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RESUMO 

 

Leishmanioses são doenças que interferem na qualidade de vida dos enfermos e podem ser 

classificadas em Leishmaniose Visceral (LV), quando há o acometimento dos órgãos, e em 

Leishmaniose Tegumentar (LT), quando há o acometimento do tegumento. A LT é mais 

frequentemente causada pelas espécies L. braziliensis, L. guyanensis e L. amazonensis, no 

continente Americano, e por L. major, L. tropica e L. aethiopica nos continentes Europeu, 

Africano e Asiático. Em sua superfície celular, as leishmanias possuem uma grande quantidade 

de glicoconjugados que desempenham funções importantes para o parasito ao longo do seu 

ciclo de vida. Dentre esses glicoconjugados, os Lipofosfoglicanos (LPGs) se encontram em 

maior quantidade. O LPG da L. major trata-se de um polímero que contém majoritariamente 

galactose. O tratamento das leishmanioses baseia-se na administração de glucantime e 

anfotericina B, que, apesar de eficazes, apresentam limitações estimulando a busca por 

alternativas terapêuticas. Nesse contexto, destacam-se as lectinas devido a sua capacidade já 

conhecida de interagir com glicanos de diversos patógenos. A aglutinina obtida de sementes de 

Luetzelburgia auriculata (LAA) possui afinidade de ligação por galactose e lactose. Baseando-

se nestes achados, a pesquisa avaliou o potencial anti-promastigota in vitro da LAA em cepa de 

L. major. Promastigotas foram incubadas com diferentes concentrações de LAA (320 – 5 

μg/mL) e a viabilidade celular determinada por contagem em câmara de Neubauer. Após a 

determinação da IC50/24h da LAA, foi avaliada a participação do domínio de reconhecimento 

a carboidratos (DRC) na atividade da lectina. Ensaios de fluorescência com o diacetato de 2’,7’-

diclorodihidrofluoresceína (DCFH2-DA) e Iodeto de Propídio (IP) foram realizados a fim de 

verificar os possíveis mecanismos de ação da lectina e microscopia eletrônica de varredura foi 

utilizada para avaliar as possíveis alterações morfológicas induzidas pela LAA em formas 

promastigotas. Também foi avaliado o efeito da associação entre a LAA e a Anfotericina B e o 

glucantime sobre formas promastigotas. A LAA inibiu o crescimento de formas promastigotas 

de L. major de forma tempo e concentração dependentes, com valores de IC50/24h = 82 μg/mL; 

IC50/48h = 25 μg/mL; IC50/72h = 20 μg/mL. Os dados obtidos mostraram que a atividade da 

lectina está relacionada à sua capacidade de reconhecer e se ligar a glicanos presentes em L. 

major e  que o tratamento com esta é capaz de induzir a produção de EROs, danos a integridade 

da membrana celular e alterações morfológicas nos parasitas. A LAA também demonstrou 

possuir efeito modulador quando associada a anfotericina B, melhorando a atividade deste 

fármaco. Nossos resultados apresentam a LAA como uma alternativa promissora no tratamento 



 

 

da leishmaniose tegumentar causada por L. major, sendo necessários estudos in vivo que 

possam elucidar os mecanismos de ação da mesma em um sistema biológico. 

 

Palavras-chave: Glicoconjugados; leishmaniose; domínio de reconhecimento a carboidratos. 



 

 

ABSTRACT 

 

Leishmaniasis is an infectious disease that interferes in patients quality of life and can be 

classified into Visceral Leishmaniasis (LV), when there is organ involvement, and 

Tegumentary Leishmaniasis (LT), when there is integument involvement. TL is most often 

caused by the species L. braziliensis, L. guyanensis and L. amazonensis on the American 

continent, and by L. major, L. tropica and L. aethiopica on the European, African and Asian 

continents. On their cell surface, leishmanias have a large amount of glycoconjugates that 

perform important functions for the parasite throughout its life cycle. Among these 

glycoconjugates, Lipophosphoglycans (LPGs) are in greatest quantity. L. major's LPG is a 

polymer that contains mostly galactose. The treatment of leishmaniasis is based on the 

administration of glucantime and amphotericin B, which, although effective, have limitations 

stimulating the search for therapeutic alternatives. In this context, lectins stand out due to their 

already known ability to interact with glycans of various pathogens. The agglutinin obtained 

from Luetzelburgia auriculata (LAA) seeds has binding affinity for galactose and lactose. 

Based on these findings, the research evaluated the in vitro anti-promastigote potential of LAA 

in L. major strain. Promastigotes were incubated with different concentrations of LAA (320 – 

5 μg/mL) and cell viability determined by Neubauer chamber counting. After determining the 

IC50/24h of the LAA, the participation of the carbohydrate recognition domain (CRD) in lectin 

activity was evaluated. Fluorescence assays with 2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate 

(DCFH2-DA) and Propidium Iodide (PI) were performed in order to verify the possible 

mechanisms of action of lectin. Scanning electron microscopy was used to evaluate the possible 

morphological changes induced by LAA in promastigote forms. The effect of the association 

between LAA and Amphotericin B and glucantime on promastigote forms was also evaluated. 

