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Resumo

objetivo: Analisar o perfil dos analogos e derivados da piperina que possuam ativida-
de antiparasitaria frente ao género Leishmania e Tripanossoma. Métodos: O estudo
foi uma reviséo sistematica, que usou os descritores: Piperina (Piperine), analogos e
derivados (analogs and derivatives), Leishmaniose (Leishmaniasis), Tripanossoma
(Trypanossoma), agentes antiparasitarios (antiparasitic agents) nas seguintes bases
de dados: Biblioteca Virtual em Saude (BVS), National Library of Medicine (PubMed),
(Scientific Eletronic Library Online) SciELO, (Base de Dados da Elsevier) ScienceDirect,
Scopus e Embase. O check list do Preferred Reporting Items for Systematic Reviews
and Meta-analyses (PRISMA) foi usado no processo de catalogac¢ao dos estudos. Além
disso, foi realizada uma adaptag¢ao para avaliagao do risco de viés para estudos in vitro
a partir da ferramenta Office of Health Assessment and Traslation (OHAT). Resultados:
Inicialmente, foram encontrados 659 estudos nas bases de dados, que apoés aplicagdo
dos procedimentos de selegdo especificos de inclusédo e exclusdo foram selecionados
10 artigos cientificos. Conclusao: A pesquisa mostrou que os analogos e derivados da
piperina apresentaram atividade frente as formas evolutivas dos parasitas do género
Tripanossoma com valor menor e maior que os compostos padrées e variagao no perfil
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de atividade biolégica para o género Leishmania, mostrando-se moderadamente ativos

e ativos com valores menores e melhores que o composto de referéncia.

Palavras-chave: Piperina; analogos e derivados; agentes antiparasitarios; Trypano-
soma; Leishmaniasis

Piperine analogs and derivatives with potential
antiparasitic activity: systematic review with risk-
of-bias assessment adapted for in vitro studies

Abstract

objective: To analyze the profile of piperine analogues and derivatives that had anti-
parasitic activity against the genus Leishmania and Trypanosoma. Methods: The study
was a systematic review, which used the descriptors: Piperine (Piperine), analogues
and derivatives (analogs and derivatives), Leishmaniasis (Leishmaniasis), Trypanosoma
(Trypanosoma), antiparasitic agents (antiparasitic agents) in the following databases
data: Virtual Health Library (VHL), National Library of Medicine (PubMed), (Scientific
Electronic Library Online) SciELO, (Elsevier Database) ScienceDirect, Scopus and.
Embase. The Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-analyses
(PRISMA) checklist was used in the study cataloging process. Furthermore, an adap-
tation was made to assess the risk of bias for in vitro studies using the Office of Health
Assessment and Translation (OHAT) tool. Results: Initially, 659 studies were databases,
and after applying specific selection procedures inclusion and exclusion criteria, 10
scientific articles were selected. Conclusion: The research showed that piperine ana-
logues and derivatives showed activity against the evolutionary forms of parasites of the
Trypanosoma genus with values lower and higher than the reference compounds and
variation in the biological activity profile for the genus Leishmania, showing themselves
to be inactive and active with lower and better values than the reference compound.

Keywords: Piperine; analogs and derivatives; Leishmaniasis; Trypanosoma; antipar-
asitic agents.

Analogos y derivados de piperina con
potencial actividad antiparasitaria: revision
sistematica con evaluacion del riesgo de
sesgo adaptada para estudios in vitro

Resumen

Objetivo: Analizar el perfil de analogos y derivados de piperina que tienen actividad
antiparasitaria contra los géneros Leishmania y Trypanosoma. Métodos: El estudio
fue una revision sistematica, que utilizé los descriptores: Piperina (Piperine), analogos
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y derivados (analogos y derivados), Leishmaniasis (Leishmaniasis), Trypanosoma
(Trypanosoma), antiparasitarios (agentes antiparasitarios) en las siguientes bases de
datos: Virtual Biblioteca de Salud (BVS), Biblioteca Nacional de Medicina (PubMed),
(Scientific Electronic Library Online) SciELO, (Elsevier Database) ScienceDirect, Scopus
y Embase. En el proceso de catalogacion de los estudios se utilizé la lista de verifica-
cién de elementos de informes preferidos para revisiones sistematicas y metanalisis
(PRISMA). Ademas, se realiz6 una adaptacion para evaluar el riesgo de sesgo de los
estudios in vitro utilizando la herramienta de la Oficina de Evaluacion y Traduccion de
la Salud (OHAT). Resultados: Inicialmente se encontraron 659 estudios en las ba-
ses de datos y luego de aplicar procedimientos especificos de seleccién de inclusion
y exclusion se seleccionaron 10 articulos cientificos. Conclusion: La investigacion
demostré que los analogos y derivados de la piperina mostraron actividad contra las
formas evolutivas de los parasitos del género Trypanosoma con valores menores y
mayores que los compuestos de referencia y variacion en el perfil de actividad biolégica
para el género Leishmania, mostrandose inactivos y activos. con valores mas bajos y
mejores que el compuesto de referencia.

Palabras clave: Piperina; analogos y derivados; leishmaniasis; tripanosoma; agentes

antiparasitarios;

Introducao

As doencas que afetam predominantemen-
te populagdes de baixa renda em regides
subdesenvolvidas ou em desenvolvimento
sdo chamadas de doencgas negligenciadas e
entre essas doencgas temos a Leishmaniose e
Doencga de Chagas. A Leishmaniose é consi-
derada uma das maiores endemias mundiais
atingindo cerca de 98 paises, onde 72 deles
sao classificados como paises em desenvol-
vimento. As lesdes cutaneas, mucocutaneas
e as complicagdes sistémicas associadas a
leishmaniose podem ter um impacto significati-
vo na qualidade de vida da populagao afetada,
em que as cicatrizes, as deformidades faciais e
outras sequelas fisicas, além do estigma social,
o isolamento e problemas psicoldgicos, ja foram
descritos na literatura [1,2].

