdo da
citocina inflamatéria TNF - a. Sendo assim, a sua diminuigcdo ocasionaria
numa reducdo da expressdo de moléculas de adesao pelos leucécitos
(Janior, 2008). Xiao et al. (2016) mostraram que a piplartina (1) inibiu a
producdo de TNF - a em células dendriticas derivadas da medula 0ssea e
também inibiu vias celulares responsaveis pela produgédo de citocinas como
a JNK e a NF - kB, por exemplo. Novos ensaios serdo necessarios para
quantificar as citocinas que estdo sendo produzidas por esses macrofagos
infectados e tratados com as amidas 1 e 5 para melhor esclarecimento

desses resultados.
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C. Producao de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio

Nosso trabalho avaliou a producdo de espécies reativas de oxigénio
(H20,) e nitrogénio (NO) por macrofagos infectados. Os macrofagos séo
células importantes do sistema imunologico, pois desempenham funcgdes
tanto na imunidade inata como na adaptativa. Essas funcdes incluem
fagocitose de particulas estranhas, producédo de citocinas e de mediadores
guimicos como H,0, e NO, por exemplo (Elomaa et al., 1998).

Quando os macrofagos foram infectados e tratados com diferentes
concentragcbes da piplartina (1) houve uma diminuicdo da producdo de
peréxido de hidrogénio em relacdo a producdo do controle basal na
concentracdo de 4 pg/mL e uma tendéncia a inibir a producdo com 16
pMg/mL. Em contrapartida, as diferentes concentracbes da cinamida 5
testadas néo interferiram positiva ou negativamente nesse processo quando
comparado ao controle basal.

A geracao de H,O, é um processo natural na resposta imune, mas
diante de uma infec¢do, a célula passa a consumir mais oxigénio, ocorre um
aumento da oxidacéo da glicose, via hexose monofosfato, com producéo de
NADPH (Janeway, 1999). A NADPH (adenina-difosfato-nicotinamida)
oxidase atua como doadora de elétron, promovendo a reducdo de O,a O3, e
este por dismutacdo espontdnea ou através da enzima superoxido
dismutase (SOD) é transformado em H,O, (Janeway, 1999; Pick, 1980).
Supbe-se que a piplartina (1) possa ter interferido na via hexose
monofosfato, de forma a inibir a producdo de H,O, nas concentracdes 4 e 16
pug/mL, nos macréfagos infectados. Sabe-se que durante a destruicdo de um
agente patogénico, os macréfagos podem produzir radicais livres em
excesso e, dessa forma, causarem danos aos tecidos vizinhos (Pereira,
1996). Nesse sentido, essa redugcdo da producdo de H,O, em baixas
concentracdes pode ser boa diante das infec¢gbes por L. amazonensis.

A influéncia da piplartina (1) na producdo de NO por macrofagos
peritoneais também foi analisada e os resultados mostraram que quando 0s

cultivos foram infectados e tratados com a concentracao de 16 pg/mL ocorria
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um aumentona producdo de NO. Semelhantemente a cinamida 5, na menor
concentracéo (0,25 pug/mL), foi capaz de aumentar a producao de NO.

O NO é um radical livre, gasoso e instavel sintetizado a partir da
oxidacdo do &tomo de nitrogénio da L - arginina por a¢do da enzima o6xido
nitrico sintase induzida (iNOS) nos macréfagos (Queiroz e Batista, 1999). As
citocinas do perfil Tal, como IFN - ¥ e TNF - a, induzem a formagao de
INOS. Sabe-se que o NO é efetivo contra varios micro - organismos,
incluindo Trypanosoma cruzi, Toxoplasma gondii e Leishmania (Gazzinelli et
al., 1992; Adams et al.,1990; Green et al., 1990; Liew et al., 1990). Estudos
revelam que macréfagos peritoneais de camundongos estimulados in vitro
com IFN - ¥ na presenca do Lipopolissacarideo (LPS) liberam NO em
quantidades significativas capaz de destruir o parasito de forma eficiente
(Liew et al., 1990). Wei et al. (1995) correlacionam a produgcédo de NO com o
controle da infecgdo por leishmaniose. Os resultados do nosso estudo
indicam aumento da producao de NO por macréfagos peritoneais infectados
com L. amazonesis e tratados tanto com a piplartina (1) e com a cinamida 5,
indicando que essas amidas possam melhorar a acdo da enzima INOS

possivelmente pelo aumento das citocinas inflamatérias.

D. Formacéo de corpusculos lipidicos

Corroborando com os dados desse estudo, Bozza et al. (2009)
mencionam que a concentracdo dos corpusculos lipidicos em macréfagos
em repouso € baixa em comparacdo a macrofagos que estdo associados a
condi¢Bes infecciosas. Ha relatos na literatura mostrando que ocorre um
aumento na formacdo dessas organelas em macrofagos peritoneais de
camundongos infectados com L. amazonensis, bem como com outras
espécies de Leishmania sp. que causam a leishmaniose cutanea (Melo e
Dvorak, 2012; Rodriguez et al., 2017). Sabe-se que a interagcdo da
Leishmania com os corpusculos lipidicos serve para diferentes propdsitos.
Essas organelas podem fornecer lipidios para a biogénese das membranas

de novos parasitas, podem servir como fonte de nutrientes e podem modular
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0 sistema imunologico através da producao de eicosandides, uma vez que
elas sdo sitios geradores desses mediadores inflamatérios (Rabhi et al.,
2016; Toledo et al.,, 2016; Rodriguez et al., 2017). A funcdo dessas
organelas na infeccdo também depende da interacdo do parasito com o
hospedeiro (Toledo et al., 2016).