LAA inhibited the growth of promastigote forms of L. major in a time and concentration-

dependent manner, with IC50/24h values = 82 μg/mL; IC50/48h = 25 μg/mL; IC50/72h = 20 

μg/mL. The data obtained showed that lectin activity is related to its ability to recognize and 

bind to glycans present in L. major and  that treatment with LAA is capable of inducing ROS 

production, damage to cell membrane integrity and morphological changes in parasites. LAA 

has also been shown to have a modulatory effect when associated with amphotericin B, 

improving the activity of this drug. Our results present LAA as a promising alternative in the 

treatment of cutaneous leishmaniasis caused by L. major, requiring in vivo studies that can 

elucidate its mechanisms of action in a biological system. 

 



 

 

Keywords: Glyconconjugates; leishmaniasis; carbohydrate recognition domain.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

As Leishmanioses são um grupo de doenças infecciosas de caráter endêmico que 

possuem ampla distribuição mundial e interferem significativamente na qualidade de vida dos 

enfermos (GALVIS-OVALLOS et al., 2020). De acordo com a Organização Mundial de Saúde 

(OMS), a leishmaniose é uma das doenças tropicais negligenciadas mais relevantes do mundo. 

Estima-se que 700.000 a 1 milhão de novos casos da doença ocorram anualmente, 

caracterizando assim um problema de saúde pública (OMS, 2022).  

As manifestações clínicas da leishmaniose são variadas e, de acordo com os sintomas 

apresentados, esse grupo de doença pode ser classificado em Leishmaniose Visceral e 

Leishmaniose Cutânea (AKHOUNDI et al, 2017; LIMA, 2021). A forma cutânea da doença é 

caracterizada  por lesões tegumentares únicas ou múltiplas e pode ser transmitida ao homem 

por diferentes espécies de protozoários do gênero Leishmania (OLIVEIRA et al., 2021).  De 

acordo com Assis e colaboradores (2012a), a LT é mais frequentemente causada por L. 

braziliensis, L. guyanensis e L. amazonensis, no novo mundo, e por L. major, L. tropica e L. 

aethiopica no continente Americano, e por L. major, L. tropica e L. aethiopica nos continentes 

Europeu, Africano e Asiático. Dentre as espécies de leishmania existentes, a L. major é a mais 

estudada (OYAMA, 2018; GÁRCIA, 2019). 

Durante seu ciclo de vida, as leishmanias sofrem modificações bioquímicas e 

morfológicas importantes, como a expressão de glicoconjugados (ASSIS et al., 2012b).  Estes, 

são cruciais para sobrevivência e multiplicação dos parasitos em ambientes hostis e são 

determinantes na interação com o hospedeiro vertebrado e invertebrados (TURCO; SPATH; 

BEVERLEY, 2001). Dentre os glicoconjugados de superfície presentes nas leishmanias, os 

Lipofosfoglicanos (LPGs) se encontram em maior quantidade. O LPG da L. major  consiste em 

um polímero que contém os açúcares manose, glicose, arabinose e, principalmente, galactose, 

apresentando assim uma grande variabilidade em sua composição e disposição estrutural  

(ASSIS et al., 2012a ; MC CONVILLE et al., 1987).  

Dentre os principais tratamentos utilizados para as leishmanioses destacam-se os 

antimoniais pentavalentes e a Anfotericina B, bem como sua forma lipossomal. Todavia, os 

fármacos utilizados possuem elevada toxicidade e necessidade de administração parenteral, 

comprometendo a qualidade de vida dos pacientes e dificultando a manutenção do tratamento 

(CAETANO et al., 2020; TIPHINE; LETSCHER-BRU; HERBRECHT, 1999).  Além disso, o 

surgimento de cepas de Leishmania resistentes a esses fármacos também é observado 

(RIBEIRO, 2019). 
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 Diante do tratamento limitado da Leishmaniose no Brasil, da alta toxicidade da 

terapêutica utilizada e do surgimento de cepas de Leishmania com resistência medicamentosa, 

constata-se a necessidade do desenvolvimento opções terapêuticas alternativas (LINDOSO, 

2018). Para isto, são necessárias estratégias diversificadas, dentre elas, destaca-se a 

bioprospecção de produtos de origem natural com atividade antileishmania (SILVA, 2016). 

Lectinas são proteínas capazes de reconhecer se ligar reversivelmente a carboidratos 

específicos (PEUMANS; VAN DAMME, 1995). Essas proteínas são encontradas em todos os 

organismos vivos e desempenham um papel essencial na interação célula-célula auxiliando a 

interação entre hospedeiros e patógenos (SINGH; WALIA; KENNEDY, 2019; YAU et al., 

2015). Devido as propriedades específicas das lectinas, existem variadas aplicações biológicas 

atribuídas a essas proteínas como atividade inseticida (REYES-MONTÃO; VEGA-CASTRO, 

2018), atividade antifúngica (DIAS et al., 2020), atividade bactericida (CARVALHO et al., 

2015b), atividade antitumoral (PALHARINI et al., 2017), atividade pró-inflamatória 

(ALMEIDA et al., 2016) e atividade leishmanicida (THOMAZELLI et al., 2018; CARNEIRO 

et al., 2021). 