As formas mucocutaneas e cutaneas da
Leishmaniose visceral (LV) estdo associadas a
danos na mucosa oral, nasal, traqueal e lesdes
ulceradas na pele. O tratamento eficaz para
LV pode ser decisivo, pois se nao for tratada
adequadamente, pode levar a morte. O antimo-

nio pentavalente € uma opg¢ao padrao para a
leishmaniose cutinea, enquanto a anfotericina
B pode ser eficaz para alguns casos, no entan-
to, o antimdnio pentavalente esta associado a
toxicidade aguda do medicamento e tem sido
substituida pela anfotericina B lipossomal que
tornou o tratamento mais toleravel [3].

A Doenca de Chagas é outra doenca negli-
genciada que impacta milhdes de individuos
na América Latina. E causada pelo tripanoso-
ma, parasita heteroxénico, que pode infectar
multiplos hospedeiros durante seu ciclo de
vida. O benzonidazol, utilizado como trata-
mento, torna-se impotente na fase crénica da
doenca e problemas relacionados a biodispo-
nibilidade acabam interferindo na eficacia do
medicamento. A pesquisa e o desenvolvimento
de novos medicamentos, dificilmente, serdo
prioridade devido a falta de mercado lucrati-
VO, 0 que resulta em uma caréncia de opgdes
terapéuticas acessiveis para as populacdes
que sao afetas [4].

Os medicamentos disponiveis para o trata-
mento da Leishmaniose e Tripanossomiase
estdo relacionados as reagbes adversas,
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toxicidade hepatica e renal, dificuldade de
adesdo do paciente ao tratamento e proble-
mas relacionados a biodisponibilidade, o que
poderia levar a variagdes na susceptibilidade
das cepas [1].

Sendo assim, os produtos naturais bioativos
tém sido utilizados como matrizes para o desen-
volvimento de novas moléculas com potencial
atividade biolégica, bem como, a produgao
de novos derivados a partir de sua estrutura
quimica, o que contribui para o surgimento de
novas entidades quimicas (NCEs). E, dentre
os produtos naturais bioativos descritos na
literatura, que vém apresentando potencial
atividade biologica antiparasitaria, a Piperina
aparece como um forte candidato [5,6].

A estrutura da Piperina é composta por um
grupo 1,3-benzodioxola, uma cadeia de acido
pentadiendico (subunidade B) e o fragmento
piperidina sdo considerados importantes para
que a molécula apresente atividades biologicas
diversas [7]. Dentre essas atividades, a Piperina
e seus derivados tém sido amplamente descri-
tos na literatura para atividades bioldgicas como
antimicrobianos, antifungicos e antiparasitarios
[8,9,10,11]. Dentro desta problematica, surgiu
0 seguinte problema de pesquisa expressada
na pergunta norteado deste estudo: Quais os
analogos e derivados da Piperina que possu-
am atividade antiparasitaria frente ao género
Leishmania e Tripanossoma?

Diante o que foi exposto, o objetivo deste
trabalho foi analisar o perfil dos analogos e
derivados da piperina que possuam atividade
antiparasitaria frente ao género Leishmania e
Tripanossoma.

Métodos

Caracterizacao da pesquisa

A pesquisa é do tipo reviséo sistematica da
literatura, que é caracterizada por métodos
sistematizados para uma analise critica dos
conteudos, gerados por artigos e registros de
pesquisas de diferentes desenhos metodolégi-

cos, sintetizando informagdes de um determi-
nado assunto através de fontes secundarias
com levantamento da bibliografia, que podem
identificar temas que necessitam de maiores
evidéncias, auxiliando ainda na orientacao para
investigacdes futuras [12].

Instrumentos de
pesquisa utilizados

O presente estudo esta baseado nas dire-
trizes do Preferred Reporting Items for Syste-
matic Reviews and Meta-analyses (PRISMA),
cujo objetivo é auxiliar autores, proporcionan-
do um checklist proprio para desenvolvimento
eficiente de pesquisas bibliograficas [13]. Para
a construgao da pesquisa, utilizou-se os se-
guintes passos: 1 — elaboragdo da pergunta
da pesquisa; 2 — busca na literatura; 3 — coleta
de dados; 4 — analise criteriosa dos artigos
incluidos; 5 — discuss&o dos resultados e, por
fim, 6 — apresentacao da revisao sistematica.

Com isso, este estudo partiu da seguinte
questao norteadora: Quais os analogos ou
derivados da piperina que possuem poten-
cial atividade antiparasitaria frente ao género
Leishmania e Tripanossoma?

A busca dos estudos primarios foi realiza-
da por meio da pesquisa online em portais e
bases de dados da area da saude: Biblioteca
Virtual em Saude (BVS), National Library
of Medicine (PubMed), (Scientific Eletronic
Library Online) SciELO, (Base de Dados da
Elsevier) ScienceDirect, Scopus e Embase.
Para proceder com a busca utilizou-se a termi-
nologia em saude consultada nos Descritores
em Ciéncia da Saude e Medical Subject Hea-
dings (DeCS/MeSH): piperina (Piperine), ana-
logos e derivados (analogs and derivatives),
Leishmaniose (Leishmaniasis), Tripanossoma
(Trypanossoma), agentes antiparasitarios (an-
tiparasitic agents).

Os descritores foram utilizados na lingua Por-
tuguesa, Inglesa e Espanhola articuladas pelos
operadores booleano “E” e “OU”, “AND” e “OR”,
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sendo agrupados da seguinte forma: Piperine
AND analogs and derivatives AND antiparasitic
agents; Piperine AND analogs and derivatives
AND Leishmaniasis; Piperine AND analogs
and derivatives AND Trypanossoma; Piperine
AND analogs and derivatives; Piperine AND
AND antiparasitic agents; Piperina E analogos
e derivados E antiparasitic agents; Piperine E
analogs e derivatives E Leishmaniose; Piperi-
ne E analogos e derivados E Tripanossoma;
Piperine E analogos e derivados; Piperine E
antiparasitic agents; Busca: ( ALL ( piperine )
AND ALL ( leishmaniasis ) AND ALL ( trypa-
nosoma )); (‘piperine’/exp OR piperine) AND
leishmaniasis AND trypanosoma.