Como reportado nos resultados do presente estudo, para o0s
macrofagos que foram infectados e tratados com a piplartina (1) na maior
concentracdo (64 pg/mL), houve uma reducdo em cerca de 60 % nho
percentual dessas células com corpusculos lipidicos e também reducédo no
mesmo percentual no indice corpuscular. A piplartina (1) foi capaz de
modular a resposta imune inibindo a formacéo dessas organelas lipidicas, e
teoricamente essa inibicdo poderd interferir na disponibilizacdo de nutrientes
para estes parasitas e/ou na disponibilizacdo de lipidios para a biogénese
das membranas de novos parasitas.

Semelhantemente, quando os macrofagos foram infectados e
tratados com a cinamida 5, houve um aumento no percentual de macrofagos
com corpusculos lipidicos em quase todas as concentracdes testadas. Esse
aumento pode ser favoravel ao parasito, pois a célula terd mais nutriente
para ele e mais lipidios para sua biogénese. No entanto, vale lembrar que,
como mencionado acima, essas organelas lipidicas sédo fontes de
mediadores inflamatérios, e que estes podem atuar modulando a resposta
imune produzindo leucotrienos, limitando o crescimento do parasito, ou
produzindo prostaglandinas, favorecendo este crescimento. Essa modulacao
irA depender da interacdo do parasito com o hospedeiro (Toledo et al.,
2016).
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6. CONCLUSAO
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Os resultados obtidos neste estudo nos permitiram elencar as seguintes

conclusoes:

e A piplartina (1) e as cinamidas (2 - 5) reduziram o crescimento das

formas promastigotas de L. amazonensis.

e Cultivos de eritrécitos infectados com P. falciparum mostraram que a
incubacédo por 48 h ou 72 h com a piplartina (1) foi capaz de inibir 100

% do crescimento dos parasitos com 64 ou 8 pg/mL, respectivamente.

e A dose toxica (CCsp) das amidas (1 a 5) para as células peritoneais
de camundongos Swiss, pelo ensaio MTT, foi de 232 pg/mL, 267
pug/mL, 274 pg/mL, 445 pg/mL e 254 pug/mL, respectivamente.

e A dose toxica (CCsp) das amidas (1 e 5) para as células peritoneais,
pela coloragdo com nigrosina, foram de 94 pg/mL e 151 pg/mL,

respectivamente.

e Os indices de seletividade para as formas promastigotas de L.

amazonensis foram inferiores a 10 para as amidas 1 a 5.

e Os indices de seletividade para cultivos de P. falciparum foram

superiores a 10 para as amidas 1, 4 e 5.

e A piplartina (1) e a cinamida 5 reduziram o crescimento das formas
amastigotas de L. amazonensis quando avaliadas pelo método MTT e

pela coloragdo com nigrosina.

e A concentracdo 64 pg/mL da piplartina (1) diminuiu o indice de
infeccdo de macrofagos por L. amazonensis, especificamente em
41,3 %.

e A concentragdo 64 pg/mL da cinamida 5 reduziu o indice de infecgdo
de macréfagos infectados por L. amazonensis, especificamente em

33,1 %. Foi observado um aumento do indice em 12 % com 4 ug/mL.
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As diferentes concentracbes da piplartina (1) e da cinamida 5

reduziram a adesao dos macrofagos infectados com L. amazonensis.

As diferentes concentracbes da piplartina (1) e da cinamida 5
reduziram a adesdo das células peritoneais de camundongos sem

infeccao.

As diferentes concentragdes da piplartina (1) ndo induziram a morte
celular dos macréfagos peritoneais por apoptose hem por necrose.

As diferentes concentracbes da cinamida 5 causaram uma
diminuicdo da viabilidade celular dos macrofagos peritoneais que
estavam aderidos sobre as laminulas. Além disso, observou-se um
aumento de morte celular por apoptose tardia/necrose e também uma

tendéncia a ocorrer apoptose inicial nesses cultivos aderidos.

Para os cultivos infectados e tratados com 4 pg/mL e com 16
png/mLda piplartina (1) ocorreu uma reducao da producédo de H,O, em

relacdo ao controle ndo tratado.

Para os cultivos infectados e tratados com a cinamida 5 ndo houve

diferenca na producéo de H,O, em relacdo ao controle ndo tratado.

Para os cultivos infectados e tratados com 16 pg/mL da piplartina (1)
ocorreu um aumento na producéo de NO em relagdo ao controle ndo

tratado.

