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Resumo

SANTANA, Raissa Couto. Anélise da atividade leishmanicida do derivado sintético
da piperina e do efeito imunomodulatério do composto sintético e de compostos
naturais em linhagens de macrofagos murinos e canino. Tese (Doutorado em Ciéncias
Veterinarias), Instituto de Veterinaria, Universidade Federal do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2023.

Os macrofagos sdo células fagociticas presentes em diversos 6rgédos envolvidos
na homeostase e protecdo dos tecidos. Os macrofagos sdo as células hospedeiras do
parasito Leishamania sp. agente causador da leishmaniose que aflige 1 milh&o de pessoas
anualmente. Os medicamentos séo toxicos e extremamente caros. Produtos naturais
apresentam acdo farmacologica com facil acesso e na maioria seguros, além de
apresentarem estruturas quimicas que permitem modificacfes para seu aperfeicoamento.
Nosso grupo demonstrou anteriormente que 2 produtos naturais, (-)-Guaiol e Piperina
(AF1) apresentam atividade leishmanicida para espécies de Leishmania amazonensis.
Nesse trabalho confirmamos essa agdo dos compostos naturais e estudamos pela primeira
vez a atividade antileishmania do derivado sintético de piperina N4-cyclohexyl-1,2,4-
triazol-3-thione (AF2). Avaliamos também a acdo imunomoduladora dos compostos em
diferentes linhagens celulares de macréfagos murinos P388D1 e RAW 264.7 e canino
DH82. Os compostos demonstraram uma atividade leishmanicida in vitro para
promastigotas de L. amazonensis com ICsg de 56.24 uM, 9.36 UM e 8.73 UM para (-)-
Guaiol, AF1 e AF2, respectivamente. As linhagens celulares apresentaram viabilidade
acima de 70% apds tratamentos com 0s compostos. AF2 na concentracdo de 50 uM
diminuiu a atividade fagocitica de DH82 apds desafio com formas promastigotas. Os
tratamentos com os compostos levaram a modulagéo na producéo de NO e ROS e alterou
a expressdo de moléculas MHC I/11, CD80 e CD86 nas diferentes linhagens. Por fim,
resultados de gPCR demonstram que linhagem RAW 264.7 e DH82 aumentam a
expressdao de mRNA da citocina IL 10 apds tratamento com (-)-Guaiol e AF1 enquanto
que os compostos diminuem a expressédo de IL 10, IL 12, TLR4 e TLR9 nessas células
guando estimuladas com LPS. A linhagem celular P388D1 em repouso e tratadas com (-
)-Guaiol e AF1 levaram a uma reducdo da expresséo de TLR4. Os resultados sugerem

que o efeito dos compostos pode ser diferente dependendo do tipo celular.

Palavras-chave: Atividade imunomoduladora, tratamentos, produtos naturais e

sintéticos.



Abstract

SANTANA, Raissa Couto. Analysis of the leishmanicidal activity of the synthetic
piperine derivative and the immunomodulatory effect of the synthetic compound
and natural compounds in murine and canine macrophage lines. Thesis (Doctoral’s
in veterinary sciences), Veterinary Institute, Federal University of Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2023.

Macrophages are phagocytic cells situated in various organs involved in homeostasis and
tissue protection. Macrophages are the host cells of the Leishamania sp. parasite causative
agent of leishmaniasis that afflicts 1 million people annually. The treatments are toxic
and extremely expensive. Natural products have pharmacological activity that is easy to
access and mostly safe to use. In addition, having chemical structures that allow
modifications for improvement. Our group previously demonstrated that 2 natural
products, (-)-Guaiol and Piperine (AF1) have leishmanicidal activity against Leishmania
amazonensis species. In this work, we confirmed this activity of natural compounds and
studied for the first time the antileishmanial activity of the synthetic piperine derivative
N4-cyclohexyl-1,2,4-triazol-3-thione (AF2). We also evaluated the immunomodulatory
activity of the compounds in different macrophages cell lines of murine (P388D1 and
RAW 264.7) and canine DH82. The compounds demonstrated in vitro leishmanicidal
activity for L. amazonensis promastigotes with 1Cso of 56.24 uM, 9.36 uM and 8.73 uM
for (-)-Guaiol, AF1 and AF2, respectively. The cell lines showed viability above 70%
after treatment with the compounds. AF2 at a concentration of 50 UM decreased the
phagocytic activity of DH82 after challenge with promastigote forms. Treatment with the
compounds modulate the production of NO and ROS and altered the expression of MHC
I/11, CD80 and CD86 molecules in different lineages. Finally, qPCR results demonstrate
that RAW 264.7 and DH82 strains increase the mRNA expression of the cytokine IL-10
after treatment with (-)-Guaiol and AF1, while the compounds decrease the expression of
IL-10, IL-12, TLR4 and TLR9 in these cells when stimulated with LPS. Resting cell line
P388D1 treated with (-)-Guaiol and AF1 led to a reduction in TLR4 expression. The
results suggest that the effect of the compounds may be different depending on the cell

type.

Keywords: Immunomodulatory activity, treatment, natural and synthetic products.
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GM-CSF — Fator estimulador de colonia de granulocitos e macrdéfagos (Granulocyte-

macrophage colony-stimulating fator)

GMP - Progenitores de granuldcitos-mondcitos (granulocyte-monocyte progenitor)
GP63 - Glicoproteina de 63 kDa ou leishmanolisina (Glycoprotein 63 or leishmanolisi)
GR - Glutationa redutase (Glutathione Reductase)

GSH - Glutationa reduzida (Reduced glutathione)

H202— Peroxido de hidrogénio (Hydrogen peroxide)

HeLa — Células de linhagem celular de Henrietta Lacks

HIV - Virus imunodeficiéncia humana (Human Immunodeficiency Virus)

HMGB1- highmobility group box 1 protein

HPR — Enzima Horseradish peroxidase

HPRT - Hipoxantina-guanina Fosforribosiltransferase (Hypoxanthine guanine

phosphoribosyltransferase)

HSC — Células-tronco hematopoiéticas (haematopoietic stem cells)
HSP — Proteina de choque térmico (Heat-shock proteins)

ICs0 - Concentragéo inibitoria

Ig — Imunoglobulinas (Immunoglobulins)

IL — Interleucinas (Interleukins)

INF-y — Interferon gama (Interferon-gamma)

iNOS — Oxido nitrico sintase induzivel (Inducible nitric oxide synthase)



JNK - c-Jun N-terminal cinase

LC - Leishmaniose Cutanea

Linfocitos T CD4 — Linfocitos T auxiliares

Linfocitos T CD8 — Linfocitos T citotoxicos

LPG — Lipofosfoglicano (Lipophosphoglycan)

LPS — Lipopolissacarideo (Lipopolysaccharides from Escherichia coli)
LV - Leishmaniose Visceral

Mac-1 — Integrina aMp2 ou Antigeno de macrofago — 1 (integrin aMp2 or Macrophage
1 antigen)

Mac-2 — Lectin Galectin-3
MCP-1- Monocyte chemoattractant protein-1
MDP - Progenitor comum mondcito-DC (monocyte dendritic cell progenitor)

MHC | e Il — Complexo de Histocompatibilidade | e 1l (Major Histocompatibility
Complex I and 1)

MRNA — RNA mensageiro (Messenger RNA)

MTOR - Mechanistic target of rapamycin

NADPH - Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate

NFkB - factor nuclear kappa B

NO - Espécies reativas de nitrogénio (reactive nitrogen species).
NO:2" - Nitrito

NOD - Nucleotide-binding and oligomerization domain

O2 - Anion superoxido (superoxide anion)

OE — Oleos essenciais — Essential oils

ONOO " - Peroxinitrito

P2X7R - Purinergic ligand-gated ion channel 7 receptor



Pam3CSK4 — Lipopeptideo sintético (Pam3CysSerLys4)

PAMP’s - Padrdes moleculares associados a patdgenos (Pathogen-associated molecular

pattern)

PBS — Tampéo Fosfato-Salino (phosphate buffered saline)

PCR — Reacdo em cadeia polimerase (Polymerase Chain Reaction)

PE — Ficoeritrina (Phycoerythrin)

pH- Potencial Hidrogenidnico

PMA — Phorbol-12-miristato-13-acetato

PMS - Phenazine Methosulfate

PNS - Sistema nervoso periférico (Peripheral Nervous System)

Poly 1:C - Polyinosinic-polycytidylic acid

PRR’s - Receptores de Reconhecimento de Padrbes (Pattern Recognition Receptors)
RNS - Espécies reativas de nitrogénio (Reactive nitrogen species)
ROS — Espécies reativas de oxigénio (Reactive oxygen species)

RPMI — Roswell Park Memorial Institute-1640 medium

RTM — Macrdéfagos residentes do tecido (macrophage tissue residente)

gPCR — Reacdo em cadeia polimerase em tempo real (Real time polymerase Chain

Reaction)

SEM -Standard Error of the Mean

SFB — Soro Fetal Bovino (Fetal Bovine Serum)

STAT - Signal transducer and activator of transcription

TGF-p - Fator de crescimento transformador beta (transforming growth factor-beta)
Th — Subpopulacédo de linfocito T auxiliar (T helper)

TLR’s - Receptores semelhantes a Toll (Toll-Like receptors)

TNF-a — Fator alfa de necrose tumoral (Tumor necrosis factor-a)



WHO/OMS - Organizacdo Mundial de Saude (World Health Organization)

XTT - 2,3-Bis[2-Methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl] -2H-tetrazolium-5-carboxinilide inner
salt.

xg - forca centrifuga relativa
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1 INTRODUCAO

Os macrdéfagos sdo células do sistema imunoldgico que participam da resposta
inata e adaptativa e que compde estruturalmente diversos 6rgdos fazendo parte de
atividades fisioldgicas, fagocitando células mortas danificadas e/ou senescentes e
particulas ndo patogénicas garantindo o estado homeostatico do 6rgdo. Na defesa do
organismo, essas células tém a versatilidade de se diferenciar em perfis de ativacédo

cruciais que podem determinar a trajetoria de uma doenga.

Por muito tempo o conhecimento que se tinha dessa célula era da sua relacao direta
com monocitos e sua funcdo essencialmente era ingerir micro-organismos, células
senescentes e antigenos sollveis e que ocasionalmente podiam apresenta-los aos
linfocitos. Porém essas células se mostraram estar além dessas fungdes basicas no
organismo. Os macréfagos surgem logo no embrido e com o desenvolvimento do mesmo
vao migrando para outros tecidos do corpo onde fazem parte do arcabouco de érgaos
importantes. Nos tecidos, eles desenvolvem caracteristicas Unicas para desempenhar
diferentes funcbes nos 6rgaos que vdo desde a participacdo nos processos bioldgicos
como sinapses nervosas, removendo eritrocitos senescentes, tolerancia imunoldgica,
metabolismo energético, defesa do corpo da entrada de patdgenos, suporte 6sseo entre
outros (Mass, 2018; Park et al., 2022).

Em uma infeccdo, macrofagos inflamatérios M1 sdo células que promovem a
eliminacdo do patégeno no sitio de infeccdo liberando citocinas e quimiocinas, que vado
ativar outras células ao redor. Eles também fagocitam e destroem os micro-organismos e
apresentam os fragmentos aos linfécitos T para ativacdo de um perfil Thl e uma resposta
imunoldgica mais especifica e duradoura. Macrofagos M2 sdo encontrados no final da
infeccdo quando é necessario a volta do estado homeostatico e resolu¢do do tecido
podendo ter participacdo dos linfocitos com um perfil Th2. Medicamentos que possam
direcionar uma melhor ativacdo do macrdéfago podem auxiliar na terapia de diversas
doencas (Atri; Guerfali; Laouini, 2018; Murphy, 2014, p. 335-382; Yunna et al., 2020).

Os macrofagos sdo alvo de agentes patogénicos que utilizam da sua alta
capacidade de diferenciacdo para escapar da acdo microbicida do sistema imunolégico.
A leishmaniose ¢ uma doenca zoonGtica que circula principalmente em regides

desprovidas de sistema basico de saude e higiene. Sendo considerada uma doenca



negligenciada, estima-se que a leishmaniose pode acometer mais de 1 milhdo de pessoas
anualmente segundo a Organiza¢do Mundial de Saude (OMS - WHO). Nesse cenario, 0

Brasil € um dos paises que mais reportam casos de leishmaniose cutanea e visceral.

O parasito transmitido pelo flebotomineo tem o macréfago como sua célula
hospedeira. Dentro dele, o parasito possui estratégias para ndo ser destruido e colonizar a
célula, se multiplicar e se estabelecer. A infeccdo gera diversas manifestacdes clinicas
sendo a mais comum a leishmaniose cutanea podendo ter a cura espontanea e a mais grave
sendo a leishmaniose visceral que pode levar a morte se ndo tratada. Essas manifestagdes
vao estar relacionadas ao background” genético do hospedeiro, a infectividade da cepa,
ao estado imunologico do paciente entre outras condi¢cdes que podem influenciar no
quadro clinico. Como dito anteriormente, a leishmaniose também pode acometer os
animais e possui grande interesse médico veterindrio ja& que o cdo e o principal
reservatorio. Os farmacos de uso sdo datados de mais de 100 anos, de dificil
administracdo e toxicos. Formulacbes mais eficazes e menos prejudiciais possuem um
custo mais elevado e ha cada vez mais relatos de cepas resistentes (Hendrickx; Caljon;
Maes, 2019; Sasidharan; Saudagar, 2021).

Produtos naturais sdo fontes medicinais ancestrais de moléculas ativas que podem
ser benéficas e na maioria das vezes de baixa toxicidade. A ciéncia explora a capacidade
de modificacdo e aprimoramento dos substratos quimicos derivados de plantas para a
formulacGes de medicamentos. Pesquisas basicas que visam entender a acdo bioldgica
desses produtos se utilizam de linhagens celulares de animais como fonte de dados iniciais
para futuros testes em laboratério com organismos mais complexos onde somente 0s mais
eficientes séo escolhidos e possivelmente selecionados para gerar um produto de uso
farmacoldgico. A busca por novos agentes terapéuticos direciona o foco para a grande
diversidade da flora e fauna que alberga uma infinidade de substancias ainda pouco

exploradas.

O (-)-Guaiol é um sesquiterpeno presente no 6leo essencial (OE) de Aloysia
gratissima e ambos foram estudados pelo nosso grupo demonstrando possuir atividade
leishmanicida tanto para formas promastigotas quanto amastigotas de L. amazonensis,
um dos agentes etioldgicos da leishmaniose cutanea nas américas, in vitro. O composto
causa modificagdes ultraestruturais em formas promastigotas do parasito enquanto é

capaz de inibir a sobrevivéncia de amastigotas em macro6fagos infectados com um 1Csg



de 0.01 pugmL? (Garcia et al., 2018). Outro trabalho do nosso grupo com piperina,
presente nos extratos de Piper nigrum, apontou que o composto (50 uM) possui um efeito
leishmanicida assim como seus outros derivados sintéticos no modelo de L. amazonensis
levando a deformacéo e perda de potencial mitocondrial do parasito além de alteracdo no
ciclo celular e no metabolismo lipidico (Ferreira et al. 2011). Nadaes e colaboradores
(2020) trabalharam com linhagens de macro6fagos caninos DH82 e linhagem celular de
macrdfagos murinos RAW 264.7 e mostram que estas células possuem um perfil de
ativacdo e de infeccdo diferente por L. amazonensis e L. infantum. Nesse trabalho
estudamos pela primeira vez a atividade leishmanicida do derivado sintético de piperina
N4-cyclohexyl-1,2,4-triazole-3-thione (AF2), um hibrido sintetizado com parte da
estrutura do protioconazol conhecido por inibir a enzima CYP51 presente na via de
sintese de ergosterol em Leishmania. Também averiguamos a acdo imunomoduladora de
AF2 e dos compostos (-)-Guaiol e piperina (AF1) em linhagens celulares de macréfagos
murinos (RAW 264.7 e P388D1) e caninos (DH82) estimulados com lipopolissacarideo
bacteriano. Os resultados visam analisar os mecanismos de acdo farmacoldgica e

enriquecer os estudos sobre esses compostos.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ONTOGENIA DO MACROFAGO

A descoberta das células fagociticas sdo de autoria do cientista russo llya
Mechnikov ou Elie Metchnikoff. Ele observava estruturas com formato de ameba que
interagiam com 0s micro-organismos a que eram expostas. Apesar de encontrar certa
relutancia em estabelecer sua teoria das células fagociticas no meio académico, seu estudo
Ihe garantiu um prémio Nobel em 1908 (Figura 1) (Gordon, 2016). Van furth e Cohn
(1968) em seu estudo do sistema mononuclear fagocitico correlacionou a origem dos
macrofagos com os mondcitos circulantes no sangue, que por sua vez surgiriam na

medula éssea a partir de um progenitor pro-monacito.
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Figura 1. “Elie Metchnikoff e seus desenhos da fagocitose bacteriana por macréfagos e

microfagos”. Traducdo propria. Adaptado de: Kaufmann, 2008.



A origem dos macrofagos foi revista ao longo dos anos utilizando-se de modelos
de fate-mapping e ao estudar embrides durante a gestacdo de camundongos. Os
macrofagos surgem em 3 “ondas” de precursores, que se distinguem da origem tecidual
e do tempo de desenvolvimento (Wu; Hirschi, 2021) (Figura 2). A génese dos
macrofagos provém do periodo embrionario. Nos casos dos camundongos, com 7 dias de
formagéo o embri&o apresenta a expressdo de fatores de transcri¢cdo de desenvolvimento
hematopoiético iniciando a producdo da sua populacdo celular de eritrocitos e de
precursores de macrofago localizados majoritariamente no saco vitelino (Palis et al.,
1999).

A regido extraembrionéria é primordialmente colonizada com células CD45" de
origem materna (CD45" cKit", Mac-1" F4/80%), mas logo surge precursores que dardo
origem somente a macréfagos seguido de precursores eritromieldides (PEM - eritrocitos,
granulécitos e macréfagos) ambos CD45" cKit* na regido conhecida como ilhas de sangue
no saco vitelino (Bertrand et al., 2005). Posteriormente, Hoeffel e colaboradores (2015)
sugerem que ambas as populacdes sdo eritromieloides com dias de surgimento distintos
(7 dias e 8 dias respectivamente) (Hoeffel et al., 2015). A partir do 9° dia, 0s precursores
de macréfagos com o tempo vao expressando CD45, CSF-1R e perdem sua capacidade
de proliferacdo (Bertrand et al., 2005; Ginhoux et al., 2010). Os precursores de
macrofagos migram para o cérebro apds surgimento da circulacdo sanguinea para formar

a microglia no mesénquima cefalico (Ginhoux et al., 2010; Palis et al., 1999).