Critérios de inclusao e exclusao

Os critérios de inclusdo foram: artigos
originais disponiveis na integra, em idioma
portugués, inglés e espanhol que abordaram
a tematica proposta e apresentava ao menos
uma molécula analoga ou derivada da piperina
com atividade antiparasitaria in vitro para o
género Leishmania e Tripanossoma sem limite
inferior para faixa temporal indo até agosto
de 2023.

Ja os critérios de exclusao foram artigos de
revisdo, editoriais, dissertacdes, capitulos de
livros, teses, monografias, resenhas, produ-
¢Oes cientificas que demonstravam somente
0 resumo, resumos de anais, publicagdes du-
plicadas, estudo de caso. Apds a selegédo, os
dados extraidos foram os seguintes: autor (s),
forma celular, parasita, métodos, moléculas,
principais resultados e principais conclusoes.

Avaliacao do risco de viés

Nesta pesquisa foi verificado a necessida-
de de realizacdo de uma avaliagdo de risco
de viés. Embora, haja varios instrumentos
para risco de viés, estes sao somente para

estudos in vivo e para seres humanos, entre
eles ROBINS-I E SYRCLE [14,15]. Contudo,
nao foi encontrado nenhuma uma ferramenta
para risco de viés adequada para estudos in
vitro na literatura cientifica. Diante disto, apds
analisar varios instrumentos para estudos in
vivo, aquele me mais se aproximou de uma
possivel avaliagdo de estudos in vitro foi a
ferramenta Office of Health Assessment and
Translation (OHAT) [16]. Neste contexto, Roo-
ney et al. [17] realizou um estudo criterioso
com objetivo de expandir as abordagens da
clinica médica através do desenvolvimento
de uma estrutura de reviséo sistematica que
abordou questdes para a magnitude dos da-
dos com foco na integracao de informacgdes
dos diferentes fluxos de evidéncias de en-
saios/testes em humanos, animais e dados
mecanisticos ou ainda estudos in vitro, para
conclusdes mais adequadas sobre a identi-
ficacdo de viés, sobre as multiplas opgoes
de ferramentas para avaliagdo de risco de
viés. Assim foi evidenciado uma necessidade
de adequacgéo, considerando cada desenho
metodoldgico e sugere o OHAT como o ins-
trumento que possui um potencial de classi-
ficagcdo como: maior, menor ou ausente das
questdes para cada desenho metodoldgico
dos diferentes tipos de pesquisa.

Com base nesta complexa questdo e na
necessidade de se estabelecer maiores cri-
térios para o risco de viés de estudos in vitro
foi realizada uma adaptagao para algumas
questdes que se referiam, especificamente,
para estudos in vivo € em seres humanos,
que foram ajustadas ou alteradas para as
necessidades dos estudos in vitro [16,17].
Diante desta necessidade apresenta-se no
Quadro 1 as sugestdes de adaptagdes que
se julgou e justificou necessarias sustentadas
na literatura.
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Quadro 1. Apresenta a adaptacao realizada para estudos
in vitro a partir da ferramenta OHAT

Adaptacio para estudos in vitro - OHAT [14]

YViés de Selecao

1. A dose administrada ou o nivel de exposicio foram adegquadamente randomizados?

Alteragio: 4 concentragdo administrada ou o nivel de exposigdo foram adequadamente padronizadas?
Justificativa: Por se tratar de uma analize em vitro as concentracies dos medicamentos utilizados devem estar
padronizadas afim de gerar ao final o valor de concentracio minima inibitoria (Clan) para as moléculas testadas

pois o feito do medicamento pode estar diretamente relacionado a concentragio administrada (efeito dose-
dependente) [18].

2. A alocacdo para grupos de estudo foi adequadamente ocultada?

Alteracdo: Os grupas contrales posifives e negatives foram adequadamente relatados e tratados com as
amostras testes?

Justificativa: Para o processo de padronizacio deve ser relatado se as proporgBes das diluigdes foram
obedecidaz a partir de vma zolugdo estoque para a geragdo de medicamentos com doses padronizadas em
diferentes concentragdes finais para o teste [19].

3 A selecdo dos participantes do estudo resultou em grupos de comparacio apropriados?
Alteragio: O estudo resultou em comparagio apropriada com diferentes concentragdes das amostras testes
com o controle positive?

Justificativa: Mesmo gque estejamos falando de uma andlize em vitro estamos tratando de uma znalize
experimental que deve ter condigdes idénticas que possam ser comparadas os valores de atividades gerados Clsg

com um medicamento de referéncia proporcionando vma analise de eficacia ou poténcia das moléculas testadas
[20]

Viés de Performance

4. O desenho ou analise da pesquisa levon em conta importantes variaveis de confusdo e
maodificacido para os estudos?

Alteracao: @ desenhe ou andlise da pesquisa levou em conta importantes varidveis de confusde, medificacdo
¢ repetitividade de resultados em trés experimentos independentes para estudo in vitro?

Justificativa para alteracio: Por ze tratar de uma andlize em vitro & necessario gue todos oz proceditmentos
estejam identificados, padronizados e detalhados tanto para as condigBes experimentais do meio quanto para a
preparacio das moléculas testadas, além da repetitividade dos resultados para 3 experimentos independentes
[21].

. As condigdes experimentais eram idénticas entre os grupos de estudo?
Sem necessidade de alteragdo
6. A equipe de pesquisa e o5 seres humanos ficaram cegos para o grupo de estudo durante o estudo?

Sem necessidade de alteracio

Viés de Atrito/Exclusio

T. Oz dados dos resultados foram completos sem atrito ou exclusio da analise?
Sem necessidade de alteragio

3. Podemos ter confianca na caracterizacio da exposicio?
Sem necessidade de alteracdo

a2, Podemos ter confianca na avaliacio dos resultados?
Sem necessidade de alteracdo

Viés de relatorios seletivos

10. Todos os resnltados medidos foram relatados?
Sem necessidade de alteracio

Outras fontes de viés

11. Nio houve outras ameacas potenciais a validade interna (por exemplo, os métodos estatisticos
eram apropriados e o3 pesquisadores aderiram ao protocele do estude)?
Sem necessidade de alteragio
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Comisso, os estudos incluidos foram avaliados
de forma independente quanto ao risco de viés
por dois revisores experientes. Discrepancias
entre os revisores foram resolvidas por um ter-
ceiro revisor. As classificacdes possiveis para as

perguntas da ferramenta OHAT foram “Definiti-
vamente baixo”, “Provavelmente baixo”, “Prova-
velmente alto” ou “Definitivamente alto” risco de
viés, seguindo critérios especificos de respostas

do protocolo OHAT [16], observados no Quadro 2.

