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RESUMO

As leishmanioses sdo doencas com elevada incidéncia e ampla distribuicdo geografica.
Também possuem um grande espectro de manifestacdes clinicas, relacionadas a espécie do
parasito causador da doenca. Dentre essas manifestagdes clinicas, estdo as lesdes cutineas
locais provocada pela espécie Leishmania amazonensis. O tratamento das leishmanioses,
envolvem farmacos e outras terapias, contudo os fairmacos mais utilizados possuem limitantes
ao seu uso, como resisténcia do protozodrio, alta toxicidade e o inconveniente da dor local,
gerando rejeicdo e interrupg¢do do uso desses medicamentos por parte dos pacientes. Essa
problematica tem contribuido para o aumento de investimentos governamentais e despertado o
interesse na pesquisa por alternativas terapéuticas viaveis, como a investiga¢ao farmacologica
de espécies vegetais. A espécie vegetal Dysphania ambrosioides ja possui algumas
propriedades descritas na literatura como repelente, bactericida, inseticida, antitumoral, anti-
inflamatoria, cicatrizante ¢ leishmanicida. Com base nisso e visando a formulagdo de um
farmaco a base de extrato vegetal, nosso objetivo foi avaliar o tratamento tépico com pomada
de D. ambrosioides a 25% em lesoes causadas por Leishmania amazonensis em modelo animal,
bem como investigar in vitro o mecanismo de a¢do do extrato direto no parasito. O extrato das
folhas de D. ambrosioides foi adicionado a uma pomada base de lanolina e vaselina. Apos a
manipulacdo da pomada, foram realizados testes fisico-quimicos, mensura¢do de pH e
determinagdo das caracteristicas sensoriais para avaliacdo da estabilidade preliminar e
acelerada. Para o controle da qualidade microbioldgica, foi realizado a contagem de
microrganismos viaveis e patogénicos e coloragdo de Gram em coldnias isoladas do extrato
vegetal e da pomada manipulada. Os resultados mostraram que as amostras ndo tiveram
alteracdes significativas entre os pardmetros avaliados acima, estando aptas para o uso em
modelos in vivo. Para o ensaio in vivo, camundongos Balb/c receberam in6culo subcutaneo de
5x10° promastigotas em fase estacionaria de L. amazonensis na orelha direita. Na 5° semanas
pos infeccdo, os animais foram separados em quatro grupos de 10 animais, denominados:
Controle negativo (CN) tratado com 0,ImL do excipiente da pomada por 28 dias, experimental
(DA) tratado com 0,ImL da pomada de D. ambrosioides durante 28 dias, Controle positivo
(AM) recebeu via intraperitoneal o antimonial pentavalente (28 mg/kg/dia) por 15 dias e o
grupo que recebeu associacdo dos compostos (DAAM) foi tratado simultaneamente com
pomada de D. ambrosioides durante 28 dias e antimonial pentavalente (Sb*®) (28 mg/kg/dia)
via intraperitoneal durante 15 dias. Foram avaliados os parametros como area da lesdo, carga
parasitaria, celularidade dos ¢rgdos linfoides, imunofenotipagem das células do linfonodo
cervical, bago, peritonio e lesdo, producao de citocinas, producao de 6xido nitrico e agdo do
extrato diretamente sobre o parasito. Os animais tratados com a pomada de D. ambrosioides,
apresentaram reducdo na area da lesdo, além da redugdo na carga parasitaria. Este tratamento
também induziu a producdo de 6xido nitrico peritoneal e aumento da producdo de citocinas
inflamatorias e regulatoria. Além disso, foi detectada uma populagdo de linfocitos T CD4" no
bago e linfonodo, além de uma populacdo de macréfagos ativados na lesdo, caracterizando a
importancia dessas células no curso do doenga. Portanto, a pomada de D. ambrosioides ratificou
os resultados a respeito da capacidade inflamatoria do extrato bruto de D. ambrosioides a partir
do aumento de TNF-a, IFN-y, e sua capacidade imunomoduladora com a produ¢do de IL-10
caracterizando um potencial efeito cicatrizante, com remodelamento tecidual, diminuindo
assim a area da lesdo tratada.

Palavras-chaves: Dysphania ambrosioides, Leishmania amazonensis, pomada de mastruz,
cicatrizagdo, leishmaniose cutanea



ABSTRACT

Leishmaniasis are diseases with a high incidence and wide geographical distribution. They also
have a wide spectrum of clinical manifestations, related to the species of parasite that causes
the disease. Among these clinical manifestations are local skin lesions caused by the species
Leishmania amazonensis. The treatment of leishmaniasis involves drugs and other therapies,
however the most used drugs have limitations to their use, such as protozoan resistance, high
toxicity and the inconvenience of local pain, generating rejection and interruption of the use of
these drugs by patients. This problem has contributed to the increase in government investments
and aroused interest in research for viable therapeutic alternatives, such as pharmacological
investigation of plant species. The plant species Dysphania ambrosioides already has some
properties described in the literature as repellent, bactericide, insecticide, antitumor, anti-
inflammatory, wound healing and leishmanicidal. Based on this and aiming at the formulation
of a drug based on plant extract, our objective was to evaluate the topical treatment with D.
ambrosioides ointment at 25% in lesions caused by Leishmania amazonensis in an animal
model, as well as to investigate in vitro the mechanism of action of the extract on the parasite.
The extract from the leaves of D. ambrosioides was added to an ointment based of lanolin and
petroleum jelly. After the manipulation of the ointment, physical-chemical tests, pH
measurement and determination of sensory characteristics were performed to evaluate the
preliminary and accelerated stability. For the control of microbiological quality, the counting
of viable and pathogenic microorganisms and Gram staining were carried out in colonies
isolated from the plant extract and the manipulated ointment. The results showed that the
samples had no significant changes between the parameters evaluated above, being suitable for
use in in vivo models. For the in vivo trial, Balb/c mice received a subcutaneous inoculum of
5x10° L. amazonensis stationary promastigotes in the right ear. At the 5th week after infection,
the animals were separated into four groups of 10 animals, named: Negative control (CN)
treated with 0.1mL of the ointment excipient for 28 days, experimental (DA) treated with 0.ImL
of the D. ambrosioides ointment for 28 days, Positive control (AM) which received the
pentavalent antimonial (28 mg/kg/day) for 15 days and the group that received an association
of the compounds (DAAM) was treated simultaneously with D. ambrosioides ointment for 28
days and pentavalent antimonial (Sb*) (28 mg/ kg/day) intraperitoneally for 15 days.
Parameters such as the lesion area, parasitic load, cellularity of the lymphoid organs, cell
immunophenotyping of the cervical lymph node, spleen, peritoneum and lesion, production of
cytokines, production of nitric oxide and action of the extract directly on the parasite were
evaluated. Animals treated with D. ambrosioides ointment showed a reduction in the lesion
area, in addition to a reduction in parasitic load. This treatment also induced the production of
peritoneal nitric oxide and increased production of inflammatory and regulatory cytokines.
Moreover, a population of CD4" T lymphocytes was detected in the spleen and lymph node, in
addition to a population of macrophages activated in the lesion, characterizing the importance
of these cells in the course of the disease. Therefore, the D. ambrosioides ointment ratified the
results regarding the inflammatory and immunomodulatory capacity of the crude D.
ambrosioides extract from the increase in inflammatory and regulatory cytokines, increased
macrophages activated at the injury site, characterizing a potential healing effect, with tissue
remodeling, thus reducing the treated lesion area.

Keywords: Dysphania ambrosioides, Leishmania amazonensis, mastruz ointment, wound
healing, cutaneous leishmaniasis
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose ¢ uma doenca com amplo espectro clinico e uma variedade de parasitos,
reservatorios e vetores envolvidos na sua transmissdo. E decorrente de condicdes
socioecondmicas mas também ¢ influenciada por fatores ambientais e climaticos. Existem trés
principais manifestacdes clinicas da leishmaniose: cutianea (pele), mucosa (mucocutanea) e
visceral (uma das formas mais graves, que afeta os Orgdos internos). Dentre essas
manifestagdes, a leishmaniose cutdnea vem sendo apresentada como um grave problema de
saude publica no Estado do Maranhao.

O tratamento das leishmanioses envolve farmacos e outras terapias, onde a escolha de
um determinado tratamento devera considerar critérios como a faixa etaria, presenca de
gravidez, comorbidades e o perfil de toxicidade das drogas. Antimoniais pentavalentes e
Anfotericina B sdo os farmacos mais utilizados, porém a alta toxicidade, resisténcia dos
protozoarios aos medicamentos e resisténcia ao tratamento por parte dos pacientes, tem limitado
o seu uso (BASTOS et al., 2012).

Na busca por novas alternativas para o tratamento da leishmaniose, estudos tem se
concentrado em prol de pesquisas sobre compostos naturais, extraidos de plantas que sao
eficazes contra Leishmania spp. e apresentam reduzida toxicidade para hospedeiros humanos
(FERREIRA et al, 2010). Neste contexto, a organizagdo Mundial de Saude (OMS) tem
priorizado a investigagdo farmacoldgica de plantas, pois defende-se que os produtos naturais
sdo potenciais fonte de substancias com atividade bioldgica (WHO, 2011), além de seu uso ser
disseminado pela cultura popular como medicamentos de facil acesso e obtengao,
principalmente em paises em desenvolvimento.

Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin & Clement ¢ uma angioesperma da Ordem
Caryophyllales, familia Amaranthacea e tem como sinénimo Chenopodium ambrosioides L. E
uma espécie cosmopolita, pode crescer até um metro de altura e apresenta forte odor aromatico
(KLIKS, 1985). Também ¢ conhecida popularmente como mastruz e ¢ uma espécie endémica
no Brasil e possui distribuicao geografica por todo territdrio brasileiro (SENNA, 2015).

A espécie vegetal D.ambrosiodes desde muito tempo ¢ usada pela populacio devido as
suas propriedades terapéuticas, algumas ja comprovadas cientificamente como atividade
inseticida (PETERSON et al., 1989), atividade repelente (SU, 1991), bactericida (BORBA
2004), antitumoral (Nascimento et al., 2005), vermifugo (CARVALHO et al., 2005),
antimicrobiana (Brito et al., 2007), anti-helmintico (ALMEIDA et al., 2009), larvicida (FARIA
et al., 2010), anti-inflamatorio e cicatrizante (SERVIO, 2011), antifingico (CHU et al., 2011),
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antidiabético (SONG et al., 2011) e no tratamento de ulceras leishmaniédticas (PATRICIO et
al., 2008; MONZOTE et al., 2014; SOUSA, 2015).

O Ministério da Saude criou uma relagdo de plantas de interesse do sistema unico de
saude (RENISUS), na qual se encontra listada Dysphania ambrosoides, devido a algumas
propriedades imunoldgicas e farmacoldgicas anti-Leishmania ja descritas, bem como atividade
na inibi¢do do crescimento de Leishmania amazonensis (BEZERRA et al., 2006), inducao da
ativacdo de macrofagos e liberagdo de mediadores como o perdxido de hidrogénio e oxido
nitrico (CRUZ et al., 2007) e uma significativa redugdo da dissemina¢ao da infecg¢ao por L.
amazonensis em camundongos quando utilizada por via intra-lesional (PATRICIO et al., 2008).

E importante lembrar que o tratamento atual em pacientes com leishmaniose é realizado
de forma injetavel, porém novas vias de tratamento vem sendo estudadas, como a via topica. A
terapia topica de ulceras leishmanidticas utilizada pela populagao, foi descrita por Franga et al.
(1996), sendo assim uma alternativa de tratamento, uma vez que os compostos (possiveis
indutores da toxicidade) sdo liberados de forma controlada, diminuindo os efeitos colaterais
(OLIVEIRA, 2013).

Recentemente nosso grupo de pesquisa realizou um estudo preliminar com uma pomada
composta de extrato das folhas de D.ambrosoides e mostrou resultados importantes referentes
a formulagdo criada e sua atividade cicatrizante. Dentre os resultados obtidos, ressaltamos o
efeito do tratamento sobre o sistema imunoldgico, induzindo aumento de citocinas reguladoras
como [L-10 levando a redugdo de TNF- a, fatores importantes para o inicio do processo de
remodelamento e cicatrizagdo de ulceras leishmanidticas. Além disso, comprovamos pela
analise histopatoldgica, uma acentuada cicatrizacao nos animais que receberam tratamento com
a pomada (SOUSA et al., 2015).

Levando-se em consideracio que ja demonstramos a melhora das Ulceras
leishmanioticas em animais tratados com extrato de D. ambrosioides (PATRICIO et al., 2008),
com pomada de D. ambrosioides a 5% (SOUSA, 2015) e que estudos iniciais ndo apontam
toxicidade do mesmo em modelos murinos em concentragdes mais altas (PEREIRA et al, 2010),
foi proposta a formulagdo de uma pomada de mastruz a 25% e um protocolo terapéutico com
intervalos regulares de 12 horas, a fim de investigarmos sua influéncia na cicatrizagdo de
ulceras leishmanioticas, sua a¢do sobre a carga parasitdria além de analisarmos a taxa de

mortalidade das formas promastigotas submetidas a agao do extrato.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1  Epidemiologia da doenca

As leishmanioses sdo doencas com elevada incidéncia e ampla distribuicdo geografica
nas Américas. Dados da OMS (2010) mostram que a leishmaniose ¢ uma das doencas
negligenciadas mais importantes com 350 milhdes de pessoas propensas a adquiri-la, cerca de
12 milhdes pessoas infectadas distribuidas em 98 paises e 2 milhdes de casos estimados
anualmente (ALVAR etal., 2012). A leishmaniose cutanea (LC) e mucosa (LM) sdo endémicas
em 18 paises das Américas e no periodo de 2001 a 2016 foram notificados 892.846 novos casos
de LC, distribuidos em 17 dos 18 paises endémicos. Ao acompanhar a evolucao da
Leishmaniose tegumentar americana (LTA), observa-se uma expansao geografica no inicio da
década de 80, quando foram registrados casos em 19 unidades federadas e, em 2003 quando
todos os Estados registraram casos autdctonos (BRASIL, 2006).

Em 2016, 17 paises endémicos reportaram 48.915 novos casos de LC e LM. Os maiores
nimeros registrados foram no Brasil (12.690), seguidos da Colombia (10.966), Nicardgua
(5.423) e Peru (7.217), totalizando 74,3% do total de casos nas Américas (OPA/OMS, 2018).
Em relacdo ao perfil do publico portador da doenga, a LTA ocorre em ambos 0s sexos € em
todas as faixas etarias, entretanto 67,2% das pessoas infectadas corresponde ao sexo masculino
e a grande maioria sdo pacientes acima de 10 anos (BRASIL, 2017).

Das cinco regides brasileiras, em 2016, o Norte notificou 5.075 casos de LTA, seguido
pela regido Nordeste com 3.166 casos (Figura 1A e 1B), onde o Maranhao representou 26% do
total de casos do Nordeste, perdendo apenas para a Bahia que € responsavel por 54% do total

de casos da regido (Figura 1C) (BRASIL, 2016).
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Figura 1. Nimeros de casos notificados e confirmados de LTA nos anos de 2016 e 2017. A) Casos de LTA
por regides brasileiras, 2000 a 2016. B) Numeros de casos confirmados de LTA no Brasil, ano de 2016. C)
Numeros de casos confirmados no Nordeste brasileiro, sendo o Estado do Maranhao o detentor do segundo maior
numero de casos de LTA. Fonte: (SVS/MS, 2016; BRASIL,2016)

Em 2017, segundo o banco de dados do Sistema Unico de Saude do Brasil (BRASIL,
2018), o Brasil apresentou 17.983 casos notificados de leishmaniose sendo 17.044 de LC. O
Nordeste continua sendo a segunda regido com o maior nimero de casos (4.377) sendo o

Maranhio detentor de 22% do total desses casos.
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2.2 O género Leishmania

2.2.1 Classificacao taxondomica

O protozoario causador da leishmaniose € um organismo intracelular, eucarioto,
pertencente ao Filo Euglenozoa, Classe Kinetoplastea, Ordem Trypanossomatida, Familia
Trypanosomatidae e género Leishmania (Figura 2) (WHO, 2010).

Inicialmente, a caracterizagdo deste género foi baseada em vdrios critérios como
caracteristicas clinicas, geograficas e biologicas (FURTADO, 1994; PESSOA, 1961;
LAINSON, 1972). Atualmente, as classificagdes seguem o modelo taxondmico proposto por
Lainson & Shaw (1987) que dividem o género Leishmania nos subgéneros Viannia e
Leishmania. Esta divisdo baseia-se no tipo de desenvolvimento e proliferacdo da Leishmania
no inseto vetor, na tentativa de agrupar diferentes espécies de um Unico género e
morfologicamente semelhantes que no entanto, causam doengas com caracteristicas diferentes.
Das 30 espécies de Leishmania ja identificadas, aproximadamente 20 espécies sao responsaveis
pelo desenvolvimento da doenga em humanos, sendo estas espécies zoondticas atingindo

mamiferos domésticos ou selvagens (Tabela 1) (FERNANDES, 2015).
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2.2.2 Parasito, Vetor e o Ciclo biologico

O protozoario do género Leishmania, se apresenta em diferentes estagios de
desenvolvimento durante seu ciclo: amastigotas, promastigotas prociclicas nao infectante e
promastigotas metaciclicas (infectante), que se replicam por divisdo bindria simples em seus
respectivos hospedeiros (invertebrados e vertebrados). As formas amastigotas sdo parasitos
intracelulares obrigatérios de macrofagos dos hospedeiros vertebrados (Figura 3A) e as formas
promastigotas (Figura 3B), sdo formas infectantes ou nao, extracelular e flagelada, encontradas
na faringe ou no trato digestorio do inseto vetor (ALEMAYEHU et al., 2017).