A populagdo que surge posteriormente forma-se no endotélio hemogénico e
desenvolve o marcador cMyb* e seguem para o figado, para se diferenciar e depois
seguirdo para os tecidos. onde vao se diferenciar em populacgdes celulares distintas dentre
elas os macrofagos que irdo para o tecido. Essa populacdo também pode se diferenciar
localmente em macrofagos do saco vitelino (Hoeffel et al., 2015; Mcgrath et al., 2015;
Palis et al., 1999). Takahashi; Yamamura; Naito (1989) observaram no 9 dia de gestacdo
uma populacdo no saco vitelino com formato redondo, porém irregular e projecdes da
membrana e nucleo proeminente. Os autores denominaram de “macréfago primitivo” e
que teriam sua formag&o antes do surgimento dos promonacitos (Takahashi; Yamamura;
Naito, 1989).

Por fim, as células hematopoiéticas surgem na regido da aorta-gébnada-mesonefros
(AGM) (Boisset et al., 2010; Medvinsky; Dzierzak, 1996). As células migram do AGM
a partir do 12° dia de gestacéo e se alojam no figado fetal (Kumaravelu et al., 2002). Com
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0 crescimento do embrido as células vdo gradualmente se direcionando para a medula

0ssea e 0 bago conforme véo se desenvolvendo (Christensen et al., 2004).
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Figura 2. Ontogenia do macrofago tecidual. Os macréfagos surgem no embrido em 3 etapas
diferentes conhecido como “ondas”. A primeira onda surge no saco vitelino que da origem a
macr6fagos na microglia, seguido da segunda onda que migram para o figado fetal ou se
diferenciam localmente em macr6fagos do saco vitelino. A Ultima onda é de origem
hematopoética que segue para o bago e a medula 6ssea. Adaptado e traduzido de: Wu; Hirschi,
2021.



2.2 MACROFAGOS

Macrofagos sdo células heterogéneas com papéis fundamentais na resposta
inflamatoria e na homeostase dos tecidos. Os macréfagos que residem nos tecidos
(RTM’s) adquirem caracteristicas daquele microambiente e atuam no equilibrio

fisioldgico e reparacdo do 6rgao (Park et al., 2022) (Figura 3).
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Figura 3. Macrdéfagos nos tecidos e algumas das suas atuacdes. Os macréfagos que
compde os Grgdos sdo células e que participam de diversos processos metabdlicos associados ao
mesmo e apresentam diferencas entre si. Adaptado de: Mass et al., 2023; Park et al., 2022.

No trabalho de Dick e colaboradores (2022), eles analisaram a populacéo de
macrofagos nos tecidos e identificaram 3 populagdes que apesar de possuirem diferentes
padrdes de transcrigdo de genes associados ao 6rgdo de origem, possuem caracteristicas
que delimitam as subpopulagfes provindas tanto da populacdo embriondria quanto
derivada de mondcitos. A populacdo denominada pelo autor TLF™ (expressam 0s genes



TIMD4", LYVEL", FOLR2") sdo macréfagos do embrido que se estabelecem nos tecidos
e se mantem por auto renovacao e possui um perfil funcional associados com o transporte
celular e endocitose nos 6rgaos. A populacdo CCR2* (TIMD4", LYVEL1 e FOLR2) e
MHC II* (TIMD4", LYVEL", FOLR2 e CCR2) surgem ap6s o nascimento. CCR2" é
originaria dos monacitos sendo constantemente reposto por eles nos tecidos e séo células
com perfil de células efetoras. Os mondcitos também podem contribuir para a populagéo
MHC II*, porém ela possui sua capacidade de renovacdo limitada e sua funcao diferencia
em cada orgdo (Dick et al., 2022). Recentemente, foi observado que os progenitores
comuns mieldides (CMP) ddo origem aos progenitores comum mondcitos-DC (MDP)
diferente do que era estabelecido antes, com os MDP vindo dos progenitores de
granuldcitos-mondcitos (GMP). GMP’s por sua vez se diferenciam em progenitores
comum de monacitos (CMoP) e posteriormente em mondcitos e macrofagos nos tecidos.

MDP também podem dar origem a monadcitos, mas nao via cMoP (Liu et al., 2019).

Na manutencdo do equilibrio fisiolégico, 0 macréfago desempenha o papel de
ingestdo de particulas extracelulares e as destruindo sendo essa sua funcdo primordial
também conhecida como fagocitose (Uribe-Querol; Rosales, 2020). O processo € iniciado
através dos diferentes receptores extracelulares conhecidos como receptores de
reconhecimento padrdo (PPR’s) que ao encontrarem seu ligante iniciam o processo de
internalizacdo e formacao do fagolisossomo. Esses ligantes podem ser padrdes associados
a patogenos (PAMP'’s), moléculas associadas a danos (DAMP’s) ou presentes em COrpos
apoptaéticos como por exemplo o fosfolipideo fosfatidilserina ou ainda se apresentar como
opsoninas ligadas a antigenos como imunoglobulinas, e/ou moléculas do sistema
complemento. Apds sinalizacdo, ocorre a reorganizacdo dos filamentos de actina que
permitem que a membrana da célula se deslogue com seus pseudopodes ao redor do
elemento a ser fagocitado criando uma cavidade concava na area de ligacéo do receptor-
ligante, cujas extremidades se encontram na porc¢do final formando o fagossomo. O
fagossomo vai se maturando conforme vai incorporando vesiculas endossomais e se
tornando &cido através do influxo de prétons H*, além de adquirir enzimas provindas de
lisossomos e abrigar o complexo NADPH oxidase, que ira produzir espécies reativas de
oxigénio (ROS). Essa estrutura microbicida e inospita é agora denominada fagolisossomo
(Lendeckel; Venz; Wolke, 2022; Uribe-Querol; Rosales, 2020).



Muitas células no corpo, apds seu tempo de vida util desempenhando seu papel
celular fisiologico ou de defesa, sdo renovadas. Evento que ocorre desde a fase
embrionéria e permanece durante todo 0 nosso crescimento num processo denominado
eferocitose. Esse evento ocorre de forma a ndo desencadear uma resposta inflamatdria
com o direcionamento feito pelas células alvos (sinais de “find-me” e “eat-me”) aos
fagdcitos para que cheguem até o local e reconhegcam ligantes especificos presentes na
sua superficie, 0 mais conhecido sendo a fosfatidilserina. A falha nessa via esta associada
a enfermidades como cancer, diabetes e obesidade. Esse processo, em que a célula
sinaliza sua morte para ser fagocitada, pode ser desencadeado por micro-organismos para

que possam estabelecer a infec¢do de forma silenciosa (Mehrotra; Ravichandran, 2022).

O reconhecimento de PAMP’s, DAMP’s elou citocinas, levam a producdo de
Oxido Nitrico (NO) sintetizados via transcri¢do da enzima 6xido nitrico sintase (iNOS ou
INOS2) em uma reagdo oxidativa com L-arginina, oxigénio e NADPH. Enquanto o ROS
superoxido (O2) é formado pelo complexo de subunidades NADPH oxidase formado de
multicomponentes presentes no citosol (p40, p47 e p67) e lisossomos (gp91 e gp22), que
se acoplam no fagolisossomo para formar a enzima funcional. Os produtos das reacdes
ndo sdo moléculas finais do processo sendo precursores para outros intermediarios como
H20: pela superoxido dismutase a partir do O2". Ambos 0s mecanismos microbicidas ROS
e NO sdo importantes mediadores da resposta pro-inflamatdria para o controle de
infeccdes. No entanto, esse consumo de oxigénio (explosdo respiratoria) para formar as
moléculas que vao também ser liberados para fora da célula podem ser prejudiciais
causando danos aos tecidos (Lendeckel; Venz; Wolke, 2022; Murphy, 2014, p. 76-82).

Os macrofagos podem se ligar a patdgenos via PPR’s como por exemplo os
receptores semelhantes a Toll (7LR’s), que interagem com seus respectivos PAMP’s. O
contato com seu ligante pelos TLR’s fosforila e degrada IkB que por sua vez esta ligada
ao complexo p50/p65 do fator de transcricdo NF«B no citoplasma. Esse evento permite a
liberacdo do NF«xB e que esta molécula alcance o nucleo, onde é responsavel pela
transcricdo de genes de citocinas. A ligagdo também ira induzir, como visto
anteriormente, a fagocitose e a destruicdo dos micro-organismos intracelulares
(Lendeckel; Venz; Wolke, 2022; Murphy, 2014, p. 76-99).



2.3 FENOTIPOS

Os macrofagos presentes no microambiente ndo inflamatorio dos 6rgéos estdo
envolvidos no metabolismo e compde a organizacdo do 6rgdo residente. Uma vez que
esse microambiente estd em um cenario de inflamag&o ou infeccdo essas células podem
adquirir um estado de acéo efetora para eliminacdo do patdégeno (M1) e posteriormente
de restabelecimento da homeostase, contendo a exacerbacdo da resposta imunitaria e
levando a resolucdo da mesma no tecido danificado (M2) (Lendeckel; Venz; Wolke,
2022; Mass, 2018).

Os macréfagos expressam moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade (MHCs) e atuam como células apresentadoras de antigenos. Eles
reconhecem as moléculas pelos receptores de superficie e os internalizam enquanto a
ativa¢do dos TLR’s auxilia na sinalizacdo intracelular. As moléculas de MHC formadas
no reticulo endoplasmatico encontram os fragmentos de peptideos para apresenta-los aos
linfocitos T. Enquanto MHC I* apresentam peptideos do citosol, MHC II* apresentam
peptideos presentes nas vesiculas. A partir disso se estabelece uma resposta antigeno-
especifica, com a interacdo MHC (I ou Il) + Peptideo/TCR/correceptor (CD8 ou CD4,
respectivamente) que funcionam como primeiro sinal e ativacao dos linfécitos T virgens,
seguido do segundo sinal com a ligacdo da molécula co-estimulatéria CD80/CD86 da
célula apresentadora de antigeno com CD28 dos linfécitos T para expansao dos linfocitos.
Linfdcitos citotoxicos T CD8", tem como fungdo a morte das células infectadas ou
tumorais. Linfécitos T CD4" helper ativam outras células sendo chamados de auxiliares
e se subdividem em diferentes perfis de células efetoras dependendo das citocinas

presentes no local a qual vai ser estimulado (Murphy, 2014, p. 335-382).

As células T CD4" auxiliares possuem subpopulac6es efetoras que vao orientar de
forma diferente as suas células alvo. Os linfocitos Thl sdo estimulados pelas citocinas
IL-12 e INF-y liberados pelos macrdfagos que induzem a via transcricional de STAT4 e
STATL1 respectivamente e vao atuar nos macréfagos que estejam apresentando seu
antigeno especifico amplificando sua agdo microbicida contra patégenos intracelulares.
Em paralelo, linfécitos Thl também atuam induzindo a formacdo de novas células
fagociticas e o recrutamento delas para o sitio de infec¢do. Enquanto linfocitos Th2 serdo
estimuladas pela producéo de IL-4 via STAT 6 e GATA 3 e atuardo recrutando células
como eosinofilos e mastdcitos e induzindo a producdo de anticorpos IgE pelas células
plasmaéticas em infeccdes parasitarias e em alergias (Murphy, 2014, p. 335-382; 429-448).
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No ambiente inflamatorio, se encontra diversos macrofagos em diferentes estagios
de ativacdo. Sendo células capazes de perceber os estimulos ao seu redor e com um
repertorio genético que lhe confere diferentes caracteristicas, o macréfago pode se
apresentar em contrastes imunolégicos inflamatorio e anti-inflamatério. Os macréfagos
M1 sédo células comprometidas com a defesa e eliminacdo do agente patogénico sendo
induzidos pelo reconhecimento de PAMP’s como LPS ou citocinas como INF-y e GM-
CSF produzidas pelos linfécitos Thl. Os macr6fagos M1 tem uma alta capacidade de
fagocitose e apresentacdo de antigenos, produzem mais espécies reativas de nitrogénio
(RNS) e ROS e citocinas TNF-a, IL-12, IL-1p, IL-6, IL-18 e IL-23 além de estimularem
de forma generalizada cada vez mais uma resposta mediada por células com a
participacdo dos linfocitos Thl (figura 4). Essa acdo, no entanto, ndo deve ser mantida
por tempo indeterminado, pois seus produtos microbicidas também podem levar a
destruicdo tecidual (Atri; Guerfali; Laouini, 2018; Murphy, 2014, p. 335-382, 429-448).

Por outro lado, os linfécitos Th2 podem liberar IL-10, IL-4 e TGF-B devido a
infeccdes (parasitos, fungos, helmintos) que vao inibir a resposta Thl e ativar os
macrofagos de forma alternativa (figura 4). Outros estimulos podem vir de M-CSF, IL-
13 e complexos imunes, além de debris e células apoptdticas consequentes da resposta
inflamatéria. Os macrofagos M2 produzem citocinas anti-inflamatérias, arginina,
expressam receptores de manose (CD206) e iniciam o restabelecimento da homeostase e
regeneracdo do tecido apos eliminacdo do agente infeccioso. A populacdo M2 pode ainda
ser encontrada com derivacGes M2a, M2b, M2c e M2d (Atri; Guerfali; Laouini, 2018;
Murphy, 2014, p. 335-382; Yunna et al., 2020).
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Figura 4. Fenotipos de Macrofagos. Macrofagos com ativacao classica (M1) sdo células
efetoras e eficientes na eliminagdo de micro-organismos patogénicos. Macrofagos com ativagdo

alternativa (M2) vé&o iniciar a reparacao tecidual e retomar a homeostase.

A auséncia desse equilibrio é observada em doencas que podem destruir o tecido
celular, na desarmonia homeostatica do corpo ou na insisténcia da manutencdo da
inflamacdo. O estado inflamatério M1/M2, por exemplo, faz parte da regulacdo
metabolica do tecido adiposo. O microambiente de tumores pode favorecer os macrofagos
ali presentes a se diferenciar em M2. Consequentemente, essa acdo supressora e
restauradora diminui a acdo citotéxica na célula tumoral colaborando com a sua
disseminacdo e crescimento. A plasticidade do macréfago € explorada por micro-
organismos para evitar a resposta inflamatdria e se estabelecer no organismo. Da mesma
forma que a acdo dessas células pode também ser direcionada como uma opc¢do de

imunoterapia (Atri; Guerfali; Laouini, 2018; Yunna et al., 2020).
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2.4 RELACAO COM PARASITAS INTRACELULARES: Leishmania spp.

A leishmaniose compreende um grupo de manifestagdes clinicas ocasionada da
infeccdo pelo parasito Leishmania sp. A leishmaniose é considerada uma doenga
negligenciada com mais de 20 espécies de parasitos podendo infectar humanos e
ocorrendo principalmente em regides carentes do pais de forma mais expressiva em
regides rurais, onde a combinacdo de auséncia de medidas de satde publica, desnutricéo,
condicGes precérias de habitacdo e circulagdo do vetor proporcionam condicGes ideais
para a manutencéo do ciclo do parasito (Alvar; Yactayo; Bern, 2006; WHO, 2023; WHO,
[2023]; CDC, 2023).

A OMS (WHO) acompanha os casos de leishmaniose ao redor do mundo e estima-
se que ocorram entre 50.000 a 90.000 de casos leishmaniose visceral e 600.00 a 1 milh&o
de casos de leishmaniose cutanea anualmente. O Brasil € um dos paises mais endémicos
para ambas as formas de leishmaniose ocorrendo em 2021 mais de 1.000 e 5.000 casos
respectivamente. Porém, a pandemia de COVID-19 direcionou o sistema de saude para a
contencdo da doenca durante os ultimos 5 anos e ainda € preciso saber o impacto da
doenca em outras enfermidades (“Global leishmaniasis surveillance: 2021, assessing the
impact of the COVID-19 pandemic”; 2022).

O parasita possui um hospedeiro vertebrado e invertebrado no seu ciclo biologico
e em cada um é possivel encontrar o parasita com morfologias distintas (Figura 5). Os
flebotomineos sdo hospedeiros invertebrados e vetores da doenca. Os géneros
Phlebotomus e Lutzomyia s&o os principais relacionados a transmissdo de diferentes
espécies de Leishmania sp. no Velho mundo e Novo mundo respectivamente (Cecilio;
Cordeiro-da-Silva; Oliveira, 2022). Esses insetos se alimentam de agUcar, mas as fémeas
fecundadas necessitam de sangue para nutrir 0s ovos e 0 obtem de humanos e outros
animais em ambientes externos, domésticos ou ao redor do domicilio (Cecilio; Cordeiro-
da-Silva; Oliveira, 2022). Para se alimentarem, elas rompem os capilares e vasos
sanguineos e os componentes da saliva vao inibir a coagulacdo no local da picada
formando “piscinas de sangue”. Dentro do vetor, o parasito na sua forma promastigota
transpassa a matrix peritréfica que reveste o sangue ingerido para alcancar o epitélio
intestinal (Cecilio; Cordeiro-da-Silva; Oliveira, 2022; Serafim et al., 2021). O intestino

do hospedeiro invertebrado abriga formas promastigotas do subgénero (L) Viannia na
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regido do intestino posterior e do subgénero (L) Leishmania no intestino anterior e médio
(Lainson; Shaw, 1987). Ele alcanca a probdscide do inseto e coloniza a regido. O parasito
consegue sobreviver ao sistema imune do inseto e sua presenca altera a microbiota natural
desses animais. Durante essa trajetoria, o parasito passa por processos de diferenciacéo e
multiplicacdo (metaciclogénese) que sdo novamente iniciados a cada nova alimentacao
tendo impacto na sua infectividade (Serafim et al., 2021). A fémea ao se alimentar de um
novo hospedeiro gera uma resposta imunitaria no sitio de inoculagdo regurgitando
componentes do flebotomineo como a saliva junto das formas promastigotas metaciclicas
e 0 PSG (gel secretdrio de promastigota) que irdo favorecer a disseminacdo do parasito
(Cecilio; Cordeiro-da-Silva; Oliveira, 2022; Serafim et al., 2021) .