A lectina obtida da farinha das sementes de Luetzelburgia auriculata  é uma hololectina 

homotetramérica composta majoritariamente por folhas-β, com massa molecular de 29 kDa por 

subunidade (OLIVEIRA et al., 2002) e que apresenta afinidade de ligação aos carboidratos  

galactose e lactose (ALENCAR et al., 2010). Pesquisas realizadas com essa lectina, 

demonstraram que a LAA exerce atividade inibitória sobre o crescimento fungos 

fitopatogênicos como Aspergilus niger, Colletrichum lindemuthianum e Fusarium solani. Além 

disto, estudos in vivo demonstraram que a LAA possui atividade anti-inflamatória, sendo capaz 

de imunomodular a resposta imune (ALENCAR et al., 2010).  

Apesar da realização de variados estudos com a LAA, não há na literatura nenhum relato 

sobre a ação dessa lectina sobre protozoários do gênero Leishmania. Nesse contexto, em razão 

da escassez de estudos sobre o tema e devido a capacidade da LAA de reconhecer e interagir 

com o mesmo tipo de carboidrato presente na superfície celular de L. major, faz-se necessário 

a avaliação da atividade leishmanicida desta lectina frente a esta espécie de leishmania. 
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2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

2.1. Aspectos gerais das leishmanioses 

  

De acordo com a Organização Pan-Americana da Saúde (OPAS), no continente 

americano, entre 2001-2017, foram relatados 940.396 novos casos de leishmaniose tegumentar 

(LT), sendo o Brasil responsável por 72,6% dos casos (OPAS, 2019).  No mesmo período, 

foram reportados 59.769 novos casos de leishmaniose visceral (LV) nas Américas. Assim como 

na LT, o Brasil é o país do continente americano com o maior percentual de casos de LV 

(aproximadamente 96% de registros) (GALVIS-OVALLOS et al., 2020).  

O Brasil é considerado o terceiro país do mundo com o maior número de casos de 

leishmaniose (ALENCAR; FIGUEIREDO, 2018). Destes, a grande maioria ocorre nas regiões 

Norte, Nordeste e Centro-Oeste do país (ARAÚJO; NUNES, 2017). Dados coletados 

demonstram que a região Nordeste engloba 43,1% dos casos de LV, sendo relevante seu estudo 

aprofundado no estado do Ceará (IZZO, 2018). Este, possui o maior número de casos da doença 

sendo considerado uma região endêmica de transmissão intensa. No Ceará, destacam-se devido 

à alta prevalência da enfermidade os municípios de Fortaleza, Barbalha, Crato e Juazeiro do 

Norte (BRASIL, 2020a). 

A região Norte concentra o maior número de casos de LT, cerca de 37,3% do total e 

cerca de 73,3 casos/100.000 habitantes, seguida das regiões Centro-Oeste, que possui 35,4 

casos/100.000 habitantes, e Nordeste, com 18,8 casos/100.000 habitantes (BRASIL, 2019). No 

Nordeste, o Ceará é o estado onde a doença ocorre com maior frequência. Em 2020, os 

municípios com a maior quantidade de casos novos de LT foram, respectivamente, Itapajé, 

Crato e Viçosa do Ceará (BRASIL, 2020b). 

A leishmaniose visceral, popularmente conhecida como “Calazar” e “Febre Dum-

Dum”, é causada pelas espécies L donovani e L. infantum, sendo a L. infantum responsável 

pelas formas clínicas da doença nas Américas (CLEMENTINO, 2018). A LV apresenta-se 

clinicamente como uma doença generalizada crônica que, se não tratada adequadamente, pode 

evoluir para a letalidade em 90% dos casos (ALMEIDA et al., 2020). As infecções oportunistas 

e as hemorragias severas são os principais fatores de risco para o óbito na LV (AGUIAR; 

RODRIGUES, 2017). 

A leishmaniose tegumentar é caracterizada pelo aparecimento de lesões cutâneas ou 

mucocutâneas. Na Leishmaniose Cutânea (LC), o parasito promove uma reação inflamatória 

no local do repasto sanguíneo do vetor e recruta células do sistema imunológico como 
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plasmócitos e macrófagos (OLIVEIRA et al., 2021). Clinicamente, essa reação é observada 

através do aparecimento de uma pápula eritematosa que evolui para uma úlcera indolor de 

formato arredondado. Já na leishmaniose mucocutânea (LM) surgem lesões secundárias 

destrutivas nas mucosas das vias aéreas superiores (BRASIL, 2020a).  

