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RESUMO

Os polissacarideos sulfatados sdo moléculas complexas formadas por monossacarideos unidos
por ligacdes glicosidicas e que possuem sulfato como substituintes. As algas marinhas sao
conhecidas como uma rica fonte de polissacarideos sulfatados com efeitos benéficos a satude.
As espécies Hypnea musciformis e Sphaerococcus coronopifolius sao macroalgas vermelhas
fontes de diversos metabolitos de grande potencial para novas substancias biologicamente
ativas como os polissacarideos sulfatados, ainda sdo pouco explorados. A leishmaniose ¢ uma
patologia causada pelo protozoario Leishmania sp. € acomete uma significativa parcela da
populagdo mundial, sendo uma doenca de dificil tratamento e profilaxia. Por isso, faz-se
necessaria a busca de novas moléculas, que possam eliminar esses parasitos, levando ao
controle dessa parasitose. Diante do exposto, no presente estudo avaliou-se potencial
citotoxico e leishmanicida in vitro contra Leishmania braziliensis dos polissacarideos
sulfatados das algas marinhas H. musciformis e S. coronopifolius. Para tanto, foi relizado uma
extragdo com a utlizacdo da papaina. Os polissacarideos sulfatados totais foram adicionados a
suspensdo de promastigotas por até 48h, e mensurado o efeito antipromastigota pela andlise
microscopica com Trypan Blue. Para avaliar o efeito contra as formas amastigotas, foram
utilizados macrofagos J774 infectados com L. braziliensis e tratados ou ndo com PHM (5, 10
e 25 ng/mL) e PSC (5, 10, 25 e 50 pg/mL). Avaliou-se a citotoxicidade dos PST pelo ensaio
de MTT, carga parasitaria, dosagem de citocinas e NO apos 24 e 48h de infec¢do. Dessa
forma, as concentragdes com menor citotoxicidade, foram selecionadas para dar continuidade
dos experimentos. Os PST avaliados apresentaram efeito anti-promastigota, PHM e PSC,
demonstraram melhor inibi¢do dos parasitos (25 ug/mL; 74,03% + 8,40 %; 60,06% =+ 7,66%;
48h). Contra as formas amastigotas, PHM e PSC (5pg/mL) reduziam a carga parasitaria
intracelular em 24 e 48h de incubagao (redu¢ao maxima: 52,17%=*1,49%; 45,29% +0,74%
respectivamente, acompanhado por um aumento na producdo de NO (5ug/mL/48h: 5,34
pmol/mL; 5,64 umol/mL). Observou-se significancia dos niveis de IL-12, TNFa, IL-10 e IL-4
nos experimentos. Diante dos resultados obtidos, PHM e PSC apresentaram um efeito
leishmanicida promissor in vitro contra com L. braziliensis, entretanto os mecanismos da
funcdo imunoldgica que indicam a acdo dos polissacarideos sulfatados ¢ um processo

complexo que pode ser regulado por uma ou mais vias.

Palavras-chaves: efeito leishmanicida; carragenanas; protozoario; algas vermelhas.



ABSTRACT

Sulfated polysaccharides are complex molecules formed by monosaccharides linked by
glycosidic bonds and possessing sulfate as a substituent. Marine algae are known as a rich
source of sulfated polysaccharides with beneficial health effects. The species Hypnea
musciformis and Sphaerococcus coronopifolius are red macroalgae that are sources of various
metabolites with great potential for new biologically active substances, such as sulfated
polysaccharides, which are still poorly explored. Leishmaniasis is a pathology caused by the
protozoan Leishmania sp. and affects a significant portion of the world's population, being a
disease that is difficult to treat and prevent. Therefore, the search for new molecules that can
eliminate these parasites, leading to the control of this parasitosis, is necessary. Given the
above, this study evaluated the in vitro cytotoxic and leishmanicidal potential against
Leishmania braziliensis of sulfated polysaccharides from the marine algae H. musciformis and
S. coronopifolius. To this end, an extraction was performed using papain. The total sulfated
polysaccharides were added to a promastigote suspension for up to 48 hours, and the
antipromastigote effect was measured by microscopic analysis with Trypan Blue. To evaluate
the effect against amastigote forms, J774 macrophages infected with L. braziliensis and
treated or not with PHM (5, 10, and 25 pg/mL) and PSC (5, 10, 25, and 50 pg/mL) were used.
The cytotoxicity of PSTs was evaluated by MTT assay, parasite load, cytokine and NO levels
after 24 and 48 hours of infection. Thus, the concentrations with the lowest cytotoxicity were
selected to continue the experiments. The PSTs evaluated showed anti-promastigote effect,
PHM and PSC demonstrated better inhibition of the parasites (25 pg/mL; 74.03% + 8.40%;
60.06% + 7.66%; 48h). Against amastigote forms, PHM and PSC (5 pg/mL) reduced the
intracellular parasite load in 24 and 48 hours of incubation (maximum reduction: 52.17% =+
1.49%; 45.29% = 0.74% respectively), accompanied by an increase in NO production (5
png/mL/48h: 5.34 pumol/mL; 5.64 pmol/mL). Significant levels of IL-12, TNFa, IL-10, and IL-
4 were observed in the experiments. Based on the results obtained, PHM and PSC showed a
promising in vitro leishmanicidal effect against L. braziliensis; however, the mechanisms of
immunological function that indicate the action of sulfated polysaccharides are a complex

process that can be regulated by one or more pathways.

Keywords: leishmanicidal effect; carrageenans; protozoa; red algae.
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1. INTRODUCAO

A leishmaniose ¢ considerada uma doenga antropozoonoética negligenciada e
representa um grave problema de saude global, tornando-se um dos principais problemas de
saude publica (PINHEIRO et al., 2021; HONG et al., 2020; WHO, 2019). Ela ¢ uma doenca
causada por parasitos do género Leishmania, os quais sdo transmitidos ao homem pela picada
de um flebotomineo fémea infectado (PINHEIRO et al., 2021). Em média, sao registrados no
Brasil cerca de 21.000 casos/ano, com coeficiente de incidéncia de 8,6 casos/100.000
habitantes, nos ultimos 5 anos. A regido Norte apresenta o maior coeficiente (46,4
casos/100.000 habitantes), seguida das regides Centro-Oeste (17,2 casos/10.000 habitantes) e
Nordeste (8 casos/100.000 habitantes) (MINISTERIO DA SAUDE, 2022).

Atualmente, a terapéutica contra a leishmaniose baseia-se na utilizagdo de cinco
farmacos: os antimoniais pentavalentes, a anfotericina B e a sua formulagdo lipossdmica, a
miltefosina, a paromomicina e a pentamidina (SANTIAGO et al., 2021). Esses tratamentos,
entretanto, apresentam varias inconveniéncias, como toxicidade, administracdo prolongada e
surgimento de resisténcia por parte do parasito (TIWARI et al., 2018; COSTA et al., 2014).
Portanto, para o melhor controle da leishmaniose, faz-se necessdria a busca por novos
farmacos, destacando-se, os obtidos através da prospeccao de compostos de origem natural.

Nesse contexto, as algas constituem um grupo de organismos com ampla diversidade
de formas, funcdes e fonte de metabolitos diversos, tais como os polissacarideos sulfatados
(LEANDRO et al., 2020; VASCONCELOS et al., 2018). Os polissacarideos sulfatados tém
recebido ampla atengdo e sdo extensivamente estudados por pesquisadores bioquimicos e
nutricionais, devido as suas diversas fung¢des bioldgicas e seu potencial biotecnologico
(SHASHIDHAR et al., 2015, SUN, 2011). Além disso, alguns polissacarideos tém sido
aceitos e usados como parte de remédios fitoterapicos (XIE et al., 2016 ).

Nesse contexto, uma vez qu2e ¢ de extrema importancia a busca de novas fontes
naturais que sejam eficazes contra os protozoarios do género Leishmania e que apresentem
minimos efeitos adversos, o uso de polissacarideos sulfatados algais surge como uma possivel
ferramenta para o controle dessa parasitose, uma vez que sdo polimeros facilmente
disponiveis na natureza, ndo toxicos, ndo onerosos, seguros, biodegradaveis e biocompativeis

(AHMADI et al., 2015).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1756464616303462#b0245
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 As Leishmanioses

A leishmaniose ¢ uma doenca infectoparasitaria que resulta do parasitismo de
hospedeiros vertebrados por protozodrios intracelulares do género Leishmania (familia
Trypanosomatidae). Essa doenca ¢ uma zoonose transmitida aos seres humanos pela picada de
insetos vetores fémeas infectados pertencentes ao género Lutzomyia, no Brasil, e pode evoluir
para formas graves, apresentando elevada letalidade quando nao tratada adequadamente
(ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA SAUDE, 2022; PINHEIRO et al, 2021;
ALMEIDA et al., 2020; VASCONCELOS et al., 2018; STEVERDING, 2017).

A leishmaniose ¢ uma doenca que acompanha o homem desde a antiguidade e a
existéncia de espécies do tipo Leishmania datam de tempos pré-historicos de 100 milhdes de
anos, documentada no trato alimentar de um inseto fossilizado (STEVERDING, 2017). Os
parasitos do género Leishmania foram descritos pela primeira vez no Brasil em lesdes de pele
de pacientes, posteriormente descritas como “Ulceras de Baurt” (Sdo Paulo — Brasil), em
1909. Em 1911, o cientista brasileiro Gaspar de Oliveira Vianna (1885-1914), estudando
espécies de Leishmania obtidos de uma lesdo de pele, descreveu uma nova espécie que
recebeu o nome de Leishmania braziliensis (STEVERDING, 2017; GOMES et al., 2014).

A leishmaniose ¢ considerada uma doenga antropozoonoética negligenciada e esta
incluida pela Organizacdo Mundial de Satde (OMS) entre as doengas endémicas de maior
relevancia no mundo, representando um grave problema de saude global, tornando-se um dos
principais problemas de saude publica (PINHEIRO et al., 2021; HONG et al., 2020; WHO,
2017). O negligenciamento de uma doenca acarreta na segregacao, periferia e esquecimento,
seja pelos governos, pelos sistemas de satide e pela indistria farmacéutica (ARAUJO et al.,
2013).

Devido a grave problematica de saude publica, rapida propagacdo e distribuicao
global, estima-se que anualmente sdo registrados no mundo cerca de 0,7 a 1,3 milhdo de
novos casos de leishmaniose. Entretanto, considerando haver notificagdo compulséria em
apenas 32 paises, o cenario real ¢ certamente mais grave (WHO, 2023; SANTOS, et al., 2021;
EVARISTO et al., 2021; GLANS et al., 2018). Na América do Sul, 97% dos casos notificados
estdo localizados no Brasil e, nos ultimos 30 anos, o Nordeste Brasileiro tem sido considerado
a principal regido endémica do pais (EVARISTO et al., 2021; PAHO, 2019). A doenca pode
evoluir para formas graves e apresentar elevada letalidade quando nao tratada adequadamente

(ALMEIDA et al., 2020; VASCONCELOS et al., 2018; TAVARES et al., 2009).
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O aumento do numero de casos de leishmaniose observado nos ultimos 25 anos em
todo o mundo foi devido a varios fatores ligados a globalizagdo, as mudangas climaticas e
também fatores humanos como, por exemplo, desmatamento, urbaniza¢ao, migracao, os quais
contribuem para a disseminacao da leishmaniose, ¢ negligenciamento das populagdes, uma
vez que esta intrinsicamente ligado a pobreza, realidade de um sexto da populagdo mundial

(STEVERDING, 2017; ARAUJO et al., 2013; TAYLOR et al., 2011).

2.1.1 Ciclo biolégico do Parasito

O protozoario do género Leishmania possui um ciclo bioldgico heteroxénico, isto €,
necessita da alternancia entre hospedeiros vertebrados e invertebrados para completar o seu
desenvolvimento, além disso, ndo ocorre a transmissao de pessoa para pessoa (LOPES et al.,
2014; KAYE & SCOOT, 2011). Os hospedeiros invertebrados sdo flebotomineos fémeas
hematofagos do género Lutzomyia (PINHEIRO et al., 2021).

Participam do ciclo duas formas bioldgicas principais: as formas promastigota e
amastigota. As promastigotas sdo formas afiladas que apresentam um longo flagelo, sdo
extracelulares, parasitam o trato digestivo dos hospedeiros invertebrados e ¢ transmitida ao
hospedeiro vertebrado durante o repasto sanguineo (ALCOLEA et al.,2019; AWASTHI et al.,
2004). As amastigotas sdo formas arredondadas ou ovoides, sem flagelo livre, sdo parasitos
intracelulares obrigatorios no hospedeiro vertebrado, sendo encontradas em células do sistema
fagocitico mononuclear (SFM — macrofagos, neutrdfilos e células dendriticas imaturas)
(ALCOLEA et al.,2019; KAYE & SCOOT, 2011; AWASTHI et al., 2004).

O ciclo biologico desse parasito compreende duas fases principais (figura 1): a
primeira fase ocorre quando flebotomineos fémeas durante o repasto sanguineo adquire as
formas amastigotas que, dentro da membrana peritrofica, transformam-se em formas
promastigotas prociclica de crescimento exponencial, que se multiplicam dentro do intestino
do vetor. Neste elas passam pela metaciclogénese, deixando de reproduzir-se e tornando-se
promastigotas metaciclicas (formas infectantes para o hospedeiro vertebrado). Esse processo
ocorre apds as promastigotas terem sofrido modificagdes bioquimicas em sua superficie,
perdendo, assim, sua capacidade de adesdo ao epitélio do intestino médio do inseto. As
promastigotas metaciclicas realizam a migracdo para a proboscide do inseto e, durante o
repasto sanguineo, sdo inoculadas no hospedeiro vertebrado (ROCHA et al., 2019; GLANS et
al., 2018; CONCEICAO & ALVES, 2014; BENNOUNA & DENKERS, 2005).
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A segunda fase ocorre dentro do hospedeiro vertebrado, quando o vetor infectado se
alimenta do sangue e injeta as formas infectantes promastigotas metaciclicas. Estas sdo, entdo,
fagocitadas pelas células do SFM, principalmente macrofagos, onde mudam de forma para a
amastigota, no interior de vactolos parasitoforos, multiplicando-se rapidamente por fissdao
binaria (ROCHA et al., 2019; LIESE et al., 2008).