O parasito apresenta um ciclo de vida heteroxénico, isto €, vive alternadamente em
hospedeiros vertebrados e invertebrados. O inseto vetor € o responsavel pela transmissao da
doenca (FERNANDES, 2015). Em tempo, sobre os estagios evolutivos, as formas amastigotas
sdo arredondadas, pouco moéveis e com flagelo curto, emergindo discretamente de sua bolsa
flagelar, diferentemente da forma promastigotas que apresenta um corpo alongado e um flagelo
movel emergindo da regido anterior do parasito (TEIXEIRA et al., 2013).

Os vetores da leishmaniose sao dipteros conhecidos como flebotomineo, pertencentes a
Ordem Diptera, Familia Psychodidae, Subfamilia Phlebotominae e ao género Phlebotomus
caracteristico da regido da Europa, Africa e Asia (Velho Mundo) ou do género Lutzomyia,
presente na regido das Américas (Novo Mundo) (STOCKDALE et al., 2013).

A transmissdo da doenga inicia-se durante o repasto sanguineo quando a fémea do
flebotomineo ingere células fagociticas parasitadas com amastigotas, presentes no tecido do
hospedeiro vertebrado. Ja no intestino do vetor, as células fagociticas se rompem liberando as
amastigotas que evoluem para formas promastigotas. Ainda no intestino do vetor, ao sofrerem
metaciclogénese, as formas promastigotas se diferenciam em promastigotas metaciclicas,
tornando-se infectantes. A partir disso, as formas promastigotas metaciclicas migram para a
faringe e cavidade bucal do inseto vetor, onde sera transmitida ao hospedeiro vertebrado no
proximo repasto sanguineo. Durante o repasto sanguineo, a fémea inocula as formas
promastigotas metaciclicas juntamente com a saliva e ao serem fagocitadas pelas células do
sistema fagocitico mononuclear, diferenciam-se em formas amastigotas. Dentro da célula, as
formas amastigotas se replicam por divisdo bindria e ao passo que isso acontece as células
infectadas se rompem liberando as formas amastigotas que parasitam novas células e podem
ser novamente ingeridas pelo inseto vetor, reiniciando o ciclo (Figura 4). (TEIXEIRA et al.,

2013 ; BASANO et al., 2004 ; BRASIL 2017).
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Stages in insect vector

5 )

Figura 4. Ciclo de vida da Leishmania amazonensis. (1-2) O inseto vetor no momento do seu repasto sanguineo
ingere formas amastigotas do hospedeiro vertebrado infectado. (3-4) Estas formas diferenciam-se para formas
promastigotas prociclicas que se proliferam no intestino médio. (5-6) Ao longo do intestino elas se diferenciam
para formas promastigotas metaciclicas, (7) a forma que serd transmitida pelo inseto durante o repasto sanguineo.
(8-9) No hospedeiro vertebrado, as promastigotas metaciclicas sdo fagocitadas pelos macrofagos e (10-11)
diferenciam-se para formas amastigotas no interior do vacuolo parasitéforo. (12-14) As formas amastigotas irdo
se proliferar, lisar o macrofago e liberar estas formas para infectar novas células ou serem ingeridas por insetos
vetores (TEIXEIRA et al., 2013).
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2.3 A doenca Leishmaniose

A leishmaniose, causada por protozoario do género Leishmania spp., possui um espetro
de doengas infecciosas, com distribuicdo mundial e que apresenta diferentes manifestacdes
clinicas que dependem da espécie do parasito e resposta imunolédgica do hospedeiro (VERAS
etal., 2018).

E considerada pela OMS como uma das seis mais importantes doengas tropicais
negligenciadas da atualidade. Dentre duas amplas categorias podemos classificar a
leishmaniose com caracteristica tegumentar e visceral. Suas manifestagdes clinicas
classificadas como cutdnea e mucocutanea, sdo causadas pelas espécies L. braziliensis, L.
guyanensis ¢ L. amazonensis, ¢ a visceral, sio causadas pelas espécie L. donovani (Asia e

Africa), L. infantum (Asia, Europa e Africa) e L. chagasi (Américas) (Tabela 1) (WHO, 2017).
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Figura 5. Grafico de distribuicio de casos de leishmaniose cutinea e visceral no ano de 2016 nas América.
Eixo da direita refere-se ao nimeros de casos da leishmaniose visceral. Eixo da esquerda refere-se aos nimeros de
casos de leishmaniose cutanea. (SisLeish — OPA/OMS, 2017).
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Tabela 1: Espécies de Leishmania encontradas em humanos (Adaptado de WHO Technical
Report Series 949, 2010).

Subgéneros L. (Leishmania) L. (Leishmania) L. (Viannia) L. (Viannia)
Velho Mundo L. donavani L. major
L. infantum L. tropica
L. aethiopica
L. killick
L. infantum
Novo Mundo L. infantum chagasi L. braziliensis L. braziliensis
L. mexicana L. guyanensis L. panamensis
L. pifanoi L. panamensis
L. venezuelensis L. shawi
L. garnhami L. naiffi
L. amazonensis L. lainsoni

L. lindenbergi
L. peruviana
L. colombiensis
Tropismo Visceral Cutanea Cutanea Mucocutanea

2.3.1 Um breve historico

As leishmanioses ja eram conhecidas desde antes do inicio do século XX, como um
grupo de doencas dermatoldgicas muito semelhantes entre si € com apresentagdo clinica
associada a lesdes cutaneas, geralmente ulcerosas e por vezes comprometendo, também a
mucosa oronasal e as visceras (RABELLO, 1925; PESSOA, 1958). Nas Américas, foram
encontradas ceramicas pré-colombianas datadas de 400 a 900 anos d.C., feitas por indios do
Peru que apresentavam mutilacdes de 1abios e narizes (LAINSON et al., 1988). Posteriormente,
no mesmo territério, foram descobertas corpos mumificados com lesdes de pele e mucosa,
caracteristicas da leishmaniose (URTEAGA, 1991).

O primeiro a observar o género Leishmania foi Cunningham em 1885 na India ao
observar formas amastigotas em casos de Calazar. Em 1855, no Brasil, Cerqueira ja observara
uma moléstia da pele identicando-a como botdo de Biskra e quarenta anos depois, em 1895 na
Italia, Breda, descreve a moléstia em italianos, provavelmente oriunda de Sao Paulo (BASANO
et al., 2004). No Brasil, a caracteristica leishmanidtica das lesdes cutaneas e nasofaringeas foi
confirmada pela primeira vez, em 1909, por Lindenberg durante uma epidemia em Bauru,

regido de Sao Paulo, quando este correlacionou a “tlcera de Bauru” com o “Botao do Oriente”
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esta causada pela Leishmania tropica do Velho Mundo e descrito em 1903 por James
Homer Wright (BRASIL, 2006; PESSOA, 1982; CARINI et al., 1909). Todavia, Gaspar
Vianna (1911) ao considerar o parasito diferente da L. tropica, o batizou de L. braziliensis,
denominando assim o agente etiologico da ulcera de Bauru (SILVEIRA et al., 1997).

Na década de 70, no Brasil, todos os casos de LTA eram atribuidos a L. braziliensis.
Com o aprimoramento das técnicas de analise e a intensificagdo dos estudos ecologicos e
epidemiologicos, outras espécies foram descritas, sendo registradas até o momento seis espécies
causadoras da LTA (LAINSON, 1997; SILVEIRA, 1997; MARZOCHLI, 1992). A partir deste
periodo, Lainson & Shaw (1972) propuseram uma classificagdo de Leishmania do Novo
Mundo, dividindo-as no grupo Leishmania mexicana e Leishmania braziliensis. Ja em 1974, os
mesmos autores ainda propuseram uma nova classificacao de Leishmania, com a adogao dos

subgéneros Leishmania e Viannia (Figura 2).

2.3.2 Manifestacoes clinicas da Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA)

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) que também possui como sinonimia os
nomes ulcera de Bauru, nariz de Tapir e botdo do Oriente, ¢ causada por 3 principais espécies
de Leishmania, Leishmania (Leishmania) amazonensis, Leishmania (Viannia) guyanensis e
Leishmania (Viannia) braziliensis. Seu periodo de incuba¢do normalmente ¢ de dois meses,
mas pode apresentar um periodo de dois meses a dois anos para sua manifestacio. E um tipo
de doenga que sua suscetibilidade ¢ universal e a infec¢do ndo confere imunidade ao paciente
(BRASIL, 2017).

A LTA pode se apresentar nas seguintes formas clinicas: cutanea (LC), disseminada
(LD), mucosa (LM) e difusa (LD). A forma clinica cutdnea ¢ a mais comum da leishmaniose
tegumentar representando 95% (17.983 casos confirmados e notificados) dos casos no Brasil
(BRASIL, 2018). Esta, apresenta lesoes indolores, com formato arredondado ou ovalado,
apresentando base eritematosa, infiltrada e de consisténcia firme, bordas delimitadas e elevadas,
fundo avermelhado e com granulagdes. A leishmaniose mucocutanea (mucosa) € uma forma
progressiva da leishmaniose cutinea apresentando-se como lesdo cronica. Caracteriza-se pela
presenca de lesdes destrutivas na mucosa, em geral nas vias aéreas superiores € ¢ causada
principalmente pela espécie Leishmania (Viannia) braziliensis (WHO, 2010; GODINHO,
2014; BRASIL, 2017).
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2.3.4 Resposta Imune a Leishmaniose Tegumentar Americana

A leishmaniose causa infecgdes que geram respostas imunes que podem ser
influenciadas tanto pela genética do hospedeiro quanto pela espécie da Leishmania (SCOTT,
2016).

A abordagem da fisiopatologia desta doenca busca compreender o mecanismo da
relagdo parasito-hospedeiro que no momento da infec¢ao deflagra a resposta imune especifica.
A compreensao desta relagdo ¢ importante para garantir vacinas, fArmacos e intervengdes
imunoterapéuticas amplamente aplicaveis (BRASIL, 2017).

Apos a inoculacdo, as formas promastigotas precisam sobreviver aos mecanismos inatos
de defesa do hospedeiro. Assim que as promastigotas sdo introduzidas na pele, deparam-se com
algumas células do sistema imune (Linfécito T e B, macrdéfagos, células dendriticas e
neutrofilos) que formam basicamente o sistema imune da pele. Por um mecanismo ainda nao
totalmente esclarecido, envolvendo receptores do Sistema Complemento e receptores do tipo
Toll tanto na superficie do parasito como na das células do sistema imune, o parasito adere a
superficie de macrdofagos e células de Langerhans passando para o meio intracelular por meio
de um processo de fagocitose mediada por receptores, onde evolui para a forma amastigota,
caracteristica do parasitismo nos mamiferos (KAYE & SCOTT, 2011; GOLLOB; VIANA;
DUTRA, 2014, BRASIL, 2017).

As formas amastigotas que se localizam dentro das células dendriticas sdo levadas aos
linfonodos drenante. No interior dos linfonodos, as particulas antigénicas do parasitos sdo
apresentadas as células do sistema imune. Estas, uma vez estimuladas, se dirigem ao sitio da
infec¢do, auxiliando na formagao do processo inflamatério (KAYE & SCOTT, 2011; BRASIL,
2017).

Nos macrofagos, os parasitos fagocitados se alojam no fagolisossoma, que os separa do
citoplasma. Embora os macrofagos sejam células fagocitarias especializadas no controle de
agentes infecciosos, parasitos do género Leishmania, desenvolvem mecanismos de defesa
capazes de desestruturar sua capacidade microbicida (MILLS, 2015), conseguindo assim
sobreviver neste ambiente potencialmente toxico e multiplicar-se até a ruptura celular quando
as formas amastigotas sdo liberadas e podem assim infectar outros macrofagos e propagar a
infeccdo. Este processo também leva a liberacdo de particulas antigénicas que serdo
apresentadas ao sistema imune, impelindo uma resposta especifica. As formas promastigotas
que ndo forem internalizadas serdo destruidas no meio extracelular pelos componentes da

resposta Inata e as particulas antigénicas geradas neste processo, também poderao ser utilizadas
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pelas células apresentadoras para reconhecimento antigénico. Provavelmente neste momento
que a intensidade e qualidade da resposta imune sdo definidas, influenciando assim a evolugao
da doenga para cura espontanea ou formas progressivas (KAYE & SCOTT, 2011; BRASIL,
2017).

A localizacdo das amastigotas no interior dos macréfagos faz com que o controle da
infeccdo por Leishmania seja mediada pela resposta imune celular, sendo esta a principal célula
efetora para eliminagdo das amastigotas apos a sua ativagdo por linfocitos T auxiliares (T
Helper). Os linfocitos T ativam macrofagos por meio da secrecao de Interferon-gama (IFN-y).
Esse mecanismo de eliminacdo das amastigotas envolve sintese de reativos intermediarios de
oxigénio, como peroxido de hidrogénio (H20,) e nitrogénio, como o 6xido nitrico (NO). Com
i1sso, 0s macrofagos sdo ao mesmo tempo, células hospedeiras, apresentadoras de antigenos
como também efetoras para a destrui¢do do parasito (KAYE & SCOTT, 2011; BRASIL, 2017).

As células T Helper CD4+ tem a fungdo de promover resposta imune adaptativa ao
antigeno especifico. De acordo com as citocinas que produzem apods a sua estimulagdo
antigénica, essas células podem se diferenciar em duas subpopulagdes: T Helper 1 (Thl) T
Helper 2 (Th2). A populagao de células Thl produzem IL-12, IFN-y e TNF-a estao associadas
a prote¢do contra antigenos intracelulares, enquanto que a populagdo do tipo Th2 produzem
citocinas como IL-4, IL-5 e IL-10, e estdo envolvidas nos processos alérgicos € na prote¢ao
contra agentes extracelulares. No caso das infec¢des por microrganismos intracelulares, a
ativagdo das células do tipo Th2 leva ao agravamento da doenca (BRASIL, 2017; FIUZA &
GAZE, 2018).

Os inimeros estudos realizados na leishmaniose murina causada pela L.major, foram
fundamentais para o estabelecimento do chamado “paradigma Th1/Th2” quem tem servido
como base para a compreensdo da relagao parasito-hospedeiro em diversas doengas infecciosas
e parasitarias, onde também foi definido papéis protetores e nocivos para diversas citocinas
(ALEXANDER, 2005).

No perfil de resposta a infec¢do por Leishmania spp., destacam-se os macrofagos que
dependendo do estimulo no microambiente, podem ser ativados pela via classica ou via
alternativa, culminando na polarizacio de macrofagos M1 e M2, respectivamente. Os
macrofagos M1 sdo microbicidas e principalmente envolvidos em processos inflamatorios,
enquanto os macréfagos M2 estdo relacionados aos processos de remodelamento tecidual e
cicatrizagdo (MURRAY et al., 2014).

E importante que haja o equilibrio entre as duas populagdes de macréfagos uma vez que,

a ocorréncia da atividade exacerbada por um destes fenotipos pode ocasionar o
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desenvolvimento de doencgas inflamatdrias ou aumento da atividade imunossupressora por
macrofagos M1 e M2 (MILLS, 2015).

Os macréfagos também sao estimulados por citocinas inflamatérias que atuam de modo
sinérgico na sua ativacao e polarizagdo para o perfil M1, o que potencializa sua atividade
leishmanicida através da produgdo de oxido nitrico, que se difunde através das membranas
celulares, levando a morte do parasito intracelular (SCOTT & NOVAIS, 2016). Ja os
macrofagos ativados pela via alternativa (perfil M2) ao serem infectados pelo parasito,
promovem a progressao da infec¢ao devido a producao de ornitinas e poliaminas, que sdo
produtos caracteristicos desse fendtipo pela metabolizagdo da arginina via arginase,
promovendo a proliferagdo pelo parasito intracelular (LIU & UZONNA, 2012).

Estudo sugere que o controle ou desenvolvimento da doenga depende da relagao tipo de
hospedeiro-patdogeno e compreender esta relacdo ¢ um ponto crucial para o desenvolvimento de
vacinas, drogas interven¢des imunoterapéuticas eficazes (KAYE & SCOTT, 2011).

No modelo murino, o controle da infec¢do ¢ determinado pela predominancia da
resposta imune celular com perfil Th1, envolvendo linfocitos T CD4 e as citocinas IL-12, IFN-
v, TNF-a e algumas quimiocinas produzidas pelos macréfagos. Com esse perfil de resposta, os
macrofagos sao ativados e tornam-se capazes de eliminar o parasito. Dentro desta concepc¢ao,
a diminui¢do do niimero de parasitos gera uma redugdo do estimulo da resposta imune pelo
menor aporte de antigenos. A partir do controle do processo inflamatorio, aumento do nimero
de fibroblastos e producdo de fibrose, inicia-se a cicatrizacdo (KAYE & SCOTT, 2011;
BRASIL, 2017).

Em humanos, a resposta imune a infeccdo por Leishmania spp ainda ndao ¢ bem
caracterizada como nos modelos murinos, devido a sua alta complexidade. Entende-se que a
resisténcia e susceptibilidade a infecgdo esta relacionada ao nivel de expansao de células Thl e
Th2 (PIRMEZ et al., 1993; BACELLAR et al., 2002). Pacientes com a forma cutanea local,
desenvolvem ativagdo de linfocitos Thl na regido da lesdo, ao passo que a forma mucocutanea
caracteriza-se pela juncao de respostas do tipo Th1l e Th2, e ainda a forma difusa expressa uma
resposta quase em sua totalidade Th2 (CACERES-DITTMAR et al., 1993; PIRMEZ et al.,
1993, PIRES et al., 2012, GOLLOB; VIANA; DUTRA, 2014).

