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RESUMO 
 

Vários polissacarídeos têm sido classificados como modificadores da resposta biológica. Seus 

efeitos biológicos especialmente suas atividades anti-tumoral e anti-microbiana, são 

consideradas como uma conseqüência deste fato. O heteropolissacarídeo extraído da goma de 

Anacardium occidentale (P JU) é composto por Gal, Ara,Glc, Rha, Xyl e Glc A, em uma 

proporção molar dc 82:4:6:2:l:5 e sua atividade anti-tumoral in vivo, e in vitro foi previamente 

demonstrada. A encapsulação em lipossomas tem sido utilizada para potencializar a atividade 

biológica de fármacos. O objetivo deste trabalho foi elaborar uma formulação de lipossomas 

contendo P JU e avaliar seu efeito frente ao sarcoma I80 e à infecção experimental pelo S. 

mansoni. Quinze formulações foram desenvolvidas de acordo com o método de evaporação 

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 encapsulação do P JU foi 

calculada através do método de fenol sulfúrico. Obteve-se uma formulação estável 

positivamente carregada, constituída por fosfatidilcolina, colesterol e estearilamina (7:2:l). A 

fase aquosa utilizada foi P JU 2,5 mg.rnl
-1

, em solução tampão fosfato de sódio a 0,2 M, pH 

7,4. Esta formulação demonstrou estabilidade até 90 dias. A toxicidade in vivo foi avaliada 

tratando-se camundongos (n=1O/grupo), via i.p., com P JU livre e encapsulado usando NaCl 

150 mnM e lipossomas vazios como controles. A análise histopatológjca do fígado e do baço 

foi realizada e nenhuma alteração foi observada. A atividade anti-tumoral in vivo foi testada 

em camundongos usando o Sarcoma 180 como modelo. Em dose única, via i.p., o P JU livre e 

encapsulado em lipossomas (100 mg.Kg-
1
) não inibiu o crescimento do tumor. Estas 

preparações foram também testadas frente a camundongos infectados pelo S. mansoni por via 

caudal utilizando-se 150 cercárias/animal e tratados com dose única, i.p., das formulações 

(NaCl 150mM, lipossomas vazios, P JU livre e encapsulado em lipossomas), 24 horas e no 

42º dia após a infecção. A evolução temporal da infecção foi avaliada pela presença de ovos 

do S. mansoni nas fezes de acordo com o método de Kato-Katz, após o 38º dia. Os animais 

foram sacrificados no 56º dia e a perfusão pelo sistema porta-hepático foi realizada. O P JU 

livre reduziu a eliminação de ovos em 19,6 e 58%, para o tratamento realizado 24 h e no 42º 

dia após a infecção, respectivamente. O P JU encapsulado em lipossomas causou uma redução 

de 82,1 e 88,1%, para as mesmas condições experimentais respectivamente. Estes resultados 

sugerem que P JU encapsulado' em lipossomas pode ser uma nova possibilidade terapêutica 

para o tratamento da infecção pelo S. mansoni, considerando sua estabilidade e ausência 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 NaCI 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 NaCI, 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 - INTRODUÇÃO 

1.1 LIPOSSOMAS 

 

Quando um medicamento é administrado, independente da via pela qual isso ocorre, 

para que o objetivo terapêutico seja obtido, é necessário que ocorram alguns processos 

orgânicos: absorção, metabolismo, biotransformação e eliminação (PUSIEUX & ROBLOT-

TREUPEL, 1989). Nos regimes terapêuticos convencionais, muitas vezes, uma grande 

quantidade do fármaco que é administrado não exerce ação, sendo excretado. Devido a isto, 

novas formas farmacêuticas vêm sendo continuamente propostas, a exemplo dos sistemas de 

liberação controlada, os quais conseguem tornar os agentes químicos ativos disponíveis para 

um alvo, com taxas de liberação e duração adequadas para produzir o efeito desejado. 

Entre os sistemas para liberação controlada de fármacos, encontram-se os lipossomas 

que foram utilizados pela primeira vez como modelo de membrana para avaliação de 

transporte iônico (BANGHAM, 1965). Posteriormente, foram propostos para carrear enzimas 

que seriam usadas no tratamento de distúrbios da capacidade armazenamento dos lissosomos 

(GREGORIADIS, 1973). A partir de então, os lipossomas têm sido propostos e investigados 

como forma de transporte efetivo de fármacos e outros princípios ativos, com novas 

perspectivas para o aumento da eficácia e redução dos efeitos colaterais. 

Os lipossomas podem ser definidos como vesículas formadas por bicamadas 

concêntricas, geralmente constituídas por fosfolipídios, que possuem um compartimento 

aquoso interno, permitindo a incorporação de fármacos hidrofílicos em seu interior ou, por 

outro lado, a adsorção de fármacos lipofílicos entre suas bicamadas de fosfolipídios (LASIC 

& MARTIN, l989; BLUME & CEVC, l993). 

Os lipossomas podem ser classificados em três grupos, dc acordo com seu tamanho e o 

número de camadas lipídicas constituintes (PUSIEUX, l983): 

a) Vesículas grandes multilamelares (MLV): formadas por camadas lipídicas intercaladas por 

compartimentos aquosos. Diâmetro entre 400 e 3500 nm. 

b) Vesículas grandes unilamelares (LUV): constituídas por uma única bicamada que encerra 

uma grande cavidade aquosa. Diâmetro entre 200 e 100 nm. 

c) Vesículas pequenas unilamelares (SUV): são os menores lipossomas, formados por uma 

única bicamada e possuem um pequeno compartimento aquoso. Diâmetro entre 2 e 50 nm. 
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Usualmente, os lipossomas são compostos por fosfolipídios, fosfoglicerídeos 

esfingolipídeos, bem como por seus produtos de hidrólise, sendo mais comum a utilização de 

colesterol, fosfatidilcolina e fosfolipídios carregados negativa ou positivamente. 

Quando outros sistemas de administração de drogas são comparados aos lipossomas, 

observam-se vantagens como biodegradabilidade, solubilização do fármaco liberação 

controlada, captura pelo Sistema Retículo Endotelial (SRE) e vetorização a sítios específicos 

através da incorporação de sinais moleculares como anticorpos monoclonais hormônios ou 

glicolipídeos (VEMURI & RHODES, 1995; RAVILY et al., 1997; JAMSHAID et al., 1988). 

Considerável atenção tem sido dispensada ao uso de lipossomas para terapia dos 

processos neoplásicos (OUSSOLEM et. al., l998). A encapsulação de drogas quimioterápicas 

tem na maioria dos casos, o objetivo de minimizar seus efeitos colaterais, demonstrando 

experimentalmente uma marcante redução dos efeitos tóxicos e aumento da eficácia 

terapêutica. Este efeito parece ser ocasionado pela acumulação intensa das drogas 

encapsuladas em lipossomas de longa circulação nos tecidos tumorais e também pelo 

direcionamento dos mesmos ao tumor. 

Algumas das tentativas de utilização dos lipossomas frente a neoplasias não obtiveram 

resultados satisfatórios, principalmente, porque os lipossomas são rapidamente reconhecidos 

pelo SER e removidos da circulação através dos macrófagos (TORCHILLIN et al., 1994). A 

observação desta característica particular fez com que surgissem algumas pesquisas no 

sentido de tentar a encapsulação de agentes modificadores da resposta biológica (MRB). 

Resultados satisfatórios demonstraram que a interação entre os lipossomas e o sistema imune 

pode em alguns casos, gerar um aumento da resposta celular e melhorar a eficácia terapêutica 

(KILLION & FIDLER, l998; TURANEK et a1.,2001). 

Este aspecto interativo dos lipossomas com macrófagos sugere sua utilização como 

veículo ideal para o tratamento de diversas patologias, onde os MRB podem ser utilizados 

terapeuticamente. 

Assim, continuam em evidência linhas de pesquisa para novas drogas antineoplásicas 

e sua avaliação em vários 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 MANSÔNICA 

 

A esquistossomose é uma endemia parasitária presente em várias partes das Américas 

e África causada por helmintos do gênero Schistosoma, o qual apresenta várias espécies 

adaptadas ao parasitismo, como o Schistosoma haemutobium, S. japonicum e o S. mansoni, 

responsável por esta parasitose no Brasil (PESSÔA & MARTINS, 1988) 

Apresenta-se corno uma doença importante do ponto de vista da saúde pública, pois de 

acordo com a Organização Mundial de Saúde, existem 200 milhões de pessoas infectadas e 

600 milhões estão sob o risco potencial de contrair a infecção em todo mundo (WHO, 1994). 

Inquéritos do Ministério da Saúde e Fundação Nacional da Saúde ressaltam estes dados ao 

indicar o coeficiente de mortalidade por doenças infecciosas e parasitárias na ordem de 24,81 

e 25,06 óbitos por 100.000 habitantes, para o Brasil e para Região nordeste, respectivamente 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2001). 

No Brasil, estima-se que existam entre 5 e 6 milhões de indivíduos infectados. As 

áreas endêmicas importantes estão compreendidas em uma faixa que abrange as regiões 

orientais do Rio Grande do Norte, Paraíba, Pernambuco (Zonas do litoral e Mata, ao Agreste e 

do Sertão), a quase totalidade dos Estados de Alagoas e Sergipe, grande parte da Bahia e de 

Minas Gerais e a Zona Serrana do Espírito santo (Rey, 1992).     

Acredita-se que a esquistossomose mansônica penetrou no Brasil através do tráfico de 

escravos e com os imigrantes orientais, entre os quais foram detectados numerosos indivíduos 

parasitados pelo S japonicum e S. haematobium. Entretanto, apenas o S. mansoni se fixou, 

seguramente pela existência de hospedeiros intermediários adequados c condições ambientais 

semelhantes às da região de origem (NEVES et al.,2000).  

