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RESUMO 

 
Liposomas são vesículas formadas por fosfolipídios, adicionados ou não de 

colesterol e lipídios com carga, que encapsulam um compartimento aquoso. Os lipossomas 
podem carrear fármacos hidrofílicos e hidrofóbicos. Uma variedade de polissacarídeos de 
diversas origens têm a habilidade de potencializar o sistema imune, comportando-se como 
imunomoduladores e farmacologicamente são classificados como modificadores de 
resposta biológica (MRB). O objetivo do presente trabalho consistiu em encapsular a o 
derivado sulfatado de Ramalina celastri (α-glucana-SO4) em lipossomas convencionais e 
avaliar a sua ação antihelmíntica em sua forma livre e encapsulada sobre a infecção 
experimental pelo Schistosoma mansoni. Os lipossomas foram preparados pelo método de 
hidratação do filme lipídico, cujos constituintes foram fosfatidilcolina de soja, colesterol e 
estearilamina (7:2:1) contendo α-Glucana-SO4 (2 mg/ml). As formulações lipossomais 
foram submetidas a testes de estabilidade acelerada (centrifugação 3000 rpm durante 1h; 
estresse mecânico, 150 strokes, 48 h) e a longo prazo (ciclo gelo/degelo durante 16 h a -
18°C e 8 h a 25°C ± 1°C). As preparações foram observadas macro e microscopicamente 
antes e após cada teste. Nos ensaios “in vivo”, foram utilizados camundongos fêmeas, 
albino Swiss (25±2 g, idade 30-40 dias), divididos em 4 grupos: G1- tratados com  α-
Glucana-SO4 livre, G2- controle NaCl 150mM, G3- tratados com α-Glucana-SO4 
encapsulada em lipossomas e G4- lipossomas vazios. Os animais foram tratados 24 horas 
após a infecção, sacrificados e perfundidos após 56 dias da infecção. Os parâmetros 
avaliados foram: excreção de ovos, número de vermes recuperados do sistema porta-
hepático-mesentérico, número de granulomas hepáticos e intestinais além do padrão de 
marcação com lectinas nestes órgãos. Foi obtido uma taxa de encapsulação de 50% e 
observou-se um leve decaimento de pH (7,4 a 6,8) dos lipossomas em suspensão, ao longo 
de 180 dias. Os lipossomas obtidos apresentaram-se estáveis quanto aos testes de 
estabilidade acelerada e a longo prazo. As formulações lipossomais na forma liofilizada 
apresentaram-se estáveis após 60 dias. O grupo tratado com α-Glucana-SO4 livre reduziu 
90,1% na eliminação de ovos nas fezes e, em 80%, os vermes totais em relação ao grupo 
controle.  Esses resultados foram estatisticamente iguais aos obtidos com a α-Glucana-SO4 
encapsulada. Em ambos os parâmetros (ovos excretados e vermes recuperados), o grupo 
lipossomas vazios apresentou efeito sobre a parasitose. Com relação ao número de 
granulomas hepáticos, os dois tratamentos foram eficazes reduzindo em 62% e 63%, 
respectivamente, em relação aos controles. Foram encontrados raros granulomas intestinais 
em todos os grupos, o que já era esperado pelo próprio perfil da parasitose. Quanto ao 
padrão de marcação com lectinas, a Con A marcou o sistema ovo-granuloma no grupo α-
Glucana-SO4 livre e encapsulada e não foi verificada esta marcação no grupo NaCl 150 
mM e lipossomas vazios. Já a lectina WGA marcou o sistema ovo-granuloma em todos os 
grupos. Pelo exposto constata-se a atividade biológica da α-Glucana-SO4 e que a 
encapsulação neste tipo de lipossoma e nestas condições experimentais causaram o mesmo 
efeito do polissacarídeo livre.  

 
 

 
 



ABSTRACT 
 

 
Liposomes have been considered successful drug carriers in vivo.  A variety of 

polysaccharide act as biological response modifiers (BRM). The antischistosomal activity 
of the polysaccharide α-glucana-SO4, extracted from Ramalina celastri, was examined. 
Both free and liposome-encapsulated forms of α-glucana-SO4 were considered. Liposomes 
were obtained according to the lipid thin film method. The effect of the treatment with 
unloaded and α-glucana-SO4-loaded liposomes on egg excretion, worm burden, hepatic and 
intestine granuloma formation was assessed on infected Swiss albino mice. Furthermore, 
histochemical analyses of liver and intestine were carried out using peroxidase-conjugated 
lectins (WGA and Con A). Swiss albino female mice (four groups, n=10 animals/group) 
were infected with about 150 cercariae of Schistosoma mansoni, and treated with i.p. single 
dose (10 mg/kg) 24 h after infection. Fifty-six days after infection, animals were sacrificed, 
and submitted to perfusion. Their liver and intestine were colected and submitted to 
histological routines. Liposomes containing 2 mg/ml α-glucana-SO4 were manufactured 
with an encapsulation ratio of 50%. Parasitological analysis (eggs excretion and worms 
recovered) revealed that the treatment with free α-glucana-SO4 was as efficient as its 
encapsulated form; nevertheless, the control group of empty-liposomes exhibited an 
unexpected parasitological effect. Concerning the hepatic granuloma formation, only the 
treatment with free and encapsulated α-glucana-SO4 (62% and 63%, respectively), when 
compared to the control groups. However, a few intestine granulomas were detected. The 
histochemical profile of egg-granuloma system showed that Con A promoted an intense 
staining in hepatic cells of animals treated with free and encapsulated α-glucana-SO4, 
whereas the egg-granuloma system of the control groups 150 mM NaCl and empty 
liposomes was not at all reconized by this lectin. . The WGA lectin, was intensely bounded 
with cells in egg-granuloma system for all groups. In conclusion the antischistosomal effect 
of the polysaccharide was characterized. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



1. INTRODUÇÃO 
 
1.1. Esquistossomose mansônica 

 A esquistossomose é uma endemia parasitária causada por helmintos do gênero 

Schistosoma, o qual apresenta várias espécies adaptadas ao parasitismo, como o 

Schistosoma haematobium, S. japonicum e o S. mansoni, responsável por esta parasitose no 

Brasil (Rey, 2002). A esquistossomose é uma das principais parasitoses humanas em todo o 

mundo, configurando-se como um grande problema de saúde pública (Barbosa, 2000). 

Trata-se de uma patologia de significância médica, social e ecológica, considerada a 

segunda doença de importância sócio econômica e de saúde pública em áreas tropicais e 

sub-tropicais, perdendo apenas para a malária (Bavia et al., 2001). No Brasil, o programa 

de controle tradicional inclui quimioterapia em massa, controle da disseminação do 

hospedeiro intermediário e, ainda, práticas de higiene e prevenção que vêm sendo aplicadas 

por mais de 50 anos em áreas endêmicas. Tais medidas têm sido uma maneira de prevenir a 

mortalidade e reduzir a morbidade, porém não têm contido a expansão da doença nas áreas 

endêmicas (Bavia et al., 2001), pois há mais de 20 anos a esquistossomose tem vitimado 

mais de 200 milhões de pessoas infectadas (Chitsulo et al., 2000).  

 A distribuição geográfica da esquistossomose está relacionada com a interação entre 

fatores ambientais bióticos e abióticos. A doença apresenta focos de distribuição, e uma 

parte do ciclo requer contato com a água contendo hospedeiros intermediários infectados, 

como ocorre com outras zoonoses (Beck et al., 2000). A esquistossomose é endêmica em 

74 países, sendo estimado em 600 milhões o número de pessoas em risco. Estes dados 

referem-se às três principais espécies que parasitam o homem: S. mansoni, S. japonicum e 

S. haematobium. Como somente o S. mansoni existe no Brasil, podem-se considerar os 



dados epidemiológicos apenas neste país, onde é estimado em oito milhões o número de 

casos desta patologia (Cimerman, 2001). 

O ciclo evolutivo do parasita (Figura 1) é mantido por seu principal hospedeiro 

definitivo, o homem, e por hospedeiros intermediários, caramujos do gênero Biomphalaria. 

