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ESTUDO SOBRE A RELACAO
PARASITO-HOSPEDEIRO E LECTINAS

COMO INSTRUMENTO DE DIFERENCIACAO

ENTRE CEPAS DE LEISHMANIA NO NOVO MUNDO*

Maria do Desterro Soares Branddo Nascimento

RESUMO

Trata-se de estudo baseado em investigagdes cientificas publicadas acerca de lectinas usadas
para detectar grupos de carboidratos especificos presentes nas superficies celulares, com fins tazo

némicos em Leishmania, bem como pesquisa da relacdo parasito-hospedeiro considerando os esta-
gios evolutivos das cepas e condigGes de patogenicidade e ndo patogenicidade.

INTRODUCAO

O género Leishmania, usualmente
dividido em trés complexos que infectam
o homem, tais como: complexo mexica-
na, complexo brasiliensis, complexo do-
novani ou como acrescenta LAINSON &
SHAW (1979) os complexos hertigi, tro-
pica, major e outros de posi¢ao incerta
quanto A taxonomia. As principais espé-
cies que infectam o homem causam
leishmaniose cutanea, mucocutanea e vis-
ceral.

Todas as formas dessas infecgdes
sd0 transmitidas por mosquitos (Phlebo-
tomus no Velho Mundo, Lutzomyia ¢
Psyehodopygus no Novo Mundo).

Leishmania é um protozodrio para-
sita que vive em intimo contato com os te-
cidos do organismo de diferentes origens
filogenéticas. Durante o seu ciclo de vida
manifesta duas formas morfologicas e fi-
siolégicas: a amastigota vivendo intracelu-
larmente em células do sistema reticulo
histiocitdrio do hospedeiro vertebrado e
promastigota no sistema digestivo do
vetor invertebrado, bem como em meio

de cultura (17).
O numero de espécies e subespé-

cies Leishmania nos recentes anos tem au-
mentado em decorréncia da utilizacao de
métodos modernos de investigacdo taxo-
nomica, tais como os citados em seguida
como sejam: diferencia¢do da mensura-
¢do da densidade do nicleo e cinetoplas-
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to: lisozima ¢ outras enzimas; crescimento
padrio de promastigotas in vitro na pre-
senga deanti-soro; desenvolvimento ca-
tacteristico de promastigotas no intestino
do vetor: vetores, hospedeiros reservaté-
1os ¢ outros fatores epidemiologicos; ca-
tacteristicas  clinicas  produzidas pela
doenga e outros (20).

Lectinas tém sido usadas para di-
lerenciagdo intra e interespecifica de ce-
pas de Lcishmania. Neste trabalho faz-se
um cestudo sobre as investigagdes cienti-
ficas que tém sido feitas sobre as super-
ficies celulares de cepas de Leishmania,
¢m particular no Novo Mundo, através de
lectinas que se ligam a grupos de carboi-
dratos cepas especificos como critério au-
Xiliar bioquimico para resolver a proble-
matica de classificagdo das diferentes es-
pecies dessa protozoose.

Os problemas das leishmanioses, nao
somente a tegumentar como a visceral,
assumem importancia extraordindria no
Brasil pois atingem populagges produtivas
das zonas rurais de multiplas regioes, au-
mentando a mortalidade infantil e dos
primeiros anos de idade, bem como dimi-
nuindo a capacidade de trabalho de adul-
los em suas atividades produtivas, princi-
palmente agricola tendo em vista o ho-
mem ser acidentalmente acometido ao ex-
plorar os ambientes selviticos, para a so-
brevivéncia.

No Brasil o desenvolvimento sécio-
cconomico vem levando o homem, em
suas atividades, a entrar em contato com
ccossistemas diferentes onde os parasitos
(! cishmania) sao componentes de uma
patobiocenose, em equilibrio com hospe-
deiros normais. O homem ao entrar nesse

ceossistema modifica seu equilibrio e en-
tao sofre agdes parasitdrias que altera suas
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condigdes de saude, prejudicando assim a
capacidade de trabalho. (28)

Baseado nas condigSes de agres-
sOes 4 saide do homem por essa proto-
zoose, assim como na dificuldade de pa-
droniza¢do de técnicas de identificagao
das espécies e subespécies de Leishmania,
0 que de certo modo vem prejudicar estu-
dos diagnosticos e terapéuticos é que pre-
tende-se neste trabalho obter fundamen-
tos necessdrios ao aprimoramento de utili-
zagdo de lectinas que se ligam aos carboi-
dratos presentes nas cepas abrangendo
métodos de aglutinagdo e outros, assim
como conjugagdo com fluoresceina que
atualmente estdo disponiveis comercial-
mente. (16)

Lectinas foram melhor definidas
por LIS e SHARON (1981) como agi-
car de ligagdo que aglutinava células pro-
téicas ou glicoprotéicas de origem nao
imune. O agucar especifico de lectinas
¢ usualmente estabelecido por técnica de
inibicdlo de hapteno, consistindo por-
tanto testar diferentes carboidratos por
sua habilidade também de aglutinagdo
ou precipitagdo de polissacarideos (ou gli-
coproteinas).

