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RESUMO

As leishmanioses sdo um grupo de doencas infecciosas parasitarias causadas por
protozoario do género Leishmania de incidéncia em paises tropicais e subtropicais,
sendo a Leishmaniose Tegumentar (LT) sua forma clinica mais comum. A principal
terapéutica utilizada para os casos de LT é a prescricao dos antimoniais
pentavalentes porém, estes estdo associados a importantes problematicas como:
alta toxicidade, resisténcia aos medicamentos e recidiva. Contudo, alguns estudos
apontam que a associacdo de produtos naturais com acédo leishmanicida a sistemas
de liberagéo controlada (SLC) sdo uma promissora terapéutica para LT. Este estudo
avaliou o potencial terapéutico da formulagéo do extrato hidroetandlico de Dysphania
ambrosioides (EHDA) incorporado a membrana de quitosana como alternativa para
o tratamento da LT, analisando seu perfil quimico, fisico-quimico e efeitos biol6gicos
na atividade leishmanicida e viabilidade in vitro de células de mamiferos. O EHDA foi
obtido a partir das folhas de D. ambrosioides, as quais foram secas, trituradas,
percoladas, rotaevaporadas e liofilizadas. O EHDA foi incorporado em acido acético
1% e quitosana 1% e secas em estufa. A caracterizacdo quimica de polifendis do
EHDA e membranas foi determinada por HPLC e quantificacdo total de polifendis
(TPC) e flavonoides (TFC). A caracterizacdo fisico-quimica foi analisada por
Espectroscopia na Regiao do Infravermelho com Transformada em Fourier (FTIR),
Difracdo de raios-X (DRX), Teste de solubilidade, Espectroscopia da regidao do UV-
Visivel, transmissdo de vapores de agua (TVA) e Microscopia eletrbnica de
varredura (MEV). Para os ensaios biologicos in vitro, a atividade antipromastigota
(48h) e anti-amastigota (24h) e citotoxicidade em macréfagos (24h) foram
determinadas pelo método de MTT. A atividade hemolitica (1h) foi determinada por
espectrofotometro. A taxa de infeccdo de macréfagos por L. amazonensis (10
Leishmania/l macrofago) foi determinada por contagem de amastigotas
internalizadas. A quantificacdo de producdo de espécies reativas de oxigénio do
EHDA e membranas foi realizado por ensaio da atividade da NADPH oxidase em
macrofagos por Amplex red. Foram identificados acido cafeico, &cido galico,
miricetina, rutina, quercitina e kaempferol como compostos majoritarios do EHDA. A
cinética de liberagdo por TFC demonstrou que os flavondéides foram liberados em até
96h a partir da membrana. O EHDA incorporado em quitosana apresentou atividade
leishmanicida contra as formas promastigotas e amastigotas de Leishmania
amazonensis, e reduziu a taxa de infeccdo de forma dose-dependente, sem
apresentar citotoxicidade para eritrécitos e macréfagos. Sugere-se que os devidos
efeitos biolégicos observados estejam associados a presenca dos polifenois e
flavondides quantificados apds cinética de liberacdo do EHDA a partir da membrana.
As analises fisico-quimicas das membranas demonstraram que as mesmas
apresentaram superficie lisa, sem a presenca de rachaduras e estruturas em
camadas, com boa estabilidade quimica em diferentes pHs, alto fator de protecdo a
radiacdo UV e alta capacidade de transmissdo de vapores de dgua demonstrando
potencial utilizacdo para tratamento de leses ulcerativas leishmaniéticas. Portanto a
membrana do EHDA incorporado em quitosana apresenta acdo leishmanicida e
baixa toxicidade celular e satisfatéria estrutura e propriedades fisico-quimicas.

