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RESUMO

AVALIAÇÃO DO POTENCIAL ADJUVANTE DE LECTINAS VEGETAIS NA 
VACINAÇÃO CONTRA LEISHMANIOSE CUTÂNEA EXPERIMENTAL. 
CLARISSA ROMERO TEIXEIRA. As leishmanioses são causadas por 
parasitas do gênero Leishmania, importantes parasitas intracelulares de 
macrófagos que se manifestam em formas clínicas diferentes. A resposta 
imune celular é a resposta protetora efetiva contra parasitas intracelulares. 
Já foi demonstrado que algumas lectinas de plantas foram capazes de induzir 
a produção, por células mononucleares murinas, de óxido nítrico (NO), 
interferon gama (IFN-y) e IL-12, moléculas importantes em uma resposta 
celular. No presente trabalho nós investigamos o potencial 
imunoestimulatório de três lectinas vegetais e avaliamos a possibilidade de 
utilizá-las como adjuvantes em um modelo de vacinação contra 
leishmnaniose cutânea experimental. Para avaliar o potencial estimulatório 
das lectinas, células esplênicas murinas e CMSP humanas foram estimuladas 
em cultura com as lectinas Canavalia brasiiiensis (ConBr), Pisum arvense 
(PAA) ou Artocarpus integrifolia (KM(+)) e os sobrenadantes coletados para 
determinação da produção de IFN-y, IL-10 e IL-4. Todas as lectinas foram 
capazes de induzir a secreção de IFN-y e uma pequena quantidade de IL-4 
por células esplênicas murinas e IFN-y, IL-10 e IL-4 por CMSP humanas. 
Para avaliação do potencial adjuvante, camundongos C57BL/6 e BALB/c 
foram imunizados com as lectinas ConBr, PAA ou KM(+) com o antigeno 
solúvel de Leishmania amazonensis (SLA) ou com o antigeno ou lectinas 
isoladamente. Antes do desafio com Leishmania amazonensis BA125, os 
soros dos animais imunizados foram coletados para determinação de IgG 
ant\-Leishmania. A avaliação da infecção foi monitorada semanalmente pela 
medida da pata infectada. Apenas os animais imunizados com a lectina PAA 
e PAA+SLA produziram altos títulos de IgG anW-Leishmania. A resposta 
celular foi avaliada por uma reação de hipersensibilidade tardia (DTH), 
realizada dez semanas após o desafio. Não foi possível relacionar a resposta 
de DTH a um perfil de resistência. Apenas os animais imunizados com a 
lectina KM(+) foram protegidos parcialmente contra posterior infecção. 
Apesar das lectinas ConBr, PAA and KM(+) terem demonstrado estimular a 
secreção de moléculas capazes de direcionar uma resposta imune celular, 
nossos resultados sugerem que as lectinas testadas não possuem atividade 
adjuvante na vacinação contra Leishmania amazonensis.

Palavras-chave: Leishmania, adjuvantes imunológicos, lectinas.



xn

ABSTRACT

EVALUATION OF PLANT LECTIN’S POTENTIAL AS ADJUVANTS IN 
EXPERIMENTAL CUTANEOUS LEISHMANIASIS VACCINATION. 
CLARISSA ROMERO TEIXEIRA. Leishmaniasis is caused by parasites of 
the genus Leishmania, intracellular parasites of macrophages that cause a 
great variety of diseases. A cell-mediated immune response has shown to 
be protective against intracellular parasites. It has been demonstrated that 
plant lectins are capable of inducing nitric oxide (NO), gamma interferon 
(IFN-y) and interleukin 12 (IL-12) production, which are key molecules in a 
cellular immune response by murine mononuclear cells. In the present work, 
we investigate the possibility of using lectins from Canavalia brasiiiensis 
(ConBr), Pisum arvense (PAA) or Artocarpus integrifolia (KM(+)) as 
adjuvants to protect against Leishmania infection. Murine spleen cells and 
human PBMC were stimulated in culture with one of the lectins and their 
supernatants were collected for IFN-y, IL-10 and IL-4 determination. All 
lectins were capable of inducing IFN-y, but a low IL-4 secretion from murine 
spleen cells. The lectins tested were also capable of inducing IFN-y, IL-10 
and IL-4 secretion from human PBMC. For evaluation of adjuvant potential 
C57BL/6 and BALB/c mice were immunized with ConBr, PAA or KM(+) 
lectins, in the presence or absence of soluble Leishmania amazonensis 
antigen (SLA). Before challenge with Leishmania amazonensis BA125 
strain, serum was obtained for ant\-Leishmania IgG level determination. The 
evolution of infection was monitored by weekly measurements of footpad 
thickness. Only the animals immunized with PAA lectin and PAA+SLA 
produced higher titers of specific IgG. Moreover, no protection of the mice 
immunized with either ConBr or PAA lectins was achieved. Delayed type 
hipersensitivity (DTH) was also assessed ten weeks after challenge. The 
DTH response could not be related to a resistance profile in the immunized 
animals. Only the animals immunized with KM(+) lectin alone were partialy 
protected against further infection. Although, ConBr, PAA and KM(+) lectins 
have shown to induce the production of molecules capable of directing a cell- 
mediated immune response, our results suggest that the lectins tested are 
not useful adjuvants to vaccination against Leishmania amazonensis.

Key words: Leishmania, immunological adjuvants, lectins.



1.1 Lectinas

1.1.1 Aspectos gerais

Lectinas são um grupo heterogêneo de proteínas ou glicoproteínas de 

origem não-imune que apresentam pelo menos um sítio de ligação reversível a 

carboidrato {PEUMANS & VAN DAMME, 1995). A palavra lectina é originada do 

latim legere que significa escolher, recebendo esta denominação devido a seu 

potencial em diferenciar carboidratos e/ou glicoconjugados. Estas proteínas foram 

pela primeira vez descritas por Stilimark em 1888 quando, ao estudar a toxicidade 

das sementes de mamona {Ricinnus cummunis), observou que o extrato desta 

semente aglutinava hemácias de carneiro. As moléculas responsáveis por esta 

propriedade foram então chamadas de hemaglutininas ou fitohemaglutininas.

As lectinas podem ser encontradas em praticamente todos os organismos 

vivos: plantas, animais e diversos microorganismos (MOREIRA et al., 1991; 

KAYESHTA et aí., 1993; LICASTRO et al., 1993; SHARON et al., 1995; GABÍUS, 

1997). As lectinas isoladas de plantas têm sido as mais intensivamente estudadas 

(CAVADA et al., 1993) e, apesar da estrutura e especificidade por 

monossacarídeos de muitas destas lectinas já tenham sido determinadas, sua real 

função nas plantas de origem ainda permanece duvidosa. Alguns trabalhos já 

demonstraram um possível papel como proteínas de reserva nas plantas de 

origem, pelo fato de serem sintetizadas durante o desenvolvimento das sementes 

e degradadas durante a germinação e crescimento da mesma (PEUMANS et al..

1 INTRODUÇÃO_________________________________________________________



1993). Podem também estar envolvidas na defesa contra predadores, 

(CHRISPEELS & RAIKHEL, 1991; PEUMANS & VAN DAMME, 1995) pois, após 

ingestão por algum predador a lectina não apenas resiste a ação proteolítica 

durante a passagem pelo trato digestivo, o que favorece sua interação com a 

membrana de células endoteliais seguido de endocitose, como é capaz de causar 

efeitos tóxicos nutricionais como a redução dos níveis normais de insulina 

(PUSZTAI et al., 1993). Podem ainda ter função como mediadoras da simbiose 

entre bactérias do gênero Rhizobium fixadoras de nitrogênio e as raízes de 

leguminosas (AYOUBAetal., 1992; HIRSH, 1999).

As lectinas das famílias Leguminosae e Euphorbiacea constituem um vasto 

grupo de lectinas vegetais já bem estudadas com relação a estrutura, 

especificidade e possíveis funções e aplicações. A família Leguminosae é a que 

possui o maior número de lectinas isoladas, tornando-se o grupo de lectinas mais 

bem caracterizado. Muitas das lectinas desta família são constituídas de 2 ou 4 

subunidades de 25-30 kDa, cada uma contendo um sítio de interação para 

carboidratos com a mesma especificidade e a interação com carboidratos 

normalmente requer a presença de íons divalentes, sendo o cálcio e manganês os 

mais comuns. O equilíbrio da formação de dímeros e tetrâmeros entre estas 

subunidades é pH dependente. As subunidades podem ser formadas por uma 

única cadeia polipeptídica mas em alguns casos, como o das lectinas da tribo 

Viceae, pode ser formada por duas cadeias: uma leve denominada alfa (5-7 kDa) 

e uma pesada denominada beta (15-19 kDa) (SHARON et al., 1990; SHARON, 

1993; ROUGÉ et al., 1987). A figura 1.1 mostra um esquema da estrutura das 

lectinas Canavalia ensiformis (ConA), a primeira a ter sua estrutura tridimensional



estabelecida, e as lectinas Canavalia brasiiiensis (ConBr) e Artocarpus integrifolia 

(KM(+)).

Muitas destas lectinas compartilham características estruturais, como 

seqüência de aminoácidos, estrutura secundária e conformação tridimensional 

(RAMOS et al., 1996). Apesar do alto grau de homologia entre estas lectinas na 

sequência primária de aminoácidos e no sítio de interação com carboidratos, elas 

apresentam diferenças significantes nos efeitos, causados pela interação com 

seus ligantes específicos (GOMES et al., 1994; BARRAL-NETTO et al., 1992; 

RODRIGUES etal., 1992; BENTO etal., 1993).

Por apresentarem propriedades peculiares quanto ao reconhecimento de 

glicoconjugados, sem causar alterações estruturais no ligante, as lectinas 

tornaram-se moléculas de grande interesse em diversas áreas, seja com o 

objetivo de entender melhor sua real função, ou de estabelecer possíveis 

aplicações.



Figura 1.1 Representação esquemática da estrutura resolvida por raio X das 

lectinas (a)ConA, (b)ConBr, (http://www.cermav.cnrs.fr/databank/lectine/) e

(c)KM(+), (PRATAP et al., 2002).

http://www.cermav.cnrs.fr/databank/lectine/


A descoberta de que a lectina de Phaseolus vulgaris (PHA) era mitogênica 

para linfócitos (NOWELL et al., 1960) e que a lectina de gérmen de trigo (WGA) 

diferenciava células normais e malignas (AUB et al., 1963) revolucionou o 

interesse em explorar estas moléculas na imunologia. Várias lectinas já foram 

testadas quanto as suas capacidades de estimular a proliferação linfocitária, 

porém, nem todas possuem esta propriedade mitogênica, como a lectina do fungo 

Agaricus bisporus (ABL), a qual inibe a ativação linfocitária (KILPATRICK et al., 

1987). Já a ConA, uma lectina tipicamente mitogênica, leva a um aumento no 

número de células nos linfonodos e na expressão de IL-2R em linfócitos em 

animais tratados com esta lectina (BLACK et al., 1988; BENTO et al., 1993). A 

administração da lectina Dioclea grandiflora (DGL) pela via subcutânea na pata de 

camundongos resultou em um aumento no número de células no linfonodo 

popliteo, causando ainda necrose e inflamação local, sendo estas células capazes 

de proliferar mesmo em cultura sem qualquer estímulo adicional (BARBOSA et al., 

2001).