É através do homem infectado que saem os ovos do S. mansoni (aproximadamente 300 

ovos/dia/fêmea). Estes ovos, em contato com a água, eclodem liberando o miracídio, 

embrião que tem a capacidade de nadar velozmente em busca do caramujo, e que após 

penetrá-lo, transforma-se em esporocisto primário e depois, em secundário. Cerca de 30 

dias após a infecção do molusco, larvas bifurcadas denominadas cercárias saem e nadam 

ativamente. Encontrando o homem, penetram através da pele, o que depende de um esforço 

mecânico e da ação de enzimas (Rey, 2002).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Ciclo evolutivo do Schistosoma mansoni. I, esquistossômulo transformando-se 

em vermes adultos; II, ovos liberando o miracídio; III, esporocisto liberados pelo caramujo; 

IV, cercárias liberadas pelo caramujo. (www.path.com.ac.uk/~tjs16/home-page.html) 

IV 



 Os esquistossômulos caem na circulação sangüínea e/ou linfática e, após 

aproximadamente 30 dias, vão se alojar nos vasos porta-hepático-mesentéricos. No 

hospedeiro definitivo, ocorre diferenciação dos sexos, sendo a fêmea de maior tamanho 

(1,2mm) e mais fina. A postura ocorrerá nos vasos sangüíneos da submucosa do intestino, 

após o alojamento da fêmea no canal ginecóforo do macho. Os ovos atravessam a parede do 

intestino e caem na luz desse órgão, onde se misturam às fezes, fechando assim o ciclo 

biológico do parasita (Neves et al., 2000). 

 Nas diversas áreas onde a esquistossomose é endêmica, os ovos do S. mansoni 

apresentam um importante papel na transmissão, sendo ainda a causa das desordens em 

diversos tecidos do hospedeiro (Hirose et al., 2003). A patologia é produzida pela 

penetração ativa das cercárias na pele humana e invasão do sistema circulatório. Os vermes 

adultos vivem nas veias do sistema porta-hepático podendo ser encontrados, mais 

freqüentemente, nas veias mensenteriais inferiores. A infecção esquistossomótica ocorre 

em várias fases começando por alguns estágios denominados: dermatite cercariana, causada 

pela penetração das cercárias na pele; fase pulmonar, onde ocorre a metamorfose da 

cercária até chegar a fase adulta, percorrendo o coração e o pulmão até chegar ao seu 

habitat, o sistema porta-hepático-mesentérico. A fase aguda da doença pode-se caracterizar 

por um processo pulmonar discreto, durante a migração dos esquistossômulos, ou ao chegar 

ao fígado. A morte de alguns vermes produz obstrução embólica do vaso e conseqüente 

reação inflamatória. (Rey, 2002). A patologia na fase crônica é caracterizada quase que 

exclusivamente pelos granulomas causados pelos ovos do S. mansoni depositados nos 

tecidos do hospedeiro. Verifica-se, então, a importância da patogenia causada pelos ovos de 

S. mansoni, que vai muito além da causada pelos vermes adultos, pois cerca da metade dos 

ovos conseguem sair através da luz do intestino, e muitos ficam retidos nos tecidos do 



indivíduo. O granuloma é o elemento anatomopatológico básico do processo 

esquistossomótico crônico, que se forma em torno do ovo do parasita. Inicialmente 

aparecem em torno dele numerosos macrófagos, seguidos de eosinófilos, linfócitos e alguns 

plasmócitos, que são sinais de reação imunológica. A presença do miracídio induz à 

acumulação local de polimorfonucleares neutrófilos, dando ao conjunto o aspecto de um 

microabscesso. Neste conjunto reacional formado, a princípio, quase exclusivamente por 

células, com predominância de linfócitos e macrófagos, começam a depositar-se fibras 

reticulares que se dispõem em círculo, na periferia do granuloma e, alguns fibroblastos que 

se orientam igualmente em camadas concêntricas e fabricam abundante quantidade de 

colágeno, até que, ao término de sua função, passam a fibrócitos. À medida que aumentam 

os fibroblastos, as demais células vão desaparecendo e, por fim, o granuloma 

esquistossomótico apresenta-se como uma cicatriz fibrosa de estrutura lamelar (Rey, 2002). 

Esta reação inflamatória cujo objetivo é a destruição do ovo, transforma-se num caos para 

esses tecidos, pois com a continuada oviposição pelos vermes, os granulomas logo se 

transformam em extensas áreas cicatriciais, o que altera totalmente a arquitetura dos órgãos.  

 Dependendo do tempo em que se inicie o tratamento e da carga parasitária, o 

indivíduo pode desenvolver a esquistossomose nas formas intestinal e hepatoesplênica. 

 A forma intestinal ocorre com o início da postura dos ovos e o paciente se queixa de 

desconforto abdominal, sensação de plenitude gástrica, leves ou intensos surtos diarréicos, 

que se intercalam com períodos de evacuações normais ou constipação intestinal. Quando a 

forma hepatoesplênica ocorre, o fígado encontra-se macroscopicamente aumentado, assim 

como o baço, em parte devido à congestão venosa, mas também em virtude de uma 

hiperplasia das células do sistema macrófago-linfocitário. Uma das conseqüências mais 

importantes da fibrose no fígado é criar dificuldade à passagem do sangue venoso através 



desse órgão (fibrose periportal), o que acarreta congestão e edema na parede do estômago e 

intestino, aumento de volume do baço, bem como alterações na circulação e atividade 

fisiológica de outros órgãos abdominais a medida que a dificuldade circulatória aumenta, o 

sangue abre passagem pelas anastomoses que existem entre os sistema porta e cava. Devido 

a essa circulação colateral, tais anostomoses que eram quase imperceptíveis, ficam muito 

evidentes. Na parede do esôfago, a circulação colateral leva à formação de veias varicosas 

de grande calibre sujeitas à ruptura e consequentes hemorragias graves. A fase 

descompensada ocorre na fase mais avançada da doença, quando são observadas 

hemorragias digestivas, edemas e derrames cavitários, e as provas de função hepática 

podem acusar comprometimento dos hepatócitos (Rey, 2002).  

Para o tratamento da esquistossomose mansônica, atualmente, estão disponíveis 

duas drogas, o oxamniquine e o praziquantel. A oxamniquine (Ox), comercialmente 

denominada Mansil, é uma tetrahidroquinolina que atua através de seus metabólitos, 

apenas contra o S. mansoni, lesando particularmente o tegumento dos vermes, sobretudo os 

machos, além do aparelho reprodutor das fêmeas (Malta, 1994). Seu mecanismo de ação 

primário parece resultar de uma ativação enzimática da droga, em um processo dependente 

de ATP e, em vermes sensíveis, ocorre uma alquilação de macromoléculas essenciais, 

inclusive o DNA (Cioli et al., 1993). Os metabólitos são excretados por via renal e a Ox é 

efetiva em dose oral de 15 mg/Kg para cepas da América do Sul. O tratamento por Ox pode 

selecionar linhagens de S. mansoni resistentes a essa droga. Assim, em pacientes que tendo 

recebido a medicação correta não se curaram, é conveniente refazer o tratamento com outra 

droga (Rey, 2002). 



O praziquantel (Pz), comercialmente denominado Biltricide, é uma 

pirazinoisoquinolina heterocíclica, que por ação direta determina contração muscular dos 

vermes e lesa seu tegumento, agindo, sobretudo contra as fêmeas. O tratamento faz-se com 

uma dose única, por via oral de 40 mg/Kg de peso do paciente, e nas infecções mais 

intensas, recomendam-se duas doses de 25 mg/Kg ou 30 mg/Kg, separadas por um 

intervalo de quatro horas. A taxa de cura da esquistossomose chega a 78% em tratamentos 

feitos no Brasil (Rey, 2002).  

A probabilidade de haver poucas opções terapêuticas para o tratamento de uma 

doença que afeta 200 milhões de pessoas é alarmante. Adicionalmente, o número de relatos 

que indicam a possibilidade de que a resistência ao Pz seja uma realidade clínica e 

experimental está aumentando (Cioli, 2000). Para haver o controle da infecção por 

Schistosoma, principalmente naquelas áreas onde existem pessoas que trabalham 

diretamente em ambiente com potencial para a infecção, é preciso haver um contínuo 

tratamento em massa. Porém este tipo de tratamento regular gera o risco de 

desenvolvimento de resistência (Kenworthy et al., 2003). 