A maioria dos efeitos depende da
interagdo de lectinas com a membrana
plasmdtica (15) e hd possibilidade nes-
te aspecto que a caracterizagdo da super-
ficie celular por lectinas tenha contribui-
do mais para o entendimento de células
prestando informagao, ndo somente sobre
a distribui¢do topografica dos receptores
da prépria superficie celular, assim como
a quimica e a fisica celular, como tam-
bém as alteragdes que possam ocorrer
durante o crescimento da célula normal e
diferenciagao. (13)

DAWIDOWICZ e col. (1975) atra-
vés de estudos dos estdgios infectivos de
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| cishmania brasiliensis, amastigotas e pro-
mastigotas, pdde verificar que apos cer-
{0 namero de transferéncias em cultura a
jorma extracelular (promastigota) tende a
perder a propriedade infectiva. No entan-
(o foi aventada a hipotese de que a pre-
senga de receptor em formas pzftogénicas
seria expressdo da relagdo parasito-hospe-
Jdeiro e a redugdo poderia refletir em‘alte-
ragio geral ou particular <‘io parasita 0
qual produz a falta de habilidade para pa-
rasitar células hospedeiras.

A auséncia de receptores na por.g:ﬁo
flagelar € caracteristica de alg_u'ns tripa-
rnosomatideos, no entanto utlllzando-sg
métodos citoquimicos com Concanavali-
na A (Con A) peroxidase — diaminoben-
zidina, como cita DAYER e col. (1981)
pode se verificar que a auséncia de reagao.
em amastigotas de Leishmania donovani
ocorre na porgdo da emergéncia do fla-
gelo. .

Em sendo assim tratar-se-d, a seguir
de breves informagdes epidemiol6gicas
das leishmanioses no Brasil, abordagem
geral sobre lectinas, detalhes técni.cos de
lectinas ligadas a grupos de carl?ondral.tos
especificos com as respectivas investiga-
¢oes dos receptores nas diferentes cepas
de Leishmania, tendo em vista que para
HERNANDEZ e col. (1980) as lectinas
parecem ser poderosa prova para dgsaﬁar

o problema de identiﬁc‘agso de Leishma-
nia e Trypanosoma cruzl.

1. ALGUMAS CONSIDERAGOES
SOBRE TAXONOMIA,
EPIDEMIOLOGIA E CLINICA DAS

LEISHMANIOSES

Leishmaniose é essencialmente uma
zoonose podendo envolver o homem, o
cdo e roedores silvestres. (18)

Loxtuddo sobre a relagao parastio

Jnt

No quadro | estdo relacionados os
dados referentes a taxonomia das leishma-
nioses através de infecgdo experimental
de mosquitos com a forma promasti'gota e
ap6s observada a evolugdo no inte:ﬂtmo do
referido vetor, estudo da diferenciagdo da
densidade do nicleo e cinetoplasto e.ntre
as espécies bem como através de enzimas
(malate desidrogenase, glicose 6 fo§fata-
se); vetores, reservatoriose lesdes (3, 12,
14, 21). )

CONVIT e col. (1977) faz ref: ién-
cia a0 polimorfismo clinico-patologicu da
leishmaniose cutanea americana e propde
duas formas polares. O pélo maligno ca-

racterizado por leishmaniose cutanea di-

fusa com invasio maci¢a da pele, muco-

sas do nasofaringe, assim como linfono-

dos. As lesdes tém grande nimero de

parasitas e a resposta ao tcstjf d'e Monte-

negro ¢ negativa. O ouvtro pllv ¢ a foml.a
localizada da doenga, com poucos parasi-
tas, teste de Montenegro positivo e com-
pleta involugdo ap6s tratamento, o con-
trério portanto do pélo maligno. Na zo-
na intermedidria estdo aquelas formas cu-
taneas ou mucosas que recidivam, ou a-
queles casos de lesdes cuténeas. que sur-
gem 2 distancia da les@o primaria. As for-
mas clinicas usualmente ddo teste de
Montenegro positivo e as lesdes tém nui-
mero varidvel de parasitas. Frequente-
mente responde vagarosamente ao trata-
mento (fig. 1).

Na Tabela 1 constam os dados esta-
tisticos referentes a calazar humano diag-
nosticados através da clinica e visceroto-
mia no Brasil no periodo de 1913 a 1978,
como também na Tabela 2 estdo correla-
cionados os dados referentes a leishma-
niose tegumentar americana diagnosti-
cados nos Estados e territorios brasileiros
durante o periodo de 1976 & 1980, sen-