Quadro 2. Classificaciio de risco de viés com base no formato das respostas

Definitivamente baixo risco

de viés:

Ha evidéncias diretas de praticas de baixo risco de viés.

(Pode incluir exemplos especificos de priticas de baixo risco de viés).

Provavelmente baixo risco de viés:
4 H4 evidéncias indiretas de praticas de baixo risco de viés OU considera-se que desvios de praticas de
baixo risco de viés para esses critérios durante o estudo ndo distorceriam significativamente os

resultados, incluindo a consideragio da dirego e mapnitude do viés..

Provavelmente Alto risco de viés:
- Ha evidéncias indiretas de alto risco de praticas de viés OU ha informagdes insuficientes (por

exemplo, nio relatadas ou “INR™) fornecidas sobre risco relevante de praticas de viés.

Definitivamente Alto risco de viés:

Ha evidéncias diretas de praticas de alto risco de viés.

(Pode incluir exemplos especificos de préticas de alto risco de viés).

R e Su lt a d o S [ Identificagdo de estudos por meio de banco de dados e registros ]
"
Registros identificados de*Banco de
Os resultados mostraram um R dados (= 659) Registros removidos antes da
total inicial de 659 registros envol- 3 Putmsed =100 | Reetros copticados removidos
vendo todos os bancos de dados £ Scielon =50 (n=90) _
o Sicence directn=190 Registros removidos por outros
estudados: BVS n =189; Pubmed n = ;cog:; n= 1426 motivos (n = 483)
. . . ml n=
=100, Scielo n =50, Science direct __J
n = 190, Scopus n = 126, Embase l
. ” )
n = 4. Os estudos incluidos na re- . .
- . Registros rastreados (n= §6) p| Registros excluidos
visdo foram um total de 10 artigos. = (=52
A analise da atividade antipa- !
rasitaria levou em consideracéao B ]
. . Relatérios procurados para | Relatérios ndo recuperados
o critério proposto por Veiga et £ recuperagio (n=4) " m=2
al. [22] onde as amostras foram > l
consideradas ativas quando o =
_ Relatérios avaliados para
CISOSjOO pug/mL, moderadamen clegibilidade o Retatorios excluidos.
te ativo Cl,, 101-200 pg/mL e (n=36) Razio 1 (n=15)
. . Razio 2 (n=4)
inativo quando o CI, 2200 g/ Razio3 (n="7)
mL. Somente as moléculas com
melhores valores de atividade da — ’
série testada foram selecionadas ?
i 2| z Estudos incluido is3 .
para discussao. 2 (,Fms)mm A TETSEO Figura 1 - Fluxograma da
i selecdo de estudos que

Razdo 1 nio corresponde aos objetivos da pesquisa

Razio 2 nio é relevante para a pesquisa
Razdo 3 nio atende aos critérios de inclusio

p. 7
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O Quadro 3 apresenta os resultados para a selegao dos artigos, apés os critérios de elegibilidade.

dos critérios de inclusdo e excluséo e leitura integral

Autor Forma Parasita Meétodo Moléculas (trat o) Pri resultad Principais
celular conclusdes
Moléculas foram armazenadas como iﬁfifﬁzﬁ;m N A cadeia lateral de
solugdes estogue de 10 mg'mL e diluidos _ . - .
c VdeT o o g oo - valores de toxicidade carbono estendida
Macréfazos epas em série (1:2). Apos 72 horas a 28°C, o contra epimastizotas e 6 tomicidad
eritm:lem::s de cruzi nimero de parazitas foi determinado por {DAM)\"O P - ntfs m;nrzﬁéiu?;ufi;ntee
Ribeiro et Eamundon os Forma contagem direta. Macrofagos infectados | ™ e res cth'gammte itas A
al. [23] I.g Epimastigotae | foram tratados com concentragdes de o Pe_ T A _ 80s parast as.___

BALB/c Amastigota 0.76. 1.56. 3.135. 6.25. 12.5 e 25 pe/mL | ~ CIso=10.67 pM; Clsp=7.40; | Piperetina e derivado
06 L6 3125 825 120 e vemL (W‘O CTso=17.49 pM; Cls=0.63 | 12 se mostraram
contagem de pelo menos 400 M em uM; Benzonidazol (ref.): ativos contra T