Contudo, o fator crucial para uma resposta curativa a leishmaniose ¢ a ativagdao de
células capazes de produzir citocinas que levem a ativacao de macrofagos pela via de IFN-y, o
que gerard a sintese de intermedidrios de nitrogénio e consequente morte de parasitos

intracelulares (SALAIZA-SUAZO et al., 1999; KAYE & SCOTT, 2011).
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2.3.5 A quimioterapia da Leishmaniose

A leishmaniose cutdnea e mucosa representam formas importantes da LTA, seja pela
frequéncia elevada (LC acima de 90% dos casos em area endémica) ou pela agressividade
clinica (LM). O objetivo do tratamento da LTA ¢ acelerar a cura, reduzir as cicatrizes e prevenir
recaidas. Sua abordagem consiste em eliminar a maioria dos parasitos por meio da
quimioterapia para que, posteriormente, 0s mecanismos imunologicos do hospedeiro controlem
os demais parasitos (DNDi, 2018).

Para o tratamento desta doenca, ¢ preconizado pelo Ministério da Saude, o antimonial
pentavalente, como a droga de primeira escolha, com excecdo para os pacientes soro positivo e
gestantes. Nao havendo controle da doenga sob esta medicagdo, o Ministério da Saude indica a
anfotericina B e o isotionato de pentamidina como drogas de segunda escolha (Quadro 1)
(BRASIL, 2017).

Existem duas formulagdes de antimoniais pentavalentes: o antimoniato de meglumina e
o estibogluconato de sédio, sendo apenas o antimoniato comercializado no Brasil. O padrao do
esquema terapéutico, padronizado pela OMS, € que a dose do antimoniato de meglumina seja
calculada em miligramas de antimonio pentavalente (Sb*™) por quilograma de peso corporal por

dia (mg Sb*/kg/dia) (BRASIL, 2017).
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Quadro 1. Tratamento e acompanhamento das formas cutaneas e mucosa da leishmaniose tegumentar americana (Adaptado, Brasil 2017).

Droga Dose Via DT Monitoramento durante | Acompanhamento apos
tratamento tratamento
1? escolha
Cutinea: 15 Iilsg/Kg/d_]a Cutanea: 20 dias <50 anos: semanal
(10-20mg/Sb " /K g/dia) End Mensal, por 3 meses. Nio
Antimoniato N- N ogljnosa >50 anos: acompanhamento havendo resposta
metilglucamina " ‘ s . intramuscular |\ 30 di eletrocardiografico duas  |satisfatoria,deve-se utilizar ag
ucosa: 20 mg/Sb /K g/dia ucosa. S vezes por semana. Demais drogas alternativas
exames semanalmente
Alternativas
Diariamente, até
Anfotericina B 1 a 4mg/kg/dia Endovenosa completar | a Diario
1,5g de dose
total Mensal, por 3 meses
Endovenoso 3410
Isotionato de pentamidina 4mg/kg/dia, em dias alternados ou L. Duas vezes por semana
aplicagdes
Intramuscular
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Segundo o Manual de Vigilancia da Leishmaniose Tegumentar (Brasil, 2017) a
administracdo do fAirmaco para o tratamento da LTA deve ser por via Intramuscular (IM) ou
Endovenosa (EV), com repouso apo6s a aplicagao. Devido a via IM apresentar o inconveniente
da dor local (um dos motivos para abandono de tratamento), recomenda-se a alternancia dos
locais, preferindo-se a regido glutea.

Os antimoniais pentavalentes sao pro-farmacos, que requerem a redu¢do do antimonial
pentavalente (Sb*>) a antimonial trivalente (Sb**) por a¢io de enzimas do parasito. Esta ativacdo
ocorre seletivamente nas formas amastigotas mostrando que somente a enzima expressa na
forma amastigota ¢ capaz de ativar a pro-droga. Altas concentra¢des dos antimoniais trivalentes
tém inibido o catabolismo da glicose (BERMAN et al., 1987) e a oxidag@o dos acidos graxos
nas formas amastigotas (BERMAN et al., 1989; GOTO&LINDOSO, 2010). Estudos ainda
demonstraram que as formas amastigotas tratados com antimonial trivalente sofrem
fragmentacdo de DNA e externalizagdo da fosfatidilserina, indicando um possivel mecanismo
indutor de apoptose para destrui¢ao do parasito (SERENO et al., 2000; BRASIL, 2017).

O tratamento sistémico com o antimonial pentavalente pode gerar um ou mais dos
efeitos adversos: artralgia, mialgia, anorexia, nduseas, vOmitos, plenitude gastrica,
epigastralgia, pirose, dor abdominal, pancreatite, prurido, febre, fraqueza, cefaleia, tontura,
palpitacdo, insonia, nervosismo, choque pirogénico, edema e insuficiéncia renal aguda. Esses
eventos geralmente sdo leves ou moderados, dificilmente exigindo a suspensio do tratamento.
Porém na dose de 20 mg Sb™/Kg/dia o antimonial atinge seu limite de toxicidade gerando
alteracdes cardiacas, hepaticas, pancreaticas ou renais podem indicar modificacio ou

interrupcao do tratamento (BRASIL, 2017).

24  Uma alternativa para o tratamento da leishmaniose

2.4.1 Dysphania ambrosioides e o uso popular

Em nossa biodiversidade, as plantas medicinais sdo identificadas como “recursos
biologicos” que tem uma potencial utilizagdo para a humanidade (LEVEQUE, 1999). O uso de
plantas medicinais como medicamento ou associado a algum tratamento prescrito, apresenta
grande importancia na medicina popular e se faz parte constituinte da cultura do homem. Em
virtude disso, ora por seu facil acesso, ora pelos limitantes do tratamento preconizado, cresce a
busca por remédios naturais a base de plantas medicinais (MENDONCA FILHO et al., 2003;
AZEVEDO et al., 2007; SOUSA et al., 2015).
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O RENISUS (Relagio Nacional de Plantas Medicinais de Interesse do Sistema Unico
de Saude) ¢ uma listagem de plantas medicinais com potencial terapéutico a ser estudado para
o desenvolvimento de medicamentos capazes de serem utilizados nos projetos de fitoterapia do
SUS. Nesta lista, dentre setenta e uma espécies vegetais, temos inserido a espécie vegetal
Dysphania ambrosioides (BRASIL, 2009).

Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin & Clement ¢ uma angioesperma da Ordem
Caryophyllales, familia Amaranthacea e tem como sinénimo Chenopodium ambrosioides L. E
uma espécie cosmopolita, pode crescer até um metro de altura e apresenta forte odor aromatico
(KLIKS, 1985; LORENZI & MATOS, 2002; ALVAREZ et al., 2011). Esta espécie apresenta
folhas com cinco lobos, coloragdo verde palido com borda serrilhada e suas sementes sao
marrom com ponta chanfrada (GROZEVA & CVETANOVA, 2013). Possui preferéncia por
solos de textura média, com boa fertilidade e suprimento moderado de agua. Seu
desenvolvimento ¢ favorecido por uma boa iluminagao e as plantas se tornam mais competitivas
em regides e em épocas de dias mais longos, sendo o florescimento estimulado por dias curtos
(ZHANG et al., 2012). Também ¢ conhecida popularmente como mastruz, erva de santa Maria,
lombrigueira, quenopédio ou ambrosina. E uma espécie endémica no Brasil e possui
distribui¢do geografica por todo territdrio brasileiro (SENNA, 2015).

Anteriormente, o mastruz pertencia ao género Chenopodium, um grande tdxon com
grande variedade morfoldgica (BAZAN et al., 2012), mas devido a semelhangas moleculares,
estudos sugeriram que a familia Amaranthaceae incluisse a familia Chenopodiaceae
(PALMERSTON, 2011). Em se tratando de semelhangas morfologicas, o género Dysphania
expandiu-se passando a compreender todos os taxons de Chenopodium. Esta mudanca
relacionada ao género, foi confirmada por dados moleculares e passou a ser amplamente aceita
(VERLOOVE, 2013).

A espécie vegetal D.ambrosiodes desde muito tempo € usada pela populacdo devido as
suas propriedades terapéuticas, algumas ja comprovadas cientificamente como atividade
inseticida (PETERSON et al., 1989), atividade repelente (SU, 1991), bactericida (BORBA
2004), antitumoral (NASCIMENTO et al., 2005), vermifugo (CARVALHO et al., 2005),
antimicrobiana (BRITO et al., 2007), anti-helmintico (ALMEIDA et al., 2009), larvicida
(FARIA et al., 2010), anti-inflamatorio e cicatrizante (SERVIO, 2011), antifungico (CHU et
al., 2011), antidiabético (SONG et al., 2011), tratamento de tlceras leishmanioticas (SOUSA,
2015; MONZOTE et al., 2014; PATRICIO et al., 2008) e na supressao reversivel da fertilidade
masculina (AIN et al., 2018).
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2.4.2 Desafios para o desenvolvimento de novos farmacos contra a leishmaniose

Segundo o relatério The world medicines situation (WHO, 2011), os produtos naturais
sdo promissoras fontes de substancias com atividade bioldgica, onde estima-se que 25% de
todos os medicamentos utilizados atualmente, sao derivados direta ou indiretamente de plantas.
A partir disso, a investigacdo farmacologica de extratos vegetais utilizados em tratamento de
doengas, tem sido prioridade para OMS. Paises como o Brasil, Dinamarca, Gana, Japao,
Noruega, Coré¢ia e Arabia Saudita, vém tomando medidas para regular a producao de tais
produtos.

Um dos limitantes ao tratamento da leishmaniose, além da sua toxicidade devido ao
tempo, ¢ a via de aplica¢do. A aplicagdo intramuscular dos farmacos de primeira e segunda
escolha, pode apresentar o inconveniente da dor local, gerando o abandono do tratamento por
parte dos pacientes. Em virtude disso, novas vias de tratamento vem sendo estudadas, como a
via topica. Esta via foi descrita por Franga et al. (1996) onde a maioria das pessoas entrevistadas
na regido da Bahia, relataram o uso topico de plantas como Anacardium occidentale, Clidemia
hirta, Plectranthus amboinicus, Dysphania ambrosioides, Solanum americanum ¢ Plantago
major, em lesdes leishmanioticas. Sendo assim, esta ¢ uma alternativa de tratamento, uma vez
que quando o farmaco ¢ aplicado diretamente na pele, os compostos (possiveis indutores de
toxicidade) sdo liberados de forma controlada, diminuindo os efeitos colaterais (OLIVEIRA,
2013). Um sistema de liberagdo controlada de farmacos permite uma distribuicao constante da
concentragdo da droga permitindo o aumento do indice terapéutico e da resposta imunoldgica,
evitando efeitos colaterais adversos (BIZERRA et al., 2016).

O desenvolvimento de formulagdes topicas seria um método alternativo para o
tratamento de ulceras leishmanioticas ou em associagdo com o farmaco de primeira escolha. Os
tratamentos topicos apresentam vantagens tais como uma melhor aceitagdo pelo paciente,
menores niveis de farmacos no plasma e menor toxicidade sistémica (DAVID & CRAFT, 2009;
MORENO et al., 2015).

Dentre os excipientes disponiveis para o tratamento topico, temos a pomada, que € uma
forma farmaceéutica semissolida para aplica¢do na pele e mucosa. Sua formulagdo consiste na
dispersdo de um insumo farmacéutico ativo vegetal (IFAV) que pode ser a planta seca, droga
vegetal ou derivado vegetal, em uma base adequada usualmente nao aquosa (ANVISA, 2018).

O tratamento da leishmaniose cutianea busca acelerar a cura e reduzir a formagao de
cicatrizes principalmente em locais como o rosto, prevenir a dissemina¢do do parasita e as

recidivas (AMEEN, 2010; GOTO & LINDOSO, 2010; REITHINGER et al., 2007). As
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deformidades dermatolégicas que essa doenga provoca, gera um grave problema de

sociabilizagdo como descrito pelo Ministério da Saude:

Uma das afecgdes dermatologicas que merece mais atengdo, devido
a magnitude, assim como pelo risco de ocorréncia de deformidades que pode produzir
no ser humano, e também pelo envolvimento psicologico, com reflexos no campo
social e econdmico, uma vez que, na maioria dos casos, pode ser considerada

uma doenca ocupacional. (BRASIL. 2017. p.12)

Alguns estudos como Sharquie et al. (2015) demonstraram a eficacia do uso de solucao
topica de Podophyllin a 25% (extrato obtido de espécies da Familia Berberidaceae) em
pacientes com lesdes causadas pela infeccdo com parasitos do género Leishmania, destacando
assim o potencial de produtos oriundos de espécies vegetais com atividade in vitro em tornarem-
se alternativas terapéuticas importantes.

Adicionalmente trabalhos como de Davila-Lezama et al. (2014) também demonstraram
reducdo da lesdo e carga parasitdria em camundongos infectados com L. mexicana e tratados
com extrato obtido de planta da familia Apocynaceae.

A partir disso ¢ baseado em estudos do nosso grupo que demonstram a melhora de
ulceras leishmanioticas em animais tratados com pomada de D. ambrosioides contendo Smg do
extrato vegetal (pomada a 5% de D. ambrosioides) (SOUSA, 2015) e estudos iniciais que nao
apontam toxicidade do mesmo extrato em modelos murinos em concentragdo mais altas
(PEREIRA et al., 2010) foi proposto a formulagdo de uma pomada de D. ambrosioides a 25%
em um protocolo terapéutico com intervalos regulares de 12 horas garantindo a
biodisponibilidade do produto na area lesada simulando outros tratamentos topicos disponiveis
no mercado, esperando ao fim do tratamento, obter um produto final com atividade
imunomoduladora, cicatrizante, leishmanicida de baixa toxicidade e com matéria-prima

oriunda de nossa regido.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o tratamento topico com pomada de D. ambrosioides sobre lesdes causadas por

Leishmania amazonensis em modelo animal.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a morte celular das formas promastigotas de L. amazonensis cultivadas na

presenca do extrato de D. ambrosioides

e Formular e testar uma pomada a base do extrato vegetal de D. ambrosioides

e Analisar o potencial terapéutico da pomada de D. ambrosioides sobre lesdes in vivo

e Avaliar a carga parasitaria ap6s tratamento com pomada de D. ambrosioides

e Avaliar a resposta imune considerando a produ¢do de mediadores e citocinas dos

animais tratados ou ndo com pomada de D. ambrosioides

e (aracterizar as populagdes de células do linfonodo, baco, peritonio e lesdo, dos animais

tratados ou ndo com D. ambrosioides
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4. MATERIAL E METODOS

4.1  Material vegetal

O material vegetal foi coletado em um horto particular, no Municipio da Raposa, Bairro
Alto do Farol (S 2°27°34,6” e W 44°08°47,5””) em Abril de 2017, por volta das 08:00h da
manha em periodo de estiagem de dois dias antes da coleta.O exemplar da planta recebeu
identificacao botanica no Herbario da Universidade Federal do Maranhao, com exsicata padrao

de namero 9.349.

4.2  Preparacao do extrato

As partes aéreas da planta D. ambrosioides (L.) foram retiradas e secas em estufa a 37°C.
Em seguida as mesmas foram trituradas em moinho de facas onde obteve-se 400g de pd. Este
p6 foi intumescido em etanol a 70%, por duas horas. O péd intumescido foi submetido ao
processo de percolagdo em etanol a 70% durante 17 dias, periodo esse que varia de acordo com
a quantidade de extrato ¢ em que o liquido percolado ndo apresentava mais coloragdo
(COELHO et al., 2017).

Apbs a percolacdo, o material foi levado ao rotoevaporador para remocao do solvente
volatil da amostra sob os métodos de evaporacdo e condensag¢do (SILVA R.C.S et al., 2013).
Seguindo para a retirada da 4gua, o material rotoevaporado foi submetido ao processo de
liofilizagdo, sendo transformado em residuos secos para posterior incorporacao a pomada base.

O rendimento total do extrato foi determinado pela formula: Re = (Pext /Pfolhas) x 100,
onde Re, foi o rendimento total do extrato (%), Pext, o Peso do extrato seco (g) ¢ Pfolhas
representava o peso das folhas frescas ou secas (g). A partir disso, obteve-se um rendimento
total do extrato de D. ambrosioides, de 69% (RODRIGUES et al.,2011).

Apos as etapas de preparacdo do extrato, o mesmo foi utilizado para os ensaios

biologicos e preparacdo da pomada.

4.3  Caracterizacao quimica do extrato

Uma amostra do extrato de D. ambrosioides foi submetido a técnica FIA-ESI-IT-MS"
(Espectrometria de Massas por infusdo direta com fonte eletronspray e analisador ion trap), que
¢ uma ferramenta que fornece o perfil clinico de amostras complexas, além de permitir o estudo
de fragmentos dessas substancias propiciando informagdes estruturais. Inicialmente dissolveu-
se 10 mg do extrato hidroalcodlico bruto liofilizado de D. ambrosioides, em 1 mL de

MeOH:H:O (1:1, v/v) depois de se utilizar um banho de ultrassom durante 5 minutos. As
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amostras foram entdo filtradas através de um filtro PTFE de 0,22 um, e aliquotas de 20 pL
foram injetadas diretamente no sistema FIA-BESI-IT-MS". A infusdo do fluxo direto das
amostras foi realizada em um analisador do tipo ion trap linear Thermo Scientific LTQ XL
equipado com uma fonte de ionizagdo por eletrospray (ESI), em modo negativo (Thermo, San
Jose, CA, EUA). Utilizou-se um tubo capilar de aco inoxidavel a 280 °C, uma voltagem do
spray de 5,00 kV, tensdo capilar de -90 V, lentes de tubo de -100 V e um fluxo de 5 pL/min. A
analise completa da varredura foi registada na faixa de m/z de 100-1000. As fragmentagdes em
estadios multiplos (ESI-MS") foram realizadas utilizando o método de dissociag¢ao induzida por
colisdo (CID) contra hélio para ativagao de ions.