QUADRO 1 — Taxonomia — Epidemiologia e clinica das leishmanioses

COMPLEXO ESPECIE SUBESPECIE MORFOLOGIA DISTRIBUICAQ GEOGRAFICA _ VETOR __ RESERY. HOMEM LESAO/EVOLUCAQ
HIPOPILARIA L.tarenlae, promastig. Mediterraneo, URSS Picada ou répteis nao sangue-baco
L.adleri ingestao
L.chamaelonis
DNAN 1720
(mexicana) T.enriettz grande Curitiba - Parana Desconhe- cobaio de nao pele
DNAN 1718 + o4+ cido laborato-
(4 a 6 u) rio
DNAk 1701 Cavia por
L.gerbili MDH V cellus —
SUPRAPILA- L, hertigi hertigi grande Panama Desconhe- porco espi nio derme/sem lesao
RIA DNAN 1714 + o+ cido nho (88%)~
alongada
MDH IX B
(brasilien deaneti cinetopl. BR/Piaui/Para
sis) - vuntifor-
me
herreri Costa Rica preguica nao pele-sangue-vis
(60%) ceras B
PERIPILARIA L. brasil. brasilien Tam. + Perd, Equador, Venezue- Psychodopy- jumentos, espin cutdneo-mucosa, ge
brasilien- DNAN 1716 8is ~ MDH VI la, Colombia, Bolivia, gus welleo- eqllideos  dia ~ ralmente tnica
sis 1717 nao prote G6PD Paraguai. BR/Serra dos mei (antro- (50%), ro e grande mucosa
crescimen- ge Lbg Carajas/Mata, Terra Fir pofilico) edores — a dist. (meses/
to lento/ me, abaixo Rio Amazonas Ps. amazo- anos/apos)
hamster +/ (1 caso KM rodovia)PA nensis. Ps.
nao histio- guyanensis Tam. + Guianas, BR/Manaus, Ama paranaensis
citoma pou protege pa, Roraima, Norte do A L. wumbrati-
cos parasi- Lbb mazonas/Mata, Terra Fir iis, L. whi
tas me ~ tmani (pou-
€O antrop.)
panamensis  cresc. +  Panamid (s6 Pacifico) L. trapidoi preguica ndo lesio Unica/pele
protege MDH 0 Ps. parana- e roedo- sem metastases
Lmm ensie res
L. peruvia cresc. + Peru (Oeste) montanha Iu. verruca cao domés- uta pele, poucas le-
na 3000 m rum tico sGes/cicat. espon
tanea
SUPRAPILA- L. mexica- mexicana/ Tam. + Sul do Mexico, Belize ILu. olmeca roedores ilce- auricular
RIA na ndo prote DNAk 1700 Guatemala olmeca silvestres ra chi 40% unica, rara
mexicana DNAN 1718 ge brasi- MDH I Lu. inter- (cauda) cleros metast.
liensis media
amazonen- MDH 111 Trinidad, BR/Mata, var [g. flavie roedores, rara cutanea difusa/

oLl

$861 “08pjoww 'z 9] :(7) €T ‘do4] “ing a2y



QUADRO I — Taxonomia — Epidemiologia e Clinica das Leishmanioses

8is zea, Amazonas, MT, ®a- cutelats (T marsuniais, cutanea da cin-
nao nrote ra tronco de raposa, ra tura p/ baixo
ge Lbb arvore to espinho
SO
pifanoi VenezueTa, BR/Bacia A- Nao conhe roedores
mazonica, MT cidos silvestres
tropica L. tropica magjor grande Kfrlca, Turquia, URSS P. papatasi gerbil, ra aci- na cadeia cutanea
DNAN 1719 nrotecao + o+ o+ 4+ erxa, Israel, Iran, (antropofi- to dearela den- aguda, cicatriza
p/ minor P/ apos Nigéria, Eglto lico) e ou- roedores tal rapidamente.
hertigi tros silvestres
DNAk 1703 (zoonose)
MDH I
minor menoro/ma Tropica (comunidades  P.perfiliewi cdo,homem antro Nodulo Gnico no
nao prot. jor ~ velhas) Mediterraneo, P. papatasi outros? pono- rosto. Evol. len
p/ major  DNAk 1707 Ira, Iraque, Libia, P. sergenti se ur ta -
MDH 1V Turquia, S1rla India bana”
aethiopi- DNAk 1706 Etiopia, Kenia P. longipes roedores cutanea
ca MDH V cavernas
(pirafos)
Zonovant L. donovant infantum neq. (=) Medlterraneo, URSS, A P. ariasti chacal-lo- infan Visceras
DNAN 1718 DNAk 1704 sia (ate China) dxfun P. major bo, raposa,til
MDH V dida (Paledtica) cdo/homem. 95% a
dultos
solda-
dos
donovani DNAk 1707 Tndia, Birmania, Ban- P.argentines Homem todas Visceras cutaneas
vladesh, Paauistao, E e outros as i- difusa/pos-cala-
tionia, Gambia, Kenla, dades zar
Uganda, (Oriental)
arehibal- similar Africa equatorial P.langeroni roedores, Visceras
di donovani (Keniann-sudanés) P. martini gatos ru-
rais
chagast MDH VII Argentina, BolIvia, Lu. longipal raposa, crian Infecgdo assinto
Venezuela, México, Co pis cao, gato cas matica, visceral
lombia, Guatemala, BR/ Zu. evansi 80%, (pele)
Bahia, Ceara, rara na ILu. gomezi Homem
Amazonia (neotropical) 0,1%
Cao 1%
Raposa
13%
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Leishmania cutanea difusa (LCD)

POLO MALIGNO

AREA INTERMEDIARIA

— Forma progressiva mucocutanea
— Forma cutanea recidivante

— Forma localizada com lesGes
secunddrias

POLO BENIGNO

— Forma localizada
— Lesdes cutaneas

FIG. 1 — Classificagdo clinica e imunopatoldgica da Leishmaniose cutdnea americana.
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TABELA 1 — Calazar humano — casos clinicos e casos diagnosticados por
Viscerotomia (V) no Brasil — 1913-1978