A infeccdo de outros animais por Leishmania sp. torna a doenca zoon6tica com
animais selvagens, de fazenda e domeésticos sendo fontes de alimentacdo do flebétomo.
O cédo é o que tem maior impacto na disseminacdo da doencga por serem animais de
companhia e os que vivem nas ruas acabam viajando por diferentes locais. Metade da
populacdo regional desses animais podem se infectar com a espécie L. infantum causadora
da leishmaniose canina ou ainda albergarem outras espécies. Gatos também podem se
infectar, mas com uma resisténcia maior ao parasito a menos que o animal apresente
alguma doenca que reduza sua imunidade (ex: FIV) possibilitando o surgimento dos
sintomas, 0 que acaba levando a um menor numero de casos. Os caes infectados podem
tanto apresentar um quadro clinico severo iniciando com nédulos e ulceracdes e com 0
tempo desenvolvendo sintomas sistémicos ou serem assintomaticos. Esses extremos estdo
relacionados com a competéncia do sistema imunoldgico do animal em combater o
parasito (Montaner-Angoiti; Llobat, 2023; Sykes, Baneth, Petersen, 2013). No Brasil, em
2016 em nota técnica com o Ministério da Saude (MS), o Ministério de Agricultura e
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) autorizou o registro do Milteforan™ pela empresa
Virbac Saude Animal, o Unico aprovado para uso. O tratamento da leishmaniose visceral
canina é realizado seguindo instru¢Ges do fabricante com acompanhamento do Médico
Veterinario, sendo uma escolha individual do tutor (MAPA, 2016). O controle do
reservatorio € uma das estratégias de controle dos casos humanos. Nessa linha, a eutanasia
do animal acaba sendo aplicada principalmente no Brasil, mas essa pratica tem enfrentado
muita discussdo sobre o seu real impacto positivo no nimero de casos humanos. Outros
métodos consistem em coleiras com inseticidas e vacinagdo dos animais (Montaner-
Angoiti; Llobat, 2023; Sykes, Baneth, Petersen, 2013).
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No local de inoculacdo, a presenca do parasito vai desencadear uma resposta
imunolégica com a participacdo do sistema complemento, mondcitos, mastdcitos,
neutrdfilos, células dendriticas, queratindcitos, células de Langerhan, natural Killers,
linfécitos e macrofagos que séo seus hospedeiros principais (Costa-da-Silva et al., 2022).
No hospedeiro vertebrado, o sistema imunoldgico tenta eliminar o patégeno, enquanto o
parasito dispde de mecanismo de escape para sobreviver e se manter no hospedeiro. A
infeccdo leva ao desenvolvimento dos sintomas que compde os diferentes quadros

clinicos (Conceicéo-Silva; Morgado, 2019).

Dentro dos macrdfagos, os parasitos se transformam em formas amastigotas no
ambiente acido do vacuolo parasitoforo e se multiplicam ativamente até romper e
atingirem o meio extracelular onde irdo novamente infectar outras células e manter assim
a infeccdo (Sasidharan; Saudagar, 2021). As pesquisas sobre leishmaniose tém o
macréfago como peca focal sendo ela a célula hospedeira, e sendo importante também

para a destruicdo do parasito (Tomiotto-Pellissier et al., 2018).

Macréfagos reconhecem os componentes LPG (Lipofosfoglicano) e Gp63
(glicoproteina 63) presentes nas formas promastigotas dos parasitos e de alguns parasitos
que sofreram ag&o do sistema complemento via ligagéo aos seus receptores PRR’s (CR3,
CR1, FcyR, DC-SIGN, receptor de fibronectina e de manose) que conjuntamente
promovem sua fagocitose. A entrada via receptor CR3 é considerada uma via silenciosa
do patdgeno uma vez que a ativacao diretamente pelo parasito ou por porcdes iC3b inibe
uma possivel resposta inflamatoria (Ueno; Wilson, 2012).

A participacdo dos TLRs pode ser ambigua na infec¢do por Leishmania sp. Os
estudos focados nos TLR-2, 4, 9 e 3 divergem sobre qual TLR, em qual modelo de
infeccdo, com qual espécie utilizada e em qual célula o papel dos TLR’s sdo importantes
para o estabelecimento ou ndo da doenca. No entanto, ha evidéncias de que LPG seja
reconhecido por TLR2, de que o complexo proteoglicerolipidio (P8) de amastigotas seja
reconhecido por TLR4 e de que o DNA do parasita seja reconhecido por TLR9 e que a
infeccdo por Leishmania sp. pode modular a expresséo desses receptores. Outros estudos
ainda indicam que a ativagdo da sinalizacdo de TLR através de imunizacao pode levar a

uma protecdo contra o parasito (Faria; Reis; Lima, 2012)

A sobrevivéncia do parasito dentro da célula é possibilitada pelo desequilibrio no

mecanismo de formagdo do fagolisossomo. Para evitar a formacdo do vacuolo
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parasitéforo, o parasito dificulta a chegada de enzimas do lisossomo e de vesiculas do
endossomo além de alterar sua caracteristica microbicida para evitar sua degradacéo e

conseguir se diferenciar em amastigotas (Martinez-Lo6pez et al., 2018).

NO e ROS sédo componentes fundamentais na formacdo da resposta contra a
leishmaniose em particular seus derivados toxicos ONOO™ (Peroxinitrito) e H202. O
parasito por sua vez age em varias vertentes para sobreviver a acdo microbicida, seja
impedindo a formacéo e estimulo enziméatico de NADPH oxidase e iNOS ou com suas
préprias enzimas como tripanotiona redutase, triparedoxina, peroxiredoxina entre outras
para producdo de antioxidantes (Van Assche et al., 2011). Na via de formacdo de NO
encontra-se 0 substrato L-arginina. Esse substrato garante a sobrevivéncia do parasito
sendo adquirido via proprio transportador de L-arginina extracelular e submetido a
atividade de enzimas metabodlicas. Sendo vias opostas, a ativacdo do macréfago define a
formagdo de NO (M1) ou poliaminas (M2). Consequentemente, na infecgdo por
Leishmania sp. o perfil imunolégico do macrofago estd diretamente relacionado a

destruicdo ou multiplicacdo do parasito (Wanasen; Soong, 2008).
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Figura 5. Ciclo Bioldgico da Leishmania sp. Durante a alimentagdo sanguinea, o flebotomineo
fémea injeta formas promastigotas metaciclicas que irdo infectar os macréfagos dos hospedeiros
mamiferos. Nessas células, os parasitos na forma amastigota se multiplicam rompendo a célula e
infectando outras ao redor. Numa nova alimentacéo o flebotomineo ira ingerir formas amastigotas
dando continuidade ao ciclo. Adaptado de:  Sykes, Baneth, Petersen,
2013.
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A reacdo mais comum a infeccao por Leishmania sp. se iniciam com papulas, que
formam nodulos e depois ulceram no local da picada, conhecido como leishmaniose
cutdnea (LC) que costumam ser indolores e fechar entre 3-18 meses. As espécies
envolvidas sdo L. tropica, L. aethiopica, L. major, L. mexicana, L. amazonensis, L.
braziliensis e L. guayanensis. Alguns casos, até 10% dos pacientes, podem evoluir para
formas mais agressivas dependendo da espécie infectada. Leishmaniose cutanea difusa é
resultado de uma auséncia de resposta imune com leses que permanecem como papulas
e nodulos enquanto a leishmaniose disseminada pode se manifestar com diferentes tipos
de lesdes. Em ambos 0s casos, 0 paciente apresenta multiplas lesées em diferentes locais
do corpo. Mucocutédnea em oposicdo a difusa é consequéncia da resposta imune
exacerbada onde o paciente perde o tecido da pele e sofre deformagdo na regido

nasofaringe com tratamento pela vida toda (Burza; Croft; Boelaert, 2018).

Na leishmaniose visceral (LV) os humanos sdo reservatérios da espécie L.
donovani e L. infantum e os cées da L. infantum (L. infantum chagasi). Os sintomas mais
distintivos s30 o aumento do baco e do figado. E a forma mais fatal da doenca se no
tratada em até 2 anos e infelizmente pode ser associada com infeccdo com HIV,

complicando ainda mais o quadro clinico (Burza; Croft; Boelaert, 2018).

Pacientes com LV infectados com a espécie L. donovani podem desenvolver a
forma cuténea post-kala-azar. O tratamento para leishmaniose ndo leva a eliminagéo
completa do parasito e por isso alguns ainda podem permanecer na pele o que faz o
paciente reincidir. O individuo possui respostas imunoldgicas diferentes acorrendo

localmente na lesdo (Th2) e no organismo (Th1) (Burza; Croft; Boelaert, 2018).

Os tratamentos sdo em sua maioria drogas injetaveis localmente na picada ou
intravenosa. Os antimoniais pentavalentes, antimoniato de meglumina e estibogluconato
de sodio (com nome comercial de Glucantime e Pentostam respectivamente) sdo 0s
tratamentos mais antigos sendo metabolizados dentro do macrofago em compostos
leishmanicidas trivalentes. Como foi por muito tempo uma monoterapia, o surgimento de
parasitas resistentes ao tratamento antimonial foi inevitavel. A diamidina pentamidina foi
uma alternativa em casos de resisténcia aos antimoniais. Assim como o antifungico
anfotericina B, usado na leishmaniose devido a ambos 0s organismos possuirem 0
ergosterol na camada lipidica celular que é alvo do farmaco. Paramomicina é outro
medicamento descoberto com mecanismo de acdo ndo direcionado a leishmaniose
(antibidtico) mas que se provou eficaz usado no tratamento. Em busca de f&rmacos com
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via de administracdo mais eficientes, a miltefosina foi aprovado recentemente para uso
oral para compor o quadro medicamentoso na india (Sasidharan; Saudagar, 2021). No
ano de 2018, foi tornado publico pelo Ministério da Saude (MS) a decisdo de incorporar
a miltefosina ao Sistema Unico de Salde (SUS) no Brasil para o tratamento de
leishmaniose tegumentar (MS, 2018). Os medicamentos enfrentam grandes problemas de
efeitos adversos graves que dificultam a continuacdo do tratamento pelo paciente e isso
acaba colaborando para o surgimento de cepas resistentes (Sasidharan; Saudagar, 2021).
Estratégias usadas como alternativas a esse entrave sdo a terapia com combinacdo de
farmacos e reformulag6es como a anfotericina B na sua forma lipossomal, mas sua
implementacédo na rotina de tratamento exige um investimento muito superior aos demais
farmacos. A combinagdo infelizmente por muitas das vezes também ndo acaba tendo

sucesso (Carvalho et al., 2021; Sasidharan; Saudagar, 2021).

Como dito anteriormente, macrdéfagos sdo peca chave e o que se observa muito
bem caracterizado na infec¢do por L. major, é de que o direcionamento imunolégico do
macrofago MO para M1 logo no inicio do processo infeccioso possibilita que essa célula
fagocite, destrua e ative a resposta adaptativa para a eliminacdo do parasito. Por outro
lado, a constante producdo de radicais oxidativos e citocinas inflamatorias leva a lesdo
tecidual que ndo necessariamente esta relacionado a diminuicdo da parasitemia. Apesar
da polarizacdo M2 ser um fator de favorecimento do estabelecimento do parasito, que o
mesmo explora para conseguir se manter no hospedeiro, ela é necessaria para garantir o
controle da intensidade dessa resposta inflamatéria. O que ocorre, no entanto, € a
predomindncia de uma resposta mediadora que suprime uma acdo efetora contra o

parasito (Tomiotto-Pellissier et al., 2018).
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25 CULTIVOS CELULARES COMO FERRAMENTA PARA ESTUDOS
BIOLOGICOS

Cultura de células de animais surgiram na virada do século XIX para o século XX.
Em 1907, Ross Granville Harrison foi 0 mais bem sucedido na técnica ao manter fibras
nervosas embrionarias de ra e posteriormente Carrel em 1912 desenvolveu um modelo de
células cardiacas a partir de embrido de galinha. O objetivo inicial era avaliar o
comportamento celular livre de variagdes do ambiente que o organismo completo possui
e dessa forma eliminar o efeito de possiveis variaveis no estudo (Landecker, 2002 apud
Jedrzejczak-Silicka, 2017; Dove, 2012 apud Jedrzejczak-Silicka, 2017).

No comego, fluidos animais eram utilizados como meio de cultura, mas isso
apresentava desafios ja que os nutrientes e fatores de crescimento presentes nesses fluidos
eram dificeis de controlar e medir precisamente. Com o0 tempo, 0s pesquisadores
comecaram a desenvolver meios de cultura mais definidos e especificos, contendo uma
mistura precisa de nutrientes, sais, fatores de crescimento e, em alguns casos, Soros ou

extratos que estimulavam o crescimento das células (Jedrzejczak-Silicka, 2017).

O isolamento de fragmentos de tecidos animais e a sua manutencdo em meios de
cultura, foi uma das abordagens iniciais para cultivar células. A ideia era fornecer as
células nutrientes e condi¢des adequadas para que elas continuassem a se dividir e crescer

em um ambiente controlado (Freshney, 2011).

Um marco importante foi a criacdo de linhagens celulares primarias e
permanentes. Linhagens primérias sdo compostas por células retiradas diretamente de um
tecido animal e mantidas em cultura por um tempo limitado. Elas possuem uma vida til
curta com poucas divisdes celulares antes de atingirem um estagio de senescéncia e ndo
poderem mais se dividir. J& as linhagens celulares permanentes sao células que adquiriram
a capacidade de se dividir indefinidamente, muitas vezes através de modificacdes
genéticas ou selecdo em culturas especiais. Essas técnicas de cultura de células tornaram-
se vitais para varias areas da pesquisa, incluindo estudos sobre genética, cancer, resposta
imunoldgica, desenvolvimento de vacinas, testes de drogas e muito mais. Elas também
foram usadas para desenvolver modelos de doencas e estudar o efeito de agentes externos

sobre as células (Freshney, 2011; Jedrzejczak-Silicka, 2017).
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A primeira linhagem celular humana foi isolada de uma paciente negra com cancer
cervical chamada Henrietta Lacks. As células HeLa foram isoladas durante uma de suas
visitas ao hospital John Hopkins na década de 50. As células de Henrietta de alguma
forma, mas muito provavel pela sua caracteristica cancerigena, conseguiram se manter e
se multiplicar por anos fora de seu corpo levando-a a ser distribuida e utilizada por
cientistas e pesquisadores ao redor do mundo. Ela participou de diversos projetos e
estudos cientificos apds sua morte, sem que sua familia soubesse sobre ou que detivesse
algum direito financeiro. Numa época vergonhosamente discriminatdria, Henrietta sofreu
uma violéncia que mais tarde abriu portas sobre ética hospitalar e cientifica. Hoje sua
familia detém seus direitos e sdo participantes ativos na luta de politicas e regramentos
acerca de uso de material biolégico humano em pesquisas. A linhagem celular HeL a foi
importante para o desenvolvimento de vérias areas como vacinas, remedios e no avanco
de estudos de doencas até atualmente com o desenvolvimento da vacina para COVID-19,
sendo uma peca fundamental na trajetéria da humanidade tornando Henrietta imortal

(“Henrietta Lacks: science must right a historical wrong”, 2020; Skloot, 2011).

O uso de linhagens permitiu 0 conhecimento na area da dindmica de processos
fisiologicos e metabdlicos, estrutura, ciclo, desenvolvimento e fenotipo celular e
informacdes do material gendmico e protedmico com manipulacdo génica (Freshney,
2011). A medida que crescia a demanda, a disponibilidade aumentava com a introduc&o
de novas linhagens de vérias partes do corpo, meios de cultivo e suplementos e com
técnicas mais avancgadas de controle de contaminacdo. Os estudos progrediram no campo
da imunologia, oncologia, vacinas, fertilizacdo, farmacologia, transplantes entre outros
sendo até aplicada na purificacdo de produtos bioldgicos com fins comerciais (Figura 6)
(Freshney, 2011).
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APLICACOES DO CULTIVO CELULAR

Produtos celulares:

Protedmica, secre¢ao, Imunologia:

biotecnologia, biorreatores Epitopos na superficie celular,
hibridomas, citocinas, inflamacao

Atividade Intracelular:
Transcricdo de DNA, sintese proteica,
metabolismo energético, ciclo celular,
diferenciagio, apoptose

Genomica:

Andlises genéticas,
f
Fluxo Intracelular: &7& w‘w.;wmo
Processamento de RNA, receptores m\onallz;ac.ao ’
hormonais, fluxo de metabdlitos, senescéncia =

mobilizagao de calicio, transducao de
sinais, trafico de membranas

Construgao de tecidos, matrizes,
propagacao, diferenciagio

I Engenharia Tecidual:

Farmacologia:
Ago de farmacos, interagao Toxicologia:

entre ligante-receptor. metabolismo Interagao Célula-célula: Infecgdo, citotoxidade, mutagénese,
do farmaco, resisténcia a drogas Morfogénese, controle paracrino, carcinogénese, irritagao, inflamagao

proliferagao celular, cooperagao
metabdlica, adesdo, motlidade,
interacdo com a matriz, invasividade

Figura 6. Aplicacbes do cultivo celular. O estabelecimento de linhagens celulares
permitiu o desenvolvimento de diversas areas favorecendo o avango das pesquisas cientificas.
Adaptado e traduzido de: Freshney, 2011.