O primeiro evento de varredura foi um espectro de massa completo para adquirir dados
sobre ions nessa faixa de m/z. O segundo evento de varredura foi um experimento MS/MS
realizado, utilizando uma varredura de dados dependente nas moléculas [M-H] dos compostos
de interesse com energia de colisdo de 30% e tempo de ativacao de 30 ms. Os ions produzidos
foram entdo submetidos a uma maior fragmentagdo nas mesmas condigdes, até ndo serem
observados mais fragmentos. A identifica¢do dos diferentes compostos no perfil cromatografico
do extrato hidroalcoodlico foi feita comparando seus tempos de retencdo e espectros UV com

dados da literatura (SALDANHA et al.,2013).

4.4  Manutencao dos parasitos

As formas promastigotas de Leishmania amazonensis (MHOM/BR/1987/BA-125)
foram cultivadas no Laboratdrio de Imunofisiologia em garrafas de cultura estéreis, contendo
meio Schneider (SIGMA) suplementado com Soro Fetal Bovino (GIBCO) 10% e

acondicionadas em camara de demanda bioquimica de oxigénio (BOD) a 27°C.

4.5  Avaliacdo da citotoxicidade do extrato de D. ambrosioides

4.5.1 Contagem das formas promastigota

O efeito leishmanicida do extrato de D. ambrosioides foi avaliado através da inibigao
do crescimento das formas promastigotas apds 24 horas de incubacdo em estufa B.O.D.
(Biochemical Oxygen Demand) a 27°C. Foi realizada a contagem do ntimero total das formas
promastigotas, considerando-se a motilidade do flagelo. Foram testadas cinco concentracdes, a
saber 500 pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL, 62,5 pg/mL, 31,25 pg/mL, em triplicata, para
estabelecer a concentracdo inibitdria do crescimento parasitario (ICso) (MUGANZA et al.,2016;

REIS et al., 2012).
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A contagem foi feita em camara de Neubauer e microscopio 6ptico de luz comum, e
comparada com os Controle Negativo utilizando meio Schneider (SIGMA) e as formas
promastigotas, € o Controle Positivo contendo meio Schneider, formas promastigotas e 4 pg/mL

de anfotericina.

4.5.2 Avaliacao da mortalidade do parasito apos exposicao ao extrato de Dysphania
ambrosioides

Para avaliarmos a taxa de mortalidade celular induzido pela exposicao das formas
promastigostas da L. amazonensis ao extrato de D. ambrosioides, os parasitos foram marcados
com os corantes fluorescentes lodeto de Propidio (IP) e a proteina Anexina V (AV) (BD
Pharmingen®).

O IP penetra nas células onde a integridade da membrana estd comprometida (apoptose
tardia ou necrose), se combinando com acidos nucleicos e, quando estimulado por lazer, emite
fluorescéncia no vermelho, Cy3-Cisteina 3. Enquanto a AV se liga a fosfatidilserina exposta na
superficie externa da membrana, em células que estdo processo de apoptose inicial, emitindo
um sinal fluorescente na faixa do verde (EGFP) (MARTIN et al.,1995; CHANDRASEKARAN
et al.,2013).

As formas promastigotas, na concentragio 10° células/poco, foram mantidas em meio
Schneider suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e incubadas em placas de 96
pogos na auséncia ou presenga do extrato vegetal. As concentragdes utilizadas foram 250
pug/mL, 125 pg/mL e 62,5 pg/mL por 24 horas, em estufa a 27° C. As concentragdes deste
ensaio, foram determinadas a partir do Clsp do nosso extrato hidroalcodlico de Dysphania
ambrosioides e os ensaios foram realizados seguindo as recomendag¢des do fabricante do Kit
Annexin V-FITC Fluorescence Microscopy (BD Pharmingen®). Como Controle Negativo,
utilizamos o meio Schneider com formas promastigotas. Para o Controle Positivo utilizamos
meio Schneider, as formas promastigotas e 0,5 ug/mL de anfotericina.

ApoOs incubagdo, as culturas foram lavadas em PBS (1008 RCF/10min/8°C) e, em
seguida, submetidas a marcacdo com 10 pL de AV em 100 pL de cultura por 5 minutos.
Passados os cinco minutos foi adicionado 10 pL de IP na cultura e incubado por mais 10
minutos, em seguida, foi realizado a lavagem e ressuspensas em PBS.

Para confec¢do das laminas, as amostras foram distribuidas sobre laminas de vidro e
espalhadas em movimento circular com auxilio de alga bacteriologica e expostas a uma cortina
de vento para secagem das amostras (OUAKAD et al.,2011). Estas foram ser seladas com

mowiol e o conseguinte registro fotografico foi realizado como analise das promastigotas nos
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filtros Cy3 (vermelho) referente ao IP e EGFP (verde) referente a AV. A leitura foi realizada em

microscopio invertido (Nikon, Ti-U) com aumento de 400x.

4.6  Pomada de Dysphania ambrosioides a 25%

Para a obten¢ao da pomada de D. ambrosioides, formulou-se uma concentragao de 25%
(250mg/g) do extrato hidroalcoolico liofilizado pelos métodos de homogeneizagao, & pomada
base de lanolina e vaselina, sendo esta oriunda de um fabricante especializado e com os devidos
laudos de certificado de analise de cada componente. O extrato foi dividido em trés partes iguais
para facilitar sua incorporagdo ao excipiente durante a homogeneizagdo com o auxilio do gral

e pistilo. Todo este procedimento foi realizado em ambiente estéril (FOSTER et al.,1998).

4.7  Estudos de Estabilidade da formulacao farmacéutica contendo 25% de extrato
hidroalcodlico das folhas de Dysphania ambrosioides

Amostras de pomada de D. ambrosioides a 25%, foram submetidas a diferentes rotacdes
e em seguidas armazenadas em condi¢des extremas de temperatura afim de acelerar mudancas
passiveis de ocorrer durante o prazo de validade, sem que provocassem alteragdes que nao
ocorreriam no mercado (ANVISA, 2004).

O teste de centrifugagcdo produz estresse na amostra aumentando a mobilidade das
particulas e antecipando possiveis instabilidades, sendo estas possiveis de serem observadas em
forma de precipitagdo ou separacdo de fases (Anvisa, 2008). Amostras de cinco gramas da
pomada de D. ambrosioides foram centrifugadas em tubos conicos estéreis de 15mL, a rotagdes
crescentes de 108, 363 e 1008 RCF (Relative Centrifugal Force) por 15 minutos, a temperatura
ambiente (IDSON, 1993; RIEGER, 1996; ANVISA, 2008).

Para os testes de Estabilidade Preliminar e Acelerada e considerando-se a zona climética
onde os produtos possam ser produzidos, comercializados e condi¢des de transporte, foram
realizadas triplicatas da pomada de D. ambrosioides e acondicionadas em tubos de metal de
30g, com vedagdo total. As amostras foram expostas a temperaturas de 37°C (estufa), 5°C
(geladeira) e 25°C (temperatura ambiente), valores estes geralmente adotados para temperaturas
elevadas, com acompanhamento e observagao periddicas das amostras e todas as condigdes, ao
abrigo da luz.

O teste de Estabilidade Preliminar consiste na realizacdo de testes na fase inicial do
desenvolvimento do produto. Com duragdo reduzida e emprego de condigdes extremas de

temperatura, como objetivo de acelerar possiveis reacdes entre os componentes de cada
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produto. Pelas condi¢des que é conduzido, este teste ndo tem a finalidade de estimar a vida util
do produto (ANVISA, 2004). A duracao deste estudo foi de 15 dias.

O teste de Estabilidade Acelerada além de ser exposto as mesmas condigdes, prevé o
tempo de vida util do produto e compatibilidade da formulagdo com o material de
acondicionamento e possui duragdo de 90 dias, podendo ser estendida por 6 meses ou até 1 ano

(ANVISA, 2004).

4.8  Avaliacao das caracteristicas da pomada

4.8.1 Avaliacao organoléptica

As caracteristicas organolépticas indicam os parametros de aceitagdo do produto pelo
consumidor. Neste teste foram determinados os itens: aspecto, cor € odor nos tempos 0, 7, 15,
30, 45, 60 e 90 dias apos o preparo da pomada e caracterizados como: Sem Alteracdo,
Levemente modificado, Modificado, Intensamente Modificado, Precipitado e Separado
(Anvisa, 2004). Essa classificagao foi determinada levando-se em consideracao a formagao de
grumos ou alteragdes no odor e cor, em comparagdo ao aspecto inicial da amostra (Tempo

Zero).

4.8.2 Avaliacao fisico-quimica

Esse tipo de avaliagdo ¢ importante para pesquisar alteragdes visualmente ndo
perceptiveis.  As analise fisico-quimica sugeridas pela ANVISA (2004), levam em
consideragdo as necessidades particulares do formulador. Em virtude disso, para a avaliacao
da pomada de D. ambrosioides, foi utilizado o teste de verificagcao do valor de pH.

A determinacdo do pH foi realizada em uma dispersao de 10% (m/v) em solug¢ao salina.
Foram analisadas as amostras armazenadas nas temperaturas 5°C, 25°C e 37°C e a leitura das

amostras foi feita em pHmetro digital (ANVISA, 2004).

4.8.3 Avaliacao microbioldgica

O teste de estabilidade microbiolégica foi realizado em amostras de extrato liofilizado
de D. ambrosioides, pomada Base, pomada de D. ambrosioides, Tampao Fosfato (PBS -
Phosphate Balanced Salt Solution) e Solucao salina. Este teste permite verificar a ocorréncia
de interacdes entre os componentes da formulacdo que prejudiquem sua eficicia (ANVISA,

2008).
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A técnica utilizada foi a de Contagem Microbiana, pelo método de Contagem em Placas,
de acordo como descrito para Substancias Insoluveis em agua (BRASIL, 2010). Para cada
amostra foi feita triplicata e nas dilui¢des de 1:10, 1:100 e 1:1000, em salina.

As placas contendo meio Agar Mueller-Hinton utilizadas para o cultivo bacteriano,
foram incubadas por 3 dias e as placas com meio Agar Sabourand, utilizado para o cultivo de
fungos, foram incubadas por 7 dias, ambas a 37°C. Ao fim deste periodo, foi realizado a
contagem de coldnias, calculando a média aritmética das placas de cada meio e o nimero de
UFC por grama do produto (UFC/g) (BRASIL, 2010).

Posteriormente foi realizado a Técnica de Coloracdo de Gram para pesquisa de

microrganismos patogénicos.

4.9 Delineamento experimental

4.9.1 Animais

Foram utilizados 40 camundongos adultos machos da linhagem BALB/c (CARDOSO
et al.,2010, ABREU-SILVA et al., 2004), com idade entre 8 ¢ 12 semanas, pesando em média
29 g, adquiridos na Unicamp - Sdo Paulo. Os animais foram mantidos a temperatura de 21°C e
umidade 65%, sob ciclos normais de claro e escuro de 12 horas ¢ tiveram livre acesso a ragao
e agua. Todos os procedimentos foram avaliados e aprovados pela Comissio de Etica no Uso

Animal (Protocolo CEUA/UFMA n°23115.005550/2016-07).

4.9.2 Infeccao por Leishmania amazonensis

Os animais foram previamente anestesiados com uma solugao de cloridrato de xilazina
2% (16 mg/kg) e cloridrato de ketamina 5% (90 mg/kg), em um volume de 0,01mL, por via
intraperitoneal ¢ em seguida inoculados na orelha direita, via intradérmica, com 5x10°
promastigotas em fase estaciondria de L. amazomensis, suspensas em 10uL de solucdo

tamponada com fosfato (PBS) estéril (OLIVEIRA & BARRAL NETTO, 2005).

4.9.3 Protocolo de tratamento

Apds 5 semanas, os animais foram divididos em quatro grupos de 10 animais
denominados: Controle negativo (Base) tratado com 0,1mL do excipiente da pomada por 28
dias, Grupo experimental (D.a) tratado com 0,1mL da pomada de D. ambrosioides durante 28
dias (Honda et al., 2010), Grupo controle positivo (Sb*®) recebeu via intraperitoneal, o

antimonial pentavalente (28 mg/kg/dia) por 15 dias (Patricio et. al. 2008; Godinho et. al. 2012)
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e o Grupo que recebeu associacdo dos compostos (D.a +Sb™) foi tratado simultaneamente com
pomada de D. ambrosioides durante 28 dias e antimonial pentavalente (28 mg/kg/dia) via
intraperitoneal durante 15 dias. Os tratamentos com a pomada foram realizados 2 vezes ao dia,
com intervalo de 12 horas.

Toda a manipula¢do da pomada foi feita em ambiente estéril e antes do tratamento, a

lesdo era lavada com 1mL de PBS e seca com gaze limpa.

4.9.4 Acompanhamento da lesao

A mensuragdo das lesdes foi realizada por planimetria digital considerando-se as
medidas vertical e horizontal. Semanalmente as lesdes foram registradas por meio de
fotografias com camera digital adaptada a um tripé, com distancia a lesdo padronizada. Seguiu-
se o calculo da area das lesdes, a partir da média das medidas, utilizando a féormula: A =
m.R.r , onde: 7 =3,14; R = raio maior da lesdo; r = raio menor da lesdo (PRATA et al., 1988,
EURIDES, 1998; MACIEL, 2007; NASCIMENTO K.A.F., 2014;).

Posteriormente, foi calculado o delta da lesdo dentre as semanas. Também foram feitas
observagdes macroscopicas a respeito do processo inflamatério (formagao de crosta, edema,

presenga de secregdo, vascularizagdo e sinais de necrose tecidual).

4.9.5 Eutanasia dos animais
Os animais foram eutanasiados por dosagem excessiva de anestésico, com 150 mg/Kg
de cloridrato de Ketamina associado a 120 mg/Kg de cloridrato de xilazina, por via

intraperitoneal (MACIEL et al., 2014).

4.9.6 Contagem das células peritoneais, baco, linfonodo e medula dssea.

As células peritoneais foram coletadas a partir da lavagem da cavidade, com SmL de
PBS estéril e gelado.

O baco foi removido cirurgicamente, pesado e triturado junto a SmL de solugdo salina
tamponada, em tamiz, com o émbolo de seringa de ImL. O linfonodo cervical foi retirado,
pesado e macerado em 1 mL de PBS estéril. Para obtenc¢ao das células da medula 6ssea, o fémur
foi perfundido com 1mL de PBS.

As suspensdes celulares foram coradas com Cristal violeta (p < 0,05% em acido acético

30%) para a realizacdo da contagem do numero total de células (MACHADO et al.,2012).
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4.9.7 Contagem das células da orelha direita

As amostras de lesdo da orelha foram coletadas em tubo Falcon com meio RPMI
completo com antibidtico Gentamicina (50 pg/mL) e refrigeradas. Posteriormente, as amostras
foram pesadas em placa de Petri e cortadas em partes menores com auxilio de bisturi. Os
fragmentos foram adicionado ao meio RPMI (5 mL/g de tecido) e suplementado com
colagenase (0.056 mg/mL). A solucdo foi mantida em banho-maria, sob agitacdo, por 2 horas
(CHAUX et al., 1996; ANSELMO et al., 2005; SANTOS et al., 2010). Apo6s este periodo, a
suspensao foi lavada e centrifugada para a contagem total de células em camara de Neubauer

em microscopio optico de luz comum.

4.9.8 Cultura de células do lavado peritoneal

Ap6s contagem e quantificagdo, as células peritoneais foram incubadas na concentracao
de 2x10%/mL em placa de 96 pocos de fundo chato. As células foram divididas em grupos que
ndo receberam estimulo e que foram reestimuladas com extrato de D. ambrosioides (250
pg/mL). Em seguida, foram incubadas por 24 horas para obtencdo do sobrenadante da cultura

para realizacdo dos ensaios de dosagem de 6xido nitrico e quantificagdo de citocinas.

4.9.9 Quantificacdo da carga parasitaria

A carga parasitaria foi estimada pelo ensaio de Diluicdo Limitante (BUFFER et al.,
1995) em amostras do linfonodo cervical de todos os grupos que receberam tratamento.

Os linfonodos foram macerados e homogeneizados em meio PBS estéril (ImL). A partir
desse homogeneizado celular, foram realizadas 12 dilui¢des de 1:10 em placa de 96 pogos
contendo meio Schneider, seguido de incubagdo por 7 e 14 dias quando apds esses periodos, a
placa foi examinada em microscopio invertido. O titulo final foi a ultima dilui¢do contendo pelo
menos um parasito viavel.

Para o calculo da carga parasitaria o Ultimo titulo positivo de cada animal foi dividido
pelo peso do orgdo. O valor obtido foi multiplicado pela reciproca da fragdo do orgao
homogeneizado no primeiro pogo. O nimero de parasitos foi transformado e expresso em escala

logaritmica (PATRICIO et al., 2008).

4.9.10 Imunofenotipagem das células do linfonodo, baco, peritonio e lesao
As populacdes de células do linfonodo drenante (cervical), do bago, do peritonio e da
orelha, foram caracterizadas por imunofenotipagem. Para tanto, as células foram marcadas com

seguintes anticorpos monoclonais conjugados com fluorocromos: anti-CD3 e anti-CD14
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conjugados com FITC, anti-CD28, anti-CD86 e anti-CD80 conjugado com PE e anti-CD4, anti-
CD8 e iNOS conjugados com PercP.