 

2.2. Leishmania e seu Ciclo Biológico 

 

Considerada uma zoonose, a leishmaniose é causada por protozoários flagelados 

intracelulares do gênero Leishmania (VEASEY, 2020). Nesse gênero existem 30 espécies 

diferentes de protozoários e, dentre elas, 20 espécies são conhecidas por serem patogênicas ao 

homem (AZEVEDO; MARCILI, 2020; CHAGAS et al., 2021).  

As espécies de leishmania patogênicas ao homem são agrupadas e classificadas em dois 

subgêneros: Leishmania e Viannia (ÁVILA, 2018). Essa classificação foi determinada com 

base no comportamento das promastigotas no tubo digestivo do vetor, sendo classificadas em 

Viannia as que apresentam desenvolvimento na região posterior do intestino e em Leishmania 

para as espécies que se desenvolvem na região anterior do intestino (LAINSON; SHAW, 1987). 

Os protozoários do gênero Leishmania, durante seu ciclo de vida, alternam entre as 

formas morfológicas amastigotas e promastigotas (ANVERSA et al., 2018). As amastigotas 

são parasitas intracelulares obrigatórios e correspondem a forma não móvel do parasito. Elas 

são encontradas nos macrófagos do hospedeiro vertebrado, possuem formato arredondado ou 

oval, medem cerca de 3 a 5 nm e não possuem flagelo livre (MACIEL, 2021).   

As promastigotas são encontradas no trato digestivo do inseto vetor, possuem forma 

alongada, fusiforme e delgada e medem cerca de 10 a 15nm (ALEMAYEHU; ALEMAYEHU, 

2017). Além disso, as promastigotas são consideradas a forma móvel do parasito, visto que 

possuem um flagelo livre e extenso na sua porção anterior, que propicia sua locomoção 

(VITÓRIO, 2018). 

A transmissão do protozoário ao hospedeiro se dá através do repasto sanguíneo de 

insetos fêmeas pertencentes à ordem Díptera, família Psychodidae, subfamília Phlebotominae 

e gêneros Phlebotomus (Europa, África e Asia) e Lutzomyia (América) (BRITO, 2020; 

YOUNG, DUNCAN, 1994). Esses insetos possuem ampla distribuição geográfica, sendo 

encontrados em ambientes silvestres, rurais e urbanos. Além disso, os flebotomíneos estão 

presentes em quatro continentes, com aproximadamente 990 espécies já relatadas (BUTENKO 

et al., 2019). 
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Popularmente conhecidos como “birigui” e “mosquito-palha”, os flebotomíneos são 

insetos holometábolos, isto é, possuem 4 fases de desenvolvimento: ovos, larvas, pupas e 

adultos, com média de 36 dias de ciclo de vida (CAPUCCI, 2021; SANTOS et al., 2014). 

Possuem em média de 1 a 3 mm de tamanho, apresentam coloração que varia de castanho claro 

a escuro e estrutura corporal delicada, com pernas longas e asas com formato lanceolado 

(AKHOUNDI et al., 2016).  

Na fase adulta, os insetos flebótomos apresentam dimorfismo sexual, que é expresso 

tanto nas diferenças morfológicas dos insetos, como na divergência entre os comportamentos 

alimentares (SANTOS, 2018). A principal fonte de alimentação dos adultos consiste em 

carboidratos, entretanto, apenas as fêmeas são capazes de realizar hematofagia. A alimentação 

sanguínea, exclusiva das fêmeas, garante proteínas e aminoácidos que são essenciais para o 

desenvolvimento e amadurecimento dos ovos (PIMENTA; FREITAS; SECUNDINO, 2012). 

Antes de atingir a fase adulta, os flebotomíneos vivem em locais terrestres quentes e 

úmidos, ricos em material orgânico em decomposição, que garante abrigo, alimentação e 

umidade às larvas e pupas (COSTA, SOUZA, 2018). Já os adultos possuem hábitos 

crepusculares e noturnos, e são encontrados em troncos e raízes de árvores, tocas de animais, 

cavernas ou fendas em rochas (CARVALHO et al., 2014).  Habitualmente, os flebotomíneos 

vivem em áreas florestais, não sendo assim encontrados nos centros das cidades. Todavia, 

devido a mudanças ambientais provocadas pelo homem, os flebotomíneos se adaptaram à 

situação e migraram para áreas urbanas (ALVES et al., 2019). 

Os flebotomíneos possuem a capacidade de se alimentar em diferentes espécies 

hospedeiras, como canídeos, aves, roedores e humanos, reforçando assim, seu papel como 

principais vetores da Leishmaniose no Brasil (TANURE et al., 2015). Como o ciclo de vida da 

leishmania ocorre em dois hospedeiros diferentes, um hospedeiro mamífero e um inseto vetor, 

ele é considerado digenético (GENTIL, 2018). 

O cão doméstico é considerado o reservatório urbano mais relevante do parasita, visto 

que, esses animais são altamente suscetíveis à infecção, apresentam parasitismo exorbitante na 

pele e convivem muito próximo aos seres humanos (BENEDETTI; PEZENTE, 2020). 