Linhagens celulares sdo opg¢des de modelos para pesquisa na ciéncia em diversos
estudos que precedem o uso de animais, em particular para selecdo de compostos
quimicos para producdo de farmacos. Sdo alternativas com maior facilidade de obtencéo
(compra comercial), com crescimento controlado devido ao ambiente estavel
(disponibilidade de oxigénio, pressdo osmotica, tensdo do gas carbbnico, temperatura e
pH) e suprimento fisioldgico constante (meio de cultura, soro, suplementos) podendo ser
armazenado em nitrogénio liquido. Permite uma melhor reprodutibilidade ja que as
culturas tendem a crescer de forma mais consistente e regular que permite uma melhor
visualizagdo das varia¢Ges do estudo com determinado nimero de reproducdes. S&o muito
comumente usadas em estudos farmacoldgicos por permitir a avaliagdo de doses,
concentragdes e tempo de tratamento. Outra vantagem € a de que a maioria das culturas
celulares sdo bem caracterizadas em relagdo a marcadores extracelulares e intracelulares.
Em fases ainda introdutdrias de estudos tem um custo-beneficio favoravel em relagdo a
uso de reagentes e tempo experimental com a manutencdo de poucas culturas (Breslin;
O’driscoll, 2013; Freshney, 2011).
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A linhagem celular RAW 264.7 sdo monadcitos-macréfagos peritoneais murinos
transformados a partir do virus A-MuLV (Abelson Leukemia virus) (Raschke et al., 1978).
Em cultura, macréfagos RAW 264.7 possuem citoplasma pouco expandido ap6s aderidos
tendo formato redondo e dobrando seu numero celular em aproximadamente 11h
(Chamberlain et al., 2009; Sakagami et al., 2009). Essas células sdo modelos mais
proximos de macréfagos de medula 6ssea e sdo amplamente usados na pesquisa em
estudos laboratoriais. Possuem uma alta expressao de CD11b e ¢, CD54, F4/80, CD18,
FcR, CD14 e MHC | enquanto MHC 11 e CD40 sdo pouco expressos (Berghaus et al.,
2010; Chamberlain et al., 2009). Essas células estimuladas com LPS se tornam
multinucleadas e aumentam sua capacidade fagocitica, além de produzir TNF-a e
quimiocina CCL5 resultado da ativagdo de TRIF e MyD88 (Berghaus et al., 2010;
Chamberlain et al., 2009; Nakanishi-Matsui et al., 2012). E possivel observar a expressdo
de citocinas IL-12, IL-10 e em menor concentracdo TGF-B apods estimulo com LPS com
consequente aumento de ROS e NO e molécula co-estimulatéria CD86. Essa célula
apresenta baixa producdo de arginase (Nadaes et al., 2020). Assim como elas expressam
MRNA para TGF-p também expressam para IL-1B, IL-6 e GM-CSF, porém nédo foi
possivel observar a traducdo em proteinas, somente para MCP-1 além de responderem a
Pam3CSK4 e poly I:C, o que sugere uma ativacdo via TLR2 e TLR3 respectivamente.
No entanto, a expressdo do receptor TLR4 nessas células € baixa (Berghaus et al., 2010;
Chamberlain et al., 2009).

A DHB82 ¢é uma linhagem celular tumoral histiocitaria de medula 6ssea do fémur
originaria de um Golden Retriever 10 anos (Wellman et al., 1988). S&o culturas de
macrofagos-mondcitos com morfologia heterogénea e crescimento em monocamadas que
duplicam o seu numero celular em 26h. Culturas mais jovens tendem a conter células
arredondadas com projecdes citoplasmaticas curtas e numerosas, ja culturas velhas
mostram células mais achatadas com maior superficie celular e projecdes grandes e largas
além de perderem seu potencial de aderéncia (Heinrich et al., 2015; Maeda et al., 2016;
Wellman et al., 1988). Essas células expressam Fcy, CD11c, CD11b, CD5, CD18, CD44,
CD45, MHCI, MHCII (em baixos niveis), ICAM-1, CD14, CD80 e CD86 mais conforme
0 numero de passagens tende a diminuir CD11c, CD14, CD18, CD45 e CD80 (Barnes et
al., 2000; Heinrich et al., 2015; Wasserman et al., 2012; Wellman et al., 1988). Também
foi identificado a expressdo de TLR4 nessas células (Fujimoto et al., 2012). Wasserman

e colaboradores (2012) sugerem que essas células se assemelham a células dendriticas
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derivadas de medula. No perfil de citocinas expressas a nivel mRNA foram encontrados
TNF-o, IL-6, IL-1, IL-5, IL-8, IL-10 e IL-12. Curiosamente, as citocinas IL-6 e TNF-a
sdo secretados por células sem estimulo em niveis semelhantes ao de mondcitos caninos
estimulados com 20 pg/mL de LPS (Barnes et al., 2000; Grone et al., 1999; Wellman et
al., 1988). Esses niveis sao aumentados quando DH82 é cultivada com 20 pg/mL de LPS.
Ambos os estudos ndo foram capazes de detectar a presenca de IL-1 no sobrenadante das
culturas de DH82 apds indugdo com LPS. DH82 apresenta propriedades de macrofagos
M2 com baixa expressao de CD86, MHC II, IL-12, IL-10 e TGF-B e producdo de NO e
ROS em comparacdo a RAW 264.7. Por outro lado, essas células apresentam uma alta

atividade de arginase em repouso (Nadaes et al., 2020).

A linhagem celular P388D1 é provinda de células asciticas isoladas de
camundongos DBA/2 que desenvolveram um linfoma apds tratamento com
metilcolantreno (Koren et al., 1975). Os isolados deram origem a linhagem celular
linfoide P388 e a linhagem celular de macréfagos P388D1. A linhagem celular P388D1
sdo macrdfagos que se acredita serem derivados de precursores em comum com linfdcitos
B por expressar marcadores de ambos os tipos celulares. Ambas as linhagens expressam
diversos antigenos em comum dentre eles Ly-24 (de precursores mieloides, linfocitos B
e linhagens hematopoiéticas), Lyb-2 e o antigeno reconhecido pelo anticorpo 6C3 (hoje
sendo conhecido por BP-1 ou Ly-51) de linfdcitos B e o receptor FCR mas somente
P388D1 expressa também MAC-1 e MAC-2 e ndo expressa Ly-1 como a linhagem celular
linfoide (Bauer et al., 1986). Uma caracteristica interessante dessa linhagem celular é de
que pode crescer aderida secretando IL1, associada a beads ou permanentemente em
suspensdo sem secretar a citocina (Prestidge et al., 1981). Ensaios de fagocitose
demonstram que as células conseguem internalizar eritrocitos marcados com Ig via
receptor FCR e CR3 (Bouvier et al., 1994). Ja foi observado também que essas celulas
expressam CD44 e P2X7R (Lin et al., 2012; Ren et al., 2010). Na presenca de LPS ou
LPS+ INF-y essas células produzem NO, TNF-a, IL-27, IL-6, IL-17A, GM-CSF e
IL12p70, IL-23 e IL-1o (Smiatek et al., 2022). Com PMA, as células aumentaram sua
expressao de receptores TLR2, TLR4, TLR9, NOD1, NOD2 e moléculas MHC | e I
podendo observar também a producéo de citocinas IL-1p, IL-12, TNFa, IL-4 e IL-10 além
de NO (Weber et al., 2023).
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2.6 PRODUTOS NATURAIS

Na natureza encontramos inimeras substancias provindos de plantas, animais e
até micro-organismos que possuem propriedades farmacoldgicas diversas, alem de
poderem ser matéria prima para manipulagéo sintética de outros produtos que possam
gerar possiveis medicamentos (Ekiert; Szopa, 2020). Produtos naturais, também
denominados metabdlitos secundarios, foram amplamente explorados durante 1990 a
2000 e isso é demonstrado ao longo dos anos com inimeros farmacos aprovados tendo
origem em produtos naturais (mais de 60% desde 1981) para tratamentos de diferentes
enfermidades. O que demonstra que ndo ha como deixar de investir efetivamente nessa
area (David; Wolfender; Dias, 2015; Newman; Cragg, 2020). De exemplos pode se citar
0 antimalarico artemisinina, os antineoplasicos antraciclinas, dolastatinas e taxol e o anti-
hipertensivo captopril obtidos de compostos bioativos (Newman, 2022). Nessa linha,
nosso Pais com sua rica biodiversidade é uma fonte abundante de produtos naturais que
deve ser preservada, uma vez que seu desaparecimento gera impacto no descobrimento e
desenvolvimento de novos farmacos (David; Wolfender; Dias, 2015; Newman; Cragg,
2020).

As plantas medicinais de uso tradicional s&o um conhecimento ancestral e cultural
que faz parte de diversas populagdes. Estudos cientificos visam analisar essas e outras
plantas em busca de suas propriedades terapéuticas e sua seguranca, além de tentar isolar
seus componentes quimicos com a mesma finalidade. A obtencdo desses produtos pode
ser em forma de dleos essenciais ou de extratos de diversas partes da planta. Essas
misturas sdo complexas e a concentracdo da molécula ou a presenca dos componentes
podem ser influenciados por diversos fatores tal como variagdes climaticas (Ramsey et
al., 2020). As inumeras substancias quimicas que formam os produtos naturais podem
atuar de forma sinérgica para a acao farmacologica. Ao passo que a atividade bioldgica
também pode ser devido a um componente isoladamente podendo ele estar presente de

forma majoritéaria ou nao (Ekiert; Szopa, 2020).

Sendo assim, estudos com produtos naturais abrem portas para o surgimento de
novos compostos bioativos que permitem a criacdo de farmacos mais eficientes, além de
permitir a inovagdo de formulagBes ja estabelecidas na inddstria farmacéutica com a

associagao de moléculas.
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2.6.1 (-)-GUAIOL

O (-)-Guaiol é um dos compostos sesquiterpeno de férmula quimica CisH260
presentes no 6leo obtido da Aloysia gratissima (Verbena gratissima Gill. et Hook,
Aloysia lycioides Cham., and Lippia lycioides (Cham.) Steudel), uma planta vicejante
encontrada em abundancia no continente americano (Figura 7). “Lavanda-do brasil,”

29 ¢¢

“erva-de-nossa-senhora,” “erva sagrada,” ¢ “garupa” sdo alguns dos nomes comuns dessa
erva no Brasil e a composicdo de seus 0leos é rica em sesquiterpenos como o (-)-Guaiol
durante as colheitas provindas do verdo e outono sendo encontrado nas folhas e frutos da
planta. Popularmente no Brasil, utiliza-se da planta para dores de cabeca, problemas no
sistema respiratério, nervoso e digestorio, sedativo e antidepressivo e alguns dos
beneficios sdo comprovados cientificamente com descobertas de acdo microbicida,
antifungica, antiviral, anti-inflamatorio e antioxidante dos quais muitas das vezes sdo
associados ao (-)-Guaiol com ele sendo considerado o componente ativo (Alijar Souza et

al., 2022).

Figura 7. Estrutura quimica do (-)-Guaiol. Fonte: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/

Yang e colaboradores (2016) demonstraram que o (-)-Guaiol apresenta atividade
antineoplasica em células cancerigenas de pulmdo atuando na enzima RAD51
responsavel por reparar as fitas de DNA e induzindo a degradacdo do material genético
via ativacao do processo de autofagia. Posteriormente, esse grupo constatou que a indugéo
da autofagia nas células tratadas com (-)-Guaiol era pelo blogueio da via mTOR que inibe
o ciclo celular apresentando um potencial maior do que o farmaco controle rapamicina
ja que, atua tanto no complexo mTOR 1 (MTORCL1) quanto no mTOR 2 (mMTORC2)
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(Yang et al., 2018). Esse bloqueio € depois corroborado por Zeng e colaboradores (2022)
onde observaram que (-)-Guaiol inibe a via de sinalizacdo PI3K/Akt em células de
adenocarcinoma pulmonar. O tratamento de 24h com (-)-Guaiol em células de linhagem
celular de cancer de pulmido A549 e H1299 levou a liberagdo de DAMP’s como
calreticulin (CRT), ATP, HMGB1 (highmobility group box 1 protein) e Hsp70/90
considerados sinais de “find me” ¢ “eat me” que desencadeiam uma morte celular com
atuagdo das APC’s e linfocitos. O composto parece induzir a autofagia que consequente
leva a apoptose das células. No mesmo estudo, em camundongos C57BL/6 o tratamento
com (-)-Guaiol (8 mg/kg - 3x por semana) reduziu significativamente o tamanho do tumor
subcutaneo induzido por essas linhagens a partir do 25° dia de monitoramento do desafio
seguido da inoculagdo intraperitoneal do composto e ndo apresentou citotoxicidade nos

animais (Yang et al., 2022).

Nosso grupo mostrou que o tratamento com o OE de Aloysia gratissima em L.
amazonenses in vitro foi toxico para o parasita assim como o constituinte (-)-Guaiol que
evidenciou um ICsp de 0.01 pg mL™? [44.9 nM] para formas amastigotas. O tratamento
com (-)-Guaiol ndo mostrou toxicidade para os macrofagos peritoneais de camundongos
Balb/c assim como ndo alterou sua capacidade fagocitica e nem alterou a producdo de
NO dessas células (Garcia et al., 2018). O pré-tratamento com o extrato dessa planta (10
mg/kg™), que também contém (-)-Guaiol, diminuiu o edema inflamatdrio provocado pelo
polissacarideo carragenina em patas de camundongos. O efeito € observado a partir da
primeira hora ap6s o desafio com o polissacarideo carragenina. No entanto, apos 2h o
efeito diminui consideravelmente e nas andlises de 4h ndo se observa diferenca no
tamanho do edema no controle em comparagdo com o tratado com (-)-Guaiol. No pico de
tempo do efeito do tratamento (3h), observou-se uma diminuicdo na presenca de

mieloperoxidase na lesdo (Souza et al., 2020).

O OE de Calycorectes sellowianus possui 13.1% de concentracdo de (-)-Guaiol
na composic¢do e o tratamento com 9 mg/mL do OE por 1h em leucdcitos de ratos Wistar,
diminuiu em 91% o recrutamento dessas células frente ao estimulo com plasma dos
animais junto de LPS no modelo de ensaio Boyden chamber (Apel et al., 2010). Hong e
colaboradores (2023) identificaram o (-)-Guaiol no extrato BP-95E-H20-BuOH de casca
de banana e observaram que 0 mesmo ndo se mostrava toxico para células RAW 264.7

apos 48h de tratamento e que células previamente tratadas com 100 uM por 1h com (-)-
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Guaiol e depois estimuladas por mais 48h com LPS (100 ng/mL) tiveram inibicdo da
producéo de NO, IL-6 e TNF-a.
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2.6.2 PIPERINA

A Piperina € um composto alcaldide sendo sua formula molecular C17H19NO3z e €
encontrado em espécies da familia Piperaceae de cultivo tropical, essencialmente no
género Piper (Figura 8). Na espécie Piper nigrum, cujos frutos secos sdo popularmente
conhecidos como “pimenta do reino”, a concentragdao de piperina pode chegar a 7,4%.
Suas propriedades farmacoldgicas incluem atividade antioxidante, antineoplésica,
analgésica, anti-inflamatéria, hepatoprotetora, imunomodulatéria, antifungica entre
outras (Haq et al., 2021; Quijia; Araujo; Chorilli, 2021).

Figura 8. Estrutura quimica da Piperina (AF1). Fonte: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov

Uma caracteristica interessante € sua biodisponibilidade. Suresh e Srinivasan
(2007) demonstraram que 44-63% da sua concentragdo inicial é absorvida pela regido
mucosa do intestino de ratos albinos apos 1 semana de alimentacdo. Piperina mantém sua
estrutura quimica original apds a absorcao sendo possivel identificar o composto no fluido
seroso e no tecido do intestinal. O composto se liga a albumina presente no sangue o que
permite sua distribuicdo no corpo (Suresh; Srinivasan, 2007; Suresh et al., 2007). Sua
biodisponibilidade também esta relacionada a sua interagdo com a membrana plasmatica,
alterando a dindmica e fluidez do tecido intestinal e aumentado a captacao de substancias
quando estas estdo em associagdo com piperina (Feng et al., 2014; Khajuria; Thusu;
Zutshi, 2002).
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Jin e colaboradores (2018) exploram essa capacidade intensificadora de piperina
ao associar o composto ao ativo Rh2 (Ginsenosideo Rh2) derivado do ginseng, onde
evidenciam que o tratamento oral em conjunto com piperina aumentou a
biodisponibilidade e a absor¢do de Rh2 com consequente aumento de IL-12 promovido
pelo farmaco no soro dos animais. A atividade imunomoduladora de piperina também foi
observada em camundongos Balb/c com dermatite atdpica nas orelhas, onde o uso tdpico
de piperina inibiu a producédo de citocinas pro-inflamatérias TNF-a ¢ IL-1p e suprimiu
uma possivel resposta imunolégica do tipo Th2 ao inibir STAT6/GATA3/IL-4 (Choi et
al., 2020). Kumar e colaboradores estudaram o efeito da piperina em populagdes celulares
do timo e do bago expostos a 25 M do inseticida nocivo deltametrina, o uso de piperina
(1, 10 e 50 pg/mL — 3,5, 35 e 175 uM) levou a uma diminuigdo do efeito citotoxico do
inseticida com diminuicdo da atividade de caspase e de producdo de ROS e consequente
diminuicdo do numero de células apoptoticas em ambas as populagdes. Por outro lado,
piperina aumentou a populacdo celular do bago (CD19" e CD3") enquanto no timo,
aumenta a populagdo de linfécitos CD4" e diminuiu a populacdo CD8". O alcaldide
também aumenta a concentracdo de glutationa, além da producgéo de INF-y, IL-2 e IL-4
em células estimuladas com concavalina A e expostas a deltametrina. Interessante que o
autor sugere que piperina pode interagir com os receptores CD28, CD45, CD4 e CD28
das células (Kumar; Sasmal; Sharma, 2015; Kumar; Sharma, 2015).

Em outro trabalho, foi demonstrado que piperina aumentou a proliferacdo de
linfocitos B e T estimulados com LPS e concanavalina A, respectivamente. Em culturas
de esplendcitos estimulados com concavalina A, piperina levou ao aumento da producéo
de IFN-y e IL-2 in vitro. Macrofagos peritoneais de camundongos Balb/c desafiados com
LPS e incubados com piperina aumentaram sua producdo de NO. In vivo, camundongos
Balb/c previamente tratados com piperina e infectados com Mycobacterium tuberculosis
demonstraram resultados semelhantes com aumento da populagéo de linfécitos T CD4" e
T CD8" e de citocinas IFN- y e IL-2 no sangue (Sharma et al., 2014). Piperina também
levou ao aumento da atividade da via mTOR de proliferagédo celular em linhagens
celulares humanas LNCaP e HeLa, linhagem celular murina RAW264.7 e em macrofagos
peritoneais de camundongos C57BL/6. Nessas ultimas culturas celulares citadas, a
exposicao prévia com piperina nas células e posteriormente estimulo com LPS levou ao
aumento de IL-6 e TNF-a via sinalizagdo mTOR (Pan et al., 2015).
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Contraditoriamente, alguns estudos mostram que piperina pode inibir a producéo
de citocinas. Soutar e colaboradores (2017) mostraram in vitro que piperina inibiu a
proliferacdo de linfocitos B de camundongos C57BL/6 e a expressdo de moléculas de
MHC 11, CD40 e CD86 assim como de citocinas IL-6 e IL-10 e imunoglobulinas IgM,
IgG2b e IgG3. Chuchawankul; Khorana; Poovorawan (2012) estudaram o efeito da
piperina em células mononucleares de sangue periférico humano e notaram, que o
composto inibiu a proliferagdo e a producdo IFN- y e IL-2 dessas células. Células
dendriticas derivadas de medula 6ssea de camundongos C57BL/6 ativadas com LPS na
presenca de piperina diminuiram a expressao de MHC Il, CD40 e CD86 e tiveram a sua
producdo de TNF-a e IL-12 inibida via supressdo de ERK e JNK (Bae et al., 2012). O
tratamento de linfocitos T de camundongos C57BL/6 tratados com piperina e
posteriormente ativados com anti-CD3 e anti-CD28 inibiu a proliferacdo dessas células
(Doucette et al., 2015).