O ciclo evolutivo (Figura l) do Schistosoma mansoni compreende dois estágios 

distintos: o primeiro acontece em caramujos do gênero Biomphalaria, caracterizando o 

hospedeiro intermediário. O outro estágio é mantido por seu principal hospedeiro definitivo, o 

homem. É através das fezes do homem infectado que saem os ovos do S. mansoni - cada 

fêmea elimina aproximadamente 300 ovos por dia, até no máximo 15.000 ovos por grama de 

fezes. Estimulada por condições ambientais favoráveis (por exemplo, luz e temperatura), 

ocorre a eclosão dos ovos, em contato com a água, liberando o rniracídio, o qual nada 

velozmente emn busca do caramujo. Ao penetrar através das partes moles do caramujo, os 

miracídeos perdem sua porção ciliada, transformando-se em esporocisto primário e depois, 

em secundário. Cerca de 30 dias após a infecção do molusco, as cercárias saem e nadam 

muito ativamente.. Encontrando o homem, penetram através da pele, caem na circulação 
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sanguínea e/ou linfática e, após 30 dias, vão se alojar no sistema porta-hepático. No 

hospedeiro definitivo, ocorre o dimorfismo sexual dos vermes adultos sem diferenciação dos 

sexos, sendo a fêmea de maior tamanho e mais fina. Após o alojamento da fêmea no canal 

ginécofooro do rnacho ocorre a postura de ovos nos vasos sanguíneos da submucosa do 

intestino. Os ovos atravessam a parede do intestino e caem na luz, onde se misturam as fezes 

que, em contato com água eclodem liberando o miracídeo, reiniciando assim o ciclo evolutivo 

(PESSÔA & MARTINS, 1988). 

 

 

 

Figura 1 Representação esquemática do Ciclo evolutivo do S. mansoni.  

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

agosto de 2001. 

 

O diagnóstico para esquistossomose através do exame parasitológico de fezes é 

relativamente fácil e rápido, dependendo da carga parasitária e do tempo de infecção. Entre os 

vários métodos empregados para a pesquisa de ovos do S. mansoni nas fezes, é muito usado o 

de sedimentação espontânea (NEVES, 2000), pois sendo o ovo muito pesado há facilidade 

para sua deposição com o sedimento. O método de contagem de ovos nas fezes descrito por 

Kato-Katz, em 1954, é uma técnica quantitativa de esfregaço espesso, usando um volume de 

fezes de peso conhecido, onde são contados todos os ovos presentes na lâmina (PESSÔA & 

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 são o praziquantel 

e a oxaminiquina que se caracterizam por sua eficácia, baixa toxicidade e fácil administração 

(REY, l992). 

O praziquantel é um derivado pirazinoisoquinolínico desenvolvido após ter-se 

descoberto, em 1972, que esta classe tinha atividade anti-helmíntica. Após sua captação 

rápida, o praziquantel apresenta dois efeitos principais sobre os helmintos sensíveis. Nas 

menores concentrações eficazes, provoca uma atividade muscular aumentada, seguida por 

contração e paralisia espástica levando os vermes afetados a se soltarem dos tecidos 

hospedeiros. Em concentrações terapêuticas maiores acontece um dano tegumentar, o que 

ativa os mecanismos dc defesa do hospedeiro e resulta em destruição dos vermes (FALLON 

et. al., 1992: LINDER & THORS, 1992: BRINDLEY, l994). As membranas dos helmintos 

afetados parecem ser o alvo primário da ação do prazinquantel, mas o mecanismo molecular 

ainda não é conhecido, o composto aumenta a permeabilidade da membrana a certos íons 

divalentes, sobretudo o Ca
++

 (PAX et. al., l978; BLAIR et. al., 1992). 

Como agente de segunda escolha para o tratamento da esquistossomose existe a 

oxaminiquina, que é um dos mais ativos rnetabólitos de uma nova série de compostos 2- 

aminometiltetraidroquinolínicos com atividade esquistossomicida e baixa toxicidade em 

animais de laboratório (Foster, 1973). A eficácia do tratamento é exclusivamente sobre o S. 

mansoni. Os machos preferencialmente concentram o medicamento e morrem quando ainda 

estão alojados no fígado do paciente. O seu mecanismo de ação primário parece resultar de 

uma ativação enzimática da droga, em um processo dependente de ATP. Em vermes sensíveis 

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

 

1.3 MODIFICADORES DE RESPOSTA BIOLÓGICA: POLISSACARÍDEOS 

BIOLOGICAMENTE ATIVOS  

 

Um novo enfoque vem sendo proposto para o tratamento de diversas patologias a 

partir de substâncias que atuam modificando a resposta do hospedeiro a uma doença, 

consistindo assim em utilizar-se da resposta imune para buscar uma melhora frente a uma 

determinada enfermidade. Os modificadores da resposta biológica (MRB) têm sido 

amplamente estudados, provenientes de diversas fontes e apresentam variados mecanismos de 

ação (HAN et. al., 1999). 
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Uma esfera onde estes MRB´s têm sido amplamente caracterizados é no que diz 

respeito às 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 número ou atividade das células efetoras, 

ou da produção de mediadores solúveis, como as citocinas; b) redução dos mecanismos 

supressores, promovendo, desta forma, o aumento indireto da resposta imune do hospedeiro 

ao tumor; c) aumento das defesas do hospedeiro através de seu efeito corno mediador natural 

ou sintético das respostas imunes; e d) Modificação das características de membrana das 

células tumorais, de forma a aumentar sua imunogenicidade, alterar seus padrões de 

disseminação metastática ou torná-las mais susceptíveis à destruição por mecanismos 

imunológicos ou por agentes citotóxicos (MITCHELL, 1988). 

Uma variedade de polissacarídeos provenientes de diversas fontes vem demonstrando 

habilidade de estimular o sistema imune,ou seja, atuar como MRB (BOHN & BEMILLER, 

1995; KIDD, 2000). 

Os polissacarídeos consistem de longas cadeias contendo centenas ou milhares de 

unidades de monossacarídeos. Também denominados glicanos, os polissacarídeos diferem 

entre si na identidade das suas unidades monossacarídicas. e nos tipos de ligação glicosídica, 

no comprimento das suas cadeias e no grau de ramificação das mesmas. Os 

homopolissacarídeos contêm apenas um único tipo de unidade monomérica; os 

hereropolissacarídeos contêm dois ou mais tipos diferentes de unidades monoméricas 

(LENHINGER et. al., 2000). 

Nos últimos anos, os polissacarídeos têm sido descritos como moléculas  

farmacologicamente ativas, em diversos campos de atuação - antiviral (HASLLIN et. al.,  

2001), anticoagulante (MUELLER & SCHEIDT, l994; STUELP, 1997) e anti-tumoral 

(WHISTLER et. al., 1916: BOHN & BEMILLLE, 1995; KIDD, 2000). O primeiro relato de 

um polissacarídeo com atividade anti-tumoral foi de um experimento realizado com 

moléculas extraídas das paredes celulares de Saccharomyces cerevisae frente ao Sarcoma l80 

(BRADNER et. al., 1958). 

Alguns fatores parecem influenciar a atividade anti-tumoral dos polissacarídeos corno: 

estrutura da cadeia principal, grau de ramificação, presença do grupos substituintes, massa 

molecular e conformação (BOHN & BEMILLER, 1995). A partir desses fatores pode-se, em 

alguns casos, prever a eficácia ou não de um determinado polissacarídeo como agente anti-

tumoral e potencializa sua ação (CARNEIRO LEÃO, l998). 
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Alguns polissacarídeos são capazes de estimular o sistema imune, produzindo, 

respostas a nível humoral e celular. A resposta humoral não tem sido considerada o aspecto 

mais importante do mecanismo de ação anti-tumoral, uma vez que os anticorpos produzidos, 

especialmente IgM, são deficientes quanto à memória, maturação de afinidade e variação 

isotípica. A produção de anticorpos ocorre principalmente por estímulo direto, dos linfócitos 

B, sem uma participação significativa das células T e macrófagos. Este mecanismo pode 

justificar o desenvolvimento de tolerância quando estas moléculas são administradas 

sistematicamente (ABBAS et al., 2000a). 

Quanto à resposta celular, os macrófagos são considerados elementos importantes, por 

estarem diretamente relacionados à captação dos polissacarídeos administrados por via 

sistêmica, e também na produção de citocinas, as quais ampliam a resposta imune, 

estimulando linfócitos T citotóxicos e células NK (ABBA et. al., 2000a). 

O protocolo para avaliar a atividade anti-tumoral de polissacarídeos 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 rápida proliferação. Apresenta forma 

sólida, pouco hemorrágica, podendo originar-se espontaneamente em fêmeas adultas de rato. 

A forma ascítica foi desenvolvida em l95l por Charlotte Friend através de injeção 

intraperitoneal (i.p) do fluido leitoso macerado do S-180 sólido em camundongos albinos 

suíços (ZUCKERBERG, l972; CARNEIRO LEÃO, l998). 

 

1.4 POLISSACARÍDEOS DA GOMA DE Anacardium occidentale 

 

  O cajueiro, amplamente distribuído em regiões litorâneas do Nordeste brasileiro, 

pertence ao gênero Anacardium, composto por 2l espécies descritas pela botânica clássica 

(JOHNSON, 1973; LIMA, l988). Posteriormente, este número reduziu-se a nove no trabalho 

de MITCHELL & MORI (1987), sendo descrita ainda, mais uma nova espécie, totalizando 

dez. Trata-se de uma árvore de folhas perenes, simples, inteiras e alternadas, com 

ramificações baixas (SOARES, l986). Em geral, apresenta o caule com diâmetro superiora 20 

cm, ereto, com copa simétrica (OHLER, 1979). O sistema radicular caracteriza-se por uma 

pivotante bem desenvolvida que pode ultrapassar l0 m de profundidade. O fruto (a castanha) 

encontra-se preso à extremidade de um pedúnculo hipertrofiado, comumente chamado de 

maçã do cajueiro ou pseudo-fruto, completando seu desenvolvimento entre seis a oito 

semanas após a polinização (WAIT & JAMIESON, l986). 
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Diversas aplicações biotecnológicas dos componentes de A. occidentale têm 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). 

