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RESUMO

O tratamento atual para Leishmanioses é feito principalmente com antimoniais pen-
tavalentes ha mais de 60 anos. Além de resisténcia do parasita, estes medicamentos
apresentam alta toxicidade. Frente a capacidade de polissacarideos de ativar macrofa-
gos para executar atividade microbicida, o que inclui a atividade leishmanicida, esta
foi avaliada in vitro para a arabinogalactana neutra ARAGAL, obtido de Anandethera
columbrina, e para polissacarideos sulfatados obtidos de macroalgas marinhas, Go3
(heteroraminana sulfatada), lota-Gy (galactana kappa-iota-nu-carragenana) e EHW-I
(galactana iota-nu-carragenana). Os compostos Go3, lota-Gy e EHW-I inibiram a pro-
ducéo de anion superdxido na auséncia e presenca de PMA 1 ug/mL e apresentaram
atividade captadora da mesma espécie reativa de forma dose dependente, chegando,
na concentracao 10 pug/mL a 33% de captacdao com o Go3, 44% com o lota-Gy e
55% com o EHW-I. Apresentaram ainda aumento da produgéo de éxido nitrico al-
cancando a 10 pg/mL aproximadamente 110% de ativacdo em relagdo ao controle
negativo para Go3, 71% para lota-Gy e 81% para EHW-I. Houve diminuicdo da ativi-
dade fagocitica para Go3 e EHW-I, lota Gy ndo exibiu efeito para esta atividade. A
morfologia foi bastante alterada por estes compostos. ARAGAL, Go3, lota-Gy e EHW-
| foram entdo avaliados quanto a atividade leishmanicida em macréfagos peritoneais
de camundongos infectados com Leishmania (Leishmania) amazonensis. O polis-
sacarideo ARAGAL apresentou atividade leishmanicida nas concentragées 10, 25 e
50 pg/mL, inibindo 88% do crescimento da Leishmania (Leishmania) amazonensis na
concentracao mais baixa. O polissacarideo Go3 apresentou atividade a partir da con-
centracao 5 ug/mL chegando a 55% de inibicdo em 10 ug/mL. lota-Gy iniciou sua ativi-
dade ja em 2,5 ug/mL e atingiu 50% de inibicdo em 10 pug/mL. EHW-I exibiu o efeito
leishmanicida mais intenso em todas as concentrac¢des, atingindo 98% de inibigéo
em 10 ug/mL. Os resultados obtidos neste trabalho colocam as moléculas testadas
em evidéncia para investigagdes futuras visando o desenvolvimento de novos agentes
terapéuticos contra leishmanioses.

Palavras-chave: Polissacarideos, gomas, macroalgas marinhas, macréfagos, Leish-
mania (Leishmania) amazonensis.



ABSTRACT

The current treatment against Leishmaniasis is mainly done using pentavalent anti-
monials for over 60 years. Beyond parasits resistance, this medications are highly
toxic. Faced with the capacity of polysaccharides activating macrophages to stimu-
late the microbicidal activity, that includes the leishmanicidal activity, it was evaluated
in vitro to the neutral arabinogalactan ARAGAL, obtained from Anandethera colum-
brina, and to sulfated polysaccharides obtainded from seaweeds, Go3 (sulfated het-
erorhamnan), lota-Gy (galactan kappa-iota-nu-carrageenan) and EHW-I (galactan iota-
nu-carrageenan). The compounds Gog3, lota-Gy and EHW-I inhibited the superoxide
anion production in the absence or presence of PMA 1 ng/mL and presented a dose
dependent scavenging activity to this reactive oxigen species, reaching 33% of scav-
enging activity to Go3, 44% to lota-Gy and 55% to EHW-I at the higher concentration,
10 ug/mL. They have also increased production of nitric oxide reaching 110% of ac-
tivation compared to control to Go3, 71% to lota-Gy and 71% to EHW-I. There was
reduction in phagocytic activity for Go3 and EHW-I, lota-Gy didn't show any effect in
this activity. The morphology was considerably changed to these compouds. ARA-
GAL, Gog, lota-Gy and EHW-1 were than tested for leishmanicidal activity in murine
peritoneal macrophages infected with Leishmania (Leishmania) amazonensis. ARA-
GAL showed leishmanicidal activity at concentrations 10, 25 and 50 p.g/mL, reaching
88% inhibition of Leishmania (Leishmania) amazonensis growth at the lower concen-
tration. Go3 presented activity at 5 and 10 pg/mL up to 55% inhibition. lota-Gy started
its activity in 2.5 ug/mL and reached 50% inhibition at 10 xg/mL. EHW-I presented the
most intense leishmanicidal effect in all concentrations, reaching 98% inhibition at 10
pug/mL. The results of this study puts the tested molecules in evidence for future inves-
tigations in order to develop new therapeutic agents against leishmaniasis.

Key-words: Polysaccharides, gum, seaweeds, macrophages, Leishmania (Leishma-
nia) amazonensis.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo antropozoonoses consideradas um grande problema
de saude publica, representam um complexo de doengas com importante espectro
clinico e diversidade epidemioldgica. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima
que 350 milhdes de pessoas estejam expostas ao risco de contrair a doenga, com
registro aproximado de dois milhdes de novos casos das diferentes formas clinicas ao
ano. E considerada pela mesma organizagcdo como uma das seis mais importantes
doencas infecciosas, pelo seu alto coeficiente de detecgéo, que indica 0 numero de
casos novos registrados no decorrer de um ano, e por sua capacidade de produzir
deformidades.

Protozoéarios do género Leishmania séo membros da familia dos Trypanoso-
matidae, que infectam o homem através da picada do vertebrado fémea da subfamilia
Phlebotominae (DESJEUX, 1996). O parasita existe em duas formas, a forma pro-
mastigota, que vive no intestino do vetor, e a forma amastigota, que vive dentro do
macréfago do hospedeiro. A forma promastigota é infectante, capaz de invadir o
macréfago. Uma vez dentro da célula, o parasita se converte para a forma amastigota,
mais resistente a defesa do hospedeiro, causando as leishmanioses.

Os macréfagos sédo células do grupo dos fagécitos mononucleares, chama-
dos de mondcitos no sangue e macréfagos nos tecidos. Amplamente distribuidos
pelo corpo, estas células sdo responsaveis por numerosos processos homeostaticos,
imunologicos e inflamatérios e constituem uma defesa imediata contra elementos es-
tranhos ao organismo (BURKE; LEWIS, 2002). Para conseguir infectar esta célula, Leish-
mania spp. inibe suas fungdées microbicidas como o “Burst” respiratério e a produgéo
de 6xido nitrico.

O tratamento das leishmanioses é baseado em antimoniais pentavalentes
(PVAs), cuja agao curativa foi descoberta pelo brasileiro Gaspar Vianna em 1912
(FIOCRUZ, 2010). Destacam-se o glucantime e o pentostan que sdo administrados
por via parenteral. Essas drogas vem sendo utilizadas ha mais de seis décadas e
apresentam reconhecidos efeitos colaterais (CRUZ et al., 2009). Considerando a gravi-
dade desses efeitos, tém sido desenvolvidos estudos visando encontrar tratamentos
alternativos para as leishmanioses humanas.

Polissacarideos de diferentes origens e com caracteristicas estruturais varia-
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das vém sendo estudados quanto as suas potenciais aplicagdes biolégicas (BOHN; Be-
MILLER, 1995). Alguns destes compostos tém sido classificados como modificadores
da resposta biolégica (BRM) (SCHEPETKIN; QUINN, 2006). Estas moléculas podem se
ligar a receptores de membrana de macréfagos, podendo ativa-los em diversas vias
(BADWEY; KARNOVSKY, 1980; BERTON; GORDON, 1983; RAMAMOORTHY; KEMP; TIZARD,
1996; NOLETO et al, 2002, 2004). Em macrofagos infectados por Leishmania, esta
ativagcao pode culminar com atividade leishmanicida. Tal atividade ja foi encontrada
para galactomanana e seu complexo com ion vanadilo (NOLETO et al., 2002) e para
Z-100, uma arabinomanose obtido de Mycobacterium tuberculosis (BARROSO et al.,
2007). Sendo assim, foram escolhidos polissacarideos possivelmente moduladores
de atividades biologicas para testar e caracterizar sua atividade em macréfagos e
testar sua atividade leishmanicida sobre a forma amastigota de Leishmania (L.) ama-
zonensis. Esta espécie foi escolhida por ja ter sido detectada atividade leishmanicida
de polissacarideos para a mesma (CANTOS et al., 1993; NOLETO et al., 2002; BARROSO
et al., 2007).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 LEISHMANIOSE

Leishmanioses sao doencas causadas por protozoarios da familia dos Tri-
panossomatideos do género Leishmania. Estas doencgas sao transmitidas pela picada
de insetos fémeas do género Phlebotomus ou Lutzomyia (DESJEUX, 1996). As leish-
manioses ocorrem clinicamente em duas formas principais, a leishmaniose visceral e
aleishmaniose cuténea. O aspecto clinico e a evolugdo da doenca dependem do para-
sita e da imunidade do hospedeiro (WHO, 2007). A espécie utilizada neste trabalho é a
Leishmania (Leishmania) amazonensis, causadora principalmente da forma cutanea
da doencga, conhecida como Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) (ASHFORD,
2000).

A LTA é endémica em 88 paises, distribuidos em quatro continentes (Améri-
cas, Europa, Africa e Asia), com registro anual de cerca de 1 - 1,5 milhdes de ca-
sos. (WHO, 2007). O controle da infeccao é complicado pois existem varias espé-
cies de vetores em potencial e cerca de 100 espécies de animais podendo ser hos-
pedeiros/reservatorios (WHO, 1990). Nos dias de hoje, sem duvida, a leishmaniose
tem uma distribuicdo geografica mais ampla que antes, e estd chegando em areas
consideradas ndo endémicas. Em 1950 menos de um tergo da populagdo mundial
vivia em cidades, atualmente esta propor¢cdo aumentou para 50%. Na América do
Sul mais de 70% da populacao € urbanizada. Essa transi¢céo trouxe doengas do meio
rural para cidades, onde popula¢des concentradas de homens e vetores aumentam a
incidéncia de infeccbes (WHO, 2002).

No Brasil, a partir da década de 80, verifica-se um aumento expressivo no
namero de casos registrados, variando de 3.000 (1980) a 37.710 (2001) como pode
ser observado na figura 1 (COSTA, 2005). Na mesma época a LTA foi assinalada em
19 estados, verificando sua expansao geografica. Em 2003 sua existéncia foi con-
firmada em todos os estados brasileiros. Observa-se ampla distribuicdo e, em algu-
mas areas apresenta intensa concentragdo de casos, enquanto em outras 0s casos
apresentam-se isolados (figura 2) (MINISTERIO DA SAUDE, 2007). Foi verificado, entre
1985 e 1999, um coeficiente de deteccao (CD) variavel entre 10,45 e 22,9 por 100.000
habitantes. (COSTA, 2005). Em 2008 o CD encontrado foi de 10,4 por 100.000 habi-
tantes, o que representa 19.746 novos casos em todo territério nacional (MINISTERIO
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DA SAUDE, 2009).
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O género Leishmania compreende parasitas unicelulares caracterizados pela
presenca de uma organela rica em DNA chamada de cinetoplasto. Tais organis-
mos se alternam entre dois estagios principais de desenvolvimento como mostra a
figura 3. No hospedeiro mamifero encontram-se na forma amastigota, que tém for-
mato arredondado ou ovalado, aflagelada e se prolifera no interior de fagolisossomos
de macréfago. No vetor, a forma encontrada denomina-se promastigota, que possui
flagelo Unico e longo (DESCOTEAUX; TURCO, 1999; OLIVIER; GREGORY; FORGET, 2005).

A transmissdo se da através da picada de insetos dos géneros Phleboto-
mus e Lutzomyia, que, ao se alimentar do sangue de um mamifero infectado, ingere
macroéfagos contendo o parasita na forma amastigota. Durante a digestao do sangue,
0s amastigostas iniciam sua diferenciacao para a forma promastigota prociclica, ca-
paz de se dividir e nao infectante. Nesta forma, o parasita ataca o epitélio intestinal
prendendo-se a ele. Em seguida, passa por um processo chamado metaciclogénese,
se convertendo para a forma promastigota metaciclica, incapaz de se dividir e infec-
tante. Os parasitas se destacam das células intestinais e migram para o aparelho bucal
do inseto. Na proxima picada, o parasita na forma promastigota metaciclico é inocu-
lado no hospedeiro mamifero e invade as células do sistema de fag6citos mononucle-
ares (DESCOTEAUX; TURCO, 1999).

Promastigota Flebotomineo Promastigota
8 g
prociclico metaciclico

Hospedeiro
humano

Amastigota

(:macréfagos )

FIGURA 3 — CICLO DE VIDA DA LEISHMANIA
FONTE: Adaptado de (DESCOTEAUX; TURCO, 1999)
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Apoés o parasita ser internalizado pelo macréfago, inicia-se a manifestagdo
clinica da doenca. Na Leishmaniose Tegumentar Americana o parasita invade os
macréfagos da pele, que sao conhecidos como células de Langerhans. As lesdes
tipicas sao caracterizadas pelo desenvolvimento de nédulos que evoluem para lesdes
ulcerativas sem dor, cobertas por uma crosta aderente de exudato seco (GONZALEZ et
al., 2008) AlteragGes epidermais refletem a resposta imunolégica a infecgéo resultando
em hiperplasia e engrossamento epidermal. A maior parte das manifestagoes se da
por uma leséo limitada e Unica, porém, esta enfermidade pode apresentar um amplo
espectro de severidade e uma série de formas clinicas. S&o elas: cutanea aguda ou
localizada, a mais comum; mucocutanea; cutanea difusa e recidiva (GARNIER; CROFT,
2002). A infeccao por Leishmania (Leishmania) amazonensis causa, geralmente, a
leishmaniose cutdnea aguda ou a leishmaniose cutanea difusa (ASHFORD, 2000). Na
primeira, o parasita esta confinado a pele e desenvolve a lesdo tipica com algumas
variagcdes de tamanho, formato e tempo de evolugcdo. Na segunda, as lesbes sao lo-
calizadas apenas na pele, mas de forma difundida pelo corpo (GONZALEZ et al., 2008).

2.1.1 Tratamento para leishmaniose e pesquisa de novas drogas

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), assim como 0s outros tipos de
leishmaniose, tém como tratamento de primeira linha dois antimomiais pentavalentes,
o estibogluconato de sodio (Pentostam) e o antimoniato de meglumine (Glucantime)
ha mais de 60 anos (ROBERTS; MCMURRAY; RAINEY, 1998). Apesar de serem utilizados
a tanto tempo, alguns detalhes de seu mecanismo de a¢do nao estdo claros (MALTE-
ZOU, 2009). E aceito que o antiménio pentavalente é um profarmaco, sendo reduzido
a antiménio trivalente, que apresenta atividade leishmanicida (OUELLETTE; DRUMMEL-
SMITH; PAPADOPOULOU, 2004; MALTEZOU, 2009). E proposto que esta reducdo ocorra
no citoplasma do macréfago ou diretamente na membrana do protozodario na forma
amastigosta (OUELLETTE; DRUMMELSMITH; PAPADOPOULOU, 2004). O estibogluconato
de sddio foi descoberto como um potente inibidor da atividade de proteinas tirosina
fosfatase (PATHAK; Y1, 2001). Foi encontrado ainda que os antimoniais pentavalentes
induzem a morte celular programada do parasita por fragmentacdo do DNA (LEE et
al., 2002). Estas, entre outras evidéncias, sugerem que os antimoniais pentavalentes
podem matar a Leishmania tanto por mecanismos diretos como indiretos (OUELLETTE;
DRUMMELSMITH; PAPADOPOULOU, 2004).