Para os cultivos infectados e tratados com 0,25 pg/mL da cinamida 5
ocorreu um aumento na producédo de NO em relacéo ao controle néo

tratado.

Os resultados mostraram que houve uma diminuicdo do indice
corpuscular nos macrofagos infectados e tratados com 64 pg/mL da
piplartina (1) e um aumento quando tratados com 0,25 pg/mL,

comparadosao controle macréfago infectado com Leishmania.
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e Os resultados mostraram que houve um aumento do indice
corpuscular nos macrofagos que foram infectados e tratados com 16
pg/mL da cinamida 5, quando comparado o controle macrofago

infectado com Leishmania.

Apesar dos resultados inibitorios ndo terem sido muito satisfatorios
para a L. amazonensis (IS<10), tanto a piplartina (1) como a cinamida 5 em
diferentes concentracdes testadas foram capazes de modular a resposta
imune, atuando na diminuicdo da expressdo dos receptores celulares, na
diminuicdo e/ou no aumento de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e
na diminuicdo e/ou no aumento dos corpusculos lipidicos nos macréfagos
infectados. No ensaio que avaliou a inducdo de morte celular, somente nos
cultivos tratados com a cinamida 5 e infectados com L. amazonensis,
ocorreu diminuicdo do percentual de células vivas que estavam aderidas
sobre a placa, aumento da morte celular por apoptose tardia/necrosee
tendéncia a aumento da morte celular por apoptose inicial.

Os resultados do nosso estudo também indicam a potencialidade da
piplartina (1) e da cinamida 5 para o tratamento da malaria, uma vez que
obtivemos inibicdo total do parasito em concentragdes baixas e elevados
indices de seletividade para esses compostos, 0 que demonstra a seguranca

para a utilizacdo dos mesmos.
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A piplartina (1) e a cinamida 5 diminuiram a infeccdo por L.
amazonensis nos macréfagos, mas em contrapartida, essas amidas foram
capazes de diminuir a aderéncia dessas células das laminulas, o que pode
ser considerado uma limitacdo do nosso estudo, uma vez que parte das
células foi liberada na suspensdo. Uma nova metodologia devera ser
adotada para que seja possivel avaliar o efeito microbicida nessas células
gue néo aderiram.

As amidas 1 e 5 também interferiram na producdo de espécies
reativas de oxigénio, nitrogénio e de corpusculos lipidicos nos macréfagos
infectados, indicando que as mesmas atuaram como moduladoras da
resposta imune na leishmaniose. O aumento da producéo de NO, observado
nas baixas concentracdes, pode auxiliar na diminuicdo da infeccao.
Especificamente, em relagdo a producdo de H,O,, houve uma inibicdo na
producéo pelos macréfagos infectados e tratados com baixas concentracdes
de 1 quando comparados ao controle basal. Diante disso, estudos in vivo
devem ser realizados para avaliar como o aumento ou diminuicdo desses
radicais podem atuar no decorrer da infec¢cdo. Além disso, novos ensaios
serdo necessarios para quantificar as citocinas inflamatérias e anti-
inflamatdrias produzidas pelos macrofagos infectados com L. amazonensis.

Em relacdo aos corpusculos lipidicos, como estes sao sitios para
geracdo de mediadores inflamatérios, e por sua vez, sdo capazes de
modular a resposta imune, sd0 necessarios novos testes para quantificar
quais mediadores estdo sendo produzidos, se leucotrienos ou
prostaglandinas, afim de melhor comprendermos a infeccdo diante do
tratamento com essas amidas.

Outro aspecto que precisa ser analisado se refere ao mecanismo de
morte em macrofagos sem infeccdo, se hd uma diminui¢cdo das células vivas
guando tratadas com as amidas em guestdo ou se ha um aumento ou uma
diminuicdo da morte celular por apoptose inicial ou apoptose tardia/necrose
nessas ceélulas. Além disso, faz - se necessario aumentar os tempos de
incubacdo dos tratamentos e avaliar se ha diferencas em relagdo aos

tempos ja utilizados.
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Foi observado no ensaio de inducdo de morte celular dos
macrofagos infectados, que nos cultivos aderidos tratados ou ndo com a
piplartina (1), o percentual de células vivas foi inferior aos dos cultivos
avaliados no sobrenadante. Pode ter ocorrido algum tipo de estresse nessas
células durante a lavagem para soltd-las das laminulas. Sugerimos a
repeticdo desse ensaio aumentando o numero de repeticbes para cada
concentracédo, para confirmacéo desses resultados.

Os resultados do nosso estudo também mostraram potencial
antiprozoa das amidas com baixa toxicidade para as células do hospedeiro e
demonstraram que a piplartina (1) e os derivados 4 e 5 podem ser
alternativas promissoras no tratamento da malaria, sugerindo novos ensaios
para avaliar os efeitos na malaria murina e determinar os mecanismos de

acdo nas células do sistema imune.
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ABSTRACT

Context: Plants of the Piperaceae family produce piplartine that was used to synthesize the cinnamides.
Objective: To assess the effects of piplartine (1) and cinnamides (2-5) against the protozoa responsible
for malaria and leishmaniasis, and peritoneal cells of Swiss mice.

