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RESUMO

A superficie polissacaridica das espécies de Leishmanias pertencentes aos grupos
mexicano, brasiliensis e estoques isolados no laboratério Gaspar Viana. foram estudadas
através do teSte de aglutinagio direta mediada por lectinas. Foram preparadas dez lectinas
de sementes de leguminosas (Lens culinaris, Ricinus communis, Artocarpus integrifolia,
Persea americana, Arachis hypogaea, Magifera indica, Pisum sativum, Glycine max, Ta-
marino e Tritium vulgaris) e duas foram adquiridas no comércio (Canavalia ensiformis e
Phytohemagglutinin P). No teste de aglutinagao direta com essas lectinas, foram observa-
dos variados agrupamentos quanto ao niimero e variedade de sitios receptores na superfi-
cie das leishmanias, tendo as cepas do complexo brasiliensis apresentado maior nimero de
sitios ligantes para as lectinas do que as do complexo mexicano e aquelas isoladas de pa-
cientes no laborat6rio Gaspar Viana BARBOSA, W. et al, 1976, 1983, 1984). Confirma-
mos através da reagdo de imunofluorescéncia direta que as Lens culinaris e Canavalia en-
siformis marcadas por nés com isotiocianato de fluoresceina (CLARK & SHEPARD),
apresentaram resultados similares aos verificados com o teste de aglutinagao direta. Para-
lelamente testamos a capacidade das 12 lectinas aglutinarem Tripanosoma cruzi. Consta-
tamos que a superficie do tripanosoma apresenta mais epitopos ligantes para as lectinas do
que a superficie de leishmanias. Acreditamos que a interagdo lectinas com epitopos situa-
dos na superficie da membrana plasmética possibilita a caracterizagao de constituintes da
superficie celular, o que tem contribuido para a caracterizagao de espécie celular.
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INTRODUCAO:

O estudo da sistemética das lei-
shmanias baseado em aspectos biol6-
gicos, dos quais se exclui, praticamen-
te a morfologia, pois todos os géneros
e espécies sdo indistingiifveis, se ba-
seia hoje com seguranga em sofistica-
da metodologia em que se inclui o
emprego de anticorpos monoclonais
pela tecnologia de hibridomas PATT,
D. M. & DAVI, J. R., 1982). Critério
genotipico analisado bioquimicamen-
te, quer pela sequéncia de nucleoti-
deos do DNA, quer por enzimas de
restri¢do e hibridizagdo de 4cidos nu-
cieicos (MOREL e SIMPSON, 1980;
WIRTH et al, 1982) demonstra a difi-
culdade e a complexidade da padroni-
zagdo de técnica para identificagao
das espécies de leishmanias. Mais re-
centemente, foi introduzida uma téc-
nica no estudo da sistemética que em-
bora exija um esmerado preparo técni-
co, prescinde de equipamento, € mé-
todo exequivel em laboratdrios relati-
vamente modesto, referindo-se a pes-
quisa de sitios de ligagdo oligossa-
caridica existentes na superficie celu-
lar desses protozodrios € que parecem
guardar uma perfeita conotagao com
os géneros € mesmo com as espécics
verificadas através de comparagoes
com todos os métodos considerados
vélidos no estudo da sistemética deste
Protozodrio.

Publicagoes cientificas nos mos-
tram que as lectinas parecem ser efi-

cientes para resolver o problema de
identificagdo de protozodrios. Elas
tém sido usadas para explorar as cs-
trturas das membranas LIS and SHA-
RON, 1977; GOLDSTEIN and HA-
YES, 1978; GOLDSTEIN et al, 1980)
¢ usadas para scparar € identificar
protozo4rios (BRETTING and SE-
HOTTELINS; PETAVEZ et al, 1978;
GREGNOL et al, 1980; ARAUIJO et
al, 1980) incluindo as leishmanias
(JOCOBSON et al, 1982; SCHOT-
TELIUS and GONCALVES COSTA,
1982; SCHOTTELIUS, 1982).

Nosso objetivo neste trabalho
consiste em introduzir novas lectinas
obtidas por extragdo de legminosas,
ocorrentes habitualmente no Brasil no
estudo da sistematizagdo das leishma-
nias, desenvolver sua obtengao € scu
emprego no “Screening’’ usando lei-
shmanias disponiveis, todas elas bem
identificadas pelos presentes métodos
acima citados.

MATERIAL E METODOS

1 - Cepas de Leishmanias

1.1. L. m. amazonensis (Cepa
Par4): Instituto Evandro Chagas.

1.2. L. brasiliensis (Cepa 49):
Instituto de Medicina Tropical de Sao
Paulo.

1. 3 Cepas IPTESP-UFG.