0= 1; Clso=2. zi.
culturas amastigotas duplicadas. Cl=2.20 ﬁi’ Cl=2.38 erust
Moléculas  foram  armazenados  em O derivado MI n:.lo.strou .
Tcio est de 1.0 imL DMSO valores de  toxicidade | Os resultados obtidos
;;ig:}eseoz?lzi;ﬁn’ sx:'ida ?2) e o comtra epimastigota, mostram que
. . ; : . tripomastigotas g clondratos
Macréfazos Cepas Y e nimero de parasitas foi determinado por amastisota mesoidnicos (ML)
Dha Silva eritoneafs de Colombianade | contagem direta. Tripomastigotas méveis “ respecgrzmmbe' ossuem o melhor
R P T erusi extracelulares foram contados nos ] — . ; P
Ferreira camundongos Epimastigota sobrenadantes das culturas apés 24h de [ o I S CI30=10.83 pM = 2.2 perfil de atividade,
t al. [24] BALB/c P & N - . - * CIS0=6.70 pM = 1.7; sendo mais ativo
© Tripomastigota | infecgio. Maecrofagos (M) infectados | - :
. = < L CIS0=133 pyM = 095 e contra a forma
Asmastigota | tratados (0.5, 10 25, 50, 10 pgiml). H -
& determinados por contagem de pelo Benzonidazol (referéncia) | amastizota do que a
menos 400 M em cultuas amastizotas CI50=221 pM = 0835 droga de referéncia
dunlicadas - = CIS0=661 pM = 24 benzonidazol.
P CI50=2.51uM=0.7.
Extratos, fragdes e compostos foram Pinerilina apresentou
disgolvidos em DMSO e posteriormente pert pre
h maior atividade
- adicionados a um recipiente de 96 pogos o Piperilina apresenton -
. Cultura Cepas Y i C - CI50: 6,57 ubM,
Regasini . . . com placa de cultura de tecidos em o gL, atividade de Clsp de 6,37 N
- axénica de T epimastigota de . o - Ny do que o controle
et al [23] erusi T eruzi diferentes concentragfes finaiz e suas <_ | pM.  Benzomidazol (ref) i
) atividades tripanocidas foram avaliadas | ° e CLso=33.6 pM. b P?:l 113:{:150_
através do ensaio colorimétrico com enzont ( .
MTT 33,6 uM).
Sineh et Cultura L. donovani Ensaio de viabilidade celular pelo método T o c\?:::‘ljl;;::tos _::p;::::ou O;l:::lgraxs 1‘;“:;5
8 axénica de L. Promastigotae | colorimétrico de MTT frente a| " =5 par . - . q
al. [26] _ . Liferach 4 fizota ( | ) promastigota e amastigota | derivados 3 mostrou-
! = profueragae ¢ promashigo para| © respectivamente ze moderadaments
diluigdes dos medicamentos em DMSO Cls50=0.197 mM e Clso= ativo para forma
(100-300 pg/mL) em triplicata. 0.075 mM; dentre os promastigota e ativo
Avaliagdo viabilidade celular por método compostos testados. para forma
MTT e capacidade de redugio do nimero Miltefosina (ref ): Clso= amastigota.
de amastigotas intracelulares de L. 0.018mM, Clsp=0.033mM
donovani com diluigdes de medicamentos
em DMSO e concentragio 20-100 pg ‘mL
(triplicata).
Efeito sobre a proliferacdo de cultura T " -
axénica promastigota de L. amazonenis da Piperina inibiu 92_ % < 96 “*| A funcio piperidinil
Piperina derivad andl SOuM o da forma promastigota apos id adei
perina derivados e ogos (F0uM) 43 e 72h  Fenilamida amida e a cadeia
Macréfagos foram avaliados o efeito por contagem 4 T mostron mﬂ:u 20 de 83% lateral (4 quatro
Ferreira peritoneais de | L amazonensis | direta apds 72 h. Avaliagio da toxicidade <: I f— A 4%h “"P y " | atomos de carbono
tal [27 camundongos | Promastigsotae | em células peritoneaizs da piperina e - la?pofsl a - perma & om ligagdes duplas)
etal [27] BAILB/c amastigota analogos (50pM) e sua capacidade de Tentamica o IILDU am apresentam papel
- . - S 1mibigdo de 36% e 70% para -
reduzir o nimero de amastigotas stizota importante na
intracelularezs de I amazonensis em Fenllrsids f::;eclgsammte atividade das
:‘::::3 infectadas in vitro, por contagem Aufotericina B (ref)= 1aM moléculas.
Az diluigdes das moléculas (30-3.1 pg Oz compostes 1 e 2
ml) foram preparadas em suspensio 5 :@ apresentaram valores de Os compostos 1 e 2
Cultura celular em placas de 96 pogos, incubadas (U@/M 1 CIsp=16 pg/mL CIs=30 se mostram ativos
Naz et al. imica de L L. donovani a 26°C por 48 horas e os efeitos sobre a o ! pg/mL para as formas com mencr valor
[28] ax;;nm‘ € L Promastigota proliferagio de cultura axénica i . promastigotas. quando comparadas
novant promastigota de L. domovami foi <”W/\l’ " | Pentamidina (ref): a0 medicamento
determinada pelo ensaio colorimétrico | ™ : . CI50=1.3 pgml e Cls;=1.3 padrio.
Alamar Blue g mL
fof:izosadosof;mpoas;osdéo‘.:julij: m O derivado 9f apresentou o O derivado 9f
enimasti p;ta de;a?rcruzi e o nimero de M valores de inibigio sobre az | apresentou o melhor
Macréfagos prmastigota - vy formas epimastigotas e perfil tripanocida

. : . parazitas foi determinado por contagem " X .

; peritoneais de Teruzi P - . - i .| amastigotas de T, crusi quando comparado
Franklim r : direta apos 72 h. Macrofagos infectados 5 Ty 2 - - -

o camundongos Epimastigota - I com Clsp=183e 887 pM, | &= outras moléculas
etal [29] . X foram tratados com concentragles (0.3, ;

EBAILB/c Amastigota 10, 2.5, 5.0 pgiml) e avaliagio da| ° ar respectivamente. testadas, mas fraca
toxicidade e sua capacidade de redugio o Beflzomdazol (r=f) ; atlndadeﬂem
nmimero de amastigotas intracelulares de CI’U_=2'20 pM=0.16 ¢ Clxo comparagao ao
Tcruzi (tripomastizotas dif - =230 uM =021 composto padrio.

