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RESUMO

Introducdo: a Leishmaniose ¢ um problema de satide publica e exemplo de doenca
negligenciada. Os medicamentos utilizados atualmente apresentam graves efeitos toxicos.
Objetivo: estudar a atividade antileishmania e citotoxica do éter n-butil dilapiol (EBD) obtido
por semissintese. Materiais e métodos: o EBD foi obtido por semissintese. Para o experimento

foi utilizada a espécie de L. amazonensis, nas formas promastigotas, numa concentragdo de 10

-1
parasitos. mL , expostos a concentracdes de 0,2812 a 18 uM do EBD, por 24, 48 ¢ 72 h. As
cé¢lulas mononucleares do sangue periférico (CMSP) humano foram obtidas de individuos
sadios, isoladas e cultivadas em meio RPMI suplementado a 20% de SFBi a 37 °C a 5% CO2,

. ~ 6 r _1 ~
ajustada em camara de Neubauer para 10 céls. mL e expostas ao EBD em concentragdes de

7,8 a 500 uM por 48 h. Os controles positivos foram a Pentacarinat® e Glucantime® e o
negativo, o DMSO a 0,2%. Quanto a taxa de infecgao, utilizou-se uma concentragao de 36 uM
das substancias ja citadas. Resultados: O EBD apresentou uma concentragdo citotoxica 50%
(CC50) de 350 pM, a Pentacarinat® de 188,2 uM. J4 o Glucantime® e o Dilapiol nio foi
possivel obter a CC50. A cerca da inibi¢do da L. amazonensis, o EBD inibiu os parasitas
vidveis, numa concentragio inibitéria 50% (CI50) de 3,0; 3,2 e 3,0 uM e a Pentacarinat® com
uma CI50 de 3,4; 3,0 e 2,9 respectivamente, conforme o tempo. Em relacdo a eficacia do EBD
nas formas intracelulares por 24 h, o EBD mostrou uma atividade similar aos farmacoterapia
padrao, apresentando um P<0,0001, quando comparado com DMSO 0,2%. Ja em 48 h, o EBD

inibiu os amastigotas em 65.5%, similar ao Glucantime® (61%). Conclusao: o EBD mostrou
atividade contra as formas promastigotas e amastigotas de L. amazonensis. Mas, ha a
necessidade de investigar em testes in vivo, no intuito de desenvolver uma formulacdo para
farmacoterapia da LTA.
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1 INTRODUCAO

A Leishmaniose ¢ um problema de saude publica e considerada negligenciada, devida
a falta de interesse por parte do governo e a industria farmacéutica em investir em novas
farmacoterapias (BRASIL, 2017). Causada por diferentes espécies de protozodrios do género
Leishmania, pertencente a familia Trypanosomatidae, que acomete pele ¢ mucosas (OMS,
2013).

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) estd distribuida em 88 paises, que
abrange os cinco continentes (Américas, Europa, Africa, Asia e Oceania) (Alvar, et al., 2012).
Segundo a OPAS/OMS (2017), foram notificados 843.931mil novos casos de Leishmania
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cutanea nas Américas, no periodo de 2001 a 2015, distribuidos em 17 dos 18 paises endémicos.
No Brasil, a incidéncia da LTA apresenta um registro anualmente de 0,7 a 1,3 milhdo de casos
(OMS, 2017), e sua ocorréncia esta praticamente em todos os estados da federagao (BRASIL,
2017). Apesar dos esforcos e investimentos aplicados na pesquisa para o desenvolvimento de
novas farmacoterapia para as leishmanioses nos ultimos anos, ainda esta restrito a poucas
opgoes, além de apresentar elevada toxicidade (OMS, 2013).