1. L. L1. Jordelino R. dos San-
tos, prontudrio 211497, 57 anos,
Silvania-GO. 17.04.79.
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2. L. eva - Eva Gongéilves da
Rocha, prontudrio 193594, 41 anos,
Goids-GO. 20.11.81.

3. L. xambiod - Domingos Pinto
B_arroso, prontudrio, 41 anos, Xam-
bio4-GO. 20.11.81.

4. L. MT - Leish. “Gaspar Via-

na .

=%, .L. isac - Isac Gongalves,
prontudrio 4641, 42 anos, Goi4s-GO.

11.11.81.

6. L. heleno - Heleno M. Silva,
prontudrio 4522, 35 anos, Mato Gros-
so, 05.11.81.

7. L. M. (misteriosa) - Salvino
Lesdrio Silva, 48 anos, Goiis-GO.
20.02.88.

8. L. juarez - Juarez Aguiar
Barbosa, prontuirio 157480, 42 anos,
Araguagi-GO. 29.11.83.

9: L. manoel - Manoel da Cruz
de Oliveira, prontudrio 25445, 14
anos, Marab4-PA. 20.07.84.

10. L. pedro - Pedro Pinheiro
Bezerra, prontudrio 36241, 30 anos,
Rolin de Moura-RO. 14.11.83.

11. L. jodo - Joao Generoso de
Souza, prontudrio 38065, 29 anos,
Cavalcante-MA. 06.12.83.

12. L. gaspar - Gaspar Jodo
Barbosa, prontuuério 43734, 26 anos,
Guarai-GO. 10.05.84.

2. Meio de cultura

As leishmanias foram cultivadas
no meio RQ modificad0, idealizado
no Laboratério Gaspar Viana, cuja
composi¢do quimica do meio € a se-
guinte: 500ml de caldo de coédgulo de
boi filtrado, 100ml de extrato de co-

racdo caseiro de boi, 5g de extrato de
levedura, 0,4g de KCl, 8g de Na2H-
PO4, 4g de NaCl, 2g de glicose,
200ml de 4gua destilada. O pH do
meio ajustado para 7,2-7,4 e autocla-
vado a 1212 C por 20 minutos.

Ap6s incubagdo a temperatura de
26-27° C por/96 horas de cultivo no
meio RQ modificado, as promastigo-
tas foram coletadas por centrifugacéo
a 3.000 x g durante 15 minutos e la-
vadas por duas vezes em tampéao fos-
fato pH 7,2 (PBS). As leishmanias fo-
ram ressuspensas no mesmo tampao a
1-9 10 promastigotas ml.

3 - Lectina

Foram usadas neste trabalho do-
ze lectinas de leguminosas das quais
dez estrafdas no nosso laboratério. Es-
tas lectinas estdo agrupadas na Tabela
I e para cada lectina estudada, os se-
guintes dados foram coletados.

3.1 - Atividades hemaglutinante
- O teste da atividade das lectinas foi
realizado com uma suspensdo de
hemécias humanas formolizadas do
Grupo ““O” Rh negativo. O teste foi
feito realizado em placa de poliestire-
no com orificios tendo fundo em V,
adicionando 2 gotas de lectina diluida
em solugdo salina, 1 gota de hemécias
formolizadas a 5% em solugido salina
(NaCl 0,_15M). A reagao foi incubada
durante 90 minutos em uma cimara
imida 2 temperatura ambiente, sendo
entdo realizada a leitura.

3.2 - Concentragao protéica - As
dosagens proteicas das solugdes de
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TABELA I - Estudos das lectinas

CTIN TITULO INIBIGAO CONC. PRO- EXTRAGAO 22
L AS HEMAGL. AGUCARES TEICA mg/ml REFERENCIA
Phytohemaglutina - P 8.000 - 5,0 Difco
Canavalia ensiformis (Con-A) 512 Monose 6,8 Difco

Lens culinaris 1.024 Glicose 25,0 HOWARD et al.
Ricinus communis 8.000 Lactose 35,0 OLSNES et al.
Pisum sativum 512 - 20,0 ENTLIDA et al.
Persea americana 64 - 20 MEODE et al.
Mangifera indica 4.000 - 12,5 HOWARD et al.
Arachis hypogala 8.000 Galactose 30,0 LOTAN et al.
Glycine max 512 - 15,0 LIS, H. et al.
Triticumn vulgaris 64 - 1,0 HOWARD et al.
Artocorpus integrifolia 16.000 - 12,5 ROQUE B. etal.
Tamarindo 2.000 - 32,5 HOWARD et al.

lectinas foram determinadas espectro-
fotometricamente pela técnica de Lo-

wry et al.