Várias espécies de A. occidentale apresentam casca resinosa contendo uma goma que é 

constituída principalmente por um heteropolissacarídeo ramificado ácido, utilizado como 

substituto da goma arábica. Propriedades adesivas, atividades inseticidas e emulsificantes são 

apontadas como justificativas para possíveis usos da goma do cajueiro. Esta contém como 

constituintes principais os monossacarídeos galactose (6l%), arabinose (14%), ramnose (7%), 

glicose (8%), ácido glicurônico (5%), além de pequenas quantidades (2%' de cada) de 

manose, xilose e ácido metilglicurônico (PAULA & RODRIGUES, 1995; MENESTRINA et. 

al., 1998). 

Este polissacarídeo, com massa molecular de 1,1 x 10
-5

, apresenta uma cadeia 

principal formada por unidades de D-Galp uniclas por ligações glicosídicas β-(1 3), 

substituídos em O-6. Foi relatada a presença de quatro substituintes distintos, a saber: a) β-D-

GlcρA (1 6)-β-D-Galρ (1  6)- β-D-Galρ (1 6) ; b) α-D- Galρ-(1 6)-D- Galρ; c) α-L-

Araf-(1 6)-D-Galρ; e d) α-L-Rhaρ- (1 4)- β-D-GlcρA (MENESTRINA, et. al., 1998). 

O heteropolissacarídeo proveniente de A. occidentale (P JU) vem sendo utilizado em 

diversas pesquisas e tem apresentado resultados terapêuticos satisfatórios, potencializando o 

processo de cicatrização de lesões cutâncas em camundongos (ROCHA et. al., 2001). Este 

polissacarídeo apresentou atividade antitumoral in vitro, frente a células Hela 

(MENESTRINA et. al., 2000). Também foi testado in vivo contra o Sarcoma 180, obtendo-se 

inibição do crescimento tumoral na ordem de 39,6% e 55,1%, utilizando-se uma única 

aplicação ip., nas doses de 100mg.kg
-1

  e 200 mg.kg
-1

 respectivamente (MENESTRINA et 

al.,1996) 
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2.0 JUSTIFICATIVA 

 

 A encapsulação de modificadores de resposta biológica em lipossomas  apresenta-se 

como uma possibilidade terapêutica promissora,  pois esses sistemas de liberação controlada 

parecem potencializar a eficácia de substancia encapsulada (KILLION & FIDLER 1988). 

Vários polissacarídeos  tem demonstrado ser potencialmente bons modificadores de resposta 

biológica (BOHN & BEMILLER, 1995; CARNEIRO LEÃO, 1998; HAN et al., 1999; 

BIRONAITE et al., 2000; HO et al.,  2000; KIDD, 2000). O polissacarídeo  da goma do 

cajueiro (PJU), conforme relatos da literatura, tem demonstrado atividade biológica 

(MENESTRINA et al., 1996; STEVAN et al., 2000; ROCHA et al, 2001). 

 O acesso à matéria-prima para elaboração deste princípio ativo (PJU) é favorecido 

pelo amplo cultivo do cajueiro, no nordeste (400.000-450.000 há), considerando ainda que 

cada árvore produz 178 a 2000 g/ano de goma, com um valo médio de 700 g/ano. A atividade 

extrativa do exsudado é favorecida em árvores com idade superior a 25 anos, pois aumenta a 

produção de castanha. Além do mais, trata-se de um recurso natural, renovável, que pode ser 

explorado sem agressões ambientais. 

 Quanto aos modelos biológicos abordados neste trabalho, foram escolhidos o câncer e 

a esquistossomose experimentais devido às importâncias epidemiológicas, justificando-se, 

então, a pesquisa de novas alternativas terapêuticas.  
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3.0 OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 Obter formas farmacêuticas de nova geração (lipossomas) contendo polissacarídeo 

obtido da goma de Anacardium accidentale (P JU), com potencial atividade antineoplásica e 

antiparasitária. 

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 infecção experimental por S. 

mansoni. 
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4.0  MATERIAIS 

4.1 POLISSACARIDEO  

 O P JU foi extraído, purificado e quimicamente caracterizado a partir da goma de 

Anacardium accidentale, no departamento de Bioquímica, UFPR, e gentilmente cedido pelo 

prof. Dr. Marcelo Iacomini. 

4.2  ANIMAIS 

4.2.1 Camundongos 

 Camundongos (mus musculus), Swiss, fêmeas, com idade entre 35 a 45 dias e peso 

médio de 25,0 g foram obtidos no biotério do laboratório de Imunopatologia Keizo Asami 

(LIKA) UFPE. 

4.2.2  Caramujos  

 Foram Utilizados caramujos da espécie Biomphalaria glabrata mantidos no biotério 

do laboratório 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 

Laboratório de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) UFPE. 

4.3 CÉLULAS 

4.3.1 Sarcoma 180 

O Sarcoma 180 (S-180), provenientes do departamento de antibióticos, UFPE, foi 

mantido no Biotério do Laboratório de Imunopatologia  Keizo  Asami (LIKA), UFPE, através 

de passagens infra-peritoneais (i.p) semanais em camundongos Swiss, fêmeas, com idade 

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

 

 Foram utilizados reagentes de grau analítico, adquiridos de vários fornecedores como: 

ERICH:  parafina. 

MERCK:  ácido acético, clorofórmio, etanol, metanol. 

REAGEN:  eosina, hematoxilina. 

SIGMA:  ácido fosfatídico, colesterol, estearilamina. 

VETEC: cloreto de sódio, éter etílico, fenol, formaldeído, fosfato ácido de sódio, fosfato 

básico de sódio, xilol. 

4.5 EQUIPAMENTOS 

 

Balança eletrônica: SARTORIUS. 

Banho-maria com agitador horizontal: BIOBLOCK. 

Centrífuga: KUBOTA – KN.70 

Estufa: FANEM LTDA. 002.CB. 

Lupa: OLYMPUS. 

Microscópio: OLYMPUS – CA-2 

Micrótomo:  AMERICAM OPTICA. 

Potenciômetro:  JENEWAY 

Evaporador rotativo: BUCHI. 

Sonda ultrasônica: BIOBLOCK. 

Ultra-centrífuga: HITACHI 
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5.0 MÉTODOS 

5.1 PREPARAÇÃO DOS LIPOSSOMAS 

 

 Os lipossomas forma preparados pelo método de evaporação de fase reserva utilizando 

uma modificação proposta por Amselem et al. (1990). Os componentes lipídicos 

[fosfatidilcolina de soja (EP) ou de ovo (PC), colesterol (CH), estearilamina (AS) e ácido 

fosfátídico (AF)] foram solubilizados em um sistema clorofórmico: metanol 3:1 (v/v) e 

mantidos sob agitação mecânica, a 28º C, durante 15 minutos. A concentração de lipídeos 

utilizada variou entre 36 e 96 µl em 10 µl  de solução tampão fosfato de sódio, 0,2 M, pH 7,4. 

A solução obtida foi evaporada por 20 minutos, a 30º C, sob agitação de 100 rpm, em 

evaporador rotativo, com o objetivo de eliminar o sistema solvente formando, assim o filme 

lipídico. Este foi hidratado com solução tampão fosfato de sódio, 0,2 M, pH 7,4 contendo P 

JU (0-6,0 mg.ml
-1 

), mantido sob agitação mecânica por 40 minutos, a 28º C. Finalmente, a 

preparação foi submetida à ultrasonicação, 80 W, por 250 segundos, a 4º C. As formulações 

desenvolvidas estão descritas na Tabela 1. 

Tabela 1: Formulação dos lipossomas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(EP, fosfatidilcolina de soja; CH, Colesteral; ST, Esterilamina; AF, Ácido Fosfatídico; PC, 

Fosfatidilcolina de ovo).  

 

 

  

FORMULAÇÃO COMPOSIÇÃO 

(Proporção Molar) 

[LIPÍDEO/SOL. TAMPÃO]

   (µmol. µl) 

P JU 

( mg.ml-1 ) 

F1 EP: CH: ST (7:2:1) 36 2,5 

F2 EP: CH: ST (7:2:1) 36 1,0 

F3 EP: CH: ST (7:2:1) 36 0 

F4 EP: CH: ST (7:2:1) 48 2,5 

F5 EP: CH: ST (7:2:1) 48 1,0 

F6 EP: CH: ST (7:2:1) 48 0 

F7 EP: CH: ST (7:2:1) 48 2,5 

F8 EP: CH: ST (7:2:1) 48 0 

F9 EP: CH: ST (7:2:1) 48 2,5 

F10 EP: CH: ST (7:2:1) 48 0 

F11 EP: CH: ST (7:2:1) 64 6,0 

F12 EP: CH: ST (7:2:1) 64 2,0 

F13 EP: CH: ST (7:2:1) 96 5,0 

F14 EP: CH: ST (7:2:1) 48 4,5 

F15 EP: CH: ST (7:2:1) 48 0 
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SARCOMA 180 

(S-180) 

Forma ascística, crescida durante 7 dias 

(S-180) 

Manutenção da linhagem (i.p.) Ensaio de atividade anti-tumoral (s.c.) 

(S-180) 
Aspiração do líquido ascítico. 

Centrifugação (70 g, 3 minutos). Estimativa 

da viabilidade (Phillips, 1973). 

 

Aspiração do líquido ascítico. 

Centrifugação (70 g, 3 minutos). Contagem de 

células. Estimativa da viabilidade (Phillips, 

1973). 

Implantação do S -180: s.c., 5,0. 10 
6
 cels., 

em camundongos Swiss, fêmeas, 22,0 g, 35-

40 dias. 