No interior dessas células, a multiplicagdo das amastigotas pode progredir até o
rompimento da membrana da célula hospedeira, liberando os parasitos que, posteriormente,
sao fagocitados por outros macrofagos. As reinfecgdes podem persistir por todo o ciclo de
vida do hospedeiro, caso ndo haja tratamento, ocasionando lesdes cutineas e/ou viscerais
(CHEUKA et al., 2016; CONCEICAO & ALVES, 2014; REY, 2008; BANULS et al., 2007).

Os componentes salivares do parasito possuem um papel importante na ativagao da
resposta imune do hospedeiro contra o mesmo. Apesar dos macrofagos serem células
fagocitarias especializadas no combate a agentes infecciosos, esses parasitos desenvolvem
mecanismos de defesa capazes de subverter sua capacidade microbicida e, dessa forma,
conseguem sobreviver e multiplicar-se nesse ambiente potencialmente toxico (BRASIL,
2017; KAYE; SCOTT, 2011).

O ciclo se completa quando a forma amastigota ¢ transmitida para flebotomineos
fémeas que se infectaram durante o repasto sanguineo a partir de reservatérios infectados, no
intuito de obter proteinas necessarias ao desenvolvimento de seus ovos (SACKS &
KAMHAWI, 2001).

As apresentacdes clinicas da leishmaniose sdo classificadas em dois grandes grupos:
a leishmaniose visceral (LV) ou calazar, a qual ¢ considerada mais grave devido ao seu
quadro clinico, que pode levar o paciente ao 6bito, e a tegumentar (LT) (VASCONCELOS et
al., 2018; CHEUKA et al., 2016; SCOTT & NOVALIS, 2016).



Figura 1: Ciclo de vida da Leishmania sp.
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A leishmaniose tegumentar (LT) ¢ uma doenca que acomete pele e mucosas € as

manifestagoes clinicas dependem de alguns fatores, como a espécie de Leishmania envolvida

e a relagdo do parasito com seu hospedeiro. Nas Américas, sdo reconhecidas 12 espécies

causadoras de LT humana (tabela 1). No Brasil, as principais espécies sao: L. (V.) braziliensis,

dispde maior abrangéncia, L.(V.) guyanensis e L.(L.) amazonensis. Mais recentemente, as
espécies L.(V.) lainsoni, L.(V.) naiffi, L.(V.) lindenberg e L.(V.) shawi foram identificadas em
estados das regides Norte e Nordeste (VASCONCELOS et al.,2018; BRASIL, 2017).
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Tabela 1: Espécies de Leishmania causadoras de leishmaniose tegumentar em

humaneos.

SUBGENERO L. lindenberg

Viannia Leishmania
L. braziliensis L. amazonenses
L. guyanensis L. mexicana
L. lainsoni L. venezuelensis
L. waltonia

L. naiffi
L. pevuviana
L. panamensis

L. shawi

Fonte: STEVERDING, 2017 (adaptado).

As manifestagdes clinicas da LT podem apresentar formas diferentes (ROCHA et al.,
2019; BARROSO et al., 2018; SANTOS, 2018; BRASIL, 2017; COSTA et al., 2009;
MINODIER & PAROLA, 2007; GONTIJO & CARVALHO et al, 2003):

A forma cutanea (LC) ou cutanea localizada (LCL) apresenta lesdes somente
na pele, ocorrendo a formagdo de ulceras rasas, com bordas elevadas em
moldura, inicia-se no local de inoculacdo das promastigotas infectantes e, em
geral, sdo indolores. Todas as espécies de Leishmania que estdo relacionadas
ao comprometimento tegumentar podem ocasionar a LCL.

A mucocutinea (LM) ¢ considerada a forma mais grave da LT, ¢
caracterizada por uma resposta imunologica e exacerbada, ¢ caracterizada por
infiltracao celular acometendo as mucosas, principalmente nasal, formando
lesdes ulcero infiltrante. Tem como principal agente causador a L.
braziliensis, podendo também ser causada pela L. amazonensis.

A forma cutanea disseminada (LD) ¢ caracterizada por lesdes ndo contiguas,
formadas pela disseminagdo do parasito por via linfatica, hematogénica e
também lesdes acneiformes distribuidas em diversas regides do corpo,
ocorrendo, principalmente, em individuos imunossuprimidos. E uma forma
de expressdo clinica relativamente rara que pode ser observada em até 2%
dos casos de LT. As duas espécies reconhecidas como causadoras sdo a L.

braziliensis e a L. amazonensis.
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- A forma cutanea difusa (LCD) representa uma forma clinica mais rara,
caracteriza-se por lesdes nodulares com grande carga parasitaria podendo ser
distribuidas por todo o corpo do individuo e geralmente ndo cicatrizantes. Nas
Américas, esta associada a L. amazonensis, podendo ser causada também pela

L. mexicana.

A L. (Viannia) braziliensis foi a primeira espécie de Leishmania descrita e
incriminada como agente etioldgico da LT no continente americano. E a mais importante, ndo
s6 no Brasil, mas em toda a América Latina. Tem ampla distribui¢do, desde a América
Central até o norte da Argentina e estd distribuida em todo Brasil (BRASIL, 2017). No Cear4,
as formas tegumentares humanas tém como agente etioldgico principal a L. braziliensis,
espécie capaz de desenvolver quadros de LC, com lesdes unicas ou multiplas, ulceradas, e
também com acometimento mucocutaneo, no qual pode haver, principalmente, o

comprometimento das mucosas da orofaringe, com elevada morbidade (LEITE et al., 2012).

2.1.3 Imunopatologia da leishmaniose

A principal defesa do hospedeiro vertebrado contra Leishmania ¢ a sua capacidade
de ajustar a resposta imunologica mediada por célula, demonstrada pela proliferacdo de
linfécitos e produgdo de altos niveis das citocinas inflamatdrias interferon gama (IFN-y) e
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), juntamente com o controle de respostas inflamatorias
exacerbadas, tornando-a capaz de controlar ou até mesmo eliminar o parasito (SCHNORR et
al., 2012; SILVA et al., 2007; TEIXEIRA et al., 2006).

A resposta imune mediada por células T tem um papel fundamental no controle ou
desenvolvimento da infec¢do e depende das citocinas secretadas pelas células da imunidade
inata no inicio da infeccdo. Dependendo do estimulo recebido, as células T CD4+ naive
podem se diferenciar em células T auxiliares do tipo 1 (Thl) ou tipo 2 (Th2), caracterizadas
pelo perfil de citocinas que produzem (OZAKY, 2018). As citocinas inflamatorias do perfil
Th1, tais como IFN-y e TNF-a, podem induzir sinergicamente a producdo de espécies reativas
de oxigénio (EROs) e de nitrogénio, principalmente, 6xido nitrico (NO), pelos macrofagos,
inibindo a replicagdo de Leishmania no fagolisossomo (KAPIL et al., 2018)

Assim, o IFN-y liberado ativa os macréfagos, que sdo as principais células da
linhagem monocitico-fagocitaria parasitados por Leishmania, e seus mecanismos efetores

parecem ser o principal responsavel pelo controle desses parasitos (KAPIL; SINGH;
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SILAKARI, 2018). O estimulo para a diferenciacdo das células T em Thl na infec¢do por
Leishmania € a interleucina (IL) 12, produzida pelos macréfagos e células dendriticas, que
aumenta a expressao de outras citocinas, como IL-1a, IL-18, IL-23 e IL-27 (OZAKY, 2018).

Citocinas derivadas de células T CD4+ do tipo Th2, tais como a IL-10 e o fator de
crescimento transformante-f (TGF-B), que antagonizam os efeitos de IFN-y e TNF-a,
resultam em proliferacdo dos parasitos. Ademais, as células T regulatorias (Treg) também
podem suprimir os efeitos do IFN-y (GIUDICE et al., 2012). As células Th2 produzem as
citocinas IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, que induzem a producdo de imunoglobulinas e a inibi¢ao
da inflamagdo, promovendo o desenvolvimento da infec¢ao (OZAKY, 2018).

Os macrofagos sdo importantes para a infecgdo por Leishmania eles podem ser
invadidos pelos parasitos de duas maneiras: as promastigotas sdo fagocitadas diretamente ou
através da captacao de neutrofilos apoptoéticos infectados (cavalo de troia). Além disso, os
macrofagos podem hospedar o parasito por um longo periodo de tempo, agir como células
apresentadoras de antigeno e secretar moléculas que induzem a resposta inflamatoria e podem
eliminar esse parasito. (JAFARZADEH et al., 2019; SCORZA et al., 2017; GIUDICE et al.,
2012). Para isso, o macréfago precisa ser ativado por linfocitos T que, irdo secretar IFN-y,
aumentando a regulacdo da producdo de NO pelos macrofagos (KALANTARI et al., 2014;
RIBEIRO et al., 2014).

A ativagdo por citocinas inflamatorias, principalmente, IL-1 e TNF-a, podem
estimular os macrofagos a gerar espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, através da
montagem da nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase e ativagdo da
oxido nitrico sintase induzida (iNOS), respectivamente. Essa ativacao requer sinais, € o TNF-
o age sinergicamente com o IFN-y para induzir a producdo de NO e a eliminagdo de
amastigotas pelos macrofagos (JAFARZADEH et al, 2019; SCORZA; CARVALHO;
WILSON, 2017).

Embora IFN-y e TNF-a sejam as citocinas chave no controle de parasitos ativando
macrofagos infectados, para produzir efetores microbicidas que podem eliminar parasitos
intracelulares, essas citocinas também medeiam o dano tecidual, havendo evidéncias de que o
aumento da produ¢do de IFN-y e TNF-a estd associado com o aumento da reagdo inflamatéria
e o desenvolvimento das ulceras cutaneas e lesdes das mucosas, apesar do baixo numero de
parasitos detectaveis (SCORZA; CARVALHO; WILSON, 2017; LEITE et al., 2012).

Portanto, o resultado das infecgdes tegumentares com Leishmania € consequéncia de
um balango entre fatores pro e anti-inflamatorios. Em pacientes infectados, a patogenia

tecidual esta associada a uma resposta imune vigorosa do tipo Th1 aos antigenos do parasito,
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e o tamanho da lesdo correlaciona-se diretamente com a magnitude da producdo de TNF-a e
com a frequéncia de linfécitos CD4 + do tipo Thl, produtores de TNF-a e IFN-y (OLIVEIRA
etal., 2011).

Uma propriedade interessante das infeccdes por espécies de Leishmania ¢ a
persisténcia do parasito, nos linfonodos, muito tempo apds a cura clinica da infecgdo
sintomadtica, uma propriedade que pode resultar em manifestagdes cutaneas posteriores, mas
que também pode ser critica para o desenvolvimento de protecdo imunoldgica contra a
reinfecgdo (SCORZA; CARVALHO; WILSON, 2017).

Apesar de, no geral, a LT ndo causar risco de morte, as lesdes desfigurantes causadas
podem ter como consequéncia a estigmatizagdo das pessoas afetadas, podendo resultar na
exclusdo, educacao precaria e perdas economicas, tudo isso, em populacdes com recursos
limitados. Pode, também, tornar-se disseminada e debilitante em pessoas imunodeprimidas
(como pacientes afetados pelo virus da imunodeficiéncia humana - HIV). Ademais, dentre os

novos casos relatados anualmente, poucos recebem tratamento (CAETANO et al., 2019).

2.1.4 Tratamentos das leishmanioses

O tratamento atual da leishmaniose depende exclusivamente da quimioterapia, pois
até o momento ndo existem vacinas preventivas nem terapéuticas (SCORZA; CARVALHO;
WILSON, 2017). No Brasil, o antimoniato de meglumina (Glucantime®) ¢ a droga de
primeira escolha utilizada no tratamento da leishmaniose (GLANS et al., 2018). Administrada
por via parenteral, apresenta toxicidade elevada e falha terapéutica significativa em casos
mais graves (TEIXEIRA et al., 2023). Ademais, o tratamento com esse farmaco € caro e
apresenta sérios efeitos adversos como febre, ndusea, vomito, dor de cabeca, dores musculares
ou articulares que requer um acompanhamento atento do paciente, exigem hospitalizagdo para
administracao intravenosa, além de alta toxicidade cardiaca e hepatica, e, as vezes, € ineficaz
ou apresenta baixas taxas de cura para algumas espécies, além do aparecimento de cepas
resistentes a essas drogas, o que tem sido um problema crescente nas areas endémicas para
essa doenca (MOLALIE et al., 2019; ARMAHA et al., 2018; COSTA et al., 2014).

Drogas de segunda linha, que sdo usadas em areas onde a resisténcia ao antimonio ¢é
comum, tais como a anfotericina B e a sua formulagdo lipossdmica, t€ém-se mostrado efetivas
no tratamento da leishmaniose, porém sdao farmacos considerados de custo mais elevado e o
seu uso requer hospitalizagdo (VALADARES et al., 2011). A pentamidina pode ser usada no

tratamento da leishmaniose tegumentar em areas endémicas dos continentes americano,
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asiatico e africano. Entretanto, comumente, o tratamento com pentamidina causa dor no local
da injecdo, nausea, dor de cabeca, sensagdo de ardor e hipotensdo, além de erupcdes cutaneas,
alteragdes no figado, disfuncdes renais e, raramente, diabetes mellitus (IQBAL et al., 2016;
DUTRA et al., 2016).

Além disso, a eficacia do tratamento também depende das espécies de Leishmania
envolvidas na infec¢do, uma vez que algumas espécies sdo mais resistentes a alguns farmacos
e talvez também por que essas medicagdes convencionais que afetam o crescimento do
parasito nao corrigem as variagdes imunoldgicos como os mecanismos de anergia presentes
na forma LCD (BERBERT et al., 2018; SCORZA; CARVALHO; WILSON, 2017).

Assim, devido as dificuldades inerentes ao tratamento da doenca, aos efeitos
adversos provocados pelos farmacos utilizados e ao aumento do numero de casos de
resisténcia do parasito, faz-se necessaria a pesquisa por novas moléculas, principalmente, as
de origem natural. Os produtos vegetais oferecem enormes possibilidades de descoberta de
compostos novos ¢ seletivos com pouca ou nenhuma toxicidade, que podem ter efeitos
significativos no tratamento da doenga, causando o minimo de efeitos adversos no paciente
(DIBYENDU et al., 2014). Dentre esses compostos de origem natural, estdo os

polissacarideos sulfatados de algas marinhas.