Materials and methods: Cultures of Leishmania amazonensis, Plasmodium falciparum-infected erythro-
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cytes, and peritoneal cells were incubated, in triplicate, with different concentrations of the compounds (0 :ismno;?w?ne' selectivity
to 256 pg/mL). The inhibitory concentration (ICs) in L. amazonensis and cytotoxic concentration (CCsp) in index: malaria:

peritoneal cell were assessed by the MTT method after 6h of incubation, while the ICs, for P. falciparum-
infected erythrocytes was determined by optical microscopy after 48 or 72h of incubation; the Selectivity
Index (SI) was calculated by CCsq/ICs0.

Results: All compounds inhibited the growth of microorganisms, being more effective against P. falcip-
arum after 72h of incubation, especially for the compounds 1 (ICs;=3.2 pg/mL) and 5 (ICso = 6.6 pug/mL),
than to L. amazonensis (compound 1=179.0 pg/mL; compound 5 = 106.0 pg/mL). Despite all compounds
reducing the viability of peritoneal cells, the S| were <10 to L. amazonensis, whereas in the cultures of P.
falciparum the SI =10 for the piplartine (>>37.4) and cinnamides 4 (>>10.7) and 5 (= 38.4).

Discussion and conclusion: The potential of piplartine and cinnamides 4 and 5 in the treatment of
malaria suggest further pre-clinical studies to evaluate their effects in murine malaria and to determine
their mechanisms in cells of the immune system.

Leishmaniasis; Piperaceae

Introduction development of resistance mechanisms by infectious agents has
hindered disease control (Clark et al. 2014). Similarly, for the
control of leishmaniasis, the difficulties are based on the low effi-
cacy and high toxicity of antimony derivatives and amphotericin
B, including its liposomal formulation and high cost (Monzote
2009). Together, these difficulties stimulate the search for new
therapeutic agents.

In Northeast Brazil, plants of the Piperaceae family are known
to produce compounds with microbicide activities (Parmar et al.
1997). Among these, piplartine (3,4,5-trimethoxycinnamoyl-N-
dihydropyridin-2-one), also known as piperlongumine, found in
the Piper genus (Bezerra et al. 2013) presents anti-inflammatory,
antitumor, antifungal and antiparasitic effects (Raj et al. 2011;
Moraes et al. 2011; Adams et al. 2012; Rao et al. 2012). Given
these findings, piplartine has been used as a scaffold for synthesis

Infectious diseases such as malaria and leishmaniasis cause thou-
sands of deaths per year in the world, especially in tropical coun-
tries where warm and humid climate favours the dissemination
of vectors (Alvar et al. 2012; Braz et al. 2013; Burrows et al.
2014).

Malaria is caused by protozoa of the genus Plasmodium,
P. falciparum being the species responsible for the largest number
of severe cases of the disease causing impairment of the brain,
lungs, and kidneys (Gomes et al. 2011) with mortality reaching
50% of the cases (Oliveira-Ferreira et al. 2010). Leishmaniasis are
caused by wvarious protozoa species of Leishmania genus
(Schonian et al. 2010, 2011) that manifest themselves clinically in
cutaneous, mucocutaneous, and visceral forms (Pham et al

2013). Together, these diseases are responsible for hundreds of
thousands of deaths each year (Handler et al 2015 World
Health Organization 2016).

Currently, the treatment of malaria is based on the combin-
ation of artemisinin derivatives (Beteck et al. 2014). However, the

of other amides, such as cinnamides, using the molecular simpli-
fication strategy to establish relation between chemical structures
and their biological effects (Fokoue 2015).

The effectiveness of a bioactive compound is characterized
by its microbicidal effect and toxicity to mammalian cells

CONTACT Selma Aparecida Souza Kiickelhaus @ selmask@gmail.com, selmak@unb.br e Area of Morphology, Faculty of Medidne, University of Brasilia, 70910-900,

Brasilia, DF, Brazil
@ 2017 The Author(s). Published by Informa UK Limited, trading as Taylor & Francis Group.

This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which permits unrestricted use, distri-

bution, and reproduction in any medium, provided the original work is propery cited.

148



ANEXO Il

(Reagentes e solucoes)
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Alcool isopropilico a 60%

Alcool ISOPropiliCo --==n====mmmmmmmm e 60mL

Agua destilada-------======-====mmm e 40 mL

Manter bem fechado em um recipiente de vidro na temperatura ambiente.

Bicarbonato de sodio (NaH,CO3)7,5%

Bicarbonato de sodio ---------------------=-------- e -759

Agua MiliqUE--====mmmmmmm e 100 mL

Filtrar com filtro 0,22 um e armazenar a 4°C.
Hematoxilina de Harris

Lote: 15041

Fabricada: 04/2015

Vencimento: 04/2019

MTT

[3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] (MTT) (Sigma-
AldFICN )= m e oo e e 5mg

Agua MiliqUE-=====mmmmmm e imL

Pesar e dissolver ao abrigo da luz.

