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RESUMO

As algas marinhas sdo organismos essenciais para a manutengdo de ecossistemas marinhos, e
possuem aplicagdes nos setores industrial, biotecnoldgico e farmacéutico. As rodoficeas, algas
vermelhas, t€ém adquirido bastante atencdo por sua grande capacidade extrativa de
polissacarideos sulfatados (PS), que s3o macromoléculas complexas constituidas por
polimeros de agucares com carga negativa, devido a existéncia de grupos sulfato em sua
estrutura, o que proporciona inumeras atividades bioldgicas, tais como a leishmanicida. No
Brasil, a leishmaniose visceral (LV) é causada pelo protozoario Leishmania infantum, € ¢ uma
doenca negligenciada e potencialmente fatal. O seu tratamento ¢ baseado, principalmente, na
utilizacdo de antimoniato de meglumina e anfotericina B, que causam efeitos adversos e
levam ao desenvolvimento de cepas resistentes. Assim, torna-se imprescindivel a busca por
novas biomoléculas com potencial antileishmania. Diante disso, objetivou-se avaliar o efeito
leishmanicida in vitro de PS extraidos da alga marinha vermelha Solieria filiformis (PSf)
contra L. infantum. Para tanto, foi realizada a extra¢ao dos PSf através de digestao proteolitica
com papaina (60 °C, 6 h). Posteriormente, as formas promastigotas (10"/mL) foram incubadas
com esses PSt (5, 10, 25 e 50 pg/mL), por 24 e 48 h. Para avaliar o efeito contra as formas
amastigotas, os PSf foram incubados com macrofagos J774 infectados com formas
promastigota (107/mL; 10 parasitos/macrofago), por 24 e 48 h. Apos estes periodos, foram
coletados os sobrenadantes, para dosagem de 6xido nitrico (NO) e foi avaliada a carga
parasitaria. Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (ANOVA;
Teste de Tukey; p<0,05). Apenas no tempo de 48 h, houve reducao significativa das formas
promastigotas, em todas as concentragdes testadas (42,29%, + 5,95; 39,54% + 2,09; 37,30%
+ 3,99; e 29,71% =+ 4,55, respectivamente). Em ambos os tempos analisados, todas as
concentragdes testadas reduziram significativamente o nimero de amastigotas (24 h: 47,8% +
5,1%; 51,4% =+ 2,6%; 42,8% + 4,2%; 34,0% + 2,3%; ¢ 48 h: 59,0% =+ 1,9%; 52,7% =+ 4,6%;
51,1% =+ 6,0%; 51,4% =+ 5,9%, respectivamente). Esse mecanismo anti-amastigota,
provavelmente, estd relacionado a imunomodulacdo, uma vez que houve um aumento
significativo dos niveis de NO nos grupos tratados com os PSf, sugerindo que esses
polissacarideos tém potencial para o controle da LV. Porém, sdo necessarios mais estudos para

a melhor compreensao dos mecanismos de agdo dessas biomoléculas.

Palavras-chave: Carragenanas; imunomodulacdo; leishmaniose visceral.



ABSTRACT

Marine algae are essential organism for the maintenance of marine ecosystems and have
broad applications in the industrial, biotechnological, and pharmaceutical sectors. Among
them, red algae (Rhodophyta) have attracted considerable attention due to their high capacity
to produce sulfated polysaccharides (SPs), which are complex macromolecules composed of
negatively charged sugar polymers resulting from the presence of sulfate groups in their
structure. These compounds exhibit a wide range of biological activities, including
antileishmanial effects. In Brazil, visceral leishmaniasis (VL), caused by the protozoan
Leishmania infantum, is a neglected and potentially fatal disease. Current treatment relies on
meglumine antimoniate and amphotericin B, which are associated with significant adverse
effects and the emergence of drug-resistant strains. Therefore, the search for novel
biomolecules with antileishmanial potential is of great importance. In this context, the present
study aimed to evaluate the in vitro leishmanicidal activity of sulfated polysaccharides
extracted from the red marine alga Solieria filiformis (SPf) against L. infantum. SPf were
extracted by proteolytic digestion with papain (60 °C for 6 h). Subsequently, promastigote
forms (107 cells/mL) were incubated with SPf at concentrations of 5, 10, 25, and 50 pg/mL
for 24 and 48 h. To evaluate the effects against amastigote forms, J774 macrophages infected
with promastigotes (107 parasites/mL; parasite-to-macrophage ratio of 10:1) were treated with
SPf for 24 and 48 h. After the incubation periods, culture supernatants were collected for
nitric oxide (NO) quantification, and parasite burden was determined. Data were expressed as
mean + standard error of the mean (SEM) and analyzed by one-way analysis of variance
(ANOVA) followed by Tukey's test (p < 0.05). A significant reduction in promastigote
viability was observed only after 48 h of treatment at all tested concentrations (42.29% =+
5.95, 39.54% + 2.09, 37.30% + 3.99, and 29.71% + 4.55, respectively). In contrast, all SPf
concentrations significantly reduced the number of intracellular amastigotes at both time
points (24 h: 47.8% + 5.1, 51.4% + 2.6, 42.8% + 4.2, and 34.0% + 2.3; 48 h: 59.0% + 1.9,
52.7% + 4.6, 51.1% =+ 6.0, and 51.4% + 5.9, respectively). This anti-amastigote activity is
associated with an immunomodulatory mechanism, as treatment with SPf significantly
increased NO production, suggesting that these sulfated polysaccharides have potential as
therapeutic agents for the control of VL. Nevertheless, further studies are required to elucidate

the underlying mechanisms of action of these biomolecules.

Keywords: Leishmanicidal; carrageenans; visceral leishmaniasis.
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1 INTRODUCAO
1.1 Leishmanioses

As leishmanioses sdao um grupo de doengas caracterizadas por sua abrangente
distribui¢do mundial, sobretudo em regides classificadas em vulnerabilidade socioecondmica
(Conceigao-Silva; Alves et al.,, 2014). De acordo com a Organizacio Mundial da Saude
(WHO, 2024), essa infeccao situa-se entre as dez primeiras doengas tropicais negligenciadas,
ressaltando sua dificuldade a satde publica, em consequéncia de seus aspectos biologicos,
clinicos e epidemiolégicos.

Esse complexo de zoonoses detém como agente etioldgico protozoarios
intracelulares do género Leishmania, pertencentes a familia Trypanosomatidae e a classe
Kinetoplastea (Dias, 2024). No continente americano, a forma visceral da infecg¢ao ¢ causada
pela Leishmania infantum, espécie representada por caracteres genéticos semelhantes a
Leishmania chagasi, o que leva a diversos autores a descrevé-las como uma espécie unica
(Brasil, 2010; Baptista 2009).

A leishmaniose visceral ¢ uma doenca infecciosa endémica nas Américas, Europa
e Norte da Africa (Moirano ef al., 2022). As ocorréncias dessa infecg¢do apontam para uma
distribuicdo mundial em 76 paises, sendo endémica em 12 paises das Américas e com
perceptivel expansdo geografica na Argentina, Colémbia, Paraguai ¢ Venezuela, mas com
96% dos casos notificados concentrados no Brasil (Gomes ef al., 2024). Numa visao mundial,
os principais registros da doencga sdo notificados na india, Suddo do Sul, Sudio, Etiopia,
Quénia e Somalia (Brasil, 2020).