As células de mamíferos possuem em sua superfície uma grande variedade 

de glicoconjugados, com diferenças muitas vezes discretas de uma célula para 

outra. A ligação de lectinas com diferentes tipos celulares pode desencadear 

inúmeros efeitos biológicos, como a indução de respostas inflamatórias e secreção 

de citocinas. A lectina ligante de manose (MBL), presente no soro, tem a 

capacidade de ativar o sistema complemento devido a sua similiaridade com o 

componente C lq, também é capaz de interagir com macrófagos, induzindo a

1.1.2 Propriedades biológicas



secreção de TNF-a (BAJTAY et al., 2000). A lectina WGA, apesar de não ter 

atividade mitogênica, mostrou-se capaz de induzir a secreção de IL-12 e IFN-y de 

forma independente de linfócitos T e B in vitro em uma cultura de células 

mononucleares murinas (MURAILLE et al., 1999). Monócitos humanos 

estimulados com galectina-3 (sBP/Mac-2) produziram uma alta quantidade de IL-1, 

amplificando uma possível resposta inflamatória (JENG et al., 1994). O estímulo 

de células esplênicas de camundongo em cultura com a lectina Pisum sativum 

(PSA) resultou em produção de TNF-a, IFN-y e atividade proliferativa. O estímulo 

com esta mesma lectina in vivo aumentou a expressão de CD69 e CD122 em 

linfócitos, evidenciando o potencial imunoestimulatório desta lectina (LIMA et al.,

1999). O tratamento de camundongos BALB/c com a lectina ConBr induziu a 

produção de IFN-y por células esplênicas in vitro e in vivo, mostrando-se presente 

no soro dos animais tratados (BARÍRAL-NETTO et al., 1996). Esta lectina e as 

lectinas PAA e DGL foram capazes de estimular diretamente macrófagos murinos 

e linfócitos in vitro a produzir NO, e ex vivo em animais tratados com as lectinas 

(ANDRADE et al., 1999).

A lectina de Artocarpus integrifolia, a jacalina, além de ser um potente 

mitógeno e de ativar células B a secretar imunoglobulinas, liga-se especificamente 

a IgA, sendo capaz de isolar esta imunoglobulina por cromatografia de afinidade 

(ROQUE-BARREIRA et al., 1985, 1986) e de ativar especificamente linfócitos T 

CD4+ (LAFONT et al., 1997). Outra lectina também isolada de Artocarpus 

integrifolia, a KM(+), estimulou a migração de neutrófilos na cavidade peritoneal de 

ratos de forma semelhante a IL-8 (SANTOS-DE-OLIVEIRA et al., 1994). Enquanto



a KM(+) exerce um efeito pró-inflamatório, outras lectinas glicose-manose 

específicas inibiram a migração de neutrófilos para a cavidade peritoneal de 

camundongos induzida por carragenina e fMLP (ASSREUY et al., 1997), 

mostrando-se moléculas importantes no estudo e caracterização de 

oligossacarídeos na superfície celular, essenciais para o processo de migração 

celular no início de uma resposta inflamatória (ALENCAR et al., 1999). Esta ação 

anti-inflamatória também foi observada em um modelo de cistite hemorrágica em 

camundongos induzida por ciclofosfamida, onde os animais pré-tratados com as 

lectinas Dioclea grandifíora (DGL) e Dioclea violacea (DVL) por via endovenosa 

apresentaram uma redução da infiltração leucocitária na bexiga de forma dose 

dependente (ASSREUY et al., 1988). Várias destas lectinas vegetais também 

demonstraram induzir a liberação de histamina por mastócitos e basófilos de 

forma não-tóxica para as células (FERREIRA et al., 1996).

A capacidade destas proteínas de reconhecer glicanos complexos também 

possibilita discriminar diversos tipos celulares em diversos estágios de 

diferenciação e maturação. O cDNA que codifica o domínio de reconhecimento de 

carboidratos da lectina de Maackia amurensis (MAH) foi randomicamente mutado 

e as lectinas mutantes, apesar de continuarem sendo reconhecidas por um 

anticorpo anti-MAH, foram capazes de distinguir entre eritrócitos de animais 

diferentes e de formas diferentes (YIM et al., 2001). A lectina de amendoim (PNA), 

que tem uma maior afinidade em interagir com células imaturas do processo de 

diferenciação de células humanas linfóides (COOPER et al., 1984) e monócitos 

imaturos (ROSENBERG et al.,1985; KILPATRICK et al.,1990), mostrou-se capaz 

de diferenciar os tipos celulares da forma mais grave de um tipo de leucemia



linfoblástica (HAAR et al., 1985). Algumas lectinas podem inclusive indicar o 

prognóstico de neoplasias, como a lectina do molusco Helix pomatia, que tem sido 

empregada na avaliação do grau de agressividade de carcinoma gástrico em 

humanos, onde há uma relação direta entre o grau de malignidade e a interação 

desta lectina com a célula maligna (OKUYAMA et al., 1998). Algumas lectinas não 

só reconhecem células tumorais, como também são capazes de inibir seu 

crescimento. A lectina de Ricinus communis (RCA) inibe o crescimento de câncer 

epidermóide em humanos e a lectina isolada de Viscum album (VAA) apresenta 

atividade citotóxica contra melanoma urotelial e glioma. A VAA parece agir 

através da liberação de citocinas que possam ativar células NK (LENARTZ et al., 

1998; HEINY et al., 1998) e através da indução de apoptose de células tumorais e 

inibição da angiogênese (PARK et al., 2001).

Algumas lectinas também têm sido testadas em sistemas de carreamento 

de antígenos e drogas para células alvo. Várias lectinas já foram conjugadas com 

biotina e mostraram ligar-se com tecidos da mucosa ocular e oral de ratos 

(BANCHONGLIKITKUL et al., 1998). A imunização intranasal de hamsters com 

um conjugado da lectina de gérmem de trigo (WGA), que reconhece 

especificamente as células M do epitélio nasal, e o antigeno HRP levou a 

internalização deste antigeno e produção de IgG específica em maior intensidade 

do que animais imunizados apenas com o antigeno (GIANNASCA et al., 1997).

Várias lectinas também já foram testadas quanto a seu potencial adjuvante 

na imunização contra diversos patógenos. A lectina VAA mostrou um grande 

potencial adjuvante na imunização intranasal de camundongos com o antigeno 

ovalbumina, resultando em uma alta produção de IgA e IgG específicos na



secreção mucosa dos animais (LAVELLE et al., 2001). Esta mesma lectina 

utilizada como adjuvante na imunização de camundongos com antigeno KLH 

levou a uma resposta específica de lgG1, lgG2 e lgG2b e a um aumento da 

resposta de DTH e produção de citocinas Thl e Th2 superior a resposta 

encontrada apenas com o antigeno (YOON et al., 2001). A lectina jacalina foi 

testada quanto a seu efeito adjuvante quando conjugada a epimastigotas de 

Trypanosoma cruzi na imunização de camundongos, induzindo uma intensa 

resposta humoral com alta produção de anticorpos especificos para T. cruzi e 

redução significativa da carga parasitária destes animais após desafio 

(ALBUQUERQUE et al., 1999). A imunização de camundongos BALB/c com a 

lectina KM(+) e o antigeno SLA de Leishmania major resultou em proteção parcial 

destes animais, cujos linfonodos passaram a produzir altos niveis de IFN-y e 

baixos niveis de IL-4, caracterizando uma resposta celular protetora (PANUNTO- 

CASTELO et al., 2001). A administração in vivo da lectina ConBr resultou em uma 

redução da lesão de camundongos BALB/c infectados com Leishmania 

amazonensis (BARRAL-NETTO et al., 1996).



1.2.1 Considerações gerais

O gênero Leishmania inclui várias espécies de protozoários, parasitas 

pertencentes à ordem Kinetoplastida e causadores das leishmanioses (LAINSON,

1987). As leishmanioses são endêmicas em várias partes do mundo, onde cerca 

de 400 milhões de indivíduos estão expostos à infecção em 88 países. Estima-se 

ocorrer 600.000 novos casos de leishmaniose todo ano, com uma prevalência de 

12 milhões de indivíduos (OMS, 2002). Com a emergência da AIDS, a co-infecção 

HIV/Leishmania tem sido observada em regiões endêmicas (WOLDAY et al., 

2001; PINTADO et al.,2001).

Os agentes do gênero Leishmania são parasitas intracelulares obrigatórios 

no hospedeiro mamífero, podendo causar uma ampla variedade de manifestações 

clínicas. Os fatores que determinam as formas clínicas das leishmanioses não 

estão ainda bem esclarecidas, porém, possivelmente dependem da interação 

incial da espécie de Leishmania com determinada virulência, da resposta imune e 

da susceptibilidade genética do hospedeiro (CERF et al., 1987; PEARSON 

&SOUSA, 1996, BLACKWELL, 1996 ).

A Leishmania no hopedeiro invertebrado é encontrada no intestino de 

fêmeas dos vetores (gênero Phlebotomus na Europa e Lutzomyia nas Américas) e 

é transmitida ao hospedeiro mamífero após inoculação na pele das formas 

promastigotas metacíclicas flageladas durante o repasto sanguíneo. Os parasitas 

invadem macrófagos após interação de glicoconjugados de superfície, sendo o 

lipofosfoglicano (LPG) o mais importante entre eles (ELHAY et al., 1990) e
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especificamente o epítopo P5b, no caso da L  major (KELLEHER et al., 1992), 

com receptores na superfície de células macrofágicas, pricipalmente CRI (DA 

SILVA et al.,1989). No meio intracelular, transformam-se em formas amastigotas 

sem flagelo e multiplicando-se por divisão binária no vacúolo parasitóforo até o 

rompimento do macrófago parasitado, o qual libera novas formas amastigotas que 

invadem novas células hospedeiras. As células parasitadas contendo formas 

amastigotas podem ainda ser recapturadas por flebotomíneos durante uma 

alimentação sanguínea. Neste caso, as células rompem-se e as formas 

amastigotas transformam-se novamente em formas promastigotas no intestino do 

vetor, completando o ciclo.

As manifestações clínicas no homem podem variar desde uma forma 

tegumentar com a formação de uma lesão ulcerada única, que pode desaparecer 

espontaneamente sem tratamento (Leishmaniose tegumentar americana, LTA), ou 

uma forma cutânea disseminada sem ulceração (Leishmaniose cutânea difusa, 

LCD) até formas graves com destruição da mucosa (Leishmaniose mucocutânea, 

LMC) ou ainda visceral (Leishmaniose visceral, LV), a qual pode ser fatal se não 

diagnosticada e tratada apropriadamente.

1.2.2 Imunopatogênese das Leishmanioses

A internalização de microorganismos patogênicos por macrófagos leva à 

produção de citocinas, quimiocinas e outros fatores que irão mediar algumas das 

respostas que podem levar ã proteção ou susceptibilidade do hospedeiro 

(BARRAL-NETTO et al., 1998).
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A resolução da infecção está associada a expansão de clones de linfócitos 

T CD4+ do tipo Th1 que produzem IFN-y e IL-2 (MURRAY et al., 1983; SCOTT et 

al., 1989, 1991), enquanto que a susceptibilidade é mediada por IL-4, IL-3 e IL-10, 

que levam a uma supressão da resposta Thl com predominância de clones de 

linfócitos TCD4+ Th2 (HEINZEL et al., 1989).

No início da infecção cutânea humana por L  braziliensis, por exemplo, 

ocorre uma produção reduzida de IFN-y e aumentada de IL-10, indicando um perfil 

de resposta de susceptibilidade (ROCHA et al., 1999) Enquanto linfócitos de 

pacientes com calazar são incapazes de produzir IFN-y e IL-2 em resposta ao 

estímulo com antigeno específico (CARVALHO et al., 1985) é possível detectar 

IFN-y sérico em pacientes com leishmaniose cutânea, fenômeno relacionado â 

resolução da lesão (BARRAL-NETTO et al., 1989). Outros fatores já favorecem a 

eliminação do parasita, como a IL-7, a qual mostrou reduzir o número de 

macrófagos murinos infectados com L  major quando tratados com esta citocina 

pró-infiamtória, sendo este efeito ainda mais evidente quando era adicionado IFN-y 

e IL-7 (GESSNER et al., 1993).