2.2 Algas marinhas

As algas marinhas sdo organismos fotossintéticos que possuem papel singular na
sustentacdo do ecossistema e estdo espalhados por toda faixa litoranea do mundo. Constituem
um dos maiores produtores de biomassa do ambiente marinho, integram uma ampla
diversidade de compostos e representam a base da cadeia alimentar nos oceanos, uma vez que
outros organismos marinhos necessitam das algas para a obten¢do de energia (SALEHI et al.,
2019; SAMARAKOON & JEON, 2012).

O habitat das algas marinhas ¢ predominantemente marinho, podendo ainda ser
encontradas em ambientes imidos como aguas de estuarios, dulcicolas, rios, lagos, mangues e
at¢ em fontes de 4guas termais, entretanto a sua distribuicdo depende da temperatura,
salinidade da agua e intensidade de luz solar (MAKKAR et al., 2016; PAL et al., 2014)

As algas macroscopicas sdo classificadas de acordo com a estrutura fisica, funcdo e
ciclo reprodutivo, a saber, sdo divididas em trés grandes grupos (SALEHI et al., 2019;

MAKKAR et al., 2016; NEGREIROS et al., 2015).
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- Chlorophyta: possui coloragdo verde, principalmente, pela predominancia das
clorofilas a e b, apesar de também possuir beta-caroteno e xantofila. Os principais géneros
desse filo incluem Ulva, Codium, Enteromorpha, Chaetomorpha ¢ Cladophora.

- Phaecophyta, com coloragdo marrom, principalmente pela presenca dos pigmentos
xantofila e fucoxantina. Seus principais géneros incluem Ascophyllum, Laminaria,
Saccharina, Macrocystis, Nereocystis € Sargassum.

- Rhodophyta, que possui coloragao vermelha devido a predominancia dos pigmentos
ficoeritrina. Os principais géneros de algas vermelhas incluem Pyropia, Porphyra, Chondrus,
Palmaria,Gracilaria e Hypnea.

As algas vermelhas representam o grupo com grande diversidade de espécies,
distribuindo-se desde regides tropicais até ambientes mais frios. (RAVEN; EVERT;
EICHHORN, 2007).

As algas apresentam uma producao rica de diversos metabolitos como fitopigmentos
(xantofilas e carotendides), acidos graxos poliinsaturados (PUFAs), destacando-se uma
particularidade a presenga de polissacarideos sulfatados em sua composi¢ao, que constituem
um extenso grupo de macromoléculas com uma vasta quantidade de valiosas propriedades
bioldgicas (GANESAN et al., 2019; CHENG et al., 2016). A investigacdo de muitos de seus
metabolitos tem despertado o interesse crescente em estudos nos ultimos anos a fim de
elucidar novas descobertas para aplicagdo em diversas areas (RODRIGUES et al., 2009).
Desse modo para esse estudo foram selecionadas as espécies de macroalgas vermelhas
Hypnea musciformis e Sphaerococcus coronopifolius.

A alga marinha vermelha Hypnea musciformis (Wulfen) JV Lamouroux ¢ a espécie
mais conhecida do género Hypnea pertence a familia Hypneaceae em geral (figura 2), entre 4
a 30 cme 0,5 a 1,0 cm de diametro, apresentando morfologia dotada de ramos cilindricos,
com presenga de apices em forma de gavinha ou ganchos de seus ramos, cuja finalidade ¢ de
aderéncia ao substrato ou epifitando outras algas. (JESUS et al., 2013).

No Brasil, a distribuigdo geografica da referida espécie ocorre em costas, estudrios,
em marés calmas e rasas, além de recifes e rochas, percorrendo desde o litoral do Rio Grande
do Sul até o litoral do Estado do Maranhdo. H. musciformis ¢ valorizada na costa nordeste do
Brasil e em todo o mundo devido a sua importancia econdmica como fonte de k-carragenana e
1-carragenana, galactanas sulfatadas presentes na matriz extracelular (FAVERI et al., 2015;

JESUS et al., 2013).
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Figura 2: Alga marinha vermelha Hypnea musciformis (Wulfen) Lamouroux.

d Classe: Florideophyceae
Ordem: Gigartinales
Familia: Cystocloniaceae
Género: Hypnea

d Nome botanico:

o Hypnea musciformis (Wulfen)
fl J.V.Lamouroux

Fonte: Algabase

Sphaerococcus coronopifolius Stackhouse ¢ uma alga vermelha pertencente ao filo
Rhodophyta, familia Sphaerococcaceae, apresenta morfologia estreita, comprimida,
cartilaginosa, com frondes escarlates e eixos principais que sdo vermelho-acastanhado escuro
(figura 3) (ALVES et al.,, 2018; SMYRNIOTOPOULOS et al., 2010). O habitat desta espécie
raramente ¢ em rochas no baixo litoral, mas ¢ comum no sublitoral raso a uma profundidade
de 15 m, e estdo distribuidos no Atlantico Leste (Irlanda e Gra-Bretanha as Ilhas Candrias) e
Mediterraneo e Mar Negro, estdo presentes também na costa de Portugal, nomeadamente no
Algarve (ALVES et al., 2018; GUIRY et al., 2014). Nao ha registro na literatura sobre S.
coronopifolius na distribuicdo geografica brasileira.

De acordo com a literatura a alga S. coronopifolius, apresenta atividades biologicas
com metabolitos bioativos, alguns deles ja demonstraram atividade antibacteriana contra
bactérias Gram-positivas (ETAHIRI et al., 2011), outros foram testados quanto a sua
citotoxicidade  contra  linhagens celulares de cancer de pulmdo humano
(SMYRNIOTOPOULOS et al.,, 2010), atividade antibacteriana contra multirresistentes e
cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (SMYRNIOTOPOULOS et al.,
2010), potencial antitumoral e antimicrobiano (RODRIGUES et al., 2015) e efeitos
citotoxicos dos bromoditerpenos (ALVES et al., 2022).
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Figura 3: Alga marinha vermelha Sphaerococcus coronopifolius Stackhouse
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Filo: Rhodophyta

Classe: Florideophyceae

Ordem: Gigartinales

Familia: Sphaerococcaceae

Género: Sphaerococcus

Nome botinico:

Sphaerococcus coronopifolius Stackhouse

Fonte: Algabase

2.3 Polissacarideos sulfatados: Aspectos gerais e estrutura quimica

Polissacarideos sulfatados (PS) sdo moléculas complexas formadas por
polianionicas, constituidas por unidades de glicidios unidas por ligacdes glicosidicas e
apresentam grupos sulfatos, que conferem uma carga negativa (WIJESEKARA et al., 2011).

Os PS diferenciam-se dos outros polissacarideos por apresentarem em sua
composicdo grupos SO3 substituindo o hidrogénio de wumas das hidroxilas dos
monossacarideos, o que fez com que atualmente se passasse a dizer que os PS apresentam
grupos sulfato (SO4) ligados covalentemente a suas estruturas. (RICCIO & LAURITAN,
2019). Dependendo da unidade de repetigdo desses polimeros, eles podem ser classificados
como homopolissacarideos, quando sdo formados pela mesma unidade monossacaridica, ou
heteropolissacarideos. Além disso, eles podem apresentar diferencas na constitui¢do de suas
cadeias, podendo ser lineares ou ramificadas (HENTATI et al., 2020).

Os PS sdo sintetizados por diferentes organismos: algumas plantas, fungos, bactérias
microrganismos, inclusive algumas microalgas, macroalgas e animais (LIBERMAN et al.,
2020). Em algas, os polissacarideos sulfatados sdo encontrados na matriz extracelular e
possuem a funcdo de protecdo por meio da capacidade de reten¢do da umidade que promove
um aumento na resisténcia contra a dessecagdo, essas macromoléculas podem desempenhar
acdes na interacdo e adesdo celular formando uma barreira protetora contra patégenos
(VAVILALA & SOUZA, 2015). Os polissacarideos obtidos de organismos de origem

marinha apresentam uma enorme variedade de estruturas e, por este motivo, sdo considerados
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como uma extraordinaria fonte natural de compostos para a prospec¢do de novos farmacos
(SENNTI et al., 2011).

Bem como as algas marinhas possuem as suas classificagdes, os PS sdo classificados
devido as suas diferentes estruturas e conformacgdes. Através das algas marrons, ¢ possivel
obter substancias denominadas fucanas (homofucanas) e as fucoidanas (heterofucanas); as
algas verdes apresentam polissacarideos sulfatados mais heterogéneos que s@o ricos em
galactose, manose, xilose, arabinose, glicose e ou acidos urdnicos. (JIAO et al., 2011;
SALEHI et al., 2019). O namero, a estrutura quimica e as caracteristicas fisico-quimicas dos
polissacarideos de algas marinhas variam de acordo com a espécie algal, o estadio de vida da
alga, a estacdo do ano, o local de coleta e os procedimentos de extracdo da referida molécula
(CUNHA & GRENHA, 2016),

As algas vermelhas sdo excelentes fontes de agaranas e carragenanas, ambas sdo
galactanas sulfatadas, e possuem variacdo enantiomérica, D- ou L-, na 4-ligada a-galactose
(JIAO et al., 2011; POMIN & MOURAO, 2008). As carragenanas sdo formadas por cadeias
lineares compostas por unidades dissacaridicas repetitivas de residuos de D-galactose ligados.
Na unidade A: (1—3) -B-D- galactopiranose; e, na unidade B: (1—4) -a-D-galactopiranose
(LI et al., 2014). Mostrando assim, um arranjo dissacarideo alternante repetitivo entre as

unidades A e B (AB), como representado na figura 4.

Figura 4: Unidades repetidas presente nas carregenas de algas vermelhas. A

unidade B consiste de a-D ou a-L galactopiranose.

[—3)-p-galactopiranose-(1—4)-a-galactopiranose-(1—] n

unidade A unidade B

Fonte: COURA, 2012.

A unidade A sempre se apresenta na configura¢do enantiomérica D-, enquanto que a
unidade B pode se apresentar tanto na configura¢do enantiomérica D- como na L-. Portanto,
de acordo com a estereoquimica da unidade B, estas galactanas podem ser classificadas como
carragenana, quando esta unidade pertencer a série D-, ou agarana, quando pertencer a série
L- (STORTZ & CEREZO, 1997).

As carragenanas apresentam padrdes de classificacdo que se baseia na quantidade e

posicdo dos grupos sulfatos e a presenga da ligagcdo 3,6 anidro na unidade B da D-Galactose.
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Portanto, as carragenanas estdo distribuidas em 4 tipos principais que sdo identificadas por
prefixos gregos: kappa (k), lambda (L), Omega (®) e Beta (B) representadas na figura 5
(VASCONCELOS et al., 2015).

Figura 5: Estruturas quimicas basicas repetitivas de carragenanas
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Fonte: CAMPO et al., 2009.

A principal diferenga entre as varias formas de carragenana esta relacionada as
caracteristicas estruturais, incluindo o numero e a posi¢ao dos grupos sulfato e a ocorréncia de
3,6-anidro-D-galactose na unidade B da cadeia (GUANGLING et al., 2011).

As carragenanas do tipo Kappa (k) apresenta sulfatagao no C-4 da unidade A (1—3-
B-D-galp-4-sulfato-(1—4)-a-D-galp(1—), e a unidade B pode apresentar variagdes na posi¢ao
dos grupos sulfatos recebendo classificagdes diferentes como as carragenanas iota (1)
apresentando a 3,6 anidrogalactose-2-sulfato (NECAS et al., 2013).

As do tipo Lambda (L) possui a sulfatacdo no C-2 de ambas (A e B) os residuos de
galactose e na unidade B ainda possui sulfatacdo no C-6. As lambdas carragenanas podem
ainda receber classificacao de Xi (§) apenas quando os dois residuos A e B estdo sulfatados no
C-2 e as carragenanas Pi (m) e Theta (0) que apresentam na unidade 4,6-O-(1-carboxi-
etilideno-2-sulfato) e 3,6-anidrogalactose-2-sulfato respectivamente. Importante ressaltar que
a carragenana theta ndo ¢ biossintetizada de forma natural nas algas, tornando-se necessario a

utilizagdo de tratamento alcalino da A-carragenana (NECAS et al., 2013).
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A familia Beta (B) sdo carragenanas que ndo possuem sulfatacdo no residuo de
galactose da unidade A, apenas apresentam o residuo de 3,6-anidrogalactose na unidade B. A
unidade B classifica os tipos de carragenanas beta, as o-carragenanas possuem o 3,6-
anidrogalactose-2-sulfato, ja a carragenana gamma (y) possuem um grupo sulfato no C-6,
ainda faz parte dessa classificagdo a delta (3) com sulfatacdo em 2 e 6-dissulfato. As
carragenanas Omega (®) possuem na unidade A grupos sulfatos no C-6 e 3,6-anidrogalactose
na unidade B. Os principais tipos de carragenanas comercias sao as kappa (x), iota (1) e
lambda (A) (VASCONCELOS et al., 2015; GUANGLING et al., 2011).

As carragenanas sdo utilizadas na industria de alimentos devido as suas excelentes
propriedades como espessante, gelificante e estabilizante. Além disso, esse composto ¢
largamente utilizado, também, pela industria farmac€utica na fabricagdo de cosméticos e
como excipientes de medicamentos por sua Otima compatibilidade e viscoelasticidade
(CAMPO et al., 2009).

As agaranas também conhecidas como agar apresenta uma estrutura linear possuindo
na unidade B o residuo de o-L-galactopiranose que pode sofrer reacdo de ciclizagdo no
carbono 3 e 6 do anel piranose formando a unidade B do dissacarideo na forma de 3,6-anidro-
a-L-galactose. Frequentemente os grupamentos de hidroxilas podem apresentar substitui¢des
por outros compostos como ésteres de sulfatos, acido piravico e grupo metil (CIANCIA,
QUINTANA, CEREZO, 2010).

As estruturas quimicas das agaranas apresentam dois tipos de polimeros diferentes, a
agarose que constitui um polissacarideo neutro formado pela repeti¢do do dissacarideo (1-3)-
B-D-galactose e (1-4)-3,6-anidro-a-L-galactose (figura 6). Esse composto ¢ largamente
utilizado em diferentes setores industriais: na industria de alimentos, como na fabricagao de
gelatinas, queijos, enlatados e doces; na industria farmacéutica, como laxantes, e agentes
emulsificantes e estabilizadores de medicamentos; em pesquisas de laboratério como um meio
de cultura e aplicacdes biotecnologicas, possuindo aplicagdes como géis de separacdo em
analises de cromatografia de permeacdo em gel e técnicas de eletroforese (VASCONCELOS
et al., 2015; MCHUGH, 2003).