Historicamente, os primeiros individuos infectados apontados na América do Sul
datam de 1911-1912, advindos de estudos realizados por Carlos Chagas em regides proximas
ao Vale do Rio Amazonas e seus afluentes. Por conseguinte, o primeiro paciente documentado
no Brasil foi diagnosticado pelo médico paraguaio Migonei Mieres, em 1912, no municipio de
Boa Esperanga, no estado do Mato Grosso. Posteriormente, ao longo da década de 1950, a LV
tornou-se amplamente estabelecida em territdrio nacional, particularmente na regiao Nordeste,
e expandindo-se gradativamente para o restante das outras regides brasileiras (Benchimol e?
al., 2019). Por meio deste cendario, € possivel observar que o padrdo de distribuicdo espacial
da doenca pode ser aplicado como indicador das condigdes socioecondmicas, visto sua
relagdo com fatores epidemioldgicos e qualidade de vida da populagdo (Aguiar; Rodrigues,

2017).
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A LV tem um perfil epidemioldgico heterogéneo, acometendo criangas menores
de cinco anos, adultos acima de 50 anos e pacientes portadores de comorbidades ou
imunossuprimidos, como individuos com Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS)
(Cota et al, 2014). Na auséncia de tratamento adequado, essa infeccdo evolui
gradativamente, podendo levar ao 6bito na maioria dos casos. Dados analisados pelo Sistema
de Informagdo Regional de Leishmanioses nas Américas (SisLeish, OPAS, 2025) pontuaram
que, entre 2001 e 2024, foram notificados 74.440 novos casos, com média anual de 3.102
pacientes. Somente em 2024, seis paises (Argentina, Brasil, Colombia, México, Paraguai e
Venezuela) informaram 1.348 diagnosticos da infecgao.

No Brasil, a transmissdo ¢ realizada pelo vetor flebotomineo Lutzomyia
longipalpis, com sua primeira identificacdo tendo ocorrido em 1912 por Lutz & Neiva. Sua
expansao geografica ¢ impulsionada por fatores como alteracdes ecoldgicas, urbanizagao
desenfreada, crescimento da mobilidade populacional e vulnerabilidade socioeconomica das
populacdes afetadas (Dantas-Torres, 2009; Santos, 2019). Até meados de 1980, a LV
revelava-se predominante em areas rurais. Todavia, juntamente com a modernidade, a doenga
encontra-se distribuida em ambientes periurbanos e urbanos, fixando-se em diferentes
municipios nacionais. Contudo, ainda ¢ alta a concentracdo de diagndsticos realizados no
Nordeste brasileiro, com 50% das notificacdes feitas entre 2015 e 2024, seguida pelo Sudeste
e Norte, com 13% e 12% dos registros, respectivamente (Santos et al., 2025).

A propagacao da LV também ¢ impulsionada pelo transporte de caes entre as
areas endémicas e nao endémicas, tendo em vista o papel primordial exercido por esses
animais como reservatorios do parasito (Dantas-Torres, 2009). Os reservatorios da
Leishmania s3ao animais com potencial de assegurar a manutencdo e propagagdo do
protozoario no ambiente. Esses hospedeiros podem ser categorizados em mantenedores, no
qual os animais apenas abrigam o parasito, e amplificadores, em que hd a manutencdo da
infeccdo e contribuigdo para transmissdo do agente a novos hospedeiros, viabilizando a
circulagdo do parasito (Roque; Jansen, 2014). Em centros urbanos, o reservatorio
amplificador central € o cdo, Canis familiaris, estando diretamente associado a ocorréncia da
infeccdo em humanos. Em ambiente silvestre, as raposas (Dusicyon vetulus e Cerdocyon
thous), marsupiais (Didelphis albiventris) e roedores do género Oligoryzomys tornam-se os
principais reservatdrios (Roque; Jansen, 2014).

As espécies de Leishmania possuem duas formas evolutivas (Figura 1) principais
ao longo do seu ciclo bioldgico: promastigota e amastigota (Figura 2). No trato digestivo do

vetor invertebrado, os flebotomineos, 0os protozodrios percorrem estagios de desenvolvimento
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até atingirem a forma promastigota metaciclica, reconhecida pela presenca de flagelo e alta
acdo infectante. Essas formas migram para a probdscide do inseto e sdo inoculadas no

hospedeiro vertebrado durante o repasto sanguineo da fémea do vetor (Rios et al., 2022).

Figura 1 — Estagios evolutivos do género Leishmania
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Fonte: De Carvalho et al., 2020 (modificada). (a) forma amastigota do parasito, encontrada no interior dos
fagocitos do hospedeiro vertebrado. (b) forma promastigota, encontrada no trato digestivo do vetor.
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Figura 2 — Ciclo biolégico dos protozoarios da espécie Leishmania infantum

Mammalian host
stages

Fonte: Serafim et al., 2020. A fémea do flebotomineo injeta os protozodrios na forma promastigota no
hospedeiro, durante o repasto sanguineo. No interior do hospedeiro vertebrado, o parasito infecta as células do
sistema fagocitico mononuclear, onde transforma-se na forma amastigota e¢ se multiplica, causando o
rompimento da célula e a propagacdo do parasito em 6rgdos como figado, bago ¢ medula dssea. O ciclo se
reinicia quando um flebotomineo pica um hospedeiro infectado e ingere as amastigotas, que se transformam
novamente em promastigotas no inseto vetor.

Apds a inoculagdo, as formas metaciclicas sdo fagocitadas pelas células do
sistema mononuclear fagocitico do hospedeiro, principalmente neutréfilos e macrofagos. No
inicio da infec¢@o, os neutrdfilos representam as primeiras células acionadas para o local da
lesdo tecidual e tornam-se o abrigo transitério do parasito, auxiliando sua sobrevivéncia
inicial at¢ a infeccdo dos macrofagos. No interior dessas células, os promastigotas
diferenciam-se em amastigotas, estdgio adaptado ao ambiente intracelular, desencadeando
sucessivas divisdes bindrias dentro dos fagossomos, podendo haver dezenas de parasitos em
uma uUnica célula infectada (Rios et al., 2022; Zeibig, 2014). Apds o inicio da multiplicacao
das amastigotas, quando estas ultrapassam o volume celular, o rompimento do macrofago ¢
desencadeado (Da Mata, 2015), liberando os parasitos e recomegando o ciclo infeccioso,
espalhando-se por via hematogénica para orgaos linfoéides primarios e secundarios (Kaye;

Scott, 2011).
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Durante um novo repasto sanguineo em individuo infectado, os flebotomineos
ingerem macrofagos parasitados e amastigotas livres presentes no sangue ou tecidos do
hospedeiro (Oliveira, 2016). Retornando ao trato digestivo do vetor, as novas amastigotas
sofrem transformagdo para o estdgio das promastigotas, aderindo ao epitélio intestinal do
inseto, onde sofrem multiplicagdo e diferenciagdo até originarem as promastigotas infectantes,
que migrardo para a proboscide do flebotomineo e, posteriormente, serdo inoculadas em um
novo hospedeiro vertebrado, reiniciando o ciclo biologico do parasita (Rios et al., 2022;
Zeibig, 2014; Oliveira, 2016).

Ap0s a infec¢do nos seres humanos, o processo inflamatorio inicia-se no local de
contato com o inseto, por meio da formacdo de papulas ou nddulos. Vale ressaltar que essa
infeccdo ¢ facilitada por substincias existentes na saliva do inseto vetor, incluindo
componentes anticoagulantes, vasodilatadores, antiagregantes plaquetarios e moléculas
quimiotaticas e imunorreguladoras. Esses componentes relacionam-se diretamente com os
macrofagos, favorecendo a propagacdo e reduzindo a atividade efetiva dessas células contra o
parasito (Scott; Novais, 2016).

Com a inoculagdo dos parasitas, duas respostas imunoldgicas podem ser
observadas: a celular e a humoral. A resposta imune celular caracteriza-se pelo processo
fagocitico, inicialmente através dos neutrdfilos, linha de frente da resposta imune inata, apos a
migracdo destes para o local da infec¢do (Costa et al., 2022). Nos neutrofilos, os parasitas
podem ser eliminados por mecanismos protetores, como produgdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) ou de peroxido de hidrogénio (H:0:) (Ribeiro-Gomes et al. 2014; Tom et
al., 2024). Além disso, os neutrofilos também realizam a secre¢do de quimiocinas atrativas
para atrair mais neutrofilos e macrofagos para a infecgdo, como a interleucina 8 (IL-8) e a
proteina inflamatoéria de macréfagos 1 (MIP-1B) (Ribeiro-Gomes et al. 2014). Por outro
lado, a atividade humoral ¢ descrita pela superprodu¢do de imunoglobulina inespecifica do
tipo G (IgG) por linfocitos B alterados pela invasdo dos protozoarios (Ribeiro-Gomes et al.
2014).