No processo de estabelecimento de resposta protetora, a IL-12 tem um 

papel inicial importante, por ser a citocina-chave neste mecanismo de 

diferenciação e ativação da resposta dos linfócitos T CD4+ do tipo Thl (SYPEK et 

al., 1993; VIEIRA et al., 1994; GHALIB et al., 1995), quando presente nos 

momentos iniciais da infecção (REINER et al., 1994). Esta citocina é produzida por 

células mononucleares em camundongo C3H resistentes quando infectados por L
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mayor (VIEIRA et al., 1994) e é essencial para a recuperação da produção de IFN- 

Y e proliferação linfocitária em individuos curados de calazar (BACELLAR et al.,

2000).

Outro tipo de resposta também pode ser montada, levando à progressão 

da doença, Esta resposta é mediada por IL-4, que leva a uma supressão da 

resposta Thl com predominância de clones de linfócitos T CD4+ Th2. Neste perfil 

de resposta a ativação de macrófagos pelo IFN-y é inibida pela presença das 

citocinas IL-3 e IL-4, produzidas por linfócitos T com perfil Th2 (LIEW et al., 1989). 

Outra citocina com perfil Th2, a IL-13, é expressa em altas quantidades na lesão 

de individuos infectados com L  guyanensis, ocorrendo simultaneamente a uma 

redução da expressão do receptor IL-12R(32, o que caracteriza uma resposta 

predominante Th2 (BOURREAU et al., 2001). A reconstituição de camundongos 

imunodeficientes com a linhagem H1A com perfil Thl (produtoras de IL-2 e IFN-y) 

ou com a linhagem U1A com perfil Th2 (produtoras de IL-4 e IL-5) de linfócitos T 

CD4+ antes da infecção com L  major resultou em resistência e progressão da 

doença, respectivamente (HOLADAY et al., 1991). Em outro trabalho, 

camundongos 129/Sv, com “background” de resistência e transgênicos para o 

gen da IL-4, tornaram-se susceptiveis a infecção por L  major, produzindo 

quantidades altas de IL-4 e reduzidas de IFN-y (LEAL et al., 1993). A IL-3, outra 

citocina Th2, favoreceu a multiplicação dos parasitas em outros tecidos, 

exacerbando a lesão em camundongos BALB/c infectados com L  major e tratados 

com esta citocina, favorecendo o aparecimento de parasitas no linfonodo de 

camundongos CBA resistentes ( FENG et al., 1988). Camundongos deficientes de
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IL-6, infectados com L  major produzem uma quantidade de citocinas com perfil 

Th2 mais reduzida do que os animais normais, apesar de desenvolverem lesão e 

carga parasitária comparáveis (TITUS et al., 2001).

Os momentos iniciais, que envolvem a resposta imune inata, são muito 

importantes na posterior definição da resposta imune adquirida à presença do 

parasita. A própria penetração do parasita na célula hospedeira leva a alterações 

que podem favorecer a sobrevivência da Leishmania. Na resposta protetora, o 

IFN-y, produzido por linfócitos TCD4+ e células NK nos momentos iniciais da 

infecção (SCOTT et al., 1993, SCHARTON et al., 1993), ativa macrófagos levando 

à morte dos parasitas via produção de óxido nítrico e radicais de oxigênio, um dos 

mecanismos leishmanicidas resultantes de uma resposta protetora (MURRAY et 

al., 1983; GREEN et al., 1990). A presença do LPG, produzido pelo parasita e 

presente em sua superfície, reduz a produção de radicais hidroxil e ãnions 

superóxido (CHAN et al., 1989). A expressão da NO sintase induzível (iNOS) na 

lesão e no linfonodo de camundongos C57BL/6 resistentes ocorre mais 

rapidamente e em maior quantidade do que em camundongos susceptíveis como 

0  BALB/c, onde foi encontrada uma expressão aumentada de TGF-p, um potente 

inibidor da iNOS (STENGER et al., 1994).

A penetração da Leishmania também pode levar a alterações no 

metabolismo do ácido araquidônico e também inibir a apoptose, mecanismos que 

podem favorecer a permanência do parasita na célula hospedeira (MOORE & 

MATLASHEWSHI, 1994). A cultura ex vivo de esplenócitos de camundongos 

infectados com L  major resultou em uma alta produção da prostaglandina E2
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(PGE2) que foi responsável por uma depressão de IFN-y e T N F-a  e aumento de 

IL-4. Um aumento do leucotrieno LTB4 , capaz de recrutar linfócitos T já 

comprometidos para um fenótipo Th1 ou Th2, também demonstrou-se mais 

intenso na cultura de células esplênicas de camundongos infectados (MILANO et 

al., 1996). Macrófagos de camundongos BALB/c infectados com diferentes cepas 

de L. major levam a uma expressão diferenciada de quimiocinas JE e KC, que são 

importantes no processo de atração de macrófagos ativados e neutrófilos para 

evitar a expansão da infecção. Os macrófagos infectados com uma cepa 

avirulenta (Lc79) tiveram uma expressão transitória (primeiras horas) e bem mais 

evidente destas quimiocinas, enquanto que a infecção com uma cepa virulenta 

(Lc5) levou a uma redução da expressão destas quimiocinas, sugerindo um 

mecansimo de escape do parasita para o estabelecimento da infecção 

(RACOOSIN et al., 1997).

A infecção também pode ser favorecida por alterações que possam ocorrer 

não apenas no momento inicial da infecção, mas, posteriormente, no processo de 

apresentação de antígenos dos linfócitos. Macrófagos murinos infectados com L. 

donovani mostraram uma redução na expressão de MHC classe II induzida por 

IFN-y (REINER et al., 1988). Já a infecção por L  amazonensis leva a 

internalização das moléculas de MHC classe II como um mecanismo de 

sobrevivência do parasita (COURRET et al., 2001). A infecção de macrófagos 

murinos com L  major reduziu o potencial destas células na apresentação de 

antígenos protéicos exógenos, relacionados ou não ao parasita, a células T 

restritas ao MHC classe II. Esta alteração ocorreu devido a uma possível
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modificação na expressão de moléculas de MHC classe II ( FRUTH et al., 1993). 

Neste momento de sensibilização de linfócitos, as moléculas co-estimulatórias 

exercem um papel importante no estabelecimento de uma resposta efetiva. Em 

camundongos “knockout” para CD28 e infectados com L  major, a interação 

CD40/CD40L não é necessária para o desenvolvimento de uma resposta 

protetora, sugerindo o envolvimento de outras moléculas capazes de regular a 

expressão de IL-12 (PADIGEL et al., 2001). O CTLA-4, expresso em linfócitos T 

ativados, tem importância no processo de produção de TGF-|3 na infecção por 

Leishmania, favorecendo a infecção (GOMES et al., 2001).

1.2.3 Tratamento

A utilização de antimoniais pentavalentes, como stibogluconato de sódio e

o antimoniato de meglumina, ainda são a forma de tratamento mais utilizada 

(BERMAN, 1997), apesar da ocorrência de efeitos colaterais importantes 

(GASSER et al., 1994) e do longo período de tratamento. Recentemente, o 

stibogluconato de sódio mostrou potenciar a produção de radicais tóxicos de 

oxigênio em camundongos infectados por Leishmania infantum que podem 

contribuir para seu efeito leishmanicida (RAIS et al., 2000). A ocorrência de 

resistência ao tratamento convencional também é um fator que dificulta o controle 

das leishmaniose. A anfotericina B permanece como a droga de segunda escolha, 

apesar de sua toxicidade ocasional (SUNDAR et al., 2001). Atualmente, a 

mitelfosina de uso oral encontra-se em processo de testes clínicos e vem
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demonstando bons resultados com efeitos colaterais mais brandos (MOHAN & 

SETE, 2000; SOTO et al., 2001; FISCHER et al., 2001)

A imunoterapia tem sido uma alternativa testada com o intuito de reduzir o 

período de tratamento convencional e evitar o surgimento de resistência 

(BARRAL-NETTO et al., 1997). A administração de IL-12 a camundongos 

infectados com L  major levou a um aumento da expressão de iNOS na lesão 

(SCHOPF et al., 2001). A utilização de IL-12 recombinante também mostrou curar 

camundongos BALB/c tratados pós-infecção com L  mayor (HEINZEL et al., 1993), 

eliminando a recidiva de novas lesões nos tratados com paranomicina e IL-12 

recombinante de uso tópico (FERNANDES et al., 2001). Camundongos C57BL/6 

cronicamente infectados com L  majore tratados com anticorpo anti- IL-10R foram 

curados, eliminando a latência do parasita que normalmente ocorre nesta 

linhagem de camundongo (BELKAID et al., 2001). O tratamento de pacientes com 

leishmaniose cutânea com IFN- 7  humano recombinante localmente resultou em 

uma redução significativa da lesão acompanhada do desenvolvimento de uma 

resposta inflamatória aguda (HARMS et al., 1989), pacientes com leishmaniose 

visceral resistentes ao tratamento com antimoniais também mostraram bons 

resultados com a utilização associada de IFN-y recombinante (BADARO et al., 

1990).

Em alguns casos obteve-se efeitos contrários ao que seria normalmente 

esperado. Um exemplo seria o tratamento de camundongos BALB/c infectados 

com L. major com GM-CSF recombinante diariamente. Apesar desta citocina ser 

um potente ativador de macrófagos in vitro e de induzir a proliferação de
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macrófagos e granulócitos in vitro e in vivo, o tratamento com esta citocina 

resultou em uma lesão ainda mais evidente do que nos animais não tratados que 

apresentaram carga parasitária mais elevada no linfonodo e baço (GREIL et al.,

1988). Contudo, há o relato do caso de um paciente com lesão mucosa refratária 

ao tratamento com antimoniais que respondeu quando tratado com uma 

combinação de antígenos recombinantes e GM-CSF como adjuvante com 

resolução da lesão (BADARO et al., 2001). Em um estudo duplo-cego, pacientes 

com lesão cutânea tratados com stibogluconato de sódio via parenteral e GM-CSF 

na lesão, apresentaram uma cura mais rápida em relação a pacientes tratados 

apenas com estibogluconato e salina (ALMEIDA et al., 1999).

1.2.4 Vacinas

Tentativas de imunizações já eram realizadas no início do século XX em 

Bagdá, onde crianças eram inoculadas com material retirado de úlceras de 

pacientes com leishmaniose para evitar que elas adquirissem posteriormente a 

infecção (MARZINOWSKI, 1924).

Atualmente, os antigeno candidatos a vacinas podem ser divididos em 

vacinas de primeira e segunda geração (OMS, 2002). Nas vacinas de primeira 

geração foram utilizados parasitas mortos, vivos ou atenuados. Existem vários 

registros de vacinação com promastigotas vivas (SALAZAR, 1965; KOUFMAN et 

al., 1978; MUKHOPADHYAY et al.. 1999) ou mortas (PESSOA & PESTANA, 

1940; PESSOA, 1944; MAYRINK et al., 1986; MARZOCHI etal., 1998).

Parasitas atenuados, como um antigeno preparado com Leishmania 

amazonensis mortas pelo calor utilizados em testes clínicos em voluntários,
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resultou em uma conversão no teste de Montenegro, na proliferação de linfócitos 

específicos e produção de IFN^ (VELEZ et al., 2001; DE LUCA et al., 2001). 

Imunizações com antigeno total de diversas espécies de Leishmania já foram 

realizados obtendo-se apenas uma proteção parcial pós-desafio (BARRAL-NETTO 

et al., 1987). A cepa avirulenta UR6 de L  donovani quando utilizada na 

imunização de camundongos resultou em proteção frente ao desafio com uma 

cepa virulenta (SRIRUPA et al., 2000). A Leishmania major knockout do gene 

DHFR-TS, ou promastigotas irradiadas, já foram testadas em modelos de 

imunização experimentais (VERAS et al., 1999; HOWARD et al., 1984). 

Camundongos imunizados com esta cepa DfHRF-TS' demonstraram o 

desenvolvimento de uma lesão bem mais reduzida quando desafiados com 

Leishmania amazonensis do que os animais controles (VERAS et al., 1999).