Nosso grupo mostrou que a piperina e seu derivado fenilamida no modelo de
infeccdo por L amazonensis in vitro tem efeito leishmanicida em formas promastigotas e
amastigotas em macréfagos infectados. Seu efeito estd associado com a alteracdo
ultraestrutural do parasita afetando a membrana mitocondrial e levando a perda do
potencial da mesma, acdo no ciclo celular e alteracdo do perfil lipidico. Corroborando
com os achados da literatura, a piperina age sinergicamente com fenilamida em formas
promastigotas e amastigotas de L amazonensis provavelmente com mecanismos de acao
diferentes. O composto se mostrou seguro para uso em macrofagos peritoneais de
camundongos Balb/c e curiosamente o tratamento com piperina diminui a producgéo de

NO dessas células estimuladas com LPS (Ferreira et al. 2011).

A piperina é um componente ativo com particularidades que podem ser exploradas
no campo farmacoldgico. A sintese de produtos quimicos a partir de estruturas naturais
ndo sdo novidade nas areas quimico/farmacéutica ja que compostos naturais geralmente
apresentam uma menor toxicidade para células hospedeiras. Os resultados de pesquisas
de formulagdes bioativas séo hoje utilizados em diferentes tratamentos, principalmente
no cancer (Newman; Cragg, 2020). A construcdo de moléculas mais ativas, menos toxicas
e mais acessiveis permite associar o que tem de melhor da acdo de diferentes compostos
e obter farmacos cuja atividade possa ser direcionada a proteinas e enzimas alvo. Em
tripanossomatideos, como os causadores da leishmaniose, cuja infeccdo € de dificil

tratamento e tem um potencial de cura baixo, essa via pode ser uma boa alternativa. Com
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essa perspectiva, um hibrido sintético de piperina com o antifingico protioconazol como
inibidor da CYP51, foi construido pelo grupo de quimioterapia experimental do prof.
Marco Edilson Lima da UFRRJ com o intuito de avaliar seu efeito leishmanicida que foi
analisado pela primeira vez neste trabalho (Figura 9). A construcdo desse hibrido foi
baseada na enzima CYP51 (esterol 14a-desmetilase) que é um excelente alvo para essa
familia de parasitos. Apesar de ser conservada em eucariotos, sua homologia diverge
entre os individuos em estrutura sendo rica em areas com residuos polares que podem ser
um determinante da acdo dos azdis nessa enzima (l. Lepesheva; R. Waterman, 2011;

Lepesheva; Friggeri; Waterman, 2018).
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Figura 9. Estrutura quimica do N4-cyclohexyl-1,2,4-triazole-3-thione (AF2). Adaptado:
(FRANKLIM et al., 2013).
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O tratamento de doencas parasitarias como a leishmaniose apresenta varios
problemas. Assim, estudos envolvendo produtos naturais e/ou sintéticos € uma importante
alternativa na busca de novas substancias com atividade microbicida e/ou
imunomoduladora. Estes podem ser administrados isoladamente ou em associa¢do com
os farmacos ja utilizados na clinica visando melhorar a resposta ao tratamento, reduzindo
os efeitos colaterais, 0s custos e o aparecimento de cepas resistentes (Fampa et al., 2021;
Saqib et al., 2018). Sendo assim, nesse trabalho além de analisar pela primeira vez a
atividade leishmanicida do derivado sintético de piperina N4-cyclohexyl-1,2,4-triazole-
3-thione (AF2) procuramos também analisar sua capacidade imunodulatéria juntamente
dos compostos leishmanicidas previamente estudados pelo grupo (-)-Guaiol e piperina
(AF1) com a hip6tese de que esses compostos possam atuar na ativacdo dos macrofagos
utilizando modelos de estudo de linhagens de macr6fagos murina e canina estimulados

ou ndo com lipopolissacarideo (LPS).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral:

Analisar a atividade leishmanicida do derivado sintético de piperina N4-cyclohexyl-
1,2,4-triazol-3-thione (AF2) em formas promastigotas de Leishmania amazonensis.
Simultaneamente, investigar a acdo imunomodulatoria dos compostos (-)Guaiol, AF1 e
AF2 em linhagens celulares murinas RAW 264.7, P388D1 e na linhagem celular canina
DH82.

3.2 Objetivos Especificos:

e Avaliar a capacidade leishmanicida em formas promastigotas de L amazonensis e
calcular os 1Cso dos compostos (-)-Guaiol, AF1 e AF2;

e Avaliar a toxicidade dos compostos (-)-Guaiol, AF1 e AF2 em linhagens de
células RAW 264.7, P388D1 e DH82;

e Auvaliar a atividade fagocitica das linhagens celulares RAW 264.7 e DH82
tratados com (-)-Guaiol, AF1 e AF2 desafiados com formas promastigotas de L
amazonensis;

e Auvaliar a produgéo de NO nas linhagens celulares RAW 264.7, P388D1 e DH82
estimulados ou ndo com LPS tratados com (-)-Guaiol, AF1 e AF2;

e Avaliar a producdo de ROS nas linhagens celulares RAW 264.7, P388D1 e DH82
estimulados ou ndo com LPS tratados com (-)-Guaiol, AF1 e AF2;

e ldentificar a expressdo das moléculas MHC 1/1l, CD80 e CD86 nas linhagens
celulares RAW 264.7, P388D1 e DH82 estimulados ou ndo com LPS (RAW 264.7
e DH82), infectadas ou ndo com L. amazonensis (P388D1) tratados ou ndo com
0s compostos (-)-Guaiol, AF1 e AF2;

e Medir a expressdo de citocinas inflamatorias e anti-inflamatdrias (IL-1p, 1L-12 e
IL-10) e de receptores de reconhecimento padrdo (TLR4 e TLR9) em linhagens
de células RAW 264.7, P388D1 e DH82 estimulados ou ndo com LPS tratados
com os compostos (-)-Guaiol, AF1 e AF2 por gPCR.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Compostos Quimicos

O  composto  (-)-Guaiol [(3S,5R,85)-1,2,3,4,5,6,7,8-octahydro-a,0,3,8-
tetramethyl-5-azulenemethanol, > 95%] foi adquirido comercialmente pela empresa
Cayman Chemical. Piperina (AF1) e o analogo sintético de piperina N4-cyclohexyl-1,2,4-
triazole-3-thione (AF2) foram gentilmente cedidos pelo professor Dr. Marco Edilson
Freire de Lima do DQO - Departamento de Quimica do Instituto de Ciéncias Exatas da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro — Seropédica/RJ. Piperina foi isolada e
purificado de frutas secas de P. nigrum e seu derivado N4-cyclohexyl-1,2,4-triazole-3-
thione foi sintetizado através de hibridizacdo molecular do composto natural piperinae o
composto protioconazol. Todos os compostos foram diluidos em DMSO em
concentragdes estoques de 50 mM. Anfotericina B foi dissolvida em dgua Mili-Q estéril.

Solucéo de azida 2% e paraformaldeido 2% preparada em PBS 1x estéril.

4.2 Parasitos

Leishmania amazonensis (WHOM/BR/75/Josefa) foram mantidas em Schneider
(Schneider’s Insect Medium) suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado
(SFB) e 40 pg/mL de gentamicina a 26 'C.

4.3 Macrofagos

Linhagem de macréfagos murinos P388D1 foram mantidos em RPMI 1640
(Sigma-Aldrich) suplementado com 10% de SFB inativado, 2 mM de L-glutamina e 40
ug/mL de gentamicina ou 100 U/mL™de penicilina (Sigma-Aldrich) e 100 pg/mLde
estreptomicina (Sigma-Aldrich) entre 34-37 °C / 5% CO.. Linhagem celular de
macrofagos murinos RAW 264.7 e caninos DH82 foram mantidos em meio DMEM
(Sigma-Aldrich) high glucose suplementado com 10% de SFB, 40 pg/mL de gentamicina
e cultivados a 34-37°C / 5% CO..
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4.4 Inibicdo do Crescimento de Promastigotas

Formas promastigotas de L. amazonensis (1x10° promastigotas/mL) foram
incubadas em placas de 96 pogos em Schneider suplementado com 10% SFB contendo (-
)-Guaiol, AF1 ou AF2 em concentracdes entre 3 a 300 uM. O medicamento padrdo de
tratamento Anfotericina B na concentracdo de 1 uM e uma solugédo contendo 2% de azida
sodica foram usados como controles positivos. O composto veiculo DMSO foi utilizado
como controle negativo nunca excedendo 1% do volume final. Os parasitas foram
incubados por 48h a 26°C e ap0s esse tempo 50 pL de solucdo de XTT (Sigma-Aldrich)
foi adicionada diretamente ao pogo (1 mg/mL XTT + 200 Mm PMS) e apo6s 2h a
absorbancia da reagéo foi analisada em leitor de microplaca (Bio-Rad, model 680) em
filtro de 450nM. A porcentagem de células viaveis foi determinada em relagéo ao controle
(100% viavel).

4.5 Ensaio de Citotoxicidade de Macrofagos

Linhagens celulares P388D1 (1,5 x10%/pogo), RAW 264.7 e DH82 (5 x 10%/poco)
foram plaqueadas em placas de 96 pocgos. As linhagens RAW 264.7 e DH82 foram
deixados para aderir por 2h antes da adi¢do dos compostos. Apds esse tempo, as células
aderidas foram lavadas 1x com PBS e em seguida foi adicionado as culturas 0os compostos
em diferentes concentrac@es (linhagem celular em suspensdo foi obtida, centrifugada a
300%g durante 10 minutos, lavada 1x com PBS e ressuspendida em meio de cultura
contendo 0s compostos) e mantidos a 34 e 37 °C / 5% CO- respectivamente por 48h. Apos
0 periodo de tratamento, em células P388D1 foi adicionado 16 pl (0,033ug/mL) de
solucéo de resazurina (7-hydroxy-3H-phenoxazin-3-one-10-oxide) diluida em PBS 1x. A
viabilidade foi entéo verificada através da acdo redox da conversdo em resofurina pela
atividade metabdlica das células apds 4h de incubacdo a 34 °C, com 5% de CO.. A
fluorescéncia foi lida usando espectrofotémetro com filtros de 535 nm (excita¢do) e 595
nm (emissdo). Em células RAW 264.7 e DH82, foi adicionado 50 pL de solugdo de XTT
(e incubadas a 37 °C/ 5% CO2 por um periodo entre 2 e 4h. Solugdes de azida sodica 2%
e de paraformaldeido 2% foram usadas como controle positivo. A porcentagem de células

viaveis foi determinada em relagdo ao controle ndo tratado (100%).
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4.6 Analise da atividade fagocitica.

Linhagens celulares RAW 264.7, DH82 (2x10°/pogo) foram plaqueadas em placas
de 24 pocos contendo laminulas redondas (dimensdol3 mm; espessura 0,13-0,16mm)
como descrito anteriormente e logo em seguida tratadas com 0s compostos na
concentracéo de 50 UM por 24h. A concentragdo de DMSO nos experimentos foi de 0,2%.
Apbs o tratamento as células foram desafiadas com formas promastigotas de L
amazonensis (1 Macréfago: 5 promastigotas) por 2h e depois lavadas 2-3x com PBS para
retirar os parasitas ndo internalizados. As células foram entdo fixadas em metanol por
aproximadamente 40 minutos e coradas com Giemsa por 35-40 minutos. As laminulas
contendo as células foram entdo descoloridas em solugdes contendo Xilol + Acetona (1°
solucdo = 10% Xilol + 90% de Acetona; 2° solugdo = 30% Xilol + 70% Acetona; 3°
solucdo = 70% Xilol + 30% Acetona; 4° solucdo = 100% Xilol) e coladas com Entellan™
em l&minas de microscopia. A contagem celular foi feita considerando as células néo
infectadas, células infectadas e o nimero de amastigotas internalizadas. O indice de
infectividade (% de macrofagos infectados x numero de amastigota por macréfago) foi

determinado através da contagem de no minimo 200 células em triplicata.

4.7 Dosagem de 6xido nitrico

Linhagens celulares RAW 264.7, P388D1 e DH82 (2x10°/poco) foram
plaqueados como descrito anteriormente. Células aderentes foram deixados para aderir
por 2h. Metade das placas foram estimuladas com lipopolissacarideo (LPS - Sigma/
namero de referéncia L3024 - testado para o ligante TLR4) na concentracdo de 100
ng/mL, 10 pg/mL e 1 pg/mL respectivamente por 2h. As células foram entdo tratadas
com 50 uM (RAW 264.7 e DH82) ou 60 uM (P388D1) dos compostos por 48h. Apds
esse tempo, as celulas foram obtidas (células aderentes utilizando cell scraper —
“rodinho”), centrifugadas (1500 rpm, 10 minutos a 4 °C) e o NO das linhagens foram
analisadas usando sonda DAF-FM Diacetate (Invitrogen™). A sonda se liga a molécula
de NO e produz um composto florescente benzotriazol que é detectado por fluorimetro.
As celulas foram marcadas com solucdo de PBS glicose (5 mM) contendo 5 UM de sonda
e incubadas por 45 minutos em estufa a 37 °C e 5% CO,. Células néo estimuladas e
estimuladas com LPS sem a marcagdo da sonda foram utilizadas para a anélise da

autofluorescéncia da célula. Apos esse tempo, as células foram lavadas 2x com PBS para
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retirar 0 excesso de sonda e incubadas por mais 15 minutos. Em seguida, as células foram
transferidas para uma placa preta de 96 pocos e a fluorescéncia analisada utilizando filtros
com excitagdo de 488 e emissdo de 525 em fluorimetro Hidex Chameleon - Multilabel

Microplate Reader.

4.8 Dosagem de Radicais de oxigénio

Linhagens celulares RAW 264.7, DH82 e P388D1 (2x10%poco) foram plaqueadas
como descrito anteriormente. Metade das placas foram estimuladas com LPS na
concentracdo de 100 ng/mL, 1 pg/mL e 10 pg/mL respectivamente por 2h. A células
foram entdo tratados com 50 puM (RAW 264.7 e DH82) ou 60 puM (P388D1) dos
compostos por 48h. Apbs esse tempo, as células foram obtidas (células aderentes
utilizando cell scraper — “rodinho™) e centrifugadas a 1500 rpm, 10 minutos a 4 °C e
suspendidas em PBS 1x com 5 mM de glicose num volume de aproximadamente 150 pl
e contadas em camara de Neubauer. Foi entdo transferido um volume de 10 pL de solugéo
para uma placa preta contendo 75 pL de PBS 1x com 5 mM de glicose, 10 uL de enzima
HRP (1 U/mL) e 5ul de Amplex (200 puM) gentilmente cedidos pela professora Daniela
Cosentino Gomes. O resultado da reacéo foi lido em filtro de fluorescéncia com excitacédo
de 534 nM e emissdao 590 nM no tempo zero (inicio da reacdo) e depois no tempo de 60
minutos (término da reacdo) e expressos em intensidade de fluorescéncia/célula em cada

variavel.

4.9 Citometria

Linhagem de macréfagos RAW 264.7 e DH82 foram plaqueados (1x10°
células/pogo) em placas de 6 pocos e deixados para aderir por 2h. Apos esse tempo,
metade das placas foram estimuladas com LPS na concentragcdo de 100 ng/mL + 20
ng/mL de INF-y (RAW 264.7) ou 2 pg/mL de LPS (DH82) por 2h. As células foram
entdo tratadas com 50 pM dos compostos. Apos esse tempo as células foram obtidas,
centrifugadas (1600 rpm; 6 minutos) e posteriormente bloqueadas com solucao Fc Block
(PBS 1x + SFB 5% + SF murino ou canino 5% + CD16/CD32 Fc Block—eBioscience)
por 15 minutos. Logo em seguida, as células foram marcadas com anticorpos anti- MHCI|I
— PE-Cy5 (eBioscience™); CD80- FITC (BD Bioscience); CD86-PE murinos e anti-
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MHC Il (eBioscience™) canino por 20 minutos no gelo. As células foram entéo fixadas
solucgéo Fix/Perm por 15 minutos e depois lavados 1x com solugdo Perm/Wash e depois
analisadas em BD LSRFortessa™ X-20 Cell Analyzer. Linhagem de macrofagos P388D1
foram plaqueadas (5 x 10%/poco) e metade das placas foi infectado com L. amazonensis
(5 parasitas x1 macrofago) tratados com 60 UM dos compostos foram incubados a 34 °C/
5% CO2 por 48 h. Ap0s esse periodo as células foram lavadas 1x com PBS e fixadas com
paraformaldeido a 2% por 20 minutos em temperatura ambiente seguido de marcacéo
com anticorpos MHC class | conjugado com isotiocianato de fluoresceina - FITC
(Invitrogen) e MHC class 1l conjugado com fluorocromo ficoeritrina-PE (Invitrogen)
murinos. A suspensdo de células foi entdo avaliada por citometria (BD FACSCalibur, BD
Biosciences, USA). Os dados foram analisados usando FlowJo V10 (Tree Star Inc.,
USA).