Para identificacdo de macrofagos, foi analisada a populagdo de CD14" de maior
complexidade (SSC - Side Scatter) e a partir desta populagdo foi feito o quadrante para avaliar
a dupla marcagdo iNOS/CD80 ou iNOS/CD86 (BD Biosciences Pharmingen).

Para marcagdo de linfocitos, foi estabelecido um gate a partir da morfologia de menor
tamanho (FSC - Forward Scatter) e complexidade (SSC). Desta populacao foi avaliada a
populagdo CD3+ para isolar Linfécitos T e a partir dessa populagao de linfécitos detectados,
identificamos o perfil de Linfécito T CD4 ou CD8 e CD28+ para verificar a sua ativagdo(BD
Biosciences Pharmingen).

Apbs protocolo de fenotipagem, realizado conforme orientacdo do fabricante, as
amostras foram lidas por citometria de fluxo (BD FACSCalibur — BD Biosciences) e os dados

analisados com o programa FlowJo (TreeStar).

4.9.11 Quantificaciio da producio de Oxido Nitrico

O oxido nitrico foi quantificado de forma indireta por meio da medida de nitritos nos
sobrenadantes das culturas de células peritoneais, segundo o ensaio descrito por Ding et
al.,(1988).

Dessa forma, 50uL do sobrenadante da cultura foram adicionados a 50 pL. do reagente
de Griess em placa de 96 pogos e incubada por 10 minutos ao abrigo da luz. A leitura da
absorbancia foi realizada por espectrofotometro a 540nm e os valores obtidos foram
analisados com base numa curva de concentracdo. O grupo controle, foi composto por

macrofagos obtidos de animais sem infec¢do, denominado Sadio.

4.9.12 Dosagem de citocinas no sobrenadante de cultura de células peritoneais

Para a quantificacdo das interleucinas, 6 (IL-6), 10 (IL-10), 12 (IL-12), Interferon
gama (IFN-y), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e proteina quimiotatica de monocitos
(MCP-1), foi utilizada a técnica de CBA (Citometria de esferas ordenadas). Os reagentes
utilizados foram provenientes do “Mouse Inflammation Cytokine Kit” obtidos da Becton
Dickinson Biosciences (San Jose, CA, USA) e os procedimentos foram realizados conforme
protocolo e recomendacao do fabricante.

Apos a leitura dos padrdes e das amostras, realizada no FACSCalibu (BD, USA), os
dados foram analisados no software FCAP ARRAY Versao 3.0 (Becton Dickinson, San Jose,

CA, USA), onde os valores foram expressos em pg/mL para cada citocina.
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4.9.13 Analise histopatolégica

Apos a eutanasia, as orelhas de cinco exemplares de cada grupo de animais escolhidos
aleatoriamente, foram coletadas e armazenadas em formol a 10% para posterior confec¢do das
laminas. As amostras foram coradas com hematoxilina-eosina (LUNA, 1968) ¢ a analise,
realizada pelo patologista, foi feita sem identificagao dos grupos.

Os parametros analisados foram: infiltrado celular, extensdao da lesdo, quantidade de
células parasitadas, edema, colageno, acantose e necrose.

O sistema de escore utilizado para caracterizar os parametros analisados foi determinado
da seguinte forma: (0) ausente, (1) leve, (2) moderado e (3) intenso (CHARRET et al., 2013).
Os dados foram apresentados como média + desvio padrao.

Para a caracterizagdo da presenga de colageno foi realizada a coloragdo de Tricromico

de Masson que permite diferenciar o colageno de outras estruturas, com a coloragdo azul.

4.10 Analise estatistica

Todos os dados foram inicialmente analisados pelo teste de normalidade Kolmogorov-
Siminov. Em seguida realizou-se teste ¢ de Student ou andlise de variancia (ANOVA), com pds
teste de Bonferroni, para varidveis paramétricas ou teste de Kruskal-Wallis, com pos-teste de
Dunns, para variaveis ndo paramétricas. Os resultados referentes a concentragao inibitoria do
crescimento parasitario (ICso), foram calculados por regressdo linear. Em todas as analises foi
considerado como significante p < 0,05. As andlises foram realizadas no software GraphPad

Prism 7.0.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizaciao quimica do extrato de Dysphania ambrosioides
Conforme cromatograma de ions totais do extrato hidroalcoolico das folhas de
Dysphania ambrosioides (Figura 6) identificou-se picos cromatograficos adquiridos através da
técnica de LC-ESI-IT-MS e a partir desses, foi feita a identificacdo das estruturas
correspondentes aos picos das analises dos fragmentos gerados pela espectrometria de massas.
Dentre os dezesseis compostos identificados, a maioria foi caracterizado com

flavonoides do tipo quercetina e kaempeferol (Tabela 2).
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Figura 6: Cromatograma de ions totais do extrato hidroalcoohco das folhas de Dysphania ambrosioides. Fonte:
A autora (2017)
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Tabela 2. Composicio quimica do extrato hidroalcodlico de Dysphania ambrosioides.
Analise por espectrometria de massa. Principais fragmentos do espectro obtido.
*(M-H"): massa do composto subtraindo um H™, MS": Ion filho.

(M-H) MS® Compostos
191 173. 127. 85 Acido quinico
193 135 Acido glucorénico
285 257 Kaempferol
295 163 Acido p-coumaroil-xilose
Hesperetina
301 285,267,241, 173
431 785 Kaempferol-3-O-alfa-L-raminosideo
463 301 Quercetina-3-O-glicosideo
563 431.285. 151 Kaempferol-O-ramosideo-pentosideo
Quercetina O-raminosideo-
> 447, 285 pentosideo
579 447,301 Naringin
Kaempferol-3-Glucoside-3 " -
3 285 Rhamnoside
595 301. 151 Quercetina-3-O-arabinoglucosideo
609 463. 301 Quercetina-3-O -rutinosideo
623 447. 301 Isoramnetina-3-O-rutinosideo
Kaempferol-3-Glicosideo-2 " -
79 593, 285 Rhamnosideo-7-Rhamnoside
725 285 Kaempferol-O-pentosideo-

ramnosideo-hexosideo
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5.2  Extrato de D.ambrosiodes apresenta atividade leishmanicida in vitro
A avaliacdo do extrato de D.ambrosiodes mostrou que este extrato possui atividade

leishmanicida com ICso de 250 pg/m (Figura 7).
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Figura 7. Viabilidade celular das formas promastigotas apos exposicio ao extrato de D.ambrosiodes por 24
horas. Foi realizada a contagem do nimero total das formas promastigotas, considerando a motilidade do flagelo,
apos exposigdo as concentragdes de 500 pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL, 62,5 ug/mL e 31,25 pg/mL.

(*) Indica p < 0,05 entre o Controle negativo.

5.3  Extrato de Dysphania ambrosioides promove morte por apoptose e necrose apos
exposicao ao extrato de Dysphania ambrosioides

Para analise da mortalidade celular pela exposi¢do ao extrato de D. ambrosioides, as
formas promastigotas foram marcadas com Anexina (AV) e lodeto de Propidio (IP) para
identificar as células apoptdticas e as células necréticas, respectivamente. Para quantificar a
morte do parasito, foram consideradas as células duplamente marcadas.

As concentragdes de 250 pg/mL e 125 pg/mL apresentaram diferenga significativa

quando comparadas ao grupo controle negativo (Figura 8).
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Figura 8. Analise da mortalidade celular de L. amazonensis apés exposicio a diferentes concentracoes do
extrato de Dysphania ambrosioides. As formas promastigotas de L. amazonenesis foram expostas ao extrato de
D. ambrosioides nas concentragdes de 250 pg/mL, 125 pg/mL e 62,5 ug/mL, em cultura axénica no periodo de 24
horas. Como Controle Negativo, utilizamos o meio Schneider com formas promastigotas. Para o Controle Positivo
utilizamos meio Schneider, as formas promastigotas e 0,5 pg/mL de anfotericina. As formas promastigotas foram
marcadas com anexina V e iodeto de propideo (Kit Annexin V-FITC Fluorescence Microscopy (BD
Pharmingen®). Quantificadas em microscopio 6ptico (NIKON®, modelo eclipse Ti-U) com auxilio do programa
NIS-Elements advanced research (Nikon Corporation®, Japdo).
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Figura 9: Analise da mortalidade de Leishmania amazonensis apos exposicao ao extrato de Dysphania
ambrosioides, sob visualizacao por microscopia de fluorescéncia.. A) Forma promastigota de L. amazonensis
em sobreposi¢do de imagem, filtro (DIC) e filtro (Cy3), aumento de 1000x. B) A) Forma promastigota de L.
amazonensis em sobreposicdo de imagem, filtro (DIC) e filtro (Cy3), aumento de 1000x. B) Formas promastigotas
de L. amazonensis em sobreposi¢do de imagem, filtro (DIC) e filtro (Cy3), aumento de 200x.
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5.4  Avaliacio da estabilidade da pomada de Dysphania ambrosioides a 25 %

5.4.1 Processo de centrifugacio demonstra estabilidade da pomada de D. ambrosioides
Apos ser submetida ao processo de centrifugacao por diferentes rotagdes, a pomada de
D. ambrosioides, ndo apresentou separacdao de fases entre os seus compostos, mostrando-se

estavel nesse processo.

5.4.2 Teste de Avaliaciao Preliminar e Acelerada nao identifica alteracdes organolépticas
na pomada de D. ambrosioides

Para avaliar possiveis reagdes entre os componentes da pomada de mastruz e prever o
tempo de vida util do produto, foram realizados os testes de Avaliagdo Preliminar e Acelerada
além da observagdo das caracteristicas organolépticas.

A pomada de mastruz ndo apresentou alteragdes organolépticas exceto no item Aspecto
que mostrou leve modificacdo, com a formagao de pequenos grumos, apds o sexagésimo dia de

observagao macroscopica (Tabela 3)
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Tabela 3. Analise sensorial quanto a cor, aspecto ¢ odor das amostras da pomada de D. ambrosioides quando armazenadas em geladeira,
temperatura ambiente e estufa.

CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS DA POMADA DE D.ambrodioides
COR ASPECTO ODOR

Tempo de
armazenamento

Geladeira (5°C) SA SA SA SA SA SA SA|SA SA SA SA SA SA SA |SA SA SA SA SA SA SA

Tt Tr Tis Tao Tas Teo Too | Tt T7 Tis Tao Tas Teo Teo | Tt Tr Tis Tag Tas Teo T

Temperatura ambiente
(25°C)

Estufa (37°C) SA SA SA SA SA SA SA|[SA SA SA SA SA M IM|SA SA SA SA SA SA SA

SA SA SA SA SA SA SA|[SA SA SA SA SA SA SA |SA SA SA SA SA SA SA

*Legenda: SA=Sem Altera¢do; LM=Levemente modificado; M=Modificado; LM=intensamente Modificado; P=Precipitado S=Separado.

Tabela 4. Analise microbioldgica do extrato e pomada de D. ambrosiodes, cultivadas em placas de meio Agar Mueller Hinton e Agar Sabourand.
Os valores determinados estiveram abaixo do recomendado pela RDC N°481(ANVISA, 1999).

Microrganismos Amostras Recomendacio Resultados
. . Extrato de D. ambrosioides 5x10° UFC/g 0,3x10° UFC/g
Bactérias aerobicas
Pomada de D. ambrosioides 5x10° UFC/g 2x10° UFC/g
Extrato de D. ambrosioides 5x10° UFC/g 0,3x10° UFC/g
Fungos e leveduras
Pomada de D. ambrosioides 5x10° UFC/g 0,8x103 UFC/g

*UFC/g: unidade formadora de colénias por grama.
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5.5  Determinacao do pH da pomada de Dysphania ambrosioides

A andlise do pH das amostras foi realizada em um pHmetro digital. Suas médias e os desvio
padrao sao apresentados na Tabela 5, onde mostra que todas as amostras submetidas a diferentes
condigdes, apresentaram comportamento relativamente estavel de pH, onde a variagao ocorrida foi

entre 5,8 € 5.,9.

Tabela 5. Identificacdo do pH das triplicatas das amostras de pomada Dysphania ambrosioides
armazenadas em geladeira (5°C), prateleira (25°C) e estufa (37°C). Os dados foram apresentados
(media £ o desvio padrdo).

Amostras Analise em pHmetro digital
Geladeira 5,92 +£0,07
Prateleira 5,87 +0,02
Estufa 5,90 +£ 0,06

5.6  Avaliacao microbiolégica da pomada de Dysphania ambrosioides

Apbs as amostras do extrato liofilizado de D. ambrosioides, pomada base (excipiente da
pomada de mastruz), pomada de D. ambrosioides, Tampao Fosfato (PBS) e solucdo salina serem
cultivadas em placas com agar Mueller-Hinton e agar Sabourand, apenas as amostras do extrato e
da pomada de D. ambrosioides, apresentaram crescimento de colonias. Contudo, os valores
determinados estiveram abaixo dos que sdo preconizados pela RDC n° 481 (Anvisa, 1999) e

seguem descrito na Tabela 4.

5.6.1 Coloracao de Gram das colonias isoladas do extrato e da pomada de Dysphania

ambrosioides

A partir do crescimento de colonias isoladas, estas foram coletadas e submetidas a
Coloragao de Gram para pesquisa de bactérias patogénicas, quando nao foi detectado crescimento
de cepas patogénicas descritas como ndo recomendada pela Farmacopéia (2010), conforme Tabela
6. As cepas que cresceram nas culturas contendo extrato e pomada de mastruz apresentaram

caracteristicas bacilar gram-positiva.
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Tabela 6. Analise pela técnica de coloracao de Gram das colonias isoladas da amostra do
extrato e pomada de D. ambrosioides. Os resultados da coloracdo de Gram mostraram que nao
foram identificados microrganismos patogénicos citados pela Farmacopeia.

Coloracio GRAM  Morfologia Microrganismos Recomendacio Resultados
Negativo Bacilo Escherichia coli Auséncia Ausente
Negativo Bacilo Salmonella sp. Auséncia Ausente
Positivo Cocos Staphylococcus aureus Auséncia Ausente
Negativo Bacilo Pseudomonas aeruginosa Auséncia Ausente

Com base nos dados de monitoramento da estabilidade da pomada de D. ambrosioides, da
baixa carga microbiana oriunda da espécie vegetal e da ndo deteccdo de espécies bacteriana
patogénicas determinada pela técnica de Gram, a pomada de D. ambrosioides foi considerada apta

para o uso e prosseguiu-se os testes in vivo.

5.7 Tratamento com pomada de D. ambrosioides apresenta reducao da area da lesao

Para acompanhar o desenvolvimento da lesdo nos animais, a mesma foi mensurada
semanalmente durante todo o tratamento e registradas por fotografia. Foi observado na primeira
semana um aumento da area da lesdo em todos os grupos, com aumento significativo para o grupo
tratado com pomada de D. ambrosioides e associagdo de compostos, quando comparados ao grupos
tratado com antimonial (Figura 10A). A partir da segunda semana, todos os grupos passaram a
apresentar reducdo da area da lesdo (Figura 10B, 10C). Ja na quarta semana, observou-se aumento
da area da lesdo em todos os grupos, exceto no grupo de D. ambrosioides (Figura 10D). Ao
acompanhar o desenvolvimento da lesdo entre as quatro semanas, observou-se que o grupo tratado
com pomada de D. ambrosioides, apresentou redugao significativa da area da lesdo, entre a segunda

e quarta semana de tratamento (Figura 11).
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Figura 10. Efeito do tratamento com a Pomada de D. ambrosioides em lesoes induzidas por L. amazonensis. As
lesdes foram mensuradas semanalmente com auxilio de um paquimetro digital. Foram feitas as medidas do diametro
vertical e horizontal, onde foi calculada o delta da area da lesdo utilizando a média aritmética das duas medidas. A)
Primeira semana de tratamento; B) Segunda semana de tratamento; C) Terceira semana de tratamento; D) Quarta
semana de tratamento. Grupo Base: Tratado com pomada base. Grupo Sb*3: grupo tratado com antimonial
pentavalente. Grupo D.a: tratado com pomada de mastruz. Grupo D.a + Sb*3: grupo tratado com associacio de
compostos.

(*) Indica p < 0,05 entre o grupo tratado com pomada base. (#) Indica p < 0,05 entre o grupo tratado com Sb*,
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Figura 11. Efeito do tratamento com a Pomada de D. ambrosioides em lesdes induzidas por L. amazonensis. Média
da area da lesdo analisado a cada semana ¢ em todos os grupos que receberam tratamento ou nio.
(*) Indica p < 0,05 em relagdo a segunda e quarta semana, no grupo tratado com pomada de mastruz (D.a).

5.8 O tratamento com pomada de D. ambrosioides reduz a carga parasitaria no linfonodo

dos animais que receberam tratamento

O ensaio da Dilui¢do Limitante demonstrou uma redugao da carga parasitaria no linfonodo
cervical ao identificar menor quantidade de formas viaveis de promastigota na cultura de sete
(Figura 12A) e quatorze dias (Figura 12B), dos grupos tratados com pomada de mastruz e

associacdao de compostos, quando comparados ao grupo que recebeu tratamento com antimonial

pentavalente (Sb*?).
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Figura 12. Avaliacio da carga parasitaria do linfonodo drenante dos camundongos que receberam tratamento
ou nao. Camundongos Balb/c infectados por L. amazonensis ¢ tratados com pomada base (Base), antimonial
pentavalente (Sb™), pomada de mastruz (D.a) ou associagdo de compostos, sendo pomada de mastruz e antimonial
pentavalente (D.a + Sb*®). Estes animais tiveram linfonodo cervical retirado, pesados, macerados e homogeneizados e
realizada 12 dilui¢des em placas de 96 pogos para avaliagdo da carga parasita no 7° (A) e 14° (B) dia apds o fim do
tratamento. (#) Indica p < 0,05 entre o grupo tratado com Sb™

5.9  Avaliacao histopatologica das lesoes

Para determinar a abrangéncia das lesdes histologicas que ocorreram na orelha direita dos
animais infectados e tratados, além de outros pardmetros que permitam caracterizar um processo
inflamatorio, foram feitas laminas com o material coletado ¢ corado com hematoxilina e eosina.
Os parametros analisados indicaram alteracdes histopatologicas variadas nos diferentes grupos.