Meio de cultura RPMI 1640, pH 7,2

a) Estoque
1 frasco de RPMI 1640 medium , R4130-1L cell culture tested (Sigma) ,
modificacdo HEPES, com L-glutamina e 25mM HEPES, sem bicarbonato de
sédio
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Gentamicina--------------=-=-==-=-=-mm-mmomo- e P 25,0 mg/L

Agua milique-------------====nnmmmemmmmee- e e 1000 mL

b) RPMI 1640, pH 7,2 (incompleto)

RPMI 1640 (Solucéo estoque)----- e -97,36 mL
NaH2C O3 7,50 mmm oo o e e 2,64 mL

c) Meio RPMI 1640, pH 7,2 (completo)

RPMI 1640, PH 7,2, 1640 (sol. Estoque)-------------=--=-=--=--mnmnmmmmeo- 87,36 mL
Bicarbonato de s6dioNaH,COg3 a 7,5%--------------=-=-=-=-mnmememomemmo- 2,64 mL
Soro fetal bovino (1090)------=-=-====mmmmmm oo 10,0 mL

Meio para montagem das laminulas utilizando gelatina

Gelatina caseira sem sabor € SemM COr-----=======m=mmmmmmmmmmm oo 109

Agua destilagda-------=======mmm = 60 mL
GliCEIOl-m-mmmmmm e e oo 70 mL
Fenol---------------------- - 0,25¢g

Dissolver a gelatina na 4gua destilada quente o suficiente para derreté-la;
Adicionar o fenol e o glicerol;

Homogeneizar bem e transferir para tubos falcon de 15 mL ou preparar
aliqguotas em eppendorf;

Manter a 4°C.
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Oil red O® 1-([4-(Xylylazo)xylyllazo)-2-naphthol, 1-[2,5-Dimethyl-4-(2,5-
dimethylphenylazo)phenylazo]-2-naphthol

Estoque
o) PE—— S — 059
Alcool iSOPropilico---=-======mmmmmmmmmm e ---100 mL

Dissolver 0,5 g de Oil red em 80 mL de alcool isopropilico levemente
aquecido em banho-maria 56°C (overnight);

Completar o volume com 20 mL de &lcool isopropilico e homogeneizar
levemente a solucéo;

Conservar em temperatura ambiente em vidro envolvido em papel laminado.

Uso

Diluir 15 mL do estoque em 10 mL de agua destilada;
Deixar descansar por 10 minutos em temperatura ambiente;
Filtrar com papel filtro n°1 de 2 vezes;

Filtrar com filtro 0,45 um.

Paraformaldeido a 4%

Paraformaldeido-----=--=-=====mmmmm e 49
STF PH 7,2---nnmmmmmmmeeee e e e 100 mL

Misturar e aquecer a 65°C, em capela;

Colocar algumas gotas de NaOH a 1M até a solucéo ficar limpida;
Deixar esfriar;

Verificar o pH (Deve se manter entre 7,2 e 7,4);

Guardar sob refrigeracéo a 4°C.

152



Sodium dodecyl sulfate (SDS)

Solucéo de nigrosina 0,05%

Nigrosina----------------- s --0,05¢

Tampao fosfato----------------------- mememmmme e eeeeeeeee 100 mL

Filtrar e colocar em frasco ambatr;

Armazenar a 4°C

Solugéo Salina Tamponada Fosfato (STF) pH 7,2

Fosfato de sédio dibasico anidro - Na,HPO,4 (MM 141,96g/mol)------- 8,15g

Fosfato de potassio monobasico anidro - KH,PO, (diacido)

(MM 136, 10G/MOI) <-nenemmemememaemememeememememememememememeememememeemememeemes 245
Cloreto de sédio NaCl - (MM 58,44Q/MOl)------==nmmmnmmmmmmmmmeemee e 459
o 11 1R ——— 1000 mL

Ajustar pH para 7,2;

Levar a autoclave e armazenar a 4’ C.

Solucédo de Greiss

Solucéo estoque de sulfanilamida a 2% em H3PO4a 5%

Acido foSfOrico HaPQgmmmnnmmmmnmmmmmmmm e e -2,5mL
Agua MiliqUe--====m==mmmm e 47,5 mL
Sal de sulfanilamida (Sigma)----------==-==-=-==mmmmmm e 500 mg

Retirar 25mL da solucdo de H3PO4a 5% e acrescentar os 500 mg do Sal de
sulfanilamida, homogeneizar em agitador magnético e armazenar em frasco

ambar sob refrigeracéo.
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Need 0,2 %
N-(1-naphtyl) ethyl-enediamine (Sigma)----------=-=-=-====mm-mmmmmem - 50 mg
AgUa MiliQUE-======mm e 25 mL

Armazenar em frasco ambar sob refrigeracéo.

Solucéo de uso
Sulfanilamida @ 2 Yo--------=-=-===-mm e 5mL
Need @ 0,2 Yo--------m-m=-mmm oo oo e ------5mL

Preparar 1 hora antes do término do periodo de incubacao.