A primeira cepa isolada com resistência foi em um paciente brasileiro não curado 

com Ox em 1973. Nos anos seguintes relatos similares apareceram no Brasil. Em todos os 

casos humanos, a resistência foi demonstrada pelo isolamento de ovos fecais da cepa, 

seguido de tratamento na infecção experimental (Cioli et al., 1993). No Egito, existem reais 

evidências da resistência ao Pz, ainda não esclarecida (Ismail et al., 1999), pois a primeira 

investigação em larga escala das baixas taxas de cura com Pz foi realizada numa área 

infectada pelo S. mansoni, no norte do Senegal. Uma extensa documentação demonstrou 

que, neste local, houve uma taxa de cura de 18 a 39%, em vez da usual taxa de 90% (Cioli, 



2000), atribuindo-se a resistência a altas taxas de reinfecções após o tratamento, o que 

acaba selecionando algumas cepas (Liang et al., 2001). Seria muito interessante conhecer o 

resultado das alterações moleculares nos vermes resistentes ao Pz, pois uma explicação 

presumida envolveria alterações nos canais de cálcio, que é o presumido sítio de ação do Pz  

sobre os vermes adultos (Blair, et al., 1992). Neste contexto, o desenvolvimento de novas 

drogas é de grande importância (Frézard & Lane, 1997).   

 

1.2 Lipossomas 

Lipossomas são vesículas microscópicas formadas por bicamadas fosfolipídicas 

concentricamente organizadas (Figura 2), onde podem ser incorporadas drogas lipofílicas e 

hidrofílicas. As drogas lipofílicas localizam-se na bicamada, enquanto as hidrofílicas são 

retidas no compartimento aquoso limitado pela bicamada fosfolipídica (Hrckova & 

Velebný, 2001). Suas características dependem do método de preparação e da escolha dos 

componentes da bicamada lipídica (Crommelin et al., 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Estrutura de lipossomas unilamelares 

(http://www.cu.lu/labext/rcms/cppe/membrane/manalipi.html) 

 



Os lipossomas formam-se espontaneamente quando fosfolipídios são dispersos em um 

meio aquoso, dando origem a uma população de vesículas cujo tamanho pode variar numa 

faixa que vai de algumas dezenas de nanômetros a dezenas de micrômetros de diâmetro 

(Lima, 1994). 

 Uma caracterização mais detalhada distingue entre vesículas grandes e pequenas, 

permitindo classificar os lipossomas (Puisieux, 1983; Scarpa et al., 1998) em: 

♦ Lipossomas multilamelares (Multilamellar Vesicles: MLV): são os lipossomas formados 

por várias bicamadas concêntricas, intercaladas por compartimentos aquosos. Seu diâmetro 

é variável de acordo com o número de lamelas, variando entre 400 e 3.500 nm. 

♦ Lipossomas pequenos unilamelares (Small Unilamellar Vesicles: SUV): são os menores 

lipossomas possíveis de serem obtidos, constituídos por apenas uma bicamada como 

membrana e um pequeno compartimento aquoso. Seu diâmetro varia de 20 a 50 nm. 

♦ Lipossomas grandes unilamelares (Large Unilamellar Vesicles: LUV): são também 

constituídos por apenas uma bicamada, mas com uma grande cavidade aquosa. Seu 

diâmetro varia de 200 a 1.000 nm. 

 Em Bioquímica, os lipossomas possibilitam a reconstituição e investigação de 

proteínas de membrana em um ambiente bem definido que mimetiza o natural. A 

similaridade entre lipossomas e membranas biológicas pode ser aumentada por 

modificações químicas na membrana dos mesmos, possibilitando sua exploração em áreas 

como direcionamento de fármacos (Chonn & Cullis, 1998) ou modulação do sistema imune 

in vivo e in vitro (Meyenburg et al., 2000). Entretanto, suas mais importantes aplicações são 

nas áreas da farmacologia, medicina e biotecnologia, onde os lipossomas servem como 

veículo para controlar a administração de fármacos encapsulados, material genético, 



enzimas e outras moléculas. Pode-se também ter a presença de lipossomas na indústria 

alimentícia e coméstica, tornando possível transformar moléculas não hidrossolúveis em 

formulações aquosas contendo lipossomas. No campo da indústria farmacêutica, vários 

produtos estão sob investigação, incluindo imunomoduladores, agentes de diagnóstico e 

terapêuticos para câncer, antibióticos, antiasmáticos, antifúngicos e vacinas. Os lipossomas 

têm sido considerados uma enorme promessa para serem usados como carreadores 

farmacêuticos in vivo e o caminho a ser seguido é a prática clínica (Torchilin et al., 2001; 

Lasic, 1992; Prista et al., 1995).  

Como exemplos, encontram-se na literatura vários trabalhos com a utilização de 

lipossomas, os quais vêm sendo utilizados para carrear o anti-helmíntico prazinquantel 

(Ammar et al., 1994), com o objetivo de avaliar o efeito sobre o tempo de meia-vida deste 

fármaco na circulação (Hrckova et al., 2000). Paralelamente, os lipossomas têm-se 

apresentado um efetivo carreador para a anfotericina B (L-AMP-LRC-1), mostrando sua 

aplicabilidade terapêutica em pacientes com infecções fúngicas sistêmicas (Kotwani et al., 

2002). Também se encontra sendo usado na medicina veterinária, onde é verificado o efeito 

de uma glucana encapsulada em lipossomas frente à infecção por Toxocara canis, com o 

objetivo de possibilitar uma entrega específica da droga para as células do sistema 

fagocítico mononuclear (SFM), o qual resulta numa eficiente ativação da resposta celular e 

humoral (Hrckova & Velebný, 2001). 

Entre as vantagens do uso do sistema de liberação controlada lipossomal pode-se 

verificar que estes carreadores podem dirigir um fármaco para determinados sítios 

específicos, prolongar a duração da exposição do fármaco, agindo como um reservatório de 

liberação lenta e controlada e solubilizar fármacos lipofílicos. A encapsulação em 

lipossomas pode também reduzir enormemente a exposição do fármaco no organismo, 



protegendo o coração da doxorrubicina, ou seja, da cardiotoxidade deste fármaco. Pode-se 

ainda utilizar lipossomas como adjuvantes em formulações com vacinas, porém destaca-se 

uma característica que pode ser favorável ou desfavorável na aplicação de lipossomas, que 

é a captura pelo (SFM) (Lasic, 1992; Storm & Crommelin, 1998; Oussoren et al., 2000).  

 

1.3 Modificadores de Resposta Biológica: Polissacarídeos Biologicamente Ativos 

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

partir de substâncias que atuam modificando a resposta do hospedeiro a uma determinada 

doença, utilizando a resposta imune potencializada para encontrar uma melhora frente a 

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

amplamente estudados, provenientes de diversas fontes e apresentam variados mecanismos 

de ação (Han et al., 1999). Uma variedade de polissacarídeos de diversas origens têm a 

habilidade de potencializar o sistema imune, comportando-se como imunomoduladores. 

Farmacologicamente são classificados como (MRB) (Bohn & BeMiller, 1995). Para um 

agente ser classificado como MRB é necessário que o mesmo atue por meio de pelo menos 

um dos seguintes mecanismos: a) aumento direto da resposta anti-tumoral do hospedeiro, 

promovendo assim o aumento do número ou atividade das células efetoras, ou da produção 

de mediadores solúveis, como as citocinas; b) diminuição dos mecanismos supressores, 

ocorrendo o aumento indireto da resposta imune no hospedeiro ao tumor; c) aumento das 

defesas do hospedeiro, em virtude de seu efeito como mediador natural ou sintético das 

respostas imunes; d) modificação das características da membrana de células tumorais, de 

modo a aumentar sua imunogenicidade, alterar seus padrões de disseminação metastásica, 

ou torná-la mais susceptíveis a destruição por meio de mecanismos imunológicos ou por 

agentes citotóxicos (Mitchell, 1988). 



Quanto aos seus mecanismos de ação in vivo e in vitro, polissacarídeos de diferentes 

origens (fungos, vegetais e líquens) e de diversas estruturas químicas, têm sido 

investigados, como amplamente revisado por (Whistler et al., 1976; Bohn & BeMiller 

,1995  e Kidd, 2000).  

A glucana, um polissacarídeo de origem fúngica, liquênica ou microbiana, tem-se mostrado 

como um potencializador do (SFM) do hospedeiro, aumentado à resistência do hospedeiro 

sobre infecções virais, bacterianas e parasitoses (Hrckova & Velebný, 2001).  