Apo6s avaliagdo histopatologica no 30° dia de tratamento, o grupo tratado com pomada de
mastruz, demonstrou aumento do infiltrado celular quando comparado ao grupo tratado com
antimonial. Este mesmo grupo também apresentou a menor area da lesdao e aumento do edema, em
relagcdo ao grupo tratado com pomada base. Em relagdo ao nimero de células parasitadas, o grupo
tratado com associacdo de compostos, apresentou diminuicao em relagdo ao grupo tratado com

pomada base (Tabela 7).
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Tabela 7. Escore clinico da orelha de camundongos infectados com Leishmania amazonensis e
com os diferentes tipos de tratamento. Camundongos Balb/c infectados por L. amazonensis ¢
tratados com pomada base (Base), antimonial pentavalente (Sb**), pomada de mastruz (D.a) ou
associacdo de compostos, sendo pomada de mastruz e antimonial pentavalente (D.a + Sb™).

ESCORE Base Sb*s D.a D.a + Sb**
Infiltrado 2,8+0,4 22+04 3+0" 24+0,5
Extensdo da lesdo 3£0 2,4+0,5 2,2+0,4" 2,4+0,5
Célula parasitada 29+0,3 22+04 2,6 0,5 1,9+0,8"
Edema 0,6 +0,8 1,8+0,4 2,6+0,5 2+0,7
Acantose 0,4+0,5 ND 1+£1 1+0,7
Necrose 2,2+0,4 1,4+0,5 240 1,6 £0,5

(*) Indica p < 0,05 em comparagio ao grupo tratado com pomada base.
(#) Indica p < 0,05 em comparagdo ao grupo tratado com Sb™.

A coloragdo de Tricromico de Masson, foi utilizada para identificagdo da deposi¢do de
colageno no espago da lesdo caracterizando o processo de reestruturacdo do tecido. O grupo tratado
com pomada de mastruz, apresentou aumento na deposi¢do de colageno em relacdo ao grupo

tratado com antimonial (Tabela 8).

Tabela 8. Escore clinico das laminas coradas com Tricromico de Masson. Identificacdo da
deposicao de coldgeno nos grupos tratados. Camundongos Balb/c infectados por L. amazonensis e
tratados com pomada base (Base), antimonial pentavalente (Sb**), pomada de mastruz (D.a) ou
associa¢do de compostos, sendo pomada de mastruz e antimonial pentavalente (D.a + Sb™).

ESCORE Base Sb+s D.a D.a + Sb*®

Colageno 1,6 £ 0,5 1,2+ 0,4 2,6 +0,5" 1,6 £ 0,5

(#) Indica p < 0,05 em comparagdo ao grupo tratado com Sb™.
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Figura 13. Fotomicrografias dos cortes histolégicos das orelhas infectadas apés 28 dias de tratamento. Os parametros Extensdo da lesdo, Infiltrado
celular e células parasitadas, foram coradas com hematoxilina e eosina. Para identificagdo do colageno, as laminas foram coradas com Tricromio de massom.
Nas colunas estdo dispostos os grupos, e nas linhas estao dispostos os parametros de analise.
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5.10 Efeito do tratamento com pomada de D.ambrosioides sobre o peso dos orgaos
linféides e da orelha direita

Ao final das quatro semanas de tratamento, os grupos tratados com pomada de
D.ambrosioides ¢ associacdo de compostos, apresentaram aumento no peso do linfonodo
cervical quando comparados ao grupo que recebeu tratamento com o antimonial pentavalente
(Figura 14A).

No bago, o grupo tratado com pomada de D.ambrosioides apresentou aumento de peso
do orgdo, em relagdo aos controles positivo e negativo (Figura 14B).

Em relacdo ao peso da orelha dos animais, o grupo Sb™ e o grupo D.a, apresentaram
aumento no peso quando comparado ao grupo com tratamento com a pomada base ¢ houve
diminui¢do no peso do grupo tratado com associagdo dos compostos em relacdo ao grupo

tratado com antimonial pentavalente (Figura 14C).
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Figura 14. Peso dos orgaos linfoides e da orelha dos animais que receberam tratamento. Camundongos Balb/c
infectados por L. amazonensis e tratados com pomada base (Base), antimonial pentavalente (Sb*3), pomada de
mastruz (D.a) ou associa¢do de compostos, sendo pomada de mastruz e antimonial pentavalente (D.a + Sb™). A)
Peso do linfonodo cervical dos animais, dos grupos tratados. B) Peso do baco dos animais dos grupos tratados. C)
Peso da orelha direita dos animais dos grupos tratados. (*) Indica p < 0,05 em comparagio ao grupo tratado com
pomada base. (#) Indica p < 0,05 em comparagdo ao grupo tratado com Sb*
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5.11 Efeito do tratamento da pomada de D.ambrosioides e antimonial pentavalente
sobre a celularidade do érgaos linfoides e orelha dos animais

Para verificar a influéncia do tratamento com pomada de D. ambrosioides, sobre a
celularidade, foi realizada contagem total de células dos tecidos da medula, linfonodo, bago,
peritonio e orelha direita. Os grupos tratados com antimonial pentavalente, pomada de D.
ambrosioides e associagdo de composto apresentaram um aumento do numero de células em
relagdo ao grupo sem infec¢ao (denominado sadio) na medula.

No linfonodo, os grupos pomada de D. ambrosioides e associagdo de composto,
apresentaram um aumento do niimero de células quando comparados aos animais tratados com
antimonial pentavalente, e este teve uma diminui¢ao de células em relacdo ao grupo tratado
com pomada base.

O grupo tratado com a associagcdo de compostos apresentou diminui¢do do niimero de
células no baco em relagdo ao grupo sadio. O mesmo grupo com associacao de compostos ainda
apresentou diminui¢do do nimero de células na lesdo, quando comparado ao grupo tratado com
antimonial pentavalente.

A orelha dos animais apresentou uma diminui¢do na celularidade do grupo associacao
de compostos em relacdo ao grupo tratado com antimonial pentavalente, no entanto esse mesmo
grupo, teve um aumento de celularidade em relagdo ao grupo tratado com pomada base (Tabela

9).

Tabela 9. Contagem total de células (10%’mL) dos animais que receberam tratamento ou nio com
pomada de D. ambrosioides e Antimonial pentavalente. Camundongos Balb/c infectados por L.
amazonensis ¢ tratados com pomada base (Base), antimonial pentavalente (Sb*), pomada de mastruz
(D.a) ou associagdo de compostos, sendo pomada de mastruz e antimonial pentavalente (D.a + Sb*?).
Estes animais tiveram as células da medula, linfonodo, bago, periténio e da lesdo contabilizados. Os
dados foram apresentados (media + o desvio padrdo) p < 0,05 em relagdo aos demais grupos.

Local Sadio Base Sb+s D.a D.a + Sb*®

Medula 22404 29408 4,0 £0,7° 39+12 3,6 +£0,7

(10%/mL)

Linfonodo ND 48,6+17,7  250+84" 51,1+132% 49,5+ 16,5

(10/mL)

Baco ?
55+ 11,1 51,5+14,6  44,1+123 52,7+26,7 37,7+6,7

(10/mL)

Peritonio 54+12 54+£22 47423 5,5+2.8 59+14

(10/mL)

Orelha ND 59+25 14,7 +3.4 10,1 +2,7 7,3+2,7*

(10/mL)

(a) Indica p < 0,05 em comparagdo ao grupo sadio. (*) Indica p < 0,05 em comparagdo ao grupo tratado com
pomada base. (#) Indica p < 0,05 em comparagdo ao grupo tratado com Sb*>. (ND) Nio identificado.
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5.12 Imunofenotipagem

Para caracterizar a populacdo celular identificada na contagem total, foi realizado a
Imunofenotipagem das células do linfonodo cervical, bago, lavado peritoneal e células da lesao.

A frequéncia relativa da populagdao de macréfagos no linfonodo se manteve semelhante
em todos os grupos (Figura 15A) demonstrando que o tratamento ndo alterou a populacao de
macrofagos mas sim, a populagdo total de células do 6rgdo, ao observar a contagem absoluta
(Figura 15B) onde também os grupos tratados com pomada de mastruz e associacdo de
compostos apresentaram o maior numero de células em relacdo ao grupo tratado com
antimonial pentavalente. Quando analisados pela dupla marcagdo CD86/iNOS (Figura 15C)

ou CD80"/iNOS" (Figura 15D) mostrou que a maioria dos macrofagos nio estavam ativados.
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Figura 15. Populacio de macréfagos no linfonodo cervical caracterizados por imunofenotipagem.
Camundongos Balb/c infectados por L. amazonensis e tratados com pomada base (Base), antimonial pentavalente
(Sb*), pomada de mastruz (D.a) ou associagio de compostos, sendo pomada de mastruz e antimonial pentavalente
(D.a+Sb™). A) Populagdo de macrofagos por contagem relativa (%). B) Populagio de macrofagos por contagem
absoluta (10%/mL). C) Dupla marcagéo de ativagdo CD86/iNOS. D) Dupla marcagdo de ativagio CD80/iNOS.
(*) Indica p < 0,05 entre o grupo tratado com pomada base.

(#) Indica p < 0,05 entre o grupo tratado com Sb*>.

No total de linfécitos, CD3" (10®/mL) do linfonodo cervical, o tratamento com pomada
de mastruz e associacdo de compostos, aumentou o nimero de linfocitos nos grupos tratados

com a associacdo da pomada de mastruz e o antimonial pentavalente (Figura 16B).
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Em relagdo a populagio de linfocitos T (CD4" ¢ CD8"), ndo houve diferenga entre os
grupo dessas populacdes (Figura 16C e 16D), apesar de observarmos um maior nimero de
Linfocitos T CD4. Quanto a dupla marcacdo analisada, identificou-se que a maioria dos

Linfocitos T CD4 nao estavam ativados (Figura 16E).
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Figura 16. Populacio de Linfocitos T no linfonodo cervical caracterizados por imunofenotipagem.
Camundongos Balb/c infectados por L. amazonensis e tratados com pomada base (Base), antimonial pentavalente
(Sb*), pomada de mastruz (D.a) ou associa¢do de compostos, sendo pomada de mastruz e antimonial pentavalente
(D.a+Sb*). A) Populagio de Linfocitos T por contagem relativa (%). B) Populagdo de Linfécitos T por contagem
absoluta (10%mL). C) Determinagio da populacio de Linfécitos T auxiliares (CD3"CD4") de todos os grupos que
receberam tratamento ou ndo. D) Determinagdo da populagdo de Linfocitos T citotoxico (CD3*CD8"). E)
Determinagio da populagdo de Linfocitos T helper ativados (CD3"CD4"CD28").

(#) Indica p < 0,05 entre o grupo tratado com Sb*>.
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A contagem relativa e absoluta de macrofagos no peritonio, mostra uma redugdo na
populagdo de macrofagos em virtude de uma baixa expressio de CD14", o que talvez ndo
remeta a um efeito do tratamento, pois os demais grupos mantiveram expressao semelhante, de
macrofagos, com o grupo que nao recebeu tratamento (Figura 17A e 17B).

A presenga de macrofagos duplamente marcados, mostra a maior quantidade para

células ndo ativadas (Figura 17C e 17D).
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Figura 17. Populacio de Macréfagos no lavado peritoneal caracterizados por imunofenotipagem.
Camundongos Balb/c infectados por L. amazonensis e tratados com pomada base (Base), antimonial pentavalente
(Sb*5), pomada de mastruz (D.a) ou associa¢do de compostos, sendo pomada de mastruz e antimonial pentavalente
(D.a+Sb™). A) Populagdo de macrofagos por contagem relativa (%). B) Populagio de macrofagos por contagem
absoluta (10%/mL). C) Dupla marcagdo de ativagio CD86/iNOS. D) Dupla marcagio de ativagdo CD80/iNOS.
(*) Indica p < 0,05 entre o grupo tratado com pomada base.

(#) Indica p < 0,05 entre o grupo tratado com Sb+5.

A contagem relativa da populacdo de linfocitos identificados no bago, revelou uma
diminui¢do dessas cé€lulas no grupo tratado com pomada de mastruz ao ser comparada aos
grupos tratados com pomada base e antimonial pentavalente (Figura 18A) e em sua contagem
absoluta, houve uma reducdo de linfocitos T em todos grupos tratados em relagdo ao grupo com
pomada base (Figura 18B)

Ao ser identificada a populagio de Linfocito T CD4", essa mostrou uma diminuicdo de

células no grupo tratado com pomada de mastruz (Figura 18C). No entanto, a dupla marcagao
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analisada (CD4/CD?28), identificou que a maioria dos Linfécitos T CD4 nao estavam ativados

(Figura 18E).

A
B
407 159
30 I i |
T I # E 10 |
&
[=} *
20+ = * &
& s [
104 o
0 T T T
0 — T Ts 5 Limpo Base Sb*5
Limpo Base Sb D.a D.a+Sb
(0} D
1004 30+ 5
80 _X
* — 20
iy & =
+
40 =
[&] 104
20- m
0 T T T 0 T T 5 5
Limpo Base sb*d D.a D.aSb*? Limpo Base Sb™ D.a D.a+ Sb"
E
1504
1004
50
-~
Limpo Base Sb*® Mastruz Mastruz+Sb *3
[ CD4+ CD28-
Bl CD4+ CD28+
@ CD4- CD28+

Figura 18. Populacao de Linfécitos no baco caracterizados por imunofenotipagem. Camundongos Balb/c
infectados por L. amazonensis e tratados com pomada base (Base), antimonial pentavalente (Sb*>), pomada de
mastruz (D.a) ou associa¢do de compostos, sendo pomada de mastruz e antimonial pentavalente (D.a + Sb*). A)
Populacdo de Linfocitos T por contagem relativa (%). B) Populagdo de Linfécitos T por contagem absoluta
(10%mL). C) Determinagdo da popula¢io de Linfocitos T auxiliares (CD3"CD4") de todos os grupos que
receberam tratamento ou nfo. D) Determinagdo da populagdo de Linfocitos T citotoxico (CD3*CD8"). E)
Determinagéo da populagdo de Linfocitos T helper ativados (CD3"CD4"CD28").

(*) Indica p < 0,05 entre o grupo tratado com pomada base.

(#) Indica p < 0,05 entre o grupo tratado com Sb*,
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Na contagem do total de células presentes na lesdo, houve uma redugdo no grupo
tratados com pomada de mastruz em relagdo a pomada base e ao antimonial pentavalente, € no
grupo associacdo de compostos em relacdo ao grupo tratado com antimonial pentavalente
(Figura 19A).

Ao se determinar a populagdo de macréfagos, por tamanho e complexidade, observou-
se uma redu¢do nos grupo tratados com pomada de mastruz e associagdo de compostos, em
relagdo ao grupo antimonial pentavalente e também o grupo mastruz em relagdo ao grupo
pomada base (Figura 19B).

Partindo da maior populacdo de marcadores identificados na amostra, observou-se um
aumento na expressao de CD86, molécula constitutiva do macrofago, no grupo tratado com
pomada de mastruz em relagdo aos controles e no grupo associagdo de compostos em relacao
ao grupo antimonial pentavalente (Figura 19C). Em relacdo ao CD80, molécula induzivel no
macrofago, houve um aumento no grupo tratado com pomada de mastruz em relacdo ao grupo
pomada base e no grupo associa¢ao de compostos, em relagdo ao grupo antimonial pentavalente
(Figura 19E).

Na dupla marcagdo para macrofagos e produgdo de iNOS (CD14/iNOS), referente ao
painel para CD86, o modelo também sugere a presenga de uma outra célula produzindo iNOS
(CD14-/iNOS+). Entretanto o grupo pomada de mastruz apresentou a maior presenga de
macrofagos expressando iNOS (CD14+/iNOS+) em relacdo aos demais grupos (Figura 19D).
O mesmo foi observado no painel oriundo do painel do CD80, quando o grupo pomada de
mastruz apresentou a maior populagdo de macrdofagos ativados em relagdo aos grupos controles

(Figura 19F).
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Figura 19. Populacao de Macroéfagos na lesao caracterizados por imunofenotipagem. Camundongos Balb/c
infectados por L. amazonensis e tratados com pomada base (Base), antimonial pentavalente (Sb*>), pomada de
mastruz (D.a) ou associagdo de compostos, pomada de mastruz e antimonial pentavalente (D.a + Sb*™). A) Numero
de células(10°) quantificadas na lesdo. B) Populagdo de macrofagos identificados por morfometria (SSCxFCS). C)
Determinagdo da populagdo marcada pelo CD86. D) Dupla marcago da populagdo CD14/iNOS, a partir do painel
do CD86. Grupo D.a apresentou p < 0,05, entre os demais grupos para CD14"/iNOS™. E) Determina¢do da
populagdo marcada pelo CD80. F) Dupla marcagdo da populagdo CD14/iNOS, a partir do painel do CD80. Grupo
D.a apresentou p < 0,05, entre os grupos controles, para CD14/iNOS”.

(*) Indica p < 0,05 entre o grupo tratado com pomada base.