4.10 Reacdo em cadeia de polimerase em tempo real (Real Time PCR)

Macréfagos DH82 e RAW 264.7 (4x10°%/pogo) foram plaqueados e deixados para
aderir por 2h. Seguindo esse tempo de incubacdo, metade das células foram estimuladas
com LPS (100 ng/mL para RAW e 1 pg/mL para DH82) e ap6s 2h todas as placas foram
tratadas com os compostos na concentracdo de 50uM por 48h. As linhagens RAW 264.7
e DH82 foram extraidas utilizando-se de RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen) e o cDNA
sintetizado via GoScript™ Reverse Transcription System (Promega). O Real time PCR
foi realizado em QuantStudio™ 3 System com GoTagq gPCR Master Mix (Promega).
P388D1 (5 x 10%/poc¢o) ndo estimulados e tratados com 60 uM a 34 °C / 5% CO- foram
incubados pelo tempo de tratamento de 48 h. A extragdo de RNA em P388D1 foi realizada
utilizando-se de NZY Total RNA Isolation kit (Nzytech Genes & Enzymes) e o cDNA
foi sintetizado com o NZY First-strand cDNA Synthesis kit (Nzytech Genes & Enzymes)
de acordo com as instrugdes do fabricante. O Real-time PCR da P388D1 foi realizado em
termociclador 7500 FAST Real-Time PCR (Applied Biosystems) utilizando-se de SYBR
Green | Dye (SYBR). A expressdo génica dos sensores e citocinas imunoldgicos foi
guantificado através de PCR em tempo real. O numero de copias de cada gene foi
normalizado com gene constitutivos HPRT ou GAPDH a fim de ajustar as diferencas
quantitativas da amostra inicial de cDNA. Os primers utilizados foram obtidos dos
trabalhos de House; Gregory; Catchpole, 2008; Nadaes et al., 2020; Rodrigues et al.,
2006; Valério-Bolas et al., 2019; Zaheer et al., 2007 e estdo listados no quadro abaixo.
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1.0 Quadro de primers utilizados para andlise de expressdo génica através de qPCR

Linhagem Murina P388D1

Foward Reverse
IL-12p40 5’-AGACCCTGCCCATTGAACTG-3’ 5’>-AAGAAGCTGGTGCTGTAGTTCTCA-3’
IL-10 5-CAAGGCAGCCTTGCAGAAA-3’ 5>-CAGTAAGAGCAGGCAGCATAGC-3’
IL-1B 5-CAACCAACAAGTGATATTCTCCATG-3’ 5’>-ATCCACACTCTCCAGCTGCA-3’
HPRT 5’-GCTCGAGATGTCATGAAGGAGAT-3’ 5°>-CCAGCAGGTCAGCAAAGAACT-3’
TLR4 5’-CGCTTTCACCTCTGCCTTCACTACAG-3’ 5°- ACACTACCACAATAACCTTCCGGCTC-3’
TLR9 5’- ACTTCGTCCACCTGTCCAAC-3’ 5>-TCATGTGGCAAGAGAAGTGC-3’
Linhagem Murina RAW 264.7
Foward Reverse
IL-12 5'-TCAAGAGCAGTAGCAGTTCCCCTG-3' 5'-GGTCCAGTGTGACCTTCTCTGCA-3’
IL-10 5'-CCCAGAAATCAAGGAGCATT-3’ 5'-TCACTCTTCACCTGCTCCAC-3'
GAPDH 5'-TGCACCACCAACTGCTTAGC-3' 5'-GGCATGGACTGTGGTCATGAG-3’
TLR4 5’-CGCTTTCACCTCTGCCTTCACTACAG-3’ 5’- ACACTACCACAATAACCTTCCGGCTC-3’
TLR9 5’- ACTTCGTCCACCTGTCCAAC-3’ 5’-TCATGTGGCAAGAGAAGTGC-3’
IL-12 5'-GCGTCTTCCCTCATGACC-3' 5'-GGGTGCCAGTCCAACTCTAC-3'
IL-10 5'-GGTTGCCAGCCCTGTCGG-3' 5'-GCGTCGCAGCCTCAGTCTCA-3’
GAPDH 5'-TGCACCACCAACTGCTTAGC-3’ 5'-GGCATGGACTGTGGTCATGAG-3’
TLR4 5’-CAAAATCCCCAACAACATCC-3’ 5’-TGGTTTAGGCCCTGATATGC-3’
TLR9 5’-GCCTGGAGTACCTGCTCTTG-3’ 5’-AGGCTTTGGTTTTGGTGATG-3”
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5 RESULTADOS

5.1 Atividade citotoxica dos compostos (-)-Guaiol, AF1 e AF2.

5.1.1 Atividade leishmanicida dos compostos (-)-Guaiol, AF1 e AF2.

Primeiramente, investigamos a atividade leishmanicida do composto AF2 e
confirmamos o efeito citotdxico dos compostos (-)-Guaiol e AF1l para formas
promastigotas de L. amazonensis através do ensaio de XTT que relaciona a viabilidade
celular com a atividade mitocondrial. A intensidade colorimétrica do reagente é
proporcional a atividade de enzimas mitocondriais correlacionado com o nimero de
parasitos vivos. Os resultados demonstram que o tratamento por 48h com (-)-Guaiol
inibiu 64%, 62%, 61%, 55%, 42%, 27%, 17% e 4% nas concentracGes de 300, 200, 150,
100, 50, 25, 12, 6 e 3 UM respectivamente com um ICso= 56,24 uM. No tratamento com
AF1 a inibicdo foi de 100%, 93%, 78%, 41%, 40% e 34% em 100, 50, 25, 12, 6 e 3uM
sendo seu ICso= 9,36 UM. J& AF2 levou a inibicdo de 100%, 100%, 100%, 73%, 22% e
7% nas mesmas concentragdes com um ICso= 8.73 pM. O diluente dos compostos,
DMSO na concentracdo de 0,6% e 0,2% apresentaram uma inibicdo de 17% e 18%
respectivamente. Em contrapartida, o medicamento referéncia para o tratamento da
leishmaniose, a anfotericina B, na concentracédo de 1 uM apresentou 91% de inibigé&o dos
parasitos. De forma semelhante, a solucdo a 2% de azida sodica levou a 93% de inibicao
(Figura 10).
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Figura 10. Atividade leishmanicida. Formas promastigotas de L. amazonensis foram cultivadas
na presenca dos compostos em diferentes concentragfes por 48h/26°C. A inibicdo do crescimento
celular foi analisada pelo teste colorimétrico de XTT de atividade mitocondrial. Os resultados sdo
expressos em media £ SEM. **** P <(),001, *P <0.05 estatisticamente significantes em relagdo
ao respectivo DMSO. DMSO 0.6% e 0.2% = controle negativo; Anfotericina [1pug/mL] e solucdo

de Azida Sddica 2% = controle positivo.

42



5.1.2 Analise da citotoxicidade em linhagens celulares tratadas com os compostos (-
)-Guaiol, AF1 e AF2.

Compostos farmacoldgicos promissores devem ser seguros para 0s pacientes nas
concentracdes de uso. Sendo assim, foi analisado em seguida a capacidade citotoxica dos
compostos em linhagens de macréfagos murinos P388D1 (Fig. 11 A), RAW 264.7 (Fig.
11 B) e caninos DH82 (Fig. 11 C) em diferentes concentra¢es. A linhagem celular
P388D1 na concentracdo de 100 uM e 60 puM de (-)-Guaiol apresentam viabilidade
celular de 75% e 81% respectivamente. No tratamento com AF1 a viabilidade celular
ficou em torno de 83% e 85%. Ja nas células tratadas com AF2 a viabilidade foi de 84%
e 94% nas mesmas concentragdes. Em linhagem RAW 264.7, o tratamento com (-)-
Guaiol, as células apresentaram viabilidade entre 85% e 97%. No tratamento com AF1,
as porcentagens de viabilidade ficaram em 97%, 98%, 93%, 95%, 97% e 95% enquanto
em AF2 as porcentagens foram de 92%, 88%, 82%, 82%, 87% e 90% respectivamente.
Para a linhagem celular DH82, o tratamento com (-)-Guaiol levou a uma viabilidade
celular entre 81% a 97%. Com AF1 as porcentagens foram 97%, 90%, 88%, 92%, 95% e
91% seguido de 89%, 83%, 81%, 83%, 91% e 93% em AF2. Em nenhuma das

concentrag0es utilizadas foi observado perda de viabilidade abaixo dos 70% (Figura 11).
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Figura 11. Viabilidade das linhagens celulares. Linhagens de macréfagos murinos P388D1
(A), RAW 264.7 (B) e canina DH82 (C) foram plaqueadas e tratadas com os compostos (-)-
Guaiol, AF1 e AF2 em diferentes concentraces por 48h. A viabilidade celular dos macréfagos
foi avaliada pelos testes colorimétricos Rezasurina (P388D1) e XTT (RAW 264.7 e DH82) para
avaliacdo de atividade mitocondrial. Os dados sdo expressos em média + SEM. ****P <(0.0001
estatisticamente significante em relagdo ao DMSO. DMSO 0.2% = controle negativo; Solugéo de

Azida Sédica 2% e Solucéo de paraformaldeido 2% = controle positivo.
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5.2 Analise do efeito imunomodulador dos compostos (-)-Guaiol, AF1 e AF2.

5.2.1 Avaliacao da atividade fagocitica das linhagens tratadas com os compostos (-)-
Guaiol, AF1 e AF2.

Os macrofagos tém como sua fungéo primordial, apds o reconhecimento do microrganismo,
a fagocitose do mesmo. Uma vez internalizado, O micro-organismo ficard no interior do
fagolisossomo onde serd degradado e metabolizado pela célula. Fomos averiguar a capacidade
fagocitica dos macréfagos tratados com os compostos e desafiados com formas promastigotas de
L amazonensis. Macréfagos murinos RAW 264.7 (Fig. 12 A) nado tiveram sua atividade
fagocitica alterada apds o tratamento com os compostos. Os macréfagos caninos DH82 (Fig. 12
B), no entanto, quando tratadas com AF2 tiveram uma reduc¢do na sua atividade fagocitica de 1.4x
(29%) (Figura 12).
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Figura 12. Atividade fagocitica. Linhagens de macréfagos murina RAW 264.7 (A) e canina
DH82 (B) foram plaqueadas e tratadas com 50 uM dos compostos ((-)-Guaiol, AF1 e AF2) por
24h. Apos esse tempo as células foram desafiadas com formas promastigotas de L amazonensis
na proporcao de 5p:1mo por 2h e entdo fixadas em metanol e coradas com Giemsa. O indice
fagocitico foi determinado pela contagem de no minimo 200 células. Os dados sdo expressos em

média+ SEM. **P < (.01 e *P <0.05 estatisticamente significante em relacdo ao controle. DMSO
0.2% = controle negativo.
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5.2.2 Avaliacao da producéo de 6xido nitrico das células tratadas com os
compostos (-)-Guaiol, AF1 e AF2.

Um dos mecanismos microbicidas dos macrofagos é a producdo de 6xido nitrico.
Dessa forma, fomos avaliar a producdo de NO nos macrofagos tratados com 0s compostos
utilizando-se de uma sonda intracelular DAF-FM Diacetate, onde é possivel detectar de
forma direta, a producdo de pequenas concentraces [~3 nM] de NO produzidos pela
célula. Como esperado, o estimulo com LPS levou a producdo de NO nos macr6fagos
sem tratamento. Resultados preliminares demonstram que a linhagem P388D1 (Fig. 13
A) quando estimulada com LPS e tratada com (-)-Guaiol diminuem a producao de 6xido
nitrico em 1.3x enquanto AF2 aumenta a producdo em 1.4x. Os compostos ndo alteram a
producdo de NO nos macréfagos murinos RAW 264.7 (Fig. 13 B) em repouso. Os
tratamentos com (-)-Guaiol, AF1 e AF2 na concentragéo de 50 uM levaram a um aumento
de 1.1x, 2.2x e 2.2x na producdo de NO nas células RAW 264.7 estimuladas com LPS,
respectivamente. Células DH82 (Fig. 13 C) ndo estimuladas e tratadas com (-)-Guaiol
diminuiram em 1.6x a producao de NO, diferentemente das células tratadas com AF2 que
aumentaram a producdo em 1.5x. Ja em células DH82 estimuladas com LPS e tratadas

com 0s compostos, ndo observamos alteracdes na expressdo de NO (Figura 13).
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Figura 13. Avaliacdo da producéo de 6xido nitrico de linhagens celulares. Macréfagos em
repouso ou ativados com 100 ng/mL (RAW - B), 1 pg/mL (DH82 - C) e 10 pg/mL (P388D1 - A)
de LPS foram tratados ou ndo com 50 uM ou 60 puM de (-)-Guaiol, AF1 e AF2 por 48 horas. As
linhagens celulares foram recolhidas e marcadas com sonda florescente DAF-FM para a anélise

de concentracdo de NO. Os dados sdo expressos em média = SEM. ****P <().0001, **P <0.01

e *P <0.05 estatisticamente significante.
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5.2.3 Avaliacdo da producdo de radicais de oxigénio das linhagens tratadas com os
compostos (-)-Guaiol, AF1 e AF2.

Assim como NO, a producdo de ROS apds um estimulo celular desempenha um
importante papel na morte de patdgenos intracelulares. Avaliamos a producdo de ROS
dos macréfagos estimulados ou ndo com LPS e tratados com o0s compostos na
concentracdo de 50 uM com sonda Amplex red que detecta o produto metabolico
peroxido de hidrogénio (H20-). Resultados preliminares demonstram que os tratamentos
ndo alteraram a producdo de ROS em macréfagos murinos P388D1 (Fig. 14 A) em
repouso. Em P388D1 estimuladas com LPS, o tratamento com (-)-Guaiol e AF1 levaram
a diminuicdo da producdo de ROS em 1.1x e 1.2x. Células murinas RAW264.7 (Fig. 14
B) nédo estimuladas aumentaram a producdo de ROS apds o tratamento com AF1 e AF2
em 1.8x e 1.5x respectivamente. J& quando eram estimuladas com LPS e tratadas com
AF2 diminuiram a producdo de ROS em 1.6x. Na linhagem celular canina DH82 (Fig. 14
C) o tratamento com AF1 diminuiu a producdo de ROS em 2.1x enquanto AF2 aumentou
em 2.4x a producdo de ROS em células caninas DH82 em repouso. O (-)-Guaiol em
células DH82 estimuladas com LPS levou a um aumento de 1.3x da producao de ROS,

enguanto que o AF1 levou a uma queda na producdo de ROS de 2.2x (Figura 14).
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Figura 14. Avaliacdo da produgdo de radicais de oxigénio de linhagens celulares.
Macréfagos em repouso ou ativados com 100 ng/mL (RAW 264.7 - C), 1 ug/mL (DH82 - B) e
10 pg/mL (P388D1 - A) de LPS foram tratados ou ndo com 50 uM (RAW 264.7 e DH82) e 60
uM (P388D1) de (-)-Guaiol, AF1 e AF2 por 48 horas. A quantificagdo de ROS foi analisado por
fluorescéncia através da reagdo com o reagente Amplex Red. Os dados s&o expressos em média
£ SEM. ****¥P < (.0001, **P < 0.01 e *P <0.05 estatisticamente significante. Os gréaficos de
RAW 264.7 e DH82 séo representativos de 2 experimentos independentes em triplicata enquanto

o gréafico de P388DL1 € relativo a 1 experimento em triplicata.
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5.2.4 Analise da expressao de moléculas MHC e co-estimulatorias nas linhagens de
macrofagos tratadas com os compostos (-)-Guaiol, AF1 e AF2.

As células do sistema imunologico inato possuem moléculas de apresentacdo de
antigeno que formam uma ponte entre a resposta imunoldgica inata e adaptativa. Sendo
assim, investigamos a expressao de moléculas MHC e co-estimulatdrias nos macrofagos
frente ao tratamento com os compostos. Os resultados com a linhagem celular P388D1
(Fig. 15 A, B) apontam que a infec¢éo por L. amazonensis diminuiu a expressdo de MHC
I em 1.1x enquanto aumentou em 14x a expressdo de MHC Il na linhagem P388D1. O
tratamento com 60 uM de AF2 reduziu aproximadamente 1x a expressao da molécula
MHC I" em células P388D1 em repouso. O tratamento com AF2 levou a um aumento de
13x da expressdo de MHC Il em células em repouso. Ja o tratamento nas células P388D1
infectadas com L. amazonensis, AF1 aumentou em 1.1x a expressdo de MHC I nas células
tratadas em relacdo as células infectadas e ndo tratadas. Ndo observamos alteracéo na
expressdo de MHC Il nas células infectadas ap6s o tratamento com 0s compostos.
Linhagem celular murina RAW 264.7 (Fig. 15 C, D) ndo apresentou diferenca na
expressdo de MHC 1I*, CD86* e CD80* nas células em repouso ou estimuladas com
LPS+INF-y e tratadas com os compostos. Resultados preliminares demonstram que 0s
compostos levam a uma diminuicao na expressdo de MHC Il em linhagem celular canina
DH82 (Fig. 15 E, F) ndo estimulada e estimulada com LPS (Figura 15).
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Figura 15. Expressdo de moléculas de MHC e co-estimulatérias nas diferentes linhagens
celulares apés o tratamento. Macréfago murino P388D1 em repouso ou infectadas com L
amazonensis, macréfagos murinos RAW 264.7 em repouso ou estimuladas com LPS (100 ng/mL)
+ INF-y (20 ng/mL) e macrdéfagos caninos DH82 ndo estimuladas ou estimuladas com LPS (2
ug/mL) foram tratadas ou ndo com 50 uM (RAW 264.7 e DH82) ou 60 uM (P388D1) dos
compostos (-)-Guaiol, AF1 e AF2. Apés 48h, as células foram fixadas e marcadas com anticorpos
para moléculas MHC 1/Il, CD80 e CD86 seguido de andlise por citometria. A, C e E graficos
Zebra Plot da marcacdo celular. B, D e F graficos representativos do Zebra Pot. NM — Células
ndo marcadas; L.a — Leishmania amazonensis. Os resultados sdo expressos em média = SEM
*xkk P < 0.0001, ***P < 0.001, **P < 0.01 e *P <0.05 estatisticamente significante. Grafico

DH82 referente a 1 experimento com anélise de 50.000 eventos.
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5.2.5 Expressao de citocinas e receptores TLR das linhagens celulares tratadas com

0s compostos (-)-Guaiol, AF1 e AF2.

Os macrofagos apos ativacdo apresentam caracteristicas que podem modular a
resposta inflamatéria. Com isso, fomos averiguar a acdo dos compostos nas linhagens
murina P388D1 (Fig. 16 A), RAW 264.7 (Fig. 16 B) e canina DH82 (Fig. 16 C) através
da expresséo de citocinas inflamatorias e receptores PRR’s utilizando-se de PCR em
tempo real. Resultados em linhagem celulares P388D1 sem estimulo demonstram que
embora ha um aumento de 3.2x na expressao de IL-1p nas células tratadas com (-)-Guaiol,
néo foi significativo em relacdo ao controle. Com isso, 0s compostos ndo alteraram a
producdo das citocinas IL-1p, IL-10 e IL-12 e nem a expressao do receptor TLR9 na
linhagem P388D1. Os tratamentos com (-)-Guaiol e AF1 levaram a uma reducdo de 1.4x

e 2.5x na expressdo de TLR4 em células P388D1 ndo estimuladas.