Palavras — chave: Leishmaniose tegumentar. Produto Natural. Sistema de liberagéo
controlada. Bioprospeccao. Tratamento topico.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a group of parasitic infectious diseases caused by protozoa of the
Leishmania genus, prevalent in tropical and subtropical countries, with Cutaneous
Leishmaniasis (TL) being the most common clinical form. The main therapy for TL is
the prescription of pentavalent antimonials, but these are associated with significant
problems such as high toxicity, drug resistance, and relapse. However, some studies
indicate that the combination of natural products with leishmanicidal action with
controlled drug delivery systems (CDDS) is a promising therapy for TL. This study
evaluated the therapeutic potential of the hydroethanolic extract of Dysphania
ambrosioides (HEDA) incorporated into a chitosan membrane as an alternative for
the treatment of TL, analyzing its chemical and physicochemical profile, as well as its
biological effects on leishmanicidal activity and in vitro viability of mammalian
cells.EHDA was obtained from the leaves of D. ambrosioides, which were dried,
ground, percolated, rotary evaporated, and lyophilized. EHDA was incorporated into
1% acetic acid and 1% chitosan and dried in an oven. The chemical characterization
of polyphenols in EHDA and the membranes was determined by HPLC and total
polyphenol content (TPC) and total flavonoid content (TFC). Physicochemical
characterization was analyzed by Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR), X-
ray Diffraction (XRD), Solubility Test, UV-Visible Region Spectroscopy, Water Vapor
Transmission Rate (WVTR), and Scanning Electron Microscopy (SEM).For in vitro
biological assays, antipromastigote (48h) and anti-amastigote (24h) activity and
cytotoxicity in macrophages (24h) were determined by the MTT method. Hemolytic
activity (1h) was determined by spectrophotometer. The infection rate of
macrophages by L. amazonensis (10 Leishmania/l macrophage) was determined by
counting internalized amastigotes. Quantification of reactive oxygen species
production by HEDA and membranes was performed by assaying NADPH oxidase
activity in macrophages using Amplex red. Caffeic acid, gallic acid, myricetin, rutin,
guercitin, and kaempferol were identified as the major compounds of HEDA. TFC
release kinetics demonstrated that the flavonoids were released from the membrane
within 96h. Chitosan-incorporated HEDA exhibited leishmanicidal activity against
promastigotes and amastigotes of Leishmania amazonensis and reduced the
infection rate in a dose-dependent manner, without showing cytotoxicity to
erythrocytes and macrophages. It is suggested that the observed biological effects
are associated with the presence of polyphenols and flavonoids quantified after
HEDA release kinetics from the membrane. Physicochemical analyses of the
membranes demonstrated smooth surfaces, free of cracks and layered structures,
good chemical stability at different pHs, high UV protection, and high water vapor
transmission capacity, demonstrating potential use in the treatment of leishmanial
ulcerative lesions. Therefore, the chitosan-incorporated HEDA membrane exhibits
leishmanial activity, low cellular toxicity, and satisfactory structure and
physicochemical properties.

Keywords: Leishmania. Natural product. Drug delivery system. Bioprospecting.
Topical treatment.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Morfologia da Leishmania.................o.uuuuiiiiiiiiiiiii e 23
Figura 2. Ciclo de transmissdo das Leishmanioses...........cccevvvvvvvviiiiiiiiiiiiii e, 25
Figura 3. Leishmaniose Tegumentar Americana - forma clinica: leishmaniose
(oIl 1= T g LT T (oo 174 Vo - VS 27
Figura 4. Leishmaniose Tegumentar Americana - forma clinica: leishmaniose
CUtANEA dISSEMINAUA. ......eeeeeiiiiiiiii ettt e e e e e e e e e e e e e e eeeeeas 28
Figura 5. Leishmaniose Tegumentar Americana - forma clinica: leishmaniose
MUCOSA OU MUCOCULANEA. ......ceeieieiiiiiieitieeieeteeeee e e e e s s asssibbae e eeeeeaaeeaaeaaasaaaannsenenreenes 29
Figura 6. Resposta imune frente a infeccdo por Leishmania sp...........cccccevvvveeivinnnne 30

Figura 7. llustracdo de espécime de Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin &

Figura 8. Comparacdo das variacbes de concentracdo de farmacos administrados
por diferentes métodos: liberacéo controlada (A) e terapia convencional (B)............ 40

Figura 9. Estrutura quimica da quitosana (n: unidades monomMeéricas)..................... 41

CAPITULO 1

Figura 1. Identificacdo dos estudos através das bases de dados, segundo
recomendacao dO PRISMAL........cooiii e e e e e e e e e e e e s 63

