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MENSAGEM:

“Todo conhecimento esta dentro de vocé.
Informagdes vocé recebe de fora,

porém compreensao delas?

E do intimo.

O que coloca vida e luz dentro delas,

é a sua propria luz interna”.

(Gupta)
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RESUMO

Vaérios polissacarideos tém sido classificados como modificadores da resposta bioldgica. Seus
efeitos bioldgicos especialmente suas atividades anti-tumoral e anti-microbiana, s&o
consideradas como uma consequéncia deste fato. O heteropolissacarideo extraido da goma de
Anacardium occidentale (P JU) é composto por Gal, Ara,Glc, Rha, Xyl e Glc A, em uma
proporcéo molar dc 82:4:6:2:1:5 e sua atividade anti-tumoral in vivo, e in vitro foi previamente
demonstrada. A encapsulacdo em lipossomas tem sido utilizada para potencializar a atividade
bioldgica de farmacos. O objetivo deste trabalho foi elaborar uma formulacdo de lipossomas
contendo P JU e avaliar seu efeito frente ao sarcoma 180 e a infeccdo experimental pelo S.
mansoni. Quinze formulacdes foram desenvolvidas de acordo com o método de evaporacéao
de fase reversa modificado proposto por Amselem et al.,1990. Estas foram submetidas a
testes de estabilidade acelerada e em longo prazo. A taxa de encapsulacdo do P JU foi
calculada através do método de fenol sulfdrico. Obteve-se uma formulagdo estavel
positivamente carregada, constituida por fosfatidilcolina, colesterol e estearilamina (7:2:1). A
fase aquosa utilizada foi P JU 2,5 mg.rnl™, em solucio tampéo fosfato de sédio a 0,2 M, pH
7,4. Esta formulacdo demonstrou estabilidade até 90 dias. A toxicidade in vivo foi avaliada
tratando-se camundongos (n=10/grupo), via i.p., com P JU livre e encapsulado usando NaCl
150 mnM e lipossomas vazios como controles. A andlise histopatoldgjca do figado e do baco
foi realizada e nenhuma alteragdo foi observada. A atividade anti-tumoral in vivo foi testada
em camundongos usando o Sarcoma 180 como modelo. Em dose Unica, via i.p., 0 P JU livre e
encapsulado em lipossomas (100 mg.Kg-') ndo inibiu o crescimento do tumor. Estas
preparacdes foram também testadas frente a camundongos infectados pelo S. mansoni por via
caudal utilizando-se 150 cercarias/animal e tratados com dose Unica, i.p., das formulacGes
(NaCl 150mM, lipossomas vazios, P JU livre e encapsulado em lipossomas), 24 horas e no
42° dia apds a infecgdo. A evolucdo temporal da infeccdo foi avaliada pela presenca de ovos
do S. mansoni nas fezes de acordo com o método de Kato-Katz, apds o 38° dia. Os animais
foram sacrificados no 56° dia e a perfusdo pelo sistema porta-hepético foi realizada. O P JU
livre reduziu a eliminacdo de ovos em 19,6 e 58%, para o tratamento realizado 24 h e no 42°
dia apds a infeccdo, respectivamente. O P JU encapsulado em lipossomas causou uma reducao
de 82,1 e 88,1%, para as mesmas condicGes experimentais respectivamente. Estes resultados
sugerem que P JU encapsulado’ em lipossomas pode ser uma nova possibilidade terapéutica
para o tratamento da infeccdo pelo S. mansoni, considerando sua estabilidade e auséncia de
toxicidade in vivo.

Palavras-chave: S. mansoni, Anacardium occidentalle, lipossomas.



ABSTRACT

Many polysaccharides have been classified as biological response modifiers Their biologics
effects, namely antitumoral and antimicrobial activities, are said to be consequence of this
factory. The heteropolysaccharide extracted from the Anacardium occidentale gum (PJU) is
compesed by Gal, Ara, Gle, Rha, Xyl and Gle A in molar ratio 82:4:6:2:1:5. It has previously
Shown in vivo and improve biological activity of drugs. The aim of the present work
encapsulation has been used to liposomes-loaded ane their effects against S-180 tumors and
experimental S. mansoni infection Fifteen formulations were developed according to the
reverse phase method modification by Amselem et al.,. (1990) and submitted to accelerated
and long-term stability tests. The P JU content was estimated by phenol sulphuric method.
The results lead on one stable positive charged liposome formulation, using
phosphatidilcholine, cholesterol and sterolamine, in a molar ratio7:2:1 showed to be stable
until 90 days. In vivo toxicity was evaluated by treating mice (n=10/group) with free and
encapsulated P JU, using 150 mM NaCl and empty liposomes as controls. Histopathological
analysism on liver and spleen was performed. No histopathological alteration was cells. In
single i.p . dose, free and liposome-loaded P JU (100 mg.kg -1) promoted on growth
inhibition of the tumor. These preparations were also tested against experimental infection by
S. mansoni. Mice were infectd by S mansoni (caudal infection, 150 carariae/mice) and treated
with a single i.p. dose of the formulations (150mM NaCl, empty liposomes, free and
liposome-loaded P JU, at 100 mg.kg — 1) 24 h and 42 th days after infection. P JU biological
activity was evaluated by the presence of S. mansoni eggs into faeces according to Kato-Katz
method since 38 th day after infection. Animals were lilled at 56 th day, and porta-hepatic
system perfusion was then undertaken. Free P JU reduced egg elimination in 19.6 and 58%,
for tratmentes undertaken at 24 hours and 42 days after infection (when worn eggs were
detected in faeces), respectively. Liposome-encapsulated P JU improved these performances
(reduction of 82.1 and 88.1 %, for the same experimental conditions, respectively). One can
observe the efficacy in the proposed therapy. These results suggest that liposomes
containing P JU may be a new therapeutic possibility for treatment of S. mansoni, considering
their stability and obsence of in vivo toxicity.

Keywords: S. mansoni, Anacardium occidentalle, liposomes.
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1.0 - INTRODUCAO

1.1 LIPOSSOMAS

Quando um medicamento € administrado, independente da via pela qual isso ocorre,
para que o objetivo terapéutico seja obtido, é necessario que ocorram alguns processos
organicos: absorcdo, metabolismo, biotransformagéo e eliminagdo (PUSIEUX & ROBLOT-
TREUPEL, 1989). Nos regimes terapéuticos convencionais, muitas vezes, uma grande
quantidade do farmaco que é administrado ndo exerce acao, sendo excretado. Devido a isto,
novas formas farmacéuticas vém sendo continuamente propostas, a exemplo dos sistemas de
liberacdo controlada, os quais conseguem tornar 0s agentes quimicos ativos disponiveis para
um alvo, com taxas de liberacéo e duracdo adequadas para produzir o efeito desejado.

Entre os sistemas para liberacdo controlada de farmacos, encontram-se os lipossomas
que foram utilizados pela primeira vez como modelo de membrana para avaliacdo de
transporte ionico (BANGHAM, 1965). Posteriormente, foram propostos para carrear enzimas
que seriam usadas no tratamento de disturbios da capacidade armazenamento dos lissosomos
(GREGORIADIS, 1973). A partir de entdo, os lipossomas tém sido propostos e investigados
como forma de transporte efetivo de farmacos e outros principios ativos, com novas
perspectivas para 0 aumento da eficacia e redugdo dos efeitos colaterais.

Os lipossomas podem ser definidos como vesiculas formadas por bicamadas
concéntricas, geralmente constituidas por fosfolipidios, que possuem um compartimento
aquoso interno, permitindo a incorporacdo de farmacos hidrofilicos em seu interior ou, por
outro lado, a adsorcdo de farmacos lipofilicos entre suas bicamadas de fosfolipidios (LASIC
& MARTIN, 1989; BLUME & CEVC, 1993).

Os lipossomas podem ser classificados em trés grupos, dc acordo com seu tamanho e o
namero de camadas lipidicas constituintes (PUSIEUX, 1983):

a) Vesiculas grandes multilamelares (MLV): formadas por camadas lipidicas intercaladas por
compartimentos aquosos. Diametro entre 400 e 3500 nm.

b) Vesiculas grandes unilamelares (LUV): constituidas por uma unica bicamada que encerra
uma grande cavidade aquosa. Diametro entre 200 e 100 nm.

c) Vesiculas pequenas unilamelares (SUV): sdo os menores lipossomas, formados por uma

unica bicamada e possuem um pequeno compartimento aquoso. Diametro entre 2 e 50 nm.
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Usualmente, os lipossomas sdo compostos por fosfolipidios, fosfoglicerideos
esfingolipideos, bem como por seus produtos de hidrdlise, sendo mais comum a utilizagdo de
colesterol, fosfatidilcolina e fosfolipidios carregados negativa ou positivamente.

Quando outros sistemas de administracdo de drogas sdo comparados aos lipossomas,
observam-se vantagens como biodegradabilidade, solubilizagdo do farmaco liberacéo
controlada, captura pelo Sistema Reticulo Endotelial (SRE) e vetorizacéo a sitios especificos
através da incorporacdo de sinais moleculares como anticorpos monoclonais horménios ou
glicolipideos (VEMURI & RHODES, 1995; RAVILY et al., 1997; JAMSHAID et al., 1988).

Consideravel atencdo tem sido dispensada ao uso de lipossomas para terapia dos
processos neoplasicos (OUSSOLEM et. al., 1998). A encapsulagdo de drogas quimioterapicas
tem na maioria dos casos, o objetivo de minimizar seus efeitos colaterais, demonstrando
experimentalmente uma marcante reducdo dos efeitos toxicos e aumento da eficacia
terapéutica. Este efeito parece ser ocasionado pela acumulacdo intensa das drogas
encapsuladas em lipossomas de longa circulacdo nos tecidos tumorais e também pelo
direcionamento dos mesmos ao tumor.

Algumas das tentativas de utilizacdo dos lipossomas frente a neoplasias nao obtiveram
resultados satisfatorios, principalmente, porque os lipossomas séo rapidamente reconhecidos
pelo SER e removidos da circulagdo através dos macréfagos (TORCHILLIN et al., 1994). A
observacdo desta caracteristica particular fez com que surgissem algumas pesquisas no
sentido de tentar a encapsulacdo de agentes modificadores da resposta biolégica (MRB).
Resultados satisfatorios demonstraram que a interacao entre os lipossomas e 0 sistema imune
pode em alguns casos, gerar um aumento da resposta celular e melhorar a eficécia terapéutica
(KILLION & FIDLER, 1998; TURANEK et al.,2001).

Este aspecto interativo dos lipossomas com macrofagos sugere sua utilizacdo como
veiculo ideal para o tratamento de diversas patologias, onde os MRB podem ser utilizados
terapeuticamente.