Os tratamentos com (-)-Guaiol e AF1 aumentaram em torno de 1.5x a expressao
de IL-10 em macrofagos murinos RAW 264.7 em repouso. Em células previamente
estimuladas com LPS e tratadas com os compostos houve uma reducdo da expressao de
IL-10 em torno de 1.3x. Em relagéo a expressdo da citocina 1L-12 ndo observamos
alteracdo na expressdo da citocina nas células murinas RAW264.7 em repouso tratadas
com 0s compostos. No entanto, houve uma reducédo da expressao de I1L-12 nas células
estimuladas com LPS e tratadas com os compostos. Essa reducdo foi maior com os
compostos AF1 e AF2 (3x) do que a observada com (-)-Guaiol (1.3x). Em relagcdo aos
receptores TLR, observamos que em células murinas RAW 264.7 sem estimulo ndo ha
alteracdo da expressdo de TLR4 e TLR9 apds tratamento com 0s compostos. Enquanto
em células murinas RAW 264.7 estimuladas com LPS, os tratamentos com 0s compostos
levaram a uma reducdo que varia de 1.5x & 2x. Também nessas células se observa uma
drastica reducdo na expressao do receptor TLR9 de 6.1x e 4.2x ap0s tratamento com (-)-

Guaiol, AF1 e AF2 respectivamente.

A anélise dos macrofagos caninos DH82 demonstrou que assim como observado
em RAW 264.7, a expressao de IL-10 aumentou em células em repouso tratadas com (-)-
Guaiol e AF1 em 3.3x e 1.6x respectivamente. Novamente 0s compostos levaram a uma
diminuigdo da expressdo de IL-10 nas células estimuladas com LPS em torno de 1.4x. As
expressdes de IL-12, TLR4 e TLR9 néo foram alteradas nas células caninas DH82 em
repouso apos tratamentos com 0s compostos. Porém, se observa que em células caninas
DH82 estimuladas com LPS os tratamentos diminuiram em 1.5x, 1.2x e 1.6x a expressao

57



de IL-12 respectivamente. A expressdo do receptor TLR4 reduziu aproximadamente 1,6x

enquanto a expressdo de TLR9 diminuiu até 2x apds tratamento (Figura 16).

P388D1 (IL-12)

P388D1 (IL-10)

©
= ©
® 2 95
3 e 25

[3]
g © 2.0
g 27 £
= T
e = 1.54
© =
=] p— ©
SEE 3 1.01
T (=]
2 5 0.5-
o 3
L%‘ 0 T 200 .

o\e, v [} @
& v O
QOQ 00(\\
Tratamentos [60uM] Tratamentos [60uM]
P388D1 (IL-1B)
P388D1 (TLR4)
g g
2 5- Z 1.5
5] 5]
© ©
. g B
E 2 1.0
£ 31 2 :
= = e
g g
o 27 S 0.5
] o
T uT
2 1 2
8 S SR
g0 T 200
i ni
2 1%
@\ ?{<
&
00

Tratamentos [60uM] Tratamentos [60uM]

P388D1 (TLRY)

g
= 31
<
[
©
2
g 2]
g -
z 777
2 ! %
U
a S
4]
L, Y,
2 T ‘ :
w N a
@ O
& & N
& o
o) N

Tratamentos [60uM]

58



RAW 264.7 (IL-10)

ke

L Hkkk ]

31 I 1
—

24 . __
=

i
1

o

Expresséo quantitativa relativa

O,
%
%,

2%,
O(/

S
“

Tratamentos [50puM]

RAW 264.7 (TLR4)

Expresséo quantitativa relativa

Control (-)-Guaiol ~AF1 AF2 LPS (-)-Guaiol AF1 AF2

Tratamentos [50uM]

Expresséao quantitativa relativa

Expressédo quantitativa relativa

RAW 264.7 (IL-12)

Tratamentos [50uM]

RAW 264.7 (TLR9)

*k

a9 ,I —

J =

| ) =
SN <

[e]
1

Control (-)-Guaiol AF1 AF2 LPS (-)-Guaiol

Tratamentos [50uM]

AF1 AF2

59




Expresséo quantitativa relativa

Expressdo quantitativa relativa

DH82 (IL-10)

DH82 (IL-12)

Expresséo quantitativa relativa

Tratamentos [50uM] Tratamentos [50uM]

DH82 (TLR4)

DH82 (TLRY)

N
o

n
=)

|l
o w

Expresséo quantitativa relativa
o
o

o
o

Control (-)-Guaiol AF1 AF2 LPS (-)-Guaiol AF1 AF2

Tratamentos [50uM] Tratamentos [50uM]

Figura 16. Expressdo de citocinas e receptores TLR nas diferentes linhagens
celulares ap6s o tratamento. Linhagem celular P388D1 (A) em repouso foram tratadas com 0s
compostos ((-)-Guaiol, AF1 e AF2) na concentracdo de 60 uM. Linhagens RAW 264.7 (B) e
DH82 (C) ndo estimuladas e estimuladas com LPS (100ng/mL e 1ug/mL respectivamente) foram
tratadas com 50 uM dos compostos (-)-Guaiol, AF1 e AF2. Apos 48h o mRNA foi extraido para
quantificagdo por PCR em tempo real da expresséo de citocinas e receptores de reconhecimento
padrdo. Os dados obtidos foram normalizados utilizando primers para gene endégeno HPRT ou
GAPDH respectivamente. Os resultados sdo expressos em média = SEM. **** P <(.0001, ***P

<0.001, **P <0.01 e *P <0.05 estatisticamente significante.
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6 DISCUSSAO

Compostos imunomoduladores podem ser capazes de atuar em componentes da
imunidade inata e/ou adquirida e dessa forma afetar o curso da resposta inflamatoria.
Vérios compostos sintéticos ou naturais tém sido descritos como imunomoduladores
(Jantan; Ahmad; Bukhari, 2015; Saqgib et al., 2018). A leishmaniose ¢ uma doenca
zoonotica, cuja resposta desencadeada pelo parasito pode definir o quadro de
susceptibilidade ou resolugéo da doenca. O tratamento em si foca na eliminagéo do agente
parasitario. No entanto, observa-se que ndo é o suficiente para garantir o controle
definitivo do patdgeno e contribui para a sele¢do de organismos cada vez mais resistentes.
A dindmica entre o parasito e seu hospedeiro é uma balanca, onde por um lado pode-se
ter 0 agravamento da infecgao e por outro o controle do parasito. Entretanto, a resolucéo
das lesdes ndo significa a eliminacdo do parasito podendo retornar novamente o quadro
infeccioso ou até mesmo o desenvolvimento de outra manifestacdo clinica como a
leishmaniose p6s-Kalazar ou a forma mucocutanea apds uma lesdo cutanea (Burza; Croft;
Boelaert, 2018; Conceigéo-Silva; Morgado, 2019; Sasidharan; Saudagar, 2021).

N&o € novidade que os produtos naturais sdo fonte de moléculas para analises
farmacoldgicas, e que seu estudo permite o entendimento de sua atividade e a sintese de
moléculas funcionalmente otimizadas. Em nossos trabalhos anteriores, vimos que 0s
compostos (-)-Guaiol e piperina apresentam efeito leishmanicida para a espécie de L.
amazonensis. Aqui estudamos um derivado sintético de piperina N4-cyclohexyl-1,2,4-
triazol-3-thione (AF2) associado a uma molécula de protioconazol com agdo na enzima
CYP51 em Leishmania. Nossos dados mostraram que (-)-Guaiol e piperina (AF1)
apresentaram acgéo leishmanicida em formas promastigotas de L amazonensis com 1Csg
de 56.24 uM e 9.36 UM, respectivamente, confirmando achados anteriores do grupo. O
composto N4-cyclohexyl-1,2,4-triazol-3-thione (AF2) testado pela primeira vez em
Leishmania amazonensis apresentou um ICsg de 8.73 uM. N0sso grupo, ja havia testado
(-)-Guaiol em formas amastigotas parasitos L amazonensis com um ICso= 0-01 pg/mL-1
(44.9 nM). Em formas promastigotas 50 pg/mL (224.85 uM) de (-)-Guaiol levou a
alteracOes estruturais com projecdes na membrana mitocondrial do parasito e acimulo de
corpusculos lipidicos porém néo haviamos identificado o ICso para essas formas celulares
(Garcia et al., 2018). Os resultados indicam que formas amastigotas possam ser mais
sensiveis a acdo do composto evidenciado pela concentragdo inibitéria, o que é

interessante, ja que sdo as formas encontradas dentro do hospedeiro invertebrado e
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responsaveis pela manutencao da doenca (Sasidharan; Saudagar, 2021). Piperina também
apresentou citotoxicidade com um ICso de 14.2 uM para promastigotas e 28 UM para
amastigotas de L amazonensis observadas por contagem em cadmera de Neubauer. A
piperina assim como em (-)-Guaiol, atua na mitocondria com rompimento da membrana
e perda de potencial mitocondrial (Ferreira et al., 2011). Os resultados da possivel acéo
do composto nessa organela pode explicar o valor menor da concentracdo inibitdria
encontrado nesse estudo em comparagdo ao estudo anterior com a analise por contagem
de parasito viavel. AF2 se mostrou o mais eficiente dos compostos como menor ICso para
formas promastigotas do parasito. Franklim e colaboradores (2013) previamente
observaram atividade tripanocida de AF2 em cepas Y de Trypanosoma cruzi, com
IC50=18.3 uM e 8.87 uM para epimastigotas e amastigotas respectivamente, mostrando

que a combinac¢do com o inibidor de CYP51 pode gerar um potente candidato a farmaco.

Nenhum dos compostos demonstraram perda de viabilidade celular abaixo de 70%
para nenhumas das linhagens testadas em concentracdes até 100 uM em concordancia
com dados anteriores do nosso grupo para células primarias (Ferreira et al., 2011; Garcia
et al., 2018). Outros trabalhos também mostraram que na presenca de piperina a
viabilidade celular permanece acima de 80% para linfocitos T e B tratados com
concentragfes até 10 pg/mL [35 uM] de piperina por 48h através do teste de MTT
(Sharma et al., 2014). Contrariamente, Chuchawankul; Khorana; Poovorawan (2012)
observaram que piperina diminui a proliferacdo celular em PBMC a partir de 10 pg/mL
[35 uM] em 24, 48 e 72h, mas as células ainda se mostravam viaveis (71.43%) na
concentracdo de 100 pg/mL (350 uM) mesmo apds 96h. Doucette e colaboradores (2015)
observaram que o tratamento com piperina [100 uM] antes do estimulo com anti-CD3 e
anti-CD28-coated Dynabeads® ou ovoalbumina (OVA) levou a reducdo da proliferacédo
de linfécitos T CD4" e T CD8" sem apresentar citotoxicidade para a células. N&s
observamos que em 50 pM ainda se encontrava 90% dos macréfagos de linhagem celular
viaveis e como mencionado acima, piperina demonstra poder ser um composto seguro
uma vez que mesmo em concentragdes elevadas ainda é possivel encontrar viabilidade

celular acima de 70%.

O sesquiterpeno (-)-Guaiol pode apresentar atividade antineoplasica in vitro e in
vivo associada a formacédo de autofagossomos como observado em linhagens de células
tumorais de pulmao em concentra¢es maiores de 100 UM (ICso=121.7 uM e 211.5 uM)
(Yang et al., 2016, 2018, 2022). Zeng e colaboradores (2022) apesar de corroborar com
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os dados, encontraram valores menores com 1Cso= 75.7 uM e 92.1 uM. Ja o trabalho de
Hong e colaboradores (2023) demonstrou que o (-)-Guaiol ndo foi toxico para células
RAW 264.7 até 100 uM apos 48h de tratamento corroborando com nossos resultados.
Células imortalizadas perderam suas caracteristicas primordiais devido a mutacdes que
permitem a sua divisdo continua. Ja células extraidas de organismos e cultivadas em
laboratdrio séo ainda que em ambientes controlados e fora de um sistema, o mais proximo
ao encontrado in vivo. Apesar das linhagens celulares serem mais resistentes a farmacos,
ainda sdo utilizados como modelos de estudo pela sua facil manutencdo, acesso e
reprodutibilidade (Breslin; O’driscoll, 2013; Freshney, 2011).

As linhagens celulares s&o muito utilizadas na pesquisa em diversos modelos,
entre eles na testagem de compostos, que possam ser potenciais farmacos para averiguar
toxicidade e estudar mecanismos de acdo. Diferentes linhagens celulares apresentam
caracteristicas Unicas entre si, seja pela sua espécie animal e/ou tecido de origem ou pelas
mutacdes que possuem. Elas sdo Uteis para entender os processos bioldgicos, que possam
ser ativados e/ou alterados. O cultivo celular permite um ambiente de maior controle das
varidveis dos testes, uma reprodutibilidade que resulta em dados mais homogéneos
funcionando com um primeiro gargalo de moléculas promissoras. Nosso grupo trabalhou
com as linhagens celulares murinas RAW 264.7 e canina DH82 e observamos que ambas
apresentam diferentes perfis de infeccdo por espécie de L. amazonensis e L. infantum e
se diferem também na producao de NO, ROS, acdo de fagocitose, expressdo de moléculas
MHC e co-estimulatérias e producdo de citocinas (Nadaes et al., 2020). Sendo assim,
nesse trabalho nos propusemos a investigar a capacidade imunomodulatdria de compostos
naturais identificados pelo nosso grupo como leishmanicida (Ferreira et al., 2011; Garcia
et al., 2018) em linhagens murinas RAW 264.7 e P388D1 e canina DH82 estimulados ou
ndo com LPS e infectados ou ndo com L. amazonensis para averiguar a performance dos
diferentes compostos nas diferentes linhagens celulares. Nossos dados mostraram que 0
tratamento com AF2 diminuiu a fagocitose de promastigotas de L amazonensis por
células caninas DH82, porém essa atividade ndo foi observada em macréfagos
RAW264.7. Estudos posteriores podem averiguar se esse efeito influencia na atividade
leishmanicida na célula canina. Nos tratamentos com (-)-Guaiol e AF1 e na linhagem
celular murina RAW 264.7 ndo houve diferenca na atividade fagocitica em relacdo ao
controle. Anteriormente nosso grupo mostrou que o tratamento com 6leo essencial de

Aloysia gratissima, que apresentou o (-)-Guaiol como composto majoritario, aumentou a
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fagocitose de promastigotas por macréfagos peritoneais de camundongo. Os resultados
desses estudos sugerem que esse efeito pode ndo estar relacionado ao seu composto
majoritario, podendo ser de outros constituintes presentes do OE de Aloysia gratissima
(Garcia et al., 2018). O resultado encontrado da influéncia da piperina na fagocitose das
linhagens de macrofagos celulares RAW264.7 e DH82, vao de encontro aos dados
observados em macrofagos peritoneais de camundongos desafiados com L. amazonensis
(Ferreiraetal., 2011).

A producdo de moléculas microbicidas como o NO e ROS sdo consequéncia da
ativagdo da celula diante a um estimulo. O LPS é utilizado em testes de NO e ROS por
induzir uma resposta pro-inflamatéria e producdo dessas moléculas (Atri; Guerfali;
Laouini, 2018; Murphy, 2014, p. 76-82; Yunna et al., 2020). Em nosso estudo
comparando RAW 264.7 e DH82 na infeccdo por L. amazonensis e L. infantum,
observamos que células caninas DH82 em repouso produzem uma alta concentragdo de
arginina e que essas células podem apresentar um perfil de macr6fagos M2 (Nadaes et
al., 2020). Ao utilizar a concentracdo de 1ug/mL de LPS, ndo foi possivel detectar
aumento na producdo de NO por citometria com 24h de cultivo. Nesse estudo, utilizando
a mesma concentragdo, porém com um tempo maior (48h) conseguimos detectar a
producdo de NO nas células com a sonda intracelular DAF-FM que €é capaz de detectar
NO a partir de ~3 nM. Em linhagem celular P388D1 foi necessario utilizar concentracfes
superiores de LPS [10 pg/mL] para deteccdo de NO nas células. Nesse trabalho, a
linhagem celular RAW 264.7 apresentou a maior producdo de NO, enquanto P388D1
apresentou a menor producdo entre as 3 linhagens estudadas. Stuchr; Marietta (1987) ao
analisar o producdo de nitrito (NO2-)/nitrato(NO3-) em diferentes linhagens celulares de
macrofagos (PU5-1.8, WEHI-3, RAW 264.7 e P388D1) e macrofagos peritoneais
(C3H/He e C3H/HeJ) com diferentes concentragdes de LPS [0.001, 0.1, 1 e 50 pg/mL] e
INF-y [10, 100, 1000 e 10000 U/mL] ou de micro-organismos e seus componentes (BCG
heat killed, componentes antigénicos de bactéria PPD, MDP e de fungo zymosam e DS)
observou que P388D1 ndo consegue produzir NO apds nenhum dos desafios testados
mesmo nas concentracfes mais elevadas. O autor s6 conseguiu detectar a producao das
moléculas em P388D1 quando estimulou com 1 pg/mL de LPS + 500 U/mL de INF-y,
com sobrenadantes de cultura de esplendcitos extraidos de camundongos desafiados com
BCG (LK — linfocinas) e com LPS+LK. Nos desafios de LPS + INF-y e LPS+LK,

P388D1 foi a linhagem celular que menos produziu NO assim como observado no nosso
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trabalho. Enquanto RAW 264.7 atinge um platé de producéo ap6s 1 pg/mL de LPS e
responde ao maximo com 10 U/mL de INF-y. Interessante ¢ que, apesar das células RAW
264.7 perderem significativamente sua viabilidade (10% de células vidveis) apds estimulo
com LPS, a cultura P388D1 se mantem com 95% das células vivas (Stuchr; Marietta,
1987). No trabalho de Weber e colaboradores (2023), a linhagem celular P388D1
estimulada com 200 ng/mL de PMA aumentou em 5x sua producgdo de NO, porém em
um tempo maior de exposi¢édo (72h) do que no nosso trabalho e detectado por Griess.
Smiatek e colaboradores (2022) observaram que culturas RAW 264.7 ap6s 6h de estimulo
com LPS (100ng/mL) e LPS+INFy (100ng/mL + 10ng/mL) tiveram um aumento na
producdo de NO e da expressdo de mRNA de iNOS maior que em culturas P388D1 o que
poderia explicar a diferenca de ativagao de ambas as linhagens murinas.

Macrofagos RAW 264.7 em repouso nao tiveram sua producdo de NO alterada
apos tratamento com os compostos. Por outro lado, em células estimuladas com LPS e
tratadas com os compostos houve aumento na producdo de NO. Da mesma forma, o
aumento da producao é visto em linhagem celular P388D1 estimuladas com LPS e tratada
com AF2 enquanto que (-)-Guaiol diminuiu a producdo de NO nestas células.
Recentemente, foi demostrado que células RAW 264.7 pré-tratadas com (-)-Guaiol por
1h e depois estimuladas com 100 ng/mL de LPS por 48h, levaram a uma diminuicéo de
producdo de NO na concentracao de 100 uM do composto, o que ndo foi observado nas
concentracdes de 1 e 10 uM (Hong et al., 2023). Células RAW 264.7 como vimos aqui e
em outros trabalhos conseguem ser ativada com LPS, o efeito do (-)-Guaiol observado
nos nossos resultados pode ser devido a concentracdo testada que pode ndo ser a ideal
para inibir a producéo de NO apds estimulo por LPS. O que foi possivel em P388D1 com

o tratamento de 60 UM do composto.