(#) Indica p < 0,05 entre o grupo tratado com Sb+5.
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5.13 Tratamento com pomada de mastruz e antimonial pentavalente, aumenta a

producéo de Oxido Nitrico

Houve um aumento espontaneo na producao de 6xido Nitrico peritoneal, no grupo
tratado com associacao de compostos em relagdo aos demais grupos que receberam tratamento
ou ndo. A partir do reestimulo com extrato de D. ambrosioides, houve aumento de producao
de NO em todos os grupos, com diferenca significativa entre o grupo tratados com antimonial

pentavalente e o grupo tratado com associagdo de compostos (Figura 20).
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Figura 20. Quantificacdo da producdo de 6xido nitrico em macréfagos peritoneais. Camundongos Balb/c
infectados por L. amazonensis e tratados com pomada base (Base), antimonial pentavalente (Sb*>), pomada de
mastruz (D.a) ou associagdo de compostos, sendo pomada de mastruz e antimonial pentavalente (D.a + Sb™).
Macrofagos de camundongos Balb/c foram cultivados na presenga ou ndo de extrato hidroalcéolico de D.
ambrosioides. Apods 48 horas de cultura, o sobrenadante foi colhido para determina¢do da produgdo de 6xido
nitrico (NO). (*) Indica p < 0,05 em relagdo entre os grupos.

5.14 Efeito do tratamento com pomada de mastruz e antimonial pentavalente sobre a

producio de citocinas inflamatdrias

Como o perfil da Leishmaniose Tegumentar ¢ caracterizado por uma inflamagao
cronica, investigamos algumas citocinas que estdo envolvidas nesse processo. Foram dosadas
as citocinas IL-6, IL-12, TNF-a, IFN-y, IL-10 e MCP1 no sobrenadante da cultura de células
obtidos do lavado peritoneal. As mesmas citocinas também foram dosadas, apds as células

serem reestimuladas com extrato de D. ambrosioides.
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Os dados mostram uma redugao da citocina IFN-y no grupo ndo estimulado tratado com
associacdo de compostos e aumento em todos os grupos apos serem reestimulados com mastruz
(Figura 21A).

A citocina IL-10 teve aumento espontaneo, no grupo tratado com pomada de mastruz
em relagdo ao grupo tratado com antimonial pentavalente, e apos serem reestimulados, todos
0s grupos tiveram aumento desta citocina, apesar de ndo apresentar diferencga entre os grupos
(Figura 21B).

Houve aumento de TNF-a em todos os grupos, em relagdo aos grupos nao estimulados
(Figura 21C).

Observamos aumento da citocina IL-12 nos grupos tratados com pomada de mastruz e

associagdo de compostos em relagdo ao grupo tratado com pomada base, € apos o reestimulo,

todos os grupos tiveram aumento de IL-12, exceto o grupo pomada base (Figura 21D).
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Figura 21. Quantificacdo da producdo de citocinas de células obtidas do peritonio de camundongos
infectados por Leishmania (Leishmania) amazonensis e tratados com pomada de Dysphania ambrosioides.
Camundongos Balb/c infectados por L. amazonensis e tratados com pomada base (Base), antimonial pentavalente
(Sb*), pomada de mastruz (D.a) ou associagdo de compostos, sendo pomada de mastruz e antimonial pentavalente
(D.a + Sb™). Os grupos foram analisados pela produgio espontinea de citocinas (Espontineo) e também depois
de estimulados com extrato de Dysphania ambrosioides (D.ambrosioides).

(*) Indica p < 0,05 em relag@o entre os grupos.
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6. DISCUSSAO

Extratos vegetais tem sido amplamente utilizados como produtos finais ou
intermediérios para obtencéo de diferentes formas farmacéuticas (SILVA JUNIOR et al., 2011).
Os extratos proporcionam, em pequenas quantidades e numa forma fisica estavel e conveniente,
a a¢do medicinal e caracteristica da espécie vegetal que procedem (ANSEL et al., 2000). O
extrato hidroalcoolico obtido das folhas secas da D. ambrosioides utilizado neste trabalho, foi
submetido a uma triagem para identificacdo de sua atividade leishmanicida e da concentragao
capaz de inibir 50% das formas promastigotas. Ap6s contagem das formas promastigotas
mantidas 24 horas em cultura e em cinco diferentes concentragdes, o extrato apresentou
atividade leishmanicida com ICso de 250 pg/mL (Figura 7), podendo ser classificado como
Extrato Ativo, segundo uma classificagdo proposta por Amaral et al.,(2006) que classificaram
a acdo de extratos vegetais sobre parasitos flagelados, com base em valores de ICso da seguinte
forma: altamente ativo (ICso < 100 pg/mL), ativo (100 < ICso < 250 pg/mL), moderadamente
ativo (250 < ICso < 500 pg/mL) e inativo (ICso > 500 ng/mL). Esta mesma classificagdo se
adequa ao ICso obtido por Bezerra et al., (2006) que obtiveram um IC50 de 151,9 pg/mL da
mesma espécie vegetal, tendo sido caracterizado também como Extrato Ativo.

A fim de observarmos o tipo de morte celular do parasito apds contato direto com extrato
de D. ambrosioides, as formas promastigotas foram marcadas com lodeto de Propidio e
Anexina V. A Anexina V consiste em uma molécula com afinidade a fosfatidilserina, a qual
nas etapas iniciais da apoptose € exteriorizada através da membrana plasmatica (BRITA et al.,
2014; DESOTI et al., 2012). O lodeto de Propidio, por ser uma macromolécula impermeavel
a célula viavel, se liga fortemente aos 4acidos nucleicos de células que estdo com a
permeabilidade seletiva da membrana plasmatica comprometida, caracterizando a necrose
(KROEMER; GALLUZZI; BRENNER, 2007). Em analise por microscopia de fluorescéncia,
foi demostrada a atividade leishmanicida do extrato nas trés concentracdes a partir do ICso
(250pg/mL, 125png/mL e 62,5ug/mL) sendo a concentragdao de 250 pg/mL, a responsavel pelo
maior nimero de células mortas (Figura 8) quando essas apresentaram fendtipo compativel com
a morte celular por necrose, caracterizado pela dupla marca¢do de Anexina V e lodeto de
Propidio (Figura 9).

A caracterizagdo quimica ¢ de suma importancia para o estudo de uma espécie vegetal,
pois a partir disso, pode-se compreender a caracteristica do extrato através dos seus
constituintes. A partir da caracterizagdo quimica realizada em nosso extrato hidroalcodlico de

D. ambrosioides, dentre os dezesseis compostos identificados, a maioria foram compostos
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fenolicos do tipo flavondides como a quercetina e kaempferol (Tabela 2), atribuindo ao extrato
um carater antioxidante (KUMAR et al.,2007; BARROS et al., 2013; ZOHRA et al.,2019)
devido a caracteristicas deste composto. Um extrato com caracteristicas antioxidante reduz a
eliminagdo de radicais livres, sendo eficaz no tratamento de distirbios mediados pelo estresse
oxidativo (AYAZ, 2017) o que também caracteriza a patogénese de varias doengas parasitarias
como as causadas por Leishmania spp (BILDIK et al.,2004; BRITTI et al.,2008).

Vale ressaltar que muitas das propriedades da espécie D.ambrosioides, como cura
hipotensiva, imunomoduladoras, antimicrobianas e analgésicas, sao atribuidas a presenca dos
flavondides (IBRAHIM et al.,2007) e como Hironori (1996) e Rane (2003) ja afirmavam,
componentes quimicos como flavondides também sdo conhecidos por promover a cicatrizagao
de feridas, em especial quando utilizadas topicamente.

A atividade antiprotozoario dos flavonoides ¢ geralmente associada a inibigdo do
metabolismo energético, ruptura das membranas mitocondriais, entre outras (TASDEMIR et
al.,2006). Compostos fenolicos, também como a quercetina, podem atuar na membrana celular
dos parasitos, promovendo sua lise (MIRANDA et al.,2013), o que foi sugerido em nosso
trabalho, ao observar a marcacdo das formas promastigotas com Anexina V e lodeto de propidio
indicando a atividade leishmanicida do extrato, alterando a estrutura da membrana e expondo
o meio intracelular, reduzindo a viabilidade das formas promastigotas, com concomitante morte
do parasito por necrose.

A investigagao farmacéutica de produtos naturais representa uma importante estratégia
para a descoberta e desenvolvimento de novos medicamentos (TIUMAN et al., 2011) para o
tratamento de doencas tropicais negligenciadas, especialmente contra protozoarios parasitos
(SINGH et al., 2014). O uso de extratos vegetais, faz parte da pratica da medicina popular que
complementa o tratamento usualmente empregado, para a populagdo de menor renda
(BRUNING et al., 2012) e também devido ao facil acesso a essas espécies vegetais. A partir
dessa realidade, baseado nas atividades biologicas ja testadas experimentalmente do extrato de
D. ambrosioides e buscando avaliar o efeito leishmanicida e cicatrizante em modelo
experimental, desenvolvemos uma pomada de D. ambrosioides a 25% manipulada a partir da
incorporacdo do extrato bruto liofilizado, a pomada Lanolina e Vaselina que além da sua
capacidade de estabilidade, foi escolhida por sua caracteristica de absorver 4gua adicional e sua
natureza oleosa promovendo assim uma base com fungao protetora € emoliente, protegendo o
local da lesdo (BRASIL, 2011).

Ao desenvolver uma nova formulagdo a base de produtos naturais, ¢ imprescindivel que

essa seja aprovada em analises que testifiquem sua estabilidade e indice de contaminacao por
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microrganismo. Em virtude disso, formulagdes com extratos vegetais devem apresentar
compatibilidade entre seus constituintes que promovam um produto final com boa aparéncia
que estimule seu consumo pelo paciente além de apresentar estabilidade (BARROS, 2010).

Antes dos Testes de Estabilidade da pomada de D. ambrosioides serem iniciados, foi
realizado o Teste de Centrifuga¢do com a finalidade de identificar possiveis instabilidades entre
seus componentes (ANVISA, 2008). Nao foram encontrados sinais de instabilidade apds os
periodos de diferentes rotagdes.

A partir deste resultado, prosseguimos com os Testes de Estabilidade Preliminar e
Acelerada. Ap6s 0 armazenamento e observacdo até o nonagésimo dia, a pomada apresentou
consisténcia e nenhuma alteragdes significativas nos aspectos observados como cor e odor,
mostrando uma plausivel compatibilidade entre os compostos empregados (Tabela 3).

A medida do potencial hidrogenionico obtida diretamente sobre as amostras de pomadas
armazenadas até noventa dias, apresentou uma faixa de variacdo de 5,85 a 5,9, se mostrou
relativamente estavel frente as trés condigdes testadas (Tabela 5). Apesar de apresentar
pequenas alteragdes no pH, a pomada de D. ambrosioides pdde ser considerada propria para
uso uma vez que ¢ condizente com o pH médio cutdneo que mostra-se levemente acidificado
numa faixa de 5,5 a 6,5 (ISSAC, 2008).

Em funcdo da origem das espécies vegetais, muitos microrganismos como bactérias e
fungos podem estar presentes, devido a fontes de contaminagdo como poluicdo da adgua de
irrigacdo, solo, coleta (TAKAHASH et al., 2009). Estes itens devem ser considerados no
controle microbiologico de produtos naturais por gerarem contaminagdo além do preconizado
pela Farmacopéia como “niimero de microrganismos vidveis”.

Um fator importante na produgdo e utilizacdo de farmacos ¢ o controle da qualidade
microbioldgica, o que gera confiabilidade na qualidade do produto comercializado. Desse
modo, produtos farmacéuticos de uso oral e tdpico, que ndo tem como requerimento a
esterilidade, devem sujeitar-se ao controle de contaminagdo microbioldgica, ou seja, que
atendam aos limites aceitaveis para microrganismos (BRASIL, 2010; DA SILVA et al., 2015).

Com esse pressuposto, foi realizado o teste de analise microbiologica da pomada de D.
ambrosioides e em todos os diluentes utilizados neste teste, como PBS, solucao salina, além da
pomada base de lanolina e vaselina e extrato bruto do vegetal. Os mesmos ao serem cultivados
em meio Agar Sabourand e meio Agar Miller Hinton, apenas as culturas do extrato e da pomada
de D. ambrosioides apresentaram crescimento microbiologico e de acordo com os limites de

aceitabilidade recomendado pela RDC n° 481 (Tabela 4) (ANVISA, 1999).
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Ao analisarmos as formas e os tipos dos microrganismos, pela coloracdo de Gram, em
algumas colonias isoladas crescidas nas placas de cultivo, ndo foi observado crescimento de
cepas patogénica (Tabela 6).

Partindo dos resultados dos ensaios de estabilidade e controle microbioldgico onde nao
se detectou sinais de instabilidade e contaminagdo do produto manipulado, prosseguiu-se para
os testes bioldgicos afim de investigar a eficacia da pomada no tratamento de lesdes provocadas
por L. amazonensis. Vale lembrar, que ulceras induzidas de forma semelhante quando foram
tratadas intralesionalmente com oleo de D. ambrosioides apresentaram reducao significativa
(Monzote, 2014), bem como quando tratadas com pomada de D. ambrosioides a 5%, (Sousa,
2015). Em nosso trabalho apesar de identificarmos o aumento da area da lesdo nos grupos
tratado com pomada de mastruz e o associacdo de compostos, na primeira semana de
tratamento, em relagdo ao grupo antimonial (Figura 10A), observamos a diminui¢do da area em
todos os grupos no decorrer da segunda e terceira semana (Figura 10B e 10C). E na quarta
semana de tratamento, o grupo tratado com pomada de mastruz, apresentou a menor area da
lesdo em relag@o aos grupos controles (Figura 10D).

Além de avaliarmos o desenvolvimento da lesdo, também acompanhamos a infec¢ao
por L. amazonensis através da verificacdo da carga parasitaria pelo teste de Diluigdo Limitante
no sétimo e décimo quarto dia de cultura do linfonodo drenante, realizada apds eutanasia dos
animais ao fim do tratamento. Esta técnica permite determinar o numero de parasitos viaveis,
presentes num determinado local, através de diluicdes seriadas. Observou-se a diminui¢do da
carga parasitdria nos grupos tratados com pomada de D. ambrosioides e associagdo de
compostos nos dois periodos avaliados, em relagdo ao grupo tratado com antimonial
pentavalente (Figura 12A e 12B). Fato semelhante foi visto por Patricio et al., (2008), onde o
uso de HCE (Extrato hidroalcodlico de D. ambrosioides) via intralesional, reduziu a carga
parasitaria dos 6rgdos linfoides de camundongos infectados com L. amazonensis no entanto nao
foi capaz de reduzir a area da lesdo, ou ainda quando através do tratamento oral, diminuiu a
area da lesdo, mas ndo teve efeito sobre a carga parasitdria, o que mostra que apesar de
parecerem controversos, esses resultados corroboram para o fato que a reducdo da carga
parasitaria ndo necessariamente reduz a area da lesdo, ou vice-versa.

O processo de cicatrizagdo envolve uma série de processos inflamatorios desencadeando
uma proliferagdo celular com remodelamento tecidual. Para que isto ocorra de forma eficaz,
processos celulares e molecular precisam ocorrer concomitantemente, visando o
restabelecimento estrutural e funcional do tecido danificado (RAINA et al.,2008; AFONSO et

al.,2014; ARNOLD et al., 2014). Os dados histoldgicos guardam certa relagdo com alteragdes
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caracteristicas de um quadro inflamatério, em virtude disso, esses dados também foram
analisados a fim de avaliar a eficdcia do tratamento com a pomada de mastruz sob ulceras
leishmanioticas que caracterizam um quadro inflamatério crénico. O grupo tratado com a
pomada de mastruz apresentou o maior escore em relacao ao edema e ao infiltrado celular. O
edema ocorre devido ao aumento da permeabilidade vascular que causa exsudagdo de liquido
rico em proteinas (NASCIMENTO, K.A.F, 2014).

O infiltrado de leucocitos desempenha um importante papel na secrecdo de citocinas e
no recrutamento de queratindcitos e células endoteliais, durante a fase de reparo celular
(SILVA, 2016). Este mesmo fato foi observado em nosso trabalho ao percebermos que o grupo
tratado com pomada de mastruz apresentou aumento de infiltrado em rela¢do ao grupo tratado
com antimonial (Tabela 7).

Em relagdo ao escore de células parasitadas, observou-se uma reducao significativa no
grupo tratado com associacdo de compostos ao se comparar ao grupo tratado com pomada base,
sendo este efeito possivelmente oriundo do tratamento complementar de antimonial
pentavalente com pomada de mastruz, j4 que os tratamentos isolados apresentaram nimero
maior de células parasitadas (Tabela 7).

Ao observar o escore de Extensao da lesdo, o grupo tratado com a pomada de mastruz
foi o grupo que apresentou a menor area de lesdo (Tabela 7), o que ratifica os nossos dados
sobre o acompanhamento do tamanho da area da lesdo, sendo o grupo tratado com pomada de
mastruz, o grupo que apresentou a reducdo da area. O mesmo foi observado por Sérvio et
al.(2011) ao constatar a cicatrizacdo de feridas cutaneas abertas em ratos tratados com extrato
aquoso de D. ambrosiodes. Este fato sugere melhores resultados em nosso trabalho, tendo em
vista que foi utilizado um extrato hidroalcodlico de D. ambrosioides que provavelmente
relaciona-se aos distintos metabolitos obtidos nas extragdes aquosa e etanolica, o que confere
maior atividade aos extratos etanolicos quando comparados aos aquosos (COWAN, 1999;
SANCHES et al.,2005).