Inoculação i.p da suspensão (1,0 ml), em 

camundongos Swiss, fêmeas; 30,0 g, 45-60 

dias 

Ajuste da concentração para 5,0. 10 
7 
células. ml

-1
 

Ajuste da concentração para 10 
6 
células. ml

-1
 

 

Início do tratamento   (24h) 

Acompanhamento do Teste 

Encerramento do teste     35º dia 

 

Grupo1: NaCl 150mM. 

Grupo2: P JU livre na dose de 100 mg. Kg-1: 

 Grupo 3: P JU livre na dose de 200 mg. Kg-1: 

Grupo 4: Lipossomas vazios. 

Grupo 5:  P  JU encapsulado na dose de 100 mg . Kg-1. 

MEDIÇÃO DO TUMOR 

(7.14.21.28 dias após a implantação do tumor) 

Figura 2: Representação esquemática dos procedimentos envolvendo o Sarcoma 180 (CARNEIRO 

LEÃO 1998) 
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5.2 CARACTERIZAÇÃO DOS LIPOSSOMAS 

 

5.2.1 Avaliação da estabilidade acelerada 

 

A análise da estabilidade acelerada consiste em avaliar o comportamento das 

formulações sob mudanças bruscas de temperatura, umidade, luz e outros aspectos 

(HOWARD et. al., 2000). Todas as formulações foram submetidas à análise de estabilidade 

acelerada. Apenas as que se apresentaram estáveis 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 4º C. Tais ciclos foram monitorados através de avaliação por microscopia óptica 

(M.O.), e também por análise macroscópica das amostras até a formação visível de fases. 

 

5.2. 1.2 Estresse mecânico 

 

Uma alíquota (2,0 mL) de cada formulação foi avaliada com 180 movimentos 

horizontais por minuto, durante 48 horas, a 37º C. A resistência das amostras foi por 

microscopia óptica (M.O.), e  também  pelo aspecto macroscópico da amostra testada. 

 

5.2. l. 3 Centrifugação 

 

Uma alíquota (1,0 mL) da formulação em teste foi centrifugada 600xg, durante uma 

hora, a 4º C. Foram realizadas observações microscópicas e macroscópicas das amostras com 

o objetivo de avaliar sua estabilidade. 
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5.2.2 Avaliação da estabilidade em longo prazo 

 

 As formulações foram analisadas em intervalos regulares ou até a manutenção de 

estabilidade nos parâmetros a seguir: 

 

5.2.2.1 Aspecto Macroscópico 

 

 Avaliaram-se visualmente as formulações quanto a sua homogeneidade ou 

aparecimento de mudanças no aspecto geral. Os critérios utilizados foram: cor, deposição de 

grumos, floculação e formação de fases. A observação foi realizada em três intervalos (0, 30 e 

60 dias após a formulação). 

 

5.2.2.2 Variação de pH   

 

O pH das formulações foi monitorado em intervalos regulares, semanalmente, até 49º 

dia, e nos 60º, 120º e 180º dias, utilizando um potenciômetro digital. 

 

5.2.2.3 Aspecto em microscopia óptica 

 

 Em intervalos regulares (0, 30 e 60 dias), uma alíquota das formulações foi observada 

por microscopia óptica (M.O.). Para este monitoramento, o critério utilizado em função do 

tempo foi à formação de grumos. 

 

5.2.2.4 Teor do P JU encapsulado 

 

Foi realizada a dosagem do teor de P JU encapsulado em intervalos determinados (0, 

30, 60, 90 dias) conforme descrito no item 5.2.3 com o objetivo de avaliar a variação da 

quantidade de polissacarídeo encapsulado. 
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5.2.3 Taxa de encapsulação do PJU nos lipossomas 

 

A taxa de encapsulação do P JU foi determinada através de ultracentrifugação dos 

lipossomas a 3000xg, a 4º C, durante 1 hora. Posteriormente, o sobrenadante foi dosado pelo 

método de fenol-sulfúrico (DUBOIS, 1956). Utilizando curva padrão de d-glicose variando 

entre as concentrações de  8 a 80 µg. Para caçulo de taxa de encapsulação utilizou-se a 

seguinte fórmula: 

 TE= [(P  JUT – P JU s)/ P JU t]. 100 

(TE – Taxa de encapsulação; P JU t Quantidade de polissacarídeo de A. occidentale total; P JU s– Quantidade de 

polissacarídeo de A.  occidentale no sobrenadante) 

 

5.3 ENSAIOS IN VIVO 

5.3.1 Seleção de animais 

 

 Os camundongos foram mantidos durante 5 dias em ambiente de temperatura e 

umidade estáveis, em condições  semelhantes às do teste. Ao final deste período, os animais 

foram selecionados considerando-se peso e idade. Cada grupo teste foi constituído por, no 

mínimo, dez animais. Este procedimento foi aplicado aos ensaios de atividade anti-tumoral 

(item 5.3.2) e de efeito sobre a infecção 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) estão sumarizados no 

fluxograma apresentado na figura 2. 

 

5.3.2.1 Manutenção da Linhagem Tumoral 

 

              A manutenção da linhagem foi realizada através de passagens i.p semanais. O  

S-180, na forma ascítica, foi mantido em camundongos fêmeas adultas durante sete dias. 

Após este período, estes animais foram sacrificados por deslocamento cervical, e o liquido 

ascítico contendo as células tumorais foi aspirado. As células foram contadas, a sua 

viabilidade celular estimada (Philips, 1973) e a concentração ajustada para 10
-6

 células.mL
-1

. 

Novos animais foram, então, inoculados i.p com esta suspensão celular (1.0ml). 
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5.3.2.2 Implantação do tumor 

 

As células tumorais, crescidas previamente durante 7 dias, foram aspiradas e 

centrifugadas (70xg, a 4ºC, por 5 minutos). Uma  alíquota 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 concentração de células viáveis para 5,0.107 células. 

ml-1, utilizando uma solução de NaCl 150 mM estéril. Os camundongos foram inoculados via 

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

5.3.2.3 Organização dos grupos experimentais e tratamento 

 

Todos os animais foram implantados com S-180, conforme descrito no item 5.3.2.2.1, de 

forma aleatória e marcados individualmente. Após 24h da implantação do tumor, os 

camundongos foram tratados com soluções preparadas em NaCl 150 Mm, e esterelizadas por 

filtração em membranas Millipore
®
 0,22 µm (1,0 ml), por via i.p., de acordo com o seguinte 

esquema: 

 

Grupo                                                                         Tratamento 

NaCl 150 mM. 

P JU livre na dose 100 

P JU livre 200 

Lipossomas vazios. 

P JU encapsulado 100 

 

5.3.2.4 Acompanhamento e avaliação final do teste 

 

 Para o acompanhamento e avaliação final dos efeitos dos polissacarídeos livres e 

encapsulados nos animais tratados, utilizou-se a metodologia recomendada por Bradner et al 

(1958). Com o objetivo de acompanhar a evolução do teste, medidas perpendiculares dos 

tumores foram realizadas  semanalmente, a partir do 7º dia após o início do tratamento, ao 

longo de 5 semanas. O teste foi encerrado no 38º dia, quando os animais foram anestesiados 

com éter, e sacrificados por exsanguinação. Os tumores foram ressecados e pesados. 

NaCl 150 mM. 

P JU livre (100 mg. Kg
-1

). 

 P JU livre (200 mg. Kg
-1

). 

Lipossomas vazios. 

P JU encapsulado (100 mg . Kg
-1

). 
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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 fórmula: 

                                                                 VTM= DMA (DME)
2
/2 

(VTM, volume tumoral médio, mm
3
; DMA, diâmetro maior, mm; e DME, diâmetro menor, 

mm). 

O percentual de inibição do crescimento do tumor foi calculado através da seguinte fórmula 

(BLASCHEK et al., 1992; REN  et al., 1995): 

                                                     Percentual de inibição (%)= 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 

lIPOSSOMAS FRENTE AO S. mansoni 

 

Os procedimentos relacionados ao efeito do P JU livre e encapsulado em lipossomas 

frente a animais infectados pelo S. mansoni estão descritos no fluxograma da Figura 3. 

5.3.3.1 Organização dos grupos experimentais 

 

 Os animais utilizados neste experimento foram divididos em 10 grupos, como 

distribuídos a seguir: 

 

Grupos infectados pelo. S. mansoni 

NaCl 150 mM. 

P JU livre 

P JU encapsulado 

Lipossomas vazios. 

P JU encapsulado 

P JU livre 

Grupos não infectados pelo. S. mansoni 

NaCl 150 mM. 

P JU livre 

P JU encapsulado 

Lipossomas vazios.  

NaCl 150 mM. 

P JU livre (100 mg. Kg
-1, 

,24 horas após a infecção) 

 P JU encapsulado (100 mg. Kg
-1, 

,24 horas após a infecção) 

 Lipossomas vazios. 

P JU encapsulado (100 mg. Kg
-1, 

,42º dia após a infecção 

P JU livre (100 mg. Kg
-1, 

,42º dia  após a infecção) 

 

 
NaCl 150 mM. 

P JU livre (100 mg. Kg
-1, 

,24 horas após a infecção) 

 P JU encapsulado (100 mg. Kg
-1 

,24 horas após a infecção) 

 Lipossomas vazios. 
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S. mansoni 

Cepa BH 

Manutenção Do Ciclo Biológico do  

S. mansoni  

 

Infecção dos caramujos 

Infecção caudal=  150 cercárias/animal, 2 h, 

28ºC, luminosidade intensa. 

Coleta de fezes 

Analisadas pelo método de sedimentação 

espontânea (Neves, 2000) 

 

24 horas após a infecção 

Grupo NaCl 150mM. 

Grupo P- JU encapsulado (100 mg. Kg
-1

).
 

Grupo P- JU livre (100 mg. Kg
-1

).
 

Grupo Lipossomas vazios. 