Uma das alternativas de obtencao de bioativos, seria por meio das plantas, pois elas ja
eram utilizadas para fins medicinais pelos povos mais antigos para a cura de varias doengas
(Lopes et al. 2018). Atualmente t€ém-se investido em moléculas provenientes de plantas, ja que
delas pode-se obter uma diversidade de bioativos metabolicos secundarios. Pode-se citar
diversos exemplos, como: Piper strigosum € P. pseudoarboreum considerados fontes
potenciais de compostos leishmanicidas (Vasquez-Ocmin et al. 2021), assim como, Piper
aduncum, rico em dilapiol, um fenilpropandide com propriedades anti-helmintica, inseticida e
antimicrobiana (Menezes, 2018). Ademais, estudo de Parise-Filho et al. (2012) demonstraram
que o dilapiol e dois de seus derivados (di-hidrodilapiol e isodilapiol) apresentaram atividade
antileishmania em promastigotas das espécies Leishmania (L.) amazonensis e Leishmania (V.)
brasiliensis. J4 no estudo de Barros (2018) demonstrou a atividade antileishmania de um novo
derivado do dilapiol (EBD) contra a L. (L.) amazonensis.

Sendo assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade citotdoxica em
c¢lulas mononucleadas do sangue periférico (CMSP) humano ¢ a atividade antileishmania do
éter n-butil dilapiol, obtido a partir do dilapiol extraido de P. aduncum L. com perspectivas de
desenvolver uma formulagdao para ser aplicada em uma farmacoterapia para leishmaniose
tegumentar in vivo.

2 MATERIAIS E METODOS

Informacées Eticas

O presente estudo teve colaborador o projeto de doutorado, cujo titulo “Estudo
Experimental in vitro com células mononucleares do sangue periférico (CMSP) de pacientes
portadores de Leishmaniose cutanea antes e apos tratamentos alternativos” do Laboratorio de
Leishmaniose e doenca de Chagas, foi submetido e aprovado pelo comité de ética humano
(CEP/UFAM) CAAE: N°29406319.2.0000.5020.

Obtencio do derivado (EBD)

A obtencao da semissintese do EBD foi realizada com a colaboragdo da Dra. Ana
Cristina da Silva Pinto. O EBD foi obtido utilizando duas rea¢des, sendo que, a primeira, em
um baldo volumétrico foi adicionado o dilapiol, juntamente com THF, Hg (ACO)2 e n-
butanol em banho de gelo por 72 h, sendo monitorado por CCD até o reconhecimento da
estrutura da molécula. Apds a confirmacdo se iniciou a segunda reagdo, que através de
filtragdo com os reagentes NaBH4 e KOH, obteve o derivado EBD, seguiu conforme protocolo
de Barros (2018).

Citotoxicidade em células mononucleares do sangue periférico (CMSP)

Para o ensaio com CMSP foi coletado 10 mL sangue periférico de voluntarios sadios,
utilizando tubo contendo EDTA, logo foi diluido em um tubo conico (50 mL) com PBS 1X
(1:1) onde foi homogeneizado e, seguiu o protocolo adaptado de Junior (2013). Apds 24 horas,
as células foram tratadas com o EBD em triplicata nas concentra¢des de 7,8 a 500 uM por 48

. . .. . ® .o®
horas. No bioensaio usou-se como controles positivos (Pentacarinat e Glucantime ) e como
controle negativo (DMSO a 0,2%). A citotoxicidade seguiu o protocolo com alteracdes de
Nakayama et al. (1997).
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Obtencdo e manuten¢io de promastigotas de Leishmania

Foi utilizada a espécie de Leishmania (L.) amazonensis (MHOM/BR/2009/IM 5584) e
mantidas criopreservadas no Laboratério de Leishmaniose e Doenca de Chagas, INPA. Foram
cultivadas em meio RPMI 1640, suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado (SFBi),
em estufa a 25 °C.