Schneider® para cultivo de L. amazonensis
Schneider® (Sigma - Aldrich, St. Louis, USA),
Soro fetal bovino inativado (Sigma - Aldrich, St. Louis, USA) a 10%

Gentamicina (40 mg/mL) (Schering Plough, Sao Paulo, Brasil)

Tampao para corante giemsa (pH 7,2)

T 12T YY1 11— 324
TR 2O YA (Y LY T 20 - — 6,63 g
U= T L= 1] o S S ——— 1000 mL
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ANEXO IV

(tabelas)



Tabela 11. Efeito da piplartina na aderéncia das células peritoneais dos

camundongos Swiss

Células aderidas sobre as laminulas

Mac 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 128 256
11790
16100 9850 14500 11790 13500 9670 11800 9580 10860 9960 10830
10890
15800 12940 11500 12130 13200 12000 13700 10800 10270 11800 12250
10580
15280 12400 14330 14110 12200 9350 11880 10720 10280 12600 13500
11500
16200 15000 14000 15800 15500 13500 13580 12800 13900 14000 13200
12600

15500 15500 15780 13500 14600 13800 13700 11000 14900 12500 13980

Mac: Macréfagos nao infectados;

Tabela 12. Efeito da cinamida 5 na aderéncia das células peritoneais dos

camundongos Swiss

Células aderidas sobre as laminulas

Mac 025 05 1 2 4 8 16 32 64 128 256

3080
5460 3160 3900 2980 3900 2790 3990 2780 3170 4150 4630

3990
3780 2490 4410 3060 3350 3450 3370 3880 4340 3750 3630

4820
5790 4670 3970 4690 3740 3430 4320 5650 5510 5200 6330

4210
6030 5340 4810 4320 5000 5280 4470 4840 5030 5070 4670

5000

4890 5190 5030 4260 3630 3680 5220 4820 5270 4610 5130

Mac: Macréfagos nao infectados;
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Tabela 13. Efeito microbicida da piplartina nas formas amastigotas de L.

amazonensis em macréfagos peritoneais de camundongos Swiss (A, B e C).

A.
% Macroéfagos infectados
Grupos (ug/mL)

Controle 0,25 1 4 16 64
Animal 1 95,5 89,5 84,5 89 83,5 87
Animal 2 94,5 91 94,5 89,5 78,5 89,5
Animal 3 89 89,5 81 95,5 49 67
Animal 4 93 90,5 85 90,5 62 89
Animal 5 87 95,5 66 91,5 84,5 68,5
Animal 6 91,5 87,5 88 83,5 89 80,5
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Média de leishméanias por macréfagos

Grupos (ug/mL)

Controle 0,25 1 4 16 64
Animal 1 6,7 3,4 4,5 4,6 4 3
Animal 2 4,2 5,3 4,7 4,2 4,3 3
Animal 3 4 4,2 5,6 3,7 1,4 3,3
Animal 4 3,8 53 5,6 53 3 3,5
Animal 5 5,8 4,5 5,7 4 4,8 3,8
Animal 6 4,3 4,8 3,6 3,9 5,6 2,6
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indice de infeccéo

Grupos (ug/mL)

Controle 0,25 1 4 16 64
Animal 1 642,5 300,5 382,5 406,5 333 264
Animal 2 397 482,5 439,5 375,5 335,5 291
Animal 3 352 373,5 450 352 67,5 223
Animal 4 357,5 483,5 475 480 186 313
Animal 5 508 432 377 367,5 401,5 259,5
Animal 6 396,5 419 321 329 500 207,5
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Tabela 14. Efeito microbicida da cinamida 5 nas formas amastigotas de L.

amazonensis em macréfagos peritoneais de camundongos Swiss (A, B e C).

A.
% Macroéfagos infectados
Grupos (ug/mL)

Controle 0,25 1 4 16 64
Animal 1 95,5 97 81,5 88 96 84,5
Animal 2 93 97,5 95,5 93 93 83,5
Animal 3 93,5 95,5 93,5 91,5 93 83,5
Animal 4 93 79,5 87,5 85,5 94 88
Animal 5 87 94,5 85,5 94 91,5 87,5
Animal 6 91,5 76 85 83 94,5 87
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Média de leishméanias por macréfagos

Grupos (ug/mL)

Controle 0,25 1 4 16 64
Animal 1 6,7 4.8 6,1 4,5 5,1 4,2
Animal 2 5,8 4,6 5,4 6 4,3 3,2
Animal 3 59 5,4 4,4 6,9 5 3,2
Animal 4 3,8 5,3 4,3 5,7 5 4,3
Animal 5 5,8 5,2 4,3 6,7 4,7 3,6
Animal 6 4,3 54 54 53 5 3,6
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indice de infeccéo

Grupos (ug/mL)

Controle 0,25 1 4 16 64
Animal 1 642,5 465,5 495,5 400 488 351,5
Animal 2 541 446 520 560 398 264,5
Animal 3 549 515,5 410 631,5 462 270,5
Animal 4 357,5 422 378 491,5 472,5 377
Animal 5 508 495,5 364 631,5 432,5 316,5
Animal 6 396,5 408,5 461 437,5 476,5 310,5
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Tabela 15. Efeito da piplartina na aderéncia dos macréfagos peritoneais

infectados com L. amazonensis

Células aderidas sobre as laminulas

Grupos (ug/mL)