Assim, continuam em evidéncia linhas de pesquisa para novas drogas antineoplasicas
e sua avaliagdo em varios sistemas tumorais e culturas de tecidos, com o objetivo de
selecionar compostos mais efetivos (SIKIK, 1999; HUSSAR, 2000 a e b; ASLANI et al.,
2000).
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1.2 ESQUISTOSSOMOSE MANSONICA

A esquistossomose € uma endemia parasitaria presente em varias partes das Americas
e Africa causada por helmintos do género Schistosoma, o qual apresenta varias espécies
adaptadas ao parasitismo, como o Schistosoma haemutobium, S. japonicum e o S. mansoni,
responsavel por esta parasitose no Brasil (PESSOA & MARTINS, 1988)

Apresenta-se corno uma doenca importante do ponto de vista da satde publica, pois de
acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, existem 200 milhdes de pessoas infectadas e
600 milhdes estdo sob o risco potencial de contrair a infecgdo em todo mundo (WHO, 1994).
Inquéritos do Ministério da Saide e Fundagdo Nacional da Salude ressaltam estes dados ao
indicar o coeficiente de mortalidade por doengas infecciosas e parasitarias na ordem de 24,81
e 25,06 obitos por 100.000 habitantes, para o Brasil e para Regido nordeste, respectivamente
(MINISTERIO DA SAUDE, 2001).

No Brasil, estima-se que existam entre 5 e 6 milhGes de individuos infectados. As
areas endémicas importantes estdo compreendidas em uma faixa que abrange as regibes
orientais do Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco (Zonas do litoral e Mata, ao Agreste e
do Sertdo), a quase totalidade dos Estados de Alagoas e Sergipe, grande parte da Bahia e de
Minas Gerais e a Zona Serrana do Espirito santo (Rey, 1992).

Acredita-se que a esquistossomose mansdnica penetrou no Brasil através do trafico de
escravos e com os imigrantes orientais, entre os quais foram detectados numerosos individuos
parasitados pelo S japonicum e S. haematobium. Entretanto, apenas o S. mansoni se fixou,
seguramente pela existéncia de hospedeiros intermediarios adequados ¢ condi¢des ambientais
semelhantes as da regido de origem (NEVES et al.,2000).

O ciclo evolutivo (Figura 1) do Schistosoma mansoni compreende dois estagios
distintos: o primeiro acontece em caramujos do género Biomphalaria, caracterizando o
hospedeiro intermediério. O outro estagio € mantido por seu principal hospedeiro definitivo, o
homem. E através das fezes do homem infectado que saem o0s ovos do S. mansoni - cada
fémea elimina aproximadamente 300 ovos por dia, até no maximo 15.000 ovos por grama de
fezes. Estimulada por condi¢fes ambientais favoraveis (por exemplo, luz e temperatura),
ocorre a eclosdo dos ovos, em contato com a agua, liberando o rniracidio, o qual nada
velozmente emn busca do caramujo. Ao penetrar através das partes moles do caramujo, 0s
miracideos perdem sua porcédo ciliada, transformando-se em esporocisto priméario e depois,
em secundario. Cerca de 30 dias apos a infeccdo do molusco, as cercarias saem e nadam

muito ativamente.. Encontrando o homem, penetram através da pele, caem na circulacdo
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sanguinea e/ou linfatica e, ap6s 30 dias, vdo se alojar no sistema porta-hepatico. No
hospedeiro definitivo, ocorre o dimorfismo sexual dos vermes adultos sem diferenciagdo dos
sexos, sendo a fémea de maior tamanho e mais fina. Apds o alojamento da fémea no canal
ginécofooro do rnacho ocorre a postura de ovos nos vasos sanguineos da submucosa do
intestino. Os ovos atravessam a parede do intestino e caem na luz, onde se misturam as fezes
que, em contato com &gua eclodem liberando o miracideo, reiniciando assim o ciclo evolutivo
(PESSOA & MARTINS, 1988).

A= Estagio Infectante
A\ = Estégio Diagnéstica
e As cercérias séo liberadas pelo caramujo,

. ’ para & dgua, e nadam livremente
Esporocisto em caramujos

(sucessivas geragdes) ﬁ,

/
@94

9 \Os miracidios penetram nos

@ As cercérias perdem a cauda
“ durarte a penetraqéo e
transformam-se em esgistossdmulos

./\

© Circulagéo

tecidos do caramujo A

T (
e Nas fezes A Na ulrina o] 9‘

AN
Ovos eclodem e\ ~.2 A
liberam miracidios &SN
{

g Migragéo para o sangue portal
(. do figado e amdurecimento da
g fOrma adulta @

Pares de vermes migram para:
vénulas mesentéricas do intestinofreto
(depositam ovos que circulam
S. haematobium para o figado e caem nas fezes)
c C Plexo venoso da bexiga

LA
S. manson

Figura 1 Representacdo esquematica do Ciclo evolutivo do S. mansoni.

Fonte: Disponivel em: http://www.cve.saude.sp.gov.br/htm/hidrica/IF_ESQUI05.htm. Acesso em 21 de
agosto de 2001.

O diagnostico para esquistossomose através do exame parasitolégico de fezes é
relativamente facil e rapido, dependendo da carga parasitaria e do tempo de infeccdo. Entre os
varios métodos empregados para a pesquisa de ovos do S. mansoni nas fezes, é muito usado o
de sedimentacdo espontanea (NEVES, 2000), pois sendo 0 ovo muito pesado ha facilidade
para sua deposicdo com o sedimento. O método de contagem de ovos nas fezes descrito por
Kato-Katz, em 1954, é uma técnica quantitativa de esfregaco espesso, usando um volume de
fezes de peso conhecido, onde sdo contados todos 0s ovos presentes na lamina (PESSOA &
MARTINS, 1998).


http://www.cve.saude.sp.gov.br/htm/hidrica/IF_ESQUI05.htm
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A quimioterapia vem tendo um papel central na estratégia de controle da
esquistossomose, As duas drogas atualmente empregadas para o tratamento séo o praziquantel
e a oxaminiquina que se caracterizam por sua eficacia, baixa toxicidade e facil administracdo
(REY, 1992).

O praziquantel ¢ um derivado pirazinoisoquinolinico desenvolvido apds ter-se
descoberto, em 1972, que esta classe tinha atividade anti-helmintica. Apo6s sua captagdo
rapida, o praziquantel apresenta dois efeitos principais sobre os helmintos sensiveis. Nas
menores concentracOes eficazes, provoca uma atividade muscular aumentada, seguida por
contracdo e paralisia espastica levando os vermes afetados a se soltarem dos tecidos
hospedeiros. Em concentragcdes terapéuticas maiores acontece um dano tegumentar, o que
ativa os mecanismos dc defesa do hospedeiro e resulta em destruicdo dos vermes (FALLON
et. al., 1992: LINDER & THORS, 1992: BRINDLEY, 1994). As membranas dos helmintos
afetados parecem ser o alvo primario da acdo do prazinquantel, mas o mecanismo molecular
ainda ndo é conhecido, 0 composto aumenta a permeabilidade da membrana a certos ions
divalentes, sobretudo o Ca'™ (PAX et. al., 1978; BLAIR et. al., 1992).

Como agente de segunda escolha para o tratamento da esquistossomose existe a
oxaminiquina, que € um dos mais ativos rnetabdlitos de uma nova série de compostos 2-
aminometiltetraidroquinolinicos com atividade esquistossomicida e baixa toxicidade em
animais de laboratorio (Foster, 1973). A eficacia do tratamento é exclusivamente sobre o S.
mansoni. Os machos preferencialmente concentram o medicamento e morrem quando ainda
estdo alojados no figado do paciente. O seu mecanismo de acdo primario parece resultar de
uma ativacao enzimatica da droga, em um processo dependente de ATP. Em vermes sensiveis

ocorre alquilacdo de macromoléculas essenciais, inclusive o DNA (CIOLI et. al., 1993).

1.3 MODIFICADORES DE RESPOSTA BIOLOGICA: POLISSACARIDEOS
BIOLOGICAMENTE ATIVOS

Um novo enfoque vem sendo proposto para o tratamento de diversas patologias a
partir de substancias que atuam modificando a resposta do hospedeiro a uma doenca,
consistindo assim em utilizar-se da resposta imune para buscar uma melhora frente a uma
determinada enfermidade. Os modificadores da resposta biolégica (MRB) tém sido
amplamente estudados, provenientes de diversas fontes e apresentam variados mecanismos de
acao (HAN et. al., 1999).
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Uma esfera onde estes MRB’s tém sido amplamente caracterizados € no que diz
respeito as neoplasias. Assim, um agente pode ser classificado como um MRB se atuar
através de pelo menos um dos seguintes mecanismos: a) aumento direto da resposta anti-
tumoral do hospedeiro, promovendo o aumento de nimero ou atividade das células efetoras,
ou da producdo de mediadores sollveis, como as citocinas; b) reducdo dos mecanismos
supressores, promovendo, desta forma, o aumento indireto da resposta imune do hospedeiro
ao tumor; ¢) aumento das defesas do hospedeiro através de seu efeito corno mediador natural
ou sintético das respostas imunes; e d) Modificacdo das caracteristicas de membrana das
células tumorais, de forma a aumentar sua imunogenicidade, alterar seus padrGes de
disseminacdo metastatica ou torna-las mais susceptiveis & destruicdo por mecanismos
imunoldgicos ou por agentes citotoxicos (MITCHELL, 1988).

Uma variedade de polissacarideos provenientes de diversas fontes vem demonstrando
habilidade de estimular o sistema imune,ou seja, atuar como MRB (BOHN & BEMILLER,
1995; KIDD, 2000).

Os polissacarideos consistem de longas cadeias contendo centenas ou milhares de
unidades de monossacarideos. Também denominados glicanos, os polissacarideos diferem
entre si na identidade das suas unidades monossacaridicas. e nos tipos de ligacdo glicosidica,
no comprimento das suas cadeias e no grau de ramificagdo das mesmas. Os
homopolissacarideos contém apenas um Unico tipo de unidade monomérica; 0s
hereropolissacarideos contém dois ou mais tipos diferentes de unidades monoméricas
(LENHINGER et. al., 2000).

Nos ultimos anos, os polissacarideos tém sido descritos como moléculas
farmacologicamente ativas, em diversos campos de atuacdo - antiviral (HASLLIN et. al.,
2001), anticoagulante (MUELLER & SCHEIDT, 1994; STUELP, 1997) e anti-tumoral
(WHISTLER et. al., 1916: BOHN & BEMILLLE, 1995; KIDD, 2000). O primeiro relato de
um polissacarideo com atividade anti-tumoral foi de um experimento realizado com
moléculas extraidas das paredes celulares de Saccharomyces cerevisae frente ao Sarcoma 180
(BRADNER et. al., 1958).