CASOS CLINICOS-ANOS TOTAL
ESTADO (V) GERAL
1913 1953 1958 1963 1968 1973 TOTAL
1952 1957 1962 1967 1972 1978
Para 18 08 - 03 01 - - 12 30
Maranhao 01 - - 24 30 - - 54 55
Piaui 13 - 101 143 16* 37¢ 07% 304 317
Ceara 154 07 1.493 808 358¢% 808¢% 4378 3911 4065
Rio Grande do Norte 10 - 1.1 10 02 23 18 64 74
Paraiba 02 01 01 - - - 1068 108 110
Pernambuco 09 05 01 06 02 02 05 21 30
Sergipe 26 01 01 - 07 05§ 154§ 168 194
Alagoas 13 - - 01 - 288 ek 106 119
Bahia 80 19 51 80 215¢ 045 - 369 449
Minas Gerais 02 01 66 164% 3188 758 08¢% 632 634
Espirito Santo - - - = - 05 - 05 05
Mato Grosso 03 04* - - 02 - - 05 08
Goias 01 - 01 05 20 - - 26 27
Parana - - = = - = vl 01 01
TOTAL 332 45 1726 1244 971 987 813 5786 6118

* Importado =1

§ Informacoes da SUCAM/MS

W Informacoes do Prof. Hélvio Auto
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FTABELA 2 Numero de casos de Leishmaniose tegumentar americana no Brasil —
periodo de 1976 a 1980

REGIOES 1976 1977 1978 1979 1980 TOTAL
NORTL

\e e - - 23 - 41 04
Vi o 614 798 1414 792 1355 1973
I"ara 119 99 174 233 342 967
\NHIIH = - - - 127 127
oo tma - = = = &
Rondona - = = & - 2 2
NORDESTE
Maranhao - - - - 87 87
franfd 132 85 31 51 110 409
Ceara 2553 1615 1768 1624 915 8473
Itio . do Norte - = = - ] 4
Paraiba 81 135 103 96 29 444
I'ernambuco - - _ _ 31 31
\lagoas = = = = 36 36
hergipe - 3 - - 22 25
fahia 133 31 10 86 158 754
CENTRO-0ESTE
Gojas - a = 75 75

- 3D '
Mito (Grosso 40 37 80 15 76 279
hi<trito Federal - - - - = =
SUDESTE
Minas Gerais 24 12 37 90 152 613
lpirito Santo 59 22 100 84 70 355
o de Janeiro 33 19 355 51 63 199
Sao Paulo & B - - 48 48
SUL
arana = e - - 194 194
Santa Catarina - - < = = =
o Grande do Sul - - = = 2 2
1OTAL 3788 2856 3809 3152 1539 18144
I 0 - 1979 - SUCAM
1980 - SUCAM E CLINTCAS UNTVERSITARIAS

NASCIMENTO, M. do D.S.B.

do ambos fornecidos através do 6rgao Su-
perintendéncia das Campanhas de Saude
Publica. (13, 16).

2. LECTINAS COMO INSTRUMENTO
DE INVESTIGACAO EM
LEISHMANIA

2.1 Lectinas e seus agucares especificos

O problema do reconhecimento ce-
lular é de fundamental importancia em
muitas dreas biologicas. Para o imunolo-
gista é de real valor entender a complexa
relagdo parasito-hospedeiro entre células
e o sistema imune, tanto a fagocitose
quanto a nao fagocitose e sua habilidade
para reconhecer e reagir aos agentes es-
tranhos.

A superficie celular expressa carboi-
dratos ou por¢do de carboidratos presen-
tes em tecidos e fluidos que sdo envolvi-
dos no reconhecimento do fenomeno em
larga variedade de plantas e espécies ani-
mais. As moléculas de carboidratos sdo re-
conhecidas por interagirem por meio de
ligagdes por moléculas protéicas ou glico-
protéicas chamadas lectinas. (16).

Como descreve WEIR (1980) o ter-
mo “lectina” foi originalmente usado
para descrever moléculas de carboidra-
tos derivadas de plantas semelhante a
fitohaemaglutinina de feijao vermelho e
concanavalina de jaca. Certamente lecti-
nas interagem com somente estruturas
complexas, tais como aquelas que ocor-
rem na superficie de células glicoprotéi-
cas. As lectinas sdo usualmente compostas
de subunidades e ocorrem em grupos que
encerram em glicop.  teinas ou isolectinas
de propriedades semelhantes quimica e
biologica.
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As lectinas podem auxiliar a prote-
¢do das plantas contra plantas patgenas,
insetos predadores, e principalmente no
sistema de cruzamento de plantas inferio-
res. (16)

As lectinas tém sido empregadas pa-
ra detecgdo, isolamento e caracteriza¢ao
de materiais contendo carboidratos tais
como glicolipideos, polissacarideos e gli-
coproteinas segundo DULANEY (1978).
E importante compreender-se que elas
tém sido encontradas induzindo uma série
de respostas bioldgicas numa variedade de
células, através das quais tem permitido o
estudo de mecanismos bdsicos dos feno-
menos biologicos. A maioria desses efei-
tos depende certamente da interacdo de
lectinas com a membrana plasmadtica.

Parasitas do género Leishmania,
vivem como fazem os outros tripanoso-
matideos, em intimo contato com os te-
cidos orginicos. HERNANDEZ e col.
(1981) faz referéncia a invasdo desses pa-
rasitas, como eles se desenvolvem e so-
brevivem dentro do hospedeiro, daf aten-
¢do especial deve ser dada a superficie ce-
lular dos mesmos. Tendo em vista ser esta
estrutura alvo de muitos ataques que po-
dem ser evidenciados pelo sistema imune
do hospedeiro principalmente pela sua
importancia sob o ponto de vista de inter-
veng¢do terapéutica, como também pelo
significado da membrana em relagdo aos
demais sinais recebidos no meio ambiente
e traduzidos em alteragdes na superficie
celular e diferenciagao do parasita.