O segundo polissacarideo que constitui a estrutura das agaranas ¢ a agaropectina
ainda que ¢ constituida por grupos anidnicos como sulfato, glucuronato e grupo metil. No
geral, as agaranas possuem quantidades de grupo sulfato menor do que as carragenanas,
porém apresentam diferentes aplicagdes industrias devido suas propriedades gelificantes
(VASCONCELOS et al., 2015). As agaranas por apresentarem alta capacidade de gelificacao,
por isso sdao chamadas de hidrocoloides (USOV, 2011).
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Figura 6: Estrutura quimica basica repetitiva de agaranas, com unidades D- e L

alternantes.
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Fonte: Holanda, 2007

Além desses dois grupos de galactanas, existe um outro grupo, denoninados de
galactanas hibridas que sdo polissacarideos complexos que possuem a unidade B do
dissacarideo tanto na configuragdo D como na configuracdo L. Alguns estudos relatam que
desconhecem se esses residuos de dissacarideos repetitivos presentes tanto nas carragenanas
como nas agaranas pertencem a uma mesma molécula de polissacarideo sulfatado ou a
moléculas separadas formando agregados dificeis de romper (TAKANO et al., 2003).

Nas tultimas décadas, os polissacarideos sulfatados de origem algais tém atraido
muita atencdo como aditivos funcionais no campo farmacéutico, mas também nas industrias
alimenticias e cosméticas. Nesse contexto, a literatura tem mostrado o uso dessas moléculas
como algo vantajoso, uma vez que sdo polimeros facilmente disponiveis na natureza, nao

toxicos, ndo onerosos, seguros, biodegradaveis e biocompativeis (AHMADI et al., 2015).

2.3.1 Atividades biologicas

Viarias pesquisas recentes sobre as atividades biologicas dos polissacarideos
sulfatados de algas marinhas ja foram descritas, tais como: imunoestimulante, antitrombotica
e pro-trombdtica, antitumoral, antiviral, pré-inflamatoria, antinociceptiva, anti-inflamatoria,
antioxidante, anticoagulante, efeito antiedematogénico, efeito ansiolitico, cosmética,
nutracéutica e dentre outros estudos. (FONSECA et al., 2008; SYNYTSYA et al., 2010; LINS
et al., 2009; BANDYOPADHYAY et al., 2011; SILVA et al., 2010; ARAUJO et al., 2017;
CARNEIRO et al., 2014; RIBEIRO et al., 2014; COURA et al., 2012; ARAUJO et al., 2012;
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VANDERLEI et al.,, 2011; NA et al., 2010; BARAHONA et al., 2011; LI et al., 2011;
QUINDERE et al., 2013; MONTEIRO et al., 2015; SOUZA et al., 2018; RUOCCO et al.,
2016).

Hé relatos na literatura, que demostram a capacidade que esses polissacarideos t€ém
de atuarem em sistemas de entrega de drogas. A aplicag¢do especifica de polissacarideos em
formulagdes farmacéuticas inclui o seu uso em implantes, filmes, microparticulas,
nanoparticulas e formulacdes de hidrogel (BENEKE; VILJOENM; HAMMAN, 2009).

Hé dois elementos principais que contribuem para a importancia e relevancia dos
biomateriais a base de polissacarideos sulfatados com aplicagio na biotecnologia
farmacéutica: as ligacdes glicosidicas, que podem ser facilmente clivadas pelas enzimas
hidrolases e, assim, contribuem para a biodegradabilidade; e a presenga de grupos sulfato
negativamente carregados, que permitem a funcionalizacdo para aplicagdes especificas, além
de uma interagdo privilegiada com epitélios carregados positivamente (RAVEENDRANS et
al., 2013).

Os macrofagos expressam uma variedade de receptores de superficie celular,
incluindo os especificos para os residuos de manose, fucose, galactose e N-acetilglucosamina.
Assim, os carboidratos podem ser usados como sinais de reconhecimento especificos para
atingir macrofagos e desencadear respostas imunes. De fato, alguns estudos t€ém investigado
os receptores de manose dos macréfagos como alvos, usando agentes baseados em
carboidratos (RODRIGUES & GRENHA, 2015). Nesse contexto, os polissacarideos
sulfatados extraidos de algas marinhas podem ser de potencial uso para estimular o sistema
imune ou controlar a atividade de macrofagos. Além disso, estudos tém mostrado que as
carragenanas podem aumentar as atividades de ligacdo e morte por macrofagos (CUNHA &
GRENHA, 2016).

Estudos que exploram o potencial desses polissacarideos no controle da leishmaniose
sd0 escassos. Nao ha relatos na literatura sobre um possivel efeito de polissacarideos
sulfatados toatis de algas H. musciformis e S. coronopifolius contra L. brazilliensis. Dessa
forma, os polissacarideos sulfatados de algas marinhas podem surgir como uma nova fonte
com grande potencial em aditivos naturais a ser investigada como um possivel efeito

leishmanicida.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Investigar o potencial leishmanicida in vitro contra Leishmania braziliensis dos
polissacarideos sulfatados totais das algas marinhas Hypnea musciformis e Sphaerococcus

coronopifolius.

3.2 Especificos

- Isolar polissacarideos sulfatados de H. musciformis e S. coronopifolius;

- Caracterizar parcialmente a estrutura quimica dos polissacarideos sulfatados totais das
algas H. musciformis e S. coronopifolius;

- Avaliar a citotoxicidade em macréfagos dos polissacarideos sulfatados de H.
musciformis e S. coronopifolius;

- Analisar o potencial leishmanicida in vitro dos polissacarideos sulfatados das algas H.
musciformis e S. coronopifolius contra as formas promastigotas e amastigota de L.
braziliensis;

- Avaliar o efeito do tratamento com polissacarideos sulfatados das algas H.
musciformis € S. coronopifolius in vitro na produg¢do de 6xido nitrico (NO) em
macrofagos infectados com L. braziliensis;

- Verificar o efeito do tratamento com polissacarideos sulfatados das algas H.
musciformis e S. coronopifolius na producdo das citocinas IL-12, TNF-a, IL-4 e IL-10

por macrofagos infectados com L. braziliensis.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS
4.1.1 Algas marinha

A alga marinha Hypnea musciformis foi coletada na Praia das Flecheiras
(3°13°06"°S; 39°16'47"W), localizada no municipio de Trairi, a 130 km de Fortaleza, no
litoral Oeste do Estado do Ceard, Brasil. Apos as coletas, as algas foram acondicionadas em
sacos plasticos e transportadas em recipientes isotérmicos para o Laboratorio de Carboidratos
e Lectinas (CarboLec) do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da UFC. No
laboratdrio, as algas foram limpas para a retirada de epifitas e/ou outros organismos
incrustantes, lavadas com agua destilada e armazenadas (-20°C) até o uso. Espécie estad
depositada na forma de exsicata (n® 56149) no Herbario Prisco Bezerra (UFC).

Amostras da alga marinha vermelha Sphaerococcus coronopifolius foram coletadas
em Berlenga Nature Reserve, Peniche, Portugal com autorizagdo prévia do Instituto de
Conservacdo da Natureza e das Florestas (ICNF), e conduzidas ao Instituto Politécnico de
Leiria em Peniche-Portugal. No laboratério, as algas foram lavadas com agua destilada para
retirada de areia, epifitas e/ou organismos incrustantes, € posteriormente liofilizadas e
trituradas. Logo apds, as algas foram enviadas ao Laboratorio de Carboidratos e Lectinas
(CarboLec), do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal

do Ceara (UFC).

4.1.2 Parasito

A cepa de L. braziliensis (MHOM/BR/94/H3227) foi obtida de paciente com
leishmaniose tegumentar americana (LTA) e sua caracterizagdo foi feita por reacdo em cadeia
da polimerase - PCR (CASTILHO et al., 2003). Os parasitos foram cultivados in vitro a 25
°C em tubos de ensaio com meio N.N.N. e meio Schneider suplementado (Sigma-Aldrich).
Para os experimentos, foram utilizadas promastigotas até a 5* passagem de cultivo, mantidas
em meio Schneider (Aldrich-Sigma) suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF)
inativado, 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina e 20 mM de Hepes (Gibco). A

viabilidade dos parasitos foi analisada pela motilidade dos mesmos ao microscopio Optico.
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4.1.3 Reagentes e meios de cultura

Para a extracdo dos polissacarideos sulfatados: alcool etilico 96%, acido
etilenodiaminotetracético (EDTA), acetato de sodio, cisteina, papaina, cloreto de cetilpiridinio
(CCP), que foram obtidos da Cequimica LTDA. (Cear4, Brasil).

Para a avaliagdo do efeito leishmanicida: meio Schneider, os antibidticos penicilina e
estreptomicina, 2-mercaptoetanol, trypan blue e L-glutamina que foram obtidos da Sigma-
Aldrich Co. (St Louis, U.S.A.); soro fetal bovino (SBF) CRIPION (Sao Paulo, Brasil) RPMI
1640, que foi obtido da Gibco (Grand Island, NY); meio agar base sangue, que foi obtido da
KASVI (Parana, Brasil); kits para dosagem das citocinas IL-4, -10 e -12 ¢ TNF-a, foram
obtidos da BD Biosciences (U.S.A.).

Todos os demais reagentes utilizados no decorrer do trabalho foram de grau
analitico. Para os respectivos experimentos, os meios de cultura foram utilizados puros ou
suplementados, como descrito a seguir:

- Meio Schneider suplementado com 20% de SBF, urina humana estéril a 2% e
antibioticos (100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina). Foi mencionado como
Schneider suplementado o meio contendo os componentes conforme descrito acima, € como
Schneider aquele utilizado sem suplementos.

- Meio RPMI 1640 suplementado com 10% de SBF, 50uM de 2-mercaptoetanol,
2mM L-glutamina, e antibioticos (100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina). Foi
mencionado como RPMI suplementado o meio contendo todos os componentes acima € como
RPMI aquele utilizado sem suplementos.

- Meio Neal, Novy & Nicolle (N.N.N.): Meio agar sangue a 10%, foi suplementado

com meio Schneider e antibidticos (100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina).

4.2 Métodos

4.2.1 Extracgdo de polissacarideos sulfatados totais

A extragdo dos polissacarideos sulfatados totais (PST) foi realizada seguindo
protocolo descrito por Farias e colaboradores (2000). Inicialmente, a alga desidratada em
temperatura ambiente ¢ macerada com N liquido, (5g) foi hidratada em 250 mL de tampao
acetato de sodio 100 mM, pH 6,0 (propor¢ao de 1:50, m/v), contendo EDTA (acido
etilenodiamino tetra-acético) e cisteina (ambos 5 mM) acrescido de 510 mg de papaina (30

mg mL™!).
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A solugdo contendo a alga hidratada foi submetida a uma digestdo proteolitica a 60
°C em banho-maria (MARCONI, modelo MA 159) durante 6 h e apos esse periodo, em
seguida, o homogenato foi filtrado em placa porosa e, os polissacarideos sulfatados presentes
no filtrado foram precipitados através da adicdo de 25 mL de cloreto de cetilpiridinio (CCP) a
10%, por 24 h. Apds a precipitagdo, o extrato foi centrifugado (1000 x g, 20 min, 4 °C), o
precipitado obtido foi lavado com 200 mL de CCP 0,05% e centrifugado nas mesmas
condigdes acimas descritas, e o precipitado obtido foi dissolvido em 160 mL de NaCl 2 M:
etanol (100:15; v:v) e novamente precipitado através da adigao de 300 mL de etanol absoluto
gelado por 18h.

Apos centrifugagdo nas mesmas condigdes acima descritas, o precipitado obtido foi
lavado duas vezes com 300 mL de etanol a 80 % e uma vez com 300 mL de etanol absoluto,
sempre seguidas de centrifugacdo. O precipitado final obtido apds didlise contra agua
destilada, foi liofilizado e denominado de PST (figura 7). Posteriormente foi calculado o

rendimento, segundo a equacdo 1, e o material resultante sera armazenado devidamente.

Equacao 1

. Massa (g) do PST obtido apos a liofilizagao
Rendimento do PST%= x 100
Massa (g) da alga seca utilizada na extracao

4.2.2 Determinacdo de contaminantes proteicos

A determinagdo de contaminantes proteicos foi realizada seguindo o método de
Bradford (1976). Foi preparada uma solucdo estoque de Img/mL de PST, e 1mL dessa
solucdo foi adicionada a 2,5 mL do reagente de Bradford, apds 10 minutos foram realizadas as
leituras em espectrofotdmetro a 595 nm. A concentragdo de proteinas foi estimada em relagao

a curva padrao obtida com albumina sérica bovina (BSA).

4.2.3 Determinacdo do teor de carboidratos totais

Para a analise do percentual de carboidratos totais dos PST, foi utilizado o método do
acido sulfurico/lUV (ALBALASMEH; BERHE; GHEZZEHEI, 2013). Foi preparada uma
solucdo estoque de 1 mg/mL de polissacarideos sulfatados a qual foi diluida em trés
proporcoes diferentes 1:10, 1:20 e 1:30. Apos isso, foi adicionado 1 mL das diferentes

diluicdes preparadas a 3 mL de acido sulfurico e agitadas por 30 segundos. Em seguida, a
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solugdo foi colocada em banho de gelo por 2 min até estabelecer a temperatura ambiente de
25°C. Por fim, foi realizada leitura da absorbancia a 315nm em espectrofotdmetro
(AMERSHAM BIOSCIENCES, modelo BIOTRAK II). Todas as analises foram realizadas
em triplicata. A quantificagdo dos polissacarideos foi realizada a partir de uma curva de

calibragdo de concentracdes crescentes de D-galactose (10 a 100 pg de galactose/mL).

Figura 7- Fluxograma de obtencdo dos PST das algas marinhas vermelhas

Hidratagfo [Tamp&o acetato de sodio 100 mM (pH = 6.0) + cisteina 5
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(descartado). lavagem com etanol (80 %), centrifugacio (1000 x g, 20 min,
4°C) lavagem com etanol (100 %), centrifugacdo (1000 x g 20
min, 4 °C ), dialise (12x) e liofilizacdo.