CAPITULO 2

Figura 1. Produgcdo de membranas de EHDA incorporadas em membranas de
(0 [UT1 (1 T o - U 94
Figura 2. Ensaio de transmissao de vapores de agua.............cevvvevviieieeeeeeeeeeeeneeenns, 96
Figura 3: Fluxograma experimental do ensaio antipromastigota e anti-amastigota..97
Figura 4. Fluxograma experimental do ensaio de citotoxicidade em RAW 264.7.....98
Figura 5: Teor de Polifendlicos e Flavonodides totais do EHDA incorporado em
membrana de QUITOSANEA. .........ccoiiiiiiiie et e e e e e e e e e e e e e e e e eae e e e reaeaannnn 101
Figura 6. Caracterizagdo quimica do EHDA por HPLC/UV.........ccccoiiiiiiiiiiineeene 102



Figura 7. Caracterizacdo Fisico-quimica da interacdo de EHDA e matriz polimérica
(0 L0 U1 01ST= 1 - USRS 103
Figura 8. Propriedades Oopticas das membranas por EHDA incorporadas em
quitosana na regido do VISIVEl € UV.........ocuuiiiiiiiiii e 104
Figura 9. Ensaio de Permeabilidade de vapor de &gua em membrana de Quitosana
e EHDA incorporado @ QUITOSANA. ............ceeviruiiiiiiiiiiiiiei s ee e e e e e e e e e e ee e e e e e e e e e e aeaaeeeeas 105
Figura 10. Microscopia eletrbnica de varredura (MEV) de membranas de EHDA
incorporado em membranas de qUItOSANEA. ...........ocouuuuiiiiiiriieiiriie e ee e e e e e e 105
Figura 11. Atividade antipromastigota e anti-amastigota de EHDA incorporado em
quitosana Sob L. amMazZOonENSIS.......cccoiiiiiiiiiiiiiieeeeeei e s 106

Figura 12. Ensaio de hemdlise de EHDA incorporado em quitosana

Figura 13. Ensaio de citotoxicidade de membrana de Quitosana e EHDA
incorporado em membrana de Quitosana sob células RAW
264.7 e 107

Figura 14. Taxa de infeccdo em macrofagos RAW 264.7 infectados por L.
amazonensis sob tratamento com EHDA incorporado em Quitosana..................... 108
Figura 15. Producéo de citocina IL-6 em sobrenadantes de macréfagos RAW 264.7
infectados por L. amazonensis tratados com EHDA incorporado em membrana de
(@ 1110 17= 1 4 - VS 108
Figura 16. Ensaio de quantificacdo da atividade de NADPH do EHDA e EHDA

incorporado em membranas de quitosana em macréfagos J774A............cccccvenee. 109



LISTA DE TABELAS

CAPITULO 1

Tabela 1. Resumo descritivo da estratégia PICO...........cccoovviviiiiivviiiieeee e 61
Tabela 2. Resumo de caracteristicas dos estudos in vitro selecionados para a
=3V ST Lo TR PPPP 66

Tabela 3. Resumo de caracteristicas dos estudos in vivo selecionados para a

((SAVAIT: Lo NPT 68
Tabela 4: Resumo dos métodos de andlise e resultados dos estudos in vitro.......... 72
Tabela 5: Resumo dos métodos de analise e resultados dos estudos in vivo.......... 76

Tabela 6: Avaliacdo do risco de viés de estudos in vivo por ferramenta
SYRCLE....81

CAPITULO 2

Tabela 1. Quantificacdo total de polifendis (TPC) e total de flavondides (TFC) do
extrato hidroetandlico de Dysphania ambrosioides (EHDA)...........ccccvvvvvvvvvvviiinnnnne 101
Tabela 2. Percentual de solubilidade do EHDA incorporado em membranas de
(@111 (01T o F= VPP PR UURPPPPPN 104

Tabela 3. Quantificacédo de capacidade de transmisséo de vapor de agua (g/m?2.dia)



LISTA DE ABREVIATURAS

ANFO - Anfotericina b

APC — Células apresentadoras de antigenos (Antigen-presenting cell)
BOD - Demanda bioquimica de oxigénio