Da Silva Macréfasos I Efeitos dos compostos (3,123-200 ph) H O composto natural 2 As amidas isoladas
Carrara, eritoneais de amazonesis sobre a proliferacio de cultura axénica (”WQ apresentou valores de Clsp | inibiram forma
et al. [30]. P promastigota de L. amazonenis e o ensaio b : de 15 M e 14,5 uM promastigota e
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‘ Autor ‘ Forma Parasita Método Moléculas (tratamento) Principais resultados ‘ Principais
celular conclusdes
camundongos | Promastigotae | de viabilidade celular pelo método contra as formas amastigota
BALB/c amastigota colorimétrico de MTT. Avaliagio da promastigota e amastigota | intracelulares. o]
toxicidade dos compostos (12,5-200 ph) intracelular composto natural 2
em macrofagos infectados e  sua respectivamente. foi 0 mais ativo de
capacidade de reduzir o nomero de Isctionato de Pentamidina | todos os compostos
amastigotas  intracelulares de L. (ref): 2.2=0.13 1.3=0.2 testados.
aMAZONERSIS. uM
NG F p
Efeitos dos compostos sobre  a O derivado nitro O derivado mtr.o
] " . % o apresentou a maior
proliferagdo de cultura axénica da cepa Y apresentou o maior valor - .-
- ; P . - 5 atividade da série,
epimastigota do I. cruzi, apds 72 horas o = da série com Clzp = 17,24 :
Cultura . A . . N o : mas, todos os
Femandes - L. amazonensis | nimero de parasitas foi determinado por pM e poténcia comparavel
2 axénica de L. - 3 N . . . compostos
etal [31] amazonansis Promastigota contagem  direta com cdmara de apz derivados éster de 3.4- mostr ser menos
Neuvbaver. Ensaio de viabilidade celular | = benzodioxel e n-hexil ativos que a
pelo método colorimétrico de MTT frente <_ I carbamatos. Anfotericina fot & B
4 proliferagdo de promastigota. ) B (ref) CIso=3.08 uM antotencina
Os andlogos semi-
- da sintéticos 4 e 5 Os andlogos semi-
Efeitos sobre a proliferacio de cultura : o apresentaram valores gintéticos 4 e 5 foram
Cultura . - - . . [ ;
Wansri et | axénicade T T. brucei axénica tripomastigota de L. donovani o é 4 L™ contra as formas ativos e com 03
al [32] brucei ’ rhodesiense determinada pelo ensaio colorimétrico tripomastigotas melhores efeitos da
) hodesi tripomastigota | Alamar Blue para determinagdo de CIS0 o respectivamente: 19.87 = série, mas inibigio
riodesiense { 0.0001, 0.001, 0.01, 0.1, 1, 10, 100 phf) <W 228 uMe 15.46+3.00 | leve em comparagio
] 5 o uh Pentamidina {ref ): com a Pentamidina.
0.016 = 0.002 uM

MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-brometo de difeniltetrazol]; XTT (2,3-bis-[2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil] -2H-tetrazélio-5-carboxanilida);

(ref.) = referéncia

O Quadro 4, mostra a avaliagao do risco
de viés para estudos in vitro, adaptada do
instrumento OHAT [16]. Nesta adaptacéo as
questdes n°1, 2, 3 e 4 foram adaptadas para as
necessidades dos estudos in vitro. Ja a questao
n°® 6 foi alterada para contemplar uma neces-
sidade dos estudos in vivo, pois era especifica
para estudos com seres humanos € ou in vivo.

Discussao

A partir da questdo que norteou o objetivo
deste estudo, que foi: quais os analogos ou
derivados da piperina que possuem poten-
cial atividade antiparasitaria frente ao género
Leishmania e Tripanossoma?

A resposta, fundamentada nos resultados,
mostraram que a maioria das pesquisas
(Quadro 3) apresentaram para Piperina, seus
analogos e derivados sintéticos, atividades
contra as formas promastigota, amastigota
e epimastigota em macrofagos infectados
por Leishmania bem como para as formas
epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas
de Tripanossoma.

A analise de risco de viés mostrou um risco
baixo pela avaliagdo OHAT [16] para a maioria

dos artigos analisados, com adaptacdes rea-
lizadas pelos autores, o que pode evidenciar
uma adequada qualidade metodologica dos
estudos in vitro selecionados. Cabe destacar,
que existe uma lacuna na literatura cientifica so-
bre ferramentas especificas para avaliar o risco
de viés em estudos in vitro e isso foi abordado
de forma minuciosa na pesquisa realizada por
Rooney et al. [17], o que reforcou e justificou
as adaptacoes realizadas no instrumento OHAT
para as necessidades das pesquisas in vitro.

Um estudo desenvolvido por Ribeiro et al.
[23] (Quadro 3) mostrou que o alcaloide natu-
ral piperina e seus derivados sintéticos foram
testados contra as formas epimastigotas e
amastigotas do protozoario T. cruzi. A piperina
mostrou-se um potente inibidor de T. cruzi,
sendo mais toxico aos amastigotas intracelu-
lares do que aos epimastigotas. Observou-se
para o analogo sintético Piperetina e derivado
sintético 12, com valores de toxicidade contra
epimastigotas e amastigotas, respectivamente,
Cl,,=10.67 uM e Cl ,,=7.40 uM; Cl . ;=17.49 uM
e Cl,,=9.63 uM, a importancia da cadeia late-
ral de carbono estendida na molécula original
(Piperetina) e manutencao dos efeitos toxicos
para os parasitas, mesmo com a redugao do

p. 9



Archivos de Medicina

Lima Vale J.K., Rodrigues do Rego J.A., Barros Brasil D.S.
Analogos e derivados da piperina com potencial atividade antiparasitaria:
revisdo sistematica com avaliacao do risco de viés adaptada para estudos in vitro.
Arch Med (Manizales). 2025;25(1)
grupo carbonilamida da piperina gerando amina cruzi, servindo de prototipo para analogos que
(derivado sintético 12). Da Silva et al. Reforga apresentam atividade pronunciada (Cl ,; <5.62
que derivados amida com manutengao da ca- MM), auséncia de toxicidade e seletividade para
deia lateral tém se mostrado ativos contra T. atividade tripanocida [11].

Quadro 4. Risco de viés dos estudos individuais pela ferramenta
OHAT risk-of-bias adaptada para estudos in vitro

Bias Domains and Questions

Ribeiro et al. [23]
Da Silva Ferreira
etal. [24]
Regasini et
al. [25]
Singh et al. [26]
Ferreira et al. [27]
Naz et al. [28]
Franklim et
al. [29]

Da Silva Carrara,
et al. [30]
Fernandes
et al. [31]
Wansri et al. [32]

Viés de Selegao in vitro

1. A concentrag@o administrada ou o nivel de
exposicao foram adequadamente padronizados?

2- Os grupos controles positivos e
negativos foram adequadamente relatados
e tratados com as amostras testes?

3. O estudo resultou em comparagao
apropriada com diferentes concentragdes das
amostras testes com o controle positivo?

Viés de Performance in vitro

4. O desenho ou andlise da pesquisa
levou em conta importantes variaveis de
confusdo, modificagao e repetitividade
de resultados em trés experimentos
independentes para estudo in vitro?