Normalmente, nesses animais, a doença possui caráter crônico e pode levar o animal ao óbito, 

mesmo quando tratada (SILVA et al., 2021). 

Ao realizar o repasto sanguíneo em um indivíduo contaminado, o inseto vetor ingere 

macrófagos infectados com as formas amastigotas. Estas, se reproduzem por divisão binária no 

trato digestivo do inseto e, ao atingir a porção posterior do intestino, se transformam em 

promastigotas metacíclicas (GENTIL, 2018).  O inseto vetor contaminado, ao realizar um novo 
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repasto sanguíneo, libera promastigotas metacíclicas na pele do hospedeiro, resultando na 

rápida infiltração de células de defesa e recrutamento de macrófagos no local da infecção 

(HOLANDA et al., 2018) (Figura 1). 

As primeiras células a chegarem ao local da infecção são os neutrófilos, seguidos dos 

macrófagos. Ambas as células realizam a fagocitose das promastigotas metacíclicas, que logo 

se diferenciam em amastigotas e começam a se reproduzir (CORDEIRO, 2017). Após 

sucessivas divisões binárias, a quantidade de parasitas intracelulares excede a capacidade de 

suporte das células fagocíticas, resultando na lise celular. As amastigotas são liberadas na 

corrente sanguínea, iniciando uma reação inflamatória e proporcionando atração e infecção de 

outros macrófagos, continuando assim o ciclo (AGUIAR; RODRIGUES, 2017) (Figura 1). 

 

Figura 1 - Ciclo biológico da infecção por Leishmania. 

 

Fonte: Elaborada pelo autor e adaptada de ASSIS et al., 2012a. 

 

2.3. Glicoconjugados de leishmania 

 

Para sobrevivência e multiplicação das leishmanias em ambientes hostis, como o trato 

digestório do vetor e os tecidos do hospedeiro vertebrado, os parasitas sofrem modificações 

bioquímicas e morfológicas importantes, dentre elas destaca-se a expressão de glicoconjugados 

(ASSIS et al., 2012b).  Glicoconjugados são definidos como moléculas que possuem 
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carboidratos ligados covalentemente a outra classe de moléculas como proteínas e lipídios 

(GUIMARÃES, 2017). 

Em sua superfície celular, as leishmanias possuem uma grande quantidade de 

glicoconjugados que atuam como Padrões Moleculares Associados a Patógenos (PAMPs) e 

desempenham funções importantes para o parasito ao longo do seu ciclo de vida (TURCO; 

SPATH; BEVERLEY, 2001). Dentre os glicoconjugados presentes na superfície celular das 

leishmanias, os Lipofosfoglicanos (LPGs) se encontram em maior quantidade. (Figura 2). 

 

Figura 2 – Glicoconjugados na superfície celular das leishmanias. 

 

Fonte: TURCO, SPÄTH, BEVERLEY, 2001. 

 

Os LPGs recobrem toda a superfície das promastigotas, incluindo o flagelo, formando 

um glicocálice e são pouco expressos nas amastigotas (TURCO, 2003). Estruturalmente, são 

compostos por quatro domínios: uma porção inicial lipídica representada por 1-O-alquil-2- 

lisofosfatidilinositol (PI), uma porção central formada por um heptassacarídeo representado por 

Gal(α1-6)Gal(α1-3)Galf(α1- 3)[Glcα1-PO4]Man(α1-3)Man(α1-4)-GlcN(α1-), uma porção de 

repetições de dissacarídeos fosforilados Gal(α1-4)Man(α1-)PO4 e uma porção cap composta 

por um oligossacarídeo terminal (ASSIS et al., 2012a).  

Esse glicoconjugado é considerado um importante fator de virulência parasitária e sua 

função varia no hospedeiro vertebrado e no invertebrado (BARBOSA, 2012).  No trato 

digestivo do vetor, o LPG garante a fixação nas paredes intestinais, através da ligação a lectinas 

específicas, e a proteção do parasito das enzimas digestivas. Já na circulação sanguínea do 
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hospedeiro vertebrado, o LPG auxilia na proteção do parasito contra a lise do complemento, 

facilita a entrada dos parasitas nas células fagocíticas e previne a destruição das promastigotas 

nos macrófagos (CABEZAS, 2015). 

Outros glicoconjugados, além do LPG, estão presentes na superfície das leishmanias, 

como glicosil-fosfatidil-inisitol livres (GILPs), proteofosfoglicanos (PPG) e a glicoproteína 

GP63 (BARBOSA, 2012).  

Os GILPs estão presentes em todas as formas evolutivas da leishmania e são 

encontrados com abundância nas amastigotas (CABEZAS, 2015). Embora, a quantidade de 

GILPs seja maior que a quantidade de LPG na leishmania, a função desse glicoconjugado ainda 

não é bem esclarecida na literatura (ASSIS et al., 2012b). A estrutura básica dos GILPs consiste 

em um Manα1-4GlcN ligado à uma porção lipídica, geralmente composta por alquil-acil-

glicerol ou lisoglicerolliso-alquil-glicerol (ASSIS et al., 2012a). 