 

42º dia após a infecção 

Grupo P- JU encapsulado (100 mg. Kg
-1

).
 

Grupo P- JU livre (100 mg. Kg
-1

).
 

 

Liberação das cercarias 

Tempo para liberação das cercarias – 45 dias 

após a infecção do caramujo. 

 

Infecção por imersão – 90 cercárias/animal, 2 h, 

28º C, luminosidade intensa. 

Acompanhamento 

(para todos os grupos) 

*Método de sedimentação espontânea (Neves, 

2000) a partir do 30º dia de infecção. 

 

* Método de Kato-Zatz, - a partir da presença de 

ovos (Sedimentação espontânea/ Neves, 2000) - a 

cada  72h. 

 

Infecção dos caramujos 

Sedimento exposto a luz  por 45-50 minutos 

(liberação dos miracídeos) 5-10 miracídeoas por 

caramujo; 2 h, luminosidade intensa. 

 

Encerramento do teste  

56º dia- Perfusão do sistema porta hepático 

mesentérico, contagem dos vermes e 

ressecção dos órgãos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Representação esquemática dos procedimentos in vivo envolvendo S. mansoni 

(manutenção do ciclo biológico e infecção experimental). 
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5.3.2.2 Manutenção do ciclo biológico do S. mansoni  

 

5.3.2.2.1 Coleta das fezes 

 

As fezes de camundongos foram coletadas durante 2h, e após este período foram 

recolhidas e analisadas segundo o método de sedimentação espontânea (Neves, 2000). As 

fezes foram solubilizadas em água destilada, filtradas em um fragmento de gaze e recolhidas 

em um cálice de sedimentação. O volume do cálice foi completado com água 

destilada. As fezes foram lavadas 3 (Três) vezes em intervalos de aproximadamente 2h até 

que o sobrenadante se apresentasse límpido (PESSOA & MARTINS, l988). 

 

5.3.2.2.2 Infecção 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 28º C, a fim de que ocorresse a liberação dos miracídeos. 

Cada caramujo, então, foi exposto a 5-10 miracídeos durante 2h. Após a infecção, os 

caramujos foram mantidos em aquário, com pouca luminosidade, e após 30 dias 

aproximadamente, estavam no período propício para  liberação das cercárias. 

 

5.3.2.2.3 Infecção experimental pelo S. mansoni, Tratamento e Análise Histopatológica 

 

Os caramujos foram expostos à luminosidade intensa, a 28º C, por 40-60 minutos, e 

dispostos em recipientes contendo água destilada, a fim de liberar as cercárias. Estas foram 

contadas e estabeleceu-se uma relação do volume de suspensão necessária para expor cada 

camundongo a 150 cercárias. Os camundongos foram submetidos à infecção caudal, ou seja, 

foram contidos de forma a expor apenas a cauda, a qual foi mergulhada na suspensão 

cercariana e mantida durante 2 h, a 28º C, sob luminosidade intensa de forma a favorecer a 

penetração das cercárias (OLIVIER & STIREWALT, l952). Após 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 DISCUSSÃO 

6.1 FORMULAÇÃO DOS LIPOSSOMAS 

6.1.1 Otimização da formulação de lipossomas contendo P JU 

         Embora os lipossomas se apresentem como estruturas estáveis, mostram uma fluidez 

que está relacionada com a composição lipídica e com a temperatura. Denomina-se 

temperatura de transição de fase (Tc) aquela que gera uma passagem de estado gel para o 

líquido-cristalino (SZOKA & PAPAHADJOPOULOS, 1980; FORNOVI et al., 1989). 

Quanto maior a proporção de ácidos graxos saturados, amis alta será a temperatura de 

transição (LEHNINGER et al.,2000) A transição de fase nas bicamadas pode ser descrita 

como um processo de passagem da ordem para a desordem, onde existe um expansão lateral 

da bicamada, alteração em sua espessura e densidade, ale de mudanças entre as cedaias 

hidrocarbonadas e interações polares na interface lipídeo-água (JACOBSON & 

PAPAHADJOPOULOS, 1975). Cada lipídeo possui uma Tc característica, a qual pode ser 

alterada utilizando-se misturas de fosfolipídeos ou pela adição de colesterol (FORNOVI et al., 

1989). Quinze formulações foram preparadas utilizando diversos constituintes e variadas 

proporções (Tabela 1), e avaliadas quanto à estabilidade acelerada, com o objetivo de otimizar 

a preparação (Tabela 2). 

 

Tabela 2: Avaliação da estabilidade das formulações contendo P JU 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FORMULAÇÃO ESTRESSE 

[48 h / 180 

movimentos/min] 

CENTRIFUGAÇÃO 

[1 h / 3000 rpm] 

CICLO 

GELO/ DEGELO 

F1 Estável Estável Superior a 10 ciclos 

F2 Estável Estável Superior a 10 ciclos 

F3 Estável Estável Superior a 10 ciclos 

F4 Estável Estável 2 ciclos 

F5 Estável Estável 2 ciclos 

F6 Estável Estável 3 ciclos 

F7 Precipitado Cremagem 2 ciclos 

F8 Precipitado Cremagem 3 ciclos 

F9 Estável Estável Superior a 10 ciclos 

F10 Estável Estável Superior a 10 ciclos 

F11 Estável Cremagem 2 ciclos 

F12 Estável Cremagem 23ciclos 

F13 Precipitado Cremagem 1 ciclo 

F14 Precipitado Cremagem 1 ciclo 

F15 Precipitado Cremagem 1 ciclo 
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Os parâmetros considerados para avaliar a estabilidade acelerada foram o estresse 

mecânico, centrifugação e ciclos de congelamento/descongelamento. Apenas as formulações, 

F8, F9, F13, F14 e F15, apresentaram formação de precipitado, indicando perda da estabilidade, 

sob agitação mecânica (180 movimentos/minuto, durante 48 horas, a 37º C. As amostras que 

apresentaram melhor perfil, quando submetidas à centrifugação, foram as que continham 

menor concentração de P JU. As formulações F11, F13 e F14 que continham as maiores 

concentrações de polissacarídeo perderam a estabilidade, formando uma visível drenagem. 

Uma vez que as preparações F7, F8, F12  e F14 também foram instáveis à centrifugação, sugere-

se que a perda da estabilidade neste teste pode estar relacionada com características 

constituintes do lipossoma. No que diz respeito ao parâmetro ciclo (gelo/desgelo), considerou-

se estável a formulação que conseguiu suportar uma série superior e dez ciclos. As amostras 

F1, F2, F3,  F9 e F10 apresentaram este perfil. 

Diante do exposto, as formulações que apresentaram melhor estabilidade acelerada 

foram as carregadas positivamente, constituídas por EP: CH: AS (7:2:1) e denominadas F1, F2 

e F3. A proporção lipídica utilizada foi compatível com aquela empregada por Silva (1197) na 

obtenção de lipossomas contendo penicilina G. As preparações neutras (F7 e F8) apresentam-

se bastante instáveis, confirmando os relatos da literatura (CROMMELIN, 1984). Já as 

preparações de carga negativa (F9 e F10) mostraram uma estabilidade intermediária entre as 

positivas e as neutras. 

Quanto ao material encapsulado, dois objetivos são imprescindíveis: a liberação 

adequada do fármaco, além da manutenção e estabilidade do princípio ativo durante o 

armazenamento (STRICKER & KIBAT, 1985). Tentou-se aumentar a concentração do P JU 

no interior dos lipossomas (F11, F13, e F14), o que sempre gerava um aumento da viscosidade. 

Tal fato pode ser atribuído à alta viscosidade do P JU descrita por PAULA & RODRIGUES 

(1995). 

As formulações foram avaliadas através de microscopia óptica (M.O), considerando o 

aparecimento de grumos como fator determinante pata perda da estabilidade. As formulações 

F1, F3,  F9 e F10 apresentaram-se sem grumos até o final da observação (60 dias), enquanto nas 

demais formulações vários grumos eram visíveis por M.O no 30º dia da análise. 

Quando submetidas à avaliação macroscópica, as formulações de lipossomas 

apresentam aspectos semelhantes (suspensão esbranquiçada, opaca e fluida), exceto a 

formulação que continha fosfatidilcolina de ovo, que se mostrou levemente amarelada. Ao 

longo do tempo, verificou-se formação de fase conseqüente perda da estabilidade em algumas 

formulações. Por outro lado, outras preparações mantiveram o aspecto macroscópico inicial 
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ao longo do tempo e por isso foram considerados estáveis (F1, F2, e F3). Os resultados obtidos 

com a avaliação macroscópica estão descritos na Tabela 3. 

 A seleção das formulações baseou-se neste conjunto de resultados e considerando-se a 

sua posterior aplicação biológica. Para tal, são requisitos básicos e estabilidade, associada a 

uma concentração de P JU adequada na formulação, pois relatos anteriores (MENESTRINA 

et al., 1996) descreviam o emprego de doses na ordem de 100 e 200 mg.kg
-1

. Assim, as 

amostras F1 (lipossomas contendo P JU na concentração de 2,5 mg.ml
-1

)  F3 (lipossomas 

vazios) foram selecionados para realização dos outros testes de estabilidade e posterior 

aplicação in vivo. 

 

Tabela 3: Estabilidade macroscópica das formulações de lipossomas contendo P JU. 

 

6.1.2 Avaliação do pH 

 

Esta avaliação foi realizada em intervalos regulares (Figura 4), relacionando os valores 

de pH da formulação e da solução dispersante (solução tampão fosfato de sódio 0,2 M, pH 

7,4). As formulações não apresentaram variação significativa no valor de pH em função do 

tempo. Tais resultados estão em concordância com os obtidos por OLIVEIRA (1998). 