5. As condigdes experimentais eram
idénticas entre os grupos de estudo?

6. A equipe de pesquisa e os seres
humanos ficaram cegos para o grupo
de estudo durante o estudo?

Viés de Atrito/Exclusao

7. Os dados dos resultados foram completos
sem atrito ou exclusdo da analise?

8. Podemos ter confianga na
caracterizagéo da exposi¢ao?

9. Podemos ter confianga na
avaliagdo dos resultados?

Viés de relatérios seletivos

10. Todos os resultados medidos
foram relatados?

Outras fontes de viés

11. N&o houve outras ameagas potenciais a
validade interna (por exemplo, os métodos
estatisticos eram apropriados e os pesquisadores
aderiram ao protocolo do estudo)?
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Para Da Silva Ferreira et al. [24] os deriva-
dos cloretos de 1,3,4-tiadiazolio-2-fenilamina
(Quadro 3) da piperina foram sintetizados e
testados in vitro contra trés formas evolutivas
do Trypanosoma cruzi, bem como sua citotoxi-
cidade em murinos (célula hospedeira). Dentre
0s nove derivados produzidos na pesquisa, o
cloridrato mesoiénico Ml apresentou um melhor
perfil de atividade com valores de Cl = 10.83
MM +£2.2;6.70 yM £1.7; 1.35 uM + 0.95 para
as formas epimastigotas, tripomastigotas e
amastigotas, respectivamente. O que é refor-
cado Serban [33] quando afirma que muitos
derivados 1,3,4-tiadiazolicos tém sido relatados
por ser considerados compostos lideres para a
sintese de medicamentos com atividade anti-
parasitaria e uma promessa para tratamentos
futuros fornecendo uma estratégia valida para
o desenvolvimento de medicamentos antipara-
sitarios potentes.

Os derivados de conjugados de piperoil-a-
minoacidos foram sintetizados através de rea-
¢ao de hidrélise da piperina, conjugagao com
ésteres metilicos de aminoacidos e posterior
conversao para grupo carboxila livre e duplas
reduzidas (Quadro 3). Os derivados foram
testados in vitro contra formas promastigotas e
amastigotas de Leishmania donovani. A molé-
cula mais ativa testada foi o éster metilico de pi-
peroil-valina que apresentou valor de Cl, 0,197
eCl,,de 0,075 mM contra formas promastigotas
e amastigotas, mostrando-se moderadamente
ativo para forma promastigota e ativo para
forma amastigota [26]. Estudos posteriores
precisam ser realizados para melhora do perfil
de atividade a partir dos derivados conjuga-
dos, pois, em analise realizada com sintese
e testes bioldgicos in vitro frente a cepa de L.
amazonenis, foram demonstrados resultados
promissores para adutos hibridos com valores
de Cl,, 22,12 uM [34].

Em outro estudo (Quadro 3), a piperina e
seus analogos isolados de Piper nigrum, foram
analisados através da concentragdo inibitoria
(Cl,,) mostraram-se ativos contra as formas

promastigotas e amastigotas em macrofagos
infectados de Leishmania amazonensis. A
piperina e seu analogo fenilamida levaram a
perda da membrana mitocondrial para o para-
sita e afetaram o ciclo celular promastigota com
aumento na fase G1 e diminuigdo na fase S.
Os valores apresentados em formas promas-
tigotas e amastigotas foram de Cl_:14,2 uM
e 28 uM, para piperina e 28,9 uM e 24,5 uM
para fenilamida. A piperina reduziu os niveis
de lipideos do tipo triglicerideos, diglicerideos
e monoglicerideos e a fenilamida, de digliceri-
deos [27]. O que pode ser complementado pela
pesquisa de Ramos et al. [35] quando afirmam
que o metabolismo lipidico é importante para
a viruléncia, crescimento, replicacao e diferen-
ciagao da espécie, havendo assim, correlagao
entre acumulo de lipidios e infectividade. Além
disso, nenhuma das moléculas induziram a
producao de oxido nitrico.

Os extratos cloroférmicos e de éter de petro-
leo da raiz de Piper Chaba foram avaliados para
as atividades: antimicrobiana, antileishmanicida
e citotdoxica (Quadro 3). Apds analise dos ex-
tratos, os compostos majoritarios piperina (3)
e seus analogos: piperato de Bornil (1) e piper-
longuminina (2) foram isolados e testados para
todas as atividades. Os compostos mostraram
potente atividade antifungica, atividade citoto-
xica significativa e atividade antileishmanicida.
A atividade antileishmania foi testada in vitro
contra uma cultura promastigota de Leishmania
donovani. Os analogos piperato de Bornil (1) e
piperlonguminina (2) demonstraram atividade
no valor de Cl, ;=16 ygmL" e Cl =30 ug mL"
respectivamente [28]. Apesar dos valores se-
rem menores quando comparados a Pentamidi-
na as estruturas podem servir como base para
a producao de novos compostos lideres com
atividade antiparasitaria [36]. Para Ferreira [37]
o potencial antiparasitario da piperina e seus
analogos tém sido, constantemente, descrito
frente a familia do Tripanossoma e Leishmania,
doencgas que envolvem manifestacgdes clinicas
severas que podem levar a morte dos pacientes
se nao tratadas de forma adequada.

p. 11
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Regasini et al. Analisou as fragdes hexanicas
de P. tuberculatum e P. arboreum [25] e apre-
sentaram efeito téxico para formas epimasti-
gotas de T. cruzi Cl, (ug/mL) de 32,2 e 31,3,
respectivamente. Além disso, para amidas
pirrolidinicas isoladas, a piperilina (1) mostrou
valor de CISO: 6,57 uM, valor maior do que o
controle positivo, benzonidazol (Cl,: 33,6 uM),
concluindo que ela pode ser a responsavel pela
atividade da fracao.