Segundo a Organizacao Mundial da Saude o grande problema com este trata-
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mento é 0 acesso aos medicamentos, pois além do alto custo, deve ser administrado
em hospital por via intravenosa ou intramuscular durante quatro semanas (WHO, 2007).
Além disso, drogas antimoniais parenterais estdo relacionadas a uma série de efeitos
colaterais severos, incluindo nausea, vémito, diarréia, erupcdes na pele, tontura, ar-
ritimia cardiaca, hipotensao, atralgia, mialgia, desconforto abdominal, dor de cabega,
elevacao reversivel das enzimas hepaticas, ocasional anemia e trombocitopenia fre-
guentemente dose dependente (GONZALEZ et al., 2008).

A droga de segunda escolha e de primeira escolha para gestantes recomen-
dada pelo Ministério da Salde & a anfotericina B (MINISTERIO DA SAUDE, 2007). Trata-
se de um antifungico sistémico efetivo também para tripanossomideos devido a pre-
senca de ergosterol em sua membrana (OUELLETTE; DRUMMELSMITH; PAPADOPOULOU,
2004). Baseado na sintese diferenciada de lipideos, foi encontrada sensibilidade dos
tripanossomideos a uma série de antifingicos (ROBERTS et al., 2003). Outros estudos
mostram eficacia para micelanea de drogas como alopurinol, rifampicina, dapsone,
cetoconazol e nifurtimox (BERMAN, 1988). Outras drogas como a miltefonisa, pen-
tamidina, paromomicina, azoéis, sitamaquina e analogos a nucleosideos vem sendo
testadas, porém, ha uma crescente consciéncia de que o tratamento medicamentoso
pode ser complicado pela variagdo na sensibilidade das espécies de Leishmania as
drogas, a variacdo na farmacocinética e a variagcdo na interacdo farmaco-resposta
imune do hospedeiro (CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006). Tratamentos baseados em
substancias de origem vegetal também tém sido investigados (CARVALHO; FERREIRA,
2001; BRAGA et al., 2007).

Na tentativa de controlar a propagacao das leishmanioses, diferentes tipos de
intervencdes tem sido investigados. Como revisado por KEDZIERSKI et al., (2009),
varios tipos de vacinas foram propostos, tanto para tratamento quanto para profilaxia
da doenga. Uma vacina anti-leishmania ideal deve induzir respostas de linfocitos T
CD4t e T CD8" a fim de produzir meméria imunoldgica, e a maior concentracao
destes estudos estdo nas vacinas de subunidades entregues como proteinas recom-
binates, DNA, poli-proteina ou células dendriticas contendo antigenos de leishmania
além de vacinas de parasitas mortos ou atenuados (KEDZIERSKI et al., 2009).

Além de vacinas, alvos moleculares vém sendo estudados para posterior iden-
tificacdo de substancias capazes de modular suas atividades (CRUZ et al., 2009). Um
bom alvo de drogas deve ser expresso em um estagio relevante do ciclo de vida do
parasita e preencher um ou mais dos seguintes critérios: ser exclusivo do parasita, ser
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essencial para sua sobrevivéncia, ou ser essencial para sua viruléncia (KEDZIERSKI et
al., 2009). E proposto ainda que um tratamento de sucesso para todos os tipos de
leishmaniose depende da eliminacao efetiva dos parasitas por ativacado de macréfa-
gos (KEDZIERSKI et al., 2009).

Polissacarideos podem ser reconhecidos por macrofagos pelos receptores
manose-fucose, pelos receptores para 3-glucanas, entre outros (BOHN; BeMILLER, 1995;
MARTINEZ-POMARES et al., 2006; SCHEPETKIN; QUINN, 2006). Considerando a capaci-
dade de macréfagos de internalizar ou ser ativados por polissacarideos, manana
de leveduras foi complexada com antiménio com objetivo de aumentar a captacao
da droga pelo macrofago (CANTOS et al., 1993; ROBERTS et al., 1996). Usando con-
centragOes iguais de antiménio complexado e ndo complexado, o tratamento com o
primeiro teve 60% de atividade leishmanicida em macréfagos peritoniais infectados in
vitro com Leishmania (L.) amazonensis, enquanto que o tratamento com o antimonio
complexado com manana apresentou 90% de atividade. No mesmo estudo, manana
nao complexada nao apresentou efeito leishmanicida (CANTOS et al., 1993).

J& a galactomana do liquen Ramalina celastri (GMPOLY) e seu complexo com
ion vanadilo apresentaram efeito leishmanicida contra forma amastigota de Leishma-
nia (L.) amazonensis in vitro. A mesma atividade leishmanicida apresentada para 300
ug/mL de Glucantime foi obtida com 100 pg/mL de galactomana e 0,5 ug/mL do com-
plexo galactomanana-ion vanadilo (NOLETO et al., 2002). Uma arabinomanose (Z-100)
isolada de Mycobacterium tuberculosis diminuiu para 44,3% o crescimento de Leish-
mania (Leishmania) amazonensis intracelular em macréfagos J774.1 apds 48 horas
de exposicao a droga (BARROSO et al., 2007). Assim, investigar possiveis efeitos leish-
manicida para diferentes polissacarideos torna-se uma &rea de interesse.

2.2 MACROFAGOS

Os macroéfagos séo células do sistema de fagdcitos mononucleares, desta
forma, sua funcao primaria é a fagocitose. Estas células se originam na medula éssea,
circulam pelo sangue como mondécitos e, posteriormente sdo direcionadas para dife-
rentes tecidos. Uma vez estabelecidas nos tecidos, essas células amadurecem e se
tornam macréfagos. Estes localizam-se no tecido conjuntivo subepitelial, no instersti-
cio dos 6rgéos parenquimatosos, no revestimento dos sinusoéides vasculares do figado
e do baco, e nos seios linfaticos dos linfonodos. Assim essas células fagociticas es-
tao estrategicamente posicionadas em todos os locais onde microorganismos podem
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entrar no hospedeiro (ABBAS; LICHTMAN, 2005). Os macréfagos desempenham papéis
centrais na imunidade inata, reconhecendo, fagocitando e destruindo muitos agentes
patoldgicos, incluindo bactérias, virus, fungos, helmintos e protozoarios (BURKE; LEWIS,
2002). Eles tambéem podem reconhecer células tumorais e algumas células infectadas
por virus, assim como células normais em processo de apoptose. Além de seus papéis
na imunidade inata, os macréfagos funcionam como células reguladoras e efetoras na
resposta imunolégica humoral celular (KAUFMANN; MEDZHITOV; GORDON, 2004).

Guiado por um gradiente de moléculas quimiotaticas, o macréfago move-se
em dire¢do a particula microbiana (BURKE; LEWIS, 2002). Inicia-se entdo o processo de
fagocitose, que é mediado por receptores especificos expressos na superficie destas
células. E reconhecido que o receptor para manose esté diretamente relacionado com
a fagocitose (ABBAS; LICHTMAN, 2005). Estudos de caracterizagao estrutural deste re-
ceptor revelaram tratar-se de uma lectina que liga-se a residuos terminais de manose
e fucose de glicoproteinas e glicélipideos encontrados em paredes celulares micro-
bianas, que ndo estdo presentes em células de mamiferos (ABBAS; LICHTMAN, 2005).
Dessa forma, o macréfago reconhece acucares presentes na membrana ou parede
celular de microorganismos e n&o do hospedeiro (ABBAS; LICHTMAN, 2005).

Em resposta a fagocitose ocorre a ativacao do macroéfago, que pode ser definida
como a aquisicao induzida por estimulo de uma nova capacidade funcional (BURKE;
LEWIS, 2002). Estas células produzem, no fagolisossomo, intermediarios reativos de
oxigénio e nitrogénio com o objetivo de eliminar a particla estranha. Realizam também
outras funcdes efetoras, como a producéo de citocinas da imunidade inata, producao
de fatores de crecimento de fibroblastos, de fatores angiogénicos e de metalopro-
teinases para remodelagem tecidual e fazem também a degradacdo de proteinas e
processamento de antigeno para apresentacdo as moléculas do Complexo Principal
de Histocompatibilidade (MHC), para que as células T possam reconhecer as substan-
cias estranhas ao organismo (ABBAS; LICHTMAN, 2005).

A producdo de citocinas se d4 em resposta a microorganismos invasores,
além de outros estados fisiopatoldgicos como inflamagéao, trauma e malignicidade e
seus efeitos ndo estédo limitados a células do sistema imune (SOUBA, 1994). Uma
citocina importante produzida por diversas células do sistema imunolédgico, em espe-
cial por macréfagos ativados € o fator de necrose tumoral alfa (TNF-«a), que tem um
papel central na regulacdo de mediadores, tanto pré quanto anti-inflamatorios. Esta
citocina exerce efeitos no metabolismo de lipideos, coagulagao, resisténcia a insulina
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e disfuncao endotelial (STENVINKEL et al., 2005). O TNF-« € sintetizado como um pre-
cursor de 26 kDa ligado a membrana (pré-TNF) que sofre uma clivagem proteolitica
liberando uma proteina madura e soluvel de 17 kDa (JEON; JUE, 1997; MONROY et al.,
2009). Macréfagos infectados por Leishmania estéo inibidos para a producédo desta
citocina assim como para outras respostas inflamatérias (OLIVIER; GREGORY; FORGET,
2005). Camundongos resistentes a infeccao por este parasita apresentam uma alta
producao de TNF-« (KEDZIERSKI et al., 2009). Além de citocinas, macrofagos produzem
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio em resposta a estimulos externos (BEUTLER,
2004). Estas respostas serdao abordadas a seguir.

2.2.1 “Burst” Respiratorio

O “burst” respiratério € um processo caracterizado por um aumento rapido
no consumo de oxigénio onde ha produgdo de anion superéxido (O37) e perbxido
de hidrogénio (H,0O,) em resposta a fagocitose além de outros estimulos (BADWEY;
KARNOVSKY, 1980). Em 1973 foi sugerido que, nas situagdes em que o superdxido e
o peroxido de hidrogénio sao produzidos é provavel que eles participem da destruicao
da bactéria (BABIOR; KIPNES; CURNUTTE, 1973).

O “burst” respiratério em macrofagos pode ter diferentes intensidades, o que
depende do seu local de origem e de como foram obtidas estas células. Macréfagos
gue nunca entraram em contato com nenhum estimulo, chamados residentes, séo
menos ativos que aqueles obtidos de animais tratados com PMA, os quais produzem
trés vezes mais oxigénio no “burst” respiratério que células de animais nao tratados
(COHEN; RYAN; ROOT, 1981). Outros agentes, como o interferon gama (IFN-~) e o mu-
ramil dipeptidio da parede bacteriana, também séo capazes de induzir a produgéo
de espécies reativas de oxigénio in vitro. Estes agentes podem potencializar a res-
posta destas células ao estimulo do qual originou o “burst” respiratério (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1999).

A formacao do O3~ é catalisada pelo complexo NADPH oxidase (NOX) como
representado na equacéao 1 abaixo, sendo, em seguida convertido a H,O, pela enzima
superdxido dismutase (SOD) (equagéo 2) (KLEBANOFF, 1992).

NADPH +2 Oy — NADP+ + Ht + 203~ (EQUACAO 1)
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205" +2 Ht — H,0, + O, (EQUACAO 2)

A NOX é um complexo multicomponente de células fagociticas, dormente em
células ndo ativadas. Sua ativacao caracteriza o “burst” respiratorio e é acompanhada
pela liberacdo de O35~ para o meio extracelular (VIGNAIS, 2002). A ativagdo da NOX
na membrana parece ser dependende da presenca de fosfatidil inositol fosfatases no
local (CROSS; SEGAL, 2004). E necessario ocorrer uma mudanca conformacional na
flavoproteina bsss, que € o sitio catalitico da enzima, para torna-la ativa (VIGNAIS,
2002; CROSS; SEGAL, 2004). Esta mudanca corformacional parece ser dependente
do contato entre a flavoproteina e as subunidades citosélicas da NOX (CROSS; SEGAL,
2004). A flavoproteina bsss foi localizada tanto na membrana quanto no citoplasma de
macrofagos (CASBON et al., 2009).

A NOX parece ter atividade compartimentalizada dentro da célula como em
complexos lameliopodiais focais, adesdes focais, irregularidades de membrana, cavéo-
las, “lipid rafts”, endossomo e nucleo, facilitando a producéo localizada de espécies
reativas, permitindo que participem de sinalizacao celular (USHIO-FUKAI, 2006, 2009).
Uma funcdo conhecida das espécies reativas produzidas pela NOX é a fusédo de
macroéfagos para formacao de células gigantes. Elas sdo capazes de induzir fatores
de fusdo assim como modular fatores de transcri¢gdo redox-sensiveis, que séo impor-
tantes para fusao celular (QUINN; SCHEPETKIN, 2009). A auséncia de atividade desta
enzima resulta em uma suscetibilidade caracteristica a infec¢ao fungica e bacteriana
recorrente, como observado em pacientes com Doencga Granulomatosa Cronica. Esta
enfermidade € resultante de uma deficiéncia genética em um dos quatro genes que
codificam subunidades da enzima NOX (GOEBEL; DINAUER, 2003). E necessario que
a ezima esteja funcional para que o macréfago consiga reconhecer e engolfar corpos
apoptdticos com eficiéncia (SANMUN et al., 2009).

Os produtos do “burst” respiratorio e seus derivados incluem anion superoxi-
do, peroxido de hidrogénio, acidos hipoalicos, radical hidroxil, entre outros (NATHAN,
2006). O anion superoéxio é pouco reativo, quando gerado intracelularmente, ele ex-
erce sua toxicidade inibindo enzimas bacterianas que contém clusters [Fe — S]. Si-
multdneamente € liberado o Fe*, que pode converter o H,O, em radical hidroxil (HO*)
pela Reagao de Fenton (equagéao 3):
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Fe*t + HyOy — Fe(III) + OH™ + HO* (EQUACAO 3)

Porém, o O3~ gerado no fagolisossomo parece ndo atravessar a parede celu-
lar das bactérias. E proposto que sua funcdo possa estar relacionada com a criagdo
de ambiente favoravel a proteases e ndo com a toxicidade direta em microorganismos
(HALLIWELL, 2006). Ja o H,O, gerado no fagolisossomo é capaz de entrar na célula
bacteriana e formar HO*, fatal para o microorganismo. Porém, a presenga de lactofer-
rina no fagolisossomo, uma proteina capaz de se ligar ao ferro livre, impede que este
radical seja formado em grande quantidade (SEGAL, 2005; HALLIWELL, 2006).

2.2.2 Producdo de Oxido Nitrico

O éxido nitrico (IVO) produzido por macréfagos, células endoteliais vasculares,
neurdnios, plaquetas, neutrofilos, células do trato respiratorio, hepatdécitos e fibroblas-
tos, € um gas altamente permeavel a membranas que tém importante atuacdo na
defesa antimicrobiana, inflamacao e angiogénese (MACMICKING; XIE; NATHAN, 1997).
Este gas apresenta efeitos diversos em todo o organismo, como o efeito vasoprote-
tor, mediador da angiogénese além de modular a prolifera-¢ao de células musculares
lisas em vasos sanguineos (NASEEM, 2005). Quando produzidos por macréfagos, sua
principal funcao € microbicida, pode ser toxico ao microorganismo fagocitado quando
combinado ao perdxido de hidrogénio e convertido a peroxinitrito dentro dos fagolisos-
SOmMos (SONG et al., 2002; ABBAS; LICHTMAN, 2005).