V

Polissacarideos Sulfatados Totais (PST). |

Fonte: Elaborado pela autora seguindo o protocolo descrito por Farias e colaboradores (2000).
4.2.4 Quantificacdo de sulfato livre

O teor de sulfato livre foi determinado apds hidrélise &cida (4 mg/mL de HCI 1 M, 5

horas, 105 °C) pelo método da gelatina-bario (DODGSON; PRICE, 1962) e monitorado em

espectrofotometro a 360 nm. O sulfato de sddio foi empregado como padrao.

4.2.5 Ensaio de citotoxicidade em macréfagos dos polissacarideos sulfatados totais
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Para avaliagdo da citotoxicidade, foram utilizados macrofagos da linhagem J774,
obtidos da Funda¢do Oswaldo Cruz (Fiocruz) da Bahia (Brasil). Para os experimentos, foram
utilizados 200 pL/pogo de uma suspensdo de 5x10° macréfagos/mL em meio RPMI
suplementado, em placas estéreis de 96 pocos. Inicialmente, as placas foram incubadas em
estufa a 37°C e 5% de CO», por 12 h. Posteriormente, serdo removidos 20 uL de meio dos
pogos, com exce¢cdo dos controles de viabilidade, foram adicionados 20 pL dos
polissacarideos sulfatados de H. musciformis (PHM) e polissacarideos sulfatados de S.
coronopifolius (PSC) para as concentragdes finais de 5, 10, 25, 50 ¢ 100 pg/mL. Em seguida,
as placas foram incubadas a 37°C e 5% de CO», por 24 ¢ 48 horas.

Decorrido este tempo, cada pogo foi lavado duas vezes com 200 puL. de PBS estéril,
adicionados 200 pL. de meio RPMI suplementado e as placas incubadas mais uma vez em
estufa de CO2 por 90 minutos. Posteriormente, 100 pL do meio de cultura foram removidos
em todos os pocos e adicionados 100 puL da solu¢do de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolium brometo) (1 mg/mL), sendo a placa reincubada em estufa de CO 2 por 4
horas. Encerrado o tempo de incubagdo, a solucdo de MTT foi removida das placas e
adicionados 150 pL. de DMSO puro, em seguida, a placa foi submetida a agitagdo pelo
periodo de 10 min. A absorbancia foi medida em espectrofotdmetro em comprimento de onda
de 570nm

Como controle, foram utilizados RPMI suplementado, DMSO puro e salina (NaCl
0,9%) estéril, diluente no qual os PST foram dissolvidas. Os experimentos foram realizados
em triplicata. A viabilidade celular das amostras serd calculada pela equacdo: % inibicdo =
[(OD  controle-ODsubstancia)/ODcontrole] x100), no qual OD representa a absorbancia das

amostras.

4.2.6 Avaliagdo do efeito leishmanicida in vitro em promastigotas dos PST

Para a avaliagdo desse efeito, as culturas contendo as formas promastigotas de L.
braziliensis serdo centrifugadas (3000 rpm; 15 min; 4°C), ressuspendidas em meio Schneider,
contadas em camara de Neubauer e diluidas em meio Schneider suplementado, para obter a
concentracdo de 107 promastigotas/mL.

Para os ensaios com promastigotas, os parasitos foram distribuidos (10’
promastigotas/mL; 160 pL/poco) em placas de culturas de 48 pogos e foram adicionados 40
puL dos PHM concentragdes finais de 5, 10 e 25 pg/mL, e PSC para as concentragdes finais de
5,10, 25 e 50 pug/mL.
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As placas foram incubadas a 25°C em estufa BOD (Mod. 347F) por 24 ¢ 48 horas.
Ap6s cada intervalo de tempo, a viabilidade das promastigotas foi avaliada pela contagem de
formas viaveis utilizando o corante Trypan blue (0,2%) com leitura em cdmara de Neubauer.
Solugdes controle empregadas: Anfotericina B (16 pug/ml); Meio Schneider suplementado

(Parasitos nao tratados).

4.2.7 Avaliacdo do efeito leishmanicida in vitro em amastigotas dos PST

Para a realizacdo dos ensaios in vitro, os macréfagos da linhagem J774 foram
descongeladas a temperatura ambiente e expandidas em garrafas de cultura celular estéreis
contendo meio de cultura RPMI suplementado, em estufa de CO> (5% de CO2 e 95% de
umidade) a 37° C. Ap0s atingirem a confluéncia, as células aderidas a superficie da garrafa de
cultivo foram destacadas por meio de raspagem com “cell scraper” (TPP). A suspensdo
contendo as células foi coletada e centrifugada a 1500 rpm por 15 min a 5°C. O sobrenadante
foi descartado e o precipitado de células foi ressuspendido em RPMI suplementado, contados
em camara de Neubauer ¢ diluidos em meio RPMI suplementado, para a concentragao de
1x10° células/mL. A suspensdo de macrofagos foi distribuida em placas de 24 pogos, cada
poco contendo uma laminula de vidro redonda de 23 milimetros e incubados em estufa de
CO», por 12 h.

As células ndo aderidas foram removidas por lavagem com RPMI e cultivadas com
meio RPMI suplementado na auséncia ou presenga de L. braziliensis (107 promastigotas/mL),
numa propor¢ao de 10 parasitos para 1 célula (10:1) por 12h, tempo suficiente para que
ocorresse a infec¢do. Os parasitos extracelulares foram removidos por lavagem com RPMI
(KARMAKAR et al., 2011). Apds esse periodo as células foram tratadas com farmaco de
referéncia Glucantime® (4 mg/mL), PHM (5, 10 e 25 pg/mL) e PSC ( 5, 10, 25 e 50 pg/mL),
sendo incubadas durante 24 e 48h (37° C, 5% CO: e 95% de umidade). Posteriormente, os
sobrenadantes das culturas foram coletados para a dosagem de 6xido nitrico e citocinas pro-
inflamatorias (IL-12, TNF-a) e anti-inflamatorias (IL-10 e IL-4).

Para quantificar o nivel de infec¢do dos macrofagos, as laminulas contendo as células
foram lavadas com salina, e em seguida, fixadas e coradas com corante Giemsa (Sigma
Aldrich). As laminulas coradas foram montadas em ldminas de vidro e examinadas em
microscopio Optico (ZEISS, Brasil), com magnificacio de 100x em oOleo de imersdo.
Cinquentas células foram examinadas e o numero de amastigotas/50 células foi determinado.

Os experimentos foram realizados em triplicata.
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4.2.8 Dosagem de oxido nitrico

A produgdo de oxido nitrico (NO) foi medida pela dosagem de seus produtos de
degradagdo, nitrito e nitrato, mais estaveis, utilizando o método colorimétrico com Reagente
de Griess (GREEN et al., 1982). Através da reagdo de Griess, o nitrito presente na amostra
reage em meio acido com uma amina aromatica (sulfanilamida), produzindo um sal
diazonico. Este reagira com NEED (N-(1-naftil)-etilenodiaminadihidrocloreto), formando um
complexo estavel de coloragdo plrpura, podendo assim ser quantificado.

Sobrenadantes da cultura de macréfagos foram incubados com o reagente de Griess
(1:1 v/v), recém-preparado, por 10 min a temperatura ambiente. A absorbancia foi medida em
espectrofotometro a 540 nm e a concentracdo de NO; determinada usando uma curva padrao
de nitrito de soédio e expressa como pmol/mL. Para evitar interferéncia por NOo,
possivelmente presente no meio, foi adicionado um branco para cada experimento, utilizando

RPMI suplementado, meio utilizado na cultura das células.

4.2.9 Dosagem de citocinas

Os niveis das citocinas IL-4, IL-10, IL-12 ¢ TNF-o nos sobrenadantes obtidos da
cultura de macrofagos foram determinados utilizando-se o método imunoenzimatico (ELISA),
como recomendado pelo fabricante dos kits (BD Biosciences, San José, CA, USA).

Resumidamente, a placa de 96 pogos, fundo chato (Nunc), foram sensibilizados por
12 as 18h com o anticorpo de captura anti-citocina purificado na concentracao determinada, a
4°C. A placa foi lavada, utilizando-se solugdo de lavagem (PBS com Tween 20 a 0,05%), em
seguida, foi realizado bloqueio com PBS e soro fetal bovino (SBF 10%), posteriormente a foi
incubada por 1 hora a temperatura ambiente. Apds esse periodo passou novamente por
lavagem com PBS + Tween 20, foram adicionados o padrdo e as amostras, ¢ em seguida,
incubada novamente por 2h a temperatura ambiente. Apds esse periodo e nova lavagem com
PBS + Tween 20, foi feito a incubagdo por mais 1h com o anticorpo de detec¢do conjugado a
enzima peroxidase.

ApOs isso, a placa passou por nova lavagem e o substrato foi adicionado. Sendo
incubada por 30 minutos, a temperatura ambiente e protegida da luz. A reacdo foi finalizada

com 4cido fosforico (1:20) e a leitura realizada em leitor de ELISA (Molecular DevicesCorp.;
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Sunnyvale, CA, USA), usando filtro de 450nm. Os resultados foram analisados utilizando-se

o programa Softmax PRO (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA).

4.2.10 Anadlises estatisticas

A andlise estatistica foi realizada com o auxilio do programa GraphPad Prism 6.0
Version for Windows, GraphPad Software (San Diego, CA, USA). Em todos os testes in vitro
os resultados foram expressos como média + erro padrao da média (E.P.M.) e a comparagao
entre as médias foi realizada utilizando analise de variancia (ANOVA) seguida pelo Teste de
Tukey, com excecdo da dosagem de NO em que se empregou o post-teste Bonferroni. Em

todos os testes utilizados, a significancia minima foi aceita quando p<0,05.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rendimento dos polissacarideos sulfatados totais

O método de extracao dos polissacarideos sulfatados (PST) baseou-se na abordagem
enzimatica utilizando a papaina como a enzima proteolitica. A papaina ¢ responsavel pela
quebra das proteinas presentes na parede celular da alga, viabilizando o isolamento dos
polissacarideos sulfatados totais.

O rendimento dos polissacarideos sulfatados totais da alga marinha vermelha H.
musciformis, o qual foi obtido a partir da extracdo enzimatica foi de 43%. Este rendimento ¢
considerado semelhante aos obtidos por Rodrigues et al., (2011) para a mesma espécie de alga
marinha que apresentaram rendimento de 49%. No entanto, este rendimento foi superior
quando comparado aos valores obtidos por Souza et al., (2018) e Brito et al.,, (2016) que
apresentaram rendimento de 28% e 31,8%, respectivamente, no qual foi utilizado o protocolo
de digestao enzimatica com pH 5.0.

Seguindo o mesmo protocolo de extracdo a alga marinha vermelha S. coronopifolius
teve um rendimento de 25%. Este rendimento foi semelhante aos polissacarideos obtidos por
Bouhlal et al. (2011), o qual apresentou um rendimento de 25,5%. No entanto o rendimento
foi inferior se comparado com outra espécie Gracilariopsis hommersandii (37%) (Sanchez et
al., 2019), no qual foi utilizado o protocolo de extracdo com &4gua destilada (90 °C) sob

agitacdo mecanica.



43

Os rendimentos obtidos das algas H. musciformis e S. coronopifolius em comparagdo
com outras algas marinhas vermelhas, demonstrou-se superior, Gracilaria birdiae (4,66%)
(VANDERLEI et al,, 2011), Gelidiella acerosa (7,1%) (CHAGAS et at., 2020), Pyropia
vezoensis (10%) (HE et al., 2020), Gracilaria cornea (15,70%) (RODRIGUES et al., 2017) e
Solieria filiformis (19,14 %) (ARAUJO et al., 2011).

Essa varia¢do nos rendimentos destaca a influéncia da espécie de alga utilizada e a
importancia de ajustar os métodos de extracdo conforme a especificidade do estudo
(MARINHO-SORIANO; BOURRET, 2003). Além disso, a variagao no rendimento dos PST
pode ser influenciada por diversos fatores, como o periodo de coleta, o estdgio de vida da
alga, variagdes sazonais ¢ o tipo de método de extracdo utilizado. A literatura oferece
diferentes métodos de extracdo cada um com o objetivo de extrair macromoléculas especificas
(WASSIE et al., 2021).

Viarias metodologias podem ser empregadas para a extracdo de polissacarideos de
algas marinhas, tais como aquosa a frio (MACIEL et al., 2008) ¢ a quente (SOUZA et al.,
2012), enzimatica (FARIAS et al., 2000), por tratamento alcalino (STEPHANIE et al., 2010),
dentre outras. Porém, a extra¢do por digestdo enzimatica possui a propriedade de eliminar
contaminantes proteicos (FARIAS et al., 2000). Ressalta-se que o método enzimatico
utilizado para a extracdo dos polissacarideos produz carboidratos desprovidos de capacidade
gelificante, possibilitando sua utilizagdo em ensaios celulares. Em contraste, métodos de
extracdo mais simples e economicamente acessiveis resultam em polissacarideos com elevada
capacidade de gelificacdo, o que compromete substancialmente a execugdo dos ensaios € a

analise de sua atividade biologica.

5.2 Quantificacio do conteudo de carboidratos e quantificacio do conteudo de

contaminantes proteicos.

O teor de carboidratos dos PST alga H. musciformis (43%) mostrou-se semelhante ao
descrito por Rodrigues et al., (2011) (55%) e inferior ao encontrado por Brito et al., (2016) e
Souza et al., (2016) (97% e 98%) respectivamente, para a mesma alga marinha. Enquanto que
o teor de sulfato da alga em estudo (29%) foi superior ao apresentado por Souza et al., (2018)
(17,3%) e inferior ao descrito por Rodrigues et al., (2011) (31%). A alga S. coronopifolius
apresentou teor de carboidratos (37%), o teor de sulfato obtido (25%) foi similar ao

encontrado por Bouhlal et al. (2011) (24%)).
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Com relacdo ao conteido de carboidratos das algas H. musciformis e S.
coronopifolius mostraram-se inferior ao encontrado por Coura et al. (2012) para a alga
marinha vermelha Gracilaria cornea (68,8%), Vanderlei et al. (2011) (68,2%) para a
Glacilaria birdiae, Solieria chordalis (51,58%) (STEPHANIE et al., 2010) e na
Pterocladiella capilacea (59,91%) (ISMAIL; AMER, 2021). Esses dados refletem a
diversidade nos teores de carboidratos soluveis presentes em diferentes espécies de algas,
destacando a importancia de avaliar as caracteristicas estruturais ¢ bioquimicas de cada alga
em pesquisas sobre polissacarideos.