Mac Leish 0,25 1 4 16 64
7500 6500 5100 4650 5620 4800 3500
7000 5500 4010 4600 3510 3850 3600
7200 6000 4240 4100 5180 4100 3460
6990 5500 4230 4650 3210 4180 4500
7320 6280 3740 4350 3270 4510 3600
7250 6610 4260 4100 4060 4350 3750

Mac: Macréfagos nao infectados; Leish: Macrofagos infectados com Leishmania.
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Tabela 16. Efeito da cinamida 5 na aderéncia dos macrofagos peritoneais

infectados com L. amazonensis

Células aderidas sobre as laminulas

Grupos (ug/mL)

Mac Leish 0,25 1 4 16 64
7500 6500 4800 5210 3700 4800 3900
7000 5500 5070 5310 5000 5020 4700
7200 6000 4780 5840 5000 4600 4650
6990 5500 4570 5280 5190 5190 3450
7320 6280 4900 4840 4100 5080 3800
7250 6610 5260 5930 5000 5090 4230

Mac: Macréfagos nao infectados; Leish: Macrofagos infectados com Leishmania.
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Tabela 17. Efeito da piplartina na producédo de perdxido de hidrogénio por

macréfagos peritoneais infectados com L. amazonensis.

Producédo de peroxido de hidrogénio (uUM)

Grupos (ug/mL)

Macréfagos PMA Leishmania 0,25 1 4 16 64
3,091 8,158 3,091 56,296 10,692 0,051 0,000 1,571
0,001 13,225 1,571 0,000 1,064 0,000 0,000 0,000
0,009 26,400 0,051 0,000 0,051 0,001 2,078 0,000
0,002 0,557 0,051 0,051 0,000 0,000 0,051 1,064
0,003 1,571 0,557 0,557 0,000 0,050 0,000 0,051
2,078 3,091 0,557 0,000 0,557 0,002 0,051 0,000
1,064 0,557 0,557 0,000 0,051 0,003 0,051 0,557
0,600 0,557 2,584 0,000 1,064 0,002 0,000 0,051

PMA: Acetato de forbol miristato.
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Tabela 18. Efeito da cinamida 5 na producéo de perdxido de hidrogénio por

macréfagos peritoneais infectados com L. amazonensis.

Producédo de peroxido de hidrogénio (uUM)

Grupos (ug/mL)

Macréfagos PMA Leishmania 0,25 1 4 16 64
3,091 8,158 3,091 0,000 0,000 1,571 0,000 0,5570
0,000 13,225 1,571 0,000 0,000 1,571 0,000 0,000
0,000 26,400 0,051 0,051 18,292 0,557 0,000 1,064
0,000 0,557 0,051 0,000 9,678 1571 744,412  0,0510
0,000 1,571 0,557 0,557 696,78 0,000 45,148 0,051
2,078 3,091 0,557 2,584 40,081 0,000 7,651 9,171
1,064 0,557 0,557 0,051 1,064 0,000 0,051 0,557
0,557 0,557 2,584 0,051 0,051 0,051 1,064 0,000

PMA: Acetato de forbol miristato.
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Tabela 19. Efeito da piplartina na producdo de nitrito por macrofagos

peritoneais infectados com L .amazonensis.

Nitrito (LM)

Grupos (ug/mL)

Macréfagos LPS Leishmania 0,25 1 4 16 64
9,680 11,280 5,182 8,595 7,490 10,749 9,680 11,280
9,139 10,216 3,947 7,490 9,680 10,216 10,749 10,216
6,927 40,880 5,182 14,428 10,216 9,680 10,749 8,595
3,296 8,045 6,356 5,182 4,574 5,182 5,775 4,574
4,574 6,356 3,296 2,611 6,356 4,574 4,574 3,947
7,490 6,927 4,574 2,611 5,775 5,182 11,808 4,574
3,947 6,356 4,574 3,947 9,139 6,356 2,611 10,749
3,947 6,356 3,947 3,947 6,356 5,775 5,182 3,296
3,296 5,182 4,574 2,611 8,045 5,182 8,595 3,9470

LPS: Lipopolissacarideo.
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Tabela 20. Efeito da cinamida 5 na producdo de nitrito por macrofagos

peritoneais infectados com L. amazonensis.

Nitrito (LM)

Grupos (ug/mL)

Macréfagos LPS Leishmania 0,25 1 4 16 64
9,680 11,280 5,182 8,595 9,139 11,280 15,470 10,216
9,139 10,216 3,947 18,080 9,139 9,680 14,949 12,334
6,927 40,880 5,182 35,882 7,490 10,749 11,280 67,470
3,296 8,045 6,356 5,775 11,808 11,808 0,000 1,047
4,574 6,356 3,296 8,595 5,775 3,947 5,182 3,296
7,490 6,927 4,574 9,680 4,574 3,296 5,182 5,182
3,947 6,356 4,574 3,947 8,045 5,182 4,574 3,296
3,947 6,356 3,947 3,947 5,775 4,574 4,574 2,611
3,296 5,182 4,574 10,216 7,490 4,574 3,947 2,611

LPS: Lipopolissacarideo.
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Tabela 21. Efeito da piplartina na formacdo de corpusculos lipidicos por
macrofagos peritoneais de camundongos Swiss infectados com formas

amastigotas de L. amazonensis (A, B e C).