CC50 - Concentracao citotoxica para 50% de células

IC50 — Concentracéo inibitéria para 50% dos microrganismos

Da.Q — Membrana de EHDA incorporado em quitosana

DATASUS - Departamento de informética do SUS

DC- Célula dendritica

DPi - Cloreto de difenilenoiodénio

DMSO - Dimetilsulfoxido

DNA — Acido desoxirribonucleico

DRX — Difracédo de Raio - X

EHDA- Extrato hidroetandlico de Dysphania ambrosioides

EROs - Espécies reativas de oxigénio

FTIR - Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada em Fourier
GAE - Gramas equivalentes de acido galico por cada 100g de extrato seco
GQE - Gramas equivalentes de quercetina por cada 100g de extrato seco
GM-CSF - Fator Estimulador das Col6nias de Granulécitos e Macréfagos
HRP - enzima peroxidase de rabano

IgG — Imunoglobulina G

IL - Interleucina

IFN-gama — Interferon-gama

ISO - International Standard Organization

LC — Leishmaniose Cutanea

LCD - Leishmaniose Cutanea Difusa

LCL - Leishmaniose Cutanea Localizada

LDPK - Leishmaniose dermal pds-calazar

LMC - Leishmaniose Mucocutanea

LPS - Lipolissacarideo

LTA — Leishmaniose Tegumentar Americana

LT — Leishmaniose Tegumentar

LV — Leishmaniose Visceral



MEV — Microscopia Eletronica de Varredura

MTT - (3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-brometo de difeniltetrazodlio
M@ — Macréfago

NETs - Armadilhas extracelulares de neutrofilos

NK — Célula Natural Killer

NO — Oxido Nitrico

OPAS - Organizacao Pan-Americana de Saude

OMS - Organizagdo Mundial da Saude

PAMPs - Padrdes moleculares associados a patégenos
PBS — Tampao Fosfato Salina

PICO - Paciente, intervencéo, comparacéao e desfecho
PMA - Forbol 12-miristato 13-acetato

PNV - Produtos naturais vegetais.

PRRs - Receptores de reconhecimento de padrbes
QTS - Quitosana

RENISUS - Relagéo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico
de Saude

ROS — Espécies reativas de oxigénio

Sb3+ - Antimonial trivalente

Sb5+ - Antimonial pentavalente

S| — indice de Seletividade

SLC - Sistema de liberag&o controlada

T CD4 - Linfécito T auxiliar

TFC - Quantificacéo total de flavondides.

TGF-b - Fator de transformacé&o do crescimento beta
Th1l — Resposta T auxiliar 1

Th2 - Resposta T auxiliar 2

TLR - Receptores toll-like

TNF — Fator de necrose tumoral

TPC - Quantificagéo total de polifendis

TVA — Transmissao de vapores de agua

UVB - Ultravioleta B

VP - Vacuolo parasitéforo

WHO — World Health Organization (Organizacdo Mundial da Saude)



SUMARIO

1. INTRODUGAO ....oooeiiieeieeecieee e Erro! Indicador néo definido.
2. REFERENCIAL TEOQRICO ....cccoveveeeeeeeceeene, Erro! Indicador néo definido.
2.1 Epidemiologia das Leishmanioses ......................... Erro! Indicador néo definido.
2.2 Historico das Leishmanioses.............cccccvvvvvvrnnennen. Erro! Indicador n&o definido.
2.3 Género Leishmania, vetores e ciclo bioldgico ........ Erro! Indicador néo definido.
2.4 As |eiShmanioses .........ccooovviiiiiiiiiiccce Erro! Indicador n&o definido.

2.4.1 Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) ...... Erro! Indicador néo definido.
2.5 Resposta imune a Tegumentar Americana (LTA)...Erro! Indicador n&o definido.
2.6 Terapéutica das leishmanioses............cccccceeeeeeeeens Erro! Indicador néo definido.

2.7 Bioprospeccéao de produtos naturais na terapéutica das leishmanioses........ Erro!

Indicador n&o definido.
2.8 Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin & Clement Erro! Indicador néo definido.

2.9 Sistemas poliméricos de liberacdo controlada de farmacosErro! Indicador né&o

definido.