O PPG é o segundo glicano mais abundante nas leishmanias, ele é semelhante ao LPG 

pois contém unidades repetitivas de fosfoglicano. Esse glicoconjugado está diretamente  

envolvido com a interação e sobrevivência da leishmania com a célula hospedeira (SANTOS, 

2019; VALENTE et al., 2019). Já a GP63 é considerada um importante fator de virulência das 

leishmanias. Ela consiste em uma metalopeptidase ancorada via GPI que está envolvida 

diretamente na interação das promastigotas com os receptores dos macrófagos (FREITAS; 

PINHEIRO, 2010; LONDONO, 2015).   

 

2.4. Leishmania major 

 

Inicialmente descrita em 1914 por Yakimoff e Schokhor (1914), a Leishmania major é 

um parasito zoonótico que pode ser transmitido ao hospedeiro através do repasto sanguíneo dos 

insetos vetores Phlebotomus papatasi e Phlebotomus dubosqi. Ademais, essa espécie possui 

como reservatório contínuo um conjunto de roedores silvestres, especialmente o Gerbil 

(Rhombomys opimus), sendo o homem apenas um hospedeiro acidental do parasita 

(CARVALHO, 2021; PERDOMO, 2010; SILVEIRA, 2021). 

Assim como nas demais espécies de leishmania, o LPG da L. major apresenta uma 

grande variabilidade em sua composição e arranjo de carboidratos (ASSIS et al., 2012a). O 

estudo realizado por Mc Conville e colaboradores (1987) demonstrou que o LPG de L. major 

trata-se de um polímero que contém os açúcares manose, glicose, arabinose e, principalmente, 

galactose. Devido a sua diversidade estrutural, o LPG das leishmanias exerce um papel 

fundamental na infecção do hospedeiro vertebrado (ASSIS et al., 2012a).  
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As manifestações clínicas presentes na LT variam de acordo com a espécie envolvida 

na infecção (AKHOUNDI, 2017). Diferentemente da LT causada por L. braziliensis no Novo 

Mundo, o espectro clínico-patológico da infecção por L. major é limitado e possui como 

sintoma principal uma úlcera de pele de remissão espontânea (GRIMALDI, 1982). 

 

2.5. Quimioterapia 

 

O tratamento da LT objetiva acelerar a cura, evitar cicatrizes e prevenir possíveis 

recaídas da doença (DNDi, 2019). A terapêutica atual baseia-se na administração de antimoniais 

pentavalentes, como o Glucantime, e da anfotericina B e sua forma lipossomal (TIWARI et al., 

2018).  

 

2.5.1. Antimoniais pentavalentes 

 

A utilização dos antimoniais no tratamento da leishmaniose foi incialmente descrita em 

1912, com a utilização do antimonial trivalente (SbIII) que possuía como característica 

principal sua alta toxicidade (VIANNA, 1912). Após quase uma década de seu uso, em 1920, 

o antimonial trivalente foi substituído pelo antimonial pentavalente (SbV), que apresentava 10 

vezes menos toxicidade do que seu antecessor  (Figura 3) (FERNANDES, 2019). 

 

Figura 3 – Estrutura molecular do Antimoniato de Meglumina (Glucantime). 

 

 

 

Fonte: CARVALHO et al., 2015a. 
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Considerado um pró-fármaco, o SbV em pH ácido nos macrófagos do hospedeiro, é 

convertido na forma ativa trivalente (SbIII). O SbIII promove a apoptose dos parasitos através 

da inibição da enzima tripanotiona redutase (TR), que é essencial e exclusiva dos parasitos da 

família Trypanosomatidae (BEIG, et al., 2015).  

A administração dos antimoniais pentavalentes, como o Glucantime, é feita pelas vias 

intramuscular ou endovenosa em dose única diária, por no mínimo 20 e no máximo 40 dias 

(CONTI; JÚNIOR, 2015). A terapêutica, usualmente, é acompanhada por efeitos adversos 

graves que incluem cardiotoxicidade, pancreatite e hepatotoxicidade. Estes podem 

comprometer a qualidade de vida do paciente, aumentar o tempo de internação e os custos 

envolvidos no tratamento (CAETANO et al., 2020).  

Além disso, os antimoniais pentavalentes são capazes de atravessar a barreira 

transplacentária, acarretando síndromes severas de retardo mental, e por isso são 

contraindicados para gestantes (CAETANO et al, 2019). Em situações como essa, o fármaco 

utilizado é a Anfotericina B lipossomal, que é um antibiótico com ação leishmanicida que 

apresenta menos efeitos adversos que o antimônio (WYREPKOWSKI et al., 2020). 

 

2.5.2. Anfotericina B e sua forma lipossomal 

 

A anfotericina B (AmB) é um antibiótico da classe dos poliênios macrolídeos, que se 

liga aos esteróis da membrana celular e forma poros que modificam a permeabilidade da 

membrana, ocasionando a morte do patógeno (SILVA, 2018). Além de função antibiótica, a 

AmB apresenta também uma importante atividade antifúngica e contra alguns protozoários, 

incluindo os do gênero Leishmania (LEMKE; KIDERLEN; KAYSER, 2005).O fármaco possui 

duas formas de apresentação comercial, o desoxicolato de AmB (AmB-D) e a AmB lipossomal 

(BRASIL, 2017) (Figura 4). 