3.3. - Aglutinagdo - O teste de
aglutinagao foi realizado na placa de
Kahn-Kline, misturando-se 20ul de
suspensdao de promastigotas (1-9 10
ml) com 20ul de solugao de lectina.
Ap6s 10 minutos a temperatura am-
biente a aglutinagdo foi lida no mi-
croscépio invertido (12,5 x 1,6) esti-
mada de 0 a 4+, (0= nao houve aglu-
tinagdo fraca; 2+ a 3+ = aglutinagao
moderada; 4+ = aglutinacdo intensa)
e comparada sempre com o controle
negativo.

3.4 - Referéncia do método de
extragdo das lectinas estudadas - Ta-
bela I.

4 - Inibigao de aglutinagao

Os carboidratos usados para ini-
bi¢do de aglutinagdo lectinas - pro-
mastigotas foram usadas a uma con-

centragdo de 0,2M. Este experimento
foi feito na placa de Kahn-Kline colo-
cando-se 20ul de solugdo de carboi-
drato especifico com 20ul de solugao
de lectina e incubadas por 20 minutos
A temperatura ambiente antes da
adigao de promastigotas. O teste foi
lido ap6s 10 minutos.

5 - Conjugagao das lectinas ao
isotiocianato de fluoresceina (ITCF)

As lectinas preparadas no labo-
ratério como a de LENS CULINARIS
e CANAVALIA ENSIFORMIS foram
marcadas com is6mero I de Isotiocia-
nato de fluoresceina, de acordo com o
método descrito por CLARK & SHE-
PARD.

Este método consistiu em dissol-
ver as lectinas liofilizadas de modo a
se obter uma concentragao proteica de
20mg/ml em solugao de NaCl 0,15M
contendo tampao carbonato-bicarbo-
nato a 0,01M pH 9,5.
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As lectinas dissolvidas foram in-
troduzidas em tubos de didlise e dei-
xadas por 24 horas a 4°C mergulha-
das em um banho de 5 vezes o seu vo-
lume de ITCF, na propogdo de 0,3mg
por ml da referida solugdo salina tam-
ponada com carbonato.

A solugdo de banho foi prepara-
da, dissolvendo-se a quantidade indi-
cada de ITCF em tampéo carbonato-
bicarbonato a 0,01M, pH 9,5, de vo-
lume igual ao da solugdo no tubo de
didlise ¢ adicionando-se 4 volumes de
solugdo de NaCl 0,15M gelada. A se-
guir, procederam-se diélises continuas
em solugdo salina tamponada a
0,01IM, pH 7,2 até a remogao méxima
de ITCEF livre no tubo de di4lise.

Os conjugados de lectinas foram
conservados a -20°C com igual volu-
me de glicerina destilada e tamponada
com solugdo salina tamponada a
0,5M, pH 7,2.

RESULTADOS

Os resultados dos testes de aglu-
tinagdo foram sintetizados na Tabela
I, Tabela II e Tabela III e IV. Todos
os experimentos foram repetidos pelo
menos 4 vezes.

O teste de aglutinacdio mediada
pela lectina foi estimada e comparada
com controle negativo para evitar a
ocorréncia da auto-aglutinagio.

DISCUSSAO

Os resultados dos testes de aglu-
tinacdo lectinas-leishmanias, demons-
tram que a L. brasiliensis (Cepa 49) é
bem distinta das L. mexicana (Cepa
Par4 - Evandro chagas) e dos estoques
IPTESP-UFG, através da aglutinagdo
com as lectinas de Ricinus communis
e de Glycine max. Conseqiientemente,
L. brasiliensis (Cepa 49) apresenta di-
ferentes receptores topograficos na

TABELA II - Resultados do teste de aglutinagio da interagfio leishmanias com lectinas

LEISHMANIAS ISOLADAS NO LABORATORIO GASPAR VIANA-IPTSP-UFG

EVA XAM! M Ju2 MA3 PE4 )OS GASS HET7

LECTINAS

Lb* L.m** MT ISAC LI
Phytohemaglutina-P = = = - =
Canavalia ensiformis(Con-A) 3+ 3+ 3+ 4+ 4+
Lens culinaris 4+ 3+ 4+ 4+ 3+
Ricinus communis 4+ - - - =
Pisum sativum - 2- 4+ 1+ 4+
Persea americana - - = - =
Mangifera indica - 5 = - -
Arachis hypogala 4+ 3+ 3+ 2+ 2+
Glycine max R == = =
Triticum vulgaris - - £ - P
Artocorpus integrifolia - = = =
Tamarindo 3+ 3+ 3+ 3+ 3+

3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 4+ 3+ 3+ 34
3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 4+ 3+ 3+ 3+

3+ 4+ - 2+ 1+ - 1+ 2+ 1+

4+ 2+ 3+ 2+ 3+ 2+ 3+ 2+ 2+

3+ 2+ 24 2+ 3+ 24 3+ 3+ 3+

* = L. brasilicnsis - Cepa 49 IMT-SP; ** = L, Mexicana - Cepa Pard E, Chagas; | = Xambio4; 2 = Juarez; 3 = Manoel; 4 = Pedro; § = Joio;

6 = Gaspar; 7 = Heleno
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TABELA III - Resultados do teste de aglutinagdo direta da interagdo Tripa-
nossoma com lectinas leguminosas.