Alguns fatores parecem influenciar a atividade anti-tumoral dos polissacarideos corno:
estrutura da cadeia principal, grau de ramificacdo, presenca do grupos substituintes, massa
molecular e conformacdo (BOHN & BEMILLER, 1995). A partir desses fatores pode-se, em
alguns casos, prever a eficacia ou ndo de um determinado polissacarideo como agente anti-
tumoral e potencializa sua acdo (CARNEIRO LEAO, 1998).
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Alguns polissacarideos sdo capazes de estimular o sistema imune, produzindo,
respostas a nivel humoral e celular. A resposta humoral ndo tem sido considerada o aspecto
mais importante do mecanismo de a¢éo anti-tumoral, uma vez que os anticorpos produzidos,
especialmente IgM, sdo deficientes quanto a memdria, maturacdo de afinidade e variacédo
isotipica. A produgdo de anticorpos ocorre principalmente por estimulo direto, dos linfocitos
B, sem uma participacdo significativa das ceélulas T e macrdéfagos. Este mecanismo pode
justificar o desenvolvimento de tolerancia quando estas moléculas sdo administradas
sistematicamente (ABBAS et al., 2000a).

Quanto a resposta celular, os macrofagos sdo considerados elementos importantes, por
estarem diretamente relacionados a captacdo dos polissacarideos administrados por via
sistémica, e também na producdo de citocinas, as quais ampliam a resposta imune,
estimulando linfocitos T citotdxicos e células NK (ABBA et. al., 2000a).

O protocolo para avaliar a atividade anti-tumoral de polissacarideos tem quase sempre
empregado o Sarcoma 180 (S-180), um tumor alogeneico murino, que se origina
em qualquer parte do corpo e caracteriza-se pela sua sua rapida proliferacdo. Apresenta forma
solida, pouco hemorragica, podendo originar-se espontaneamente em fémeas adultas de rato.
A forma ascitica foi desenvolvida em 1951 por Charlotte Friend através de injecdo
intraperitoneal (i.p) do fluido leitoso macerado do S-180 so6lido em camundongos albinos
suicos (ZUCKERBERG, 1972; CARNEIRO LEAO, 1998).

1.4 POLISSACARIDEOS DA GOMA DE Anacardium occidentale

O cajueiro, amplamente distribuido em regides litoraneas do Nordeste brasileiro,
pertence ao género Anacardium, composto por 2| espécies descritas pela botanica classica
(JOHNSON, 1973; LIMA, 1988). Posteriormente, este nimero reduziu-se a nove no trabalho
de MITCHELL & MORI (1987), sendo descrita ainda, mais uma nova espécie, totalizando
dez. Trata-se de uma arvore de folhas perenes, simples, inteiras e alternadas, com
ramificacOes baixas (SOARES, 1986). Em geral, apresenta o caule com didmetro superiora 20
cm, ereto, com copa simétrica (OHLER, 1979). O sistema radicular caracteriza-se por uma
pivotante bem desenvolvida que pode ultrapassar 10 m de profundidade. O fruto (a castanha)
encontra-se preso a extremidade de um pedunculo hipertrofiado, comumente chamado de
macd do cajueiro ou pseudo-fruto, completando seu desenvolvimento entre seis a 0ito
semanas apos a polinizagdo (WAIT & JAMIESON, 1986).
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Diversas aplicacbes biotecnoldgicas dos componentes de A. occidentale tém sido
pesquisadas, corno atividade rnoluscicida (MENDES et. al., 1990; JURBERY et. al., 1995)
antimicrobiana (KUDI et al.,, 1999; KUBO et. al., 1999; AKINPELU, 2001) e anti-
Leishmania (FRANCA et. al., 1996).

Vaérias espécies de A. occidentale apresentam casca resinosa contendo uma goma que é
constituida principalmente por um heteropolissacarideo ramificado &cido, utilizado como
substituto da goma arabica. Propriedades adesivas, atividades inseticidas e emulsificantes séo
apontadas como justificativas para possiveis usos da goma do cajueiro. Esta contéem como
constituintes principais os monossacarideos galactose (61%), arabinose (14%), ramnose (7%),
glicose (8%), acido glicurbnico (5%), além de pequenas quantidades (2%' de cada) de
manose, Xilose e acido metilglicurénico (PAULA & RODRIGUES, 1995; MENESTRINA et.
al., 1998).

Este polissacarideo, com massa molecular de 1,1 x 10, apresenta uma cadeia
principal formada por unidades de D-Galp uniclas por ligacGes glicosidicas B-(1 —>3),
substituidos em O-6. Foi relatada a presenca de quatro substituintes distintos, a saber: a) p-D-
GlcpA (1> 6)-B-D-Galp (1 - 6)- p-D-Galp (1> 6) ; b) a-D- Galp-(1-> 6)-D- Galp; ¢) a-L-
Araf-(1-> 6)-D-Galp; e d) a-L-Rhap- (1 >4)- B-D-GlcpA (MENESTRINA, et. al., 1998).

O heteropolissacarideo proveniente de A. occidentale (P JU) vem sendo utilizado em
diversas pesquisas e tem apresentado resultados terapéuticos satisfatorios, potencializando o
processo de cicatrizacdo de lesdes cutancas em camundongos (ROCHA et. al., 2001). Este
polissacarideo apresentou atividade antitumoral in vitro, frente a células Hela
(MENESTRINA et. al., 2000). Também foi testado in vivo contra o Sarcoma 180, obtendo-se
inibicdo do crescimento tumoral na ordem de 39,6% e 55,1%, utilizando-se uma Unica
aplicacdo ip., nas doses de 100mg.kg™ e 200 mg.kg™” respectivamente (MENESTRINA et
al.,1996)



23

2.0 JUSTIFICATIVA

A encapsulacdo de modificadores de resposta bioldgica em lipossomas apresenta-se
como uma possibilidade terapéutica promissora, pois esses sistemas de liberagdo controlada
parecem potencializar a eficicia de substancia encapsulada (KILLION & FIDLER 1988).
Varios polissacarideos tem demonstrado ser potencialmente bons modificadores de resposta
biologica (BOHN & BEMILLER, 1995; CARNEIRO LEAO, 1998; HAN et al., 1999;
BIRONAITE et al., 2000; HO et al., 2000; KIDD, 2000). O polissacarideo da goma do
cajueiro (PJU), conforme relatos da literatura, tem demonstrado atividade bioldgica
(MENESTRINA et al., 1996; STEVAN et al., 2000; ROCHA et al, 2001).

O acesso a matéria-prima para elaboracdo deste principio ativo (PJU) é favorecido
pelo amplo cultivo do cajueiro, no nordeste (400.000-450.000 h&), considerando ainda que
cada &rvore produz 178 a 2000 g/ano de goma, com um valo médio de 700 g/ano. A atividade
extrativa do exsudado é favorecida em arvores com idade superior a 25 anos, pois aumenta a
producdo de castanha. Além do mais, trata-se de um recurso natural, renovavel, que pode ser
explorado sem agressdes ambientais.

Quanto aos modelos bioldgicos abordados neste trabalho, foram escolhidos o cancer e
a esquistossomose experimentais devido as importancias epidemioldgicas, justificando-se,

entdo, a pesquisa de novas alternativas terapéuticas.
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3.0 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Obter formas farmacéuticas de nova geracdo (lipossomas) contendo polissacarideo
obtido da goma de Anacardium accidentale (P JU), com potencial atividade antineoplasica e
antiparasitaria.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Formular e caracterizar lipossomas contendo P JU.

3.2.2 Avaliar a atividade antitumoral in vivo dos lipossomas contendo P JU, frente ao
Sarcoma 180.

3.2.3 Avaliar o efeito do tratamento com P JU frente a infeccdo experimental por S.
mansoni.
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4.0 MATERIAIS

4.1 POLISSACARIDEO

O P JU foi extraido, purificado e quimicamente caracterizado a partir da goma de
Anacardium accidentale, no departamento de Bioquimica, UFPR, e gentilmente cedido pelo
prof. Dr. Marcelo lacomini.

4.2 ANIMAIS

4.2.1 Camundongos

Camundongos (mus musculus), Swiss, fémeas, com idade entre 35 a 45 dias e peso
meédio de 25,0 g foram obtidos no biotério do laboratério de Imunopatologia Keizo Asami
(LIKA) UFPE.

4.2.2 Caramujos
Foram Utilizados caramujos da espécie Biomphalaria glabrata mantidos no biotério
do laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) UFPE.

4.2.3 Schistosoma mansoni

Foi utilizada a cepa BH (BELO HORIZONTE), oriunda do Departamento de
Parasitologia da UNICAMP e mantida no setor de Esquistossomose Experimental do
Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) UFPE.

4.3 CELULAS
4.3.1 Sarcoma 180

O Sarcoma 180 (S-180), provenientes do departamento de antibi6ticos, UFPE, foi
mantido no Biotério do Laboratdrio de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA), UFPE, através
de passagens infra-peritoneais (i.p) semanais em camundongos Swiss, fémeas, com idade

variando entre 45 e 60 dias e peso medio de 35,0 g.
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4.4 REAGENTES

Foram utilizados reagentes de grau analitico, adquiridos de véarios fornecedores como:

ERICH: parafina.

MERCK: &cido acético, cloroférmio, etanol, metanol.

REAGEN: eosina, hematoxilina.

SIGMA: &cido fosfatidico, colesterol, estearilamina.

VETEC: cloreto de sodio, éter etilico, fenol, formaldeido, fosfato acido de sédio, fosfato

basico de sédio, xilol.

4.5 EQUIPAMENTOS

Balanga eletronica: SARTORIUS.
Banho-maria com agitador horizontal: BIOBLOCK.
Centrifuga: KUBOTA — KN.70
Estufa: FANEM LTDA. 002.CB.
Lupa: OLYMPUS.

Microscopio: OLYMPUS — CA-2
Microtomo: AMERICAM OPTICA.
Potenciémetro: JENEWAY
Evaporador rotativo: BUCHI.

Sonda ultrasonica: BIOBLOCK.
Ultra-centrifuga: HITACHI
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5.0 METODOS

5.1 PREPARACAO DOS LIPOSSOMAS

Os lipossomas forma preparados pelo método de evaporagdo de fase reserva utilizando
uma modificacdo proposta por Amselem et al. (1990). Os componentes lipidicos
[fosfatidilcolina de soja (EP) ou de ovo (PC), colesterol (CH), estearilamina (AS) e acido
fosfatidico (AF)] foram solubilizados em um sistema cloroférmico: metanol 3:1 (v/v) e
mantidos sob agitacdo mecanica, a 28° C, durante 15 minutos. A concentracdo de lipideos
utilizada variou entre 36 e 96 pl em 10 pl de solucéo tampdo fosfato de sodio, 0,2 M, pH 7,4.

A solucéo obtida foi evaporada por 20 minutos, a 30° C, sob agitagdo de 100 rpm, em
evaporador rotativo, com o objetivo de eliminar o sistema solvente formando, assim o filme
lipidico. Este foi hidratado com solugdo tampdo fosfato de sédio, 0,2 M, pH 7,4 contendo P
JU (0-6,0 mg.mlI™), mantido sob agitacdo mecanica por 40 minutos, a 28° C. Finalmente, a
preparacdo foi submetida a ultrasonicacao, 80 W, por 250 segundos, a 4° C. As formulagdes
desenvolvidas estdo descritas na Tabela 1.