O AmB-D é utilizado como segunda linha para o tratamento das leishmanioses desde a 

década de 1960. Entretanto, devido à sua alta toxicidade, alto custo e difícil administração, o 

AmB-D foi reestruturado com lipídios a fim de substituir o desoxicolato por outros lipídios 

(SUBERVIOLA, 2021; SHIRZADI, 2019). A formulação da AmB Lipossomal impede que o 

fármaco seja metabolizado fora do seu tecido alvo e aumenta a velocidade de absorção na região 

reticuloendotelial (CHAKRAVARTY; SUNDAR, 2019). Dessa forma, há uma grande entrega 

da droga nos tecidos alvo em um curto período, diminuindo significativamente a toxicidade do 

tratamento (SUNDAR; AGARWAL, 2017). 
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Figura 4 – Estrutura molecular da Anfotericina B. 

 

 

 

Fonte: HOLANDA et al., 2019. 

 

Apesar da segurança e eficácia demonstrada, a ocorrência de efeitos tóxicos e reações 

adversas com o uso da AmB lipossomal também são comuns. Nos mamíferos, a AmB 

lipossomal se liga ao colesterol presente na membrana celular e esse mecanismo pode explicar 

alguns dos efeitos colaterais comuns ao tratamento (TIPHINE; LETSCHER-BRU; 

HERBRECHT, 1999). As manifestações apresentadas podem ser controladas com terapia de 

suporte e incluem náuseas, vômitos, febre, calafrios, entre outros (TOURINHO, 2015).  

 

2.6. Resistência medicamentosa 

 

Além dos efeitos adversos associados ao tratamento da leishmaniose, o surgimento de 

cepas de Leishmania com resistência medicamentosa também é observado (RIBEIRO, 2019). 

Estudos indicam que o surgimento das cepas resistentes é influenciado pela espécie de 

Leishmania envolvida, por variações farmacocinéticas e por variações da interação do fármaco 

utilizado com o sistema imune do hospedeiro. Entretanto, a maior causa para a seleção natural 

de parasitos resistentes é o uso indiscriminado de medicamentos (CORDEIRO, 2017). Parasitos 

que possuem resistência medicamentosa, podem apresentar um aumento na virulência, 

tornando cada vez mais difícil o tratamento da leishmaniose com os medicamentos já existentes 

(FRADE, 2016). 
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2.7. Bioprospecção 

 

As propriedades curativas das plantas são reconhecidas desde a antiguidade e sua 

utilização pela indústria farmacêutica para a formulação de medicamentos é uma prática 

extremamente comum (ZAGO, 2018). No Brasil, a utilização de plantas medicinais para o 

tratamento de doenças consiste em uma prática herdada das populações indígena, africana e 

europeia que se perpetua até os dias atuais (BADKE et al., 2016).  

 A biodiversidade brasileira é considerada uma das mais ricas do mundo, visto que 

possui inúmeras espécies de plantas com propriedades medicinais (CORDEIRO; BRAGA, 

2020).  Foram descritas, até o presente momento, cerca de 55 mil espécies de plantas no Brasil 

(MARQUES et al., 2022). Dentre estas, pelo menos 3.150 espécies ocorrem no domínio 

fitogeográfico da Caatinga (FERNANDES; QUEIROZ, 2018). 

A Caatinga é o único bioma exclusivo do território brasileiro, logo, a maioria das 

espécies de plantas e animais presentes na região não são encontradas em nenhum outro lugar 

do mundo (MARTINS, 2015). Além disso, dado a suas condições de solo e clima peculiares, a 

Caatinga é considerada um dos principais ecossistemas existentes, pois possui em seu domínio, 

um número significativo de plantas com potencial medicinal (SOUZA et al., 2022). 

Devido à escassez de quimioterápicos eficazes no controle da leishmaniose, produtos 

naturais são rotineiramente utilizados pela população como terapia complementar (VIZA 

JÚNIOR, et al., 2019). Nesse contexto, estudos de plantas com atividade leishmanicida 

demonstraram que espécimes vegetais podem servir de base para elaboração de fármacos 

importantes para o tratamento da leishmaniose (OLIVEIRA et al., 2009).  

De acordo com Rocha (2009), identificar o composto que exerce o efeito terapêutico e 

seus alvos farmacológicos é um dos maiores desafios para o desenvolvimento de medicamentos 

a partir de produtos vegetais. A vista disso, utilizar isoladamente os constituintes da planta pode 

representar uma vantagem nesse processo (LIMA, 2021). 