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

ao final deste período, um valor de 6,0. Constatou-se, assim, que a variação do pH não foi 

FORMULAÇÃO ASPECTO MACROSCÓPICO 

Tempo zero 30 dias 60 dias 

F1 SE. Opaca. fluida SE. Opaca. fluida SE. Opaca. fluida 

F2 SE. Opaca. fluida SE. Opaca. fluida SE. Opaca. fluida 

F3 SE. Opaca. fluida SE. Opaca. fluida SE. Opaca. fluida 

F4 SE. Opaca. fluida Formação de fases  

F5 SE. Opaca. fluida Formação de fases  

F6 SE. Opaca. fluida Formação de fases  

F7 SE. Opaca. fluida Formação de fases  

F8 SE. Opaca. fluida Formação de fases  

F9 SE. Opaca. fluida SE. Opaca. fluida Formação de fases 

F10 SE. Opaca. fluida SE. Opaca. fluida Formação de fases 

F11 SE. Opaca. fluida Formação de fases  

F12 SE. Opaca. fluida Formação de fases  

F13 SE. Opaca. fluida Formação de fases  

F14 SE. Opaca. fluida Formação de fases  

F15 SE. Opaca. fluida Formação de fases  
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acentuada. A hidrólise dos fosfolipídeos é um fator gerador da perda de estabilidade dos 

lipossomas. Tal hidrólise está intimamente relacionada com o pH, o qual deve ser considerado 

como um fator crítico para se obter urna vida mais longa para a preparação (LIMA, 1995). 

 

 

Figura 4 Avaliação do pH das formulações de escolha contendo P JU [∆,F1 Fornulação de lipossomas contendo 

P JU (2.5 mg/ml
-1

); ♦, F3 Formulação de lipossomas vazios 

 

6.1.3 Cálculo da taxa de encapsulação (TE) e acompanhamento do teor de PJU 

encapsulado. 

 

De acordo com a curva padrão de D-glicose ajustada aos valores experimentais pelo 

método dos mínimos quadrados, determinou-se que a taxa de encapsulação do P JU era na 

ordem de 42%. Este resultado é compatível com o relato anterior (WONG et al., l992), onde 

foram encapsulados um lipopolissacarídeo e um antígeno polissacarídeo de Brucela abortus, 

com uma TE de 45%. Entretanto, KILLION & FIDLER (1998) obtiveram uma TE de 70% 

para o muramil tripeptídeo, um  imunomodulador utilizado para controle de metástases. 

A concentração do P JU encapsulado em lipossomas foi monitorado através do 

acompanhamento do teor de encapsulação ao longo do tempo (0-90 dias). O teor de P JU 

encapsulado que inicialmente foi de 42%, após noventa dias decaiu para 36%. Assim, a 

formulação F3 apresentou uma perda de l4,2% do princípio ativo (P JUl), ao longo dos 90 

dias. Este resultado é satisfatório se comparado a outras descrições da literatura (OLIVEIRA, 

1998). A pequena variação na quantidade do P JU encapsulado nos lipossomas ao longo do 

tempo, representa a possibilidade de utilizar essas preparações na terapêutica, considerando-se 
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que, para serem aplicados, os lipossomas precisam manter o princípio ativo encapsulado 

durante o armazenamento (STRICKER & KIBAT, l995). 

 

 

 

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 região dorsal direita de um rato albino macho. 

Apesar do diagnóstico inicial de carcinoma, não foi possível, na época, determinar sua 

origem. A linhagem tumoral foi mantida através de sucessivos transplantes subcutâneos, após 

o que suas características histológicas modificaram-se, variando entre carcinoma e sarcoma. 

Passou, então, a ser denominado Sarcoma 180, devido às suas características morfológicas e 

seu comportamento biológico. Quando implantado via s.c., o S-180 dá  origem a uma massa 

sólida, infiltrada no tecido conjuntivo subcutâneo (ZUCKERBERG, 1972). 

 A manutenção da linhagem do S-180 pode ser realizada por via s.c. ou i.p. Na 

primeira opção, fragmentos do tumor sólido podem ser depositados no tecido conjuntivo 

subcutâneo com auxílio de um trocáter. Neste caso, a qualificação do implante para fins de 

padronização da técnica é dificultada. Neste trabalho, optou-se pela manutenção de linhagem 

por via i.p. o que permite a quantificação das células implantadas, em qualquer etapa 

necessária (ZUCKERBERG, 1972; MIURA et al., ]995; CARNEIRO LEÃO, l998). 
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6.2.1 Inibição do crescimento tumoral 

 

         O efeito P JU livre encapsulado em lipossomas sobre os S-180 está apresentado na 

tabela 4. A atividade destas formulações foi avaliada em tratamento com dose única i.p.' 

aplicada 24 h após a implantação do tumor, nas concentrações de 100 e 200 mg.kg
-1

. verifica-

se que ambas as formulações, nas doses aplicadas, não apresentaram atividade anti-tumoral 

frente ao S-180, conforme pode ser observado pela ausência de significância estatística entre 

os percentuais de regressão obtidos. Estes resultados discordam dos descritos por 

MENESTRINA et al., (1996) para o P JU livre, que obtiveram regressão na ordem de 39,60% 

e 55,1%, nas mesmas doses e condições experimentais. Tais resultados podem ter sido 

ocasionados por diversos fatores. Verificou-se um crescimento acelerado da massa tumoral, 

especialmente no grupo controle, com uma conseqüente alta taxa de mortalidade dos animais. 

Isto possivelmente estaria relacionado à adaptabilidade das células tumorais na linhagem de 

camundongos utilizada. Outras possibilidades envolveriam a concentração de células 

empregada, assim corno o tempo de experimento (35 dias). Entretanto, a maioria dos relatos 

que avaliam a atividade anti-tumoral de polissacarídeos frente ao S-180 descreve o uso de 

5,0x10
6
 células/implante e de 35 dias de experimento como utilizado neste trabalho 

(BRADNER et al.,l958; 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 LEÃO et al.,  l998). 

 

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

 

 

 

 

 

[M, média: dp, desvio padrão VTM 35, volume tumoral médio no 35º dia; -, regressão tumoral não observada, 

letras iguais indicam que há diferença estatísticamente significativa entre os tratamentos (Teste de Tukey: p> 

0,05)]. 

GRUPO DOSE 

(MG kg
 -1

) 

VTM 

(mm
3
: M=dp) 

Peso tumor 

(g: M=dp) 

Regressão 

Tumoral(%) 

NaCl - 12,72±2,03 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
 a
 

P JU encapsulado 100 12,12±2,69 8,16±2,43 10,13
 a
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6.2.2 Aspectos histopatológicas do sarcoma 180 

 

 Com o objetivo de avaliar possíveis alterações ocasionadas pelos tratamentos, foi 

realizada a análise desses tumores do ponto de vista histopatológico. 

 O S-180, quando implantado por via s.c, apresentou-se em sua maior parte, por células 

tumorais. Em menor aumento (200x), observou-se o estroma escasso, ou seja, faixas delgadas 

de tecido conjuntivo frouxo envolvendo as células de S-180, onde vasos sanguíneos puderam 

ser evidenciados. Quanto às características do parênquima do tumor, ZUCKERNERG (1972) 

e CARNEIRO LEÃO (1998) observaram que as células do S-180 se organizaram em ninhos 

ou cordões, apresentando morfologia poliédrica, núcleos volumosos, com nucléolos evidentes, 

citoplasma claro e pouco basófilo. Figuras típicas de mitose foram encontradas com 

freqüência. 

Áreas de necrose também foram identificadas, em dois padrões morfologicamente 

distintos: necrose coagulativa, em que o arcabouço celular se manteve preservado; e 

liquefativa, onde ocorreu uma completa dissolução de elementos celulares e apenas 

fragmentos eosinofílicos foram observados. A necrose é um processo de morte celular 

caracterizado por diversas alterações ultra-estruturais, com a interrupção da continuidade da 

membrana plasmática, blebbing, digestão nuclear (picnose), além de edema e formação de 

precipitados mitocôndrias (TRUMP & BEREZESKY, 1996; MELLO et al.; 2001). 

Os tumores tratados com P JU livre e encapsulado em lipossomas não apresentaram 

diferenças macroscópicas significativas, conforme descrito no item 6.2.1. Da mesma forma, 

observou-se que, morfologicamente, o parênquima dos tumores tratador com o P JU 

encapsulado assemelhou-se ao do grupo controle. A coloração pelo Tricrômico de Masson  

permitiu evidenciar a presença de delicadas traves colágenas em volta das células tumorais e 

próximas a infiltrados linfo-plasmocitários, não observados no controle. Estas observações 

estão de acordo com o relato de CARNEIRO LEÃO (1998), que observou um perfil 

histopatológico semelhante ao tratar animais portadores de S-180 com a (1→3),( 1→4)-α-D-

glucana do líquen Remalina celastri. 
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6.3 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE DO P JU LIVRE E ENCAPSULADO EM 

LIPOSSOMAS FRENTE À ESQUITOSSOMOSE EXPERIMENTAL 

 

6.3.1 Aspectos parasitológicos 

 

Neste trabalho, foi utilizada a cepa oriunda de Belo Horizonte (BH) e moluscos da 

espécie Biomphalaria glabrata, adaptadas à infecção pelo miracídio do S. mansoni 

(ZANOTTI-MAGALHÃES et al., 1993). 

As cercárias para infecção dos animais foram quantificadas por contagem estimada, 

utilizando-se uma carga parasitária de 150 cercárias por animal, observando-se, uma infecção 

relativamente regular e ausências de mortes prematuras. Este resultado difere das observações 

de OLIVEIRA (1994), onde a contagem estimativa causou irregularidades nas infecções 

experimentais, com carga de 100 cercárias/animal que apresentaram mortalidade antes dc 

completar o cicio, provavelmente devido a uma maior carga parasitária, e com alguns animais 

não se infectando. Vale a pena ressaltar que a carga parasitária utilizada neste experimento 

(150 cercárias/animal) pode ser considerada alta quando comparada aos relatos da literatura 

(TEIXEIRA et al., 1996; FRÉZARD et al. 1997). 