Macrofagos e células dendriticas desempenham o processamento e apresentacao
do antigeno por meio do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) as células T
naive, viabilizando sua diferenciagcdo em diferentes perfis efetores. A contengdo da
inflamacdo atrela-se a resposta imune através das células T auxiliares do tipo 1 (Thl),
associadas a resposta pro-inflamatdria e a resisténcia a infec¢ao, sendo definida pela produgao
de citocinas como a IL-12, interferon-gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a).

A ativagdo das células T CD4+ Thl ¢ mediada por células dendriticas que, ao serem



18

infectadas pelo protozodrio, secretam IL-12, citocina crucial para a diferenciag@o de linfocitos
T CD4+ em células Thl e células natural killer (NK) (Costa et al., 2022). Enquanto isso, o
IFN-y € operante na ativacdo dos macrofagos, estimulando procedimentos microbicidas,
como a producao de 6xido nitrico (NO) (Pacheco-Fernandez et al. 2021). Além disso, por ser
uma citocina pro-inflamatéria, o TNF-a também exerce papel na resposta imune pois, quando
em conjunto com IFN-y, potencializa a a¢do leishmanicida dos macrdéfagos (Singh et al.,
2018). Além disso, o TNF-a também desencadeia a ativacdo da autofagia, atividade celular
fundamental na restri¢ao a replicacdo do parasito, por meio da manipulagdo dos elementos
intracelulares que facilitam sua sobrevivéncia (Ghosh et al., 2014; Franco et al, 2017,
Tavares et al., 2016). Por outro lado, a resposta por linfocitos T auxiliares do tipo 2 (Th2)
relaciona-se ao fator de crescimento transformante B (TGF-P), citocina contribuinte para a
permanéncia do protozoario ao estimular a desativacdo de macréfagos, inibir a agcao do IFN-y
e suprimir a apresentacdo dos antigenos via reducdo da expressdo do complexo principal de
histocompatibilidade II (MHC-II). Ademais, a IL-10, produzida por macréfagos e linfocitos,
regula negativamente a resposta pelas citocinas IL-6, IL-8 e TNF-oa (Kong et al., 2017;
Medina-Colorado et al., 2017)..

1.2 Aspectos clinicos, diagndstico e tratamento da leishmaniose visceral

A LV ¢ uma doenca cronica e sist€émica, com seus sintomas clinicos variando de
acordo com fatores como idade, estado nutricional e resposta imunologica do hospedeiro
(Passos, 2025). Suas manifestagdes clinicas em humanos sdo separadas em trés estagios de
evolucdo. O momento inicial é caracterizado por sinais discretos, semelhantes a outras
infec¢des, como febre, palidez, suave esplenomegalia e fraqueza muscular. Seguindo para o
segundo estdgio, o individuo apresenta febre, palidez, emagrecimento progressivo,
esplenomegalia e hepatomegalia acentuada. Sem a ocorréncia de um diagnostico correto
seguido de tratamento, a doenca progride para um quadro mais grave, com febre alta e
continua, esplenomegalia e hepatomegalia grave, edemas e anemia severa (Lourengo, 2023).
A faixa etaria infantil representa o grupo com maior susceptibilidade ao desenvolvimento da
doenga, devido a sua imaturidade imunoldgica, auséncia de exposi¢do prévia ao parasito e
altas taxas de desnutricdo (Gouvéa, 2012). Por ser uma doenga negligenciada com grave
evolu¢do clinica, a leishmaniose visceral pode levar a obito quando ndo tratada

apropriadamente, gerando altos custos ao Sistema Unico de Saude (SUS).
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Existem técnicas variadas para o diagndstico da LV, sendo elas: testes
parasitologicos, imunoldgicos, imunofluorescéncia, imunocromatografia, reacdo intradérmica
de Montenegro e testes moleculares (Srivastava ef al., 2011; Tacaci et al., 2023).

Os métodos parasitologicos, por meio de cultura in vitro € microscopia direta, sao
extremamente acurados, pois permitem a analise direta dos parasitas. Para esse procedimento,
amostras de linfonodos, bago ¢ medula 6ssea podem ser utilizadas para analise via exame
direto, isolamento in vitro em meios de cultura ou inoculagdo in vivo em animais suscetiveis
(Assis et al, 2008). Porém, esse teste proporciona baixa sensibilidade em amostras com baixa
carga parasitaria, além de demandar tempo, infraestrutura laboratorial, recursos e equipe
especializada, limitando sua aplicacdo em grandes quantidades e em areas periféricas (Faria et
al., 2012; Srivastava et al., 2011; Passos, 2025).

As técnicas sorologicas sdo as mais aplicadas no diagndstico, atuando na detecgao
de anticorpos leishmanicidas ou de antigenos derivados do parasito. No Brasil, até 2024, eram
disponibilizadas pelo Ministério da Satde, através do SUS, duas técnicas para o diagndstico
humano: o teste rapido imunocromatografico que utiliza a proteina rK39 como teste de
triagem, ¢ a reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) como teste confirmatorio (Passos,
2025). Contudo, a Nota Técnica Conjunta N°146/2024, emitida pelo Ministério da Saude em
setembro de 2024, informou sobre a descontinuidade do uso da RIFI como método
diagnéstico no SUS (Brasil, 2024). A nota baseia-se em estudos demonstrativos que
afirmaram uma menor acurdcia da RIFI em comparacdo a outros métodos diagnosticos
disponiveis, como o ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay), que apresenta alta
especificidade, padronizacao e aplicagdo em larga escala (Passos, 2025), e a PCR (Reacdo em
Cadeia da Polimerase), o tornando insatisfatorio para o diagndstico da doenga (Freire ef al.,
2019; Souza Filho et al., 2024). Desse modo, atualmente, apenas o teste rapido com antigeno
rK39 ¢ disponibilizado na rede publica de saude para utilizagdo no diagnostico de LV. A
proteina rK39, presente no teste rapido, corresponde a uma série de repeticdes de 39
aminoacidos presentes na proteina cinesina de Leishmania infantum (Burns et al., 1993;
Passos, 2025). As cinesinas, integrantes de uma superfamilia de proteinas motoras, realizam
fungdes essenciais na regulagdo dos processos mitoticos € no controle do comprimento do
flagelo em espécies de Leishmania (Dubessay et al., 2006; Blaineau et al., 2007).

Os testes moleculares, como PCR convencional ¢ LAMP-PCR (Amplificagao
Isotérmica Mediada por Lacgo), permitem a deteccdo do DNA do parasita e oferecem a

identificacao da espécie de Leishmania presente. Contudo, seu uso ainda ¢ restrito por seu
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custo elevado, limitagdes e necessidade de equipamentos especializados (Srivastava et al.,
2011).