O teor de sulfato de ambas as algas foi similar aos descritos por Araujo et al. (2011)
(27,75%) Solieria filiformis, e superior ao exposto por Coura et al., 2012 (15,66%) Gracilaria
cornea, Vanderlei et al., (2011) (8,38%) e Silva (2019) (3%), ambos com a alga marinha
vermelha Glacilaria birdiae. Outros trabalhos com algas vermelhas obtiveram resultados
superior, Andrade (2016), que estudou a espécie de alga vermelha Solieria filiformis, obtendo
um resultado equivalente de 35,89%, no estudo de Gong et al., (2021).

A anélise pelo método Bradford (1976) a quantificacdo espectrofotométrica de
proteinas nos PST de H. musciformis e S. coronopifolius indicou auséncia de proteinas nas
amostras. A auséncia de proteinas no extrato evidencia a eficiéncia da técnica empregada no
processo de extracdo. O que estd em concordancia com outros estudos de obtencdo de
polissacarideos sulfatados de outras espécies de algas que utilizaram a mesma metodologia de
extracdo enzimatica empregada neste trabalho, como os estudos de Chagas (2018) e Ribeiro

(2016). Esses resultados indicam a eficacia do método de extragdo utilizado.

5.3 Avaliacao da citotoxicidade dos polissacarideos sulfatados

Foi observado que nas concentragcdes de PHM (5, 10, 25, 50 e 100 pg/mL) no tempo
de 24h apresentaram diferente redu¢des na viabilidade celular (72,39%+0,10%;
74,69%=+0,24%; 48,56%+0,07%; 28,72%+0,11%; 20,91%=+0,08% respectivamente). ApoOs
48h as concentracdes apresentaram as seguintes reducdes (76,24%+0,24%; 68,17%+0,19%:;
65,17%=0,10%; 45,76%=0,05%; 30,19%=+0,09% respectivamente).

As concentracdes analisadas ndo apresentaram significancia estatistica em relagdo ao
Glucantime. As concentracdes 50 e 100 pg/mL, apresentaram redugdo a viabilidade celular

dos macrofagos em mais de 50% nos dois periodos analisados. (figura 8 A e 6 B).
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Figura 8: Avaliacio da citotoxicidade de PHM em macrofagos in vitro.
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Fonte: Elaborada pela autora. Macrofagos da linhagem J774 foram incubados com DMSO 100%,
glucantime (2mg), PHM (5, 10, 25, 50, 100 pg/mL) e, ap6s 24 e 48 h de incubacao, foi avaliada a
viabilidade celular através do teste do MTT. MEIO: Células ndo tratadas (RPMI suplementado);
DMSO 100%: padrao citotoxico. Realizado em triplicata e os resultados expressos como média +
E.P.M. *p<0,05 vs MEIO (p < 0,05). a-MEIO; b-DMSO; c-GLU (ANOVA, Teste de Tukey).

Para PSC foi observado que nas concentragdes analisadas (5, 10, 25, 50 e 100
pg/mL) 24h demonstrou as seguintes reducdes de viabilidade celular (76,24%+0,24%;
68,17%=+0,19%;  65,17%=+0,10%; 45,76%=+0,05%; 30,19%+0,09% respectivamente).
Transcorrido o periodo de 48 horas, ocorreram as seguintes redugdes nas concentragdes
(76,21%+0,14%;  58,67%+0,05%;  37,24%+0,17%;  32,75%+0,15%; 22,42%=+0,10%
respectivamente). As concentragdes avaliadas ndo demonstraram significancia estatistica
quando comparadas ao Glucantime nos periodos analisados. A concentragdes de 100 pg/mL
promoveu reducao superior a 50% na viabilidade dos macrofagos (figura 9A e 7B).

O Glucantime ® (GLU) apresentou toxicidade em todos os tempos analisados, esse
medicamento apresenta sérios efeitos adversos in vivo, sendo demonstrado por apresentar
elevada toxicidade in vitro (DUARTE et al.,2016). E importante destacar que, no presente
estudo, empregou-se uma concentragdo de 2 mg/mL de Glu, enquanto as concentracdes

avaliadas dos PST foram vinte vezes inferiores a do farmaco padrao.
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Figura 9: Avaliacio da citotoxicidade de PSC em macroéfagos in vitro.
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Fonte: Elaborada pela autora. Macréfagos da linhagem J774 foram incubados com DMSO 100%,
glucantime (2 mg/mL), PSC (5, 10, 25, 50, 100 pg/mL) e, ap6s 24 e 48 h de incubagdo, foi avaliada a
viabilidade celular através do teste do MTT. MEIO: Cé¢lulas ndo tratadas (RPMI suplementado);
DMSO 100%: padrdo citotoxico. Realizado em triplicata e os resultados expressos como média +
E.P.M. *p<0,05 vs MEIO (p < 0,05). a-MEIO; b-DMSO; c-GLU (ANOVA, Teste de Tukey).

O ensaio do MTT ¢é um método colorimétrico baseado na reacdo de reducao do sal
brometo de 3[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio (MTT), de coloracdo amarela, a um
sal chamado de Formazan, de coloracdo roxa. A reacdo de reducdo ¢ catalisada pelo sistema
enzimatico succinato-tetrazolredutase, que faz parte da cadeia respiratoria mitocondrial. A
atividade deste sistema enzimatico reflete a funcionalidade metabodlica das mitocondrias,
sendo a auséncia da redugdo do MTT indicativo de diminuigdo de atividade metabdlica e
viabilidade celular (MOSMANN, 1983).

A utilizacao de testes in vitro, por meio de ensaios de viabilidade celular, constitui o
primeiro passo para a avaliacdo da compatibilidade bioldgica de uma substancia e oferece
informagdes importantes sobre a analise da biocompatibilidade entre diferentes materiais
(ROGERO et al,, 2003).

A avaliagdo de citotoxicidade em macrofagos € primordial, pois € parte do ciclo de
vida do parasito no hospedeiro vertebrado, uma vez que a conversdo em amastigota €
posterior multiplicagdo ocorre no interior destas células (LIU & UZONNA, 2012;
KOUTSONI et al.,2014).

Na literatura Alves et al., (2016) descreve que fragdes ricas em galactana sulfatada

(extraidas através de digestdo proteolitica, com proteases alcalinas) de H. musciformis
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apresentou potencial citotoxico em células RAW tratadas 24h e 48h, as concentragdes
utilizadas no estudo Alves et al., (2016) foram 1,0 e 2,0 mg mL"'. Os PS da alga Dictyota
caribaea ndo terem apresentado citotoxicidade e foram capazes de ativar macrofagos RAW
264.7 NAKAMURA et al., 2006).

Diante dos resultados obtidos na avaliagdo da toxicidade de PHM e PSC em
macrofagos, foi possivel verificar que algumas concestragdes dos PSTs demonstraram
significativo efeito citotoxico sobre culturas de células. Os estudos prosseguiram investigando
o efeito deste sobre macréfagos infectados por L. braziliensis e nas formas promastigota,
utilizando as concentragdes (5, 10 e 25 pug/mL) para PHM e (5, 10, 25 ¢ 50 pg/mL) para PSC.
As concentragdes analisadas exibiram melhor viabilidade celular quando comparadas ao

tratamento com Glucantime.

5.4 Avaliacao do efeito leishmanicida em promastigotas

Foram avaliados in vitro o efeito leishmanicida de PHM e PSC nas concentragdes (5,
10 e 25 pg/mL) e (5, 10, 25 e 50 pg/mL) respectivamente.

PHM quando testada nas primeiras 24 h, demostrou efeito leishmanicida contra
promastigotas em todas as concentracdes testadas (66,87% + 8,93; 42,09% =+ 9,82%; 74,03 +
8,40 % respectivamente), em relacdo ao controle Meio, apenas a concentragdao (10 pg/mL)
apresentou significancia estatista em relagdo a anfotericina B (57,91% £ 9,82%). Quando
avaliada apos 48 h, esse efeito continuou (54,90% = 9,46%; 52,79% + 8,44%; 76,92% =+
5,45% respectivamente), vale ressaltar que, neste tempo, a PHM ndo apresentou diferenga

estatistica, quando comparada ao controle anfotericina B (figura 10 A e §B).

Figura 10: Avaliacdo da atividade leishmanicida de PHM contra as formas

promastigotas de L. braziliensis.

A 24h B 48h
150, Ll
E’ 1004 _g 100+
2 3
< a,b E a "
Z T 2
@ 5 50 T
=) 50+ a =
=] T a wn a
v T
a a
ML e
. T r r . o b
O & 5 N 4 S v
& &
@Q) - v PHm (pg)
¥ PHm (ng)

L. braziliensis L. braziliensis



48

Fonte: Elaborada pela autora. Promastigotas (107 parasitos/mL) foram incubadas com anfotericina B
(16 pg/mL - controle positivo), PHM (5, 10 e 25 pg/mL). MEIO: células ndo tratadas (Schneider
suplementado) por 24 e 48 h. Realizado em triplicata e os resultados expressos como média + E.P.M.
p<0,05 vs a-MEIO e b-ANF B (ANOVA, Teste de Tukey).

PSC induziu reducdo significativa na sobrevivéncia dos parasitos em relagdo ao
controle nas concentracdes de 5, 25 e 50 pg/mL (46,30% = 9,44%, 68,70% + 7,85%, 50,48%
+ 7,15%, respectivamente) as concentragdes (5 e 10 pg/mL) apresentou significincia estatista
em relacdo a anfotericina B (53,70% =+ 9,44%; 64,81% =+ 12,18% respectivamente).
Entretanto, com 48h, houve redu¢do significativa, apenas nas concentracdes de 5 e 25 pg/mL
(52,57% £ 9,59%, 60,06% =+ 7,66%), apenas a concentracdo (10 pg/mL) apresentou
significancia estatista em relagdo a anfotericina B (68,85% + 17,12%). Ainda que as demais
concentragcdes ndo tenham apresentado diferenga significativa em comparagdo ao GLU, elas

promoveram reducdo na sobrevivéncia das formas promastigotas (figura 11A e 9B).

Figura 11: Avaliacido da atividade leishmanicida de PSC contra as formas

promastigotas de L. braziliensis.
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Fonte: Elaborada pela autora. Promastigotas (107 parasitos/mL) foram incubadas com anfotericina B
(16 ug/ml - controle positivo), PSC (5, 10, 25 e 50 ug/mL). MEIO: células ndo tratadas (Schneider
suplementado) por 24 e 48 h. Realizado em triplicata e os resultados expressos como média = E.P.M.
p<0,05 vs a-MEIO e b-ANF B (ANOVA, Teste de Tukey).

O resultado obtido quanto a atividade contra promastigota ¢ corroborado ao estudo
descrito por Kangussu-Marcolino et a/ (2015), em que foi relatada a atividade leishmanicida
in vitro de polissacarideos das algas vermelhas Gymmnogongrus griffithsiae ¢ Eucheuma

denticulatum contra L. amazonensis. O polissacarideo da alga G. griffithsiae inibiu o
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crescimento em quase 50% a 10 pg/mL. O composto da alga E. denticulatum mostrou o efeito
mais intenso, inibindo o crescimento de L. amazonensis em até 98% a 10 pg/mL. Apesar d
atividade leishmanicida descrita no estudo, detalhes do mecanismo de agdo dos
polissacarideos nao estao claros.

O estudo descrito por Pires et al. (2013), no qual demonstraram que os
polissacarideos, com énfase para o galactano sulfatado da alga vermelha Solieria filiformis e
Botryocladia occidentalis, apresenta agdes antiparasitarias, ¢ eficaz para combater a infec¢ao
por Leishmania amazonenses. Em contrapartida nesse mesmo estudo os polissacarideos da
alga Gracilaria caudata ndo apresentaram efeito leishmanisida.

Existem relatos na literatura com atividades antiparasitarias de extratos de algas do
género Dictyota, como inibi¢cdo do crescimento das formas promastigotas de L. amazonensis
por extratos de Dictyota cervicornis (SANTOS et al., 2011). Lira et al., (2016) relata que
extratos de Dictyota ciliota e Dictyota menstrualis, extraidos por decocgd, apresentaram efeito
leishmanicicda conta L. brasiliensis.

Segundo Alianga et al., (2014) extrato de Dictyota mertensii apresentou atividade
leishmanicida, contra as formas promastigotas de L. brasiliensis. Outros esudos apresentaram
relatos da atividade leishmanicida de extratos de algas do género Hypnea, como a inibi¢ao do
crescimento de formas promastigotas de L. infantum por extratos de Hypnea cornuta
(MINICANTE et al., 2016) e H. musciformi (BARBOSA. 2020). No estudo de Barbosa
(2020), foi utilizado fragdo basica de H. musciformis, extraida por por decoc¢do, no entanto,
ndo descreveram o possivel mecanismo de agdo atividade leishmanicida desse composto.

Embora as formas de promastigotas sejam mais faceis de manusear, no entanto
possui a limitacdo e algumas diferengas metabodlicas com a forma amastigota, que podem
alterar sua resposta aos medicamentos (COSTA et al.,2014). Os compostos que apresentam
atividade contra promastigotas poderiam ser incapazes de alcangar as formas amastigotas de
Leishmania, pois poderiam apresentar inabilidade de atravessar a membrana das células, ou
de se manterem estaveis com o baixo pH no interior dos macréfagos. No entanto, outros
produtos podem ser também fagocitados pelos macrdéfagos e ativar diretamente o estagio
intracelular do parasito (DUARTE et al.,2016).

Embora a pesquisa sobre formas promastigotas ndao represente a infec¢ao do
hospedeiro mamifero, torna-se importante para a identificagdo de novas terapias potenciais
(GUAN & MASER, 2017). Vale ressaltar que as promastigotas diferem significativamente
das amastigotas em relacdo a morfologia, a composi¢do do glicocalice de superficie e ao

metabolismo. E concebivel que a biologia especifica do estagio tenha consequéncias
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importantes sobre como os parasitos respondem a medicamentos e produtos quimicos (KAR

etal.,2017).

5.5 Avaliacao do efeito leishmanicida em macréfagos infectados

Ap6s 24h, PHM, nas concentragdes de 5, 10 e 25 ug/mL resultaram em uma redugio
significativa da carga parasitaria que variou entre 52,17% + 1,49 %; 47,62% = 1,71%; 39,26%
+ 2,70% respectivamente, quando comparado com o controle meio. Vale ressaltar que, neste
tempo, houve diferenga estatistica entre as diferentes concentragdes (5 e 25 pg/mL) 60,74% +
3,63% (figura 12 A). Apds o tratamento de 48h com PHM, houve reducdo significativa da
carga parasitaria nas concentragdes 5, 10 e 25 pg/mL em 44,40% + 0,88%, 43,40% = 1,43%,
39,60% =+ 1,09% quando comparados com o controle ndo tratado (figura 12 B). O tratamento
com GLU apresentou redugdo significativa na carga parasitaria quando comparado com o

controle em 24h (44,23% + 2,64%) ¢ 48h (47,63% + 2,82%).