A encapsulação de antígenos em liposomas, visam o direcionamento de 

uma resposta Th1 (CHANG et al., 2001). Alguns trabalhos realizados com 

liposomas carregados negativamente contendo antigeno de Leishmania donovani 

demonstraram uma redução considerável da carga parasitária no fígado e baço de 

camundongos imunizados intraperitonealmente (AFRIN et al., 2000).

As vacinas de segunda geração envolvem as imunizações com antígenos 

recombinantes. Os testes com o antigeno recombinante Lcrl demonstraram 

estimular células esplênicas de camundongos infectados com Leishmania chagasi 

a secretar IFN-y e não IL-4 ou IL-10 (WILSON et al., 1995). Os recombinantes 

LmSTIl e TSA induziram uma excelente proteção em camundongos BALB/c e 

macacos Rhesus imunizados (CAMPOS-NETO et al., 2001). Uma proteína
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recombinante A2, um dos fatores de virulência para a sobrevivência do parasita, 

utilizada na imunização de camundongos, conferiu proteção contra o desafio com 

L. donovani associada a uma resposta mista com produção de anticorpos 

específicos para A2 e proliferação de esplenócitos com produção de IFN-y após 

estímulo com o antigeno (GHOSH et al., 2001).

Mais recentemente, seqüências de DNA imunoestimulatórias, mais 

conhecidas como sequências CpG, capazes de ativar macrófagos e células 

dendríticas e induzir a secreção de IL-12 e IFN-y (CHACE et al., 1997; LIPFORD 

et al., 1997; ROMAN et al., 1997; SPARWASSER et al., 1998; STACEY & 

BLACKWELL, 1999; GURUNATHAN et al., 2000) têm sido utilizados, tendo uma 

ação interessante na promoção de uma resposta celular protetora nas 

leishmanioses (STACEY et al, 1999), sendo inclusive capazes de inibir um quadro 

de resposta Th2 já bem estabelecido quando admnistrados vinte dias após a 

infecção por Leishmania mayor (ZIMMERMANN et al., 1998).

A proteína LACK (receptores para a cinase C homólogos da Leishmania), 

que possui papel imunopatogênico que favorece a infecção no modelo murino 

(MAILLARD et al., 2001; TORRENTERA et al., 2001), tem sido alvo de vários 

testes como possível antigeno para vacinas utilizando a própria proteína ou a 

sequência de DNA que a codifica. Uma vacina da sequência p36/LACK utilizada 

na imunização de camundongos não resultou em proteção contra o desafio com L. 

major ou L. donovani apesar de uma forte reposta Thl especifica ao parasita 

(MELBY et al., 2001). Seqüências de DNA codificando o antigeno mostraram 

conferir imunidade aos camundongos imunizados (GURUNATHAN et al., 1997) e
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outras seqüências codificando proteinases de cisteína de Leishmania major, CPa 

e CPb, foram utilizadas como um coquetel de imunização, conferindo uma 

proteção com longa duração (RAFATI et al., 2001).

Um estudo comparativo de vacinas de DNA codificando gp63 e CPb de L  

mexiana ou gp46 de L  amazonensis ou LACK de L  major, utilizados numa 

imunização de camundongos BALB/c, resultou em uma alta produção de IgG 

específica para Leishmania e proteção parcial após desafio de todos os 

plasmídeos menos o que codificava LACK (DUMONTEIL et al., 2000).

Uma vacina adequada contra a leishmaniose deve ser capaz de acessar e 

ativar uma resposta inata, que posteriormente resulte em uma resposta celular 

eficaz. Para a obtenção de uma resposta polarizada, a utilização de um adjuvante 

adequado seria essencial para potenciar ou modular o efeito de um determinado 

antigeno que possua propriedade imunoestimulatória desejada. Alguns 

adjuvantes mais frequentemente utilizados incluem componentes minerais (aium) 

(SHIRODKAR et al., 1990), Listeria monocytogenes mortas pelo calor (HANSEN et 

al., 2000), emulsões óleo em água (MF59), toxinas naturais ou sintéticas 

derivadas de bactérias (toxina da cólera) ou linfotoxina (DEL GlUDICE et al., 

1999), muramil dipeptídeos (MTP-PE), saponinas, citocinas, oligonucleotídeos ou 

a combinação deles (AFONSO et al., 1994; COX & COULTER, 1997; SCHIJNS et 

al., 2000).

Uma vacina baseada em promastigotas mortas e BCG de Mycobacterium 

bovis como adjuvante mostrou ser ineficaz em um ensaio com voluntários no Irã 

(MOMENI et al., 1998). A imunização de camundongos C57BL/6 com uma 

mistura de antígenos expressos em amastigotas, testando diferentes adjuvantes
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(IL-12, Detox, lípídio A 4’-monofosforll, QS-21, BCG de Mycobacterium bovis e 

Corynebacterium bovis), resultou em uma proteção mais eficaz nos animais 

imunizados com os antígenos associados a IL-12 ou a Detox, evidenciando que a 

utilização de adjuvante mais adequado pode direcionar a uma resposta potetora. 

A geração do virus Vaccinia recombinante expressando os antígenos p36/LACK 

de L  infantum com ou sem IL-12 para imunização de camundongos BALB/c com 

posterior desafio com L  major resultou em proteção parcial destes camundongos 

e na ativação de uma resposta tipicamente Thl (GONZALO et al., 2001). 

Imunizações com a glicoproteína GP36, utilizando saponina como adjuvante, ou 

com a glicoproteína ligante de fucose manose (FML), também com saponina, 

protegeram camundongos contra leishmaniose visceral (DE SOUZA et al., 2001; 

PALATNIK-DE-SOUZA et al., 1994). O GM-CSF, utilizado como adjuvante com 

uma vacina de Leishmania (Leishvacin) na imunização de voluntários, resultou em 

uma resposta imune específica mais evidente com a produção de um DTH positivo 

na maioria dos voluntários (FOLLADOR et al., 2002).

Levando em consideração a complexidade dos eventos envolvidos na 

resposta imune específica a um determinado antigeno, desde o recrutamento e 

ativação de células apresentadoras de antigeno, até a maturação e expansão de 

linfócitos T CD4+ Th l, é provável que a associação de moléculas adjuvantes e, 

não apenas um adjuvante com um único mecanismo de ação, seria necessário 

para a obtenção de um efeito adjuvante Thl ideal (MOINGEON et al., 2001).

A limitação do tratamento e a possibilidade de uma melhor compreensão 

dos mecanismos que possam levar á cura da doença elevaram o interesse em
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testar moléculas que possuem capacidade de modular a resposta inicial têm 

recebido uma atenção especial.

As lectinas animais e vegetais têm sido intensivamente testadas quanto a 

seus possíveis papéis biológicos, demonstrando ser moléculas com aplicação 

como ferramentas biotecnológicas em potencial. Alguns destes efeitos biológicos, 

como a produção de NO por macrófagos induzida pelas lectinas PAA e ConBr 

(ANDRADE et al, 1999); a indução da secreção de IFN-y e redução da lesão em 

camundongos BALB/c infectados com Leishmania amazonensis tratados com 

ConBr (BARIRAL-NETTO et al., 1996); indução da produção de IL-12p40 in vitro 

por macrófagos murinos e proteção contra a infecção por Leishmania major 

conferida após imunização com a lectina KM(+) (PANUNTO-CASTELO et al.,

2001). despertaram nosso interesse em testar estas lectinas.

Neste trabalho, as lectinas ConBr, PAA e KM(+) foram testadas quanto a 

capacidade de estiumiar in vitro células humanas e murinas (produção de 

citocinas) e seu potencial como adjuvantes foi avaliado na imunização de 

camundongos susceptíveis e resistentes contra a infecção experimental por 

Leishmania amazonensis.

23



24

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Testar o potencial de lectinas como adjuvante em imunoproteção contra 

leishmaniose cutânea experimental.

2.2 Objetivos específicos

2.2.1 Avaliar o potencial imunoestimulatório (estímulo da produção de citocinas) 

das lectinas de Canavalia brasiiiensis (ConBr), de Pisum arvense (PAA) e de 

Artocarpus integrifolia (KM(+)) em cultura de células esplênicas murinas e CMSP 

humanas;

2.2.2 Testar o efeito adjuvante das lectinas ConBr, PAA e KM(+) associadas ao 

antigeno bruto de Leishmania amazonensis (SLA) na proteção de camundongos 

C57BL/6 e/ou BALB/c contra a infecção por Leishmania amazonensis.
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3 MATERIAL E MÉTODOS

3.1 Lectinas

A lectina de sementes de Canavalia ensiformis (ConA) foi obtida 

comercialmente (Sigma/ St. Louis, EUA) e as lectinas Canavalia brasiiiensis 

(ConBr) e Pisum arvense (PAA) foram obtidas de sementes de acordo com 

técnicas previamente descritas por Moreira e colaboradores (1984) e por Silva e 

colaboradores (2000) e foram fornecidas pelo BioMol-Lab. da Universidade 

Federal do Ceará. A lectina KM(+) foi purificada a partir do extrato salino de 

semente de Artocarpus integrifolia, como descrito anteriormente (SANTOS- 

OLIVEIRA et al., 1994) e fornecida pelo Lab. De Chemie Biol. da Universidade de 

Ciências e Tecnologia de Lille/França. Todas as lectinas foram preparadas como 

solução de 1 mg/ml em meio RPMI incompleto ou em salina estéril e estocada a - 

20°C até 0  momento do uso. A pureza de todas as preparações de cada uma das 

lectinas foi monitorada por eletroforese em gel de poliacrilamida em presença de 

SDS e 2-mercaptoetanol seguindo a técnica descrita por Laemli e colaboradores 

(1970) adaptada para o uso em placas.



3.2 Preparo do antigeno solúvel de Leishmania amazonensis (SLA)

Formas promastigotas da cepa BA125 na fase estacionária de crescimento, 

cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Sigma/St. Louis, 

EUA) foram colhidas e centrifugadas (ajustadas para cerca de 1x10®/ml) e os 

sedimentos congelados a -70°C em tubos eppendorf. Posteriormente, a cada 10 

ml de sedimento foi adicionado Iml de PBS pH 7,2 lOx concentrado, 2ml de 

tampão EDTA 0,5M e 100|xl de leupeptina lOmg/ml (Sigma/St.Louis, EUA). Em 

seguida são feitos ciclos de congelamento (em nitrogênio líquido) e 

descongelamento (em banho-maria a 37°C) dos tubos. Após esta etapa o lisado 

(mantido em gelo) foi submetido a sonicaçào em uma freqüência de 70 Hz por 30 

segundos com intervalos de repouso de 1 minuto. Esta última etapa foi repetida 

três vezes. O material foi então centrifugado por 10 minutos a S.OOOg e depois por 

30 minutos a 12.000g. Após centrifugação, o sobrenadante foi filtrado em filtros de 

0,45^1 e depois 0,22n (Millipore). Por último a concentração de proteína total foi 

determinada (protein assay kit. Sigma diagnostics/St.Louis, EUA).

3.3 Animals

Foram utilizados camundongos BALB/c e C57BL/6 machos e/ou fêmeas, 

com a idade de 4 a 6 semanas no início dos experimentos. Os animais foram 

obtidos do Biotério do Centro de Pesquisa Gonçalo Moniz (CPqGM-FIOCRUZ), 

onde foram mantidos com água e ração comercial balanceada ad libitum.
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Leishmania amazonensis cepa BA125 foi inoculada no coxim plantar de 

camundongos C57BL/6, e após 3 semanas de infecção os animais foram 

sacrificados e os parasitas colhidos por maceramento do tecido subcutâneo das 

patas infectadas em condições assépticas e cultivados a 28°C em meio bifásico 

composto por NNN (base de agar sangue) e uma fase líquida com Schneider 

(Schneider’s insect medium, Sigma/St.Louis, EUA) contendo 10% de soro bovino 

fetal (SBF, GibcoBRL), 2% de urina humana estéril e gentamicina (Sigma/St. Louis, 

EUA). Ao atingirem a fase estacionária eram realizadas novas passagens in vitro. 