Tabela 1: Formulacéo dos lipossomas

FORMULACAO COMPOSICAO [LIPIDEO/SOL. TAMPAO] PJU
(Proporgao Molar) (umol. pl) (mg.mlt)

Fi EP: CH: ST (7:2:1) 36 2,5
F, EP: CH: ST (7:2:1) 36 1,0
Fi EP: CH: ST (7:2:1) 36 0

Fs EP: CH: ST (7:2:1) 48 2,5
Fs EP: CH: ST (7:2:1) 48 1,0
Fe EP: CH: ST (7:2:1) 48 0

F, EP: CH: ST (7:2:1) 48 2,5
Fg EP: CH: ST (7:2:1) 48 0

Fo EP: CH: ST (7:2:1) 48 2,5
Fio EP: CH: ST (7:2:1) 48 0

Fi1 EP: CH: ST (7:2:1) 64 6,0
Fi EP: CH: ST (7:2:1) 64 2,0
Fi3 EP: CH: ST (7:2:1) 96 50
Fi4 EP: CH: ST (7:2:1) 48 4,5
Fis EP: CH: ST (7:2:1) 48 0

(EP, fosfatidilcolina de soja; CH, Colesteral; ST, Esterilamina; AF, Acido Fosfatidico; PC,
Fosfatidilcolina de ovo).
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SARCOMA 180

(S-180)

Forma ascistica, crescida durante 7 dias

(S-180)

Manutencdo da linhagem (i.p.)

Aspiracdo do liquido ascitico.

Centrifugacdo (70 g, 3 minutos). Estimativa
da viabilidade (Phillips, 1973).

Ajuste da concentracdo para 10 ° células. ml™

Inoculagéo i.p da suspenséo (1,0 ml), em
camundongos Swiss, fémeas; 30,0 g, 45-60
dias

Grupol: NaCl 150mM.

Grupo2: P JU livre na dose de 100 mg. Kg™:
Grupo 3: P JU livre na dose de 200 mg. Kg™:
Grupo 4: Lipossomas vazios.

Grupo 5: P JU encapsulado na dose de 100 mg . Kg™.

MEDICAO DO TUMOR

(7.14.21.28 dias apds a implantagdo do tumor)

Ensaio de atividade anti-tumoral (s.c.)

Aspiracéo do liquido ascitico.

Centrifugacdo (70 g, 3 minutos). Contagem de
células. Estimativa da viabilidade (Phillips,
1973). |

Ajuste da concentracio para 5,0. 10 ' células. ml™

Implantacéo do S -180: s.c., 5,0. 10 ® cels.,
em camundongos Swiss, fémeas, 22,0 g, 35-

40 dias.
|

Inicio do tratamento (24h)

Acompanhamento do Teste

Encerramento do teste  35° dia

Figura 2: Representagdo esquematica dos procedimentos envolvendo o Sarcoma 180 (CARNEIRO

LEAO 1998)
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5.2 CARACTERIZAGAO DOS LIPOSSOMAS

5.2.1 Avaliacdo da estabilidade acelerada

A andlise da estabilidade acelerada consiste em avaliar o comportamento das
formulagGes sob mudancas bruscas de temperatura, umidade, luz e outros aspectos
(HOWARD et. al., 2000). Todas as formulagcdes foram submetidas a analise de estabilidade
acelerada. Apenas as que se apresentaram estaveis foram submetidas aos testes de estabilidade
em longo prazo, conforme descrito no item 5.2.2. Realizaram-se os testes de estabilidade
acelerada descritos a seguir.

5.2.1.1 Ciclos de congelamento e descongelamento

As amostras foram submetidas a ciclos de 8 horas sob temperatura ambiente e 16
horas a 4° C. Tais ciclos foram monitorados através de avaliacdo por microscopia Optica
(M.0O.), e também por analise macroscopica das amostras até a formacéo visivel de fases.

5.2. 1.2 Estresse mecanico

Uma aliquota (2,0 mL) de cada formulacdo foi avaliada com 180 movimentos
horizontais por minuto, durante 48 horas, a 37° C. A resisténcia das amostras foi por

microscopia 6ptica (M.0.), e também pelo aspecto macroscopico da amostra testada.

5.2. I. 3 Centrifugacao

Uma aliquota (1,0 mL) da formulacdo em teste foi centrifugada 600xg, durante uma
hora, a 4° C. Foram realizadas observacGes microscopicas e macroscopicas das amostras com

0 objetivo de avaliar sua estabilidade.
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5.2.2 Avaliacéo da estabilidade em longo prazo

As formulacBes foram analisadas em intervalos regulares ou até a manutencdo de

estabilidade nos parametros a seguir:

5.2.2.1 Aspecto Macroscopico

Avaliaram-se visualmente as formulagbes quanto a sua homogeneidade ou
aparecimento de mudancas no aspecto geral. Os critérios utilizados foram: cor, deposi¢édo de
grumos, floculacdo e formacéo de fases. A observacéo foi realizada em trés intervalos (0, 30 e

60 dias ap6s a formulacéo).

5.2.2.2 Variacao de pH

O pH das formulac6es foi monitorado em intervalos regulares, semanalmente, até 49°

dia, e nos 60°, 120° e 180° dias, utilizando um potencidémetro digital.

5.2.2.3 Aspecto em microscopia Optica

Em intervalos regulares (0, 30 e 60 dias), uma aliquota das formulacgdes foi observada
por microscopia Optica (M.O.). Para este monitoramento, o critério utilizado em funcéo do
tempo foi a formacao de grumos.

5.2.2.4 Teor do P JU encapsulado

Foi realizada a dosagem do teor de P JU encapsulado em intervalos determinados (O,
30, 60, 90 dias) conforme descrito no item 5.2.3 com o objetivo de avaliar a variagdo da

quantidade de polissacarideo encapsulado.



31

5.2.3 Taxa de encapsulacéo do PJU nos lipossomas

A taxa de encapsulacdo do P JU foi determinada através de ultracentrifugacdo dos
lipossomas a 3000xg, a 4° C, durante 1 hora. Posteriormente, o sobrenadante foi dosado pelo
método de fenol-sulfurico (DUBOIS, 1956). Utilizando curva padrdo de d-glicose variando
entre as concentracdes de 8 a 80 pg. Para cagulo de taxa de encapsulacdo utilizou-se a
seguinte férmula:

TE=[(P JUT -PJUs)/PJUt]. 100
(TE — Taxa de encapsulagéo; P JU t Quantidade de polissacarideo de A. occidentale total; P JU s— Quantidade de

polissacarideo de A. occidentale no sobrenadante)

5.3 ENSAIOS IN VIVO

5.3.1 Selecéo de animais

Os camundongos foram mantidos durante 5 dias em ambiente de temperatura e
umidade estaveis, em condigdes semelhantes as do teste. Ao final deste periodo, os animais
foram selecionados considerando-se peso e idade. Cada grupo teste foi constituido por, no
minimo, dez animais. Este procedimento foi aplicado aos ensaios de atividade anti-tumoral

(item 5.3.2) e de efeito sobre a infecgdo experimental por S. mansoni (item5.3.3).

5.3.2 Atividade anti-tumoral do p ju livre e encapsulado em lipossomas frente ao
sarcoma 180.

Os procedimentos relacionados ao sarcoma 180 (S-180) estdo sumarizados no

fluxograma apresentado na figura 2.

5.3.2.1 Manutencéo da Linhagem Tumoral

A manutencéo da linhagem foi realizada através de passagens i.p semanais. O
S-180, na forma ascitica, foi mantido em camundongos fémeas adultas durante sete dias.
Apo0s este periodo, estes animais foram sacrificados por deslocamento cervical, e o liquido
ascitico contendo as células tumorais foi aspirado. As células foram contadas, a sua
viabilidade celular estimada (Philips, 1973) e a concentragdo ajustada para 10°® células.mL™.

Novos animais foram, entdo, inoculados i.p com esta suspensdo celular (1.0ml).
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5.3.2.2 Implantacgdo do tumor

As células tumorais, crescidas previamente durante 7 dias, foram aspiradas e
centrifugadas (70xg, a 4°C, por 5 minutos). Uma aliquota do segmento foi utilizada para
contagem das células e teste de viabilidade celular com Azul de Trypan (PHILIPS, 1973). De
acordo com esta contagem, ajustou-se a concentracdo de células viaveis para 5,0.107 células.
ml-1, utilizando uma solucdo de NaCl 150 mM estéril. Os camundongos foram inoculados via

subcutéanea (s.c.) na regido dorsal direita com volume de 0,1 ml por animal.

5.3.2.3 Organizagdo dos grupos experimentais e tratamento

Todos os animais foram implantados com S-180, conforme descrito no item 5.3.2.2.1, de
forma aleatdria e marcados individualmente. Apos 24h da implantacdo do tumor, 0s
camundongos foram tratados com solucdes preparadas em NaCl 150 Mm, e esterelizadas por
filtragio em membranas Millipore® 0,22 um (1,0 ml), por via i.p., de acordo com o seguinte
esquema:

Grupo Tratamento

NaCl 150 mM. NaCl 150 mM.

P JU livre na dose 100 P JU livre (100 mg. Kg™).

P JU livre 200 P JU livre (200 mg. Kg™).
Lipossomas vazios. Lipossomas vazios.

P JU encapsulado 100 P JU encapsulado (100 mg . Kg™).

5.3.2.4 Acompanhamento e avalia¢éo final do teste

Para o acompanhamento e avaliagdo final dos efeitos dos polissacarideos livres e
encapsulados nos animais tratados, utilizou-se a metodologia recomendada por Bradner et al
(1958). Com o objetivo de acompanhar a evolugdo do teste, medidas perpendiculares dos
tumores foram realizadas semanalmente, a partir do 7° dia ap6s o inicio do tratamento, ao
longo de 5 semanas. O teste foi encerrado no 38° dia, quando os animais foram anestesiados

com éter, e sacrificados por exsanguinagao. Os tumores foram ressecados e pesados.
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Os valores obtidos pelas medidas perpendiculares foram utilizados para calcular o volume
médio (VTM), de acordo com REN et al. (1995), segundo a formula:
VTM= DMA (DME)%?2

(VTM, volume tumoral médio, mm?®; DMA, diametro maior, mm; e DME, diametro menor,
mm).

O percentual de inibicdo do crescimento do tumor foi calculado através da seguinte férmula
(BLASCHEK et al., 1992; REN et al., 1995):

Percentual de inibicédo (%)= 100 (A-B)/ A

(A, peso médio dos tumores do grupo controle; e, B, peso médio dos tumores do grupo
tratado).

5.3.3 ATIVIDADE ATI-TUMORAL DO P JU LIVRE E ENCAPSULADO EM
[IPOSSOMAS FRENTE AO S. mansoni

Os procedimentos relacionados ao efeito do P JU livre e encapsulado em lipossomas
frente a animais infectados pelo S. mansoni estdo descritos no fluxograma da Figura 3.