A sintese do 6xido nitrico (NVO) é catalizada pela enzima 6xido nitrio sintase
(NOS). Exitem pelo menos trés isoformas da enzima, codificadas por trés genes difer-
entes, a endotelial (eNOS), a neuronal (nNOS) e a induzivel (INOS), sendo que a
ultima é a forma presente em macrofagos (XIE et al., 1992; NATHAN; XIE, 1994). Estas
enzimas sdo as unicas flavoheme que utilizam tetrahidrobiopterina (4,0) como fator
redox , sdo também calmodulina dependentes (STUEHR et al., 2004). A enzima possui
dois dominios oxigenase e um dominio redutase homélogo ao P450, que podem ser
usados como alvo na terapia antitumoral (FITZPATRICK et al., 2008).

Em macréfagos de camundongos e ratos, a expressao de iNOS pode ser in-
duzida por lipopolissacarideo bacteriano (LPS), citocinas estimulatérias como inter-
feron gama (IFN-~), fator de necrose tumoral (TNF-«) e outros compostos (MONCADA,
1999; KLEINERT et al., 2004). Os estimulos que determinam sua expressao sao célula
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e espécie especificos, além de passarem por uma ampla gama de mecanismos re-
gulatérios, como os transcricionais, pos-transcricionais e traducionais. Uma vez ex-
pressa, a enzima nao parece ter sua atividade regulada (KLEINERT et al., 2004). Um
dos mecanismos de regulacao da expressao de iINOS humana tem como alvo regides
do mRNA ricas em AU (ARE). O fator 1 de ligacdo ARE/poli-(U) (AUF1) se liga a essas
regides desestabilizando o mMRNA da iNOS, que sera direcionado para degrtadagao e
nao traduzido. A super expressdao de AUF1 diminui a expressao de iNOS. Citocinas
podem modular a ligacdo de AUF1 ao mRNA, alterando a expressao de iNOS (PAUTZ
etal., 2009).

2.2.3 Interacdo Leishmania/macrofago

Sabendo que o macrofago € uma célula de defesa, responsavel por destruir
microorganismos invasores e que a Leishmania, no hospedeiro mamifero, € um para-
sita intracelular obrigatorio do macréfago, torna-se interessante entender como ocorre
a interacdo entre esta célula e este parasita.

Apos ser inoculada em um hospedeiro mamifero pela picada do vetor, a Leish-
mania se mantém na forma promastigota metaciclico por pouco tempo. Nesta forma
ela é resistente ao ataque das subunidades C5b-C9 do sistema complemento, cuja
funcéo é a lise celular. Assim, a Leishmania nao sofre lise enquanto é internalizada
pelo macréfago (DESCOTEAUX; TURCO, 1999). Isto se da devido a presenga de molécu-
las de superficie presentes no parasita na forma infectante. Uma delas é a lipofos-
foglucana (LPG), a molécula de superficie mais longa do parasita. A LPG é formada
por trés dominios conservados, sendo uma ancora lipidica, um corpo glicano € um
esqueleto de repeticdes de dissacarideo fosfato. Algumas espécies apresentam um
“cap” de oligossacarideos. No estagio promastigota metaciclico o parasita apresenta
a regiao de repeticoes de dissacarideos fosfato alongada, impedindo a aproximacao
das subunidades do sistema complemento (OLIVIER; GREGORY; FORGET, 2005).

Outra molécula envolvida nesta defesa é a protease de superficie de pro-
mastigota (gp63), uma glicoproteina que promove a conversdo de uma proteina do
sistema complemento, C3b, em uma forma inativa, C3bi. A proteina C3bi fica na
superficie da Leishmania apds essa reacao. A presenca dela é um sinal para que
o macréfago reconheca o parasita e fagocite por uma via que nao ativa o “burst”
oxidativo, um dos mecanismos responsaveis pela funcdo microbicida do macréfago
(OLIVIER; GREGORY; FORGET, 2005). A fagocitose pode ocorrer também por outros
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mecanismos. Um deles € via receptor manose-fucose, que reconhece residuos de
manose nas extremidades de LPG. (DESCOTEAUX; TURCO, 1999; OLIVIER; GREGORY;
FORGET, 2005). Recentemente verificou-se que Leishmania (Leishmania) amazonen-
sis induz o complexo repressor transcricional p50/p50 NF-x3, 0 que inibe a expressao
génica pro-inflamatéria levando a progressao da doenga (CALEGARI-SILVA et al., 2009).

Uma vez envolta pelo macrofago, a Leishmania estd confinada ao ambiente
do endossomo, onde comecga a se diferenciar para a forma amastigota, resistente a
degradacao no ambiente acido e hidrolitico do lisossomo (OLIVIER; GREGORY; FORGET,
2005). A fim de conseguir completar sua diferenciacéo, o parasita retarda a maturacao
do endossomo por um mecanismo dependente de LPG. Na forma amastigota a Leish-
mania é capaz de inibir enzimas hidroliticas e depletar espécies reativas de nitrogénio
e oxigénio mantendo-se protegida e capaz de se multiplicar no fagolisossomo (OLIVIER;
GREGORY; FORGET, 2005). Neste estagio, a Leishmania expressa LIT1, uma proteina
de membrana que funciona como transportador de metal com preferénca para o Fe*™,
nutriente essencial para 0 metabolismo do parasita. Por outro lado o macréfago re-
cruta a proteina Nramp1 para o fagolisossomo, que bombeia o metal para fora deste.
Estudos sugerem que o0 aumento da expressao de LIT1 parece estar relacionado com
a extrusdo do Fe?* pela Nramp1 (MARQUIS; GROS, 2007).

Estudos recentes mostram que receptores Toll-like (TLR) estao envolvidos na
internalizacdo da Leishmania spp. Estes receptores podem reconhecer as moléculas
de superficie do parasita. A ativagcdo de TLR4 durante a imunoterapia para leish-
maniose esta relacionada a aumento da taxa de cura em modelos animais. Tal efeito
terapeutico da ativacdo de TLR estéd associada a expressao de altos niveis de INF-v e
expressao precoce de IL-12, que atuam via ativagcao de resposta imunoldgica do tipo
Th1 (TUON et al., 2008).

2.3 EFEITOS DE POLISSACARIDEOS SOBRE FUNCOES BIOLOGICAS

Alguns polissacarideos de diversas origens sdo descritos como capazes de
aumentar a resposta imunol6gica, sendo entdo denominados como imunomoduladores.
Farmacologicamente, essas moléculas tem sido classificadas como modificadores da
resposta bioldgica (BRM) (BOHN; BeMILLER, 1995). Ja foram caracterizadas diferentes
atividades bioldgicas para polissacarideos BRM. Entre estas destacam-se atividade
imunomoduladora (STUELP-CAMPELO et al., 2002; MORETAO et al., 2003, 2004), antiviral
(HASUI et al., 1995; CASSOLATO et al., 2008), anticoagulante (COSTA et al., 2010; MAO et al.,
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2006), leishmanicida (LUETTIG et al., 1989; NOLETO et al., 2002; BARROSO et al., 2007).

A ativacdo de macrofagos por polissacarideos se da através da interagao
destas moléculas com receptores presentes na superficie celular, como receptores
para (-glucana (BOHN; BeMILLER, 1995). Interagcdes com polissacarides de origem
vegetal foram descritas para receptores de diversos tipos como receptores Toll-like 4
(TLR4), receptor do complemento 3 (CR3), receptores scavenger, receptores dectina-
1 e receptores de manose (SCHEPETKIN; QUINN, 2006).

Em 1979 foram encontradas evidéncias de que a-metil-D-manosideo reduz,
de maneira dose dependente, a citotoxicidade em células de linfoma murino (LSTRA)
mediada por leucéciots humanos, induzida por concanavalin A. Isso ocorre por que o
polissacarideo € capaz de impedir a ligagdo da concavalina A a membrana de célu-
las de mamiferos (CLARK; KLEBANOFF, 1979). Alguns anos depois foi caracterizado o
receptor manose-fucose (SHEPHERD et al., 1982), presente em macdérfagos e ndo em
mondcitos circulantes, sendo que glicocorticéides aumentam sua expressao, enquanto
que o interferon gama (IFN-v) diminui (STAHL et al., 1984). O receptor manose-fucose
tem trés dominios extracelulares, um rico em cisteina (CR), outro semelhante a lectina
tipo C (CTLD) e outro semelhante a fibronectina tipo Il (FNII) (TAYLOR et al., 1990).
O dominio CR reconhece carboidratos sulfatados (FIETE; BERANEK; BAENZIGER, 1998),
enquanto o dominio CTDL é capaz de ligar residuos de N-acetilglucosamina, manose
e fucose (TAYLOR; BEZOULKA; DRICKAMER, 1992) e o dominio FNII é conhecido por ser
importante para ligacao de colageno (BEHRENDT et al., 2000; MARTINEZ-POMARES et al.,
2006).

Zimosana, uma mistura de manana e glucana preparada a partir de leveduras,
apresentou efeito ativador de macroéfago interferindo no “burst” respiratério e fagoci-
tose, sendo amplamente utilizada como ativador desta via (BADWEY; KARNOVSKY, 1980;
BERTON; GORDON, 1983). g-Glucanas ativaram a producao de éxido nitrico e TNF-« de
maneira dose dependente, mas ndo aumentam a producao dos intermediarios reativos
de oxigénio, anion superéxido e peréxido de hidrogénio. E proposto que §-glucanas
atuam como imunomoduladores e melhoram a atividade anti-tumoral de macréfagos
peritoneais de camunongos (AKRAMIENE et al., 2007). «-Glucanas do liquen Rama-
lina celastri apresentou atividade imunomoduladora em macroéfagos peritoneais de
camundongos (STUELP-CAMPELO et al., 2002), assim como glucanas soluveis produzi-
das por Streptococcus mutans (CHOI et al., 2005).

DMG, uma mananoglucana de Microellobosporia pode estimular a atividade
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citotdéxica de macréfagos (NAKAJIMA et al., 1984). Uma polidispersao de §-(1—4) man-
ana extraida de Aloe vera, Acemanan aumentam o nivel da enzima NO sintase em
macroéfagos da linhagem RAW 264.7 a nivel de transcricdo (RAMAMOORTHY; KEMP; TI-
ZARD, 1996). Também foi observado que a manana de Saccharomyces cerevisae € a
galactomanana do liquen Ramalina celastri aumentaram a produgéo de éxido nitrico
em 55% e 40%, respectivamente, quando comparada com o grupo controle (NOLETO
et al., 2002, 2004).

Recentemente, foi cacarterizada atividade moduladora das fungdes de macroé-
fagos para trés xiloglucanas (ROSARIO et al., 2008). Neste estudo, as xiloglucanas
de sementes de Copaifera langsdorffii (XGC), Hymenaea courbaril (XGJ) e Mucuna
sloanei (XGM) induziram a migracao de macrofagos para a cavidade peritoneal de
camundongos. XGC e XGJ ativaram a producao de éxido nitrico in vitro de macréfagos
isolados do exudato peritoneal de camundongos.

Além de polissacarideos isolados, seus complexos com proteinas tem sido
avaliado quanto a capacidade de modulagdo de macro6fagos (TIZARD et al., 1989; CHEN
et al, 2009b). Estudos in vitro com macréfagos peritoneais indicam que mananas de
Saccharomyces cerevisae e complexos manana-proteina podem estimular a liberagéo
de interferon (TIZARD et al., 1989). Recentemente, foi verificada ativacdo de macrofa-
gos pelo complexos polissacarideo-proteina de Lycium barbarum (LBP). Tal efeito foi
observado pelo aumento da expressdao de CD40, CD80, CD86 e moléculas do MHC
classe Il, além de aumentar a transcricao de NF-xB e AP-1 e induzir expresséo de
mRNA de TNF-a, IL-13 e IL-12 p40 (CHEN et al., 2009b).

Polissacarideos também ja foram estudados quanto a atividade leishmanicida.
A fim de aumentar a captacéo da droga pelo manana de leveduras foi complexada com
antiménio (CANTOS et al., 1993; ROBERTS et al., 1996). Usando concentracdes iguais de
antiménio complexado e ndo complexado, o tratamento com o primeiro teve 60% de
atividade leishmanicida em macréfagos peritoniais infectados in vitro com Leishmania
(L.) amazonensis, enquanto que o tratamento com o antimonio complexado com man-
ana apresentou 90% de atividade. No mesmo estudo, manana ndo complexada nao
apresentou efeito leishmanicida (CANTOS et al.,, 1993).

A galactomana do liquen Ramalina celastri (GMPOLY) e seu complexo com
ion vanadilo apresentaram efeito leishmanicida contra forma amastigota de Leishma-
nia (L.) amazonensis in vitro. A mesma atividade leishmanicida apresentada para 300
ug/mL de Glucantime foi obtida com 100 ug/mL de galactomana e 0,5 ug/mL do com-
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plexo galactomanana-ion vanadilo (NOLETO et al., 2002). E ainda, uma arabinomanose
(Z-100) isolada de Mycobacterium tuberculosis diminuiu para 44,3% o crescimento
de Leishmania (Leishmania) amazonensis intracelular em macréfagos J774.1 apés 48
horas de exposicédo a droga (BARROSO et al., 2007).

Para polissacarideos sulfatados foram encontrados diversos efetios biolégi-
cos. Heparina e heparam sulfato melhoram as atividades biolégicas de homodimeros
e heterodimeros das proteinas morfogenéticas 6sseas (BMPs) (TAKADA et al., 2003).
Estes polissacarideos formam complexos com as BMPs através de cadeias de polis-
sacarideo de carga negativa e um trecho de aminoacido basico em BMPs (TAKADA
et al., 2003). Em outro estudo, foi comprovado que polissacarideos soluveis em meio
aquoso, extraidos da parede celular da microalga vermelha Porphyridium sp. tem acao
antioxidante e foi sugerido que em condi¢des de estresse oxidativo esta alga aumenta
a producéao de polissacarideos sulfatados a fim de intensificar a protecao antioxidante
(TANNIN-SPITZ et al., 2005).

Foi encontrada ainda, acao antiviral contra o virus HIV para o polissacarideo
sulfatado da microalga marinha Cochlodinium polykrikoides (HASUI et al., 1995). Recen-
temente, foram encontrados niveis diferentes de atividade anticoagulante, antioxidante
e antiproliferativa para polissacarideos sulfatados extraidos de 11 espécies diferentes
de algas do litoral tropical, coletadas em Natal, RN, Brasil (COSTA et al., 2010).

Polissacarideos sulfatados de algas verdes tém amplo espectro de atividades
biolégicas como antioxidante, anticoagulante, imunomoduladora e antiviral (Ql et al.,
2005; MAO et al., 2006; LEIRO et al., 2007; CASSOLATO et al., 2008). A atividade imunomo-
duladora, foi encontrada para polissacarideos sulfatados acidos extraidos de Ulva
rigida sobre macroéfagos da linhagem RAW 264.7, aumentando a producédo de NO
e a expressao de NOS-2, além de aumentar a quantidade de Prostaglandina E, e a
expressao da enzima Ciclooxigenase 2 (LEIRO et al., 2007).

Para o presente trabalho foram escolhidos polissacarideos moduladores ou
potencialmente moduladores da resposta bioldgica. O ARAGAL € uma arabinogalac-
tana proveniente do exudado de Anandethera columbrina (Angico branco). E consti-
tuido por arabinose, manose, galactose, raminose e acido hexurénico na razdo molar
63:1:20:6:10, e consiste de uma cadeia princiapal de (1—3)-3-galactopiranose substi-
tuida em O-6 por uma variedade de cadeias laterais (DELGOBO et al., 1998). Estudos
prévios mostram que ARAGAL promove ativacdo de macréfagos peritoneais de ca-
mundongos in vitro, observado por alteragées morfoldégicas e aumento da atividade
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fagocitica (MORETAO et al., 2003). Foi testada também a atividade in vivo, pelo trata-
mento de sete dias com 100 a 500 mg/Kg do polissacarideo inoculado na cavidade
peritoneal de camundongos. Neste esudo, foram observadas alteracbes morfologicas
e aumento na producgao de anion superdxido, porém nao houve ativacao na producao
de 6xido nitrico (MORETAO et al., 2003).