           O mecanismo de ação in vivo dos polissacarídeos, ainda não foi completamente 

esclarecido, envolve essencialmente a imunomodulação (Han et al., 1999). A 

imunomodulação pode ocorrer pela ativação do sistema imune envolvendo macrófagos, 

linfócitos T, células polimorfonucleares, interleucinas e produção de interferon, bem como 

aumentando a atividade fagocítica (Bohn & BeMiller, 1995; Stuelp-Campelo et al., 2002).  

Os mecanismos de ação dos MRB sobre células neoplásicas pelo sistema imune, atua por 

meio de anticorpos ou principalmente por células, como linfócitos T, células NK (Natural 

Killer) e macrófagos (Rosenberg, 1993). Quanto ao mecanismo de captação dos 

polissacarídeos biologicamente ativos, sabe-se que as (1→3)–ß-D-glucanas, administradas 

i.p. são gradualmente capturadas pelos macrófagos residentes no fígado e baço. Após 7 

dias, 50% do polissacarídeo já pode ser detectado nessas vísceras, enquanto o restante fica 

acumulado no mesentério, peritônio e omento dos animais portadores de Sarcoma 180 

(Suda et al., 1995). O polissacarídeo permanece cerca de 30 dias no fígado e baço, sem 

alterações significativas em sua estrutura química (Miura et al., 1995). 

Neste contexto podem-se citar alguns exemplos de polissacarídeos com diversas 

atividades, Gadelha (2001), avaliando a ação anti-helmíntica contra o Schistosoma mansoni 



do heteropolissacarídeo da goma do cajueiro Anacardium occidentale (P-JU) encontrou 

resultados satisfatórios, administrando o P-JU encapsulado em lipossomas, verificando uma 

redução no número de ovos e de vermes nos camundongos infectados com S. mansoni. 

Outro exemplo é o polissacarídeo de Silene vulgaris que mostrou-se um estimulador da 

fagocitose por macrófagos, através de diferentes mecanismos (Popov et al., 1999). 

 

1.4 Polissacarídeos de Ramalina celastri (R. celastri) 

 O líquen R. celastri (Figura 3) pode ser encontrado fixado fortemente às porções 

mais elevadas dos troncos das árvores. Esta espécie foi anteriormente denominada de R. 

ecklonii, R. lanceolata e R. pellucida. Em 1993, entretanto, a denominação de R. celastri 

foi estabelecida para estas espécies (Kashiwadani & Kalb, 1993).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Líquen R. celastri 

 

Apesar de numerosos polissacarídeos de plantas com ação imunopotencializadora já 

ter sido demonstrado, a procura por novas fontes destes polissacarídeos biologicamente 

ativos é de grande interesse (Popov et al., 1999). 



 Embora existam evidências de que as (1→3)-β-D-glucanas apresentam um maior 

efeito anti-neoplásico (Bohn & BeMiller, 1995), a sua relativa insolubilidade em meio 

aquoso dificulta sua ampla utilização clínica como MRB. O esforço em se obter estruturas 

mais solúveis e com atividade antitumoral justificou a pesquisa entre os liquens. Estes 

apresentam α- e β-glucanas com ligações glicosídicas (1→3) e (1→4), em diferentes 

relações molares, que podem ser um interessante objeto de investigação (Carneiro-Leão, 

1998). 

Ao contrário das β-glucanas, a atividade biológica das α-glucanas tem sido pouco 

estudada. Os líquens são importantes fontes de α-glucanas, as quais são geralmente 

solúveis em água e possuem estrutura linear com ligações glicosídicas do tipo α-(1→3) e 

α-(1→4) (Bohn & BeMiller, 1995). 

As glucanas de R. celastri foram estudadas por Miceno (1991), sendo obtida uma α-

glucana, com ligações (1→3) e (1→4) (Fig. 4), em uma proporção molar de 3:1, foram 

encontradas ainda evidências para a presença de uma (1→3), (1→4)-β-D-glucana linear, e 

de uma outra (1→3), (1→4)- α-D-glucana linear, semelhante a nigerana (Miceno, 1988). 

 
 

 

 

 

 



Figura 4. Estrutura do polissacarídeo extraído de R. celastri, Stuelp-Campelo et al., 2002. 

 

Verificando o efeito antitumoral deste polissacarídeo, observou-se uma inibição do 

crescimento in vivo do Sarcoma 180 em 81%, utilizando-se uma única administração i.p., 

na dose de 200 mg.kg-1 (Stuelp-Campelo et al., 2002). 

 O derivado sulfatado desta α-glucana (α-glucana-SO4, DS 0,97, Mw 290400) tem 

demonstrado ser mais eficaz que o polissacarídeo nativo, inibindo o crescimento de 

Sarcoma 180 em 59%, na dose de 20 mg.kg-1 (Carneiro Leão, 1998). Quando testada in 

vitro frente a células HeLa, a α-glucana-SO4 (10 µg.ml-1) causou redução da adesividade à 

superfície de crescimento, com diminuição da viabilidade celular após 12 h. Foram 

observadas condensação celular, blebs, condensação e vacuolização do citoplasma, e 

alterações nucleares sugestiva de morte celular por apoptose (Carneiro-Leão et al., 1997). 

Stuelp-Campelo et al. (2002), avaliando o efeito sobre a fagocitose da α-D-glucana, 

trataram camundongos com uma dose única intraperitoneal (200 mg.kg-1) e observaram o 

efeito 7 dias após a administração, observou-se um aumento de aproximadamente 70% na 

atividade fagocítica de células do exsudado peritoneal (PEC). Estes efeitos podem indicar 

que o polissacarídeo de R. celastri fuciona como mediador da resposta inflamatória e/ou 

como um estimulante direto do (PEC), como proposto por Sakurai et al. (1992). 

 

 



1.5 Histoquímica com Lectinas 

  Lectinas pertencem a uma classe de proteínas ou glicoproteínas de origem não-

imunológica, que reconhecem carboidratos livres ou ligados às superfícies celulares através 

de sítios de ligação a carboidratos, na qual a principal força de interação é a hidrofobicidade 

(Kennedy et al., 1995). Segundo Remani (1994), as lectinas podem detectar alterações na 

composição de carboidratos em glicoproteínas e glicolipídios de membrana celular que 

parecem formar a base das alterações nas adesões celulares que acompanham o 

desenvolvimento e transformações celulares. 

 As lectinas têm sido empregadas como marcadores histoquímicos para 

glicoconjugados da superfície celular de células normais e transformadas (Matsumoto et 

al., 1992). Várias pesquisas têm sido desenvolvidas, no intuito de demonstrar a viabilidade 

e eficiência das lectinas como marcadores de células transformadas (Beltrão et al., 2003). 

 Desta forma, o fenômeno das variações no perfil de carboidratos expressos na 

superfície em células transformadas estão sendo amplamente estudadas através da 

histoquímica com lectinas (Herling et al., 2000; Thies et al ., 2001; Beltrão et al., 1998, 

2001, 2003) e se tem aplicado cada vez mais estas proteínas, principalmente de origem 

vegetal, como sondas histoquímicas em pesquisa, básica e aplicada, sobre processos 

patológicos (Kunsfield & Petzelbauer, 2001; Valentiner et al., 2002) e como ferramentas 

auxiliares em estudos histopatológicos de rotina  (Thies et al., 2001). 

 

 

 

 

 



 

2. OBJETIVOS 

2.1. OBJETIVO GERAL 

2.1.1 Avaliar a ação antihelmíntica de formulações contendo α-D-glucana sulfatada (α-

glucana-SO4) de R. celastri em sua forma livre e encapsulada em lipossomas sobre a 

infecção experimental pelo S. mansoni. 

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

2.2.1. Encapsular a α-glucana-SO4 de R. celastri em lipossomas e testar a estabilidade 

(acelerada e a longo prazo) das formulações obtidas.  

2.2.2. Avaliar o efeito do tratamento com formulações contendo α-glucana-SO4 livre e 

encapsulada em lipossomas sobre o curso da infecção experimental pelo S. mansoni, quanto 

aos aspectos parasitológicos. 

2.2.3. Acompanhar a reação inflamatória hepática e intestinal nos animais tratados com as 

formulações contendo α-glucana-SO4 livre e encapsulada em lipossomas. 