5.3.3.1 Organizacdo dos grupos experimentais

Os animais utilizados neste experimento foram divididos em 10 grupos, como
distribuidos a seguir:

Grupos infectados pelo. S. mansoni

NaCl 150 mM. NaCl 150 mM.

P U livre P JU livre (100 mg. Kg™ ,24 horas ap6s a infec¢o)

P JU encapsulado (100 mg. Kg™ ,24 horas ap6s a infecgdo)
P JU encapsulado
_ ) Lipossomas vazios.
Lipossomas vazios.
P JU encapsulado (100 mg. Kg™ ,42° dia apds a infeccéo
P JU encapsulado
P JU livre (100 ma. Ka™ .42° dia anés a infeccdo)

P JU livre

Grupos néo infectados pelo. S. mansoni

NaCl 150 mM. NaCl 150 mM.
P JU livre P JU livre (100 mg. Kg™ 24 horas ap0s a infecgo)
P JU encapsulado P JU encapsulado (100 mg. Kg™,24 horas ap6s a infeccao)

Lipossomas vazios. Lipossomas vazios.
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S. mansoni

Cepa BH

Manutenc¢éo Do Ciclo Biolégico do

S. mansoni

Infec¢do dos caramujos

Infeccdo caudal= 150 cercérias/animal, 2 h,
28°C, luminosidade intensa.

Coleta de fezes

Analisadas pelo método de sedimentagdo
espontanea (Neves, 2000)

24 horas ap0s a infeccéo
Grupo NaCl 150mM.
Grupo P- JU encapsulado (100 mg. Kg™).
Grupo P-JU livre (100 mg. Kg™).
Grupo Lipossomas vazios.

Infeccdo dos caramujos

Sedimento exposto a luz por 45-50 minutos
(liberagéo dos miracideos) 5-10 miracideoas por
caramujo; 2 h, luminosidade intensa.

Liberacéo das cercarias
Tempo para liberagéo das cercarias — 45 dias
apos a infecg¢do do caramujo.

Infeccdo por imersdo — 90 cercarias/animal, 2 h,
28° C. luminosidade intensa.

Acompanhamento
(para todos 0s grupos)
*Método de sedimentacdo esponténea (Neves,
2000) a partir do 30° dia de infeccdo.

* Método de Kato-Zatz, - a partir da presenca de
ovos (Sedimentacdo espontanea/ Neves, 2000) - a

cada 72h.
|

42° dia apos a infecgdo

Grupo P- JU encapsulado (100 mg. Kg™).
Grupo P- JU livre (100 mg. Kg™?).

Encerramento do teste

56° dia- Perfusdo do sistema porta hepatico
mesentérico, contagem dos vermes e
ressec¢do dos Orgaos.

Figura 3: Representacdo esquematica dos procedimentos in vivo envolvendo S. mansoni
(manutencdo do ciclo bioldgico e infecgdo experimental).
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5.3.2.2 Manutencgé&o do ciclo biolégico do S. mansoni

5.3.2.2.1 Coleta das fezes

As fezes de camundongos foram coletadas durante 2h, e apds este periodo foram
recolhidas e analisadas segundo o método de sedimentacdo espontanea (Neves, 2000). As
fezes foram solubilizadas em agua destilada, filtradas em um fragmento de gaze e recolhidas
em um calice de sedimentacdo. O volume do célice foi completado com agua
destilada. As fezes foram lavadas 3 (Trés) vezes em intervalos de aproximadamente 2h até
que o sobrenadante se apresentasse limpido (PESSOA & MARTINS, 1988).

5.3.2.2.2 Infec¢do dos caramujos

O sedimento contendo os ovos de S. mansoni foi colocado em uma placa de Petri e
exposto a luz, por 45-50 minutos, a 28° C, a fim de que ocorresse a liberacdo dos miracideos.
Cada caramujo, entdo, foi exposto a 5-10 miracideos durante 2h. Apds a infeccdo, os
caramujos foram mantidos em aquario, com pouca luminosidade, e ap6s 30 dias

aproximadamente, estavam no periodo propicio para liberacao das cercarias.

5.3.2.2.3 Infeccdo experimental pelo S. mansoni, Tratamento e Analise Histopatoldgica

Os caramujos foram expostos a luminosidade intensa, a 28° C, por 40-60 minutos, e
dispostos em recipientes contendo agua destilada, a fim de liberar as cercérias. Estas foram
contadas e estabeleceu-se uma relacdo do volume de suspensdo necessaria para expor cada
camundongo a 150 cercérias. Os camundongos foram submetidos a infecgdo caudal, ou seja,
foram contidos de forma a expor apenas a cauda, a qual foi mergulhada na suspensdo
cercariana e mantida durante 2 h, a 28° C, sob luminosidade intensa de forma a favorecer a
penetragdo das cercarias (OLIVIER & STIREWALT, 1952). Apos os procedimentos acima
descritos os animais foram tratados, monitorados e o encerramento do teste ocorreu conforme

esquema da Figura 3.
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6.0 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 FORMULACAO DOS LIPOSSOMAS
6.1.1 Otimizacéo da formulacéo de lipossomas contendo P JU

Embora os lipossomas se apresentem como estruturas estaveis, mostram uma fluidez
que estd relacionada com a composi¢cdo lipidica e com a temperatura. Denomina-se
temperatura de transicdo de fase (T.) aquela que gera uma passagem de estado gel para o
liquido-cristalino (SZOKA & PAPAHADJOPOULOS, 1980; FORNOVI et al., 1989).
Quanto maior a propor¢do de &cidos graxos saturados, amis alta serd a temperatura de
transicdo (LEHNINGER et al.,2000) A transicdo de fase nas bicamadas pode ser descrita
como um processo de passagem da ordem para a desordem, onde existe um expansao lateral
da bicamada, alteracdo em sua espessura e densidade, ale de mudancas entre as cedaias
hidrocarbonadas e interacbes polares na interface lipideo-agua (JACOBSON &
PAPAHADJOPOULOS, 1975). Cada lipideo possui uma T, caracteristica, a qual pode ser
alterada utilizando-se misturas de fosfolipideos ou pela adicdo de colesterol (FORNOVI et al.,
1989). Quinze formulagGes foram preparadas utilizando diversos constituintes e variadas
proporcdes (Tabela 1), e avaliadas quanto a estabilidade acelerada, com o objetivo de otimizar
a preparacgdo (Tabela 2).

Tabela 2: Avaliacédo da estabilidade das formulagdes contendo P JU

FORMULACAO ESTRESSE CENTRIFUGACAO CICLO
[48 h /180 [1h /3000 rpm] GELO/ DEGELO
movimentos/min]
Fy Estavel Estavel Superior a 10 ciclos
F, Estavel Estavel Superior a 10 ciclos
Fs Estavel Estavel Superior a 10 ciclos
Fq Estavel Estavel 2 ciclos
Fs Estavel Estavel 2 ciclos
Fe Estavel Estavel 3 ciclos
= Precipitado Cremagem 2 ciclos
Fe Precipitado Cremagem 3 ciclos
Fo Estavel Estavel Superior a 10 ciclos
Fio Estavel Estavel Superior a 10 ciclos
Fi1 Estavel Cremagem 2 ciclos
Fiz Estavel Cremagem 23ciclos
Fis Precipitado Cremagem 1 ciclo
Fis Precipitado Cremagem 1 ciclo
Fis Precipitado Cremagem 1 ciclo
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Os paréametros considerados para avaliar a estabilidade acelerada foram o estresse
mecanico, centrifugacédo e ciclos de congelamento/descongelamento. Apenas as formulagdes,
Fs, Fo, F13, F14 € F15, apresentaram formacéo de precipitado, indicando perda da estabilidade,
sob agitacdo mecanica (180 movimentos/minuto, durante 48 horas, a 37° C. As amostras que
apresentaram melhor perfil, quando submetidas a centrifugacdo, foram as que continham
menor concentragdo de P JU. As formulacbes Fi;, Fi3 € Fi4 que continham as maiores
concentracdes de polissacarideo perderam a estabilidade, formando uma visivel drenagem.
Uma vez que as preparacoes F7, Fg, F12 e Fi4 também foram instaveis a centrifugacao, sugere-
se que a perda da estabilidade neste teste pode estar relacionada com caracteristicas
constituintes do lipossoma. No que diz respeito ao parametro ciclo (gelo/desgelo), considerou-
se estavel a formulacdo que conseguiu suportar uma série superior e dez ciclos. As amostras
F1, F2, F3. Fg e Fipapresentaram este perfil.

Diante do exposto, as formulagfes que apresentaram melhor estabilidade acelerada
foram as carregadas positivamente, constituidas por EP: CH: AS (7:2:1) e denominadas Fi, F,
e Fs. A proporcao lipidica utilizada foi compativel com aquela empregada por Silva (1197) na
obtencdo de lipossomas contendo penicilina G. As preparacdes neutras (F7 e Fg) apresentam-
se bastante instaveis, confirmando os relatos da literatura (CROMMELIN, 1984). Ja as
preparacOes de carga negativa (Fg e F10) mostraram uma estabilidade intermediaria entre as
positivas e as neutras.

Quanto ao material encapsulado, dois objetivos sdo imprescindiveis: a liberacdo
adequada do farmaco, além da manutencdo e estabilidade do principio ativo durante o
armazenamento (STRICKER & KIBAT, 1985). Tentou-se aumentar a concentra¢édo do P JU
no interior dos lipossomas (Fi11, F13 € F14), 0 que sempre gerava um aumento da viscosidade.
Tal fato pode ser atribuido a alta viscosidade do P JU descrita por PAULA & RODRIGUES
(1995).

As formulacdes foram avaliadas através de microscopia 6ptica (M.O), considerando o
aparecimento de grumos como fator determinante pata perda da estabilidade. As formulacGes
F1, F3. Fg e Fyoapresentaram-se sem grumos até o final da observagéo (60 dias), enquanto nas
demais formulagGes varios grumos eram visiveis por M.O no 30° dia da anélise.

Quando submetidas a avaliagdo macroscopica, as formulacdes de lipossomas
apresentam aspectos semelhantes (suspensdo esbranquicada, opaca e fluida), exceto a
formulacdo que continha fosfatidilcolina de ovo, que se mostrou levemente amarelada. Ao
longo do tempo, verificou-se formacao de fase conseqliente perda da estabilidade em algumas

formulacGes. Por outro lado, outras prepara¢fes mantiveram o aspecto macroscopico inicial
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ao longo do tempo e por isso foram considerados estaveis (F1, F2, e F3). Os resultados obtidos
com a avaliacdo macroscopica estdo descritos na Tabela 3.