Em torno da quarta ou quinta passagem, os parasitas eram reinoculados em 

camundongos normais para manutenção da virulência da cepa.
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3.5 Esquemas de imunização com lectinas e antigeno SLA

3.5.1 Esquema I

imunização (s.c.) Booster (s.c.) L. amazonensis

I  15 dias I 15 dias *

Quadro 1: Desenho esquemático do esquema de Imunização I.

Os camundongos C57BL/6 ou BALB/c eram divididos em 4 grupos, cada 

grupo com 7 animais. Cada grupo foi imunizado com lOOiul de cada tratamento 

por animal: grupo I -  salina (controle); grupo II -  SLA (lO^ig); grupo III -  lectina 

(0,5 ou 50|iig); grupo IV -  SLA (10^ig) + lectina (0,5 ou SOfig). No dia zero, os 

camundongos foram imunizados na base da cauda (via subcutânea). Após 15 

dias da primeira imunização os animais receberam um reforço pela mesma via, 

dose e volume. Os animais foram infectados após quinze dias do reforço no 

coxim plantar traseiro direito com 1x10® promastigotas em fase estacionária de 

crescimento de Leishmania amazonensis cepa BA125. O aumento da lesâo foi 

avaliado pela diferença entre a média das medidas das patas contralaterais não 

infectadas.
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Os camundongos C57BL/6 ou BALB/c eram divididos em 4 grupos, cada 

grupo com 7 animais. Cada grupo foi imunizado com 50|liI de cada tratamento por 

animal: grupo I -  salina (controle); grupo II -  SLA (10 jxg); grupo III -  lectina (0,5 

ou 50)iig); grupo IV -  SLA (lO^ig) + lectina (0,5 ou 50|ng). No dia zero, os 

camundongos foram imunizados no coxim plantar. Após dez dias da primeira 

imunização, os animais receberam o primeiro reforço nas doses e volume, como 

anteriormente descrito, sendo utilizada a via subcutânea no flanco esquerdo. 

Após doze dias da última inoculação, os camundongos receberam outro reforço 

nas mesmas doses e volume, por via intraperitoneal. Os animais foram infectados 

após três dias do último reforço no coxim plantar traseiro direito com 1x10® 

promastiogotas em fase estacionária de crescimento de Leishmania amazonensis 

cepa BA125. O aumento da lesão foi avaliado pela diferença entre a média das 

medidas das patas contralaterais não infectadas.



3.6 ELISA para determinação da produção de IgG total ant\-Leishmania dos 

animais imunizados.

Placas de 96 poços foram sensibilizadas com 100|xl de antigeno solúvel de 

Leishmania (SLA) diluído em tampão carbonato pH 9,6, durante a noite a -4°C. 

Após sensibilização, a placa foram lavadas com o tampão de lavagem ( PBS 

+0,05% de tween) três vezes e então bloqueadas com 250^1 de PBS + 0,1% 

tween por duas horas à 37°C. A placa era novamente lavada três vezes. Os 

soros foram diluídos (1/100) no tampão de incubação (PBS tween 0,05% + leite 

desnatado). O soro de um camundongo normal não-infectado foi utilizado como 

controle negativo e o soro de um camundongo cronicamente infectado com 

Lamazonensis foi utilizado como controle positivo. A placa era incubada com os 

soros diluídos durante a noite a 4°C. No dia seguinte a placa era lavada quatro 

vezes. O conjugado (anti-mouse IgG alkaline phosphatase conjugate, Sigma 

ImmunoChemicals/St.Louis, EUA) era adicionado na diluição de 1/1000, 100)nl por 

poço e incubado a 37°C por 45 minutos. Em seguida, a placa foi lavada mais 

cinco vezes. O substrato (p-nitrophenyl phosphate tablets disodium, 

SigmaChemicals/St.Louis, EUA) era então adicionado na concentração de

1 mg/ml, lOOjxl poço e incubado a temperatura ambiente durante 30 minutos. A 

reação era parada com 50|al de NaOH 3M. A leitura foi realizada a 405 nm em 

espectrofotômetro.
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3.7 Estímulo de cultura de CMSP de doadores normais com lectinas

As CMSP de pelo menos cinco doadores foram obtidas por gradiente de 

Ficoíl-Hypaque (Histopaque, Sigma cell culture/St. Louis, EUA) de “buffy coats” 

cedidos pelo Hemocentro da Bahia (HEMOBA). As células foram ajustadas para 

uma concentração de 5x10® células/poço e distribuídas em placa de 96 poços em 

triplicata, com a adição de PAA (10, 50 ou 100|ng/ml), ConBr (10, 50 ou lOO îg/ml), 

KM(+) (0,5, 1,0, 10, 50 ou 100|ag/ml). Após 24 horas do início da cultura o 

sobrenadante foi coletado para dosagem de IL-4 e 72 horas após para dosagem 

de IFN-y e IL-10.

3.8 Estímulo de células esplênicas de camundongos normais com lectinas

Camundongos C57BL/6 e/ou BALB/c normais foram sacrificados e o baço 

removido. As células esplênicas foram ajustadas para uma concentração de 

5x10® células/poço e cultivadas em meio RPM! completo, com ou sem adição de 

20 )nl de ConA (10ng/ml) (Sigma/St. Louis, EUA), ConBr (50 ou 100^g/ml) , PAA 

(50 ou 100ng/ml) ou KM(+) (0,5 ou 1,0|ag/ml). Após 24, 48 e 72 horas os 

sobrenadantes foram coletados e analisados quanto à produção de IL-4 e IFN-y.
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O anticorpo primário (anti-IFN-y/cione RA-642 ou anti-IL4/clone 11B11; 

Pharmingen) foi diluido em tampão de cobertura (tampão carbonato 0,1M pH 9,6) 

na concentração 2 ^g/ml. Em placas de 96 poços (Nunc-lmmuno^*^/ MaxiSorp 

Surface, NUNC Brand products) foi distribuido 50 îl/poço do anticorpo primário. A 

placa foi então incubada à 4°C durante a noite. Após a etapa de sensibilização, a 

placa foi lavada com PBS/tween 0,05% duas vezes e bloqueada com 200 îl/poço 

da solução de bloqueio (PBS 1x com 5% de soro bovino fetal (Gibco BRL) e 

incubada à temperatura ambiente por 2 horas. Após incubação foi lavada 

novamente com PBS/tween 0,05% duas vezes. Em seguida foram adicionados 50 

ul das amostras ou do padrão IFN-y (Pharmingen) ou IL-4 (Pharmingen) diluídos 

seriadamente em PBS com 5% de soro bovino fetal (Gibco BRL) com a 

concentração inicial de 50ng/ml para IFN-y e 5000 pg/ml para IL-4 em nove 

diluições em duplicata. As amostras foram incubadas a 4°C durante a noite. A 

placa foi lavada com PBS/tween 0,05% cinco vezes e o anticorpo secundário 

biotinilado (anti-IFN-y/clone XMG1.2 ou anti-IL-4/cloneBVD6-24G2; Pharmingen) 

na concentração de 2 ing/ml (diluído em PBS 1x com 5% de soro bovino fetal 

(Gibco BRL) é distribuido na placa (100 |ul/poço) e a placa incubada por 45 

minutos à temperatura ambiente. A placa foi novamente lavada seis vezes com 

PBS/tween 0,05%. A solução de avidina peroxidase foi diluída para a 

concentração de 1:2000 em PBS 1x com 5% de soro bovino fetal (Gibco BRL) e 

distribuída (50 inl/poço) e a placa incubada novamente 30 minutos à temperatura
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ambiente. A placa foi lavada oito vezes com PBS/tween 0,05%. Por último, é 

adicionado o substrato TMB (3, 3’, 5,5’-tetramethylbenzidine tablets, 

Sigma/St.Louis, EUA) dissolvido em tampão citrato-fosfato 0,05M pH 5,0 e DMSO 

com H2O2 (1:1). Após revelação, a reação foi parada com 50 |j,l de ácido fosfórico 

(1:20). A leitura da reação é feita em espectrofotômetro (Leitor Molecular Devices

- microplate reader) com filtro 450 nm e a análise dos resultados foi feita pelo 

programa Softmax.

3.10 ELISA para detecção de citocinas humanas

3.10.1 Dosagem de IFN^

O anticorpo de primário (monoclonal mouse anti-human IFN-y monoclonal 

antibody, Pharmingen) foi diluido em tampão de cobertura (tampão carbonato 

0,1M pH 9,6) na concentração 2 |xg/ml. Em placas de 96 poços (Nunc-lmmuno™/ 

MaxiSorp Surface, NUNC Brand products) foram distribuidos 100 |al/poço do 

anticorpo primário. A placa foi então incubada a 4°C durante a noite. Após a 

etapa de sensibilização, a placa foi lavada cinco vezes com PBS/tween 0,05%. O 

bloqueio foi realizado com 200 jxl/poço da solução de bloqueio (PBS 1x com BSA 

1% (Sigma/St. Louis, EUA)) e incubada à temperatura ambiente por 2 horas. Após 

incubação, a solução de bloqueio foi descartada e em seguida foi adicionado 100 

îl das amostras ou do padrão (recombinant human IFN-y, Pharmingen) diluído 

seriadamente em RPMI iniciando a curva em 2.000 pg/ml. As amostras foram
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incubadas à 37°C por uma hora. A placa foi lavada com PBS/tween 0,05% cinco 

vezes e o anticorpo secundário (biotinylated mouse anti-human IFN-y monoclonal, 

Pharmingen), diluído (1,25 î g/ml) em PBS tween 0,05% com BSA 1%, foi 

distribuido na placa (100 |nl/poço) e incubado por uma hora a 37°C. A placa foi 

novamente lavada cinco vezes com PBS/tween 0,05%. Por último, foi adicionado 

lOÔ il do substrato TMB (3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine tablets, Sigma/St.Louis, 

EUA) dissolvido em tampão citrato-fosfato 0,05M pH 5,0 e DMSO (Sigma/St.Louis, 

EUA) com H2O2 (1:1). Após revelação a reação foi parada com 100 |liI de ácido 

suifúrico (2N). A leitura da reação foi realizada em espectrofotômetro (Leitor 

Molecular Devices - microplate reader) com filtro 450 nm e a análise dos 

resultados foi realizada pelo programa Softmax.

3.10.2 Dosagem de IL-10

O anticorpo primário (purified rat anti-human IL-10 monoclonal 

antibody, Pharmingen) foi diluido em tampão de cobertura (tampão carbonato

0,1M pH 9,6) na concentração 2 |ig/ml. Em placas de 96 poços (Nunc-lmmuno™/ 

MaxiSorp Surface, NUNC Brand products) foram distribuidos 100 î l/poço do 

anticorpo primário. A placa foi então incubada a 4°C durante a noite. Após a 

etapa de sensibilização, a placa foi lavada cinco vezes com PBS/tween 0,05%. O 

bloqueio foi realizado com 200 ^l/poço da solução de bloqueio (PBS 1x com BSA 

1% (Sigma/St. Louis, EUA)) e incubada ã temperatura ambiente por 2 horas. Após 

incubação, a solução de bloqueio foi descartada e em seguida foi adicionado 100
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1̂ das amostras ou do padrão (recombinant liuman IL-10/Piiarmingen) diluído 

seriadamente em RPMI iniciando a curva em 2.000 pg/ml. As amostras foram 

incubadas à 37°C por uma hora. A placa foi lavada com PBS/tween 0,05% cinco 

vezes e o anticorpo secundário (biotinylated rat anti-human and viral IL-10 

monoclonal antibody , Pharmingen) diluído (1,25 iag/ml) em PBS tween 0,05% com 

BSA 1% foi distribuido na placa (100 |ul/poço) e incubado por uma hora a 37°C. A 

placa foi novamente lavada cinco vezes com PBS/tween 0,05%. Por último, foi 

adicionado 100|j,l do substrato TMB (3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine tablets, 

Sigma/St.Louis, EUA) dissolvido em tampão citrato-fosfato 0,05M pH 5,0 e DMSO 

(Sigma/St.Louis, EUA) com H2O2 (1:1). Após revelação a reação foi parada com 

100 |al de ácido suifúrico (2N). A leitura da reação foi realizada em 

espectrofotômetro (Leitor Molecular Devices - microplate reader) com filtro 450 nm 

e a análise dos resultados foi realizada pelo programa Softmax.