Além disso, duas amidas naturais isoladas
das folhas de Piper amalago L., um derivado
hidrogenado e sete analogos sintéticos foram
testados contra as formas promastigotas e
amastigotas intracelulares de Leishmania
amazonensis. A citotoxicidade foi avaliada, no
que se refere, as concentragdes citotdxicas
para 50% dos macrofagos (CC50), além da
andlise de producao de éxido nitrico. O com-
posto natural, N-[7-(3’,4’-metilenodioxifenil)
-2(E),4(E)-heptadienoil] pirrolidina, foi o mais
ativo de todos os compostos testados contra o
promastigota e formas amastigotas intracelu-
lares com valores de Cl,, de 15 uM e 14,5 uM,
respectivamente. Nenhum dos compostos pro-
moveu produgao significativa de oxido nitrico,
0 que sugere uma acao direta e seletiva dos
compostos sobre o as formas amastigotas in-
tracelulares. Além disso, todas as amidas eram
menos citotéxicas que o composto padrao a
Pentamidina (Quadro 3) [30]. Analogos amida
da piperina foram extensivamente analisados
acerca de suas atividades biolégicas, e a exem-
plo do andlogo pirplatina também apresentou
atividade leishmanicida [38].

Derivados ésteres e carbamatos foram pro-
duzidos a partir de modificagdes estruturais
na subunidade piperidina e benzodioxol da
piperina, sintetizados e avaliados contra L.
amazonensis. Os compostos apresentaram
atividade menor em comparagcao ao compos-
to padrao Anfotericina B. Os resultados para
relacédo estrutura-atividade mostram que os
substituintes na subunidade aril e acil sédo
importantes para o efeito leishmanicida, em

que o derivado nitro possui valor de ativida-
de maior que os seus analogos sintéticos,
com Cl, = 17,24 IM e poténcia comparavel
aos derivados do éster 3,4-benzodioxol e do
n-hexil carbamato (Quadro 3) [31]. Uma série
de derivados sintéticos foram analisados in
vitro para formas amastigotas de Leishmania
infantum e os resultados mostraram valores
promissores de C'so, entre 5,1 e 13,5 pM’
baixo perfil de toxicidade para células hu-
manas, alta absorgao gastrointestinal o que
leva a considerar o perfil molecular destes
compostos em analises futuras para obten-
¢ao de moléculas com potencial atividade
antiparasitaria [39].

Franklim et al. desenvolveu [29] (Quadro 3)
novos derivados 1,2,4-triazol-3-tionas sintéticos
a partir da piperina, principal constituinte de
Piper nigrum. Os derivados foram planejados
a partir da analise bioisostérica da estrutura da
piperina onde a por¢ao do anel piperidina aco-
plada a carbonila foi substituida por um grupa-
mento triazol. Os derivados de triazol substitu-
idos foram testados para atividade tripanocida
contra proliferagdo de formas epimastigotas e
amastigotas de Trypanosoma cruzi. O derivado
ciclohexila substituido (9f), apresentou o melhor
valor de atividade tripanocida com Cl_, = 18,3
e 8,87 uM contra epimastigotas e amastigotas
da série testada, respectivamente.

Em estudo recente, desenvolvido por Wansri
et al. [32] (Quadro 3), analogos N-arilamida
da piperina foram produzidos através de se-
mi-sintese para obtencdo dos compostos 3, 4
e 5. Os compostos foram examinados quanto
as suas principais atividades de protease anti-
tripanossdmica. Os resultados mostraram que
a piperamida 5 exibiu atividade biolégica com
auséncia de citotoxicidade para linhagens celu-
lares de mamiferos em comparacgao aos outros
derivados. Os derivados 4 e 5 apresentaram
valor de Cl = 19.87 yM + 2.28 e 15.46 uM +
3.09 respectivamente para atividade antitripa-
nossdmica contra protease de Trypanosoma
brucei rhodesiense.

p. 12
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Estes resultados enfatizaram o valor da feni-
lamida substituida por metoxi na estrutura dos
derivados para atividade biologica. Isto também
foi observado em derivados piperazidas sin-
téticos testados que demonstraram atividade
contra T. brucei rhodesiense e que exibiram
atividade similar ao medicamento padrao para
tripomastigotas, além da toxicidade seletiva e
demonstraram atividade e baixa toxicidade em
células de primatas e capacidade de inibicao
da enzima CYP51, essencial para manutengao
da vida do parasita [40].

Limitagdes do estudo

Foram consideradas limitagdes para este
estudo a auséncia de ensaio de viabilidade
celular para 4 estudos selecionados na revisdo
sistematica, o que nos impede de visualizar a
efetividade, agao e citotoxicidade das molécu-
las em contato com o hospedeiro nos ensaios
de viabilidade celular, pelo fato dos parasitas
apresentarem um ciclo de vida heteroxénico.

Conclusao

o estudo realizado responde a questao
norteadora, concluindo que os analogos e de-
rivados da Piperina mostraram atividade frente
as formas evolutivas dos parasitas do género
Leishmania e Tripanossoma. As moléculas
observadas para atividade antiparasitaria con-
tra T. cruzi apresentaram valores de atividade
biolégica adequados, mas com poténcia menor
€ maior que os compostos padroes.

As moléculas testadas para atividade contra
0 género Leishmania apresentaram variagdo no
perfil de atividade biolégica. As moléculas tes-
tadas mostraram-se ativas para formas amas-
tigotas e promastigotas com valores menores
que o composto de referéncia, moderadamente
ativo para forma promastigota e o derivado és-
ter metilico de piperoil-valina que apresentou
valor de Cl_, de 0,075 mM para forma evolutiva
de L. donovani, valor melhor que o composto

padrao benzonidazol. E, apesar das moléculas
apresentarem valores de atividade menores
quando comparados a compostos padrdes to-
das as estruturas podem servir como base para
a producao de novos compostos lideres com
atividade antiparasitaria que apresentem um
perfil de citotoxicidade menor em comparagao
aos farmacos disponiveis.

Sugere-se novos estudos que comtemplem
0s ensaios de viabilidade celular para uma
analise total da efetividade frente ao ciclo
de vida heteroxénico do parasita, bem como
analises in vivo, pois, 0s ensaios in vitro ndo
comtemplam interagdes de células, receptores
ou a agao de neurotransmissores e enzimas,
além da farmacocinética, farmacodindmica e
biodisponibilidade do medicamento.
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