Na abordagem acima referida, as
lectinas podem representar um poderoso
instrumento para investigar diferencas en-
tre parasitos, sendo que as alteragdes
acompanham a diferencia¢do destes e a
superficie celular sao caracteristicas e de-
terminam a sua patogenicidade.
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Os carboidratos especificos e algu-
mas lectinas estdo relacionadas na tabela
I, de acordo com WEIR, (1980) e HER-
NANDEZ (1981):

2.2 Interagdo de Lectinas e Leishmania
em seus estagios evolutivos

A interagdo de lectinas com células
tem sido usada como sondagem de altera-
¢Oes na superficie da membrana celular.
Estes estudos tém evoluido, segundo
HERNANDEZ (1981), através da habi-
lidade que tém as lectinas de aglutinar cé-
lulas. A referida aglutinagdo é rapida e
pode ser feita por diferentes métodos e
critérios.

O grau de aglutinagdo tem sido ava-
liado visualmente através de escala arbi-
triria em diluigGes seriadas por meio de
kit com microtitulos os quais s3o feitos
em pequenos tubos ou sobre placas esca-
vadas. Diversas concentra¢des de lectinas
sdo misturadas com igual volume de sus-
pensdo de células contendo um numero
de células padrdo. A seguir incuba-se por
um tempo e temperatura padrao que con-
dicione o contato entre células, e entdo o
grau de aglutinagfo pode ser determinado
macroscopicamente numa escala de — a
++++ , que depende da agregagdo celu-
lar. E sempre importante, em cada caso
deixar um espago vazio, isto é sem lectina
para ser observado posteriormente(16).

A aglutinagfo também pode ser
mensurada através de decréscimo na ab-
sor¢do de células na presenga de virias
concentragdes diferentes de Concanavali-
na A (Con A), cuja leitura ¢ feita em es-
pectofotémetro com comprimento de on-

da apropriado, o qual € feito através da di-
ferenga méxima de absorgdo. As referén-
cias dos autores que trabalham com para-

sitas abordam que tém usado 660nm
(ALVES e COLLI, 1974; HERNANDEZ,
1981). Importante também é sempre dei-
xar em cada experimento um vazio, sem
lectina (Con A). A percentagem de agluti-
nacdo € dada pela expressdo: (x—y/x).
100 onde x € absor¢do no tempo zero e
y o liquido absorvido em algum dado tem-
po de incubagdo.

MACA e HOAK, (1974) fazem refe-
réncia a outro método de mensuragdo de
aglutinagfo por meio do agregdémetro.

Um método simples e prdtico para
detectar a presen¢a de carboidratos na
superficie de parasitas € feito através de
lectina conjugada com fluoresceina, dis-
poniveis comercialmente como simples
quite (2). Segundo HERNANDEZ (em
trabalhd no publicado), em estudos de
cepas de Leishmania brasiliensis quanto a
superficie celular, investigando a presen-
¢a de carboidratos através da lectina Con
A reaiizou o seguinte procedimento me-
todolégico:

Aglutinagdo por Con A — As for-
mas promastigotas foram coletadas na fa-
se logaritmica de crescimento e apds
submetidas 2 centrifugagdo a 1.500 rpm
durante 10 minutos sendo lavadas em se-
guida 3 vezes com tampdo fosfato (PBS)
pH 7.2. Para estudo de aglutinagdo a sus-
pensao de células (]05 células/ml) foi
incubada 4 temperatura ambiente por 15
minutos com virias concentrag8es de Con
A (Sigma Chemical Co). Depois de 10 mi-
nutos de incubagdo as aliquotas foram
examinadas e fotografadas sob micros-
copio de contraste de fase.

Lectina e ferritina cationizada —
Con A conjugada com fluoresceina isocia-
nato (Con A — FITC) e Con A ferritina
(Con A-Fe) (Miles-Yeda, Ltda.) foram uti-
lizadas para estudos de microscopia fluo-
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TABELA III: Lectinas e seus agiicares especificos

Origem Abreyv. Carboidratos especificos

PLANTAS . .
Fitohaemaglutinina P PHA-P N-acetil-D-galactosamina

(feijao vermelho) ' . .

Aglutinina Germe trigo WGA N-awm-Dglcosma '
Ricinus communis RCA D-galactose; N-acetil-D-galactosamina
(Oleo ricino) . '

Aglutinina Feijdo/soja ABA N-acetil-D-galactosamina D-galactose
Concanavalina A Con A D-glicose

(de jaca) D-manose .

Lens culinaris Manose; glicose

entilha) .