ARAGAL aumentou a atividade elicitora de macrofagos para a cavidade peri-
toneal de camundongos (MORETAO et al., 2004). Neste mesmo estudo os autores
avaliaram o efeito do polissacarideo sobre células tumorais Sarcoma 180 (S-180) in
vitro e in vivo. A atividade in vitro foi testada incubando, por 18 horas, células S-180
juntamente com macroéfagos pré-tratados com ARAGAL 10 a 200 ug/mL por 24 ho-
ras. Foi constatado que os macréfagos pré-tratados foram ativados e fagocitaram as
células tumorais. Apds esta observagao foram realizados estudos in vivo, nos quais
células S-180 foram inoculadas por via intraperitonal ou subcutanea. Para os primeiro
foi realizado tratamento com ARAGAL 50 ou 100 mg/Kg ou PBS estéril (controle nega-
tivo) por trés dias e no quarto dia as células S-180 foram coletadas e testadas para
viabilidade celular pelo método azul de tripan. Com este teste foi observado que o
polissacarideo diminuiu a proliferagéo das células tumorais. Ja para os camundongos
gue receberam o tumor via subcuténea, o tratamento foi realizado em dose Unica de
ARAGAL 100 mg/Kg, ou PBS estéril (controle negativo), 24 horas apds a inoculagao.
Apés 21 dias, os camundongos foram sacrificados e foi medido o peso do tumor. Foi
observado que ARAGAL inibiu o crescimento do tumor em aproximadamente 38%.

Outra arabinogalactana, obtida do cha de Phyllanthus niruri, apds tratamento
com HCI in vitro, aumentou a producdo de anion superdéxido em macréfagos peri-
toneais de camundongo, porém com atividade diminuida quando comparada a do
polissacarideo integro (MELLINGER et al., 2008).

Os outros polissacarideos escolhidos (Go3, lota-Gy e EHW-I) sdo sulfata-
dos extraidos de algas. Go3 € uma heteroraminana sulfatada extraida da alga verde
Gayralia oxysperma constituida por unidades monossacaridicas de raminose, xilose,
glucose, galactose, arabinose, manose 67:10:10:6:5:2 mol% respectivamente, com-
posto por 26,1% de sulfato e 17% de acido urénico (CASSOLATO et al., 2008). O lota-Gy
€ uma galactana extraida da alga vermelha Gymnogongrus griffithsiae. A fracao uti-
lizada apresentou as mesmas caracteristicas estruturais da fracdo denominada G3d
obtida por FARIA-TISCHER, (2006). A galactana lota-Gy € constituida por galactose,
3,6 anidro-galactose, 6-O-metilgalactose (57:41:2 mol% respectivamente), altamente
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sulfatada (27,6%) apresentando diades de iota-, kappa- € nu-carragenana na pro-
porcdo de 69:14:17. Em estudos anteriores foi encontrada atividade antiherpética
contra HSV-1 e HSV-II e nao foi encontrada citotoxicidade contra célula Vero para as
fracbes Go3, Go3r e Go4 de Gayralia oxysperma (CASSOLATO et al., 2008) e para a
kappa-iota-nu-carragenana de Gymnogongrus griffithsiae (TALARICO et al., 2004). O
EHW-I é uma galactana sulfatada, do tipo iota-nu-carragenana na propor¢ao 77:23,
obtida da parede celular da alga vermelha Eucheuma denticulatum para a qual estao
sendo realizados estudos biolégicos (DUCATTI, 2005).
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3 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Considerando (a) a importancia epidemiolégica das leishmanioses, assim
como a falta de opcdes de tratamento para estas patologias, (b) a capacidade de polis-
sacarideos de modificar a resposta bioldgica, em especial de ativar e macréfagos para
executar atividade microbicida (BADWEY; KARNOVSKY, 1980; BERTON; GORDON, 1983;
RAMAMOORTHY; KEMP; TIZARD, 1996; NOLETO et al., 2004), (c) a atividade leishmanida
observada para o polissacarideo GMPOLY (NOLETO et al., 2002) e, (d) mais recente-
mente, a atividade leishmanicida observada para uma arabinomanose (Z-100), isolada
de Mycobacterium tuberculosis (BARROSO et al., 2007), o objetivo geral deste trabalho
foi testar e caracterizar a possivel atividade leishmanicida in vitro dos polissacarideos
ARAGAL, Go3, lota-Gy e EHW-I.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar efeitos dos polissacarideos Go3, lota-Gy e EHW-I sobre macréfagos
quanto a:
— Produg&o de Anion Superéxido;
— Producao de Oxido Nitrico;
— Atividade Fagocitica;
— Alteracoes Morfolégicas;

e Avaliar efeitos de todos os polissacarideos sobre Leishmania (Leishmania) ama-
zonensis em macréfagos infectados.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 MATERIAL E REAGENTES

Reagentes adquiridos da Merck do Brasil: Glucose, fosfato monobésico de
potassio, fosfato monobasico de sédio, fosfato dibasico de potassio, fosfato dibasico
de sodio, sulfato de magnésio heptahidratado, cloreto de potassio, cloreto de sdodio,
cloreto de célcio, hidréxido de sodio, acido cloridrico, &cido sulfurico, fenol, dimetil-
sulféxido (DMSOQO), formaldeido, citrato de sddio, giemsa, entellan, acetona, xilol, tris
(hidroximetil) aminometano (TRIS).

Reagentes adquiridos da Sigma Chemical Co (St Louis, MO): Brometo de
3-metil[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazdlio (MTT), acido N-2-hidroxietilpiperazina-
N’-2’-etanossulfénico (HEPES), citocromo ¢ de coragao bovino, forbol 12-miristato, 13-
acetato (PMA), nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida (NADH), nitroblue tetrazé-
lio (NBT), fenazina metasulfato (PMS), lipopolissacarideo (LPS), sulfanilamida, N-naftil
etilenodiamino, fator de necrose tumoral alfa (TNF-«a), actinomicina D, polimixina B,
acido picrico.

Reagentes adquiridos da Cultilab (Campinas, SP): penicilina, estreptomicina,
gentamicina, meio Eagle medium (MEM).

Outros reagentes de marcas diversas: Soro fetal bovino (Gibco®), agar bac-
teriologico (Himedia®), peptona bacteriolégica (Himedia®), extrato de carne (Hime-
dia®), Glucantime® (Aventys®).

Materiais adquiridos da Millipore®): filtros Millex descartaveis de 0,22 ;m de
poro, membranas de acetato de celulose de 0,22 um de poro.

Materiais adquiridos da BD® (Becton Drive): Seringas de plastico esteri-
lizadas, agulhas 25 X 8 esterilizadas e seringas de vidro.

Materiais adquiridos da TPP® (Techno Plastic Products): placas de cultura
esterilizadas multipogos, garrafas de cultura esterilizadas.

Os demais reagentes utilizados foram prepara¢cées comerciais de pureza anali-
tica adequada. As solucbes dos reagentes foram preparadas com agua deionizada
através de sistema ultrapurificador Gehaka®) .
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5.2 SOLUCOES E MEIOS
5.2.1 Solucao salina tamponada (PBS)

A solucao salina tamponada (PBS) em pH 7,4 foi preparada como solucao
estoque cinco vezes concentrada, sendo constituida por: Na, PO, 40,5 mM, K H, PO,
7,3 mM e NaCl 680 mM. Esta solugcdo concentrada foi esterilizada em autoclave a
120 °C, durante 30 minutos e armazenada em temperatura ambiente. Para o uso, a
solucao foi diluida em capela de fluxo laminar (VECQO) com agua ultrapura esterilizada.
Todos os procedimetos que necessitaram de ambiente estéril foram realizados nesta
capela.

5.2.2 Solucao salina balanceada de Hank (HBSS)

A solucao salina balanceada de Hank (HBSS) foi preparada através da mis-
tura de duas solugdes A e B, as quais foram preparadas na forma de solucdes es-
toque vinte vezes concentradas. A solugdo A é constituida por NaCl 2,737 M, KCI
104 mM, CaCly, 19,7 mM e M ¢S0O,.7TH,0 16,2 mM e a solugcdo B tem como constitu-
intes Nay HPO, 8,4 mM, KH,PO, 8,7 mM, glucose 100 mM. As duas solug¢des foram
misturadas e diluidas com agua bidestilada ou agua ultrapura e seu pH ajustado para
7,4. A solugéo resultante foi esterilizada por filtragdo em membrana estéril com poros
de 0,22 um em capela de fluxo laminar.

5.2.3 Citrato de sodio

O citrato de sddio foi solubilizado a 10% em agua ultrapura e a solugao foi
esterilizada em autoclave a 120 °C, durante 30 minutos e armazenada a 4 °C.

5.2.4 Formalina

A solucéo de formalina foi preparada com 5% de formaldeido em agua desti-
lada e acondicionada em frasco de vidro a 4 °C.
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5.2.5 Polissacarideos

ARAGAL: Arabinogalactana de Anadenanthera colubrina (ARAGAL) utilizada
no presente trabalho foi isolada e caracterizada por DELGOBO et al. (1999). Foi
gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Marcelo lacomini do Laboratério de Quimica de Car-
boidratos do Departamento de Bioquimica, Setor de Ciéncias Bioldgicas, Universidade
Federal de Parana.

Go3: Heteroraminana sulfatada extraida da alga verde Gayralia oxysperma,
a fragdo Go3 foi isolada e purificada no Laboratério de Quimica de Carboidratos do
Departamento de Bioquimica, Setor de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de
Parana (CASSOLATO et al., 2008) e gentilmente cedida pelos professores Dr. Miguel
Daniel Noseda e Dr2. Maria Eugénia Duarte Noseda e pela Dr2. Juliana Cassolato.

lota-Gy: Galactana do tipo iota-kappa-nu-carragenana extraida da parede celu-
lar da alga vermelha Gymnogongrus griffithsiae. A amostra foi isolada e purificada no
Laboratério de Quimica de Carboidratos do Departamento de Bioquimica, Setor de
Ciéncias Biologicas, Universidade Federal de Parana, e apresentou caracteristicas
estruturais semelhantes a fracdo G3d (FARIA-TISCHER, 2006). Foi gentiimente cedida
pelos professores Dr. Miguel Daniel Noseda e Dr2. Maria Eugénia Duarte Noseda.

EHW-I: Galactana do tipo iota-nu-carragenana extraida da parede celular da
alga vermelha Eucheuma denticulatum. A fragcdo EHW-I foi isolada e purificada no
Laboratério de Quimica de Carboidratos do Departamento de Bioquimica, Setor de
Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de Parana (DUCATTI, 2005) e gentilmente
cedida pelos professores Dr. Miguel Daniel Noseda e Dr2. Maria Eugénia Duarte
Noseda e pelo Dr. Diogo R. B. Ducatti.

5.2.6 Solucdes de polissacarideos

Todas as solugdes de polissacarideos foram preparadas com agua ultrapura
na concentracdo 2 a 3 mg/mL. Antes da esterilizacao, a solugdo de ARAGAL foi filtrada
em papel de filtro comum. Todas elas foram esterilizadas em filtro de 22 um estéreis
em capela de fluxo laminar. Apds a filtragdo, uma aliquota foi retirada para dosagem
de carboidratos, com a finalidade de corrigir possiveis perdas do material por retencao
no filtro. As solucdes foram mantidas congeladas e posteriormente diluidas em meio
de cultura para realizagao dos experimentos.
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5.2.6.1 Dosagem de carboidratos totais

Para determinar a concentragao de carboidratos totais das solugdes de polis-
sacarideos, foi realizada a dosagem pelo método fenol-sulfdrico (DUBOIS et al., 1956).
Esta dosagem baseia-se na formacgao de derivados furfural e hidroximetilfurfural a par-
tir das pentoses e hexoses, respectivamente na presenca dos reagentes obtendo-se
complexo de cor alaranjada.

A formgao do complexo foi verificada com leitura em espectrofotometro (SHI-
MADZU UV2450) a 490 nm. Para realizagao dos calculos foi realizada uma curva de
calibragdo para cada dosagem, utilizando-se a solugdo padrao do monossacarideo
presente em maior quantidade no respectivo polissacarideo.

5.2.7 Meio MEM

O meio minimo essencial Eagle (MEM) (EAGLE, 1959) foi reconstituido em
agua ultrapura, suplementado com HEPES para concentracao final de 20 mM e bi-
carbonato de sédio para concentragéo final 8 mM. O pH foi ajustado a 7,4. O meio
foi entao esterilizado por filtracao sob pressdo em membrana de acetato de celulose
estéril com poro de 0,22 um e mantido em geladeira. Foi adicionado 100 U/mL de
penicilina, 100 ug/mL de estreptomicina, 50 g/mL de gentamicina e soro fetal bovino
a 5% ou 10%, que foram utilizados em macrofagos e Leishmania (L.) amazonensis
respctivamente.

5.2.8 Meio Tobbie & Evans

Para o preparo de 100 mL de meio Tobbie & Evans foram pesados 2 g de agar
bacteriolégico, 0,3 g de extrato de carne, 0,2 g de peptona bacteriolégica e 0,8 g de
NaCl. Todos os componentes foram transferidos para um erlenmeyer, adicionados
de 100 mL de 4gua destilada e a mistura foi fervida até a completa solubilizagéo.
Em seguida foram transferidos 2 mL para cada tubo de vidro com tampa de rosca. Os
tubos foram autoclavados e, antes que resfriassem completamente, foram adicionados
assepticamente de 0,2 mL de sangue estéril de coelho (certificado CEEA n° 389). O
sangue foi coletado por pungao cardiaca e, em capela de fluxo laminar, dispensado
em frasco esterilizado contendo 10% do volume total de sangue em citrato de sédio a
10%.
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5.3 CULTIVO CELULAR
5.3.1 Células

Neste projeto foram utilizadas as seguintes células: macréfagos peritoneais
de camundongos e protozodrios da espécie Leishmania (Leishmania) amazonensis.

5.3.1.1 Macrofagos peritoniais de camundongo

Para a obtencao dos macro6fagos, foram utilizados camundongos albinos Swiss
fémeas (Mus musculus), com 2 a 3 meses de idade. Os animais foram mantidos no
Biotério do Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Parana, sub-
metidos a ciclos de 12 horas de luz e 12 horas de escuro, sempre com agua e ragao
Purina®), ad libitum. Para os procedimentos descritos a seguir foi obtida aprovacao do
Comité de Etica em Experimentagao Animal (CEEA) do Setor de Ciéncias Bioldgicas
da Universidade Federal do Parana, como pode ser visualizado no ANEXO A.

Os camundongos foram eutanasiados por asfixia com éter etilico. Apos as-
sepsia com alcool iodado e exposicao do peritbnio, aproximadamente 10 mL de PBS
resfriado foram injetados na cavidade peritoneal com auxilio de seringa e agulha es-
terilizadas. Em seguida, foi realizada uma massagem vigorosa na regiao inoculada,
0 exsudato peritoneal foi aspirado e transferido para um tubo plastico esterilizado,
sendo mantido em banho de gelo até a utilizacdo. Posteriormente, as células foram
centrifugadas (HITACHI CR21E) a 2000 rpm por 15 minutos a 4 °C. O sobrenadante
foi desprezado e o “pellet” de células ressuspenso em meio MEM.