Figura 12: Carga parasitaria em macréfagos infectados com Leishmania

braziliensis e tratados com PHM.
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Fonte: Elaborada pela autora. Macrofagos da linhagem J774 foram incubados com glucantime (2mg/
mL) PHM (5, 10 e 25 pg/mL), apds 24 e 48 horas, foi avaliada a carga parasitaria. MEIO: macrofagos
infectados e ndo tratados em meio RPMI suplementado; Controle do veiculo: GLU (2mg/mL).
Realizado em triplicata e os resultados expressos como média = E.P.M. p<0,05 vs a: MEIO; b-25
pg/mL (ANOVA, Teste de Tukey).

O tratamento com PSC, ap6s as 24 h iniciais, as concentragdes de 5, 10, 25 e 50

pg/ml resultaram em uma redugdo significativa da carga parasitaria, se comparado ao
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controle, de 45,29% =+ 0,74%, 44,13% =+ 1,97%, 43,92% =+ 3,26% e 56,30% =+ 1,23%
respectivamente (figura 13A). No tempo de 48 h, seguindo as mesmas concentragdes, a
redugdo foi significativa em relagdo com controle meio, alcangcando 40,38% =+ 2,62%; 40,72%
+ 1,65%; 43,95% =+ 1,14%; 41,05% =+ 1,45%, respectivamente (figura 13B). Em relacao ao
tratamento com GLU a redu¢do do numero de parasitos versus o controle nas 24h (55,77% =+

2,64%) e 48h (47,63% + 2,82%)).

Figura 13: Carga parasitaria em macréfagos infectados com Leishmania

braziliensis e tratados com PSC.
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Fonte: Elaborada pela autora. Macrofagos da linhagem J774 foram incubados com glucantime (2mg/
mL) PSC (5, 10, 25 e 50 pg/mL), ap6s 24 e 48 horas, foi avaliada a carga parasitaria. MEIO:
macrofagos infectados e ndo tratados em meio RPMI suplementado; Controle do veiculo: GLU
(2mg/mL). Realizado em triplicata e os resultados expressos como média + E.P.M. p<0,05 vs a- MEIO
(ANOVA, Teste de Tukey).

Modelos experimentais baseados na atividade contra formas amastigota de
Leishmania spp. sdo importantes porque € o estagio de vida do parasito responsavel pelas
diferentes manifestagdes clinicas, sendo esse modelo o melhor caminho para relatar a
atividade de drogas-teste leishmanicidas in vivo e in vitro (CARVALHO et al., 2017).
Considera-se que os antimoniais tém acdo parasiticida direta e comprometimento no DNA do
parasito.

A avaliagdo da carga parasitaria apOs o tratamento com os polissacarideos sulfatados
de H. musciformis e S. coronopifolius comprovou o efeito leishmanicida dessas moléculas

com uma diminuicdo significativa das formas amastigotas intracelulares. Vale ressaltar que ndo
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foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os PST e o Glucantime, firmaco
padrdo; entretanto, a reducao da carga parasitaria foi semelhante entre os tratamentos.

Estes resultados corroboram com dados da literatura que descrevem atividades
antiparasitarias de Galactana sulfatada obtida por extracdo aquosa da alga vermelha
Eucheuma denticulatum, nesse estudo os polissacarideos foram avaliados em condigdes
experimentais sobre amastigotas intracelulares de Leishmania (L.) amazonenses, com
tratamento com 2,5 e 10 pg/mL dos polissacarideos, apresentando assim, atividade
leishmanicida (MARCOLINO, 2010).

Estudo realizado com polissacarideos sulfatados (heterofucanas) de Sargassum
filipendula, que demostraram com capacidade de induzir a atividade leishmanisida na forma
de amastigota de Leishmania infantum. As heterofucanas sdo conhecidas pela capacidade de
modular uma série de fungdes bioldgicas (TELLES et al., 2015).

Kar et al. (2011) demonstraram o efeito in vitro e in vivo de uma fucoidana
(polissacarideo sulfatado polianidonico de algas marrons) contra cepas de L. donovani, que
inibiu a multiplicacdo de amastigotas de nos macrofagos. Segundo Soares et al., 2012,
extratos da alga Dictyota pfaffi, a extragdo foi realizada com DCM/MeOH, esse composto
apresentou inibi¢cdo na infeccdo formas amastigotas de L. amazonenses.

Estudos anteriores também relataram atividades antiparasitarias contra L. infantum a
partir de extratos das algas Hypnea cornuta (MINICANTE et al., 2016) e H. musciformis
(BARBOSA et al., 2020). Nesses trabalhos, os extratos foram obtidos por decoccao,
utilizando 100 mL de uma solugao hidroetanélica, durante duas horas a 80 °C.

E importante ressaltar que os macrofagos possuem em sua superficie varios tipos de
receptores que podem ser alvo de ligacdo de diferentes polissacarideos (MARTINEZ-

POMARES et al., 2006; SCHEPETKIN; QUINN, 2006).

5.6 Avaliacio da concentracio de 6xido nitrico (NO) em macrofagos infectados com
L. braziliensis e tratados com os polissacarideos sulfatados

Com objetivo de verificarmos se os PHM e PSC podem induzir um aumento na
producdo de 6xido nitrico (NO) por macrdofagos foi utilizado o reagente de Griess. Os PHM,
nos dois tempos analisado, A producdo de NO apresentou aumento significativo em relagao
ao controle de macrofagos infectados apenas na concentragdo de 5 pg/mL, com valores de

1,30 £ 0,27 pmol/mL em 24 h e 5,34 £ 0,57 umol/mL em 48 h (Figuras 14A e 14B).
Para PSC, no primeiro tempo analisado, aumentou os niveis de NO de forma

significativa em relacdo ao controle macréfagos infectados (5, 10 e 50 pg/mL), apenas nas
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concentragdes de 5 pg/mL (1,18 = 0,23 umol/mL), 10 pg/mL (1,38 + 0,09 umol/mL) e 50
pg/mL (1,22 £ 0,19 umol/mL). Seguidamente as 48h, foi observado que o tratamento com as
concentragdes de 5 ug/mL (5,64 = 0,34 umol/mL) e 10 pg/mL (7,37 £ 0,09 umol/mL)
aumentaram os niveis de NO de forma significativa em relacdo ao controle macrdéfagos

infectados, assim como o GLU (3,25 + 0,37 umol/mL) (figura 14C e 14D).

Figura 14 Concentracao de 6xido nitrico nos macréfagos infectados com L. braziliensis e
tratados com PHM e PSC.
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Fonte: Elaborado pelos autores. Macrofagos J774 foram incubados com foram incubados com
glucantime (2mg/ mL) PHM (5, 10 ¢ 25 pug/mL) ou PSC (5, 10, 25 e 50 ug/mL), apos 24 ¢ 48 horas,
foi avaliada a produgdo de Oxido Nitrico. MEIO: macrofagos ndo infectados em meio RPMI
suplementado; -: macrofago infectado e ndo tratado; Controle do veiculo: GLU (2mg/mL). Realizado
em triplicata e os resultados expressos como média + E.P.M. p<0,05 vs a- MEIO b: -, ¢: GLU, d: [5



54

pug/mL]; e: [10 ug/mL]; f: [25 ug/mL]; g: [50 ug/mL]. GLU = Glucantime. - = L. braziliensis.
(ANOVA, Bonferroni).

Estudos demonstram que macréfagos ativados podem produzir 6xido nitrico, e
utilizam esta via para eliminar microrganismos fagocitados e, em especial parasitos, como,
por exemplo, Leishmania. (SCORZA; CARVALHO; WILSON, 2017; KALANTARI et al.,
2014; KORHONEN et al., 2005). No presente estudo, objetivou-se avaliar a producao de
oxido nitrico. Esta atividade leva mais tempo para se iniciar, devido a necessidade de
expressao da enzima 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) (KORHONEN et al., 2005).

Os PHM e PSC induziram melhor produgcdo de NO ap6s 48 h de tratamento, o que
estd consistente com a cinética da inducdo de iNOS, que atua entre 48-72 horas apos a
infeccdo (GIUDICE et al., 2007). Alguns polissacarideos algais, vém se destacando como
ativadores da produc¢do de NO. Os polissacarideos sulfatados de Sargassum filipendula,
apresentaram a capacidade de acdo imunoestimulante em macrofagos e, sdo eficazes na
ativacdo da producdo de NO (TELLES et al., 2015). Teruya e colaboradores também
reportaram que fucoidanas obtidas da alga laminaria angustata induzem a produ¢do de NO
por RAW 264.7 nas concentragdes de 50 a 400 pg/mL (NAKAMURA et al., 2006; TERUYA
etal., 2010).

Outros estudos também demonstram os efeitos dos polissacarideos sulfatados na
producao de NO por macrofagos com 48 horas de incubagdo. Segundo Kangussu-Marcolino
et al (2015), polissacarideos extraidos da alga vermelha Eucheuma denticulatum promoveu
uma produgao de NO até 81% (5 e 10 pg/mL) e alga Gymnogongrus griffithsiae exibiu um
efeito estimulador de NO em 71% a 10 pg/mL, quando comparado ao meio. Nesse estudo
foram utilizados macréfagos peritoneais de camundongos e, foi possivel analisar que os
polissacarideos foram capazes de eliminar o anion superoxido produzido por macrdéfagos, o
qual estimulou essas células a liberar 6xido nitrico e também apresentou efeito leishmanicida.

Leiro et al., (2007) descreveu que polissacarideos sulfatados extraidos de Ulva
rigida, alga verde, ativaram a producdo de 6xido nitrico, em macrofagos murinos in vitro,
Segundo o autor, os grupos sulfato sdo importantes para que os polissacarideos sulfatados
sejam capazes de estimular as células RAW 264.7 a liberar NO.

Apesar de muitos autores descreverem que a quantidade de grupos sulfatos presentes
nos polissacarideos sdo importantes para sua agdo, a posicdo em que esses grupos estdo
distribuidos na molécula ¢ um fator também muito determinante para que um polissacarideo
sulfatado apresente maior ou menor atividade (LIANG et al., 2014; HAROUN-BOUHEDJA
et al., 2000). No presente estudo, o teor de sulfato em PHM e PSC foram semelhantes.
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Estima-se que devido a posicdo do grupo sulfato na molécula pode apresentem atividades
distintas. Os efeitos leishmanicidas dos polissacarideos podem ocorrem por diferentes
mecanismos (KANGUSSU-MARCOLINO et al.,2015),

Sabe-se que diferentes polissacarideos podem se ligar a varios receptores na
superficie dos macrdfagos, evidenciando que os polissacarideos podem ser reconhecidos por
macrofagos pelos receptores manose-fucose (MARTINEZ-POMARES et al., 2006; LEUNG
et al., 2006; BOHN; BEMILLER, 1995). Essa interagdo pode desencadear a ativacdo de

moléculas alvos, resultando em contribuigdes intracelulares para o efeito leishmanicida.

5.7 Efeito dos PHM e PSC sobre a concentragciao de citocinas pré-inflamatorias e
anti-inflamatorias em macrofagos infectados com Leishmania braziliensis.

Macroéfagos parasitados e tratados com a PHM, com 24 h, apresentaram um aumento
significativo da producdo de IL-12, nas concentragdes de 5 pg/mL (23,70 + 5,53 pg/mL) e 10
ug/mL (21,28 £ 7,45 pg/mL), quando comparado ao controle MEIO (0,98 £+ 0,04 pg/mL)
(figura 15A). Os grupos tratados com PHM ndo mostrando diferenca significativa na
producdo de IL-12 em relagdo ao GLU nas 24h. Com 48h pos-tratamento, tdo somente o
grupo 10 pg/mL (14,20 + 0,37 pg/mL) conseguiu manter a producdo de IL-12 significativa
em relacdo aos de mais grupos, € ao Glucantime (7,22 + 0,22 pg/mL) (figura 15B).

Na avaliacdo do efeito da PHM sobre a producao de TNF-a, foi observado que
ocorreu significancia estaticamente nas 24h na concentragdo 5 ug/mL (20,12 + 7,02 pg/mL)
quando comparado ao controle MEIO (10,57 + 0,56 pg/mL). Apds 48h de tratamento, os
grupos tratados com PHM, nenhum apresentou significancia estatisticamente (figura 15C e
15B).

Figura 15: Efeito de PHM na concentraciao de citocinas pro-inflamatdorias em

cultura de macrofagos infectados por Leishmania braziliensis.
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Fonte: Elaborado pelos autores. Macrofagos J774 foram incubados com foram incubados com
glucantime (2mg/ mL) PHM (5, 10 e 25 pg/mL), ap6s 24 e 48 horas, foi avaliada a produgdo de
citocinas pro-inflamatorias. MEIO: macrofagos ndo infectados em meio RPMI suplementado; -:
macrofago infectado e ndo tratado; Controle do veiculo: GLU (2mg/mL). Realizado em triplicata e os
resultados expressos como média + E.P.M. p<0,05 vs a: MEIO, b: -, ¢: GLU, d: [5 pg/mL]; e: [10
pg/mL]; f: [25 pg/mL]; g: [50 pg/mL]. GLU = Glucantime. - = L. braziliensis. (ANOVA, Teste de
Tukey).

Nas figuras 16A e 16B estdo descritos os efeitos da PHM (5 — 25 pg/mL) sobre a
producao IL-10. Nas primeiras 24h o tratamento com PHM em macrofagos infectados por L.
braziliensis induziu a producdo de IL-10, apresentando significadncia estatistica nas
concentragdes 5 e 10 pg/mL (92,57 £ 0,0 pg/mL; 61,88 + 0,0 pg/mL) respectivamente,
sobressaindo-se ao grupo tratado com o antiménio (23,78 + 15,19 pg/mL). Apds 48h de
infecc¢do, ocorreu uma indugdo na producao de IL-10 pelas células tratadas com PHM, nas
concentragdes 5 pug/mL (25,67 + 9,49 pg/mL) e 25 pg/mL (37,08 + 5,71 pg/mL), mostrando
diferenga significativa na producao de IL-10 em relacdo ao GLU (11,34 2,75 pg/mL).