Determinacao da atividade antileishmania da concentrac¢ao inibitoria 50% (CI50) do
EBD nas formas promastigotas

A atividade antileishmania do EBD foi avaliada pela inibicdo do crescimento e
mortalidade das formas promastigotas de L. amazonensis nos periodos de 24,48 e 72 h a 25 °C.
Os parasitos foram centrifugados a 4.400 rpm/15 minutos, diluidos e ajustados em camara de

6 , -1 ..
Neubauer para a concentragdo de 10 parasitos mL . Os controles positivos do teste foram

® ®
(Pentacarinat e Glucantime ) e como controle negativo (DMSO a 0,2%), seguiu com
modificacdes a partir do protocolo de Nakayama et al. (1997).

Determinacio da taxa de infeccio em CMSP infectadas com L. (L.) amazonensis

Apos a coleta do sangue de voluntérios sadios, as CMSP foram isoladas e mantidas
sobre laminulas de vidro estéril posicionadas dentro das placas de 24 pogos, incubadas em
estufa com 5% de CO2 a 37 °C, por 24 h. Posteriormente, as células foram infectadas as

formas promastigotas, e apos 2 horas foram lavadas. Em seguida, ocorreu os tratamentos com

® ®
o EBD, Pentacarinat , Glucantime e o Dilapiol, na concentragdo de 36 uM, por 24 ¢ 48 h em
replicata, seguiu o protocolo de Macedo (2015). Ao final do bioensaio, as laminulas foram
retiradas e coradas por kit pandptico, e analisadas em microscopio 6tico (1000x).

Determinacio do indice de seletividade em CMSP

Com o objetivo de determinar a seletividade das concentracdes com atividade
antileishmania, usou-se o indice de seletividade (IS) delas, expresso pela seguinte formula =
CC50 em células (citotoxicidade)/CI50 contra Leishmania.

Analise Estatistica

Os dados obtidos das analises in vitro foram inseridos em um banco de dados
previamente elaborado no programa GraphPad Prism 6.0, ¢ em seguida, analisados
estatisticamente através dos testes de Analise de Variancia (ANOVA) e Tukey, utilizou limite
de 95% de confianga.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacao da atividade citotoxica do Eter n-butil dilapiol (EBD) em CMSP
A partir dos testes de citotoxicidade em CMSP, o EBD mostrou uma CC50 de 350 +

®
0,4 pM, enquanto, que a Pentacarinat de 188,2 + 1,8 uM, demonstrando que o EBD

apresentou um perfil menos toxico do que a Pentacarinat® por 48 h, corroborando com
estudo de Barros (2018) que mostrou em macréfagos peritoneais exposto ao EBD um perfil
toxico seguro. Ambas as substancias apresentaram um P<0,0001 de toxicidade maior do que
as demais substancias testadas no estudo, conforme a figura abaixo.
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Figura 1. Efeito das substancias: Pentacarinat®, Glucantime®, EBD e o Dilapiol, utilizados
nas concentracdes de 7,8 a 500 uM por 48 horas.
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Avaliacio da atividade inibitoria do EBD contra as formas promastigotas de Leishmania
(L.) amazonensis

Os resultados obtidos do EBD contra L. (L.) amazonensis, nas diferentes concentragdes
(0,2812 a 18 uM) demonstrou uma redu¢do na concentracdo dos parasitas viaveis as formas
promastigotas, apresentou uma concentracao inibitéria de 50% (CI50) de 3,0; 3,2 € 3,0 uM, a

Pentacarinat® de 3.,4; 3,0 e 2,9 uM por 24, 48 e 72 h respectivamente, quando comparados
com o DMSO a 0.2%, conforme figura 2. Resultados similares vistos no estudo de Farah et al.
(2010) demonstraram atividade antileishmania através do derivado isodilapiol, utilizando uma
concentragdo de 50 pg/mL em promastigotas de L. chagasi, por 72 h, inibindo 96% dos
parasitas viaveis. No estudo de Barros (2018) demonstrou atividade contra promastigotas e
amastigotas de L. amazonensis com uma CI50 de 1,6 uM do éter n-butil dilapiol por 72 h.