A contagem de células foi realizada em camara de Neubauer, e em seguida,
as células foram plagueadas em placa de cultura esterilizada e colocadas para aderir
durante uma hora a 37 °C em atmosfera de 5% de C'O,. Apés a aderéncia as célu-
las foram lavadas duas vezes com PBS a 37 °C. Por este procedimento acima de
90% do total de células aderidas sdo macrofagos, ndo havendo necessidade de purifi-
cacao (ADAMS, 1979). ApoOs esta etapa, as condicdes dos experimentos variaram de
forma adequada para cada situacao experimental. As monocamadas de células foram
rotineiramente observadas em microscépio invertido (OLYMPUS MOD. CK2).
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5.3.1.2 Leishmania (Leishmania) amazonensis

A cultura de promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis foi mantida, logo
apds o descongelamento, em meio Tobbie & Evans por dois ou trés repiques. Depois
foi passada para garrafas de cultura contendo meio MEM suplementado com 10% de
soro fetal bovino. Em ambos os meios, a cultura foi mantida em estufa (FANEM 502A)
de 25-27 °C.

5.3.2 Determinacao da viabilidade celular

A viabilidade celular foi determinada pelo método MTT, como descrito por
REILLY et al, (1998). Neste método, o MTT, brometo de 3-metil-[4-5-dimetiltiazol-2-il]-
2,5 difeniltetrazdlio, € reduzido em células metabolicamente ativas por desidrogenases
mitocondriais. Nesta reacao é formado cristal de formazan, um produto de cor roxa
soluvel em DMSO (REILLY et al., 1998).

Os macroéfagos peritoneais foram plagueados a 5.10° células/pogco em placas
de 96 pocos. Apds a adesdo, o meio de cultura foi retirado, as células foram lavadas
uma vez com PBS e foi adicionado o meio de cultura contendo diferentes concen-
tracoes dos polissacarideos. Apos os tempos de incubacédo o sobrenadante foi reti-
rado e adicionado 180 uL de HBSS e 20 L de solugdo de MTT 5 mg/mL. Apds 3 horas
de incubacgéo a 37 °C com 5% de C'O,, o sobrenadante foi removido e o cristal de for-
mazan formado foi dissolvido em DMSQO. Foi realizada a leitura em leitor de microplaca
(TECAN INFINITE M200) a 550 nm.

5.3.3 Determinacéo do efeito dos polissacarideos na producgao de anion superdxido

Para avaliar a producao de anion superoéxido pelos macréfagos foi utilizado o
protocolo descrito por SASADA et al (1983). Neste procedimento a presenca de anion
superdxido é medida através da reducao extracelular do citocromo c¢. Como controle
positivo, macréfagos peritoneais de camundongos foram incubados na presenca de
PMA (1 pug/mL) (SASADA; PABST; JOHNSTON, 1983). Essas células foram plaqueadas
a 5.10° células/poco em placa de 96 pocos e deixadas para aderir por 2 horas a 37
°C, 5% de CO,. Em seguida foi retirado o meio de cultura e adicionados os polis-
sacarideos dissolvidos em meio de reagdo, constituido por citocromo ¢ 80 yM em
HBSS. Apoés 2 horas de incubacéo a 37 °C, 5% de C'O, foi feita a leitura em leitor de
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microplaca a 550 nm. A concentragdo de citrocomo ¢ reduzido, que corresponde a
concentracao de anion superéxido produzido pelos macréfagos, foi determinada uti-
lizando o Coeficiente de Extingdo Molar para a mistura citocromo C oxid.red.de = 2,1
x 10* M~ cm~! (JOHNSTON; GODZIK; COHN, 1978). Experimentos paralelos foram con-
duzidos nas mesmas condigdes com a presenca de PMA 1 ng/mL concomitante aos
tratamentos com os polissacarideos.

5.3.4 Determinacéao da atividade sequestradora de anion superoéxido

A capacidade sequestradora do radical superéxido foi avaliada pelo método
descrito por Nishimiki e colaboradores (1972), com algumas modificacées. Neste en-
saio, radicais superdxido gerados em presencga de nicotinamida adenina dinucleotideo
reduzida (NADH) e fenazina metasulfato (PMS) reduzem o nitroblue tetrazolium (NBT)
(NISHIKIMI; RAO; YAGI, 1972). O sistema de reagédo foi constituido de tampéao TRIS-HCL
10 mM (pH 8,0), NADH 340 M, NBT 72 uM e PMS 30 M. A reacao foi acompanhada
a 560 nm durante 5 minutos e a capacidade sequestradora do radical superdxido foi
calculada usando a seguinte equacao:

Capacidade sequestradora (%) = (1 — w) * 100

Abs controle

(Ql et al., 2005)

5.3.5 Determinacao do efeito da produgao de 6xido nitrico

A producao de 6xido nitrico foi medida pela dosagem de seus produtos de
degradacao mais estaveis, nitrito e nitrato, pelo método de Griess (GREEN et al., 1982).
Neste método, o nitrito primeiramente reage com a sulfanilamida em meio &cido para
formar um composto intermediario, o sal de diazénio. Em seguida, este sal reage com
N-naftil-etilenodiamina (NED) formando um composto azo estavel de coloragédo pur-
pura, podendo assim ser analisado em espectrofotdbmetro em comprimento de onda
de 550 nm.

Os macroéfagos peritoneais foram plaqueados a 5.10° células/pogco em placas
de 96 pocos. Apds a aderéncia foi retirado 0 meio e adicionado o meio de cultura com
diferentes concentracdes dos polissacarideos. Como controle positivo de producao
de 6xido nitrico foi utilizado LPS na concentracao 100 ng/mL, que foi previamente
sonicado em banho de ultrassom (UNIQUE) por dois ciclos de 15 minutos antes das
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diluicbes. Passadas 48 horas de incubacéo a 37 °C e 5% C'O,, 0 meio sobrenadante
foi misturado na proporcéao 1:1 com reagente de Griess. Este reagente € constituido
pela mistura de duas solucdes A e B na proporgcao 1:1, imediatamente antes do uso.
A solucéo A é constituida por: naftiletiienodiamino 0,1% (p/v) em acido orto-fosférico
5% (v/v), e a solugé@o B por sulfonamina p-aminobenzeno 1% (p/v) em acido fosfdérico
5% (v/v). ApOs reagir por 10 minutos, foi realizada a leitura em leitor de microplaca
utilizando filtro de 550 nm.

5.3.6 Determinacéo do efeito da atividade fagocitica

Para medir a capacidade fagocitica, leveduras obtidas a partir de fermento bi-
olégico, foram preparadas por 3 lavagens consecutivas em PBS estéril, pH 7,4 e man-
tidas a 4 °C até utilizagdo. Macréfagos peritoneais foram plaqueados a 5.10° células/
poco em placas de 24 pogos contendo laminulas de vidro estéreis. Ap6s a aderén-
cia foi retirado o meio e adicionado o meio de cultura com diferentes concentracdes
dos polissacarideos. ApoOs 48 horas, o sobrenadante foi descartado e as laminulas
contendo as monocamadas de macréfagos foram lavadas duas vezes com PBS e,
em seguida, foram incubadas com leveduras na proporcao de 5 leveduras para cada
macrofago por uma hora. Elas foram entdo lavadas trés vezes com PBS, para retirada
das leveduras que nao foram fagocitadas. Em seguida foram executados os procedi-
mentos de preparagcao para microscopia Optica. As células foram fixadas com Bouin
por 5 minutos, lavadas duas vezes com alcool 70% e mais duas vezes com agua des-
tilada. As laminulas foram entdo coradas com Giemsa por uma hora e montadas com
Entellan. Para obter o nimero de leveduras fagocitados/macréfagos as laminas foram
analisadas em microscépio éptico (BEL Photonics).

5.3.7 Andlises morfologicas

Macréfagos peritoneais foram plaqueados a 5.10° células/pogo em placas
de 24 pocgos contendo laminulas de vidro estéreis. Os macréfagos tratados com os
polissacarideos foram mantidos em meio MEM acrescido de diferentes concentra¢des
destes, enquanto que os macrofagos do grupo controle, apenas em meio MEM com-
pleto. Apods 48 horas, o sobrenadante foi descartado e as laminulas contendo as
monocamadas de macréfagos foram lavadas duas vezes com PBS. Em seguida foram
executados os procedimentos para microscopia 6ptica como descrito no item 5.3.6.
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5.3.8 Atividade Leishmanicida

5.3.8.1 Avaliacdo da atividade leishmanicida em amastigota por visualizacdo em
laminula

Os macréfagos foram e plagueados a 5.10° em placas de 24 pogos contendo
laminulas e deixados para aderir overnight a 37 °C, 5% de C'O,. Os parasitas da es-
pécie Leishmania (L.) amazonensis foram entdo centrifugados e adicionados sobre o0s
macrofagos na proporgao de 5 parasitas por macrofago. Apos 12 horas de incubacgéo
a 34 °C em presenca de CO,, 0 meio de cultura foi retidado, o pogo foi lavado 3
vezes com PBS estéril e foram adicionadas solu¢gées com diferentes concentracdes
dos polissacarideos. Apés 48 horas de incubacao a 37 °C, 5% de CO,, o meio foi re-
tirado e cada poco foi novamente lavado 3 vezes com PBS. Em seguida as laminulas
foram preparadas para microscopia éptica, como descrito no item 5.3.6 e analisadas
em microscépio éptico (BEL Photonics). Como controle positivo de atividade leish-
manicida foi utilizado o antimoniato de meglumina (Glucantime(®) na concentracéo
300 pg/mL.

5.3.8.2 Avaliacao da atividade leishmanicida sobre amastigota por visualizacdo do
crescimento de promastigota em meio Tobbie & Evans

Estes experimentos foram realizados como descrito acima, com a diferenca
de nao haver laminulas nos pocos. Passado o periodo infec¢do, 0 meio com os para-
sitas que nao infectaram foi retirado e foi adicionado o meio de cultura com diferentes
concentragdes dos polissacarideos. Apos 48 horas de incubacéo 37 °C com 5% de
C'O, 0 meio foi retirado e foi adicionado 400 pL de soro fisioldgico em cada pogo. O
conteudo dos pocos foi raspado e transferido a tubos de meio Tobbie & Evans. Os
tubos foram mantidos em estufa 25-27 °C por 5 a 10 dias e em seguida foi realizada
a contagem em hemocitémetro. Como controle positivo de atividade leishmanicida foi
utilizado o antimoniato de meglumina (Glucantime®) na concentra¢ao 300 pg/mL.

5.4 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados dos testes de atividade bioldgica in vitro foram submetidos a
analise de variancia ANOVA (fator duplo) e teste de Tukey, para comparagcao das mé-
dias. Os resultados estdo expressos como média + desvio padrdo (média + DP)
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ou como média + erro padrao (média + EP). Foram considerados estatisticamente
significativos os valores comparados ao nivel de significancia de p< 0,05.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 EFEITOS DOS POLISSACARIDEOS GO3, IOTA-GY E EHW-I EM MACROFA-
GOS PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS

6.1.1 Efeitos na viabilidade celular

Com a finalidade de aprofundar-se nos conhecimentos sobre os efeitos de
diferentes polissacarideos como moduladores da resposta bioldgica, inicialmente as
moléculas em estudo foram avaliadas para estabelecer as concentracées ideais de
incubacgéo dos polimeros com as células, sem afetar a viabilidade celular. Para a de-
terminacéo da citotoxicidade dos polissacarideos sobre macréfagos peritoneais, estas
células foram expostas a diferentes concentracdes de Go3, lota-Gy e EHW-1 nos tem-
pos de 2 e 48 horas. Os resultados obtidos estao representados nas figuras 5 e 6.
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FIGURA 5 — EFEITO DOS POLISSACARiDEOS GO8S, IOTA-GY E EHW-1 SOBRE A
VIABILIDADE CELULAR DE MACROFAGOS PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS
APOS 2 HORAS DE EXPOSICAO

FONTE: O autor (2010)

NOTA: Viabilidade celular determinada pelo teste do MTT. Macréfagos peritoneais de ca-
mundongos foram expostos por 2 horas aos polissacarideos Go3, lota-Gy e EHW-I nas con-
centragOes indicadas. Apo6s 3 horas de incubacdo com MTT, este foi removido e adicionou-se
DMSO. Como controle negativo foi utilizado apenas meio de cultura MEM. A absorbéncia foi
medida em 550 nm. 100% de viabilidade corresponde a viabilidade determinada para o con-
trole negativo. Os resultados estao expressos como média + DP (n = 3, sendo cada experi-
mento em quadruplicata). = x « Diferenca significativa do controle negativo: (p < 0,01).
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FIGURA 6 — EFEITO DOS POLISSACARIDEOS GO3, IOTA-GY E EHW-I SOBRE A
VIABILIDADE CELULAR DE MACROFAGOS PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS
APOS 48 HORAS DE EXPOSICAO

FONTE: O autor (2010)

NOTA: Viabilidade celular determinada pelo teste do MTT. Macro6fagos peritoneais de ca-
mundongos foram expostos por 48 horas aos polissacarideos Go3, lota-Gy e EHW-I nas con-
centragdes indicadas. Apos 3 horas de incubacdo com MTT, este foi removido e adicionou-se
DMSO. Como controle negativo foi utilizado apenas meio de cultura MEM. A absorbéancia foi
medida em 550 nm. 100% de viabilidade corresponde a viabilidade determinada para o con-
trole negativo. Os resultados estdo expressos como média + DP (n = 4, sendo cada experi-
mento em triplicata). *, xx, x % % Diferenga significativa do controle negativo: (p < 0,05), (p <
0,02), (p < 0,01) respectivamente.

Para o periodo de 2 horas de exposicao (figura 5) pode-se observar que nao
houve citotoxicidade para nenhum dos polissacarideos nas concentracoes testadas,
que variaram de 10 a 100 ug/mL. Para o tempo de exposicdo de 48 horas foram
testadas concentragdes de 5 a 50 ug/mL, como mostra a figura 6. Go3 diminuiu a
viabilidade celular signicativamente, para 65%, apenas na ultima concentracao, de 50
ug/mL. Para lota-Gy e EHW-I a diminui¢ao ocorreu a partir da concentracao 10 ug/mL
sendo que EHW-I apresentou toxicidade ligeiramente maior, apresentando 41% de
viabilidade em 50 n.g/mL contra 53% na mesma condi¢do para o lota-Gy.

A heteroraminana sulfatada, Go3, e as galactanas sulfatadas, lota-Gy e EHW-
[, exibiram maior toxicicidade para macrofagos peritoneais de camundongos quando
comparadas a outros polissacarideos de diferentes classes. Manana de Saccha-
romyces cerevisae (MPOLY) e a galactomanana do liquen Ramalina celastri (GM-
POLY) ndo afetaram a viabilidade, em concentracdes 0,5 a 2 mg/mL durante 2 horas
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de incubagao (NOLETO, 2002). O autor constatou que nos periodos de 24 e 48 horas,
GMPOLY nas concentracdes de 2 mg/mL e 0,25 a 0,75 mg/mL, respectivamente afetou
a viabilidade destas células em aproximadamente 20% para ambos os tempos de in-
cubagéo. A arabinogalactana ARAGAL n&o mostrou ser toxica em concentracdes até
300 pug/mL em até 5 horas de incubacao para macréfagos (MORETAO et al., 2003, 2004).
ROSARIO et al., (2008) avaliaram os efeitos de xiloglucanas de sementes de Copaifera
langsdorffii (XGC), Hymenaea courbaril (XGJ) e Mucuna sloanei (XGM) em macréfa-
gos peritoneias de camundongos. Neste estudo os autores, verificaram que os trés
polimeros nas concentracdes de 10 ug/mL a 500 ug/mL ndo afetaram a viabilidade
celular de macrofagos peritoneais de camundongos em um periodo de exposicao de
2 horas. Ja para o periodo de 48 horas, apenas XGC e XGJ diminuiram a viabilidade
em cerca de 30% para concentragbes acima de 100 pg/mL.