3.10.3 Dosagem de IL-4

De acordo com 0 protocolo da Genzyme Diagnostics:

O anticorpo primário (monoclonal mouse anti-human IL-4) foi diluido em 

tampão de cobertura (tampão carbonato 0,1M pH 9,6) na concentração 2 ng/ml. 

Em placas de 96 poços (Nunc-lmmuno™/ MaxiSorp Surface, NUNC Brand 

products) foi distribuido 100 |nl/poço do anticorpo primário. A placa foi então 

incubada a 4°C durante a noite. Após a etapa de sensibilização, a placa foi lavada 

cinco vezes com PBS/tween 0,05%. O bloqueio foi realizado com 200 ^l/poço da

35



solução de bloqueio (PBS 1x com BSA 1% (Sigma/St. Louis, EUA)) e incubada à 

temperatura ambiente por 2 horas. Após incubação, a solução de bloqueio foi 

descartada e em seguida foi adicionado 100 jxl das amostras ou do padrão 

(recombinant human IL-4) diluido seriadamente em RPMI com concentração inicial 

de 1.500 pg/ml. As amostras foram incubadas a 37°C por uma hora. A placa foi 

lavada com PBS/tween 0,05% cinco vezes e o anticorpo secundário biotinilado 

(biotinylated polyclonal sheep anti-human IL-4) diluido (1 ng/ml) em PBS tween

0,05% com BSA 1% (Sigma/St. Louis, EUA) foi distribuido na placa (100 ^l/poço) e 

a placa incubada por uma hora a 37°C. A placa foi novamente lavada cinco vezes 

com PBS/tween 0,05%. A solução de streptavidina peroxidase foi diluída para a 

concentração de 1:2000 em PBS tween 0,05% com BSA 1% e distribuída (100 

lal/poço) e a placa incubada novamente 15 minutos à 37°C. A placa foi lavada 

cinco vezes com PBS/tween 0,05%. Por último foi adicionado 100 |iil o substrato 

TMB (3, 3’, 5,5’-tetramethylbenzidine tablets, Sigma/St.Louis, EUA) dissolvido em 

tampão citrato-fosfato 0,05M pH 5,0 e DMSO (Sigma/St.Louis, EUA) com H2O2 

(1:1). Após revelação, a reação foi parada com 100 î l de ácido suifúrico (2N). A 

leitura da reação foi realizada em espectrofotômetro (Leitor Molecular Devices - 

microplate reader) com filtro 450 nm e a análise dos resultados foi realizada pelo 

programa Softmax.
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3.11 Reação de hipersensibilidade tardia (DTH)

Na décima semana pós-infecção os animais imunizados e desafiados foram 

submetidos a uma reação de hipersensibilidade tardia (DTH). A pata oposta a 

pata infectada é medida com paquímetro manual antes da inoculação do antigeno. 

O antigeno SLA foi preparado na concentração de 50fxg em 25|al de solução salina 

estéril e inoculado (25̂ 1) no coxim plantar dos animais. Após 48 horas a mesma 

pata foi medida novamente. A diferença entre as duas medidas expressa em 

milímetros foi registrada. O teste foi considerado positivo quando o valor da 

diferença entre as duas medidas foi maior que 0,05 mm baseado no DTH 

realizado em camundongos normais (BARRAL et al., 1983).

3.12 Análise estatística

As análises estatísticas dos resultados foram realizadas pelo GraphPad 

Prism (versão 2.00, GraphPad Software Incorporated/ San Diego, CA). Para 

comparar as diferenças entre os grupos experimentais foi aplicado o teste t de 

Student. Foi mantido o valor fixo para p<0,05 para significância estatística.
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4 RESULTADOS

4.1 Estimulação de CMSP humanas com lectinas.

As células mononucleares do sangue periférico (CMSP) isoladas de 

doadores normais (n=5) foram estimuladas em cultura com as lectinas ConBr, 

PAA (10, 50, 100 |ug/ml) ou KM(+) (0,5, 1,0, 10, 50 e 100 |Lig/ml). Os 

sobrenadantes foram coletados 24 horas após o início da cultura para dosagem de 

IL-4 e 72 horas após para dosagem de IFN-y e IL-10. Pode-se observar que as 

lectinas ConBr e PAA estimularam as CMSP a produzir IFN-y e IL-10 enquanto a 

lectina KM(+) mostrou-se incapaz de estimular estas células (Fig. Ia e b). Todas 

as três lectinas induziram uma produção menor de IL-4 nas primeiras 24 horas, 

embora somente a ConBr tenha estimulado uma produção estatisticamente 

significante na concentração de 100 îg/ml (Fig. c).

(a)

ConBr PAA KM(+)
10 50 100 10 50 100 0,5 1,0

lectinas (^g/mi)
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(b)

(c)

Figura 1: Média ± erro padrão (EP) das concentrações de IFN-y (a), IL-10 (b) e IL-4 (c) em sobrenadante de 

cultura de CM SP de 5 doadores normais, estimuladas com as lectinas ConBr, PAA ou KM(+). As demais 

concentrações testadas com a lectina KM(+) (10, 50 e lOOng/ml) não induziram níveis detectáveis das 

citocinas dosadas. Os números abaixo da indicação das lectinas respresentam as concentrações (ng/ml) 

testadas. O estímulo da ConBr na concentração de 100(xg/ml induziu produção de IL-4 estatisticamente 

significante (p<0,05) tanto em relação as outras concentrações quanto em relação as demais lectinas. As 

células não estimuladas (meio) não apresentaram níveis detectáveis das citocinas dosadas.
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4.2 Estimulação de células esplênicas murinas com lectinas.

Células esplênicas de camundongos BALB/c foram estimuladas com as 

lectinas ConBr, PAA (50 ou 100 (xg/ml), KM(+) (0,5 ou 1,0 |ag/ml) ou ConA (5,0 ou 

10 }xg/ml). Os sobrenadantes foram coletados após 48 horas e dosados para a 

detecção de IFN-y (Fig. 2a) e IL-4 (Fig. 2b). Os resultados mostram que as três 

lectinas são capazes de estimular as células a produzir IFN-y em concentrações 

diferentes, sendo que o estímulo da lectina KM(+) ocorre mesmo em 

concentrações menores que as utilizadas com as demais lectinas (Fig. 2a). Todas 

as lectinas também foram capazes de estimular a produção de IL-4 em menores 

quantidades que o IFN-y (Fig. 2b). As lectinas ConBr, PAA e ConA induziram a 

produção de IL-4 em quantidades maiores que a induzida pela KM(+), sendo que 

apenas a ConBr induziu uma produção estatisticamente significante nas 

concentrações de 50 e 100 ^g/ml.

(a)



(b)
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Figura 2: IVIédia ±  erro padrão (EP) das concentrações de IFN-y (Fig. 2a) e IL-4 (Fig. 2b) pelo método de 

ELISA, em cultura de células esplênicas de camundongos BALB/c estimuladas com ConBr, PAA, KM(+) ou 

ConA. Células não estimuladas não produziram níveis detectáveis de IFN-y. Os números abaixo da 

indicação das lectinas representam as concentrações (ng/ml) testadas. As barras representam as 

concentrações (ng/ml) testadas. O estimulo da ConBr nas concentrações de 50 e 100|xg/ml induziu produção 

de IL-4 estatisticamente significante (*p=0,033; **p=0,001, respectivamente). As células nâo estimuladas 

(meio) não apresentaram níveis detectáveis das citocinas dosadas.
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ConBr, PAA e/ou antigeno SLA.

4.3 Avaliação da resposta humoral após a imunização com as lectinas

Camundongos BALB/c e C57BL/6 foram imunizados com as lectinas ConBr 

ou PAA e/ou SLA e no dia do desafio o sangue foi coletado para dosagem de IgG- 

total anW-Leishmania por ELISA. A imunização com as lectinas ConBr ou PAA não 

induziram a produção de anticorpos ant\-Leishmania (Fig. 3a e b). A associação 

de ConBr com SLA não alterou significativamente a baixa produção de anticorpos 

produzidos em resposta à imunização com SLA isoladamente (Fig 3a). O uso da 

PAA associada ao SLA induziu um aumento estatisticamente significante na 

produção de anticorpos anW-Leishmania, enquanto a imunização com o SLA 

isoladamente induziu apenas uma tendência ao aumento da produção destes 

anticorpos (Fig. 2b). Não foi detectada nenhuma diferença quanto a produção de 

anticorpos ani\-Leishmania entre as duas linhagens de camundongos (dados não 

mostrados).



(b) BALB/c
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Figura 3: Determinação de niveis de IgG total anW-Leishmania amazonensis (ELISA) em soro de 

camundongos imunizados com lectinas. Os camundongos foram imunizados pelo esquema I, com ConBr ou 

PAA (50^g/ml) com ou sem SLA (10^g/ml). O soro dos camundongos foi coletado quinze dias após a última 

imunização pelo esquema I e três dias após a última imunização pelo esquema 11. O soro de camundongos 

cronicamente infectados com Lamazonensis foi utilizado como controle positivo (C(+)) e o soro de 

camundongos não-infectados foi utilizado como controle negativo (C(-)). Cada ponto representa a dosagem  

de um camundongo e as linhas horizontais a média de cada grupo. A produção de IgG total anW-Leishmania 

do gmpo imunizado com SLA+PAA foi estatisticamente significante (p<0,05) quando comparada com a dos 

grupos imunizados somente com PAA ou SLA.



4.4lmunização de camundongos BALB/c e C57BL/6 com as lectinas ConBr 

ou PAA e/ou antigeno SLA e desafio com Leishm ania amazonensis.

Camundongos BALB/c e C57BL/6 imunizados com as lectinas ConBr 

(50|ng/ml) ou PAA (50jj,g/ml) e/ou antigeno SLA (10ĵ g/ml) foram desafiados quinze 

dias após a última imunização pelo esquema I, com com 1x10® promastigotas de 

Leishmania amazonensis (BA125) em fase estacionária. As imunizações em 

ambas as linhagens de camundongos não resultaram em proteção quando 

imunizados esquemas pelo esquema I. Os animais das duas linhagens 

apresentaram desenvolvimento de lesão com cinética de desenvolvimento 

semelhante à observada em camundongos que receberam salina (Fig. 4a, b, c e 

d).
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(a)
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(b)

(c)



46

(d)

Figura 4: Medida da lesâo de camundongos BALB/c (a e b) e C 57B U 6 (c e d) imunizados pelo esquema I 

com as lectinas ConBr (50ng/ml) (a e c) e PAA (50|i,g/ml) (b e d) e/ou SLA (10fxg/ml) e desafiados com 1x10® 

promastigotas de Lamazonensis BA125. Os símbolos representam a média de grupos com sete animais e 

seus respectivos erros padrão. As diferenças entre os grupos nâo foi estatisticamente significante. A 

indicação do tratamento da lesão é dada pela diferença (A) da espessura da pata infectada e da pata 

contralateral não infectada.



e/ou antigeno SLA.