A selecdo das formulacdes baseou-se neste conjunto de resultados e considerando-se a
sua posterior aplicacdo biologica. Para tal, sdo requisitos basicos e estabilidade, associada a
uma concentracdo de P JU adequada na formulagéo, pois relatos anteriores (MENESTRINA
et al., 1996) descreviam o emprego de doses na ordem de 100 e 200 mg.kg™. Assim, as
amostras F, (lipossomas contendo P JU na concentragdo de 2,5 mg.ml™) F; (lipossomas
vazios) foram selecionados para realizagdo dos outros testes de estabilidade e posterior

aplicacdo in vivo.

Tabela 3: Estabilidade macroscopica das formulacgdes de lipossomas contendo P JU.

FORMULACAO | ASPECTO MACROSCOPICO
Tempo zero 30 dias 60 dias
Fy SE. Opaca. fluida SE. Opaca. fluida SE. Opaca. fluida
F, SE. Opaca. fluida SE. Opaca. fluida SE. Opaca. fluida
Fs SE. Opaca. fluida SE. Opaca. fluida SE. Opaca. fluida
F4 SE. Opaca. fluida Formacao de fases
Fs SE. Opaca. fluida Formagdo de fases
Fe SE. Opaca. fluida Formagdo de fases
F; SE. Opaca. fluida Formacao de fases
Fe SE. Opaca. fluida Formagcdo de fases
Fo SE. Opaca. fluida SE. Opaca. fluida Formacao de fases
Fio SE. Opaca. fluida SE. Opaca. fluida Formacao de fases
Fi SE. Opaca. fluida Formacao de fases
Fi, SE. Opaca. fluida Formacdo de fases
Fi3 SE. Opaca. fluida Formacao de fases
Fis SE. Opaca. fluida Formacdo de fases
Fis SE. Opaca. fluida Formagcdo de fases

6.1.2 Avaliacéo do pH

Esta avaliacdo foi realizada em intervalos regulares (Figura 4), relacionando os valores
de pH da formulacdo e da solugéo dispersante (solucdo tampdo fosfato de sédio 0,2 M, pH
7,4). As formulagdes ndo apresentaram variagao significativa no valor de pH em fungéo do
tempo. Tais resultados estdo em concordancia com os obtidos por OLIVEIRA (1998).

Para acompanhar a formulagéo, o pH foi monitorado por mais seis meses, obtendo-se

ao final deste periodo, um valor de 6,0. Constatou-se, assim, que a variacdo do pH nao foi
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acentuada. A hidrélise dos fosfolipideos € um fator gerador da perda de estabilidade dos
lipossomas. Tal hidrdlise esta intimamente relacionada com o pH, o qual deve ser considerado

como um fator critico para se obter urna vida mais longa para a preparacéo (LIMA, 1995).
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Figura 4 Avalia¢do do pH das formulagdes de escolha contendo P JU [A,F; Fornulagéo de lipossomas contendo
P JU (2.5 mg/ml™); e, F3 Formulagdo de lipossomas vazios

6.1.3 Calculo da taxa de encapsulacdo (TE) e acompanhamento do teor de PJU
encapsulado.

De acordo com a curva padréo de D-glicose ajustada aos valores experimentais pelo
método dos minimos quadrados, determinou-se que a taxa de encapsulacdo do P JU era na
ordem de 42%. Este resultado é compativel com o relato anterior (WONG et al., 1992), onde
foram encapsulados um lipopolissacarideo e um antigeno polissacarideo de Brucela abortus,
com uma TE de 45%. Entretanto, KILLION & FIDLER (1998) obtiveram uma TE de 70%
para o muramil tripeptideo, um imunomodulador utilizado para controle de metastases.

A concentracdo do P JU encapsulado em lipossomas foi monitorado através do
acompanhamento do teor de encapsulagéo ao longo do tempo (0-90 dias). O teor de P JU
encapsulado que inicialmente foi de 42%, apds noventa dias decaiu para 36%. Assim, a
formulacdo F3 apresentou uma perda de 14,2% do principio ativo (P JUI), ao longo dos 90
dias. Este resultado é satisfatorio se comparado a outras descri¢Ges da literatura (OLIVEIRA,
1998). A pequena variagdo na quantidade do P JU encapsulado nos lipossomas ao longo do

tempo, representa a possibilidade de utilizar essas preparacdes na terapéutica, considerando-se
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que, para serem aplicados, os lipossomas precisam manter o principio ativo encapsulado
durante o armazenamento (STRICKER & KIBAT, 1995).
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Figura 5 Teor do P JU encapsulado em lipossomas

6.2. ATIVIDADE ANTI-TUMORAL IN VIVO DO P JU LIVRE ENCAPSULADO EM
LIPOSSOMAS

O Sarcoma 180 (S-18), também conhecido corno Tumor de Crocker, foi descoberto
em 1914, como uma massa localizada na regido dorsal direita de um rato albino macho.
Apesar do diagndstico inicial de carcinoma, ndo foi possivel, na época, determinar sua
origem. A linhagem tumoral foi mantida através de sucessivos transplantes subcutaneos, apds
0 que suas caracteristicas histologicas modificaram-se, variando entre carcinoma e sarcoma.
Passou, entdo, a ser denominado Sarcoma 180, devido as suas caracteristicas morfoldgicas e
seu comportamento bioldgico. Quando implantado via s.c., 0 S-180 d& origem a uma massa
solida, infiltrada no tecido conjuntivo subcutaneo (ZUCKERBERG, 1972).

A manutencdo da linhagem do S-180 pode ser realizada por via s.c. ou i.p. Na
primeira opcdo, fragmentos do tumor sélido podem ser depositados no tecido conjuntivo
subcutaneo com auxilio de um trocater. Neste caso, a qualificagdo do implante para fins de
padronizacdo da técnica é dificultada. Neste trabalho, optou-se pela manutengéo de linhagem
por via i.p. 0 que permite a quantificacdo das celulas implantadas, em qualquer etapa
necessaria (ZUCKERBERG, 1972; MIURA et al., ]995; CARNEIRO LEAO, 1998).
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6.2.1 Inibicé@o do crescimento tumoral

O efeito P JU livre encapsulado em lipossomas sobre os S-180 esti apresentado na
tabela 4. A atividade destas formulacbes foi avaliada em tratamento com dose Unica i.p.'
aplicada 24 h ap6s a implantacdo do tumor, nas concentracdes de 100 e 200 mg.kg™. verifica-
se que ambas as formulagdes, nas doses aplicadas, ndo apresentaram atividade anti-tumoral
frente ao S-180, conforme pode ser observado pela auséncia de significancia estatistica entre
0s percentuais de regressdo obtidos. Estes resultados discordam dos descritos por
MENESTRINA et al., (1996) para o P JU livre, que obtiveram regressao na ordem de 39,60%
e 55,1%, nas mesmas doses e condicGes experimentais. Tais resultados podem ter sido
ocasionados por diversos fatores. Verificou-se um crescimento acelerado da massa tumoral,
especialmente no grupo controle, com uma consequente alta taxa de mortalidade dos animais.
Isto possivelmente estaria relacionado a adaptabilidade das células tumorais na linhagem de
camundongos utilizada. Outras possibilidades envolveriam a concentracdo de células
empregada, assim corno o tempo de experimento (35 dias). Entretanto, a maioria dos relatos
que avaliam a atividade anti-tumoral de polissacarideos frente ao S-180 descreve o uso de
5,0x10° células/implante e de 35 dias de experimento como utilizado neste trabalho
(BRADNER et al.,1958; CHIHARA et al., 1970a: LEDERKRERNER et al., 1983; SUGA et
al., 1984; YAMADA et al., 1984; MIZUNO et al., 1986,1992,1995; KIHO et al., 1989;
BLASCHEK et al., 1992; KITAMURA et al., 1994; OHNO et al., 1995; ZHUANG et al.,
1995; CARNEIRO LEAO et al., 1998).

Tabela 4: Atividade anti-tumoral in vivo do P JU livre e encapsulado em lipossomas.

GRUPO DOSE VTM Peso tumor Regresséo
(MG kg ™) (mm?: M=dp) (9: M=dp) Tumoral (%)

NaCl - 12,7242,03 9,08+2,37 -

P JU livre 100 12,06+ 3,97 10,42+ 2,30 -

P JU livre 200 10,58+1,78 9,19+2,68 -

Lipossomas vazios - 11,74+4,17 8,79+1,15 1,21°2

P JU encapsulado 100 12,12+2 69 8,16+2,43 10,13°%

[M, média: dp, desvio padrdo VTM 35, volume tumoral médio no 35° dia; -, regresséo tumoral néo observada,
letras iguais indicam que ha diferenca estatisticamente significativa entre os tratamentos (Teste de Tukey: p>
0,05)].
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6.2.2 Aspectos histopatolégicas do sarcoma 180

Com o objetivo de avaliar possiveis alteracdes ocasionadas pelos tratamentos, foi
realizada a analise desses tumores do ponto de vista histopatoldgico.

O S-180, quando implantado por via s.c, apresentou-se em sua maior parte, por células
tumorais. Em menor aumento (200x), observou-se 0 estroma escasso, ou seja, faixas delgadas
de tecido conjuntivo frouxo envolvendo as células de S-180, onde vasos sanguineos puderam
ser evidenciados. Quanto as caracteristicas do parénquima do tumor, ZUCKERNERG (1972)
e CARNEIRO LEAO (1998) observaram que as células do S-180 se organizaram em ninhos
ou corddes, apresentando morfologia poliédrica, nicleos volumosos, com nucléolos evidentes,
citoplasma claro e pouco basoéfilo. Figuras tipicas de mitose foram encontradas com
freqiiéncia.

Areas de necrose também foram identificadas, em dois padrdes morfologicamente
distintos: necrose coagulativa, em que o arcabouco celular se manteve preservado; e
liquefativa, onde ocorreu uma completa dissolucdo de elementos celulares e apenas
fragmentos eosinofilicos foram observados. A necrose é um processo de morte celular
caracterizado por diversas alteracdes ultra-estruturais, com a interrup¢do da continuidade da
membrana plasmatica, blebbing, digestdo nuclear (picnose), além de edema e formacdo de
precipitados mitocondrias (TRUMP & BEREZESKY, 1996; MELLO et al.; 2001).

Os tumores tratados com P JU livre e encapsulado em lipossomas ndo apresentaram
diferencas macroscopicas significativas, conforme descrito no item 6.2.1. Da mesma forma,
observou-se que, morfologicamente, o parénquima dos tumores tratador com o P JU
encapsulado assemelhou-se ao do grupo controle. A coloracdo pelo Tricrdmico de Masson
permitiu evidenciar a presenca de delicadas traves colagenas em volta das células tumorais e
proximas a infiltrados linfo-plasmocitarios, ndo observados no controle. Estas observagdes
estdo de acordo com o relato de CARNEIRO LEAO (1998), que observou um perfil
histopatoldgico semelhante ao tratar animais portadores de S-180 com a (1—3),( 1—4)-a-D-

glucana do liquen Remalina celastri.
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6.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE DO P JU LIVRE E ENCAPSULADO EM
LIPOSSOMAS FRENTE A ESQUITOSSOMOSE EXPERIMENTAL

6.3.1 Aspectos parasitoldgicos

Neste trabalho, foi utilizada a cepa oriunda de Belo Horizonte (BH) e moluscos da
espécie Biomphalaria glabrata, adaptadas a infeccdo pelo miracidio do S. mansoni
(ZANOTTI-MAGALHAES et al., 1993).