Na avaliacdo do efeito da PHM na produgdo de IL-4 foi observado que ndo houve
significancia estatistica indu¢do na producao de dessa citocina em macrofagos infectados por
L. braziliensis e tratados com PHM nas primeiras 24 horas. Esse padrao se estendeu para as

48h, em relagdo a produgdo de IL-4 (figura 16C e 16D).
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Figura 16: Efeito de PHM na concentracio de citocinas anti-inflamatorias em

cultura de macrofagos infectados por Leishmania braziliensis.
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Fonte: Elaborado pelos autores. Macrofagos J774 foram incubados com foram incubados com
glucantime (2mg/ mL) PHM (5, 10 e 25 pg/mL), apds 24 e 48 horas, foi avaliada a produgdo de
citocinas anti-inflamatérias. MEIO: macrofagos ndo infectados em meio RPMI suplementado; -:
macrofago infectado e nao tratado; Controle do veiculo: GLU (2mg/mL). Realizado em triplicata e os
resultados expressos como média = E.P.M. p<0,05 vs a: MEIO, b: -, ¢: GLU, d: [5 ug/mL]; e: [10
pg/mL]; f: [25 pg/mL]; g: [50 pg/mL]. GLU = Glucantime. - = L. braziliensis. (ANOVA, Teste de
Tukey).
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Nas primeiras 24h o PSC induziu a produ¢do de citocina IL-12 concentracdo 50
ug/mL (5,05 = 0,22 pg/mL), a qual diferenca significativa apenas com o MEIO (0,98 + 0,04
pg/mL) nao ocorreu diferenga significativa na producao de IL-12 em relagdo as concentragdes
e ao GLU. Com 48h pos-tratamento nenhum grupo apresentou significancia estatisticamente
(figura 17A e 17B).

Macrofagos parasitados e tratados com a PSC, com 24h, ndo apresentaram
significancia estatistica na producao de TNF-a. Apos 48h de tratamento, nos grupos tratados
com PSC a concentragdo de 25 pg/mL (93,85 + 0,0 pg/mL) apresentou um aumento
significativo dessa citocina, enquanto aos outros grupos, apresentou também diferenca

significativa com o GLU (9,49 + 1,19 pg/mL) (figura 17C E 17D).

Figura 17: Efeito de PSC na concentragdo de citocinas pré-inflamatorias em
cultura de macrofagos infectados por Leishmania braziliensis.
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Fonte: Elaborado pelos autores. Macrofagos J774 foram incubados com foram incubados com
glucantime (2mg/ mL) PSC (5, 10, 25 e 50 pg/mL), apos 24 e 48 horas, foi avaliada a producao de
citocinas pro-inflamatorias. MEIO: macrofagos ndo infectados em meio RPMI suplementado; -:
macrofago infectado e nao tratado; Controle do veiculo: GLU (2mg/mL). Realizado em triplicata e os
resultados expressos como média + E.P.M. p<0,05 vs a: MEIO, b: -, ¢: GLU, d: [5 pg/mL]; e: [10
pg/mL]; f: [25 pg/mL]; g: [50 pg/mL]. GLU = Glucantime. - = L. braziliensis. (ANOVA, Teste de
Tukey).

A adicdo de PSC (5 — 50 pg/mL) em macrofagos infectados por L. braziliensis
causou uma indu¢ao na producao de IL-10 com significancia estatistica pelas células tratada
na concentragdo de 10 ug/mL (65,71 + 7,65 pg/mL) sobressaindo-se ao grupo tratado com o
antimonio (23,78 £ 15,19pg/mL). As 48h seguidas ocorreu produg¢do de citocina IL-10
significativamente nas concentralgoes 25 ng/mL (125,4 + 17,42 pg/mL) e 50 pg/mL (135,1 £
11,63 pg/mL), havendo significancia estatistica com o grupo GLU (11,34 £ 2,75 pg/mL).
(figuras 18A e 1B).

Na avalia¢do do efeito do PSC sobre a producdo de IL-4, que ndo houve significancia
estatistica na indugdo na produgdo dessa citocina. Apos 48h de tratamento, os grupos tratados
com PSC nas concentragdes de 10 e 50 pg/mL (14,02 + 0,58 pg/mL, 12,78 + 1,29 pg/mL,
respectivamente) apresentaram um aumento significativo dessa citocina, em relagdo aos

outros grupos, inclusive o grupo GLU (3,32 + 0,74 pg/mL) (figura 18C e 18D).

Figura 18: Efeito de PSC na concentracio de citocinas anti-inflamatorias em
cultura de macrofagos infectados por Leishmania braziliensis.

A 24h B 48h
50 150- abcde abede
120_ IZB'
=) E 904
£ 9(0- £
‘5:1390 b,e.f é‘j
S 60- Sl
i .
= 50 =~ 30- ﬁ
. " 11
5 O 1 ® 2N P D
§
& PSc (ug) PSc(ug)

L. braziliensis L. braziliensis



60

C 4N D 48 h

th
=)
1l
th
=
1]

Lo
>
L

[\
(—]
1

C,d,f C,d,f

0

IL-4 (pg/mL)
w
e
IL-4 (pg/mL)
w
e

p—
>

0- O 4 Q ) \Q p\’% 43“
N
L F TS s & & —x =
S © T{pg) PSec (ug)
L. braziliensis L. braziliensis

Fonte: Elaborado pelos autores. Macrofagos J774 foram incubados com foram incubados com
glucantime (2mg/ mL) PSC (5, 10, 25 e 50 pg/mL), apds 24 e 48 horas, foi avaliada a produgao de
citocinas anti-inflamatérias. MEIO: macrofagos nao infectados em meio RPMI suplementado; -
macrofago infectado e ndo tratado; Controle do veiculo: GLU (2mg/mL). Realizado em triplicata e os
resultados expressos como média = E.P.M. p<0,05 vs a: MEIO, b: -, ¢: GLU, d: [5 ug/mL]; e: [10
pg/mL]; f: [25 pg/mL]; g: [50 pg/mL]. GLU = Glucantime. - = L. braziliensis. (ANOVA, Teste de
Tukey).

O importante papel dos macroéfagos no sistema imune ¢ amplamente estabelecido na
ciéncia médica, sendo células que atuam na “linha de frente” da imunidade inata, liberando
mediadores imunologicos e exercendo a fagocitose e pinocitose de diversos materiais (YIN;
ZHANG; LI, 2019). Os Macrofagos sdo as principais células hospedeiras da Leishmania ssp.
tem um relevante papel no controle imunoldgico de parasitos intracelulares. Estudos
demonstraram que polissacarideos sulfato podem regular a fagocitose de macrofagos. Para
enxertar suas atividades microbicidas os macrofagos desenvolveram mecanismos estruturais e
moleculares (aumento do nivel de citocinas e NO) causando danos nas proteinas e DNA do
parasito (CARVALHO et al.,2017; KIM et al., 2011)

O resultado da infeccdo da leishmaniose humana depende do tipo de resposta
imunologica que se desenvolve. O tipo de resposta Thl ¢ favoravel a resisténcia ao parasito,
enquanto uma resposta Th2 promove a susceptibilidade. O mecanismo de ac¢do ¢ baseado no
estimulo imunoldgico, com ativagdo da resposta imune e produgdo de citocinas inflamatdrias
tal como IL-12, TNF-a, como também de mediadores quimicos como NO e reativos de
oxigénio (DUARTE et al.,2016).

As citocinas, especificamente IL-12 e IL-4, desempenham um papel critico na
diferenciagdo das células T helper, embora outros fatores também influenciem o

desenvolvimento dos subconjuntos de célula T (HONDOWICZE & SCOTT, 2002). O
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controle da L. braziliensis esta associado com uma resposta imunoldgica Thl especifica
contra o parasito. A producao de IL-12 por macrofagos e células dendriticas, leva a produgao
de IFN-y por células NK e diferenciacdo de células ThO em células Thl, que também
produzirao IFN-y que ira fornecer um estimulo chave para o desenvolvimento da resisténcia
de macrofagos e a produgdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio por estes
(ANDRADE et al.,2014; GIUDICE et al., 2007).

No presente estudo a PHM tem potencial de imunomodular a resposta de macrofagos
frente a infecg¢do por L. braziliensis, principalmente pela forma mucosa que ¢ devido a alta
produgdo de inflamacdo, com aumento na indugdo de TNF-q, IL-12 e IL-10 esta ultima que se
comporta como uma citocina regulatoria, e diminuicdo da citocina IL-4 que apresenta um
perfil anti-inflamatorio. PSC induziu a producdo de citocinas, mediante a resposta de
macrofagos frente a infeccdo por L. braziliensis, com aumento na inducdo de IL-12, TNF-a,
IL-10 e IL-4.

A susceptibilidade a Leishmania ¢ apoiada, na maior parte dos casos, na produgdo
precoce de IL-4 que promove o desenvolvimento de lesdes durante as fases iniciais da
infeccdo (VASQUEZ et al., 2008). Estd bem estabelecido que IL-10 endégeno ¢ um mediador
central da homeostase imunoldgica, necessaria para modular a forte reagdo inflamatéria que
pode acompanhar a resposta imunoldgica contra patdégenos nos tecidos (OLIVEIRA &
BRODSKYN, 2012).

Os Polissacarideos de algas podem ter acdo imunoestimulatéria (induzindo o
processo inflamatério) ou anti-inflamatéria (amenizando o processo inflamatdrio).
Polissacarideos de algal de Fucus vesiculosus, etimularam a producao de IL-12, TNF-a e
expressao de receptores classe I, II, CD54 e CD86, maturacdo de células dendriticas e
Induziram a sintese de 6xido nitrico (KIM & JOO, 2008; YANG et al., 2006). Chen et al.,
(2012), descreve em seu estudo que, polissacarideos da alga Sargassum fusiforme tem
potencial para estimular a secrecdo de IL-2, IL-6 e IFN-y por linfocitos.

Segundo Anderson et al., 2007 que sugere que a producdo de IL-10 ¢ uma via
reguladora em um ambiente de forte resposta pro-inflamatoria mediado por células Thl.
Niveis mais altos de IL-10 acompanham a diminui¢@o dos niveis de IL-12 (VAN ASSCHE et
al.,, 2011), como observado em nosso estudo no qual a PHM e PSC foram capazes de
imunomodular a resposta frente a infec¢do in vitro de L. braziliensis, com diminui¢ao de IL-
12 e um aumento de IL-10.

Estudos com polissacarideos sulfatados como o descrito por Leiro et al., (2007)

demonstrou que os resultados obtidos no presente estudo indicam que os polissacarideos



62

sulfatados da Ulva rigida (alga verde) pode modular a atividade dos macréfagos. Kar et al.,
(2011) expos que o tratamento in vitro com fucoidanas em cepas de L. donovani, apresentou
liberacao de citocinas IL-10 e TGF-B e citocinas IL-12 ¢ TNF-a. Conforme descrito por
Cunha e Grenha, 2016 carragenanas podem aumentar as atividades de ligacdo e morte por
macrofagos, esse mecanismo pode ser muito apropriado em infec¢ao por leishmaniose, visto
que € um patogeno intracelular.

Alguns estudos indicam que a atividade imunologica dos polissacaridos sulfatados
ndo depende apenas da fonte, mas também de caracteristicas estruturais, desse modo a
sulfatagdo de polissacarideos pode levar a uma boa resposta imunolédgica e, dependem dos
rearranjos e exposi¢do de determinados grupos moleculares. Outros autores citam que a massa
molecular, grupos substituintes, a composi¢do monossacaridica, também pode influenciar na
atividade dos polissacarideos (WANG et al., 2013; LI, et al., 2008).

Supde-se também que polissacarideos ativam a a¢do de macrofagos principalmente
pelo reconhecimento e, ligagdo a receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs) na
superficie celular, sugerindo que esses receptores podem ter sitios de liga¢do especificos para
esses polimeros, uma vez reconhecidos pelos receptores na superficie dos macréfagos, os
polissacarideos podem entdo desencadear uma série de cascatas de sinalizagdo (YIN;
ZHANG, L1, 2019).

A atividade imunologica dos polissacaridos sulfatados nao ¢ afetada por um Unico
fator, mas por uma combinacdo de varios fatores relacionados. Estudos sobre os mecanismos
da fun¢do imunoldgica indicam que a ag¢do dos polissacarideos sulfatados ¢ um processo
complexo que pode ser regulado por uma ou mais vias. (HUANG et al., 2019; DI et la.,

2019).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/sulfation
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/sulfation
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6. CONCLUSAO

Este estudo demonstrou na bioprospeccdo de polissacarideos sulfatados de algas
marinhas vermelhas H. Musciformis e S. Coronopifolius contra promastigodas de L.
braziliensis, no entanto PHM apresentou melhor resultado com reducdo de até 76% dos
parasitos.

Foi observada baixa citotoxicidade em algumas concentragdes estudas dos PHM (5 -
25 pug/mL) e PSC (5 - 50 ug/mL) em macréfagos J774. No entanto a citotoxicidade
apresentada pelas demais concetragdes inviabilizou os testes posteriores com essas dosagens.

O tratamento in vitro com o polissacarideo sulfatados de H. Musciformis demonstrou
capacidade de reduzir a carga parasitaria em macrdofagos infectados por cepa de Leishmania
braziliensis, induziu produgdo de oxido nitrico e citocinas IL-12, TNF-a, IL-10,
provavelmente inibindo a secre¢do de IL-4, sugerindo uma imunomodulagdo da resposta
inflamatoria.

O tratamento in vitro com o polissacarideo sulfatado de S. Coronopifolius
demonstrou capacidade de reduzir a carga parasitaria em macrofagos infectados por cepa de
Leishmania braziliensis, induziu produ¢do de 6xido nitrico e citocinas IL-12, TNF-a, IL-10 ¢
IL-4.

Os dados deste trabalho sugerem um promissor efeito imunomodulador da PHM na
infec¢do por L. braziliensis, o que refor¢a a potencialidade dos produtos naturais marinhos
para pesquisa de compostos que possam servir de modelo para o desenvolvimento de
farmacos de interesse para a saide humana.

No entanto, estudos adicionais sdo necessdrios para compreender melhor os
mecanismos de acdo dos polissacarideos sulfatados e sua eficacia em diferentes modelos

experimentais e condigdes clinicas.
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