Nacionalmente, o tratamento da LV ¢ disponibilizado pelo SUS e sustenta-se na
utilizacao de medicamentos de administragdo parenteral (Carvalho et al., 2020). O tratamento
classico acontece via administracdo de farmacos toxicos e pouco tolerados (Tiuman et al.,
2011). O medicamento de primeira escolha é o antimoniato de meglumina (Glucantime®). O
uso do Glucantime® ¢é feito desde 1945, e é administrado de forma intramuscular ou
intravenosa por longos periodos. O medicamento ¢ eficaz apenas em amastigotas e usado em
dosagem de 20 mg/kg ao dia (Siqueira, 2014). Em sua estrutura molecular, apresenta o
antimonio pentavalente (SbV), mas a a¢do anti-amastigota ¢ realizada pelo antimdnio
trivalente (SbIIl). Seu mecanismo de agdo ocorre quando o SbV acessa a célula hospedeira,
atravessa a membrana do fagolisossoma e ¢ reduzido a SbIII. Dessa forma, o SbIII prejudica o
potencial redox tiol do parasita, induzindo efluxo de tidis intracelulares e, consequentemente,
inibindo a tripanotiona redutase. Ademais, os antimoniais também proporcionam danos ao
DNA do parasita (Lima et al., 2010), ao inibir a enzima DNA topoisomerase I (Siqueira,
2014). Esse medicamento apresenta diversos efeitos adversos, como comprometimento
hepatico, pancreatico e renal (Pham er al. 2013). Além desses efeitos, ¢ notavel o
desenvolvimento de resisténcia das espécies de Leishmania contra o referido medicamento
(Siqueira, 2014).

A anfotericina B, um farmaco de segunda escolha, ¢ um antiflingico poliénico e
seu mecanismo de acdo ¢ baseado na alta afinidade pelo ergosterol existente na membrana
plasmatica do parasito, fomentando a desorganizacdo da membrana, formacdo de poros
aquosos, alteracdo da permeabilidade celular, extravasamento de ions e morte do parasito
(Sampaio et al., 2003; Kip et al., 2018; Tiwari et al., 2018). Contudo, a ANF B também
apresenta efeitos adversos, relacionados, principalmente, com sua interacdo com o colesterol
das membranas celulares humanas, incluindo nefrotoxicidade, hipocalemia, miocardite e
reacoes durante a infusdo intravenosa (Alves et al., 2018; Laniado-Laborin &
Cabrales-Vargas, 2009). Além disso, a administragdo intravenosa dificulta sua utilizagdo em
locais com infraestrutura limitada (Croft; Coombs, 2003; Bastos et al., 2016).

Diante disso, com essas problemadticas reincidentes ao tratamento contra
leishmaniose visceral, torna-se essencial a amplificacdo de pesquisas por novos compostos,
especialmente aqueles considerados bioinsumos, por possuirem, de maneira geral, menor taxa
de efeitos adversos aos pacientes (Van Griensven et al., 2024). Nesse contexto, t€ém-se 0s

polissacarideos sulfatados de algas marinhas.
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1.3 Polissacarideos sulfatados da alga marinha vermelha Solieria filiformis

As macroalgas sdo organismos pertencentes ao reino Protista e exercem agao
fundamental em ecossistemas marinhos devido ao seu papel ecologico, capacidade de
sequestro de carbono e variada utilizagdo como recurso para a vida animal. Esses organismos
possuem aplicagdes em varios setores industriais, como cosmética, farmacéutica e téxtil, além
da fabricacdo de curativos e bioplasticos (Warren et al., 2026). Essa diversidade de usos
atribuidos as macroalgas estd vinculada a variabilidade existente em suas composicoes
bioquimicas, responsdveis pelas inumeras propriedades apresentadas entre as espécies
(Pefiuela et al., 2021).

Atualmente, sdo datadas globalmente cerca de 10.000 espécies de macroalgas,
divididas em trés grandes filos: Rhodophytas (algas vermelhas), Chlorophytas (algas verdes) e
Ochrophytas (algas marrons) (Nauer; Lopes, 2017). Dentre esses grupos, as algas vermelhas
compdem uma linhagem eucaridtica distinta, analisada por dados filogenéticos de genes
nucleares, plastidiais e mitocondriais (Yoon et al., 2006). Essas algas ndo possuem clorofilas
b e ¢, mas dispdem de proteinas acessorias ao fotossistema, como aloficocianinas,
ficocianinas e ficoeritrinas, agrupadas em ficobilissomos localizados nos tilacoides,
caracterizados por suas coloragdes azuladas e avermelhadas (Yoon et al., 2006). As rodoficeas
habitam ambientes protegidos, como baias, estuarios e fozes de rios. Elas podem crescer sobre
substratos rochosos, arenosos ou enlameados, em regides entre marés ou submersas, além de
afloramentos rochosos localizados em praias arenosas. Algumas espécies sao identificadas em
profundidades de até¢ 20 metros, em areas com boa circulagdo de agua (Sumayya et al., 2017).

Ao longo dos tultimos anos, as algas vermelhas vém provocando crescente
interesse da comunidade cientifica por sua producdo de bioinsumos, como acidos graxos,
pigmentos e carboidratos, que possuem fungdes estruturais e protetoras nas paredes celulares
das algas marinhas (Cotas et al., 2020). Além do uso alimenticio ja conhecido, essas
substancias demonstram elevado potencial que favorecem a exploracdo biotecnologica.
Dentre as familias de maior pertinéncia econdmica, destaca-se a Solieriaceae, grupo com
representantes cultivaveis para extra¢do de polissacarideos sulfatados (PS), macromoléculas
complexas constituidas por polimeros de agucares, que tém recebido atengdo devido as suas
aplicagdes industriais e biomédicas (FAO, 2018). Os grupos sulfato ligados covalentemente a
estrutura molecular desses polissacarideos conferem diversas atividades bioldgicas,

diferenciando-os de outros polissacarideos complexos presentes em algas marinhas (Liyanage
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et al., 2023). Assim, a relevancia bioldgica dos PS estd associada as suas caracteristicas
estruturais complexas, que possibilitam interacdes especificas com biomoléculas e células,
influenciando importantes processos fisiologicos (Costa et al., 2010). Além disso, os PS
desempenham fungdes relacionadas a modulacdo de processos bioldgicos, apresentando
atividades antioxidantes, anti-inflamatdrias, anticoagulantes, antivirais e cicatrizantes (Costa
et al., 2010; Little et al., 2021). Vale ressaltar que, nas algas vermelhas, ha predominancia das
galactanas sulfatadas carragenana e agarana, utilizados nas industrias farmacéutica e
alimenticia (Nagahawatta et al., 2023).

As carragenanas, que sdo galactanas sulfatadas lineares formadas por unidades
alternadas de B-D-galactose e a-D-galactose ou 3,6-anidro-D-galactose (Shi et al., 2017), sdo
os polissacarideos sulfatados constituintes da estrutura celular das algas vermelhas, podem ser
extraidas por meio de solugdes aquosas para producdo de insumos industriais, como
alimentos, produtos farmacéuticos, termoestaveis, géis biodegradaveis e outros (Villanueva,
2003; Usov, 2011; Bixler; Porse, 2011). Ademais, essas biomoléculas também estdo sendo
empregadas na formulacdo de nanoparticulas, microesferas, adesivos e filmes (MiSurcova et
al., 2012; Pereira et al., 2013; Ramadan et al., 2025). Suas atividades biocompativeis,
biodegradaveis, sua baixa toxicidade e sustentabilidade corroboram com o interesse industrial
e cientifico (Torres et al., 2019; Junaid et al., 2024; Zhang et al., 2022). Essas moléculas sdo
constituidas por .

As carragenanas podem ser classificadas em trés tipos principais: K-carragenana
(xCar), 1-carragenana (1Car) e A-carragenana (ACar) (Figura 3), tendo essa classificagdo de
acordo com o nimero de grupos sulfato existentes em sua estrutura (Silva, 2024). O tipo
K-carragenana ¢ reconhecido por possuir um grupo sulfato por mondmero, enquanto a
1-carragenana possui dois grupos sulfato, e a A-carragenana possui trés (Wahba et al., 2021;

Cao et al., 2018; Alvarez-Lorenzo et al., 2013).
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Figura 3 — Estrutura dos principais tipos de carragenanas

0S0,;

Lambda-carrageenan

Fonte: Ermakova et al., 2025 (modificada). Estruturas dos dissacarideos de k-, 1- ¢ A-carragenana.