Determinadas as concentragbes nao tdxicas, iniciou-se a avaliagdo do perfil
de atividade dos polimeros Gog3, lota-Gy e EHW-| sobre macréfagos peritoneais de
camundongos. O polimero ARAGAL ja havia sido avaliado quanto a capacidade de
modulacao das fungbes de macréfagos (MORETAO et al., 2003, 2004).

6.1.2 Efeitos na producao de anion superéxido

Primeiramente, foi avaliada a capacidade dos polissacarideos interferirem no
“burst” oxidativo, que é um processo caracterizado pelo aumento rpido no consumo
de oxigénio onde ha producao de anion superdxido (O3~) e perdxido de hidrogénio
(H,0,) (BADWEY; KARNOVSKY, 1980). Este parametro pode ser avaliado através da
quantificacdo de seus produtos, O3~ e H,O,. No presente estudo, foi avaliada a
producédo de O3~ pelos macréfagos peritoneais de camundongos, incubados com os
polissacarideos durante 2 horas, pelo método de reducao extracelular do citocromo c.
Pode-se observar na figura 7, que a deteccédo de O35~ foi inferior ao controle negativo,
incubado apenas com meio de reacdo. Estes resultados indicam uma diminucao do
“burst” oxidativo.

Modificadores da producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) vém sendo
descritos desde muito tempo. Em 1987, foi constatado que o DPI (diphenyleneiodo-
nium) inibiu em 50% a producéo de O3~ de macréfagos peritoneais intactos estimula-
dos por PMA (HANCOCK; JONES, 1987). Este estudo sugeriu que tal atividade tivesse
relacdo com a NADPH oxidase. A toxina letal de Anthrax foi descoberta como po-
tente ativador do “burst” oxidativo em macréfagos RAW 264.7 (HANNA et al., 1994). No
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FIGURA 7 — PRODUGAO DE ANION SUPEROXIDO POR MACROFAGOS
PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS EXPOSTOS AOS POLISSACARIDEOS GO3,

IOTA-GY E EHW-I

FONTE: O autor (2010)

NOTA: Producao de anion superéxido determinada pela reducao extracelular do citocromo
c. Macréfagos peritoneais de camundongos foram expostos por 2 horas aos polissacarideos
Go3, lota-Gy e EHW-I nas concentragdes indicadas diluidos em meio de reagao, constituido
por citocromo ¢ 80 M em HBSS. Como controle positivo foi usado 1 ug/mL de PMA em meio
de reacao e apenas este meio como controle negativo. A absorbancia foi medida em 550 nm.
A concentracao de citrocomo ¢ reduzido, que corresponde a concentracao de anion superéxido
produzido pelos macréfagos, foi determinada utilizando o Coeficiente de Extingdo Molar para
a mistura citocromo C oxid.red.de = 2,1 x 10* M—! cm~!. Os resultados estao expressos como
média + EP (n = 4, sendo cada experimento em quadruplicata). * * x Diferenca significativa do
controle negativo: (p < 0,01).

mesmo estudo, linhagens de macrofagos com deficiéncia na produgcédo de espécies
reativas de oxigénio apresentaram relativa insensbilidade a esta toxina. Mais recente-
mente, foi descoberto que o mondxido de carbono inibe a citocromo ¢ oxidase, levando
a producéao de baixos niveis de ROS (ZUCKERBRAUN et al., 2007).

Os principais estudos visando avaliar a interferéncia de polissacarideos no
“burst” oxidativo foram realizados com zimosana, uma mistura de manana e glucana.
Esta preparacao € capaz de induzir esta via em macrofagos (BADWEY; KARNOVSKY,
1980; BERTON; GORDON, 1983; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999). Ativagao do “burst”
oxidativo foi também observada para a arabinogalactana isolada da planta Phyllanthus
niruri, sendo este efeito de magnitude trés vezes superior (na concentracdo de 250
ug/mL) quando comparado ao controle, indicando que o polimero em sua forma nativa
foi mais eficiente na ativagao do “burst” oxidativo (MELLINGER et al., 2005). A mesma
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arabinogalactana, a 250 ug/mL, apds tratamento com HCL, apresentou estimulo da
produgcédo de O3~ duas vezes mais que o controle (MELLINGER et al., 2008). Para as
xiloglucanas de de sementes de Copaifera langsdorffii (XGC), Hymenaea courbaril
(XGJ) e Mucuna sloanei (XGM), apesar de ser observado uma discreta tendéncia de
aumento na produgéo de O35~ com o aumento na concentracao destes polissacarideos,
esta nao foi estatisticamente significativa (ROSARIO et al., 2008).
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FIGURA 8 — PRODUCAO DE ANION SUPEROXIDO POR MACROFAGOS
PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS EXPOSTOS AOS POLISSACARIDEOS GOg3,
IOTA-GY E EHW-1 NA PRESENCA DE PMA

FONTE: O autor (2010)

NOTA: Producao de anion superéxido determinada pela redugédo extracelular do citocromo
c. Macréfagos peritoneais de camundongos foram expostos por 2 horas aos polissacarideos
Go3, lota-Gy e EHW-I nas concentracdes indicadas diluidos em meio de reacao, constituido
por citocromo ¢ 80 M em HBSS na presenca de PMA 1 p/mL. Como controle foi usado 1
ng/mL de PMA em meio de reagé@o. A absorbancia foi medida em 550 nm. A concentragéo
de citrocomo c¢ reduzido, que corresponde a concentracdo de anion superdxido produzido pe-
los macrofagos, foi determinada utilizando o Coeficiente de Extingdo Molar para a mistura
citocromo C oxid.red.de = 2,1 x 10* M—! cm~!. Os resultados estio expressos como média +
EP (n = 3, sendo cada experimento em quadruplicata).  x x Diferenca significativa do controle:
(p < 0,01).

A arabinhogalactana ARAGAL, inoculada intraperitonealmente a 200 mg/Kg e
apos 7 dias os macréfagos peritoneais foram coletados e incubados com citocromo ¢
por 0 a 60 minutos. Para esta condicdo experimental, foi observada ativagdo da pro-
ducédo de O35, chegando a cerca de 70% acima da produgédo dos macrofagos de ca-
mundongos nao tratados apds de 45 minutos de incubacdo. Quando esta incubacgéao
foi realizada na presenca de PMA 1 nug/mL, foi observado efeito sinérgico do ARA-
GAL, chegando a 48% de producado de O3~ acima do controle (animais ndo tratados)
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(MORETAO et al., 2003).

Efeitos semelhantes foram encontrados para os polissacarideos GMPOLY (ga-
lactomanana do liquen Ramalina celastri) e MPOLY (manana de Saccharomyces cere-
visae), que foram capazes de inibir o “burst” oxidativo na presenca de PMA. GMPOLY,
na concentracdo 1 mg/mL foi capaz de inibir a producdo de anion superdxido em
90% (NOLETO et al., 2002), e MPOLY, a 2 mg/mL foi capaz de diminuir a quantidade
de anion superédxido detectavel em 80% comparando com o controle (NOLETO et al.,
2004). O complexo destes polissacarideos com ion vanadilo apresentou atividade em
concentragées mais baixas, sendo capaz de inibir a producao de anion superdxido
em 50% a 2,5 ug/mL para ambos os compostos. Nestes estudos nao foi observado
nenhum efeito dos compostos no busrt oxidativo na ausencia de PMA (NOLETO et al.,
2002, 2004).

Para confirmar o efeito inibitério do “burst” oxidativo, foram realizados experi-
mentos paralelos, nos quais os macréfagos foram expostos aos polissacarideos jun-
tamente com PMA, o controle positivo para producao de anion superédxido. Na figura
8 observamos que os trés compostos foram capazes de diminuir expressivamente a
deteccao de O3~ quando as células foram concomitantemente estimuladas pelo PMA.
Esta diminuicao foi de cerca de 90% para Go3, 80% para lota-Gy e 70% para EHW-I
quando comparados com o controle.

A partir do resultado obtido no presente trabalho, foi considerada a possibili-
dade dos polissacarideos estarem atuando como sequestrador de O3~. Para compro-
var esta possivel atividade, foram realizados ensaios in vitro, livre de células, baseados
na capacidade do polissacarideo inibir a reducao de NBT por anion superéxido gerado
no meio de reacdo (Ql et al., 2005; DRABIKOVA et al., 2009; SCHEPETKIN et al., 2009). A
figura 9 mostra os resultados desta avaliagcdo. E possivel observar que os trés polis-
sacarideos apresentaram atividade antioxidante, evidenciada pela intensa inibicao da
reducdo do NBT pelo anion superdxido gerado no meio de reacdo. Esta atividade
mostrou-se de forma dose dependente, alcangcando, na maxima concentracdo (10
ug/mL) a 33% de captagdo com o Go3, 44% com o lota-Gy e 55% com o EHW-I.
A partir destes resultados pode-se constatar que os polissacarideos testados (Go3,
lota-Gy e EHW-I) apresentaram efeito inibidor do “burst” oxidativo com comprovada
atividade sequestradora de anion superoxido.

Esta atividade foi mais intensa que a encontrada em estudos anteriores, nos
quais a capacidade sequestradora de O35~ foi encontrada para polissacarideos sulfa-
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FIGURA 9 — ATIVIDADE SEQUESTRADORA DE ANION SUPEROXIDO DOS
POLISSACARIDEOS GO8, IOTA-GY E EHW-I

FONTE: O autor (2010)

NOTA: Sistema de reacao: TRIS-HCI 10 mM, pH 8,0, NADH 340 M, NBT 72 M e PMS 30
uM. A reacao foi iniciada pela adigdo de NADH 10 mM na auséncia (controle) e na presenga
dos polissacarideos Go3, lota-Gy e EHW-I nas concentracdes indicadas. Os resultados estédo
expressos como média + DP (n = 3, sendo cada experimento em ftriplicata). x, x x « Diferenca
significativa do controle: (p < 0,05), (p < 0,01) respectivamente.

tados. Uma homofucana da alga marrom Fucus vesiculosus, duas fragées de hetero-
fucanas (F0.5 e F1.1) da alga marrom Padina gymnospora e trés galactanas, lambda-,
kappa- e iota-carragenanas das algas vermelhas Gigartina acicularis, Eucheuma cot-
tonii e E. spinosa respectivamente foram testadas pelo mesmo método utilizado no
presente trabalho. A concentragdo necesséria para 50% de atividade sequestradora
de O35~ foi 0,058; 0,243; 0,243; 0,046; 0,332; 0,112 mg/mL respectivamente (SOUZA et
al., 2007).

O polissacarideo sulfatado extraido da microalga vermelha Rhodella reticulata
apresentou cerca de 40% de atividade sequestradora de O3~ a 1,6 mg/mL (CHEN et al.,
2009a). Ja a extracao aquosa a quente da alga Sargassum hemiphyllum exibiu 50%
de atividade sequestradora de O3~ na concentragéo 2,41 mg/mL (HWANG et al., 2010).

Além de sequestro de anion superdxido, ja foram encontrados outros tipos de
atividade antioxidante para polissacarideos. TSIAPALI et al. (2001) relataram efeitos
antioxidantes em diversos polissacarideos. Pululana, manana, dextrana e glucana-
fosfato e os monossacarideos glucose e manose, que compde esses polimeros, foram
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testados para protecdo de g-ficoeritina contra oxidacdo por AAPH. Foi encontrado
gue os polissacarideos apresentam maior poder protetor que seus respectivos monos-
sacarideos. Este estudo sugere que esta diferenca de atividade antioxidante se deve
a maior facilidade de retirada de préton do carbono anomérico do polimero do que das
unidades monossacaridicas livres (TSIAPALI et al., 2001).

O polissacarideo purificado da semente de Plantago asiatica L., que contém
acido urénico em sua composi¢ao na concentracdo 145,8 g/Kg, foi testado para seque-
stro do radical DPPH, sequestro de O3~ gerado por autooxidacao de 1,2,3-fentriol, se-
questro de radical hidroxila e inibicdo da lipoperoxidacdo. A concentracdo necessaria
para 50% de atividade (1Cs,) foi 0,44; > 8; 3,46 e 1 mg/mL para as atividade citadas
respectivamente (YIN et al.,, 2010).

Para outros polissacarideos sulfatados também ja foi observada atividade an-
tioxidante. Polissacarideo extraido da parede celular da microalga vermelha Porphyrid-
ium sp. apresentou 45% de inibicao da autooxidacao do acido linolénico em 2 mg/mL
e 87% para 10 mg/mL (TANNIN-SPITZ et al., 2005). O mesmo polissacarideo protegeu
células 3T3 do dano oxidativo causado por FeSO,. Esta atividade foi evidenciada pela
conservagao da morfologia em microscopia eletrénica destas células tratadas com o
polissacarideo na presenca de FeSO, comparada a morfologia de células tratadas
apenas com FeSO, e células ndo tratatas (TANNIN-SPITZ et al., 2005).

Outro estudo avaliou a atividade antioxidante de diferentes polissacarideos
sulfatados isolados de 11 espécies de algas, através da reducdo do Molibidénio VI
(Mo (V1)) a Molibidénio V (Mo (V)) (COSTA et al, 2010). Todos os compostos apre-
sentaram atividade antioxidante total, sendo que a mais expressiva foi encontrada
para o polissacarideo extraido da alga vermelha (Rodophyta) Gracilaria caudata, com
53,9 mg/g em equivalentes de acido ascérbico (COSTA et al., 2010). Os mesmos 11
polissacarideos foram testados para as atividades captadora de radical hidroxil pelo
teste de inibicdo da reacao de Fenton, e captadora de anion superéxido pelo teste de
inibicdo da reduc&o de NBT. No primeiro teste, foi encontrada atividade em 4 polis-
sacarideos, sendo que o polissacarideo da alga Caulerpa sertularioides apresentou
a atividade mais expressiva de captacao de radical hidroxila alcangando 1,8% a 0,5
mg/mL. Para o segundo teste foi encontrada atividade para 5 polissacarideos, sendo
que a mais intensa foi de 9,4% de captacao de anion superdxido para o polissacarideo
de Dictyota cervicornis a 0,5 mg/mL (COSTA et al., 2010).



55

6.1.3 Efeitos na producéo de 6xido nitrico

O passo seguinte no presente estudo foi avaliar a produgéo de 6xido nitrico,
outra via de fundamental importancia para os macréfagos executarem sua funcéo,
como células efetoras nos processos de defesa do organismo. Esta atividade leva
mais tempo para se iniciar, em comparacao a via de produgéo de 05, devido a neces-
sidade de expressédo da enzima éxido nitrico sintase induzivel (iINOS), ndo expressa
em grande quantidade em macréfagos nao ativados (KORHONEN et al., 2005). A pro-
ducdo de 6xido nitrico permanece por longos periodos de tempo e os macréfagos
utilizam esta via para eliminar microorganismos fagocitados e, em especial parasitas,
como por exemplo, Leishmania (BOGDAN, 2001; KORHONEN et al., 2005). Aumento na
producado de NO ocorre frente a diferentes estimulos, sendo que os agentes mais efi-
cazes sao o interferon-v e o LPS (STUEHR; MARLETTA, 1985; BEUTLER, 2004), os quais
séo rotineiramente utilizado como controle positivo de ativagdo desta via.