A partir do 38º dia da infecção, uma série de exames parasitológicos foi iniciada para a 

detecção e contagem de ovos nas fezes, utilizando-se o método de Kato-Zatz. Por volta do 42º 

dia, a presença 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 redução 

significativa no número de ovos quando comparados ao grupo controle (Tabela 5). A redução 

relativa ao grupo controle foi na ordem de 82,1%  para os grupos tratados com P JU 

encapsulado, administrado 24 h após a infecção e no 42º dia após a infecção, respectivamente. 

Comparando-se eliminação média de ovos durante o experimento, quanto aos animais 

tratados com P JU encapsulada em lipossomas e administrando  i.p. 42º dias após a infecção, 

verificou-se uma redução marcante na ordem de 93,5% no intervalo entre 52º e 56º. Vale 

salientar que o efeito deste tratamento desenvolveu-se em um intervalo de apenas 14 dias, o 

que ressalta o resultado obtido. 

 PROCÓPIO et al. (2000ª), trabalhando em condições experimentais semelhantes para 

avaliar o efeito da α-glucana sulfatada de R.celastri, avaliou de ovos nas fezes, tendo 

observado uma redução estatisticamente significativa, comparada ao grupo controle, na ordem 

de 61,5%, 75,2% e 92%, nos 42º, 50º e 56º dias após a infecção, respectivamente. 
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Tabela 5: Eliminação média de ovos  S. mansoni após O tratamento com PJU livre e encapsulado em lipossomas. 

 

M, média; dp, desvio padrão. Letras iguais indicam que não há diferença estatísticamente significativa entre os tratamentos (Teste de Tukey: p> 0,05). Os camundongos foram 

infectados por via caudal com uma carga parasitária de 150 cercárias/animal e tratados de acordo com diferentes esquemas terapêuticos. A infecção foi acompanhada através 

da eliminação de ovos nas fezes pelo método de Kato-katz, até o 56º dia, quando o experimento foi finalizado]. 

GRUPO DOSE 

(MG kg
 -1

) 

INÍCIO 

TRATAMENTO 

Nº ovos S. mansoni/g de fezes (M±dp) 

38º dia 42º dia 46º dia 49º dia 52º dia 56º dia 

NaCl 150 mM - 24 horas 0 43,2±20,0
 a
 258±36,0

b
 390±153,5

 c
 398,4±108,1

d
 336,0±51,8

e
 

P JU livre 100 24 horas 0 72,0±19,6
a 

186,0±49,5
b
 462,0±230,5

 c
 390,0±167,9

d
 270,0±98,7

 e
 

P JU encapsulado 100 24 horas 0 30,0±15,4 
 a
 240,0±1,85,4

b
 612,0±130,7

 b
 414,0± 220,8

d
 60,0± 20,5

a
 

Lipossomas vazios - 24 horas 0 24,0±17,9
 a
 438,0±144,5

 c
 522,0±233,8

b
 366,0± 174,6

d
 176,0± 67,1

b
 

P JU encapsulado 100 42 horas 0 60,0±22,0
a
 402,0±135,1

c
 504,0±233,4

b
 616,0±316,9 

b
 40,0±19,9 

h
 

P JU livre 100 42 horas 0 60,0±24,0
 a
 204,0±95,7

 b
 296,0±125,8

 g
 144,0±76,3

 d
 141,0±49,9

 b
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 A perfusão do sistema porta-hepático-mesentérico permitiu a coleta dos vermes 

adultos alojados nesses vasos, registrando-se o número total, assim como o de machos, 

fêmeas e pares acasalados. A tabela 6 representa o perfil de recuperação dos vermes adultos 

no 56º dia após a infecção. 

Observou-se, em todos os grupos, uma predominância de vermes machos, na ordem de 

70%. Utilizando-se o P JU encapsulado num esquema de tratamento 42 dias após a infecção, 

ocorreram reduções estatisticamente significativas quanto ao número total de vermes e de 

machos (54,2% e 14,9%, respectivamente). Esses resultados estão de acordo com o relato de 

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

 

Tabela 6: Efeito do tratamento com P JU livre e encapsulado em lipossomas sobre os 

vermes adultos de S. mansoni. 

 

  

(Resultados expressos em ± desvio padrão. Letras iguais indicam que não há diferença estatísticamente 

significativamente entre os tratamentos (Teste de Tukey: 0,05). Os camundongos foram infectados por via 

caudal com uma carga parasitária de 150 cercárias/ animal e tratados de acordo com diferentes terapêuticos. Os 

vermes foram qualificados no 56º dia após a infecção, quando o experimento foi finalizado). 

 

Os protozoários e helmintos que atingem a corrente sangüínea c/ou tecidos, 

freqüentemente, são capazes de sobreviver e proliferar, uma vez que estão bem adaptados aos 

mecanismos naturais de defesa do hospedeiro, especialmente à fagocitose por  neutrófilos e 

macrófagos e à lise mediada pelo sistema complemento (ABBAS et a1., 2000b).  

Na esquistossomose, estes fenômenos são parcialmente explicados pelas 

características do tegumento. Várias camadas celulares tomam o parasito bastante resistente 

aos neutrófilos e macrófagos. Em paralelo, ocorre uma absorção de proteínas do hospedeiro 

na superfície do helminto, caracterizando um tipo de "camuflagem", associada a uma 

GRUPO DOSE 

(MG kg -1) 

INÍCIO 

TRATAMENTO 

MACHOS FÊMEAS VERMES 

ACASALADOS 

TOTAL 

NaCl 150 mM - 24 horas 29,4±14,11a 8,0±2,9 b 2,8±1,0 c 38,0±16,0 d 

P JU livre 100 24 horas 20.0±7,3 a 9,4±3,0 b 6,4±2,1 c 29,4±10,1 d 

P JU encapsulado 100 24 horas 23,0± 8,1a 8,8±3,7 b 4,0±1,6 c 31,8±14,0 d 

Lipossomas vazios - 24 horas 22,8± 11,2a 8,4±3,8 b 2,4±1,8 c 31,2±10,3d 

P JU encapsulado 100 42 horas 12,0±6,7 a 5,4±2,6 b 3,2±1,1 c 10,4±7,1 d 

P JU livre 100 42 horas 14,2±6,9 b 7,0±2,9 b 4,2±2,3 c 21,2±10,3 e 
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descamação do tegumento, o que ocasiona troca do revestimento antigênico (BRUNET et a1., 

l998; CAPRON, 1998).  

Em várias helmintíases, como na esquistossomose, os mecanismos específicos de 

defesa são mediados através do clone de linfócitos TH2, ou seja, através de IGE e eosinófilos 

Trata-se de citotoxicidade celular mediada por anticorpos, onde as moléculas de IGE ligam-se 

à superfície do parasita, permitindo o ataque dos eosinófilos. Estes liberam o conteúdo de seus 

grânulos (enzimas), os quais destroem os parasitas (BRUNET et a1., 1999) O S. mansoni 

adulto, tem sido relatado o reconhecimento de sequências GalNAcβ- (1→4) – GlcNAc-R 

(LDN) e GalNac-β- (1→4) e GalNac-β- (1→3)-α- Gal, as quais podem ser reconhecidas pelos 

hospedeiros, via IGE e IGM (KHOO et a1., 1997); NYAME et a1., 1999), podendo anda ser 

utilizadas como elemento diagnóstico (Hamilton et a1., 1999). De forma geral vários estudos 

relatam o reconhecimento de carboidratos por parte do sistema imune, como o descrito para 

lipopolissacarídeos de origem bacteriana. Receptores específicos, como o receptor de manose 

e o CD14 para lipopolissacarídeo, também foram descritos (JANEWAY et a1., 2000). 

Considerando o reconhecimento dos carboidratos presentes em diversos patógenos pelo 

sistema imune, pode-se sugerir que a atuação de alguns polissacarídeos como MRB é função 

deste estímulo às células dc defesa que os carboidratos parecem exercer.  

FRÉZARD et a1. (1997) avaliaram o efeito da oxaminiquina livre (OXA) e 

encapsulada em lipossomas (LOXA) na dose de l0mg.kg
-l
, frente à esquistossomose em 

camundongos infectados com carga parasitária de 60 ou 90 cercárias/animal. Verifìcou-se 

uma reação significativa do número de vermes recuperados no grupo tratado com o LOXA, 

por via s.c. 1 dia antes ou 3,7 ou 14 dias após a infecção, quando comparado aos grupos 

controle, lipossomas vazios e OXA. O efeito máximo de LOXA, com 97% de redução da 

carga parasitária, foi observado quando administrado um dia antes da infecção. 

 

6.3.2 Aspectos histopatológicos 

 

A análise dos fígados de animais não-infectados tratados com P JU livre e encapsulado 

(100 mg.kg
-1

), com NaCl l50mM c com lipossomas vazios não demonstrou  aspectos 

sugestivos de alterações histopatológicas. Os aspectos analisados espaço porta, veia centro-

lobular, hepatócitos e sinusóides hepáticos, encontram-se dentro dos parâmetros de 

normalidade, sugerindo ausência de efeito tóxico do P JU. Os cordões dc hepatócitos 

apresentaram arranjos característicos. Os capilares sinusóides e a veia centro lobular 
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mostraram contomos e distribuição regulares. O sistema porta-hepático dos animais tratados 

não apresentaram qualquer modificação estrutural quando comparado ao do controles. Os 

resultados são compatíveis com os descritos por PROCÓPIO et al, (2000b), que utilizou a α- 

glucana sulfatada de R. celastri. 

A avaliação histopatológica dos baços dos animais tratados e controles demonstrou 

ausência de alterações significativas. Os nódulos linfóides dos animais tratados e controle não 

mostraram diferenças aparentes, principalmente, no que diz respeito à caracterização de um 

centro germinativo típico da polpa branca do baço. De maneira geral, não foram observadas 

diferenças significativas entre o parênquima esplênico dos animais tratados e controles. 