Piperina (AF1) [50uM] levou a reducdo de 39% da concentragdo de NO em
macrofagos peritoneais estimulados com LPS ap6s 48h de tratamento (Ferreira et al.,
2011). Efeito também observado em Duan e colaboraodres (2022) onde o pré-tratamento
com 10 e 20 mg/L de piperina (10 pg/mL e 20 pg/mL ou 35 e 70uM) por 2h em células
RAW 264.7 estimuladas com 500 pg/L de LPS por 24h diminuiram sua producédo de NO.
Contudo, piperina apesar de sabidamente ter atividade anti-inflamatdria e antioxidante ja
foi observado aumento na producdo de NO em macrdfagos peritoneais estimulados com
1 pg/mL de LPS e tratados com 1 [3.5 uM] e 10 pg/mL [35 pM] por 48h. O tratamento

com 3.5 UM induziu uma producdo maior de NO que o tratamento com 35 UM dosado
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pelo método de Griess (Sharma et al., 2014). Em nosso trabalho, células de linhagem
RAW 264.7 estimuladas com LPS e tratadas com piperina [50 uM] apresentaram um
aumento da producédo de NO.

Nos macrofagos caninos DH82, podemos observar que em células sem estimulo
0 composto AF2 aumentou a producdo de NO, enquanto (-)-Guaiol diminuiu. Apesar das
células estimuladas com LPS e tratadas com AF2 demonstrarem um aumento em relacéo
ao controle, ndo foi estatisticamente significativo. Em nosso trabalho anterior com células
peritoneais, (-)-Guaiol [1pg/mL = 4.5uM] néo alterou a producdo de NO em células em
repouso ou estimuladas com LPS apds tratamento (Garcia et al., 2018). A producédo de
NO nesta célula é bem discutida, s6 conseguimos dosar a molécula através do uso de
sonda e com quantidade maior do que utilizada para estimular as células murinas
RAW264.7. Visto que, pelo método de Griess ndo foi possivel. Mendonca e
colaboradores (2017) n&o detectaram a producéo de NO em células DH82 estimuladas
com LPS e IFN-y. Curiosamente, Wasserman e colaboradores (2012) mostraram que
células caninas DH82 nao estimuladas apresentavam cerca de 90 uM de nitrito detectado
pela reacdo de Griess, mas as células ndo responderam quando estimuladas com LPS na

concentracdo de 0,1 a 10 pg/mL.

Na analise de ROS observamos que as células RAW 264.7 tiveram uma
intensidade de fluorescéncia menor que as linhagens DH82 e P388D1, sendo essa Ultima
apresentando uma leitura superior as demais. Em nosso trabalho comparando ambas as
linhagens e analisando ROS total e mitocondrial vimos que a DH82 apresenta valores
menores de fold change em relacdo a fluorescéncia e de porcentagem de células
fluorescentes (Nadaes et al., 2020). O estimulo com LPS na linhagem RAW 264.7 foi
maior do que o utilizado no nosso trabalho anterior [1ug/mL] além de um tempo menor
para a dosagem dos radicais (24h).

No trabalho de Barbour e colaboradores (1986) eles comparam o estimulo com
LPS relacionando com a via do acido araquidénico em ambas as linhagens murinas RAW
264.7 e P388D1. Mesmo a P388D1 apresentando uma expressdo similar de CD11b:CD18
e maior de receptor CD14 (tanto em células em repouso quanto nas estimuladas) em
comparacdo com a RAW 264.7, o desafio com LPS (200 ng/mL — 1h) n&o levou a
metabolizacdo do acido graxo em P388D1 e o0 mesmo foi observado estimulando com
PMA (30 nM). O autor observa alta concentracdo da proteina erk2 (componente da MAP
quinase) na sua forma ativa em células P388D1 em repouso e sugere que esse estado é
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constante nessas células o que levaria a um efeito refratario na resposta por LPS na célula
(Barbour et al., 1986). Sabendo-se que a ativagdo de MAP quinase pode ocorrer via ROS
e observando as leituras de fluorescéncia de ROS por P388D1 pode ser que haja uma

relacdo entre os eventos que pode ser futuramente analisado (Son et al., 2011).

Em células RAW 264.7 em repouso, o tratamento com piperina (AF1) e AF2
levou a um aumento da producdo de ROS, enquanto células estimuladas com LPS e
tratadas com AF2 diminuiram a producdo de ROS. Em células caninas DH82 em repouso
o efeito de piperina (AF1) e AF2 se mostrou o oposto, onde o primeiro levou a uma
diminuicdo e o segundo a um aumento da producdo de ROS. O tratamento com AF1 em
celulas caninas DH82 estimuladas com LPS também levou a diminuicdo de ROS
enguanto que no tratamento com (-)-Guaiol foi observado um aumento. Em P388D1, (-)-
Guaiol e piperina (AF1) diminuiram a producdo de ROS em células estimuladas com
LPS. Os resultados de DH82 e P388D1 vao de acordo com Kumar; Sharma (2015) que
viram que piperina inibiu a producéo de ROS induzida por deltametrina na concentragéo
de 10 e 50 pg/mL (35 e 350 UM respectivamente) em todos os tempos testados (1, 3 e 6h)
tratamento em esplendcitos. O efeito inibitério do composto ndo aumenta ao longo do
periodo das 6h. O tratamento com 1 pug/mL levou a diminuicdo somente a partir de 3h
(Kumar; Sharma, 2015). Assim como observado anteriormente por Duan e colaboradores
(2022) o pré-tratamento com 10 e 20 mg/L (10 pg/mL e 20 pg/mL ou 35 e 70 uM) de
piperina por 2h em células RAW 264.7 seguido de estimulo com LPS (500 pg/L ou 500
ng/ml) por 24h diminuiu sua producdo de ROS, observado por microscdpio fluorescente
utilizando-se de sonda H2DCFDA (DAF). A diferenca dos resultados pode ter sido
devido ao tempo de andlise que influencia na concentracdo da molécula, técnica utilizada

e/ou pelo alto estimulo usado.

As celulas apresentadoras de antigenos (APCs) utilizam moléculas de MHC e co-
estimulatorias para apresentar antigenos e ativar os linfocitos T virgens (Murphy, 2014,
p. 335-382). Em linhagens RAW 264.7, o tratamento com 0s compostos ndo modulou a
expressdo dessas moléculas. Na linhagem celular murina P388D1, a infeccdo com L.
amazonensis levou a diminuicao da expressdo de MHC I, enquanto aumentou a de MHC
I1. O tratamento com AF2 diminuiu a expressao de MHC | nas células em repouso. Em
células infectadas com L amazonensis AF1 levou ao aumento da expressdo dessa
molécula. O composto AF2 também aumentou a populagéo de células P388D1 MHC |1+

em culturas sem estimulo. Ao analisar as células infectadas com L amazonensis é possivel

67



observar um aumento na expressao de MHC Il nos tratamentos com AF1 e AF2 enquanto
que (-)-Guaiol leva a diminuigdo. No entanto, os resultados ndo apresentam diferenca
estatistica. Os dados apontam que a presenca da Leishmania influencia na expresséo da
molécula e no efeito do composto. O aumento de MHC Il em P388D1 apds tratamento
com AF2 demonstra, que o composto pode levar a ativacdo da resposta celular mediada
por linfocitos T. No entanto, sdo necessarios mais estudos como a anélise da expresséo
de moléculas co-estimulatérias para aferir a capacidade de apresentacdo de antigeno e de
ativacdo dessas células frente ao tratamento. Resultados preliminares de DH82 sugerem
gue os compostos tendem a diminuir a expressao de MHC |1 tanto em células em repouso,
quanto em células ativadas com LPS, o que poderia influenciar negativamente na
apresentacdo de antigenos e ativacdo dos linfécitos T. Yang e colaboradores (2022)
estudando a atividade antineoplasica de (-)-Guaiol inoculou células LLC em tecido
subcutaneo na regido do ombro de camundongos C57BL/6 e analisando a imuno-
histoquimica do tecido tumoral ap6s tratamento com 100 uM do composto, foi observado
um aumento da expresséo de CD11c, MHC Il e CD86, 0 que ndo observamos nos nossos
resultados utilizando a concentracdo de 50 pM. Interessante que Bae e colaboradores
(2012) mostraram que macréfagos derivados de medula previamente expostos a piperina
(1, 5 e 10 uM) por 1h e depois estimulados com LPS por 24h diminuiram a expressao de
MHC Il, CD40 e CD86 de forma dose dependente. Soutar e colaboradores (2017) viram
que em linfocitos B, piperina (25, 50 e 100 uM) também inibiu a expressdo de MHC 11,
CD40 e CD86 de forma dose-dependente quando estimulados com anti-CD40+anti-BCR.
O autor destacou que a expressdo dessas moléculas foi completamente inibida na
concentracdo de 100 uM e isso se reflete na apresentacdo de antigenos de albumina para
os linfocitos T, que também foi diminuida de forma dose dependente (Soutar et al., 2017).
Ja Chouhan e colaboradores (2015) viram que piperina [200 mg/kg] aumentou a
expressdo de CD80 e CD86 em macrofagos peritoneais de animais infectados por L.
donovani, o que pode levar a apresentagdo do antigeno do parasito. Em linhagem P388D1
infectada com L. amazonensis, piperina (AF1) levou ao aumento na expressédo de MHC |
de forma significativa. Se o tratamento in vivo de camundongos infectados com L
amazonensis também pode aumentar a expressdo de moléculas MHC e co-estimulatorias

é algo a ser investigado futuramente.

Taciak e colaboradores (2018) apontam que pode haver alteracGes génicas, de

expressdo de moléculas, fagocitose e producdo de NO nas células conforme o nimero
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crescente de passagens de cultura celulares de RAW 264.7. A exemplo, CD86 aumenta
sua expressdo a nivel de mMRNA em passagens p50. Apesar disso ndo se refletir na
expressdo da molécula na superficie das células. Nesse trabalho, vimos que RAW 264.7
demonstrou uma alta expressdo de CD86 mesmo sem estimulo o que pode estar
relacionado aos dados de Taciak, uma vez que no nosso estudo anterior com essa
linhagem celular vimos que ap6s estimulo com LPS [1pg/mL] as células demonstraram
um aumento significativo na expressdo da molécula co-estimulatéria em relagdo ao
controle. O autor sugere que a cultura RAW 264.7 se mantem estpavel até a p30 onde a
populacdo celular ainda se encontra com caracteristicas da cultura originaria. No trabalho
de Heinrich e colaboradores (2015) eles também fazem uma analise na expressdo de
receptores e moléculas MHC em passagens de linhagem celulares DH82 e constatam do
mesmo modo gque em passagens maiores as células tendem a perder a expressao de
CDl11c, CD14, CD18, CD45 e CD80. Culturas celulares demandam sucessivas passagens
para sua manutencdo no laboratério. O estresse causado pela técnica para obtencdo da
celula e a constante indugdo do crescimento celular, pode levar a mudancas significativas
tanto genéticas quanto fenotipicas das culturas celulares que ja sabidamente possuem
mutacdes. Os dados apresentados nesse trabalho demonstram a importancia de assegurar
a estabilidade da cultura celular e como isso se reflete na reprodutibilidade dos estudos

cientificos.

Os compostos diminuiram a expressédo de citocinas 1L-10 e IL-12 assim como a
expressdo de TLR4 e TLR9 em células murinas RAW 264.7 e caninas DH82 estimuladas
com LPS. No entanto, nas células murinas e caninas sem estimulo, os tratamentos com (-
)-Guaiol e AF1 aumentaram a producdo de IL-10. J& o (-)-Guaiol e AF1 diminuiram a
expressdo de TLR4 em P388D1 em repouso. Nossos dados vdo em acordo com Bae e
colaboradores (2012) que observa que células BMDC pré-tratadas com piperina (5 e 10
M) e estimuladas com 500 ng/mL de LPS na presenca do composto diminuem a sua
producdo de IL-12. Assim como os dados de Soutar e colaboradores (2017), onde
linfécitos B previamente estimulados e co-cultivados com linfocitos T ao serem
novamente colocadas na presenga de LPS+anti-CD40 e anti-BCR + 100 uM da piperina
diminuiram sua produgéo de 1L-10. De forma contraria, o pré-tratamento com 10 e 20
mg/L de piperina (10 pug/mL e 20 pg/mL ou 35 e 70 uM) por 2h em células RAW 264.7
estimuladas com 500 pg/L (500 ng/ml) de LPS aumentaram a produgéo de IL-10 sendo

o efeito mais expressivo na concentracdo mais elevada onde houve aumento de 196% da
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citocina no sobrenadante e 136% da expressdo génica em relacdo ao LPS (Duan et al.,
2022).

Bacellar e colaboradores (2002) viram que PBMC’s isolados de pacientes com
leishmaniose mucocuténea secretam e expressam mais citocinas INF-y, TNF-a e IL-5 e
produzem menos IL-10 que de pacientes CL. O autor revela ainda que a fonte de producao
de INF-y sdo os linfocitos T CD4, enquanto TNF-a provém de macréfagos e T CD4. A
producdo de IL-10 induzida pelos compostos assim como a reducdo de citocinas pro-
inflamatdria como 1L-12 e moléculas reativas ROS e NO pode ser interessante para o
tratamento da leishmaniose mucocutanea, onde se tem uma resposta exacerbada, com
consequente lesdo tecidual. Por outro lado, a producdo de ROS e NO em DH82, uma
célula com perfil M2 e que sabidamente produz mais arginina, e P388D1, que ndo
responde ao LPS de maneira satisfatoria, indica que compostos como AF2 podem
estimular essas células a um perfil mais inflamatdrio. Isso reitera a importancia de mais

estudos com esse composto.

Estudos em relagéo a participacao dos receptores semelhantes a Toll na infec¢ao
por Leishmania sp. demonstram que eles podem tanto ajudar na ativacdo da célula contra
0 parasito, como em outros casos contribuir para o quadro clinico do paciente. Isso esta
relacionado a complexa relacdo de qual receptor Toll sera ativado, em qual célula e qual
espécie de Leishmania esta presente na infeccdo (Faria; Reis; Lima, 2012). A exemplo do
receptor TLR4 que é importante para a producdo de TNF-a e eliminagdo do parasito em
macrofagos infectados por L. panamensis (Gallego et al., 2011). Ja no estudo de Carneiro
e colaboradores (2021) utilizando PBMC’s de pacientes com leishmaniose cutanea
infectados por L. braziliensis e de pacientes saudaveis, eles observaram que quando
infectam as células com o parasito ambas as células expressam altos niveis de TLR4 e
TLR2 sendo o primeiro mais evidente. Quando o autor neutraliza a a¢do dos dois
receptores (anti-TLR2 e TLR4) nas células de ambos os pacientes e infecta novamente
com L. braziliensis, ele v& uma diminuicdo das células infectadas tal qual de parasitos
internalizados e da viabilidade dos mesmos. O blogueio dos receptores diminuiu a
producéo de produtos oxidativos, TNF-a, IL-1 e CXCL9 nas células. Interessante que,
qguando o autor neutraliza os receptores em amostra de biopsia dos pacientes também vé
diminuicdo de TNF-a e IL-1B, o que ele discute que pode ajudar no quadro clinico
impedindo uma resposta exacerbada local associada com o desenvolvimento da leséo

(Carneiro et al., 2021). Em Sauter e colaboradores (2019) o autor observar que a ativagao
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endossomal de TLR9/MyD88/TRIF por L amazonensis leva a expressdo de CD200,
inibicdo da produgdo de NO e que isso favorece a infec¢do. Por outro lado, em
camundongos TLR9™ a infecgdo por L. major leva a lesdes maiores e com uma carga
parasitaria maior do que nos camundongos selvagens (Liese; Schleicher; Bogdan, 2007).
Os resultados obtidos nesse trabalho indicam que a diminuicdo da expressao dos
receptores Toll promovidas pelos compostos podem ser favordveis em infecgcdes por
determinas espécies de Leishmania.

Os resultados apresentados apontam que as diferentes linhagens de macrofagos
tém caracteristicas particulares e intrinsecas e que isso deve ser levado em consideracao
no estudo de potenciais moléculas, pois 0 mesmo composto pode atuar de maneira distinta
nas diversas populacdes celulares. Igualmente importante, é a escolha do modelo celular
de acordo com a proposta de estudo, a exemplo as linhagens aqui analisadas que
apresentaram perfis diferentes de ativagdo frente ao estimulo com LPS. Os compostos
naturais aqui estudados demonstraram atividades bioldgicas, que divergem de alguns
dados encontrado em literatura. No entanto, buscamos analisar a acdo desses compostos
apos um quadro infeccioso e ndo como um pré-tratamento como é proposto em alguns
estudos. Apesar disso, esses produtos demonstraram um desempenho promissor como
produtos bioativos. O composto AF2, inicialmente idealizado com um mecanismo de
acao direcionado a atividade leishmanicida, se mostrou capaz de atuar também na célula
hospedeira. Os compostos demostraram ter a capacidade de modular a resposta de
macrofagos e isso pode influenciar na resolucdo da leishmaniose, sugerindo que eles
podem ser possiveis candidatos de interesse farmacolégico. Assim como podem ser
explorados em outros modelos de doencas inflamatdrias. Os dados aqui apresentados
contribuem para o conhecimento das diferentes linhagens celulares P388D1, RAW 264.7
e DH82 e permite um direcionamento para futuros projetos com celulas primérias e

posteriormente modelos animais.
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7 CONCLUSAO

Os compostos (-)-Guaiol, AF1 e AF2 conseguem modular os macréfagos alterando a
producdo de produtos microbicidas NO e ROS, a expressdo de moléculas MHC I/11 e co-
estimulatorias CD80 e CD86 e a expressdo de citocinas (IL-10, 1L-12 e IL-1B) e de
receptores toll (TLR4 e TLR9) indicando que esses produtos podem influenciar na
resposta a diferentes infecgbes. As linhagens celulares P388D1, RAW 264.7 e DH82
apresentam diferentes perfis de ativacao relacionado as suas caracteristicas celulares.
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