2.2.4. Obter padrão histoquímico de marcação das lectinas WGA e Con A do fígado e 

intestino de animais infectados por Schistosoma mansoni e tratados com α-glucana-SO4 

livre e encapsulada em lipossomas. 
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RESUMO 

 
O derivado sulfatado da α-D-glucana (α-glucana-SO4) de Ramalina celastri livre e 

encapsulada em lipossomas foi testada sobre a infecção experimental pelo Schistosoma 
mansoni. Os lipossomas foram preparados pelo método de hidratação do filme lipídico, 
cujos constituintes foram fosfatidilcolina de soja, colesterol, esterilamina (36 µMol 
lipídeos/10µl tampão na proporção de 7:2:1, respectivamente) e α-glucana-SO4 (2 mg/ml). 
As formulações lipossomais foram submetidas a testes de estabilidade acelerarada e a longo 
prazo. Os animais utilizados foram 40 camundongos fêmeas, albino Swiss, infectados com 
150 cercárias/animal, e divididos em 2 grupos controle (G2, NaCl 150mM e  G4, 
lipossomas vazios) e 2 grupos tratados (G1, α-glucana-SO4 livre e G3, α-glucana-SO4 
encapsulada em lipossomas). Os animais foram tratados 24 horas após a infecção e 
sacrificados após 56 dias da infecção. Avaliaram-se: excreção de ovos, vermes recuperados 
do sistema porta-hepático-mesentérico, granulomas hepáticos e intestinais e perfil 
histoquímico de marcação do sistema ovo-granuloma nestes órgãos com lectinas. Os 
lipossomas obtidos apresentaram-se estáveis com uma taxa de encapsulação de 50%. Os 
lipossomas apresentaram um leve decaimento de pH no período de 180 dias que variou 
entre 7,4 a 6,8. As formulações lipossomais liofilizadas apresentaram-se estáveis após 60 
dias. Quanto aos resultados parasitológicos o grupo (G1) foi estatisticamente diferente do 
grupo (G2) obtendo-se uma redução de 90% no número de ovos excretados, e o (G3) foi 
estatísticamente igual a (G1). Este mesmo perfil foi observado quanto ao número de 
vermes, onde o grupo (G1) reduziu em 80% o número de vermes totais quando compara-se 
com o grupo (G2).  Com relação ao número de granulomas hepáticos, o grupo (G1) e o 
(G3) reduziram em 62% e 63%, respectivamente, quando comparados aos grupos controles     
. Foram encontrados raros granulomas intestinais em todos os grupos, o que já era esperado 
pelo próprio perfil da parasitose. A lectina (Con A) marcou o sistema ovo-granuloma no 
grupo G1 e G3. No entanto, esta marcação não foi verificada no grupo G2 e G4. Já a lectina 
WGA marcou o sistema ovo-granuloma em todos os grupos estudados. Pelo exposto 
constata-se a atividade biológica da α-glucana-SO4 e verifica-se que a encapsulação com 
este tipo de lipossoma e nestas condições experimentais causaram o mesmo efeito do 
polissacarídeo livre.  
 
 
Palavras-chaves: atividade anti-parasitária Schistosoma mansoni, polissacarídeo, Ramalina 
celastri, lipossomas, Lectinas. 
 

 

 

 

 

 



SUMMARY 

 
The antischistosomal activity of the polysaccharide, α-glucana-SO4, extracted of Ramalina 
celastri was examined. Both free and liposome-encapsulated forms of α-glucana-SO4 were 
considered. Liposomes were obtained according to the lipid thin film method. The effect of 
the treatment with unloaded and α-glucana-SO4-loaded liposomes on egg excretion, worm 
burden, hepatic and intestine granuloma formation was assessed on infected Swiss albino 
mice. Furthermore, histochemical analyses of liver and intestine were carried out using 
peroxidase-conjugated lectins (WGA and Con A). Swiss albino female mice (four groups, 
n=10 animals/group) were infected with about 150 cercariae of Schistosoma mansoni, and 
treated with i.p. single dose (10 mg/kg) 24 h after infection. Fifty-six days after infection, 
animals were sacrificed, and submitted to perfusion. Their liver and intestine were colected 
and submitted then to histological routines. Liposomes containing 2 mg/ml α-glucana-SO4 
were manufactured with an encapsulation ratio of 50%. Parasitological analysis revealed 
that the treatment with free α-glucana-SO4 was as efficient as its encapsulated form; 
nevertheless, the control group of empty-liposomes exhibited an unexpected parasitological 
effect. Concerning the hepatic granuloma formation, only the treatment with free and 
encapsulated α-glucana-SO4 (62% and 63%, respectively), when compared with control 
groups. However a few intestine granulomas were detected. The histochemical profile of 
egg-granuloma system showed that Con A promoted an intense staining in hepatic cells of 
animals treated with free and encapsulated α-glucana-SO4, whereas the egg-granuloma 
system of the control groups 150 mM NaCl and empty liposomes was not at all reconized 
by this lectin. . The WGA lectin, intensely bounded with cells in egg-granuloma system for 
all groups. In conclusion the antischistosomal effect of the polysaccharide was 
characterized. 
 

Key words: antiparasitic activity, S. mansoni, Polysaccharide, Ramalina celastri, lectins, 
liposomes 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



INTRODUÇÃO 
 

A esquistossomose continua sendo uma das mais prevalentes infecções parasitárias 

no mundo e um problema significativo de saúde pública8. Produção de ovos, formação de 

granulomas, intensidade da patologia, resistência a reinfecções e a eficácia da droga são 

características significantes que dependem de fatores imunológicos15,28. Praziquantel e 

oxamniquine são as drogas de escolha para o tratamento da esquistossomose, porém, a 

literatura relata a possibilidade de haver resistência a tais drogas. A perspectiva de haver 

poucas opções terapêuticas para uma doença que afeta 200 milhões de pessoas é alarmante 

10. Neste contexto, o desenvolvimento de novas drogas é de grande importância17.  Estudos 

mostram que numerosos polissacarídeos de diferentes origens biológicas podem atuar como 

modificadores de resposta biológica (MRB). Isto ocorre por ativação da resposta imune 

envolvendo macrófagos, células T e células Natural Killer, interleucinas e produção de 

interferon, bem como aumentando a atividade fagocítica5. Os líquens são promissores 

fontes de α-glucanas, as quais são geralmente solúveis em água e possuem estrutura linear 

com ligações glicosídicas do tipo α-(1 → 3) e α-(1 → 4) 36. Recentemente, interessantes 

efeitos citotóxicos sobre células HeLa têm sido descritos para uma α-D-glucana, isolada do 

líquen Ramalina celastri7. Este polímero, com ligações do tipo (1 → 3), (1 → 4), na 

proporção molar 3:1, tem mostrado atividade citotóxica sobre células HeLa, atividade 

fagocitária, efeito antitumoral sobre Sarcoma-180 e sobre células do exsudado peritoneal, o 

que sugere que a glucana de R. celastri exerça um papel de MRB37.   

Os lipossomas são considerados promissores carreadores de droga in vivo39. 

Formulações lipossomais contendo anfotericina B ou doxorubicina são exemplos de 

sucesso na aplicação da nanotecnologia farmacêutica em terapias. Lipossomas 



administrados por via intravenosa são rapidamente capturados pelos macrófagos, o que 

constitui uma grande vantagem no caso da encapsulação de um MRB24. A administração de 

glucanas encapsuladas em lipossomas permite uma entrega específica do fármaco ao 

sistema fagocítico mononuclear, tendo como resultado uma eficiente ativação da resposta 

imune celular e humoral16. 

  Lectinas pertencem a uma classe de proteínas ou glicoproteínas de origem não-

imunológica, que reconhecem carboidratos livres ou ligados às superfícies celulares através 

de sítios de ligação a carboidratos, na qual a principal força de interação é a hidrofobicidade 

23. Lectinas têm capacidade de reconhecer carboidratos podendo ser utilizada como 

marcador histoquímico para glicoconjugados de superfície celular em doenças 

inflamatórias 42,30.  

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito antihelmíntico de α-glucana-SO4 livre 

e encapsulada sobre a infecção experimental por S. mansoni em camundongos, avaliou-se a 

excreção de ovos, o número de vermes recuperados do sistema porta-hepático-mesentérico, 

e o perfil histopatológico e histoquímico do fígado e intestino. 