Entre os animais infectados pelo S. mansoni, foram observadas importantes alterações 

na estrutura hepática. Nos camundongos tratados com NaCl 150 mM e com lipossomas 

vazios, foram observados infiltrados linfoplasmocitários, granulomas em diversas etapas de 

desenvolvimento, contendo ovos do parasita, além da presença de vermes adultos no interior 

de vasos sangüíneos. Essas alterações foram associadas à etiologia da hipertensão portal e 

hepatomegalia, devido à lesão da estrutura dos hepatócitos, artérias e sinusóides, com prejuízo 

hepático (MAGALHÃES-FILHO & SILVA, 1994). 

Nos grupos tratados, observou-se um perfil histopatológico semelhante ao descrito 

para os grupos controles (NaCl e lipossomas vazios), ressaltando-se a ausência de verme no 

interior dos vasos hepáticos o número médio de lesões histopatológicas presentes no fígado, 

intestino e baço de animais infectados pelo S. mansoni está apresentado na figura 10. Não 

houve diferença estatisticamente significativa (Teste de Tukey, p>0,05) entre os 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 infecção). Quanto 

à proteção do hospedeiro, reação tecidual e quimiotaxia in vivo, em camundongos infectados 

com carga parasitária de 90 cercárias/animal (cepa BH). Pela contagem de vermes adultos 

observou-se uma redução no grupo profilático comparado ao grupo controle na ordem de 

44%. As reações teciduais foram descritas em todos os grupos, embora não tenham ocorrido 

diferenças marcantes entre eles. Este relato corrobora os resultados apresentados neste 

trabalho. Entretanto, PROCÓPIO et al. (2000b) descreveu uma redução significativa no 

número de lesões hepáticas entre os grupos controle e tratado utilizando uma carga parasitária 

de 150 cercárias /animal e administrando uma única dose de  l00mg.kg
-1

 α- Glu-SO4 de R. 

celastri. 
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A)  

(B)  

(C)  

  Figura 6A, 6B e 6C  - Número médio de lesões histopatológicas observadas em fígado, 

intestino e baço de camundongos infectados pelo S. mansoni. A, Figado; B, Intestino; e, C 

Baço. Granuloma; Granuloma com ovos de S. mansoni; e, Total. G1, Controle (NaCI
+
 

150 mM); G2, p-JU encapsulado em lipossomas (100 mg.KG
-1

, 24 H após a infecção); G-

3, P-JU livre (100 mg.kg
-1

, 24 h após a infecção); G4, Lipossomas vazios; G5, P-JU 

encapsulado em lipossomas (100 mg.kg
-1

. 42º dia após a infecção): e. G6, P-JU livre (100 

mg.kg
-1

, 42º dia após a infecção). 
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6.4  DISCUSSÃO FINAL 

 

A atividade biológica dos polissacarídeos pode ser considerada em função de sua 

estrutura química e de seu efeito sobre o sistema imune. Tais observações são relacionadas à 

atividade anti-tumoral dos polissacarídeos, que ainda é a abordagem mais freqüente.. 

Persistem dúvidas e resultados contraditórios, a respeito do grande número de relatos. Aceita-

se que ass (l→3)- ß-D -glucanas, substituídas por unidades de Glep em 0-6 são 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 ramificação; c) presença de grupos substituintes; d) 

massa molecular c conformação (BOHN & BEMILLER, 1995). 

 

a) Estrutura da cadeia principal. Os relatos indicam que as estruturas com cadeia principal 

ß-(1→3) Glep apresentam a maior atividade anti-tumoral. Esses polissacarídeos podem ser 

aleatoriamente substituídos em O-6, por unidades de ß- D-Glep.,(BOHN & BEMILLER, 

1995). O P JU apresenta uma cadeia constituída ß-(1→3) – Galp, (MENESTRINA, et al., 

1998). 

b) Grau de ramificação. O grau de atividade anti-tumoral das ß-(1→3) - glucanas parece 

estar relacionado com a presença e o posicionamento de grupos ramificantes. Entre as (1→3), 

(1→6) - ß-D- glucanas estudadas, as que apresentam grau de ramificação (DB) entre 0,20 e 

0,33 são as mais ativas, a exemplo dos polissacarídeos 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., l989) e Lentinus edodes (DB 0,33: 

CHIHARA et al, 1970b). O grau de ramificação, se maior que 0,33,  inversamentamente 

proporcional à atividade anti-tumoral, como observado para a fração CO-1, de Cordyceps 

ophiogloissoides (DB 0,37; YAMADA et al,  1984), ß - glucanas I, de Auriculária aurícula-

judae (DB 0,66; MISAKI et al., 1981), e Pestalotia sp, 815, com DB de 0,67 (MISAKI et al., 

l984). 

c) Grupos substituintes. O P JU apresenta quatro substituintes distintos em 0-6: a) ß-

D –Glep A(1→6)- ß-D –Galp-(1→6)-ß-D -Galp-(1→6)-; b) α-D-Galp-(1→6)- D-Galp; c) α-

L-Araf- (1→6)- D-Gal; e d) ) α-L- Rhap- -(1→4)- ß-D - Glep A (MENESTRINA et al., l998). 

O DB deste polissacarídeo não foi determinado,entretanto esses autores consideram o P JU 

como uma estrutura altamente ramificada,  devido à necessidade de realizar três degradações 

de Smith consecutivas para remover os substituintes e caracterizar a estrutura da cadeia 
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principal. Tem sido descrita uma relação entre a presença de grupos substituintes e a 

potencialização do efeito biológico. A atividade ant- tumoral da α-D-Galp-(1→3), -(1→4)- D- 

glucana de R. celastri foi potencializada por sulfatação (CARNEIRO LEÃO et al., ; 1997: 

CARNEIRO LEÃO, 1998). PROCÓPIO et al. (2000a e b) relataram a eficácia do tratamento 

utilizando este derivado sulfatado frente à infecção experimental por S. mansoni. A 

potencialização da atividade tem sido justificada por uma conformação mais ativa, ligação 

eletrostática ao receptor e/ou ligante, entre outros (BOHN & BEMILLER, 1995). Assim, a 

derivatização química do P JU representaria uma interessante possibilidades para 

potencializar o seu efeito biológico. 

d) Massa molecular e conformação. Os polissacarídeos com maior atividade anti-tumoral 

são os que apresentam alta massa molecular (> 90000) e estruturas ordenadas, vesículas 

recobertas com polímeros como o polietilenoglicol. Por outro lado, a interação dos lipossomas 

com os macrófagos pode representar uma promissora opção terapêutica. Desta forma, 

considerável atenção tem sido dispensada à encapsulação de MRB em lipossomas, devido à 

habilidade natural destas vesículas em serem captadas por macrófagos e estimular sua 

atividade (KILLION & FIDLER, l998). Uma vez que os polissacarídeos requerem uma etapa 

de captação pelos macrófagos, a encapsulação destas moléculas em lipossomas devido causar 

uma potencialização de seu efeito biológico. Os resultados apresentados neste trabalho, 

especialmente quanto ao efeito frente à infecção experimental pelo S. mansoni parecem 

reforçar tais observações. 
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6.5 PERSPECTIVAS 

 

Algumas observações realizadas durante o desenvolvimento deste trabalho, assim 

como os resultados obtidos, permitem traçar algumas perspectivas: 

Outras informações propostas a partir de diferentes cargas na superfície podem ser 

desenvolvidas e otimizadas. A aplicação in vitro de tais formulações, a comparação dos 

possíveis efeitos terapêuticos e a investigação farmacocinética desses compostos poderia 

resultar em produtos de interesse terapêutico. O desenvolvimento de formulações mistas 

contendo drogas já utilizadas na terapêutica, como a oxaminiquina e o praziquantel (para a 

esquitossomose) ou quimioterápicos (para neoplasias) representa uma possibilidade para 

otimizar os resultados deste trabalho.  

Quanto à atividade biológica do P JU encapsulado em lipossomas, pode-se considerar 

a realização dc experimentos in vitro, com o objetivo de caracterizar melhor os efeitos 

obtidos, assim como elucidar aspectos de seu mecanismo de ação. 

Visando padronizar o desenvolvimento dos tumores e, conseqüentemente, 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 condições experimentais.  

Avaliações mais detalhadas a nível histopatológico, incluindo o uso de outras 

colorações, a exemplo do PAS (Ácido periódico de Schiff), Picro-Sirius, Tricrômicos de 

Gomori, Mallory ou Masson, e impregnação pela prata podem contribuir para uma melhor 

caracterização das alterações morfológicas encontradas. Com este mesmo objetivo, técnicas 

de morfometria também podem ser empregadas. 
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7.0  CONCLUSÕES 

 

7.1  A melhor formulação de lipossomas contendo P JU foi obtida utilizando-se EP: CH: 

(7:2:1), a qual se apresentou estável pó 90 dias. A taxa de encapsulação de 42% considerada 

satisfatória, uma vez que o PJU apresentou uma pequena redução do teor encapsulado ao 

longo do tempo (14,2%). 

 

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

encapsulado em lipossomas não apresentaram um efeito estatisticamente significante. 

 

7.3 Quanto à infecção experimental pelo S mansoni, apenas o P JU encapsulado lipossomas, e 

administrado i.p 42 dias após a infecção, reduzio a eliminação de )88,1%), a recuperação de 

vermes adultos e machos do sistema porta-hepático Mesentérico (54,2% e 14,9% 

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

 

7.4 Do ponto de vista histopatológico, não foram observadas alterações qualitativas e 

quantitativas como efeito de animais infectados pelo S. mansoni.  

 

7.5  Nenhuma alteração microscópica foi observada no fígado e baço de camundongos 

tratados com P JU livre e encapsulado em lipossomas.  
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