As cercérias para infec¢do dos animais foram quantificadas por contagem estimada,
utilizando-se uma carga parasitaria de 150 cercarias por animal, observando-se, uma infeccéo
relativamente regular e auséncias de mortes prematuras. Este resultado difere das observacgdes
de OLIVEIRA (1994), onde a contagem estimativa causou irregularidades nas infeccGes
experimentais, com carga de 100 cercérias/animal que apresentaram mortalidade antes dc
completar o cicio, provavelmente devido a uma maior carga parasitaria, e com alguns animais
ndo se infectando. Vale a pena ressaltar que a carga parasitaria utilizada neste experimento
(150 cercérias/animal) pode ser considerada alta quando comparada aos relatos da literatura
(TEIXEIRA et al., 1996; FREZARD et al. 1997).

A partir do 38° dia da infeccdo, uma série de exames parasitoldgicos foi iniciada para a
deteccdo e contagem de ovos nas fezes, utilizando-se o método de Kato-Zatz. Por volta do 42°
dia, a presenca de ovos de S. mansoni nas fezes de todos os animais foi detectada. Os grupos
experimentais que foram tratados com P JU encapsulado apresentaram uma reducdo
significativa no nimero de ovos quando comparados ao grupo controle (Tabela 5). A reducéo
relativa ao grupo controle foi na ordem de 82,1% para os grupos tratados com P JU
encapsulado, administrado 24 h ap6s a infecgdo e no 42° dia apos a infeccéo, respectivamente.
Comparando-se eliminacdo média de ovos durante o0 experimento, quanto aos animais
tratados com P JU encapsulada em lipossomas e administrando i.p. 42° dias apds a infeccéo,
verificou-se uma reducdo marcante na ordem de 93,5% no intervalo entre 52° e 56°. Vale
salientar que o efeito deste tratamento desenvolveu-se em um intervalo de apenas 14 dias, 0
que ressalta o resultado obtido.

PROCOPIO et al. (2000?), trabalhando em condigbes experimentais semelhantes para
avaliar o efeito da a-glucana sulfatada de R.celastri, avaliou de ovos nas fezes, tendo
observado uma reducéo estatisticamente significativa, comparada ao grupo controle, na ordem

de 61,5%, 75,2% e 92%, nos 42°, 50° e 56° dias ap0s a infecgéo, respectivamente.



Tabela 5: Eliminacdo média de ovos S. mansoni apds O tratamento com PJU livre e encapsulado em lipossomas.
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GRUPO DOSE INICIO N° ovos S. mansoni/g de fezes (M+dp)
(MGkg™ | TRATAMENTO | 38°dia 42° dia 46° dia 49° dia 52° dia 56° dia
NaCl 150 mM - 24 horas 0 43,2420,0* | 258+36,0 390+153,5°¢ 398,4+108,1° | 336,0+51,8°
P JU livre 100 24 horas 0 72,0+19,6° 186,0+49,5 462,0+230,5° | 390,0+167,9" | 270,0+98,7°¢
P JU encapsulado | 100 24 horas 0 30,0£15,4 * | 240,0+1,854" | 612,0£130,7° | 414,0+220,8° | 60,0+ 20,5
Lipossomas vazios | - 24 horas 0 24,0+17,9? 438,0+1445° 522,01233,8b 366,0+ 174,6d 176,0+ 67,1b
P JU encapsulado 100 42 horas 0 60,0+22,0° 402,0+135,1° 504,0+233,4" | 616,0+316,9° | 40,0£19,9"
P JU livre 100 42 horas 0 60,0£24,0° | 204,0+95,7° | 296,0+125,89 | 144,0+76,3" | 141,0+49,9°

M, média; dp, desvio padrdo. Letras iguais indicam que nao ha diferenca estatisticamente significativa entre os tratamentos (Teste de Tukey: p> 0,05). Os camundongos foram
infectados por via caudal com uma carga parasitaria de 150 cercérias/animal e tratados de acordo com diferentes esquemas terapéuticos. A infecgdo foi acompanhada através
da eliminagdo de ovos nas fezes pelo método de Kato-katz, até o 56° dia, quando o experimento foi finalizado].
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A perfusdo do sistema porta-hepatico-mesentérico permitiu a coleta dos vermes
adultos alojados nesses vasos, registrando-se o numero total, assim como o de machos,
fémeas e pares acasalados. A tabela 6 representa o perfil de recuperacdo dos vermes adultos
no 56° dia apds a infecgéo.

Observou-se, em todos os grupos, uma predominéncia de vermes machos, na ordem de
70%. Utilizando-se o P JU encapsulado num esquema de tratamento 42 dias apos a infecgéo,
ocorreram reducdes estatisticamente significativas quanto ao nimero total de vermes e de
machos (54,2% e 14,9%, respectivamente). Esses resultados estdo de acordo com o relato de

ARAUJO et al., os quais empregaram o derivado sulfatado da o glucana de R. celastri.

Tabela 6: Efeito do tratamento com P JU livre e encapsulado em lipossomas sobre 0s
vermes adultos de S. mansoni.

GRUPO DOSE INICIO MACHOS FEMEAS VERMES TOTAL
(MGkg™l) | TRATAMENTO ACASALADOS

NaCl 150 mM - 24 horas 29,4+14,11° 8,042,9° 2,8+1,0° 38,0+16,0°
P JU livre 100 24 horas 20.0£7,3% 9,4+3,0° 6,4+2,1° 29,4+10,1¢
P JU encapsulado 100 24 horas 23,0+ 8,1° 8,8+£3,7° 4,0£1,6° 31,8+14,0¢
Lipossomas vazios | - 24 horas 22,8+ 11,22 8,4+3,8° 2,4+1,8°¢ 31,2+10,3¢
P JU encapsulado 100 42 horas 12,046,7° 5,4+2,6° 32+1,1° 10,4+7,1°¢
P JU livre 100 42 horas 14,2+6,9° 7,042,9° 4,2423° 21,2+10,3°

(Resultados expressos em + desvio padrdo. Letras iguais indicam que ndo ha diferenca estatisticamente
significativamente entre os tratamentos (Teste de Tukey: 0,05). Os camundongos foram infectados por via
caudal com uma carga parasitaria de 150 cercérias/ animal e tratados de acordo com diferentes terapéuticos. Os
vermes foram qualificados no 56° dia ap6s a infeccéo, quando o experimento foi finalizado).

Os protozoarios e helmintos que atingem a corrente sangiinea c/ou tecidos,
frequentemente, sdo capazes de sobreviver e proliferar, uma vez que estdo bem adaptados aos
mecanismos naturais de defesa do hospedeiro, especialmente a fagocitose por neutrofilos e
macrofagos e a lise mediada pelo sistema complemento (ABBAS et al., 2000b).

~

Na esquistossomose, estes fendbmenos sdo parcialmente explicados pelas

caracteristicas do tegumento. Véarias camadas celulares tomam o parasito bastante resistente
aos neutrdfilos e macrdéfagos. Em paralelo, ocorre uma absorcdo de proteinas do hospedeiro

na superficie do helminto, caracterizando um tipo de "camuflagem"”, associada a uma
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descamacéo do tegumento, 0 que ocasiona troca do revestimento antigénico (BRUNET et al.,
1998; CAPRON, 1998).

Em varias helmintiases, como na esquistossomose, 0s mecanismos especificos de
defesa sdo mediados através do clone de linfécitos T2, ou seja, através de IGE e eosindfilos
Trata-se de citotoxicidade celular mediada por anticorpos, onde as moléculas de IgE ligam-se
a superficie do parasita, permitindo o ataque dos eosinofilos. Estes liberam o conteddo de seus
granulos (enzimas), os quais destroem os parasitas (BRUNET et al., 1999) O S. mansoni
adulto, tem sido relatado o reconhecimento de sequéncias GalNAcP- (1—4) — GIcNAc-R
(LDN) e GalNac-B- (1—4) e GalNac-pB- (1—3)-a- Gal, as quais podem ser reconhecidas pelos
hospedeiros, via IgE e IgM (KHOO et al., 1997); NYAME et al., 1999), podendo anda ser
utilizadas como elemento diagndstico (Hamilton et al., 1999). De forma geral varios estudos
relatam o reconhecimento de carboidratos por parte do sistema imune, como o descrito para
lipopolissacarideos de origem bacteriana. Receptores especificos, como o receptor de manose
e 0 CD14 para lipopolissacarideo, também foram descritos (JANEWAY et al., 2000).
Considerando o reconhecimento dos carboidratos presentes em diversos patogenos pelo
sistema imune, pode-se sugerir que a atuacdo de alguns polissacarideos como MRB ¢ funcéo
deste estimulo as células dc defesa que os carboidratos parecem exercer.

FREZARD et al. (1997) avaliaram o efeito da oxaminiquina livre (OXA) e
encapsulada em lipossomas (LOXA) na dose de 10mg.kg”, frente & esquistossomose em
camundongos infectados com carga parasitaria de 60 ou 90 cercarias/animal. Verificou-se
uma reacdo significativa do nimero de vermes recuperados no grupo tratado com o LOXA,
por via s.c. 1 dia antes ou 3,7 ou 14 dias apds a infeccdo, quando comparado aos grupos
controle, lipossomas vazios e OXA. O efeito maximo de LOXA, com 97% de reducdo da

carga parasitaria, foi observado quando administrado um dia antes da infeccao.

6.3.2 Aspectos histopatologicos

A anélise dos figados de animais ndo-infectados tratados com P JU livre e encapsulado
(100 mg.kg™), com NaCl 150mM c com lipossomas vazios ndo demonstrou aspectos
sugestivos de alteracdes histopatoldgicas. Os aspectos analisados espago porta, veia centro-
lobular, hepatécitos e sinusdides hepaticos, encontram-se dentro dos parametros de
normalidade, sugerindo auséncia de efeito toxico do P JU. Os corddes dc hepatdcitos

apresentaram arranjos caracteristicos. Os capilares sinusoides e a veia centro lobular
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mostraram contomos e distribuicdo regulares. O sistema porta-hepatico dos animais tratados
ndo apresentaram qualquer modificagdo estrutural quando comparado ao do controles. Os
resultados sdo compativeis com os descritos por PROCOPIO et al, (2000b), que utilizou a a-
glucana sulfatada de R. celastri.

A avaliagdo histopatoldgica dos bagos dos animais tratados e controles demonstrou
auséncia de alteracdes significativas. Os nodulos linféides dos animais tratados e controle néo
mostraram diferencas aparentes, principalmente, no que diz respeito a caracterizacdo de um
centro germinativo tipico da polpa branca do baco. De maneira geral, ndo foram observadas
diferencas significativas entre o parénquima esplénico dos animais tratados e controles.