  

MATERIAIS E MÉTODOS 

Extração, purificação, sulfatação e caracterização do polissacarídeo extraído do 

líquen R. celastri 

Os procedimentos realizados para extração e purificação do polissacarídeo de R. celastri 

foram realizados segundo Miceno (1988)29, emodificado por Stuelp (1997)35. A α-D-

glucana foi sulfatada de acordo com o procedimento descrito por O’Neill (1955)31, tendo 

como produto a α-glucana-SO4, que teve grau de substituição por sulfato determinado 



segundo a metodologia descrita por Dodgson & Price (1962)13. A sulfatação da α-glucana-

SO4 foi analisada por ressonância magnética nuclear de Carbono-13 (RMN-13C). 

 

Preparação dos lipossomas 

 Fosfatidilcolina de soja (Lucas Meyer, Hamburg, Germany), colesterol e 

estearilamina (Sigma, Saint Louis, USA), clorofórmio e metanol foram obtidos da Merck 

(Armstadt, Germany).   

Os lipossomas foram preparados pelo método de formação do filme lipídico por 

evaporação de solventes orgânicos2. Lipossomas carregados positivamente foram 

preparados como segue: inicialmente os constituintes lipídicos, fosfatidilcolina de soja, 

colesterol e esterilamina (7:2:1) foram solubilizados em um sistema clorofórmio:metanol 

3:1 (v/v) e mantidos sob agitação mecânica, a 28°C, durante 15 minutos. A concentração de 

lipídios utilizada variou entre 32 a 42 µmol (Tabela 1) em 10 µl de solução tampão fosfato 

de sódio, 0,2 M, pH 7,4. A solução obtida foi evaporada por 40 minutos (37°C), em 

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

filme lipídico. Este foi hidratado com o mesmo tampão contendo α-glucana-SO4 (1,0 a 2,0 

mg/ml), mantido sob agitação mecânica por 40 minutos, a 28°C. Finalmente, as 

preparações foram submetidas à ultrasonicação, 50 ciclos/segundo, durante 250 segundos, a 

4°C. As preparações lipossomais foram liofilizadas (sistema FTSS, USA).  

 

Tabela 1. Formulações lipossomais 
  composição 

(7:2:1) 
[ lipídios/tampão] 

(µmol. µl) 
α-Glu-SO4 

(mg.ml) 
F1 PC:CH:SA 36 1,0 
F2 PC:CH:SA 36 1,5 
F3 PC:CH:SA 36 0 
F4 PC:CH:SA 36 2,0 
F5 PC:CH:SA 32 2,0 
F6 PC:CH:SA 32 0 
F7 PC:CH:SA 42 1,0 
F8 PC:CH:SA 42 0 



Estabilidade das formulações lipossomais contendo α-glucana-so4  

Os testes de estabilidade foram realizados imediatamente após a preparação das 

formulações. Foram analisados aspectos macro e microscópicos, variação de pH e taxa de 

encapsulação. Testes de estabilidade acelerada e a longo-prazo também foram realizados, 

com o objetivo de avaliar a durabilidade das formulações, submetidas a condições de 

estresse, simulação de condições de transporte e estocagem. O primeiro teste foi o de 

estabilidade acelerada por centrifugação (3000 rpm/min por 1 hora), seguido de estresse 

mecânico (150 strokes/min, 37°C por 48 horas). Foram separadas alíquotas das 

formulações para os testes de estabilidade a longo-prazo, como, ciclo de congelamento e 

descongelamento (16 h a -18°C e 8 h a 25°C ± 1°C) e análise do pH em formulações 

estocadas por 6 meses a 4°C. 

A taxa de encapsulação de α-glucana-SO4 foi determinada após ultracentrifugação (44.000 

rpm, 1hora). O teor de α-glucana-SO4 foi determinado pelo método do fenol-sulfúrico 14, 

após a separação da α-glucana-SO4 não encapsulada por ultracentrifugação. Uma curva de 

calibração padrão foi preparada utilizando-se D-glicose como padrão em concentrações 

variando de 8 a 80 µg/ml. 

 

Avaliação da atividade biológica da α-glucana-SO4 

Camundongos fêmeas Swiss albinos, com peso 25 ± 2.0 g, idade entre 35-40 dias, 

foram infectados por via caudal com 150 cercárias/animal (cepa BH) de S. mansoni. Os 

animais foram tratados com dose única (10 mg.kg-1), 24 horas após a infecção. Quatro 

grupos (n=10) foram estudados: G1, α-glucana-SO4 livre; G2, NaCl 150 mM; G3, α-

glucana-SO4  encapsulada em lipossomas e G4, lipossomas vazios. A infecção dos animais 



foi confirmada e a atividade da α-glucana-SO4 foi avaliada pela eliminação de ovos nas 

fezes determinada pelo método de Kato-Katz22. Após 56 dias de infecção os animais foram 

anestesiados usando cloridrato de xilazina e cloridrato de quetamina nas doses de 10 

mg.Kg-1 e 115 mg.Kg-1 por via subcutânea, sacrificados e então submetidos a perfusão. 

Onde os vermes distribuídos no sistema porta-hepático, foram recuperados17 e os órgãos 

coletados para análises histopatológica e histoquímica.  

 

Análise histopatológica 

Fragmentos do fígado e intestino foram fixados em formaldeído 10% (v/v) e 

submetidos a rotina histológica e embebidos em parafina. Tecidos (fígado e intestino) com 

4µm foram preparadas em lâminas tratadas com 3-amino-propiltriethoxi-silano (APES; 

Sigma, USA) e coradas com hematoxilina e eosina e Tricrômicro de Masson. A análise 

histopatológica foi realizada em microscópio óptico, onde os granulomas foram contados. 

  

Histoquímica hepática e intestinal usando lectinas  

Foram usadas as lectinas Concanavalina A (Con A) e wheat germ agglutinin 

(WGA) conjugadas a peroxidase (Sigma, USA). Os tecidos hepático e intestinal foram 

desparafinizados em xilol e embebidas em etanol (70-100%). As lâminas foram tratadas 

com solução de tripsina 0,1% (p/v) por 2 minutos a 37°C, logo após foram tratadas com 

metanol 0,3% (v/v) por 20 min a 25°C e incubado com as lectinas conjugadas com 

peroxidase  (Con A e WGA 100 µg/ml) por 2h a 4 °C. As lâminas foram então lavadas com 

PBS 10 mM (10 min), A peroxidase foi revelada através da incubação em PBS contendo 

diaminobenzidina (DAB) e peróxido de hidrogênio (3-5 min). Os tecidos hepáticos e 



intestinais foram, então, contracorados com hematoxilina e analizados ao microscópio 

óptico (Olympus BH-2, Japan). O ensaio de inibição de reconhecimento da lectina ao 

carboidrato, foi realizada usando o açúcar específico correspondente a lectina: D-manose e 

D-glicose para Con A, N-acetil-glicosamina para WGA, para uma concentração final de 

300 mM. 

 

Análise estatística 

Os resultados obtidos foram expressos como média ± desvio padrão (M ± dp), 

submetidas à análise de variância e ao teste de Tukey, considerando-se estatisticamente 

significativos os valores comparados ao nível de significância de 5%40. Letras iguais no par 

de comparação (a ou b) indicam p > 0,05; letras diferentes (a e b), indicarão p ≤ 0.05. 

 

RESULTADOS 

Estabilidade dos lipossomas contendo α-glucana-SO4 

 Foi observado que as formulações permaneceram estáveis após o estresse mecânico, 

o qual simula condições de transporte, exceto a F5 (Tabela 2). Dentre todas as formulações 

a que foi estável em todos os parâmetros e inclusive com maior número de ciclos de 

congelamento e descongelamento foi a F4, a qual foi escolhida para os testes in vivo. 

 Esta formulação (F4) liofilizada mostrou-se homogênea quanto aos aspectos macro e 

microscópicos após ressuspensão em tampão fosfato de sódio pH 7,4 após 60 dias de 

armazenamento. Esta formulação em suspensão demonstrou um leve decréscimo de pH 

durante um período de 180 dias, variando de 7,4 a 6,5 (Figura 1), isto pode indicar uma 

degradação lipídica gradual32. Porém esta mesma formulação da forma liofilizada 



apresentou o mesmo pH (7,4) após liofilização e ressuspensão. A taxa de encapsulação da 

formulação F4 foi de 50%, o qual é considerada satisfatória para lipossomas SUV.  