Camundongos BALB/c e C57BL/6 foram imunizados pelos esquemas I e II 

com a lectina KM{+) (0,5 ng/ml) e/ou antigeno SLA (10|xg/ml) e no dia do desafio 

o sangue foi coletado para dosagem de IgG-total ant\-Leishmania por ELISA. Não 

houve diferença na produção de anticorpos específicos entre os grupos 

imunizados com KM(+) e/ou SLA nos dois esquemas de imunização (Fig. 5a e b). 

Não foi detectada nenhuma diferença quanto a produção de anticorpos anti- 

Leishmania entre as duas linhagens de camundongos ou entre os dois esquemas 

de imunização (dados não mostrados).
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4.5Avaliação da resposta humoral após a imunização com a lectina KM(+)



(b) Esquema II

4S

Figura 5: Determinação de níveis de IgG total anW-Leishmania amazonensis (ELISA) em soro de 

camundongos imunizados com lectinas. Os camundongos foram imunizados pelo esquema I e II, com KM(+) 

(0,5ng/ml) com ou sem SLA (iO^g/ml). O soro dos camundongos foi coletado quinze dias após a última 

imunização pelo esquema I e três dias após a última imunização pelo esquema II. O soro de camundongos 

cronicamente infectados com Lamazonensis foi utilizado como controle positivo (C(+)) e o soro de 

camundongos não-infectados foi utilizado como controle negativo (C(-)). Cada ponto representa a dosagem  

de um camundongo e as linhas horizontais a média de cada grupo.
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4.6 Imunização de camundongos BALB/c e C57BL/6 com a lectina KM(+) e/ou 

antigeno SLA e desafio com Leishmania amazonensis.

Camundongos BALB/c e C57BL/6 foram imunizados com a lectina KM(+) 

e/ou antigeno SLA nos esquemas 1 e II de imunização. Foram desafiados quinze 

dias após a última imunização pelo esquema I e três dias após a última 

imunização pelo esquema II com 1x10® promastigotas de Leishmania 

amazonensis (BA125) em fase estacionária. A imunização de camundongos 

BALB/c com a lectina KM(+) isoladamente, nos dois esquemas de imunização 

avaliados, resultou em proteção parcial dos camundongos. Apenas a imunização 

pelo esquema II resultou em uma diferença estatisticamente significante nos dias 

9, 10 e 11 pós-infecção com relação ao grupo imunizado com salina (Figura 6b). 

Tal proteção não foi observada quando a KM(+) foi associada a SLA (Fig. 6a e b). 

Nenhuma proteção foi observada quando camundongos C57BL/6 foram 

imunizados com a KM(+), SLA ou KM(+)+SLA (Fig. 6c e d ).

(a) Esquema I BALB/c
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(d) Esquema II
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C57BU6

semanas (pós-infecção)

Figura 6: Medida da lesão de camundongos BALB/c (a e b) e C57BL/6 (c e d) imunizados com a lectina 

KM(+) (0,5|ig/m l) e/ou antigeno SLA (10 ng/ml) nos esquemas de imunização I (a e c) e II (b e d) e desafiados 

com Lamazonensis BA125. Os símbolos representam a média de grupos com sete animais es seus 

respectivos erros padrão (EP). A indicação do tratamento da lesão é dada pela diferença (A) da espessura da 

pata infectada e da pata contralateral não infectada. Os camundongos BALB/c imunizados com KM(+) pelo 

esquema II apresentaram uma diferença estatisticamente significante nos dias 9, 10 e 11 pós-infecção quando 

comparados com o gmpo controle salina nestes mesmod dias (p<0,05).



Camundonogos BALB/c e C57BL/6 (no mínimo 4 animais/grupo), na décima 

semana pós-desafio, foram submetidos a uma reação de hipersensibilidade tardia 

recebendo SÔ ig de antigeno SLA na pata oposta à pata infectada. A diferença da 

medida da pata foi avaliada antes e 48 horas após a inoculação de SLA. O teste 

foi considerado positivo quando o valor da diferença entre as duas medidas foi 

maior que 0,05 mm baseado no DTH realizado em camundongos normais 

(BARRAL et al., 1983). Nos grupos controle (tratados com salina), os 

camundongos BALB/c apresentaram sempre DTH negativo enquanto que os 

camundongos C57BL/6 apresentaram DTH positivo. A imunização com PAA de 

camundongos BALB/c não resultou em resposta DTH positiva, a qual não foi 

alterada pela combinação PAA+SLA (Fig. 7a). Na imunização com ConBr, 

também não houve o aparecimento de resposta de DTH nos grupos imunizados 

com ConBr, SLA ou ConBr+SLA (Fig. 7b). A imunização de camundongos BALB/c 

com KM(+) e KM(+)+SLA pelo esquema I levou a uma resposta DTH potente, a 

qual foi parcialmente abolida na presença de apenas SLA (Fig. 7c). Já a 

imunização com a KM(+) no esquema II não resultou em aparecimento de 

resposta DTH em qualquer um dos grupos (Fig. 7d). A imunização de 

camundongos C57BL/6 com KM(+) no esquema I resultou em DTH positivo 

apenas para o grupo imunizado com SLA (Fig. 7e) .enquanto que pelo esquema II 

apenas o grupo imunizado com KM(+)+SLA teve um DTH positivo (Fig. 7f)
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4.7 Reação de hipersensibilidade tardia (DTH).
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(a) BALB/c



(c) Esquema I
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(d) Esquema II



Grupos

Figura 7: Reação de hipersensibilidade tardia (DTH) em camundongos BALB/c (a, b, c, d) ou C57BL/6 (e, f) 

imunizados com PAA (Fig. 7a), ConBr (Fig. 7b), KM(+) pelo esquema I (Fig. 7c) ou KM(+) esquema II (Fig. 7d) 

com antigeno SLA (SO^g) de Lamazonensis, na décima semana pós-desafio. A  diferença da medida da pata 

foi avaliada antes e 48 horas após a inoculação de SLA. O  teste foi considerado positivo quando o valor da 

diferença entre as duas medidas foi maior que 0,05 mm baseado no DTH realizado em camundongos nomnais 

(BARRAL et al., 1983).
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5 DISCUSSÃO

Neste trabalho, procuramos avaliar o potencial adjuvante das lectinas de 

Pisum arvense (PAA), de Canavalia brasiliensis (ConBr) e de Artocarpus 

integrifolia (KM(+)) na imunização de camundongos BALB/c e C57BL/6 

associados ou não ao antigeno solúvel de Leishmania amazonensis.

As dosagens empregadas de cada uma das lectinas utilizadas nesta 

avaliação foram estabelecidas com base na demonstração de atividade biológica 

em trabalhos anteriores (BARRAL-NETTO et al., 1996; ANDRADE et al., 1999; 

PANUTO-CASTELO et al., 2001). Nas dosagens testadas, as lectinas mostraram 

estimular células esplênicas murinas e CMSPs humanas quanto à produção de 

citocinas importantes para o mecanismo de modulação do sistema imune, como 

IFN-y, IL-4 e IL-10. Quanto ao potencial estimulatório, as lectinas ConBr e PAA 

estimularam CMSP, enquanto que a KM(+), nas dosagens testadas, não 

demonstrou qualquer efeito com relação à produção de citocinas por células 

mononucleares periféricas humanas. As lectinas ConBr e PAA induziram a 

produção de IFN-y e IL-10 em cultura de CMSP, de forma dose dependente, e em 

uma quantidade bem superior à produzida por células esplênicas murinas quando 

estimuladas pelas mesmas lectinas nas mesmas concentrações. A lectina ConBr, 

assim como várias outras lectinas da tribo Diocleinae, já mostraram ser 

imunoestimulatórias para linfócitos humanos em trabalhos anteriores, induzindo a 

proliferação e produção de IFN-y pelos linfócitos estimulados in vitro (BARRAL- 

NETTO et al., 1992). Quanto à produção de IL-4, apenas a lectina ConBr induziu



uma pequena produção desta citocina nas primeiras 48 horas de forma dose 

dependente, sendo que na concentração lOO^g/ml esta produção foi 

estatisticamente significante.

As lectinas testadas também foram capazes de estimular células murinas a 

produzir IFN-y e IL-4. Todas as três lectinas foram capazes de estimular a 

produção destas citocinas por células esplênicas. Mesmo em concentrações 

baixas (0,5 e l^g/ml) a lectina KM(+) estimulou a produção IFN-y, enquanto a 

indução da produção de IFN-y pelas demais lectinas, PAA e ConBr, necessita de 

doses mais elevada (10 e 50 |ug/ml) das mesmas. A presença de IFN-y no início 

da infecção é importante em camundongos C3H/HeN, naturalmente resistentes à 

infecção por Leishmania. O tratamento destes animais com anticorpo monoclonal 

anti-IFN-y os tornam susceptíveis à L.major, levando à formação de lesão com 

padrão de desenvolvimento parecido com o do camundongo BALB/c susceptível 

(BELOSEVICetal., 1989).

Já uma produção inicial mais elevada de IL-4 pode favorecer o 

desenvolvimento de um fenótipo Th2 favorável à infecção (LIEW et al., 1989). As 

lectinas testadas também foram capazes de induzir a secreção de apenas uma 

pequena quantidade de IL-4 pelas células esplênicas. A lectina ConBr, 

novamente, foi quem mostrou uma maior produção desta citocinas, com uma 

produção estatisticamente significante nas concentrações testadas.

Devido às suas capacidades imunomodulatórias, estas lectinas foram 

testadas quanto ao seu potencial como adjuvante na imunização de camundongos 

contra Leishmania amazonensis. Neste estudo, empregamos um protocolo de
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imunização já utilizado em nosso laboratório (esquema I), e, no caso da KM(+), 

comparamos este esquema com aquele empregado por Panunto-Castelo e 

colaboradores (2001), designado aqui como esquema II, o que havia mostrado 

conferir proteção em camundongos BALB/c contra L major.

A imunização de camundongos BALB/c ou C57BL/6 com as lectinas ConBr 

ou PA^, com ou sem o antigeno SLA, e no esquema de imunização I, não resultou 

em proteção. Os camundongos BALB/c apresentaram lesões progressivas 

crescentes após imunização com as lectinas (ConBr ou SLA) e/ou antigeno SLA, 

semelhantes àquelas dos animais controles, imunizados com salina. Os 

camundongos C57BL/6 imunizados com a lectina ConBr e/ou antigeno SLA 

apresentaram lesão bem mais evidente que os animais controles imunizados com 

salina apesar das diferenças de tamanho de lesão não serem estatisticamente 

significantes. A imunização com a lectina PAA e/ou antigeno SLA resultou em 

lesão mais reduzida do que os animais imunizados com a lectina ConBr, apesar 

de também não ter havido proteção dos animais após desafio. A imunização 

apenas com o antigeno SLA, tanto de camundongos resistentes como de 

susceptiveis, resultou em lesão ainda mais evidente que nos animais controles 

imunizados com salina. Este fenômeno, já descrito por Liew (1985) e Barral-Netto 

e colaboradores (1987), evidencia que, enquanto a imunização endovenosa ou 

intraperitoneal com promastigotas mortas pelo calor ou irradiadas promove uma 

proteção duradoura, a imunização intramuscular e subcutânea com estes mesmos 

antigenos aumentam a susceptibilidade, agravando ainda mais a lesão, o que 

ocorre em animais geneticamente resistentes (CBA) e susceptiveis (BALB/c). A 

imunização de camundongos BALB/c, naturalmente susceptiveis.
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endovenosa mente com antigeno solúvel de promastigotas de L amazonensis 

resultou em proteção parcial dos animais, que passaram a apresentar um quadro 

histopatológico com a presença de inflamação granulomatosa, depósito de 

colágeno e necrose fibrinóide, lesão semelhante àquela observada nos 

camundongos resistentes (ANDRADE et al., 1984; BARRAL et al., 1987). O 

mecanismo responsável por este fenômeno ainda não está bem estabelecido, mas 

sabe-se que linfócitos T específicos para o antigeno de L major estão envolvidos 

neste mecanismo de inibição de uma resposta protetora. As células com este 

fenótipo, em experimentos de transferêncica adotiva, também são capazes de 

reverter um quadro de imunidade protetora em animais imunizados pela via 

parenteral (TITUS et al., 1984; LIEW et al., 1985).