.(z}rachis hypogaea Galactose; D-galactose-(1-3)-N- acetil
(amendoim) D-galactosamina

ou

Aglutinina amendoim PNA

BACTERIAS

Escherichia coli Manose

Salmonella typhimurium Manose

Pseudomonas aeruginosa Galac?osc_e

Toxina da célera Ganglioside

Toxina diftérica

ANIMAL

Figado de coelho

Figado de ave

Helis pomatia
(ervilha/caracol)

Limulus polyphemus
(horseshoe crab)
Electrophorus electricus
(célula elétrica)

Células de figado de rato
Linfécitos de camundongo
(timo e bago)

Peritonio de camundango (macréfagos)

Oligossacarideos de parede de célula
Salmonella cholera suis e glicopepti-
deo ovoalbumina

Galactose
Glicose; N-acetil-glicosamina
Galactose ; N-acetil-glicosamina

N-acetil-dcido neuraminico
—D-Galactoside

Galactose

D-Galactoside; D-Galactose N-acetil
glicosamina; D-manoside

Glicose; Galactose; Glicose N-acetil
glicosamina; galactose N-acetil
glicosamina.
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rescente e eletronica conseqiientemente.,

As amosiras foram incubadas com 125
mg/ml de Con A FITC ou Con A Fe, lava-
das tres vezes e montada para observagdo.
Para estudos com ferritina cationi-
zada seguiu-se a técnica de DANON e col.
(1979) e os parasitas (lO6 células/ml) fo-
ram incubados com a referida ferritina ca-
tionizada (Miles-Yeda Ltda.) com 1.5 mg/
ml durante 10 minutos a 00C. A seguir
foram levados duas vezes e observados
sob microscopio eletronico. Os controles
dos experimentos constituem as células
incubadas com lectina na presenga de 0.2
Mo metil-D-manopiranoside (« —MAM)
que ¢ um inibidor especifico de recepto-
res moleculares contendo glicose e mano-
Se.
Microscopia eletronica — as células
que foram incubadas com Con A-Fe e
ferritina cationizada foram fixadas em
2,5% (W/V) de glutaraldeido em 0.1 M de
tampdo cacodilato em pH 7.4 durante
duas horas, e em seguida lavadas duas ve-
zes no mesmo tampdo. Apés a fixagdo
permaneceu em OsO4 a 1% em 0.1 M
tampdo de cacodilato durante 90 minutos
a temperatura ambiente, e foi progressiva-
mente desidratado em etanol e embebido
em Epon 812. Secg¢des ultrafinas foram
cortadas em ultra-micrétomo UMO3 e e-
xaminados instantaneamente em micros-
copio eletronico Phillips 201 operando a
60 KV.

Efeitos de lectinas sobre diferentes
estagios de  Leishmania, tém sido verifica-
dos por DAWIDOWIZ e col. (1975), ao
examinar o complexo brasiliensis, em suas
formas amastigotas e promastigotas. Os
estagios infectivos das cepas em estudo
tem demonstrado existir diferengas apos
um numero limitado de vezes de transfe-
rencias em cultura. Nesse estudo em refe-
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réncia, evidenciou-se a presenga de recep-
tores especificos para Con A (« D-mano-
se, & D-glicose) e para Ricinus communis
(a D-glicose) em amastigotas e promasti-
gotas subcultivadas em pequeno niimero
de vezes. No entanto promastigotas nao
infectivas desses mesmos estoques no
foram aglutinadas por RCA, sugerindo au-
séncia desses receptores ou mesmo a sua
presenga em nimero reduzido, devido te-
rem sido subcultivadas 500 vezes aproxi-
madamente. As diferengas entre esses a-
chados de residuos de polissacarideos so-
bre a superficie de membrana de L. bra-
siliensis pode ser explicado pelas diferen-
tes propriedades patogénicas da célula.
No entanto, a presenga do receptor em
formas patogénicas de Leishmania pode
ser expressdo da relagdo parasito-hospe-
deiro e a redugdo pode refletir em altera-
¢0es do parasita o qual encontra-se ndo
apto para parasitar células hospedeiras.
SHARON e LIS (1972) demons-
traram que existem celulas em que a
superficie mesmo apds tratada com trip-
sina nao aglutinam com determinadas lec-
tinas. No caso em experimento, os recep-
tores de Con A e RCA detectados em L
brasiliensis parecem ser especificos, pois
foram testadas outras lectinas, tais como
WGA, SBA e PHAP e ndo se envidenciou
aglutinagdo, que pode ser interpretados
como receptores ausentes ou mesmo exis-
tirem em numero muito reduzido. Nas
formas promastigotas, subcultivadas 500
vezes ndo aglutinaram com RCA, sugerin-
do auséncia de residuos semelhante a ga-
lactose.

2.3 Lectinas e patogenicidade de
protozodrios

Algumas lectinas, especialmente
Con A e RCA tém sido usadas para carac-
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terizar superficie celular de dife}'entes es-
tagios do ciclo celular de parasnt?s pato-
génicos e nao patogénicos. Tem sido des-
crito que as formas patogénicas de T. cru-
zi ndo sdo aglutinadas por C'on A, ao pas-
so que a forma ndo patogeénica de cultura
¢ aglutinada facilmente. 1) )
Diferengas em aglutinagdo com Con
A também tem sido verificada nas formas

promastigotas e amastigotas de L. dono-
vani e L. mexicana. (16, 17). ‘

E importante ressaltar que ainda
que a viruléncia de protozodrios patoge-
nicos ndo esteja necessariamente associa-
da com aglutinagdo por Con A e BCA, es-
sas lectinas contudo revelam dlferenqa:s
consistentes nas propriedades de supeff{-
cie entre certos protozodrios patogeni-

cos e ndo patogénicos.