 

Tabela 2. Avaliação de formulações contendo α-glucana-SO4 nos testes de estabilidade 
acelerada e a longo-prazo. 
 

 estresse 
(48h) 

centrifugação 
(3000 rpm-1h) 

Ciclos gelo/degelo 
(16h-18°C; 8h25°C) 

F1 estável estável até 1 ciclo 
F2 estável estável até 1 ciclo 
F3 estável estável até 1 ciclo 
F4 estável estável >6 ciclo 
F5 precipitado precipitado até 2 ciclo 
F6 estável estável 0 ciclo 
F7 estável estável até 4 ciclo 
F8 estável precipitado até 4 cicle 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Acompanhamento do pH da suspensão lipossomal contendo α-glucana-SO4 (F4), 
estocada a 4 °C. 
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Eficácia da α-glucana-SO4 livre e encapsulada sobre a infecção experimental por S. 

mansoni 

 A Figura 2 ilustra a eliminação de ovos nas fezes de camundongos infectados por S. 

mansoni. O tratamento com a α-glucana-SO4 livre promoveu uma redução significativa de 

90,1% (p= 0.000164) quando comparados ao grupo controle NaCl 150 mM. Não foi 

verificado uma diferença estatisticamente significativa entre os tratamentos com a α-

Glucana-SO4 livre e encapsulada em lipossomas. 

 

Figura 2. Efeito dos tratamentos com a α-glucana-SO4 livre e encapsulada em lipossomas 

sobre o número médio de ovos excretados nas fezes dos animais infectados por S. mansoni. 
1, α-glucana-SO4 livre; 2, NaCl 150 mM; 3, α-glucana-SO4 encapsulada e 4, lipossomas 

vazios. Letras iguais no par de comparação (a ou b) indicam p > 0,05; letras diferentes (a e 

b), indicam p ≤ 0.05 
 

Os vermes recuperados do sistema porta-hepático-mesentérico foram contados e 

classificados por sexo, como está mostrado na tabela 3. Pode-se observar uma redução 

estatisticamente significativa no número de vermes totais, fêmeas e machos, no grupo α-
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glucana-SO4 livre, na ordem de 80,2%, 70,9% e 73,4%, respectivamente, quando se 

compara os dados com o grupo controle NaCl 150 mM. Neste caso, também não foi 

verificada diferença entre os dados do tratamento com o polissacarídeo livre e encapsulado. 

Um efeito não esperado foi observado no grupo lipossomas vazios que causaram redução 

na eliminação de ovos e no número de vermes recuperados, o que não foi observado no 

número de granulomas. 

Tabela 3. Efeito dos tratamentos com a α-glucana-SO4 livre e encapsulada em lipossomas 

sobre o número médio de vermes recuperados do sistema parta-hepático-mesentérico dos 

animais infectados por S. mansoni. 

 

 

 

 

 

 

 
 
Letras iguais no par de comparação (a ou b) indicam p > 0,05; letras diferentes (a e b), 
indicam p ≤ 0.05 
 
 
Análise Histopatológica 
 

As observações histopatológicas permitiram a vizualização de granulomas em 

diferentes estágios de evolução. Quanto ao número de granulomas hepáticos (Figura 3A), o 

grupo tratado com o polissacarídeo livre teve uma redução estatisticamente significativa 

observando-se uma taxa de redução na ordem de 62,0% (p= 0,007336) em relação ao grupo 

controle NaCl 150 mM. Neste mesmo parâmetro, porém, o grupo α-glucana-SO4 

Vermes adultos recuperados Tratamento 
machos fêmeas totais 

α-glu-SO4 5.8 ± 1.9a 5.4 ± 3.4a 9 ± 2.2a 
Controle 
(0.1M NaCl) 

21.8 ± 3.7b 18.6 ± 5.1b 45.6 ± 10.1b 

α-glu-SO4 – 
+ Lipossomas 

3 ± 1.1a 1.75 ± 0.5a 4.75 ± 0.9a 

Lipossomas 
vazios 

4.6 ± 1.5a 4.4 ± 1.5a 14 ± 3.3a 



encapsulada foi estatisticamente diferente do grupo lipossomas vazios, apresentando uma 

redução de  63% (p=0,029527). 

 

 

 

Figura 3A.  Efeito dos tratamentos com a α-glucana-SO4 livre e encapsulada em 
lipossomas sobre o número médio de granulomas hepáticos. 1, α-glucana-SO4 livre; 2, 
NaCl 150 mM; 3, α-glucana-SO4 encapsulada e 4, lipossomas vazios. Letras iguais no par 
de comparação (a ou b) indicam p > 0,05; letras diferentes (a e b), indicarão p ≤ 0.05 
 

Vale ressaltar que, quanto ao número de granulomas hepáticos, o grupo lipossomas 

vazios foi estatisticamente igual ao grupo controle NaCl 150 mM, ou seja, não teve efeito 

sobre a patologia hepática causada por S. mansoni, que é a causa principal das 

complicações hemodinâmicas nos portadores da doença, a qual causa hipertensão portal e 

varizes no esôfago, muitas vezes levando o indivíduo à morte.  

 Na Fig. 3 B foram observados poucos granulomas no intestino dos grupos controle e 

tratado, sendo estatisticamente iguais, o que já era esperado pelo próprio perfil da 

parasitose. Estes granulomas, diferentes dos encontrados no fígado, apresentavam-se ainda 

bem formados, enquanto que os do figado apresentavam extensas áreas de necrose e ovos 

em degeneração. 
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Figura 3B.  Efeito dos tratamentos com a α-glucana-SO4 livre e encapsulada em lipossomas 
sobre o número médio de granulomas intestinais. 1, α-glucana-SO4 livre; 2, NaCl 150 mM; 
3, α-glucana-SO4 encapsulada e 4, lipossomas vazios. Letras iguais no par de comparação 
(a ou b) indicam p > 0,05; letras diferentes (a e b), indicarão p ≤ 0.05 
 

 Os resultados demostraram que ambos os tratamentos possuem efeito contra a 

parasitose, ainda que, nestas condições experimentais, a utilização deste tipo de lipossomas 

não tenha alterado a eficácia do polissacarídeo. Talvez a utilização de uma outra variedade 

de lipossoma possa demonstrar um perfil diferente sobre o tratamento da esquistossomose. 

 

Análise Histoquímica 

Os resultados da marcação histoquímica com lectinas (Tabela 4) demonstrou que a 

WGA, uma lectina específica para N-acetilglicosamina, marcou intensamente células do 

sistema ovo-granuloma em todos os grupos. Con A, que reconhece resíduos de α-D-manose 

e D-glicose, mostrou uma intensa marcação citoplasmática no grupo α-glucana-SO4 livre 

(Figura 4A), enquanto o sistema ovo-granuloma do grupo controle NaCl 150 mM não foi 

reconhecido por esta lectina (Figura 4B). Esta mesma lectina marcou intensamente o 

sistema ovo-granuloma no outro grupo tratado α-glucana-SO4 encapsulada (Figura 5A) e 

não marcou o grupo lipossomas vazios (Figura 5B). 
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Tabela 4. Padrão de reatividade de sistemas ovo-granuloma hepáticos e intestinais em 
camundongos tratados com α-glucana-SO4 livre e encapsulada em lipossomas. 
 

 WGA Con A 
Grupo Intestino fígado Intestino fígado 

 α-glucana-SO4 + + + + 
NaCl 150 mM + + - - 

α-glucanaSO4-Lipo + + - - 
Lipossomas vazios + + - - 

              (+), reativo; (-), não reativo 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 4. Padrão de marcação de con A sobre o sistema ovo-granuloma hepático no 
grupo tratado com α-glucana-SO4 (A) e grupo NaCl 150 mM (B). 400× 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Padrão de marcação de con A sobre o sistema ovo-granuloma hepático no 
grupo tratado com α-glucana-SO4 encapsulada (A) e grupo lipossomas vazios (B). 400× 



DISCUSSÃO 

No presente trabalho a α-glucana-SO4 foi encapsulada com sucesso em lipossomas 

convencionais e foi testada sobre a infecção experimental por S. mansoni, apesar da 

literatura citar as baixas taxas de encapsulação (30%-35%) em lipossomas SUV11, uma 

alternativa para aumentar a taxa de encapsulação é a inclusão de colesterol e lipídios 

carregados, que aumenta o volume de captura do fármaco38. Portanto, foram utilizados o 

colesterol e a estearilamina com carga positiva na preparação dos lipossomas contendo α-

glucana-SO4. 