Entre os animais infectados pelo S. mansoni, foram observadas importantes alteragdes
na estrutura hepéatica. Nos camundongos tratados com NaCl 150 mM e com lipossomas
vazios, foram observados infiltrados linfoplasmocitarios, granulomas em diversas etapas de
desenvolvimento, contendo ovos do parasita, além da presenca de vermes adultos no interior
de vasos sangliineos. Essas alteracBes foram associadas a etiologia da hipertensdo portal e
hepatomegalia, devido a lesdo da estrutura dos hepatocitos, artérias e sinusoides, com prejuizo
hepatico (MAGALHAES-FILHO & SILVA, 1994).

Nos grupos tratados, observou-se um perfil histopatolégico semelhante ao descrito
para os grupos controles (NaCl e lipossomas vazios), ressaltando-se a auséncia de verme no
interior dos vasos hepaticos 0 numero médio de lesbes histopatoldgicas presentes no figado,
intestino e baco de animais infectados pelo S. mansoni esta apresentado na figura 10. Néo
houve diferenca estatisticamente significativa (Teste de Tukey, p>0,05) entre 0s grupos.

TEIXEIRA et al, (1996) avaliaram os efeitos do Corynebacterium parvum (0,7mg
duas vezes por semana durante 4 semanas, 30 dias antes e 30 dias depois da infec¢do). Quanto
a protecdo do hospedeiro, reacdo tecidual e quimiotaxia in vivo, em camundongos infectados
com carga parasitaria de 90 cercarias/animal (cepa BH). Pela contagem de vermes adultos
observou-se uma redugdo no grupo profilatico comparado ao grupo controle na ordem de
44%. As reacdes teciduais foram descritas em todos os grupos, embora ndo tenham ocorrido
diferencas marcantes entre eles. Este relato corrobora os resultados apresentados neste
trabalho. Entretanto, PROCOPIO et al. (2000b) descreveu uma reducdo significativa no
numero de lesdes hepaticas entre 0s grupos controle e tratado utilizando uma carga parasitaria
de 150 cercérias /animal e administrando uma Gnica dose de 100mg.kg™ a- Glu-SO, de R.

celastri.
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Grupo

Figura 6A, 6B e 6C - Numero médio de lesBes histopatoldgicas observadas em figado,
intestino e bagco de camundongos infectados pelo S. mansoni. A, Figado; B, Intestino; e, C
Bago. Granuloma; Granuloma com ovos de S. mansoni; e, Total. G1, Controle (NaCl*
150 mM); G2, p-JU encapsulado em lipossomas (100 mg.KG™, 24 H apés a infecgdo); G-
3, P-JU livre (100 mg.kg™?, 24 h apés a infeccdo); G4, Lipossomas vazios; G5, P-JU
encapsulado em lipossomas (100 mg.kg™. 42° dia ap6s a infecgdo): e. G6, P-JU livre (100
mg.kg?, 42° dia ap6s a infecco).
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6.4 DISCUSSAO FINAL

A atividade biol6gica dos polissacarideos pode ser considerada em fungdo de sua
estrutura quimica e de seu efeito sobre o sistema imune. Tais observac¢des sdo relacionadas a
atividade anti-tumoral dos polissacarideos, que ainda é a abordagem mais freqlente..
Persistem duvidas e resultados contraditérios, a respeito do grande nimero de relatos. Aceita-
se que ass (1—3)- B-D -glucanas, substituidas por unidades de Glep em 0-6 séo as estruturas
que apresetam um maio efeito anti-tumoral (BOHN & BEMILLER, 1995; KIDD, 2000).

Entre os fatores que podem influenciar a atividade anti-tumoral, citam-se:

a) estrutura da cadeia principal; b) grau de ramificacao; c) presenca de grupos substituintes; d)
massa molecular ¢ conformagéo (BOHN & BEMILLER, 1995).

a) Estrutura da cadeia principal. Os relatos indicam que as estruturas com cadeia principal
R-(1—3) Glep apresentam a maior atividade anti-tumoral. Esses polissacarideos podem ser
aleatoriamente substituidos em O-6, por unidades de (- D-Glep.,(BOHN & BEMILLER,
1995). O P JU apresenta uma cadeia constituida 3-(1—3) — Galp, (MENESTRINA, et al.,
1998).
b) Grau de ramificacdo. O grau de atividade anti-tumoral das B-(1—3) - glucanas parece
estar relacionado com a presenca e o posicionamento de grupos ramificantes. Entre as (1—3),
(1—6) - B-D- glucanas estudadas, as que apresentam grau de ramificacdo (DB) entre 0,20 e
0,33 sdo as mais ativas, a exemplo dos polissacarideos de Volvariella volvacea (DB 0,20;
MISAKI et al., 1986; KISHIDA et al., 1989), Pleurotos ostreatus (DB 0,25; YOSHIOKA et
al, 1985), Amanita muscaria (DB 0,28; KIHO et al., 1989) e Lentinus edodes (DB 0,33:
CHIHARA et al, 1970b). O grau de ramificagdo, se maior que 0,33, inversamentamente
proporcional a atividade anti-tumoral, como observado para a fracdo CO-1, de Cordyceps
ophiogloissoides (DB 0,37; YAMADA et al, 1984), B - glucanas I, de Auricularia auricula-
judae (DB 0,66; MISAKI et al., 1981), e Pestalotia sp, 815, com DB de 0,67 (MISAKI et al.,
1984).

¢) Grupos substituintes. O P JU apresenta quatro substituintes distintos em 0-6: a) B-
D —Glep A(1—6)- B-D —Galp-(1—6)-3-D -Galp-(1—6)-; b) a-D-Galp-(1—6)- D-Galp; ¢) -
L-Araf- (1—6)- D-Gal; e d) ) a-L- Rhap- -(1—4)- B-D - Glep A (MENESTRINA et al., 1998).
O DB deste polissacarideo ndo foi determinado,entretanto esses autores consideram o P JU
como uma estrutura altamente ramificada, devido & necessidade de realizar trés degradacGes

de Smith consecutivas para remover 0s substituintes e caracterizar a estrutura da cadeia
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principal. Tem sido descrita uma relacdo entre a presenca de grupos substituintes e a
potencializagdo do efeito bioldgico. A atividade ant- tumoral da a-D-Galp-(1—3), -(1—4)- D-
glucana de R. celastri foi potencializada por sulfatacdo (CARNEIRO LEAO et al., ; 1997:
CARNEIRO LEAO, 1998). PROCOPIO et al. (2000a e b) relataram a eficacia do tratamento
utilizando este derivado sulfatado frente a infeccdo experimental por S. mansoni. A
potencializagdo da atividade tem sido justificada por uma conformacdo mais ativa, ligacéo
eletrostatica ao receptor e/ou ligante, entre outros (BOHN & BEMILLER, 1995). Assim, a
derivatizacdo quimica do P JU representaria uma interessante possibilidades para
potencializar o seu efeito bioldgico.

d) Massa molecular e conformacdo. Os polissacarideos com maior atividade anti-tumoral
sdo 0s que apresentam alta massa molecular (> 90000) e estruturas ordenadas, vesiculas
recobertas com polimeros como o polietilenoglicol. Por outro lado, a interacdo dos lipossomas
com os macrofagos pode representar uma promissora opgdo terapéutica. Desta forma,
consideravel atencdo tem sido dispensada a encapsulacdo de MRB em lipossomas, devido a
habilidade natural destas vesiculas em serem captadas por macrofagos e estimular sua
atividade (KILLION & FIDLER, 1998). Uma vez que os polissacarideos requerem uma etapa
de captacdo pelos macrdfagos, a encapsulacdo destas moléculas em lipossomas devido causar
uma potencializagdo de seu efeito bioldgico. Os resultados apresentados neste trabalho,
especialmente quanto ao efeito frente a infeccdo experimental pelo S. mansoni parecem

reforcar tais observacoes.
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6.5 PERSPECTIVAS

Algumas observagdes realizadas durante o desenvolvimento deste trabalho, assim
como os resultados obtidos, permitem tracar algumas perspectivas:

Outras informacdes propostas a partir de diferentes cargas na superficie podem ser
desenvolvidas e otimizadas. A aplicacdo in vitro de tais formulages, a comparacdo dos
possiveis efeitos terapéuticos e a investigacdo farmacocinética desses compostos poderia
resultar em produtos de interesse terapéutico. O desenvolvimento de formulacdes mistas
contendo drogas ja utilizadas na terapéutica, como a oxaminiquina e o praziquantel (para a
esquitossomose) ou quimioterapicos (para neoplasias) representa uma possibilidade para
otimizar os resultados deste trabalho.

Quanto a atividade bioldgica do P JU encapsulado em lipossomas, pode-se considerar
a realizacdo dc experimentos in vitro, com o objetivo de caracterizar melhor os efeitos

obtidos, assim como elucidar aspectos de seu mecanismo de ag&o.

Visando padronizar o desenvolvimento dos tumores e, conseqlientemente, otimizar o
estudo da atividade anti-tumoral do J PU livre e encapsulado em lipossomas, Uma
possibilidade seria realizar curvas de crescimento com as células de S-180, a fim e avaliar as
melhores condi¢cbes experimentais.

Avaliacbes mais detalhadas a nivel histopatolégico, incluindo o uso de outras
coloracdes, a exemplo do PAS (Acido periddico de Schiff), Picro-Sirius, Tricrdmicos de
Gomori, Mallory ou Masson, e impregnacdo pela prata podem contribuir para uma melhor
caracterizacdo das alteracdes morfologicas encontradas. Com este mesmo objetivo, técnicas

de morfometria também podem ser empregadas.
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7.0 CONCLUSOES

7.1 A melhor formulacdo de lipossomas contendo P JU foi obtida utilizando-se EP: CH:
(7:2:1), a qual se apresentou estavel p6 90 dias. A taxa de encapsulacdo de 42% considerada
satisfatoria, uma vez que o PJU apresentou uma pequena reducdo do teor encapsulado ao

longo do tempo (14,2%).

7.2 Em relagdo a atividade anti-tumoral in vivo, frente ao Sarcoma 180, o P JU livre

encapsulado em lipossomas ndo apresentaram um efeito estatisticamente significante.

7.3 Quanto a infeccdo experimental pelo S mansoni, apenas o P JU encapsulado lipossomas, e
administrado i.p 42 dias ap6s a infec¢do, reduzio a eliminagdo de )88,1%), a recuperacdo de
vermes adultos e machos do sistema porta-hepatico Mesentérico (54,2% e 14,9%

respectivamente), quando comparado aos grupos (NaCl e lipossomas vazios).

7.4 Do ponto de vista histopatoldgico, ndo foram observadas alteracBes qualitativas e

quantitativas como efeito de animais infectados pelo S. mansoni.

7.5 Nenhuma alteracdo microscopica foi observada no figado e baco de camundongos

tratados com P JU livre e encapsulado em lipossomas.
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