1.4 Problemas taxonomicos de
Leishmania
A classificagdo das leishmanioses‘
tem sido aspecto de grande discussio,‘dal
indmeros critérios terem sido introduzidos
na tentativa de atingir um consefxso. DA-
WIDOWICZ e col. (1975) sugeriram queé
algum problema de classificagfo poderia
ser resolvido se a presenga fie certos gru-
pos de carboidratos especiticos pudgsse.m
ser demonstrados e usados cf)mo -cnténo
bioquimico para auxiliar a ldentlfxcaqﬁo
de diferentes espécies de Leishmania.
HERNANDEZ e col. (1981) carac-
terizaram cepas Venezuelanas de aco'rdo
com seus fatores de excregdo. Promastigo-
tas dessas cepas sd0 aglutinadas por Con
A e RCA mas ndo por WGA, ABA, e
PHAP ou H (PHAH). O fato de que ndo
se diferenciam por aglutinagdo com Con
A e RCA pode ser devido pertencerem a

grupos de sorotipos tais como A3, A4,

AS, A6.
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SCHOTTELIUS e col. (1982)' ao
realizar estudo de carboidratos atraves de
lectinas em cepas de Leishmania do Nov?
Mundo pertencentes 208 complexos mexi-
cana e brasiliensis evidenciou que .todas
foram aglutinadas por C. ensiformis, R.
communis-120 e A. ponpoi'des. Nenhuma
reagdo de aglutinagdo foi ewder}mada com
P. vulgaris, D. biflorus, A. papillata II, E.
europaeus ¢ L. alpinum e A. hypogae:‘z, en-
quanto que algumas cepas de L: mexicana
mexicana e de L. b. brasiliensis nﬁ<? mos-
traram nenhuma reagdo de aglut.mac;so

com as quatro lectinas que aglutinaram
cepas de L. m. pifanoi e L. m. ama'zonen-
sis (S. hispida, U. europaeus, L. .alpmum e
A. hypogaea). Através de aglutinagao por
lectina, com os dados citados no trabalho
acima, pode-se agrupar as cepas estu-
dadas em dois grupos, mas amfia esszfs
variag0es intra-especificas em Letlshmama
ainda devem ser estudadas mais sob 0
ponto de vista imunolégico.
As lectinas usadas ndo foram ca-
pazes de diferenciar os dois compltj.xos a-
gindo igualmente como 0S outros meto'dos,
tais como caracterizagdo por 1soen'zunas
estudo da densidade do nucleo e cineto-
plasto e outros. (6, 12, 14) No entanto o
autor pdde separar cepas de ambos. 08
complexos em dois subgrupos aglutina-
dos por testes de lectinas.

3. COMENTARIOS E CONCLUSOES

Somente um numero limitado de
lectinas tem sido estudado por inibigdo
de hap(t)en;:)apel do imunologista para tal
reconhecimento e observagdo de células
tumorais, localizagdo de metastases, Pato-
genicidade de bactérias, virus, parasitas e
fundamentalmente o estdgio de doenca
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e semelhantes interagdes, vém provar um
frutifero campo de investigagges de liga-
¢do de lectinas em detecgdo da expressdo
de carboidratos especificos de superficies
celulares.

Em sendo assim, considerando a vi-
gente sistemdtica das leishmanioses, em
particular no Novo Mundo, e as intimeras
tentativas para padronizagdo dos testes
existentes com fins taxonomicos é que o
teste com lectinas poderd ser de potente
valor de identificagdo de cepas de Leish-
mania, tendo em vista a detecgdo de car-
boidratos especificos preséntes nas super-
ficies celulares.

Com isso conclui-se que o teste de
ligagdo de lectinas parece ser util ao estu-
do taxonémico de protozodrios em geral,
principalmente em relagdo as leishmanio-
ses que sem duvida poderd contribuir
também para o aprimoramento da tera-
péutica, surgindo entdo novas alterna-
tivas menos agressivas e de éxito total.
No entanto, para atingir esses objetivos

mais lectinas deverdo ser estudadas e pes-
quisadas para que possibilitem a detec-
¢do de maior nimero de carboidratos
celulares com a finalidade de diferencia-
¢do de cepas.
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SUMMARY

Study of the cell surface cell of the
strains of Leishmania using lectin
binding

It consists in testing different car-
bohydrates for their ability to inhibit ei-
ther haemagglutination or polysaccharide
(or glycoprotein) precipitation by the lec-
tin, which is to detect differences between
cells basis for their taxonomic classifica-
tion.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

01 — ALVES, M.JJM & COLLI, W.J. — Agglu-
tination of “Trypanosoma cruzi” by
Concanavalin. A. J. Protozool., 21:575-
578, 1974.

02. ARAUIJO, F. G.; HANDMAN, E.; RE-
MINGTON, J. S. — Correlation of in-
fectivity and concanavalin A agglutina-
bility of algae exsymbiotic from “Para-
mecium bursaria” Journal of Protozoo-
logy, 1980 (In press).

03 — AUB, J. C; TIESLAU, C.; LANKESTER,
A. — Reactions of normal and tumor
cell surfaces to enzymes. I.Whest germ-
lipase and associated mucopolysaccha-
rides. Proceedings of the National
Academy of Sciences, USA. 50: 613-
619, 1963.

04 — BERNHARD, W. & AVRAMEAS, S. —
Ultrastructural visualization of cellular
carbohydrate components by means of
Loncanavalin A. Experimental Cell Re-
search, 64:232-236, 1971.

05. BURGER, M. M. & GOLDBERG, A.R. —
Identification of a tumor-specific
determinant on neoplastic cell surfaces.
Proceedings oi' the National Academy
of Sciences, USA, 57:59-366, 1967.