Dentre a familia Solieriaceae, o género Solieria se sobressai por sua elevada
producao de carragenanas. A espécie Solieria filiformis (Figura 4), uma alga rica em
carragenanas, torna-se notavel por sua distribui¢do em regides costeiras ao longo de todo o
litoral do pais (Saito; Oliveira, 1990), particularmente no litoral do estado do Ceard. A Praia
de Flecheiras exibe extensos bancos naturais dessa alga associados a recifes de arenito,
conhecidos por sua elevada diversidade de fauna e flora. Comumente, a economia local esteve
entrelacada a pesca artesanal e a coleta de algas marinhas, acdes tradicionalmente mantidas
pela Associacdo dos Produtores de Algas Marinhas de Flecheiras e Guajiru (SPAFG)
(Holanda et al., 2025). Essa espécie de Solieria ¢ considerada uma fonte fundamental de
1-carragenana relativamente pura, podendo conter fragcdes de carragenana do tipo kCar (Zhou

et al., 2004; Penuela et al., 2021).
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Figura 4 — Alga marinha vermelha Solieria filiformis

Fonte: Holanda et al., 2025 (modificada). Cultivo em linha longa com estrutura de cordas verticais utilizado para
o cultivo da alga marinha vermelha Solieria filiformis no mar da Praia das Flecheiras, Tairi, Ceara, Brasil.

As carragenanas vém se destacando por suas propriedades farmacoldgicas (Jiao et
al., 2011). Estudos relataram atividades antioxidantes (Yuan; Song, 2005; Sun et al., 2010),
antivirais (Grassauer et al., 2008), antibacteriana (Wang et al., 2012), anticoagulantes
(Carlucci et al., 1997), antitumorais e imunomoduladoras (Zhou et al., 2004; Yuan et al.
2006). Ademais, esses PS estdo sendo explorados como biomaterial farmacéutico,
contribuindo para o desenvolvimento de sistemas complexos de engenharia tecidual e
cicatrizagdo de feridas (Yegappan et al. 2018). Silva (2023), ao estudar o efeito leishmanicida
in vitro de polissacarideos sulfatados extraidos da alga marinha vermelha Hyprea musciformis
contra formas promastigotas de Leishmania braziliensis, observou que esses polissacarideos
promoveram reducdo de até 76% dos parasitos. Ademais, este estudo indicou que a baixa
citotoxicidade desses PS, especialmente, nas concentragdes de 5 e 25 pug/mL.

Estudos especificos com Solieria filiformis descreveram atividades leishmanicida
contra formas promastigota de L. amazonenses (Pires et al, 2013), anti-inflamatorias e
antinociceptivas (Aradjo et al., 2011), bem como efeitos vasculares (Assreuy et al., 2010) e
propriedades gastroprotetoras (Sousa et al., 2016). Adicionalmente, Nascimento (2024) em
estudos in vitro com os PS de S. filiformis, evidenciou a capacidade desses polissacarideos de
diminuir a sobrevivéncia das formas promastigotas de L. braziliensis, além de reduzir o
nimero de amastigotas, via imunomodulacdo por produgdo de 6xido nitrico e das citocinas
TNF-a, IL-4, IL-10 e IL-12. Esses resultados reforgam o potencial biotecnolégico dos
polissacarideos sulfatados de macroalgas marinhas como fontes promissoras para o
desenvolvimento de novos agentes terap€uticos contra doencas parasitarias, especialmente

frente as limitagdes dos tratamentos atualmente disponiveis para as leishmanioses.
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2 JUSTIFICATIVA

A leishmaniose visceral caracteriza-se como uma das formas mais graves das
leishmanioses, sendo considerada um importante problema de satide publica, devido a sua
elevada incidéncia e alta taxa de letalidade, que pode alcancar até 95% nos casos nao tratados
(Jervis et al., 2017). Primeiramente catalogadas como zoonoses de transmissdao
predominantemente silvestre, restritas a areas rurais € pequenas localidades urbanas, a LV
passou a exibir significativas alteracdes em seu perfil epidemioldgico. Esse cendrio esta
conectado as intensas modificagdes socioambientais, como desmatamento, urbanizacdo
desordenada e processos migratorios decorrentes do €xodo rural, fatores que favoreceram a
expansao da doenca para grandes centros urbanos (Bachur, 2023).

Além da elevada gravidade clinica, o controle da LV enfrenta importantes
limitagdes terapéuticas. Atualmente, os tratamentos disponiveis baseiam-se principalmente na
utilizagdo de antimoniais pentavalentes e anfotericina B. Entretanto, esses medicamentos nao
apresentam desvantagens significativas, tais como alta toxicidade, necessidade de
administracdo prolongada, elevado custo e potencial desenvolvimento de resisténcia
parasitaria (Tiwari et al., 2018). Nesse contexto, torna-se fundamental a busca por alternativas
terapéuticas mais eficazes, seguras e acessiveis, como os polissacarideos sulfatados de algas
marinhas.

Os polissacarideos sulfatados vém despertando crescente interesse cientifico,
devido as suas diversas propriedades biologicas e farmacologicas. Estudos demonstram que a
atividade bioldgica desses compostos esta diretamente relacionada a caracteristicas como peso
molecular, composi¢do quimica, estado conformacional e tipos de ligacdes glicosidicas
presentes em sua estrutura. Além disso, os polissacarideos sulfatados apresentam
propriedades fisico-quimicas importantes, como biocompatibilidade, biodegradabilidade,
baixa toxicidade, solubilidade idnica e capacidade de reticulacdo, caracteristicas que ampliam
seu potencial de aplicacdo terapéutica e biotecnoldgica (Alipour et al., 2018; Liu et al., 2020;
Tran et al., 2020).

Apesar desse crescente interesse cientifico, ainda sdo escassos os estudos que
investigam o potencial leishmanicida desses compostos, sobretudo em espécies de algas do
género Solieria. Dessa forma, o presente estudo justifica-se pela necessidade de investigar
novas estratégias terapéuticas para o controle da LV, utilizando compostos naturais de origem
marinha. A avaliacdo do potencial leishmanicida dos polissacarideos sulfatados extraidos da

alga vermelha Solieria filiformis poderd contribuir para a ampliagdo do conhecimento
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cientifico acerca das propriedades bioativas dessas biomoléculas, além de representar uma
alternativa promissora para o desenvolvimento futuro de agentes antiparasitarios mais seguros

e sustentaveis.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Avaliar os efeitos leishmanicida in vitro contra Leishmania infantum dos polissacarideos

sulfatados da alga marinha vermelha Solieria filiformis (Kiitzing) P.W. Gabrielson.

3.2 Objetivos especificos
e Analisar o potencial leishmanicida in vitro dos polissacarideos sulfatados da alga

S. filiformis contra as formas promastigotas e amastigotas de L. infantum;
e Investigar o efeito do tratamento in vitro com os polissacarideos sulfatados da alga
S. filiformis na producao de 6xido nitrico (NO) em macrofagos infectados com L.

infantum.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

4.1.1 Alga marinha

A alga marinha vermelha Solieria filiformis (Kiitzing) P.W. Gabrielson, foi colhida
da area de cultivo situada na praia de 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 Cear4, Brasil. Essa
area tem, aproximadamente, 0,5 ha, com 3-5 m de profundidade, e estd a 200 m da costa. Essa
espécie estd depositada na forma de exsicata (n° 35.682) no Herbario Prisco Bezerra da
Universidade Federal do Ceara (UFC).

ApoOs as coletas, a alga foi acondicionada em sacos plasticos e transportada em
recipientes isotérmicos para o Laboratério de Carboidratos e Lectinas (CarbolLec) do
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da UFC, sob a coordenagdo da Prof. Dra.
Norma Maria Barros Benevides. No laboratério, a alga foi lavada, para retirada de epifitas

e/ou organismos incrustantes, e estocada a -20 °C, para posterior utilizacao.