Figura 2. Avaliacdo da atividade do EBD (A) contra as formas de promastigotas de
Leishmania (L.) amazonensis — quantificacdo das formas viaveis dos parasitos por 24, 48 e 72

h, além da Pentacarinat®, Glucantime® e Dilapiol (B). Os resultados foram obtidos através da
analise por ANOVA (two-way) e Bonferroni’s com 95% de confianga através do programa

GraphPad prism 6®.
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Determinacéo do Indice de Seletividade (IS)
Os resultados estao dispostos na Tabela 1. Observou-se que o IS do EBD foi de 109,4

®

uM, e da Pentacarinat de 62,7 uM, determinando que o EBD nesse tempo apresentou menos
® ®

toxico do que a Pentacarinat . Em relag@o ao Dilapiol e Glucantime nao foi possivel obter o

IS, devido a ndo obtengao da CI50 as formas promastigotas ¢ a CC50 em macroéfagos. No

estudo de Barros (2018) mostrou um IS 76.5, demostrando que a substancia EBD teve mais
afinidade toxica para a L. amazonensis do que para os macréfagos peritoneais por 48 h. Com
1ss0, justifica nossos achados. Ja que para um protétipo ser considerado promissor a virar um
farmaco, tem que apresentar um IS igual ou maior que 10 (Chiaradia et al., 2007).

Tabela 1. Valores de CI50 em promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis e CC50 em

CI 50 (uM) CC 5 (UM) IS
L. amazonensis L. amazonensis
IM 5584 CMSP IM 5584
48h 18h ash
Dilapiol ND ND ND
EBD 32=1 3500 =04 109.4
Glucantime® ND ND ND

Pentacarinat® 3.0+3 1882 + 1.8 62.7
CMSP ¢ seus respectivos Indices de Seletividade (IS) por 48 horas.
CI50 = Concentragao inibitoria 50%
CC50 = Concentragao citotoxica para 50% ND = Nio determinado

Determinacio da taxa de infeccio em CMSP infectados com Leishmania (L.) amazonensis

A figura 3 mostra a eficacia das substancias (EBD, Pentacarinat®, Glucantime® €
dilapiol) na concentragdo de 36 uM, quando em contato com as CMSP infectadas com L.
amazonensis em relagdo ao tempo. Em 24 h (grafico A), o EBD mostrou uma atividade similar
aos medicamentos padrdo, apresentou um P<0,0001, quando comparado com DMSO 0,2%. Ja

®
em 48 h (gréafico B), o EBD inibiu as formas intracelular em 65,5% em relacdo a Pentacarinat

e teve um resultado similar ao Glucantime® (61%). Estudo de Barros (2018) mostrou que o
¢éter n-butil dilapiol inibiu as formas amastigotas em torno de 88% numa concentracdo de 4.5
uM, em macrofagos peritoneais por 48 h. Resultados semelhantes ao do nosso estudo,
indicando que o EBD ¢ promissor para atividade antileishmania.

Figura 3. Avaliagdo da taxa de infeccdo do EBD, Dilapiol, Pentacarinat®, Glucantime® (36
uM) contra as formas amastigotas de Leishmania (L.) amazonensis por 24 ¢ 48 h. Os
resultados foram obtidos através da analise por ANOVA (two-way) e Bonferroni’s com 95%

de confianga, através do programa GraphPad prisma6®. As percentagens foram calculadas
pelas percentagens das médias comparado a % CN (percentagem do controle negativo).
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4 CONCLUSAO

Por meio dos testes realizados in vitro com o éter n-butil dilapiol, observou-se que o
analogo mostra um perfil ndo téoxico em CMSP. Além de mostrar atividade antileishmania
similar aos medicamentos padrao, para as formas promastigotas e amastigotas de L.
amazonensis, mostrando ser uma molécula promissora, mas requer mais estudos, no in vivo
para saber o seu comportamento em uma formulagdo para tratar a Leishmaniose tegumentar.
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