LECTINAS Y

JOS ISO CL

JOA ODI

Phytigenaglutinina - P -
Canavalia ensiformis (Con A) 3+

Lens culinaris 4+
Ricinus communis 2+
Pisum sativum 2%

Persea americana -
Mangifera indica -
Arachis hypogaea -
Glycine max 3+
Triticum vulgaris .-
Artocorpus integrifolia -
Tamarindo 4+

3+ 2+ 2+ 2+ 2+
4+ 4+ A+ 4+ 4+
4+ 2+ 2+ 3+ 2+
4+ 4+ 4+ 3+ 3+

3+ 2 1+ 1+ 2+

e Al ¥ S ¥ R & R 7

TABELA IV - Teste de Imunofluorescéncia direta das Leishmanias com Con
A - ITCF e Lens culinaris ITCF.

LEISHMANIAS CON A-ITCF LENS-ITCF
Cepa 49 + +
Cepa M + +
Cepa LI 22 +
Cepa EVA + +

CON A-ITCF (Canavalia ensiformes - isotiocianato de fluoresceina).

superffcie de sua membrana compara-
dos com as do COMPLEXO MEXI-
CANO ¢ das cepas estoques IP-
TESP-UFG.

Os resultados de aglutinagao
com as doze lectinas frente as cepas
de leishmanias mostram que 0s esto-

ques IPTESP-UFG. se assemelham ao
complexo Leishmania mexicana.
Os resultados dos testes de imu-

nofluorescéncia direta das leishmanias
verificados com as lectinas Canavalia
ensiformis ITCF (isotiocianato de
fluorescefna), Lens cullinaris - ITCF
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confirmaram os receptores existentes
verificados com os testes de agluti-
nagao. Além das lectinas marcadas re-
velarem afinidades com a superficie
das leishmanias, constatamos que
a Canavalia ensiformes - ITCF se li-
ga, uniformemente, na superficie do
corpo das leishmanias enquanto as
Lens cullinaris - TTCF apresenta pon-
tos especificos de ligagdo, principal-
mente, nos flagelos.

As doze lectinas estudadas na
interagao com as diversas cepas de 7.
cruzi do laboratério nao serviram para
diferencié-las. Acreditamos que como
a superficie deste protozoério € riqufs-
sima em receptores, precisamos de
testar mais variedades de lectinas le-
guminosas para separé-las.

Concluindo, verificamos que as
lectinas leguminosas sao ferramentas
de facil manuseio e de baixo custo
que precisam ser intensivamente pes-
quisadas, pois seu potencial é grande
para o auxilio na identificagdo das di-
ferentes espécies de leishmanias e de
tripanosomas.

SUMMARY

Characterization of Leishmania by
lectins plants

The polysaccharide surface of
Leishmania species belonging to
mexican and brasiliensis groups and

isolated stocks at Gaspar Viana’s
laboratoy were studied by the direct
agglutination test, mediated by lectins.
Ten lectins’ samples were prepared
derived from leguminous seeds from
the following species: Lens cullinaris,
Ricinus communis, Artocarpus
integrifolia, Persea americana,
Arachis hipogaea, Mangifera indica,
Pisum sativum, Glycine max,
Tamarindo, Tritium vulgaris,
Canavalia ensiformis and
Phytohemaglutinin P.; having been
the last two lectins acquired in the
market. Different groups could be
observed related to the number and
variety of the lectin’s saccharide bond
sites on the Leishmania surface,
having the strains of brasiliensis
complex shown a larger number of
connected sites for the lectins
comparing with the mexican complex
and others isolated from patients at
Gaspar Viana’s laboratory.
(BARBOSA, W. et. al. 1976, 1983,
1984). We confirmed through the
reaction of direct immunofluorescence
that the Lens culinaris and Canavalia
ensiformis marked by us with
fluorescent isothiocyanate (CLARK &
SHEPARD) showed similar results to
the test of direct agglutination.
Parallelly we tested the capacity of
twelve lectins to agglutinate
Tripanosoma cruzi. We found bonds
that the surface of Trypasonoma cruzi
showed more connected bonds for the

N
Key words: Leishmania characterization; Lectins; Agglutination direct test.
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lectins, relating to the Leishmania
surface.

We belive that the new lectins
plants tested are very promising in the
taxonomic study of Leishmania.
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