A cicatrizagdo de feridas consiste num processo de quatro fases: hemostasia,
inflamacao, proliferacao e remodelacdo (KESICI et al.,2018). A deposi¢do de coldgeno ocorre
na fase proliferativa e possui grande importancia clinica (NASCIMENTO K.A F., 2014). Os
nossos dados referentes a deposi¢ao de colageno nos mostra sua maior deposicdo no grupo
tratado com pomada de mastruz em relagdo aos grupos controles (Tabela 8) resultado este,
também identificado por Sousa et al., (2015), o que complementa os nossos dados em relagao
ao tamanho da area da lesdo que se mostrou menor neste mesmo grupo (Figura 12D), tendo em

vista que a deposi¢do de colageno acompanha o remodelamento tecidual.
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Para avaliacdo do estado geral dos animais que receberam o protocolo de tratamento,
foi realizada a contagem global da medula, linfonodo, bago, peritonio e lesdo (Tabela 9). Esses
dados podem ser complementares quando comparamos com o peso desses mesmos 0rgaos dos
grupos que receberam tratamento (Figura 14A, 14B e 14C).

Com relagdo ao efeito dos tratamentos sobre a contagem total de células nos 6rgaos, o
linfonodo cervical apresentou um aumento de células no grupo tratado com pomada de mastruz
e no grupo com associacdo de compostos em relacdo ao grupo tratado com antimonial
pentavalente, podendo-se inferir que o tratamento com pomada de mastruz induziu o aumento
de células no linfonodo drenante. E ao abordar o nimero de células na lesdo, observamos uma
diminui¢do nos grupos de pomada de mastruz e associagdo de compostos, apresentando
diferenga significativa apenas entre o grupo com associacdo de compostos e antimonial
pentavalente, mostrando que o tratamento com pomada de mastruz, reduziu a quantidade de
células na lesdo.

O controle ou cura para leishmaniose ¢ caraterizada por um amplo complexo de
parametros imunologicos como a presenca de macréfagos, células NK, linfocitos T, producao
de citocinas, entre outros. Em virtude disso, investigamos as populacdes celulares marcando-as
com fluorocromos para a realizagdo do protocolo de imunofenotipagem, no bago, linfonodo,
peritonio e lesdo.

Ao analisarmos a populagdo de macrdéfagos no linfonodo (Figura 15B), identificamos o
aumento desta populagdo nos grupos pomada de mastruz e associagdo de compostos em relagao
ao controle positivo.

A populagdo de macrofagos identificada no lavado peritoneal apresentou-se homogénea
em todos os grupos (Figura 17A, 17B) e a dupla marcacao para os dois marcadores de populagao
(INOS/CD86 ¢ iNOS/CD80) mostrou que os macréfagos ndo estavam mais fortemente ativados
naquele momento.

A determinagdo da populagdo de macrofagos na lesdo, por dupla marcagdo, evidenciou
um aumento de macrofagos ativados no grupo tratado com pomada de mastruz quando
comparado aos grupos que receberam tratamento ou ndo (Figura 19D), a partir do painel para
CD86 (Figura 19C). O mesmo aumento de macrofagos ativados, foi observado a partir do
painel para CD80 (Figura 19E), quando o grupo tratado com pomada de mastruz apresentou
aumento de macrofagos ativados em relacdo aos controles (Figura 19F). O aumento de
macrofagos identificado na fenotipagem do nosso modelo, condiz com o fato dessas células

serem a primeira linha de defesa contra parasitos intra e extracelulares em hospedeiros
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infectados e o tipo de resposta que desencadeardo, esta relacionado aos tipos de metabolitos
produzidos durante sua ativacdo (HOLZMULLER et al., 2018).

Ao observarmos a populagdo de linfocitos T, identificamos o aumento desta populacao
no linfonodo cervical nos grupos tratados com pomada de mastruz e associagao de compostos,
em relagdo ao controle positivo (Figura 16B) e uma diminui¢do no bago em relacdo ao grupo
controle negativo (Figura 18B). Dentre as populacdes de linfécitos T identificados no linfonodo
cervical e bago, a maior parte foi de linfocitos T CD4" (Figura 16C e 18C), o que caracteriza
uma resposta a infecgdo de leishmaniose tegumentar impulsionadas por células CD4" Th1, que
produzem citocinas ativadoras de macréfagos como TNF-o, IFN-y, juntamente com citocinas
regulatorias como IL-10 (KAYE & SCOTT, 2011, GOLLOB; VIANA; DUTRA, 2014,)

O estresse oxidativo tem sido apresentado como um dos meios para a fisiopatogenia da
leishmaniose, onde o aumento da produgdo de NO, por exemplo, resulta na morte do parasito
(ASSCHE et al, 2011; KOLACZKOWSKA & KUBES, 2013). O que se observou em nosso
modelo experimental foi a maior produ¢do de oxido nitrico por macréfagos peritoneais do
grupo tratados com associacdo dos compostos em relagdo aos demais grupos, e a produgao foi
ainda maior quando a cultura de células peritoneais foi estimulada com extrato de D.
ambrosioides (Figura 20), como também observado por Cruz e colaboradores (2007).

O oxido nitrico, produzido pela enzima 6xido nitrico sintase induzivel, ¢ um potente
indutor da morte de parasito intracelular (OLEKHNOVITCH & BOUSSO, 2015). IFN-y que ¢
produzido pelas células do tipo Thl, promovera a producdo da enzima 6xido nitrico sintase
induzida (iNOS) nos macréfagos. Essa enzima catalisa a oxida¢do do terminal guanidino
nitrogenado da L-arginina em 6xido nitrico, causando a morte do parasito (HORTA et al., 2012;
OLEKHNOVITCH & BOUSSO, 2015). Essa mesma capacidade de ativacao macrofagica, por
aumento da producdo de NO, induzido pelo extrato de D. ambrosioides e consequente
diminuic¢ao da infec¢do por L. amazonensis, também ja foi apresentado por Lima Junior (2014).

Além de atuar no processo inflamatério, o NO participa do processo de cicatrizagao
tecidual, estimulando a expressdo génica e a diferenciacdo celular, em especial dos
queratindcitos, promovendo assim a reepitelizagdo, e também participa da deposi¢cdo de
colageno durante o processo de cicatrizagdo (WITTE e BARBUL, 2002; CHIARA et al., 2006).
O aumento na produgao de NO observado em nosso trabalho pode ter contribuido com a maior
deposicao de colageno no grupo tratado com pomada de mastruz, dados esses observados em
nosso score do histopatologico.

Adicionalmente as citocinas pro e anti-inflamatorias desempenham diferentes papéis na

patogéneses da infec¢do por Leishmania. TNF-a, IFN-y, IL-12 (Thl) sao fundamentais na
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iniciagdo da resposta imune contra Leishmania enquanto que as citocinas anti-inflamatoria,
permitem a viabilidade do parasito (MASPI; ABDOLI 2016).

A resposta imunoldgica contra o parasito Leishmania spp. se da pela produgdo de
citocina pré-inflamatorias produzidas por células T CD4+, como a TNF-a, IFN-y, IL-12
(STRAUSS-AYALIL, BANETHA; JAFFET, 2007). Dependendo da magnitude da ativacao das
células T, esta célula ird gerar citocinas com funcao regulatoria ou citotoxica (PENTCHEVA-
HOANG et al., 2007), com isso o resultado da infec¢ao dependera do balango entre a habilidade
do hospedeiro em induzir uma resposta leishmanicida e a estratégia do parasita em evadir-se a
resposta imune do hospedeiro (CARVALHO, 2012). Em virtude disso, células reguladoras
(Treg) do sistema imune produzem citocinas reguladoras como a IL-10, que inibe uma resposta
inflamatoria exacerbada (MASPI; ABDOLI, 2016).

Nossos dados revelaram um aumento da citocina pro-inflamatorias IL-12 no grupo
tratado com pomada de mastruz e da citocina anti-inflamatdria IL-10 nos grupos que receberam
tratamento com a pomada de mastruz e associa¢do de compostos. E ao serem estimulados com
o extrato, a produg¢do das citocinas foi ainda maior, dando diferenga significativa entre os grupos
estimulado e ndo estimulado para as citocinas IL-12, TNF- a e IFN- vy.

Estes resultados sugerem que essa regulagdo ¢ de extrema importancia na resposta
inflamatoria, contribuindo para a fase de reparo tecidual, visto ao final do processo.

Assim, nossos resultados colaboram com a hipotese preliminar que a pomada de D.
ambrosioides a 25% agiu de forma promissora sobre a cicatrizagdo de ulceras leishmanioticas
e na diminui¢do da carga parasitaria, constituindo um passo inicial para a formulagcdo de um
farmaco a base de extrato vegetal e de uso concomitante a droga ja preconizada para o

tratamento da leishmaniose.
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7. CONCLUSAO

O tratamento topico com pomada de D. ambrosioides mostrou-se eficaz no tratamento

de ulceras leishmanioticas quando:

Promoveu a morte do parasito por necrose em diferentes concentragdes, quando
exposto diretamente ao extrato

Reduziu a area da lesdo no grupo tratado com pomada de mastruz

Apresentou diminuicdo da carga parasitaria observada apds 7 e 14 dias de
incubagdo, em relagdo ao grupo tratado com antimonial pentavalente
Estimulou a deposi¢do de coldgeno como mostrado nos cortes histologicos feitos
a partir da lesao

Induziu a produg¢do de 6xido nitrico, in vitro, por macréfagos peritoneais
Induziu o aumento de macréfagos ativados na lesdo, no grupo tratado com a
pomada de D. ambrosioides

Estimulou a produgdo de citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, [FN-y e IL-12) e

reguladora (IL-10) sugerindo um potencial efeito inflamatorio e cicatrizante.
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9. ANEXO

Anexo A Identificacdo botanica da espécie vegetal

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO

Fundagio Instituida nos termos da Lei n® 5.152, de 21/10/1966 — Sio Luis - Maranhao.

DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA - CCBS
HERBARIO DO MARANHAO - MAR

Sao Luis, 10 de Julho de 2017.

CONFIRMACAO DE IDENTIFICACAO

Segue abaixo a confirmacao da identificagdo realizada. Desde ja agradecemos o
envio do material e informamos que o mesmo estara, em breve, devidamente
catalogado no acervo do Herbario MAR.

N° tombo | Coletor (nimero) Familia Espécie
MAR
9.349 GOMES, L N. e E.B.|Amaranthaceae | Dysphania ambrosioides (L.)
Almeida Jr. (01) Mosyakin & Clemants

Atenciosamente,

\4{1 Londe M o
Prof. Dr. Eduardo B. de Almeida Jr.
Curador do Herbario MAR

Campus U ario do B

lo de Biologia - Av. dos Portugueses, s/n - Sao Luis-MA - CEP: 65085-580 -
Fone(98) 3272-8542 Fax (98) 3272-8516 - Site: www.ufma.br

91



Anexo B Laudo dos componentes da pomada base

92

?

-~

N
Mapric

CERTIFICADO DE ANALISE

B.H.T.

Fabricaga abrica
» BR e Fabrica R
Formula: C15H240 Peso Molecular:  220.35
No DCB: 01627
Nomenciatura INC
Parametros Especificado Resultados
Apa a di
Ponto de Fusao (oC E 900 e 71.0( 70,00
Residuo de ignicao (%) Maximo 0,002000 0,000000
Ensaios realizados pelo fabricante
Sor (APHA) Max 30 (solucdo em acetona 5
t
Mercurnc
Metais Pesados - Pt f 10
1anografia: Metodologia interna
nservar fechado ao abrigo da luz solar direta em temperatura e 5-30°C
ovado de acordo com as especificagdes descritas "
\
al —
— e >
- >
01/06/16

Departamento técnico

Av.Dr Gentil de Moura, 194 CEP - 04278 080 Ipiranga Sao Paulo SP Tel/Fax 55(11) 5061.5282
mapric@mapric.com.br www.mapric.com.br




93

9

mapric

Lote: AUTO181279
Fabricagéo: 17/03/15
Validade: 16/03/17
Procedéncia: BRASIL

Formula: $.0 Peso Molecular:

No DCB: 05161

Nomenclatura INCI: Lanolin

No CAS: 8006-54-0

Parametros Especificado ___Resuitados

Aparéncia Semi sélido De acordo

Cor Amarelo De acordo

Odor Caracteristico De acordo

Ponto de Fusao (oC) Entre 38,00 e 44,00 39,00

Alcalinidade Teste De acordo
| Aménia Teste |  De acordo

Cioreto Teste De acordo

Indice de Acidez (mgKOH/g) Maximo 1,00 0,76

Indice de lodo (g12/100g) Entre 18,00 e 36,00 26,72

Cinzas Sulfatadas (%) Méximo 0,10 0,07

Absorcao de Agua (oC) Entre 200,00 e 300,00 250,86

Substancias SolUveis em agua Teste De acordo

Oxidaveis soluveis em agua Teste De acordo

Ensaios realizados pelo fabricante

Cor (Gardner) Max 9 9

Indice de Saponificagéio (mg KOH/g) Entre 90,00 e 105,00 92,54

Umidade (%) Méximo 0,25 | 007

Indice de Peroxido (meq 02/kg) Méximo 20,00 | 1543

Perda por Secagem (%) Maximo 0,50 | 009

BHT <200 ppm ) | 13167

CERTIFICADO DE ANALISE
LANOLINA ANIDRA

Origem: BRASIL

Lote Fabricante: 0000981657
Ordem Fraciona: 029430
Nome Fabricante: CRODA

Monografia FB IV e: metodologia do fabricante.

Conservar fechado ao abrigo da luz solar direta em temperatura entre 15 - 30° C

Aprovado de acordo com as especificagbes descritas.

OBS: As assinaturas somente serdo validas quando estiverem acompanhadas da nota fiscal

Dr.Luiz Gustavo Martins Matheus
Farmacéutico Bioquimico
CRF - SP:14.851

Ana Carolina Massarani Ramos
Farmacéutica
CRF- SP 35.022

S e

Departamento técnico

29/112115

Data de emisséo

Av.Dr Gentil de Moura, 194 CEP - 04278 080 Ipiranga Sao Paulo SP Tel/Fax 55(11) 5061.5282

mapric@mapric.com.br www.mapric.com.br




94

FAGRON

¢

CERTIFICADO DE ANALISES DO CONTROLE DE QUALIDADE

Autorizacao de Funcionamento M.S:1.01284-7
Aut.Especial de Funcionamento M.S:1.10238-0

Pagina 18/16
Impressao 17/03/16 15:47

NF. 121.844 de 17/03/2016

Insumo: VASELINA SOLIDA
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Origem : U.S.A
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Validade : 08/2018
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* SOLUBILIDADE FACILMENTE SOLUVEL EM BENZENO CONFORME USP - 38
* SOLUBILIDADE FACILMENTE SOLUVEL EM DISSULFETO DE CONFORME USP - 38
CARBONO
* SOLUBILIDADE SOLUVEL EM OLEOS FIXOS CONFORME USP - 38
* SOLUBILIDADE SOLUVEL EM HEXANO CONFORME USP - 38
* SOLUBILIDADE SOLUVEL EM ETER ETILICO CONFORME USP - 38
* SOLUBILIDADE POUCO SOLUVEL EM ALCOOL QUENTE OU FRIO, CONFORME USP - 38
EM ALCOOL DESIDRATADO FRIO
* SOLUBILIDADE INSOLUVEL EM AGUA CONFORME USP - 38
* PONTO DE FUSAO 38°C - 60°C 42°C USP - 38
* DENSIDADE 0,815 - 0,880 g/mL A 60°C 0,839 g/mL USP - 38
RELATIVA
RESIDUO POR MAXIMO: 0,05% 0,00% USP - 38
IGNICAO
ACIDOS ORGANICOS [PASSA PASSA USP - 38
ALCALINIDADE PASSA PASSA USP - 38
OLEOS FIXOS, PASSA PASSA USP - 38
GORDURAS E ROSIN
ACIDEZ PASSA PASSA USP - 38
COR . PASSA PASSA USP - 38
SOLVENTE NENHUM NENHUM USP - 38
RESIDUAL
TAXA DE ODOR MAXIMO: 1,0 0,5 FABRICANTE
COR LOVIBOND, 3IN, [MAXIMO: 1,0 0,2 FABRICANTE
AMERELA
CONSISTENCIA 170 - 200 dmm 196 dmm FABRICANTE
PONTO DE FUSAO 125,0 - 140,0°F 133°F FABRICANTE
NOMENCLATURA : VASELINA SOLIDA
Ficha de Seguranga
SEGURANCA : ACONDICIONAR EM RECIPIENTES HERMETICOS, AO ABRIGO DA LUZ, CALOR E UMIDADE.
TEMPERATURA AMBIENTE.
0BS:(*) Os ensaios foram no L de Controle de Quali SM Emp F icos LTDA CNPJ: 44.015.477/0006-20
e os demais ensaios foram transcritos conforme o Certificado de Analise do Fabricante
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Anexo C

Protocolo CEUA/UFMA

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS-CEUA
CIAEP:01.0341.2014

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada ""Obtencio de bioproduto antileishmania para
fins terapeuticos” registrada com o n° 23115.005550/2016-07, sob a responsabilidade
de Lucilene Amorim Silva que envolve a producdo, manutencido ou utilizacdo de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de
pesquisa cientifica (ou ensino) encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794,
de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), e
foi considerado Aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA- UFMA)
da Universidade Federal do Maranhio.

FINALIDADE ()ENSINO(X)PESQUISA () EXTENSAO
Vigéncia da autorizacdo 01/02/2017 a 28/02/2019
Espécie/linhagem/raca Balb/c

N° de animais 60 Balb/c

Peso/Idade 20-30g / 3-4 meses

Sexo Machos

Origem UNICAMP

Profa. Dra. Luci}ene Amorim Silva
Presidente da Comissao de Etica no uso de animais-CEUA
UFMA
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