A.
% Macrofagos com corpusculos lipidicos
Grupos (ug/mL)

Mac LPS Leish 0,25 1 4 16 64
Anmall 50 675 758 795 84,0 80,5 84,5 4,5
Animal2 30 800 775 870 885 88,5 80,0 49,0
Animal3 545 735 808 775 87,0 92,0 85,5 33,5
Animal4 g5 g10 795 89,0 79,0 64,0 70,0 7,0
Animal5 g0 750 845 80,0 73,0 72,6 715 37,5
Animal6 o0 go5 74,0 84,5 65,0 81,5 67,5 57,0

Mac: Controle macréfagos; LPS: Lipopolissacarideo, controle positivo;

Leish: Controle leishménia, macréfago infectado com leishménia.

169



Média de corpusculos lipidicos por macroéfagos

Grupos (ug/mL)

Mac LPS Leish 0,25 1 4 16 64
Animall g7 55 51 8,9 5,1 5,4 5,8 8,8
Animal2 g7 54 6.2 7.3 5,0 5,6 5,9 7.7
Anmal3 g0 47 58 11,2 6,8 5,4 5,4 6,3
Animald 40 49 82 11,9 9,5 7,6 5,7 4,2
Animal5 o0 74 70 11,8 9,6 6.3 57 7.7
Anmalé oo 48 76 11,1 12,0 7.2 6,6 6,2

Mac: Controle macréfagos; LPS: Lipopolissacarideo, controle positivo;

Leish: Controle leishménia, macréfago infectado com leishménia.
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indice Corpuscular

Grupos (ug/mL)

Mac LPS Leish 0,25 1 4 16 64
Animall 335 3740 381,3 704,5 430,0 435,0 494,0 39,5
Animal2 500 4325 4730  639,0 4455 4965 4710 378,0
Animal3 150 3420 462,0 871,5 589,0 4955 465,0 212,0
Animal4 340 3940 671,0 1060,0 750,5  489,0 3975 29,5

Animal5 g1 5515 591,0  944,0 7035 459,1  406,5 290,0

Animal6 7 3865 5725 9365 781,0 5880 4480 3540

Mac: Controle macréfagos; LPS: Lipopolissacarideo, controle positivo; Leish: Controle

leishmania, macréfago infectado com leishménia.
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Tabela 22. Efeito da cinamida 5 na formagéo de corpusculos lipidicos por
macrofagos peritoneais de camundongos Swiss infectados com formas
amastigotas de L. amazonensis (A, B e C).

A.
% Macrofagos com corpusculos lipidicos
Grupos (ug/mL)

Mac LPS Leish 0,25 1 4 16 64
Animall 540 675 758 80,0 93,0 86,5 94,0 70,5
Animal2 30 800 775 87,0 94,0 87,0 85,5 72,5
Animal3 >0 735 808 90,5 85,0 85,0 95,0 79,5
Animald g5 g10 795 86,5 83,5 91,5 90,5 76,5
Animal5 g0 750 845 85,5 90,5 95,0 83,5 84,5
Anmalé 00 805 74,0 92,5 90,0 93,5 87,0 90,0

Mac: Controle macréfagos; LPS: Lipopolissacarideo, controle positivo;

Leish: Controle leishménia, macréfago infectado com leishménia.
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Média de corpusculos lipidicos por macroéfagos

Grupos (ug/mL)

Mac LPS Leish 0,25 1 16 64
Animall g7 55 5,1 8,0 6,6 5,9 9,4 8,5
Animal2- 67 54 62 7.4 7,5 6.4 10,6 10,1
Animal3 60 47 58 6,7 6,4 6,1 9,4 7.3
Animal4 40 49 82 6,6 6,6 5.3 7.3 5,0
Animal5 g9 724 7,0 7,3 5,6 6,1 7,5 5,8
Animalé g9 48 7,6 8,2 6,1 6,5 6,6 5,5

Mac: Controle macréfagos; LPS: Lipopolissacarideo, controle positivo;

Leish: Controle leishménia, macréfago infectado com leishménia.
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indice Corpuscular

Grupos (ug/mL)

Mac LPS Leish 0,25 1 4 16 64
Animall 335 3740 3813 6425 6110 5135 8800 6005
Animal2 200 4325 4730 6410 7010 5540 9065 7330
Animal3 150 3420 462,0 6105 5440  517,5 897,5 578,5
Animal4 340 3940 6710 5715 5540 4860 6600 3820
Animal5 g1 5515 5910 6250 5035 5825 6280 4865
Animal6 o1 3865 5725  754,0 5525  610,0 5720 4905

Mac: Controle macréfagos; LPS: Lipopolissacarideo, controle positivo;

Leish: Controle leishménia, macréfago infectado com leishménia.
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