2.10 QUITOSANA......uuieeeiiiiiiieeeeeeie e e e et e e e eeeein e e aaenes Erro! Indicador néo definido.
REFERENCIAS ..., Erro! Indicador néo definido.
OBJIETIVOS ..ot Erro! Indicador n&o definido.
3.1 ODbjetivo geral.........coeuuuiiiiiiiiiei e Erro! Indicador néo definido.
3.2 Objetivos eSpecifiCoS ......couvviiiieiiiiiiiiieeeieiie e, Erro! Indicador ndo definido.
APRESENTACAO DOS CAPITULOS DA TESE........... Erro! Indicador néo definido.
CAPITULO L., Erro! Indicador néo definido.
RESUMO ..ottt Erro! Indicador n&o definido.
ABSTRACT ...ttt Erro! Indicador n&o definido.
1. INTRODUGCAO .......ciiiecieieeee et Erro! Indicador n&o definido.
2. METODOLOGIA ..o Erro! Indicador n&o definido.
2.1 Estratégia de busca em bases ............cccvvvvvvveenene. Erro! Indicador néo definido.
2.2 Critérios de selegdo dos estudos ............cc.evvveeneee. Erro! Indicador nao definido.

2.3 Extracdo dos dados .........cccceeeeeiiiiiiiiiieieiiiee e, Erro! Indicador néo definido.



2.4 Avaliacdo do Risco de VIéS.........cccoevvvvvvvivinnnnnnnn. Erro! Indicador n&o definido.

3. RESULTADOS......ooiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e Erro! Indicador n&o definido.
3.1 Caracteristicas gerais dos estudos incluidos......... Erro! Indicador néo definido.
3.2 Métodos de analise e resultados dos estudos in vitroErro! Indicador nao
definido.

3.3 Métodos de analise e resultados dos estudos in vivoErro! Indicador néo
definido.

3.4 Avaliac8o do risco de VIES.......cccevvvviiieeiiiiiiiieeeaean, Erro! Indicador néo definido.
4. DISCUSSAO......cooeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e Erro! Indicador néo definido.
5. CONSIDERACOES FINAIS .....coviviieieeeeeeeeee Erro! Indicador néo definido.
REFERENCIAS ..o, Erro! Indicador nao definido.
CAPITULO 2.t Erro! Indicador n&o definido.
1. INTRODUGAO ......coieiiieieeeee e Erro! Indicador néo definido.
2. MATERIAL E METODOS........cooiiieieeeeeeeeee e, Erro! Indicador néo definido.

2.1. Identificacdo Botéanica e Preparacdo de Extrato Hidroetandlico de Dysphania
ambrosioides (EHDA) ......ccoooovviiii e, Erro! Indicador néo definido.

2.2. Producéo do EHDA Incorporado em Membranas de QuitosanaErro! Indicador
ndo definido.

2.3. Caracterizacdo Quimica do EHDA por Chromatografia Liquida de Alta

Performance com Espectroscopia Ultravioleta (HPLC/UV)Erro! Indicador néo
definido.

2.4. Quantificacdo Total de Polifenodis (TPC) e Quantificacdo Total de Flavondides
(TFC) do EHDA e Membranas ..........cccceeeveeeveviinnneennnns Erro! Indicador néo definido.
2.5. Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada em Fourier
(FTIR) ettt e eeeees Erro! Indicador n&o definido.
2.6. Difracdo de Raios-X (DRX) .....cccvvvvviivieiiiiiiiiieeeeen, Erro! Indicador néo definido.
2.7. Teste de Solubilidade.............cccoeeeiiiiiiiiiiiiiii. Erro! Indicador néo definido.
2.8. Espectroscopia da regido do UV-Visivel ............... Erro! Indicador néo definido.

2.9. Ensaio de transmissao de vapores de agua (TVA)Erro! Indicador néo definido.
2.10. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)........ Erro! Indicador ndo definido.

2.11.Cultura de Promastigotas e Amastigotas de Leishmania (Leishmania)
AMAZONENSIS...ceiiiiieeeeeeiiie e e e e et e e e e e et e e e e e e eaaenns Erro! Indicador néo definido.