4.1.2 Parasitos e macrogafos

A cepa de L. infantum (MHOM/BR/BA-262) foi isolada por meio de amostras
coletadas de paciente do estado do Ceard diagnosticado com LV. As promastigotas foram
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). Para os experimentos, os parasitos foram utilizados até a quinta passagem em cultivo
in vitro. Os macréfagos da linhagem J774 usados foram adquiridos da Fundacao Oswaldo

Cruz (Fiocruz) da Bahia - Brasil.

4.1.3 Reagentes e meios de cultura

Foram utilizadas para o desenvolvimento deste trabalho os seguintes tratamentos e
reagentes:

Para a extragdo dos polissacarideos sulfatados: élcool etilico 96%, &cido
etilenodiaminotetracético (EDTA), acetato de sodio, cisteina, papaina e cloreto de

cetilpiridinio (CCP), que foram obtidos da Cequimica LTDA. (Cear4, Brasil).
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Para os ensaios bioldgicos: meios Schneider e RPMI-1640, 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) e Hepes, que foram obtidos
da Gibco (Grand Island, NY); meio agar base sangue, que foi obtido da KASVI (Parana,
Brasil); kit de coloragdo hematoxilina-eosina e tampao fosfato salino (PBS), que foram
obtidos da Laborclin (Paran4, Brasil).

Os meios de cultura foram utilizados puros ou suplementados, como descritos a
seguir:

O meio Schneider foi suplementado com 20% de SBF, urina humana estéril a 2%
e antibidticos (100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina). Ao longo do presente
trabalho, foi mencionado como “Schneider suplementado” o meio que apresentar todos os
componentes citados acima e como “Schneider” aquele que nao contiver a suplementacao.

O Meio RPMI 1640 foi suplementado com 10% de SBF, 50 uM de
2-mercaptoetanol, 2 mM de L-glutamina, e antibioticos (100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL
de estreptomicina). Foi mencionado como meio “RPMI suplementado” aquele que tivesse em
sua composicao todos os reagentes supracitados e como apenas “RPMI” o meio ausente de
suplementagao.

O Meio Neal, Novy & Nicolle (N.N.N.) foi composto por meio dgar sangue a
10% em meio Schneider (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) e suplementado com antibidticos

(100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina).

4.2 Métodos

4.2.1 Obtengdo dos polissacarideos sulfatados

A extracdo dos polissacarideos sulfatados da alga marinha S. filiformis (PSf) foi
realizada seguindo protocolo descrito por Farias et al. (2000), com algumas modificagdes.
Inicialmente, 5 g da alga desidratada em temperatura ambiente e macerada com N, liquido foi
hidratada em 250 mL de tampao acetato de sédio 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). Essa solug@o foi submetida a uma digestao proteolitica a 60
°C em banho-maria (MARCONI, modelo MA 159), durante 6 h. Apds esse periodo, 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
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24 h. Apos 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%, centrifugado nas mesmas condi¢des acima
descritas, e dissolvido em 160 mL de NaCl 2 M: etanol (100:15; v:v), sendo novamente
precipitado através da adicdo de 300 mL de etanol absoluto (4 °C) por 18 h. Apods
centrifugacdo 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 apos dialise contra 4gua destilada (24 h),
foi liofilizado e denominado de PSf (Silva, 2023).

4.2.2 Avaliagdo do potencial leishmanicida

4.2.2.1 Avaliagdo do efeito leishmanicida contra promastigotas

Para a avaliagdo desse efeito, culturas contendo as formas promastigotas foram
centrifugadas (3.000 rpm, por 15 min, a 4 °C), ressuspendidas em meio Schneider, contadas
em camara de Neubauer e diluidas em meio Schneider suplementado, para obter a
concentragdo de 107 promastigotas/mL. Posteriormente, as promastigotas foram distribuidas
em placas de 48 pocos no volume de 160 ul/poco e foram adicionados 40 pL dos PSf, na
concentracdo final de 5, 10, 25 e 50 pg/mL. Para controle, foram utilizados anfotericina B, na
concentracdo de 16 pg/mL, e meio Schneider suplementado, diluente no qual os
polissacarideos foram dissolvidos. Em seguida, as placas foram incubadas por 24 e 48 h em
estufa de Demanda Bioquimica de Oxigénio (BOD), a 25 °C. Ap6s o tempo determinado, as
formas promastigotas vidveis foram fixadas e coradas em solu¢do de Trypan blue a 0,2% e,
em seguida, contadas em camara de Neubauer. Os experimentos foram realizados em

triplicata. Os resultados foram expressos como porcentagem (%) de sobrevivéncia.

4.2.2.2 Avaliagdo do efeito leishmanicida contra amastigotas

Para a avaliagdo desse efeito, macrofagos da linhagem J774 foram cultivados em
garrafa de cultura em meio RPMI suplementado e mantidos em estufa de CO, a 5 % e a 37
°C. Esses macrofagos foram centrifugados a 1.500 rpm, por 10 min, a 4 °C, ressuspendidos
em RPMI suplementado, contados em camara de Neubauer e diluidos em meio RPMI
suplementado, para a concentragdo de 1x10° macrofagos/mL. Em seguida, em placas de 24
pocos, de fundo chato, contendo laminulas redondas de vidro (23 mm) no fundo, os

macrofagos foram distribuidos e incubados a 37 °C e 5% de CO,, por 12 h.
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Para a infeccdo dos macréfagos, a cultura de promastigotas foi centrifugada a
3.000 rpm, por 15 min, a 4 °C e, em seguida, os parasitos foram contados em camara de
Neubauer e diluidos em meio RPMI suplementado, para a concentra¢do de 107 parasitos/mL.
As placas contendo apenas macrofagos foram lavadas com meio RPMI suplementado a 37 °C.
Posteriormente, foram adicionados, em cada pogo, 270 pL. de RPMI suplementado e 30 uL. da
suspensao de promastigotas, na propor¢ao de 1 macrofago para 10 parasitos, e as placas foram
incubadas a 37 °C e 5% de CO,, por 4 h. Apos esse periodo, os pocos foram lavados com
meio RPMI a 37 °C, receberam as solugdes dos PSf para as concentragdes finais de 5, 10, 25
e 50 pg/mL e as placas foram incubadas a 37 °C e 5% de CO,, por 24 e 48 h. Apos esse
periodo, os sobrenadantes foram coletados, para a realizagdo da dosagem de 6xido nitrico.
Como controle, foram utilizados Glucantime® (2 mg/mL) e RPMI suplementado, diluente no
qual os polissacarideos foram dissolvidos.

Para a andlise da carga parasitaria dos macrdofagos, as laminulas foram retiradas de
cada poco, lavadas com salina estéril, fixadas, coradas com Giemsa e coladas, apds secas, em
laminas. Apos o periodo de secagem das laminas, a avaliagdo foi realizada em microscopio
optico (ZEISS, Brasil). Foram identificados 50 macréfagos tipicos e as formas amastigotas
dentro destas células, em cada laminula, foram contadas, para determinar o valor de
amastigotas por 50 macrofagos. Os experimentos foram realizados em triplicata. Os

resultados foram expressos em nimero de amastigotas/50 macrofagos.