Em nosso trabalho, apenas os camundongos BALB/c (geneticamente 

susceptiveis) imunizados com a lectina KM(+) isoladamente foram capazes de 

apresentar uma proteção parcial pós-infecção, enquanto que não houve proteção 

dos camundongos C57BL/6 (geneticamente resistentes). O fato da proteção ter 

sido observada nos camundongos BALB/c imunizados pelos esquemas I e II de 

imunização torna improvável a possibilidade da ação direta da lectina no 

mecanismo de proteção, já que no esquema I o desafio foi feito quinze dias depois 

da última inoculação da lectina. É importante observar que a proteção parcial 

encontrada nos camundongos BALB/c imunizados apenas com a lectina KM(+) e 

desafiados com L. amazonensis difere dos resultados encontrados por Panunto- 

Castelo e colaboradoes (2001), onde a imunização com a mesma lectina e SLA 

resultou em proteção frente a imunização com L major. Estes dados conflitantes 

sugerem que resultados normalmente encontrados para uma determinada espécie

59



de Leishmania nem sempre podem ser atribuídos às demais espécies, onde 

diferentes mecanismos de resistência ou susceptibilidade possam estar 

envolvidos. Não podemos descartar a possibilidade de uma possível resposta 

imune à própria KM(+) que pode compartilhar algum epítopo com a cepa de L. 

amazonensis utilizada para o preparo do antigeno.

A resposta diferenciada da imunização com KM(+), a qual resulta em 

proteção parcial, não observada nas outras lectinas (ConBr e PAA), é intrigante, 

pelo fato de terem sido utilizadas lectinas com especificidade por carboidratos 

similares, embora sejam estruturalmente diferentes. As lectinas de leguminosas 

da subtribo Diocleinae, representada pela lectina de Canavalia brasiliensis é uma 

lectina glicose/manose específica formadas por subunidades compostas de uma 

única cadeia polipeptídica, e seus fragmentos, enquanto que a lectina Pisum 

arvense, repesentante de leguminosa da tribo Viciae, possui suas subunidades 

formadas por duas cadeias (alfa e beta) (ROUGÉ et al., 1987). Por outro lado, a 

lectina de Artocarpus integrifolia é uma lectina manose específica de espécie da 

família Moraceae. A ligação de lectinas à superfície celular está, muitas vezes, 

diretamente associada à indução de sinais biológicos (CAVADA et al., 2001) e os 

efeitos biológicos diferentes resultantes podem ser desencadeados pelo 

reconhecimento de diferentes glicanos (receptores) de superfície celular ou ainda 

por reconhecimento diferente do mesmo receptor (RAMOS et al., 1998). Um 

exemplo já bem definido deste fenômeno, é a relação entre a indução da liberação 

de histamina induzida pelo reconhecimento por lectinas homólogas de regiões 

diferentes do mesmo glicano na superfície de macrófagos peritoneais de rato. As 

lectinas C.brasiliensis (ConBr), C. ensiformis (ConA), D. guianensis e D. virgata
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reconhecem com maior afinidade carboidratos biantenados complexos ou 

epítopos homólogos, presentes na superfície celular, do que outras lectinas da 

subtribo Diocleinae. Este reconhecimento está diretamente relacionado com uma 

maior liberação de histamina por macrófagos (DAM et al., 1998).

No presente estudo, todos os animais imunizados foram submetidos a uma 

reação de DTH na décima semana pós-infecção. Nos nossos resultados, foi 

interessante observar que camundongos BALB/c controle (tratados com salina) 

apresentaram uma reação de DTH negativa enquanto que os camundongos 

C57BL/6 controle apresentaram reação de DTH positiva. A reação de 

hipersensibilidade tardia (DTH) caracteriza o estabelecimento de uma resposta 

celular específica, indicando resposta a uma exposição anterior ao antigeno. Os 

animais recuperados de uma infecção por Leishmania e considerados resistentes 

à infecção (C57BL/6) apresentam um DTH positivo, sugerindo uma resposta 

mediada pela reposta imune celular protetora; enquanto que os camundongos 

susceptíveis (BALB/c) não apresentam este tipo de reação. É possível observar 

que os animais imunizados com as lectinas ConBr e PAA não apresentaram uma 

resposta de DTH positiva, apenas as imunizações com KM(+) resultaram em uma 

reação de DTH positiva em alguns grupos. A imunização de camundongos 

BALB/c com KM(+) e KM(+)+SLA pelo esquema I levou a uma resposta DTH 

potente, enquanto a imunização com a KM(+) no esquema II não resultou em 

aparecimento de resposta de DTH em qualquer um dos grupos. A imunização de 

camundongos C57BL/6 com KM(+) no esquema I resultou em DTH positivo 

apenas para o grupo imunizado com SLA, enquanto a imunização pelo esquema II 

apenas o grupo imunizado com KM(+)+SLA teve um DTH positivo. É interessante
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observar que nem todos os grupos que apresentaram uma resposta de DTH 

positiva foram protegidos após o desafio. É possível que mecanismos 

supressores estejam modulando o DTH nestes animais. Liew e colaboradores 

(1985) já haviam demonstrado que células T Lyt-1'"2'’ L3T4+, que levam a uma 

agravamento da lesão nos animais após desafio, produzidas em animais 

imunizados por via subcutânea com antigeno de L. major são responsáveis pela 

formação de uma reação de DTH positivo que pode ser transferido 

sistematicamente para animais não imunizados.

A dosagem de IgG anti-L. amazonensis também não pode ser relacionada 

com proteção contra infecção, já que os animais imunizados com PAA e 

PAA+SLA, que apresentaram um aumento dos títulos de anticorpos específicos, 

não foram protegidos.

O adjuvante ideal para vacina contra leishmaniose que induza proteção 

duradoura (seja composto de uma ou várias moléculas) deverá atrair e ativar a 

resposta de células apresentadoras de antígenos profissionais a direcionar uma 

diferenciação da resposta celular tipo Thl (MOINGEON et al., 2001). A produção 

inicial de IFN-y é crucial para a definição de uma resposta protetora e a produção 

desta citocina é desencadeada pela presença, principalmente, de IL-12 no 

ambiente de diferenciação dos linfócitos T CD4+ (MOSMANN & COFFMAN, 

1989). A administração de IL-12 recombinante nos primeiros cinco dias da 

infecção por Leishmania major resultou não só na proteção dos animais como 

numa expressão mais elevada de IFN-y e IL-10 e mais reduzida de IL-4 no 

linfonodo destes animais (HEINZEL et al., 1993; WANG et al., 1994).
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As lectinas ConBr e PAA mostraram, em trabalhos anteriores, serem 

potentes indutoras da produção de NO in vitro e in vivo (ANDRADE et al., 1999) 

ou de IFN-y (BARRAL-NETTO et al., 1996). Estes dois produtos são importantes 

no processo de eliminação de parasitas intracelulares e estabelecimento de uma 

resposta protetora celular. Estes aspectos ,contudo, não foram suficientes para o 

estabelecimento de efeito adjuvante destas lectinas na proteção de animais 

susceptíveis e resistentes vacinados contra L. amazonensis. Não podemos 

descartar a possibilidade destas lectinas também estarem induzindo a produção 

de citocinas anti-inflamatórias por leucócitos murinos como IL-4 ou IL-10, da 

mesma forma que induziram a secreção destas citocinas fortemente em CMSP 

humanas e IL-4 por células murinas. A combinação da ação destas citocinas, as 

quais podem estar sendo produzidas nos momentos iniciais da infecção por 

linfócitos T CD4+, pode resultar em uma condição que desfavoreça o hospedeiro 

frente a invasão pelo parasita (HEINZEL et al., 1991).

Já foi demonstrado que macrófagos murinos estimulados pela lectina KM(+) 

secretaram IFN-y, em conseqüência da indução da produção de IL-12 p40, o que 

provavelmente influenciou a proteção parcial obtida em camundongos BALB/c 

imunizados com a lectina KM(+) e o antigeno SLA de L major. Este efeito protetor 

foi bloqueado quando os animais foram tratados com anticorpo monoclonal anti-IL- 

12, evidenciando a importância desta citocina para o estabelecimento de uma 

resposta Th1 (PANUNTO-CASTELO et al., 2001). No presente trabalho, a mesma 

lectina KM(+) foi capaz de conferir proteção parcial a camundongos BALB/c 

imunizados apenas quando utilizada sozinha, enquanto que a associação KM(+) e
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antigeno SLA de Leishmania amazonensis não resultou em proteção com uma 

resposta semelhante para os dois esquemas de imunização utilizados.

Vários fatores podem contribuir para a diferença de resultados encontrados 

com relação a imunização com a lectina KM(+). É possível que diferentes 

mecanismos estimulatórios possam estar envolvidos com a resposta imune às 

espécies de Leishmania do Novo Mundo. Já foram descritos alguns gens 

relacionados a resistência inata de algumas linhagens de camundongos 

relacionados a determinadas espécies de Leishmania. A resistência à infecção 

por L. donovani, por exemplo, parece estar relacionada ao controle do gen Ish 

(expresso em macrófagos) enquanto que a resistência adquirida a infecção ao 

mesmo parasita é influenciada pelo complexo H-2 (BLACKWELL et al., 1980, 

1984). Os mecanismos de resposta imune do hospedeiro mamífero relacionado à 

infecção por L. mexicana também parecem ser diferentes aos relacionados a 

infecção por L. donovani ou L. mayor (ALEXANDER & KAYE, 1985).

A infecção por L. amazonensis é capaz de produzir um espectro maior de 

manifestações clínicas no homem (cutânea, VL e LMC) do que a infecção por L. 

mayor (revisto em BARRAL et al.,1991). A infecção experimental de hamsters com 

L. amazonensis ou L  chagasi, com posterior tratamento com estibogluconato, 

resultou em cura, com total eliminação do parasita apenas nos animais infectados 

com L. chagasi, evidenciando também uma maior dificuldade em controlar a 

infecção por L amazonensis (FIGUEIREDO et al., 1999).

Neste trabalho podemos concluir que, apesar das lectinas ConBr, PAA e 

KM(+) terem a capacidade de induzir a produção de moléculas-chaves para o 

desenvolvimento de uma resposta celular, as mesmas não foram capazes de agir
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como adjuvantes na imunização de camundongos BALB/c e C57BL/6 contra a 

infecção experimental por L. amazonensis.
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6 CONCLUSÕES

Nossos dados sugerem:

1. As lectinas Canavalia brasiliensis (ConBr), Pisum arvense (PAA) e Artocarpus 

integrifolia (KM(+)) utilizadas in vitro mostraram ser imunoestimulatórias para 

células mononucleares murinas e humanas:

a) As lectinas ConBr e PAA estimularam a produção de ÍFN-y e IL-4 por CMSP 

humanas in vitro, enquanto a lectina KM(+) não mostrou ser estimulatória para 

estas células nas doses testadas;

b) As lectinas ConBr, PAA e KM(+) estimularam a produção de IFN-y, IL-10 e IL-4 

por células esplênicas murinas.

2. As lectinas Canavalia brasiliensis (ConBr) e Pisum arvense (PAA) nâo 

exerceram atividade adjuvante na proteção após desafio com Leishmania 

amazonensis BA125 aos camundongos BALB/c e C57BL/6 quando foram 

imunizados com uma associação de uma destas lectinas ao antigeno solúvel 

de Leishmania amazonensis (SLA);

3. A lectina Artocarpus integrifolia (KM(+)) conferiu proteção parcial após desafio 

com Leishmania amazonensis BA125 a camundongos BALB/c imunizados 

isoladamente, mas não quando associada ao antigeno solúvel de Leishmania 

amazonensis (SLA).
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