2.12. Atividade Leishmanicida.........c.coeevieiiiiiiieannnnn, Erro! Indicador nao definido.



2.13. Método MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol2-il)-2,5-difeniltetrazdlio) ....... Erro!
Indicador ndo definido.

2.14. Ensaio de hemolise com eritrocitos de carneiro ..Erro! Indicador néo definido.

2.15. Ensaio de Citotoxicidade de Macréfagos............. Erro! Indicador néo definido.
2.16 Ensaio de INfECCAO0........uuumuiiiiiiieeeeieieeee Erro! Indicador néo definido.
2.17 Producg&o de CitOCiNaS .........cceeeeeeeeeiiieiiiiiiiinn Erro! Indicador nao definido.
2.18. Atividade de NADPH oxidase..........cccccvvvvvnnnnnn. Erro! Indicador néo definido.
2.19. Andlise Estatistica............ooooeeeiiiicciiiiiiiiiiiiiie Erro! Indicador néo definido.
3. RESURAAOS .......cooiiiiiieee e Erro! Indicador néo definido.
3.1. Caracterizac8o QUIMICA.......c.ccevvvvrviieeereiiiiiieeeaennns Erro! Indicador néo definido.
3.1.1. Quantificacdo Total de Polifendis (TPC) e Total de Flavondides (TFC) do
EHDA . Erro! Indicador néo definido.

3.1.2. Quantificacdo Total de Polifendis (TPC) e Quantificacdo Total de Flavonodides
(TFC) das Membranas ..........cccuuuiveeeeeiiiiieeeeeeiiineeeeennns Erro! Indicador néo definido.

3.1.3. Caracterizacdo Quimica do EHDA e EHDA incorporado em Membranas de

Quitosana por HPLC/UV .........ciiiiiiiiiiiiiiiiiieiii Erro! Indicador néo definido.
3.2. Caracterizacéo Fisico-quimica............cccccveeeeeenennns Erro! Indicador néo definido.
3.2.1. Espectros de absorbancia das membranas por FTIRErro!  Indicador néo
definido.

3.2.2. Fases cristalinas das membranas por DRX........ Erro! Indicador néo definido.
3.2.3. Teste de Solubilidade..............cccoevviiiiiiiiiiin. Erro! Indicador néo definido.

3.2.4. Espectros de absorgdo na regiao UV-Vis das membranasErro! Indicador né&o
definido.

3.2.5. Membrana de EHDA incorporada em quitosana nao altera a capacidade de
tranSMISSA0 A€ VAPOI ........uuiiiiiieeiiiie e Erro! Indicador ndo definido.
3.2.6. Microscopia eletronica de Varredura (MEV) do EHDA incorporado em
membranas de quitoSana...........ccceeeveiiieeiiiie e, Erro! Indicador ndo definido.
3.3. ENSAIO IN VItIO ..oceveeiiii e Erro! Indicador néo definido.

3.3.1. Atividade Antipromastigota e Anti-amastigota ....Erro! Indicador néao definido.

3.3.2. Hemalise em Eritrocitos de Carneiro .................. Erro! Indicador néo definido.
3.3.3. Citotoxicidade em Macrofagos (RAW 264.7)...... Erro! Indicador néo definido.
3.3.4. Ensaio de INfECGA0........coeeviiieeeiiiiiiiieiiii Erro! Indicador néo definido.

3.3.5. Producg&o de CitoCINAS ..........ccevevviiiiiiiiiiiiiinn Erro! Indicador néo definido.



3.3.6 Atividade da NADPH Oxidase de EHDA e Membranas em Macrofagos

(JTTAADL) oo Erro! Indicador néo definido.
4. DISCUSSAO .......coiiiiieieceeeeeeeeeeee e Erro! Indicador n&o definido.
5. CONCLUSOES .......ooioecececece e Erro! Indicador néo definido.
REFERENCIAS ..., Erro! Indicador néo definido.
CONCLUSAO GERAL ......ooveoiieieeieeeeeeeeeeeeee e Erro! Indicador néo definido.

ANEXOS: Artigos publicados no periodo de vigéncia do DoutoradoErro! Indicador

ndo definido.