06 — CHANCE, M. L.; PETERS, W.; SHCHO-
RY, L. — Biochemical taxonomy of
“Leishmania”. I Observations on DNA.
1Agnn. Med. Parasitol., 68: 307-316,

74.

07 — CONVIT, J. & PINARDI, M. E. — The cli-
nical and immunopathological spec-

on

0

i0  DULANEY, J. T. — Binding interactions

NASCIMENTO, M. do D.S.B. Estudo sobre a relagdo

(rum in South America. Am. J. Trop.
Med. Hyg., 261:159-169.

DANON, D.; GOLSTEIN, L.; MARIKO-
WSKY. Y.: SKUTELSKY, E . — . Ul-
(rastruc. Res., 38-500, 1972. .

YAWIDOWICZ, K.;HERNANDEZ, AG.;

I AINFANTE, R. B.; CONVIT, J. - The
surface membranes of “Leishmania”. I. 1
The effects of lectins on different sta-
ges of “Leishmania brasiliensis.” J. of
Parasitology, 61(5): 950-953, 1975.

of glycoproteins with lectins. Molecu-
lar and Cellular Biochemistry. 21:

43-63, 1978.

{1 DWYER, D. M. — Proc. IV Int. Conf. Pro-
tozool., 1973. p. 129.

|2 _ EBERT, F. — Vergleichende elecktropho-
retische Untersuchungen an Errgers-
tammen der kutanen Leishmaniase der
Neuen Welt und ihre Bezi(;:t;:m:en. ::
«]e’shmania donovani” and L. tropica.
Tif)penmed. Parasit., 25: 259-266,
1974.

13 — FURTADO, T. & VIEIRA, J.B.F. -
Geografia da leishmaniose tegumentar
americana no Brasil. An. bras. Derma-
tol., 57(3): 135-140, 1982.

- RDNER, P. J.; CHANCEM. L.; ?E-
1 G?ERS, W. — Biochemical of "!.msh-
mania”. I1. Electrophoretic variation of
malate dehydrogenase. Ann. Trop.
Med. Parasit., 68: 317-325, 1974.

_ GREAVES, M. F. & BAUMINGER. S. -

s ‘Activation of ‘I and B lynphocytes by

insoluble phytomitogens. Nature New
Biology, 235:67-70, 1972.

16 — HERNANDEZ, A. G. — bectins'as a tool
in parasite research. Proceedings gf a
Workshop held at the Pan American
Health Organization, Washington, D: C.
9-11 December, 1982. Biochemical
characterization of *“Leishmania”. )
UNDP/WORLD BANK/ WHO Sqecflal
Programme for Research and Training
in Trop. Diseases, p. 181-196.

. g C..
17 — HERNANDEZ, A.G.; ARGUELLO, C.;
AYESTA, C; DAGGER, R.B.; INFANTE,

b
parastlo... 181

D.: STOJANOVICIH, K.; I)AWII)()WI(“‘/‘,
l"." RIGGIONE, I:.; RIVA G. The sur!;r
ce'membrane of “Leishmania™. The Bio
chemistry of Parasites. Pergamon Press Ox
ford and New York. 1981. p. 47-065.

8 — HOEPRICH, P. D. — lnfgctious Diseases.
Third edition, p.1269-1281. 1983.

9 — IMBAR, M. & SACHS, L. — Structural
difference in sites on the surface mem-
brane of normal and transformed cells.
Nature, 223:710-712, 1969.

20 — JAWETZ, E.; MELNICK, J. L.; ADEL-

BERG, E. A. — Review of Medical Mi-
crobiology. 15th edition, p. 501-503,
1983.

21 — LAISON, R. & SHAW, J.J. — The role of
animals in the epidemiology of Soqth
American Leishmaniasis, In: LUMSDEN,
W. H. R. &EVANS, D. A._; eds. Biology of
the Kinetoplastida. London/New York/
San Francisco, Academic Press, 1979.

vol. 2. p. 1-16.

22 — LIS, H. & SHARON, N. — In:“The li.m—
chemistry of Plants: A comprehenslv‘c
treatise”. (p. K. Stumpf and .E. L.
Conn, eds) 1981. Vol. 6. Protein and
Nucleic Acids (Marcus, A., ed.) Acade-
mic Press. New York. 7.

23 — MACA, R.D. & HOAK, J. C. — Improved
method for quantitation of Concanava-
lin A — induced agglutination. J. of
National Cancer Institutes, 52: 365-
367, 1974.

24 — SCHOTTELIUS, J. & COSTA, S.C.G. -
Studies on the relationship between
lectin binding carbohydrates and diffe-
rent strais of “Leishmania” from the
New Wordl. Mem. Inst. Oswaldo Cruz,
77(1): 19-27, 1982.

25 — SELA, B.; LIS, H;; SHARON, N.; &SA-
CHS, L. — Different locations of carbo-
hydrate-containing sites in the surface
membrane of normal and transform_ed
memmalian cells. J. of Membrane Bio-
logy, 3:267-279, 1970.

_ SUPERINTENDENCIA DE CAMPA-
2 NHAS DE SAUDE PUBLICA SUCAM).



182 Rev. Pat. Trop. 13(2): 167-182, maio/ago., 1984

— Relatério 193/79. Diretrizes e nor- 27 — WEIR, D. M. — Surface carbohydrates and
mas para um programa de controle lectins in cellular recognition. Immuno-
das “Leishmanioses”. logy today, august, 1980 p. 45-51.