Alguns polissacarideos vém se destacando como ativadores da produgéo de
NO. As (-glucanas, que sao polissacarideos mais estudados quanto a capacidade
de modulacao da resposta bioldgica (BOHN; BeMILLER, 1995), sédo eficazes na ativacédo
da produgédo de NO (AKRAMIENE et al., 2007). Acemannan, uma manana isolada de
Aloe vera, estimulou a producao de 15 umol de nitrito/mg proteina na concentracao
200 pg/mL na presenca de 1 U/mL de INF-y em macréfagos da linhagem RAW 264.7
(RAMAMOORTHY; KEMP; TIZARD, 1996).

Para a avaliacdo desta atividade, macrofagos peritoneais de camundongos
foram expostos aos polissacarideos Go3, lota-Gy e EHW-I por 48 horas. Os resultados
de tais experimentos estdo apresentados na figura 10. O polissacarideo Go3 estimu-
lou a producédo de NO em aproximadamente 123, 116 e 110% nas concentracdes de
2,5, 5 e 10 pg/mL respectivamente, quando comparado com o controle sem estimulo
(somente meio). Estes valores sédo estatisticamente iguais ao estimulo com LPS 100
ng/mL (controle positivo) (figura 10A). O polimero EHW-1 apresentou atividade menos
intensa, alcancando aproximadamente 81% com a maior concentracdo (10 pg/mL),
em relacdo ao controle com meio. Na figura 10B observa-se que, para o lota-Gy a ati-
vacao foi de aproximadamente 71% para 10 pg/mL, em relagdo ao respectivo controle
negativo (meio).

Os efeitos dos polissacarideos Go3, lota-Gy e EHW-I sobre a produg¢éao de NO
foram de maior magnitude quando comparado aos descritos para diferentes classes
de polissacarideos. MPOLY, manana isolada de S. cerevisae estimulou a producéo
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FIGURA 10 - PRODUCAO DE OXIDO NITRICO POR MACROFAGOS
PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS APOS 48 HORAS DE EXPOSICAO AOS
POLISSACARIDEOS GOg3, IOTA-GY E EHW-I

FONTE: O autor (2010)

NOTA: Produgéo de éxido nitrico determinada pela dosagem de nitritos pelo método de Griess.
Macrofagos peritoneais de camundongos foram expostos por 48 horas aos polissacarideos
Go3 e EHW-I (A) e lota-Gy (B) nas concentragdes indicadas. Como controle positivo foi usado
de LPS e (100 ng/mL) como controle negativo foi utilizado apenas meio de cultura MEM. A
absorbancia foi medida em 550 nm. A concentragdo de nitrito, que corresponde a concen-
tragdo de Oxido nitrico produzido pelos macrofagos, foi determinada utilizando uma curva de
calivragdo com padrédo de nitrito realizada no dia da leitura. Os resultados estao expressos
como média + EP (n = 3, sendo cada experimento em ftriplicaata). =, #x, % % x Diferenca
significativa do controle negativo: (p < 0,05), (p < 0,02), (p < 0,01) respectivamente.
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de NO em aproximadamente 40% nas concentracdes de 10 a 1200 ug/mL, em re-
lacdo ao controle negativo (NOLETO et al., 2004). GMPOLY, galactomanana isolada do
liguen Ramalina celastri, nas concentragdes de 10 a 250 ug/mL aumentou em aproxi-
madamente 40% a producdo de nitrito de macréfagos peritoneais de camundongos
em relacao as células nao tratadas (NOLETO et al., 2002). Em ambos os estudos nao
foi observado um perfil de ativacdo dose dependente para os polissacarideos MPOLY
e GMPOLY. A arabinogalactana ARAGAL néo exibiu efeito sobre a producao de NO de
macréfagos isolados de camundongos tratados in vivo com este polimero (MORETAO
etal., 2003).

A intensidade do efeito promovido pelos polissacarideos estudados no pre-
sente trabalho, porém, foi menor que a encontrada para o polissacarideo acido isolado
de Phellinus linteus. Na concentracéo 10 ug/mL, este polimero aumentou a producao
de 6xido nitrico em macréfagos isolados da cavidade peritoneal de camundongos de
maneira estatisticamente igual ao tratamento com LPS (500 ng/mL) (KIM et al., 2004).

Ja as xiloglucanas isoladas de sementes de Copaifera langsdorffii (XGC), Hy-
menaea courbaril (XGJ) e Mucuna sloanei (XGM), apresentaram diferengas de inten-
sidade de efeito entre si sobre a produgéo de 6xido nitrico em macréfagos peritoneais
de camundongos. Foi observado um aumento de aproximadamente 262% a 307%
para XGC e de aproximadamente 68% a 92% para XGJ para concentracdes de 10 a
50 ug/mL em relagdo ao controle somente com meio. XGM néo exerceu efeito sobre
a producao de 6xido nitrico (ROSARIO et al., 2008).

6.1.4 Efeitos na atividade fagocitica e morfologia

Dentre as fungdes de macrofagos que se tornam aumentadas durante o pro-
cesso de ativacao esta a capacidade fagocitica. Para avaliar este parametro, macrofa-
gos peritoneais de camundongos aderentes em laminulas de vidro, apds serem ex-
postos a diferentes concentracées dos polissacarideos por 48 horas, foram incubados
com leveduras na proporcao 5 leveduras para cada macréfago por 1 hora. Os resul-
tados expressos em numero de leveduras fagocitadas/macrofago estdo apresentados
na figura 11. Houve diminuicao significativa do numero de leveduras fagocitadas por
macroéfagos de 7,4 para aproximadamente 4, tanto para o tratamento com o polis-
sacarideo Go3 (5 ug/mL) como para o EHW-1 (10 pg/mL). O lota-Gy nao alterou a
capacidade fagocitica em nenhuma das concentracdes testadas. Como ndo houve
diferengas visuais na capacidade fagocitica, a figura 12 mostra imagens representati-
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vas da atividade fagocitica do controle, na qual € possivel observar leveduras dentro
de vacuolos no citoplasma dos macrofagos.

Outros polissacarideos ativadores de resposta biolégica foram capazes de au-
mentar a atividade fagocitica de macréfagos, exibindo perfil diferente do encontrado
no presente trabalho. O ARAGAL aumentou o indice endocitico de 4,08 para 6,8
a 100 pg/mL apos incubagdo dos macréfagos peritoneais de camundongos com o
polissacarideo por 24 horas (MORETAO et al., 2003). Macréfagos de animais tratados
intraperitonealmente com «-glucana isoladas do liquen Ramalina celastri apresen-
taram atividade fagocitica aumentada em 70% ap6s 7 dias de tratamento com 200
mg/Kg (STUELP-CAMPELO et al., 2002). AEPB e CWEP, fra¢des alcalina e aquosa de
galactomananas extraidas de Trigonella foenum-graecum L. apresentaram atividade
fagocitica nas faixas de 25-40% e 10-20%, respectivamente nas concentracoes de 3
a 30 pug/mL em macréfagos peritoneais de camundongos cultivados por 24 horas na
presenca dos polimeros (RAMESH; YAMAKI; TSUHIDA, 2002).
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FIGURA 11 — ATIVIDADE FAGOCITICA DE MACRQFAGOS PERITONEAIS DE
CAMUNDONGOS EXPOSTOS AOS POLISSACARIDEOS GO3, IOTA-GY E EHW-I

FONTE: O autor (2010)

NOTA: Atividade fagocitica. Macréfagos peritoneais de camundongos foram expostos por 48
horas a 37 °C e 5% de CO, aos polissacarideos Go3, lota-Gy e EHW-I nas concentracées
indicadas e, em seguida, incubados por uma hora com leveduras na proporg¢ao 5:1. O nimero
de leveduras fagocitadas/ macréfago foi obtido por contagem em microscopio éptico. Como
controle negativo foi utilizado apenas meio de cultura MEM. Os resultados estdo expressos
como média + DP (n = 2, sendo cada experimento em triplicata). « Diferenca significativa do
controle negativo: p < 0,05
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FIGURA 12 — ATIVIDADE FAGOCITICA DE MACROFAGOS PERITONEAIS DE

CAMUNDONGOS

FONTE: O autor (2010)

NOTA: Atividade fagocitica. Macroéfagos peritoneais de camundongos foram mantidos por 48
horas com meio MEM, em seguida, incubados por uma hora com leveduras na propor¢ao 5:1,
sempre a 37 °C e 5% de CO,. As laminulas foram processadas para microscopia Optica,
coradas com Giemsa e fotografadas com zoom de 2,3X, no aumento 400X (A) e 1000X (B)

Além da avaliacdo das caracteristicas funcionais, a modulagédo de macréfagos
pode também ser estudada através de analises morfolégicas. Para avaliar possiveis
alteragbes na morfologia, macréfagos aderentes em laminulas foram incubados na
auséncia ou preseca de diferentes concentracées dos polissacarideos Go3, lota-Gy
e EHW-I durante 48 horas. As imagens mais significativas da avaliagdo morfolégica
estdo apresentadas nas figuras 13, 14, 15 e 16.
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FIGURA 13 - ANALI§ES MORFOLOGICAS DE MACROFAGOS PERITONEAIS DE
CAMUNDONGOS NAO TRATADOS

FONTE: O autor (2010)

NOTA: Analises morfolégicas. Macréfagos peritoneais de camundongos aderentes em laminu-
las de vidro foram incubados por 48 horas a 37 °C e 5% de CO, apenas com meio MEM. As

laminulas foram processadas para microscopia Optica, coradas com Giemsa e fotografadas
com zoom de 2,3X, no aumento 400X (A) e 1000X (B).

.
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De acordo com a literatura, macrofagos residentes, que nao sofreram esti-
mulo, possuem nucleo pequeno e escuro, poucas projecoes citoplasmaticas e pouco
espalhados, enquanto que macréfagos ativados possuem citoplasma aumentado, nu-
cleo grande e claro, varias projecdes citoplasmaticas e grande capacidade de espa-
lhamento (BURGALETA et al., 1978). Na figura 13, que mostra os macrofagos néo trata-
dos, observa-se a predominancia de caracteristicas de macréfagos residentes.

Para o tratamento com o polissacarideo Go3 na concentragéo 2,5 pg/mL,
(figura 14 A-B), foram visualizadas alteragdes morfolégicas discretas indicativas de
ativagao evidenciadas pelo nucleo maior € mais claro. Ja na concentragéo 10 pg/mL
(figura 14 C-D) pode-se observar células menores, com o citoplasma e nucleo mais
condensados e prolongamentos maiores que o controle. Estas caracteristicas po-
dem estar relacionadas com a primeira fase de morte celular por apoptose (ARENDS;
MORRIS; WYLLIE, 1990; EDINGER; THOMPSON, 2004). Existem evidéncias de que Oxi-
do nitrico (VO) pode induzir apoptose em macrdfagos (ALBINA et al., 1993). Como
a raminana Go3 apresentou intensidade maior na producao de NO dentre os com-
postos estudados neste trabalho, pode-se sugerir que estas alteragdes morfologicas
podem estar relacionadas com a morte celular por apoptose. Porém, mais estudos
S840 necessarios para se confirmar a ativagdo de morte celular programada nestas
células.

Para o tratamento com lota-Gy (figura 15) pode-se observar na concentragéo
10 pg/mL, alteragdes discretas indicativas de ativacdo, como a presenca de vacuolos
no citoplasma, ndcleo maior e mais claro. O polissacarideo EHW-I foi o que cau-
sou alteragdes morfoldgicas mais intensas. A (figura 16) mostra o tratamento com a
menor (16A, 2,5 ug/mL) e maior concentragéo (16B, 10 ug/mL). Pode-se observar que
as células estdo mais arredondadas e com a membrana plasmatica aparentemente
danificadas. O rompimento da membrana plasmatica, assim como a perda de sua
estrutura, podem estar relacionadas com morte celular por necrose (DUVALL; WYLLIE,
1986; BELLAMY et al., 1995; EDINGER; THOMPSON, 2004).

Vale ressaltar que as concentragdes utilizadas para avaliar interferéncia na
morfologia s&o aquelas que ndo afetaram a viabilidade celular determinada pelo teste
do MTT. Assim, as alteracdes visualizadas foram decorrentes de interferéncias em out-
ros parametros das células, ndo aquele relacionado a atividade de enzimas desidro-
genases mitocondriais. Nao se pode descartar a interferéncia no processo de adeséo
celular. Nao foi realizado experimento adicional para comprovar esta hipétese, mas
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FIGURA 14 — ANALISES MORFOLOGICAS DE MACROFAGOS PERITONEAIS DE
CAMUNDONGOS EXPOSTOS AO POLISSACARIDEO GO3

FONTE: O autor (2010)

NOTA: Analises morfolégicas. Macréfagos peritoneais de camundongos aderentes em laminu-
las de vidro foram incubados por 48 horas a 37 °C e 5% de C' O, na presencga do polissacarideo
Go3. As laminulas foram processadas para microscopia éptica, coradas com Giemsa e fo-
tografadas com zoom de 2,3X, no aumento 400X (A, C) e 1000X (B, D). (A) e (B) correspondem
a concentracdo 2,5 ug/mL; (C) e (D) a 10 pug/mL.
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FIGURA 15 — ANALISES MORFOLOGICAS DE M,ACROFAGOS PERITONEAIS DE
CAMUNDONGOS EXPOSTOS AO POLISSACARIDEO IOTA-GY

FONTE: O autor (2010) _ ) _ _ )
NOTA: Andlises morfolégicas. Macréfagos peritoneais de camundongos aderentes em laminu-

las de vidro foram incubados por 48 horas a 37 °C e 5% de C O, na presencga do polissacarideo
lota-Gy. As laminulas foram processadas para microscopia éptica, coradas com Giemsa e fo-
tografadas com zoom de 2,3X, no aumento 400X ((A) e 1000X (B). (A) e (B) correspondem a
concentragédo 10 pg/mL.
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€ possivel observar nas micrografias que a densidade celular € menor para os polis-
sacarideos Go3 e EHW-I a partir da concentragdo 5 ug/mL (figuras 14 e 16), além de
ter um padrao de distribuicao diferente ao longo da laminula quando comparadas ao
controle (figura 13).
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FIGURA 16 — ANALISES MORFOLOGICAS DE M,ACROFAGOS PERITONEAIS DE
CAMUNDONGOS EXPOSTOS AO POLISSACARIDEO EHW-

FONTE: O autor (2010)

NOTA: Andlises morfolégicas. Macréfagos peritoneais de camundongos aderentes em laminu-
las de vidro foram incubados por 48 horas a 37 °C e 5% de C'O, na presenca do polissacarideo
EHW-I. As laminulas foram processadas para microscopia éptica, coradas com Giemsa e fo-
tografadas com zoom de 2,3X, 1000X (A e B). (A) corresponde a concentracao 2,5 ug/mL; (B)
a 10 pg/mL.

Em estudos anteriores, através de andlises morfoldgicas, verificou-se que o
polissacarideo ARAGAL foi capaz de ativar macréfagos isolados da cavidade peri-
toneal de camundongos tanto in vitro quanto in vivo (MORETAO et al., 2003). A porcent-
agem de macrofagos ativados foi de 40% em células nao tratadas e de 90% com o
tratamento in vitro por 48 horas a 300 ug/mL. Macréfagos de animais tratados com
500 mg/Kg por 24 horas exibiram 70% de ativacéo.