4.2.2.3 Avalia¢do da produgdo de oxido nitrico (NO)

Para avaliar a concentracdo de nitrito dos sobrenadantes, foi utilizado o método
colorimétrico com Reagente de Griess (Green ef al., 1982). Por meio da reacdo de Griess, o
nitrito presente na amostra reage em meio acido com uma amina aromatica (sulfanilamida),
produzindo um sal diazdnico. Este reage com NEED (N-(1-
naftil)-etilenodiaminadihidrocloreto), formando um complexo de coloragdao résea, com pico
de absorbancia a 560 nm. O nitrito mensurado ¢, frequentemente, usado como marcador do
NO. Para tanto, 100 puL dos sobrenadantes foram incubados com 100 puL do reagente Griess (1
mL de acido fosforico 5%; 1 mL de sulfonilamida 1% em acido fosforico 5%; 1 mL de NEED
0,1%; 1 mL de 4gua destilada), a temperatura ambiente por 10 min. A absorbancia foi medida
com um filtro de 560 nm em leitor de microplacas e a concentragdo de nitrito, determinada
usando uma curva padrdo de nitrito de so6dio. Os resultados foram expressos em pmol de

nitrito/mL.
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4.2.3 Andlises estatisticas

Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média (E.P.M.) e a
comparacdo estatistica entre os diferentes grupos foi realizada por meio do teste one-way
ANOVA, seguido pelo teste multivariado de Tukey. Para tanto, foi utilizado o programa
GraphPad Prism® versao 8.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA) e os valores de

p< 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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5 RESULTADOS
5.1 Avaliacao do efeito leishmanicida contra promastigotas

Os PSf, em todas as concentracdes testadas, reduziram significativamente o
nimero de promastigotas apenas no tempo de 48 h, em comparacdo ao controle contendo
apenas o protozodario (Li), em 42,29% + 5,95%; 39,54% =+ 2,09%; 37,3% = 3,99%; 29,71 +
4,55%, respectivamente (Figuras SA e 5B). Em contrapartida, o controle positivo ANF B
reduziu esse nimero em ambos os tempos analisados (24 h: 84,76% £ 0,91%; e 48 h: 86,71%

+4,07%) (Figura 5).

Figura 5 — Avaliagdo da atividade leishmanicida contra as formas promastigotas
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Fonte: Elaborada pela autora. Promastigotas (107 parasitos/mL) foram incubadas com anfotericina B (16 pg/mL -
controle positivo) ou PSf, nas concentragdes de 5, 10, 25 e 50 pg/mL por 24 h (painel A) e 48 h (painel B). Li:
promastigotas nao tratadas (Schneider suplementado). Realizado em triplicata e resultados expressos como
média = E.P.M. Significancia estatistica (p < 0,05) vs (b: Li; ¢c: ANF; d: [5 pg/mL]; e: [10 pg/mL]; e f: [25
pg/mL] (ANOVA, Teste de Tukey).

5.2 Avaliacao do efeito leishmanicida contra amastigotas

Nas primeiras 24 h de tratamento com os PSf, em todas as concentracdes testadas,
foi observada uma reducao significativa da carga parasitaria, em comparagdo com 0 grupo
controle composto por macréfagos infectados mas nao tratados (MO+Li), com valores de
47,84% =+ 5,15%; 51,44% + 2,66%; 42,82% =+ 4,24%; 34,01% + 2,3%, respectivamente
(Figura 6A). O controle positivo utilizado, Glucantime®, também ocasionou essa redu¢io

significativa em 65,87% % 4,91%.
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Figura 6 — Avaliacdo da atividade leishmanicida contra formas amastigotas
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Fonte: Elaborada pela autora. Macréfagos da linhagem J774 foram infectados com L. infantum e tratados com
Glucantime® (GLU; 2 mg/mL; controle positivo) ou PSf, nas concentra¢des de 5, 10, 25 e 50 pg/mL, por 24 h
(painel A) e 48 h (painel B). Por microscopia Optica (100x), foram identificados 50 macréfagos tipicos e as
formas amastigotas dentro destas células. MO+Li: macrofagos infectados e ndo tratados (controle negativo).
Realizado em triplicata e resultados expressos como média £ E.P.M. Significancia estatistica (p < 0,05) vs (b:
MO-+Li, c: GLU; d: [5 pg/mL]; e: [10 pg/mL]; e f: [25 pg/mL] (ANOVA, Teste de Tukey).

Ap6s as 48 h, os PSf permaneceram reduzindo o nimero de amastigotas de forma
significativa em relagdo ao grupo MO+Li em 59,00% + 1,92%; 52,78% =+ 4,68%; 51,11% =+
6,07%; 51,42% =+ 5,99%, respectivamente (Figura 6B). O controle positivo, GLU, também
manteve a capacidade de reduzir significativamente as formas amastigotas quando comparado

ao grupo controle, reduzindo em 75,71% =+ 4,04%.

5.3 Avaliacao da producio de 6xido nitrico

Nas primeiras 24 h de tratamento, os PSf induziram de forma significativa o
aumento da producdo de NO, nas concentragdes de 5, 10 e 50 pg/mL, quando comparado ao
grupo controle infectado (MO+Li: 3,41 + 0,11 pmol/mL), produzindo respectivamente 5,35 +
0,15 pmol/mL; 5,33 + 0,08 umol/mL; e 4,03 = 0,12 pmol/mL (Figura 7A). Entretanto, apds
48 h (Figura 7B), todas as concentracdes testadas induziram, de forma significativa, a
producdo de NO em relagdo ao grupo MO+Li (2,46 + 0,26 pmol/mL), produzindo,
respectivamente, 4,99 + 0,55 umol/mL; 5,74 + 0,47 pmol/mL; 4,49 + 0,43 pmol/mL; 4,52 +
0,36umol/mL. A producdo de NO no grupo controle GLU (2 mg/mL) ndo apresentou

diferenca significativa em relagao ao grupo MO-+L1i, em nenhum dos periodos analisados.
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Figura 7 — Concentragdo de 6xido nitrico nos macrofagos
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Fonte: Elaborada pela autora. Macrofagos da linhagem J774 foram infectados ou ndo com L. infantum e tratados
com Glucantime® (GLU; 2 mg/mL) ou PSf, nas concentragdes de 5, 10, 25 € 50 pug/mL. Apos 24 h (painel A) e
48 h (painel B), os sobrenadantes foram coletados e foi avaliada a produg@o de nitrito. MO: macrofagos nao
infectados ¢ MO+Li: macrofagos infectados e ndo tratados (controle negativo). Realizado em triplicata e
resultados expressos como média + E.P.M. Significancia estatistica (p < 0,05) vs (a: MO; b: MO+Li, c: GLU; d:
[5 ug/mL]; e: [10 pg/mL]; e f: [25 ug/mL] (ANOVA, Teste de Tukey).
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6 DISCUSSAO

Os protozoarios do género Leishmania possuem sua superficie celular recoberta
por uma membrana altamente especializada, que constitui o primeiro ponto de contato com os
diferentes ambientes localizados em seus hospedeiros invertebrados e vertebrados (Alves et
al., 2014, p. 139). A expressdo controlada dos componentes presentes nessa membrana esta
conectada ao sucesso da infeccdo, executando papel fundamental na interagdo
parasito-hospedeiro e tornando-se alvos decisivos para a construgdo de estratégias de
intervenc¢do na transmissao da doenca (Cardoso et al., 2020). A membrana plasmatica desses
parasitos ¢ externamente revestida por uma camada nomeada glicocalice, constituida por uma
rede de carboidratos ligados covalentemente a lipidios e proteinas. Esse envoltorio ¢ liberado
pela propria membrana plasmatica por meio de vesiculas secretoras, € permanece junto a
superficie celular, assessorando as interacdes entre o parasito e as células do hospedeiro
(Alves et al. 2014, p. 139).