A α-glucana-SO4 livre mostrou-se eficaz tanto quanto α-glucana-SO4 encapsulada, 

nos aspectos estudados: ovos excretados, vermes e granulomas hepáticos. Estes resultados 

demonstram que o tipo de lipossoma utilizado não potencializou a ação do fármaco 

encapsulado, porém este efeito foi verificado com apenas 50% da α-glucana-SO4 

encapsulada, sugerindo que se a taxa de encapsulação fosse maior o efeito do tratamento 

com α-glucana-SO4 encapsulada seria muito mais eficaz. Provavelmente, tentando-se 

encapsular a α-glucana-SO4 em lipossomas com maior capacidade de encapsulação, possa-

se verificar tal efeito. Dentre os resultados apresentados ressalta-se a redução no número de 

granulomas nos grupos dos animais tratados com o polissacarídeo, onde sabe-se que em 

torno dos ovos de S. mansoni, não eliminados com as fezes do hospedeiro vertebrado, há 

formação de intensa reação inflamatória de caráter imune (granuloma)44. Este resultado 

pode sugerir que a α-glucana-SO4 possui atividade biológica, pois as glucanas têm 

mostrado estimular o sistema fagocítico mononuclear do hospedeiro, ainda aumentando a 

resistência sobre vírus, bactérias e infecções parasitárias. Na literatura existem alguns 

relatos da ação biológica de alguns polissacarídeos como a lentinana, uma (1→3)-β-D-



glucana extraída da parede celular de Lentinus edodes com atividade antitumoral. O efeito 

desse polissacarídeo ocorre pela potencialização da atividade dos macrófagos e aumento 

das funções dos linfócitos T auxiliares (CD4+), geração de células T citotóxicas (CD8+), e 

células Natural Killer12,19,21,20 . Tais efeitos, em conjunto, causam uma regressão rápida no 

tumor (Sarcoma 180), com perda acentuada de elementos celulares4. Existe ainda o 

aumento da produção das citocinas IL-1 e Fator de Necrose Tumoral (TNF) por monócitos 

periféricos após a administração da lentinana3, existe redução da disseminação metastática, 

provavelmente por estimulação de macrófagos citotóxicos25. Os relatos sobre os 

mecanismos de ação de alguns polissacarídeos podem sugerir o provável mecanismo de 

ação de α-glucana-SO4, porém só com estudos imunológicos no futuro próximo, poderá 

comprovar-se o mecanismo de ação deste polissacarídeo. 

Trabalhos prévios realizados em nosso laboratório demonstraram a eficácia e 

lectinas como marcadores histoquímicos do sistema ovo-granuloma em animais infectados 

por S. mansoni18,34. Néri e colaboradores (2002)18, utilizando a lectina WGA, observaram a 

marcação no sistema ovo-granuloma presente no fígado de animais não tratados, infectados 

pelo S. mansoni. Comparando-se estes resultados com os do presente trabalho, pode-se 

sugerir a presença de N-acetilglicosamina no sistema ovo-granuloma dos animais tratados 

com o polissacarídeo e dos controles (NaCl 150 mM e lipossomas vazios). 

Os grupos tratados com α-glucana-SO4 (livre e encapsulada) apresentaram um 

padrão de marcação intenso com a Con A no sistema ovo-granuloma, o que não foi 

observado nos grupos controle. 34Souza-Araújo e colaboradores (2003), analisando o perfil 

de marcação com a Con A no fígado de camundongos tratados com um 

heteropolissacarídeo extraído da goma do cajueiro Anacardium occidentale (P JU) 



encapsulado em lipossomas, também verificaram uma intensa marcação na cutícula do ovo 

de S. mansoni, fato este não verificado no grupo tratado com lipossomas vazios. Estes 

resultados estão de acordo com 18Neri e colaboradores (2002), os quais trabalhando com a 

lectina Con A para a análise do perfil de glicosilação do sistema ovo-granuloma em animas 

não tratados e infectados por S. mansoni, constataram que esta lectina não marcou tal 

sistema. Este resultado sugere que o tratamento com o polissacarídeo seja livre ou 

encapsulado, altera o padrão de glicosilação do sistema ovo-granuloma. Evidências 

experimentais sugerem que os carboidratos da superfície das células estão envolvidos no 

processo de reconhecimento entre parasita e hospedeiro, e esta mudança induz 

modificações estruturais e funcionais nas células do hospedeiro43. 

O grupo controle lipossomas vazios quando comparado ao grupo controle 150 mM 

NaCl, apresentou atividade em alguns parâmetros avaliados, o que ainda não está 

explicado. Porém, têm-se relatos que a resposta de macrófagos é potencialmente estimulada 

por lipopolissacarídeos9. Assim, este efeito poderia estar relacionada com a ação de várias 

famílias de lipopolissacarídeos, os quais são potentes imunomoduladores, que apresentam 

atividade antibacteriana, antifúngica e antiviral33, o que se deve tanto ao polissacarídeo, 

como também à porção lipídica. Também se encontram na literatura relatos de atividade 

biológica de alguns compostos lipídicos, como o ácido asiático, um esteróide natural 

extraído da Centella asiática e que tem sido utilizado como cicatrizante41,6, protegendo a 

pele após queimaduras e injúrias. O mecanismo básico desta proteção inclui uma mudança 

na produção de matrix extracelular26,27. Este resultado, que não era esperado no grupo 

lipossomas vazios, pode também ser associado a sua biodistribuição no organismo, o qual é 

logo capturado pelo sistema fagocítico mononuclear (macrófagos), o que pode, estimular o 

sistema imune 11. 



Muitos trabalhos mostram a importância da encapsulação em lipossomas e inclusive 

sua ação destes sobre fármacos já conhecidos na clínica médica, como por exemplo, um 

conhecido esquistossomicida, o oxamniquine, que foi encapsulado em lipossomas 

convencionais (LOXA), e testado durante o curso da infecção experimental pelo S. 

mansoni. Verificou uma redução significativa do número de vermes totais recuperados no 

grupo tratado com LOXA, quando comparados ao grupo controle lipossomas vazios e 

oxamniquine livre. O efeito máximo de LOXA, com 97% de redução da carga parasitária, 

foi observado quando administrada um dia antes da infecção, enquanto que os resultados 

com a oxamniquine livre não foram significativos nestas condições17. Outro importante 

resultado foi a encapsulação do praziquantel em lipossomas, onde camundongos foram 

tratados subcutaneamente com a droga livre e encapsulada antes da infecção por S. 

mansoni. Foi verificado que o tratamento com a droga encapsulada teve uma ação 

profilática e que os animais tratados com a droga encapsulada obtiveram uma maior 

sobrevida e um menor número de vermes hepáticos estatisticamente signifiativo1. Conclui-

se que a encapsulação de ambos os fármacos anti-schistosoma foi de grande valor para o 

tratamento da esquistossomose experimental.  

O presente trabalho contribui com uma nova possibilidade de ação biológica para α-

glucanas, já que polissacarídeos com tal estrutura são ainda pouco estudados, tendo-se na 

literatura relatos de ação antitumoral e atividade fagocítica37. Porém a atividade 

antihelmíntica é uma nova proposta, ainda que seu mecanismo de ação não esteja 

elucidado. Há muito que se investigar, principalmente do ponto de vista imunológico, para 

que se explique o mecanismo de ação de polissacarídeos.  



Os resultados apresentados sugerem que a α-glucana-SO4 pode ser utilizada livre ou 

em terapia combinada com oxamniquine ou praziquantel, o qual poderá promover uma 

acentuada atividade antihelmíntica. De acordo com tais resultados, a escolha da α-glucana-

SO4 livre é mais conveniente do ponto de vista econômico, de acordo com o custo-benefício 

de ambos os tratamentos utilizados. No entanto, a proposta para se realizar outros tipos de 

lipossomas, é interessante, para verificar se com um aumento da taxa de encapsulação, os 

resultados com o polissacarídeo livre é superado, pois isto seria de grande valor para os 

estudos de novos compostos com atividade anti-esquistossomal. 
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