6.2 ATIVIDADE LEISHMANICIDA DOS POLISSACARIDEOS ARAGAL, GO3, IOTA-
GY E EHW-I SOBRE MACROFAGOS PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS IN-
FECTADOS COM Leishmania (Leishmania) amazonenis

No presente estudo os polimeros sulfatados exibiram propriedades modulado-
ras de atividade de macréfagos, pois diminuiram a produgéo de O35~ e estimularam in-
tensamente a producao de NO. A ativacdo de macréfagos para secrecao de ambas as
moléculas é de crucial importancia para estas células exercerem sua atividade micro-
bicida (SONG et al., 2002; HALLIWELL, 2006). Tem sido reconhecido que, nestas células,
a sintese de O3~ e NO ocorrem de forma independente, pois ha liberacdo de O3~ na
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FIGURA 17 — ATIVIDADE LEISHMANICIDA EM LAMINULA, CONTROLE POSITIVO

E NEGATIVO

FONTE: O autor (2010)

NOTA: Macréfagos peritoneais de camundongos aderentes em laminulas de vidro infectados
com Leishmania (Leishmania) amazonensis por 12 horas a 34 °C na presenga de CO, foram
incubados por 48 horas a 37 °C e 5% de CO, na presencga ou auséncia de Glucantime 300
ug/mL. As laminulas foram processadas para microscopia Optica, coradas com Giemsa e fo-
tografadas com zoom de 2,3X, no aumento 1000X. (A), (B), (C) e (D) correspondem ao controle
negativo, tratado com meio MEM. (E), (F), (G) e (H) correspondem ao tratamento com Glucan-
time 300 ug/mL, usado como controle positivo de atividade leishmanicida. As setas em A - D
indicam parasitas internalizados, em E - H indicam vacuolos vazios.
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auséncia de producao de NO detectavel e vice versa (DING; NATHAN; STUEHR, 1988;
BOGDAN; ROLLINGHOFF; DIEFENBACH, 2000). Também é reconhecido que a producao
de NO permanece por um periodo mais longo (KORHONEN et al., 2005).

A capacidade dos polissacarideos em estudo de modificar funcées de macroéfa-
gos, motivou a avaliacao da atividade leishmanicida destes compostos em macréfagos
infectados com Leishmania in vitro. Os experimentos foram planejados para serem
realizados em 48 horas de incubacgdo, tempo no qual as células mostraram estar
ativadas para a producdo de NO. Os efeitos dos polissacarideos sobre amastigo-
tas intracelulares foram avaliados em duas condigdes experimentais; em uma das
condicdes, as células foram fixadas em laminulas e coradas, na outra, as células
foram transferidas para meio rico, favorecendo o crescimento do parasita. Os re-
sultados destes experimentos estdo mostrados nas figuras 17 a 19. Como controle
positivo foi utilizado o Glucantime 300 pg/mL, antimonial utilizado no tratamento das
leishmanioses.

A figura 17 ilustra micrografias representativas de preparacées de macréfa-
gos infectados por Leishmania (L.) amazonensis, tratados ou ndo com Glucantime.
Observa-se na figura 17A-D que as células do controle negativo apresentaram o cito-
plasma bastante vacuolado contendo parasitas na forma amastigota em seu interior,
indicados por setas. Para o tratamento com Glucantime o niumero de parasitas in-
ternalizados diminuiu, fato observado pela presenca de vacuolos vazios (figura 17 E-
H). A contagem do parasita internalizado revelou atividade leishmanicida em laminula
para os polissacarideos ARAGAL e EHW-I, como estd mostado na figura 18. O trata-
mento com ARAGAL diminuiu o numero de Leishmania fagocitada por macréfago de
5,05 (controle negativo) para 2,3 e 1,1 nas concentracées 10 e 50 ug/mL, respecti-
vamente. O tratamento com EHW-I apresentou um perfil semelhante, com 2,0 e 1,0
Leishmania/macrofago em 2,5 e 10 ug/mL, respectivamente. Vale destacar que esta
atividade foi mais intensa que a do Glucantime 300 pg/mL, que apresentou 3,2 Leish-
mania/macréfago.

A avaliagao da atividade leishmanicida, somente em laminulas coradas deixa
um o seguinte questionamento; os parasitas que ap6s o tratamento, ainda sao vi-
sualizados nos vacuolos parasitéfagos através da coloragao, estavam viaveis ou nao
antes da fixagao da laminula? Para de fato caracterizar uma atividade leishmanicida,
as células infectadas e tratadas foram expostas a condi¢gdo que favorega o cresci-
mento dos parasitas que eventualmente sobreviveram ao tratamento. Neste sentido,
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FIGURA 18 — ATIVIDADE LEISHMANICIDA DOS POLISSACARIDEOS ARAGAL E
EHW-1 SOBRE MACROFAGQOS PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS INFECTADOS
COM Leishmania (L.) amazonenis EM LAMINULA

FONTE: O autor (2010)

NOTA: Atividade leishmanicida. Macréfagos peritoneais de camundongos, aderentes em
laminulas de vidro, infectados com Leishmania (Leishmania) amazonensis por 12 horas a 34
°C na presenga de CO, foram incubados por 48 horas a 37 °C e 5% de CO- na presenga na
presenca dos polissacarideos ARAGAL e EHW-I nas concentracdes indicadas. As laminulas
foram processadas para microscopia 6ptica e coradas com Giemsa. Como controle nega-
tivo foi utilizado apenas meio de culuta MEM e como controle positivo foi utilizado Glucantime
300ug/mL. O numero de Leishmania/macréfago foi obtido por contagem em microscépio 6p-
tico. Os resultados estdo expressos como média + DP (n = 2, sendo cada experimento em
triplicata). *x, x * = Diferencga significativa do controle negativo: (p < 0,02), (p < 0,01) respecti-
vamente.
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foram realizados experimentos em meio Tobbie & Evans, que favorece o crescimento
dos parasitas ap6s o tratamento com os compostos em estudo. Nesta condicdo os
protozoarios intracelulares que estao viaveis conseguem evadir dos macréfagos e se
transformam em promastigotas que proliferam em cultura. A proliferacdo da Leishma-
nia na forma promastigota sera proporcional ao numero de amastigotas viaveis que
sairam dos macréfagos. O tratamento com ARAGAL (figura 19A) a partir de 10 pg/mL
promoveu, uma diminui¢gdo expressiva de aproximadamente 88% no crescimento das
Leishmania (L.) amazonensis. Este efeito foi ligeiramente superior ao do glucantime
gue apresentou cerca de 72% de inibicao no crescimento dos parasitas, quando com-
parado com o controle negativo (meio).

MORETAO et al., (2003) verificam que o polimero ARAGAL foi capaz de modu-
lar funcdes de macréfagos. Este efeito foi caracterizado pelo aumento na atividade
fagocitica e na quantidade de macréfagos ativados in vitro, além de aumentar a pro-
ducéo de anion superoxido em macréfagos isolados de animais tratados com o polis-
sacarideo. Neste estudo, verificou-se que ARAGAL néo teve efeito sobre a producao
de éxido nitrico in vivo, em macréfagos isolados de animais tratados com o polis-
sacarideo. Uma vez que, este polimero, embora em condicao de tratamento diferente,
n&o apresentou efeito sobre a producdo de NO, a atividade leishmanicida encontrada
no presente estudo para o ARAGAL, pode ser, em parte, consequéncia do aumento do
“burst” oxidativo. Porém, o tratamento dos macroéfagos infectados foi investigado apés
o periodo de 12 horas de infeccédo, tempo suficiente para que ocorra diminuicao da
intensidade do “burst” oxidativo. Neste sentido, pode-se sugerir que a atividade leish-
manicida observada para o ARAGAL seja resultado do envolvimento de outras vias
de ativagdo de macréfagos. Em outro estudo, MORETAO et al., (2004) verificaram
aumento na producado de TNF-a em macréfagos de animais tratados com ARAGAL.

Um possivel mecanismo de acao leishmanicida, proposto para o antiménio
gluconato de sédio (SAG), envolve duas etapas; a primeira observada apés 6 horas
de tratamento, esta relacionada com a producéo de espécies reativas de oxigénio e,
a segunda, observada em 24 e 48 horas de tratamento, deve-se a produgdo de NO
(BASU et al., 2006). Estes estudos evidenciam a possibilidade de atividade leishmani-
cida com ativacao do “burst” oxidativo independente da produg¢do de NO. Arabino-
galactana, extraida de Echinacea purpurea apresentou 86,4% de inibicdo do cresci-
mento de Leishmania enriettii intracelular com 48 horas de tratamento a 250 pug/mL
(LUETTIG et al, 1989). Foi proposto que esta arabinogalactana possui atividade leish-
manicida por aumentar a producéo de radicais de oxigénio em duas vezes a 10 ug/mL
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FIGURA 19 — ATIVIDADE LEISHMANICIDA DOS POLISSACARIDEOS ARAGAL,
GOg3, IOTA-GY E EHW-1 SOBRE MACROFAGOS PERITONEAIS DE
CAMUNDONGOS INFECTADOS COM Leishmania (L.) amazonenis EM MEIO

TOBBIE & EVANS

FONTE: O autor (2010)

NOTA: Atividade leishmanicida. Macréfagos peritoneais de camundongos infectados com
Leishmania (Leishmania) amazonensis por 12 horas a 34 °C na presencga de CO, foram in-
cubados por 48 horas a 37 °C e 5% de CO, na presenga dos polissacarideos ARAGAL (A),
Go3, lota-Gy e EHW-I (B) nas concentragdes indicadas. Em seguida o contelido dos pocos
foi raspado e transferido para o meio Tobbie & Evans e incubado por 5 - 10 dias a 25 °C.
Como controle negativo foi utilizado apenas meio de culuta MEM e como controle positivo
foi utilizado Glucantime 300ug/mL. O nimero de Leishmania/mL foi obtido por contagem em
hemocitémetro de Neubauer. Os resultados estdo expressos como média + EP (n = 4, sendo
cada experimento em ftriplicata). *x, x *x % Diferenga significativa do controle negativo: (p <
0,02), (p < 0,01) respectivamente.
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in vitro e em 10 vezes a 500 pg/animal in vivo. Houve também estimulo na produgéo
de TNF-« in vitro na concentracao 250 ug/mL. As células tratadas produziram 2560 U,
enquanto as células nao tratadas produziram 4 U desta citocina (LUETTIG et al., 1989).
Nanoparticulas poliméricas de polialquilcianoacrilato apresentaram atividade contra
Leishmania donovani intracelular. Tal efeito foi atribuido ao aumento de metabdlitos
reativos de oxigénio (GASPAR et al., 1992).

Os polissacarideos sulfatados avaliados no presente trabalho apresentaram
atividade leishmanicida em magnitudes diferentes, como pode ser verificado na figura
19B. A raminana Go3 apresentou atividade a partir da concentragédo 5 ug/mL, atingindo
aproximadamente 55% de inibicdo do crescimento da Leishmania. O polimero lota-
Gy apresentou atividade leishmanicida em todas as concentragdes, com inibicdo de
aproximadamente 30% para concentracado de 2,5 pug/mL e de 50% para 10 pug/mL.
EHW-I apresentou a maior atividade leishmanicida entre os polissacarideos analisa-
dos. O efeito leishmanicida foi observado para todas as concentrac¢des, sendo que a
10 pg/mL a inibigédo foi de 98%. Todos os resultados foram analisados em relagéo ao
controle negativo (macréfagos infectados e nao tratados).

A atividade leishmanicida observada para estes compostos, pode estar, em
partes, relacionada a ativacao de producéao de NO (BOGDAN, 2001; NOLETO et al., 2002;
OSORIO et al., 2008). Recentemente, foi demonstrado que camundongos fémeas, gravi-
das e lactantes, por apresentarem produgédo de NO elevada induzida por hormaénio,
mostraram resisténcia a infecgdo com Leishmania infantum (OSORIO et al., 2008). A
galactomanana (GMPOLY), isolada do liquen Ramalina celastri, apresentou atividade
leishmanicida in vitro semelhante ao observado para o glucantime (NOLETO et al., 2002).
Os autores atribuiram este efeito ao aumento de aproximadamente 40% na producéo
de NO pelo macrofagos tratados com o polissacarideo. No entanto, no presente es-
tudo a intensidade de efeito leishmanicida parece ndo estar proporcionalmente rela-
cionada ao aumento da producdo de NO. Apesar de ter ativado mais intensamente
a via de producao de NO, o polissacarideo Go3 apresentou atividade leishmanicida
discreta, comparavel a do lota-Gy. Este ativou a producdo de NO em intensidade
ligeiramente maior que o EHW-I que, por sua vez, exerceu atividade leishmanicida em
maior magnitude. E interessante ressaltar que efeito tdo intenso ainda nao havia sido
encontrado para polissacarideos em concentragdes até 10 ug/mL.

Em estudos recentes, a arabinomanose isolada de Mycobacterium tuberculo-
sis, Z-100, diminuiu para 44,3% o crescimento de Leishmania (Leishmania) amazo-
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nensis intracelular em macréfagos J774.1 apds 48 horas de exposi¢do a droga (BAR-
ROSO et al., 2007). No mesmo estudo, em camundongos infectados com Leishmania
(L.) amazonensis tratados in vivo por via intraperitonal, o polimero a 100 ;g/Kg nao
apresentou efeito leishmanicida, mas foi capaz de aumentar duas vezes a producéo
de INF-v e em quatro vezes a producao de INF-v e IL-10 nos nédulos linfaticos com o
tratamento na mesma dose combinado a 28 mg/Kg de antimoniato de meglumina.

Embora, os efeitos leishmanicidas observados para os polissacarideos em
estudo sejam atribuidos aos estimulos das vias de producao de O3~ no caso do ARA-
GAL e de NO para os polimeros sulfatados, ndo se pode excluir a possibilidade de
outra via de sinalizacdo estar envolvida. E conhecido que macréfagos possuem em
sua superficie varios tipos de receptores que podem ser alvo de ligacdo de diferentes
polissacarideos (BOHN; BeMILLER, 1995; MARTINEZ-POMARES et al., 2006; SCHEPETKIN;
QUINN, 2006). Esta interacdo pode desencadear a ativacao de alvos moleculares in-
tracelulares que resultem em contribuir para o efeito leishmanicida.

Considerando a escassez de compostos eficazes para o tratamento das leish-
manioses, o efeito leishmanicida verificado para o ARAGAL, Gog, lota-Gy e EHW-I
coloca estas moléculas em evidéncia para estudos futuros visando o desenvolvimento
de novos agentes terapéuticos contra infecgdes parasitarias, em especial as leishma-
nioses.
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7 CONCLUSOES

Os efeitos exibidos pelos polissacarideos sulfatados (Go3, lota-Gy e EHW-I)
avaliados no presente trabalho em macroéfagos peritoneais de camundongos foram
evidencados por evidenciadas por:

Afetar a viabilidade celular, sendo necessario o uso desses polimeros em baixas
concentracgdes (2,5 a 10 pug/mL);

Diminuir a producao de anion superdéxido (O3~) na auséncia e presenca de PMA,
apresentando comprovada atividade sequestradora desta espécie reativa;

Aumentar intensamente a producao de 6éxido nitrico (NO);

Diminuir a capacidade fagocitica (Go3 e EHW-I);

Produzir alteragdes morfoldgicas visualizadas por microscopia optica.

Todos os polissacarideos testados (ARAGAL, Go3, lota-Gy e EHW-I) apresen-
taram atividade leishmanicida em amastigota intracelular in vitro;

e ARAGAL exibiu atividade leishmanicida apresentando 88% de inibi¢do do cresci-
mento do parasita em 10 ug/mL;

e Go3 e lota-Gy inibiram o crescimento da Leishmania atingindo 50% de inibicdo
na concentragao 10 ug/mL;

e EHW-I exibiu a atividade leishmanicida apresentando 98% de inibicdo do cresci-
mento do parasita.
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