De modo geral, esse glicocalice ¢ estruturado por glicosilfosfatidilinositol (GPI),
lipofosfoglicanos (LPG), glicoinositolfosfolipideos (GIPLs), proteinas e enzimas (Teufel et al,
2024; Assis et al., 2012). Dentre os principais componentes da superficie das formas
promastigotas, evidencia-se o lipofosfoglicano, molécula basica para a constituicdo do
glicocalice e da interagdo parasito-hospedeiro (Cardoso et al., 2020). Apods a entrada do
parasito no hospedeiro vertebrado, o LPG ¢ conhecido como um padrdo molecular associado
ao patogeno (PAMP), sendo reconhecido por elementos do sistema imunologico inato
(Forestier et al., 2015; Lazaro-Souza et al., 2018), e sua estrutura sofre alteracdes em sua
composicdo durante o ciclo evolutivo do parasito. Ademais, essas moléculas realizam papel
fundamental na resposta imunomoduladora, por interferirem na estabilidade entre as respostas
Thl e Th2, especialmente por meio da inibi¢do da produgao de IL-12 no inicio da infecg¢do, e
mitigam a atividade microbicida dos macrofagos, viabilizando a sobrevivéncia do protozoario
(Assis et al., 2012). Além disso, a metaloprotease GP63 (Leishmanolisina), existente na
membrana da Leishmania, cliva C3b em iC3b e, portanto, ajuda o parasita a evitar a lise
mediada pelo sistema complemento do hospedeiro (Barbalho, 2017), contribuindo para a
evasdo imunoldgica e permanéncia do parasito no hospedeiro vertebrado. Moléculas que
interajam com esse glicocalice podem ser de grande valia para impedirem a infeccdo das
células do sistema fafocitico mononuclear do hospedeiro, e, consequentemente, controlarem a

infecgao.
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Diante disso, os PSf reduziram a sobrevivéncia das formas promastigotas de L.
infantum, no tempo de 48 h. Tal resultado sugere que o potencial analisado durante o estudo
pode estar sujeito ao tempo de exposicdo necessario para a ocorréncia de interagdes com
componentes existentes na superficie do parasita. Corroborando com o presente estudo, Pires
et al. (2013) demonstraram que os PS da S. filiformis e da alga marinha vermelha
Botryocladia occidentalis exibiram acdo redutora da porcentagem de crescimento e
sobrevivéncia de promastigotas de L. amazonensis in vitro. Ademais, os autores sugeriram
que esses efeitos estao relacionados a interagdo dos polissacarideos com proteinas de ligacao
na membrana celular dos parasitas, como a heparina.

Mesmo com os resultados positivos sobre as formas promastigotas, seu facil
manejo e menor custo financeiro, existem algumas limitagdes e diferencas metabolicas frente
aos estudos com a forma amastigota (Guimaraes-Costa et al., 2014). Os compostos que
apresentam ac¢do contra promastigotas poderiam ser indbeis de atravessar a membrana das
células, ou de manter a estabilidade contra o baixo pH no interior dos macréfagos. Apesar
dessa forma nao representar a infec¢do do hospedeiro mamifero, ¢ importante para a procura
por novas alternativas terapéuticas potenciais (Guan; Maser, 2017). Porém, vale ressaltar que
a principal desvantagem dos estudos com esse estdgio evolutivo ¢ a auséncia da célula
hospedeira durante os ensaios, descaracterizando o meio natural do parasita. Assim, seus
aspectos biologicos, como interagdes parasita-hospedeiro ou acessibilidade do alvo ndo sdo
avaliados (Muylder et al., 2011). Por isso, o presente estudo deu continuidade as analises,
avaliando o efeito desses polissacarideos sulfatados contra as formas amastigota.

Nesse contexto, os PSf apresentaram ag¢do leishmanicida contra as formas
amastigotas, em ambos os tempos analisados, mesmo em baixas concentracdes. Essa ¢ uma
grande vantagem na bioprospeccdo de novos tratamentos, devido a associagdo diretamente
proporcional entre as menores concentragdes e a reducao de efeitos citotoxicos expressados.
Em estudos prévios com os referidos polissacarideos, Nascimento (2024) analisou a
viabilidade de macréfagos J774 tratados com essas biomoléculas, visto que fornecem dados
iniciais sobre possiveis alteragdes ou toxicidade nos rins e sistema imunologico de compostos
candidatos a farmacos (Silva et al, 2019). Além disso, esse teste, ao ser realizado em
macrofagos, ¢ fundamental, porque representa o ambiente onde acontece a reproducao
assexuada do parasito no hospedeiro vertebrado. Nesse estudo, os autores demonstraram que
os polissacarideos sulfatados da Solieria filiformis apresentaram citotoxicidade celular acima
de 50%, apenas na concentragdo de 100 pg/mL, no tempo de 48 h. Por isso, o presente estudo

optou por utilizar os PSf na concentracdo maxima de 50 pg/mL.
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Corroborando com o presente estudo, Nascimento (2024) demonstrou que os PS
de S. filiformis e da alga marinha vermelha Gracilaria birdiae possuem efeito leishmanicida
contra as formas amastigota de Leishmania braziliensis, nas mesmas concentragdes.
Kangussu-Marcolino et al. (2015) avaliaram in vitro a agdo leishmanicida das carragenanas
extraidas das algas vermelhas Gymnogongrus griffithsiae e Eucheuma denticulatum, que
apresentaram reducdo das formas amastigotas de L. amazonensis de até 50% e 98% a 10
pug/mL, respectivamente.

Diversos estudos comprovam o efeito papel imunomodulador dos polissacarideos
sulfatados, via regulacdo positiva de NO e EROs, além da inducdo de citocinas
pro-inflamatorias (Sharma et al., 2014; Kar et al., 2011). Visando isso, o presente estudo
investigou a produgdo de 6xido nitrico perante a infec¢do por L. infantum e tratamento com os
PSf, uma vez que, macréofagos ativados podem produzir NO e, por meio dessa via, efetivar a
elimina¢do de microrganismos fagocitados, especialmente parasitas, como a Leishmania
(Scorza et al., 2017; Kalantari et al., 2014; Korhonen et al., 2005).

Em ambos os tempos analisados, os PSf aumentaram os niveis de NO,
favorecendo a hipdtese de que esses polissacarideos sulfatados podem impulsionar
mecanismos intrinsecos a imunidade inata. Os dados obtidos sdo consistentes com o que ¢
encontrado na literatura. Khongthong et al. (2021) observaram que galactanas sulfatadas
isoladas da alga marinha vermelha Gracilaria fisheri apresentaram atividades
imunoestimuladoras, aumentando a secrecdo de NO ¢ de mRNA da o6xido nitrico sintase
induzivel (iNOS) por macréfagos J774. Da mesma forma, Teles et al. (2021) avaliaram o
tratamento de macréfagos com as galactanas sulfatadas obtidas de trés espécies de algas
marinhas vermelhas, Gracilaria cornea, G. birdiae e Solieria filiformis, e observaram que
esses PS estimularam a liberacdo de NO por macrofagos RAW 264.7. Em pesquisa realizada
por Pérez-Recalde et al. (2014), foi evidenciado que o tratamento de macrofagos RAW 264.7
com PS da alga marinha vermelha Nemalion helminthoides apresentou alto efeito
imunomodulador, com producao significativa de NO, que quase dobrou os niveis em relacao
ao controle.

Sabe-se que diferentes polissacarideos podem se ligar a varios receptores na
superficie dos macréfagos, 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 interacdo pode desencadear a ativagao de moléculas alvo,
resultando em contribuigdes intracelulares para o efeito leishmanicida. Os fatores associados

com o efeito leishmanicida de PS para algumas espécies de algas marinhas ndo estdo bem
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esclarecidos. Entretanto, alguns autores constataram que a estimulacdo de células, como os
macrofagos, por esses polissacarideos depende da quantidade de grupos sulfato presentes em

sua estrutura (Leiro et al., 2007; Jiang et al., 2013).
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7 CONCLUSAO

Os polissacarideos sulfatados da alga marinha vermelha Solieria filiformis
apresentaram atividade leishmanicida contra as formas promastigotas e amastigotas de
Leishmania infantum e o efeito anti-amastigota estd, provavelmente, relacionado com uma
capacidade imunomoduladora desses polissacarideos, uma vez que os referidos foram capazes
de estimular a produgdo de 6xido nitrico pelos macrofagos. Entretanto, mais estudos sao

necessarios para melhor explicar seu mecanismo de agao.
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