 

2.8. Lectinas 

 

Lectinas são proteínas que possuem pelo menos um domínio não catalítico capaz de se 

ligar reversivelmente a carboidratos específicos (PEUMANS; VAN DAMME, 1995). Devido 

as suas propriedades específicas, as lectinas desempenham um papel significativo na interação 

célula-célula e atuam como mediadores durante a interação entre hospedeiros e patógenos 

(SINGH; WALIA; KENNEDY, 2019). 
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As lectinas possuem uma ampla distribuição na natureza e podem ser encontradas em 

todas as classes de organismos vivos, incluindo microrganismos, animais e plantas (YAU et al., 

2015). Dentre as classes existentes, as lectinas de plantas são as mais estudadas devido a sua 

abundância na natureza e sua capacidade de agir contra patógenos importantes (SOUZA et al., 

2021). 

As lectinas vegetais são classificadas, com base em seus aspectos moleculares, em: 

Merolectinas, Hololectinas, Quimerolectinas e Superlectinas (VAN DAMME et al., 1998). As 

Merolectinas possuem apenas um sítio de ligação a carboidratos e são incapazes de promover 

a aglutinação de células. Já as Hololectinas possuem pelo menos dois sítios de ligação a 

carboidratos idênticos e, por consequência, conseguem promover a aglutinação celular e a 

precipitação de glicoconjugados (Figura 3) (CAVADA et al., 2001; VAN PARIJS et al., 1991). 

As Quimerolectinas possuem, além do sítio ligante a carboidrato, um sítio de ligação 

distinto, que não interage com carboidratos e pode desempenhar atividade catalítica ou outra 

atividade biológica bem definida (POVINELI; FINARDI FILHO, 2002). As Superlectinas, 

assim como as Hololectinas, possuem pelo menos dois sítios de ligação a carboidratos. 

Entretanto, nas Superlectinas as regiões de ligação reconhecem carboidratos estruturalmente 

distintos (Figura 5) (SANTOS, 2018). 

 

Figura 5 - Classificação das lectinas de acordo com domínios de ligação. 

 

 

 

Fonte: Elaborada pelo autor e adaptada de PEUMANS; VAN DAMME, 1995. 
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2.9. Aplicações biológicas das lectinas 

 

A grande diversidade de lectinas com diferentes funções fisiológicas, garante uma série 

de possíveis aplicações para essas moléculas (ALMEIDA, 2018). Dentre as propriedades 

apresentadas pelas lectinas vegetais, destacam-se as atividades anti-noceptivas, antitumorais, 

antibacterianas, antifúngicas, antivirais, antiparasitárias, anti e pró inflamatórias, dente outras 

(CAVADA et al., 2020).   

A atividade antibacteriana das lectinas resulta da interação com os componentes da 

parede celular e com os glicoconjugados presentes em sua superfície (LAGARDA-DIAZ et al., 

2017). A lectina obtida das sementes de Moringa oleífera (WSMoL) apresentou importante 

atividade bactericida e bacteriostática contra cepas de Enterococcus faecalis, Klebsiella 

pneumoniae e Serratia sp. (CORIOLANO et al., 2020). 

A atividade antifúngica das lectinas varia de acordo com a afinidade da lectina com os 

glicanos estruturais da membrana fúngica. Essa interação entre fungos e lectinas, geralmente 

acontece com lectinas ligantes de N-Acetilglicosamina e quitina, que são os principais 

componentes da parede celular fúngica (KATOCH; TRIPATHI, 2021). O estudo realizado por 

Dias e colaboradores (2020), evidenciou que o tratamento de células de Candida parapsilosis 

com a lectina de Machaerium acutifolium (MaL) é capaz de elevar a produção de espécies 

reativas de oxigênio (EROs) e de promover alterações na permeabilidade da membrana celular 

resultando na inibição dos fungos. 

A atividade antimicrobiana das lectinas não se limita apenas a fungos e bactérias. Uma 

lectina de banana modificada expressou atividade antiviral em cepas de influenza em estágio 

inicial de desenvolvimento (DATSON et al., 2020). Como também a lectina semelhante à 

quitinase do tamarindo (TCLL) que, por possuir especificidade de ligação a N-

acetilglicosamina, pode ligar-se a superfície celular do alfavírus CHIKV, que apresenta em sua 

composição N-glicano, inibindo assim a entrada do vírus nas células hospedeiras (KAUR et al., 

2019). 

Além dessas propriedades biológicas, o potencial imunoestimulador das lectinas foi 

descrito em estudos realizados com as lectinas Canavalia ensiformis (ConA) (THOMAZZELI 

et al., 2018) e Canavalia brasiliensis (ConBr) (BARBOSA et al., 2001), onde ambas as lectinas 

foram capazes de ativar leucócitos, induzindo a produção de interferon-γ (IFN-γ).  Ademais, 

em um experimento in vivo utilizando camundongos BALB/c e Leishmania major, Panunto-

Castelo e colaboradores (2001), demonstraram que  a lectina de Artocarpus integrifólia (KM+) 
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é capaz de induzir a inversão da produção de IL-4 para IL-12, alterando assim, a resposta imune 

de Th2 para Th1. 

As lectinas também demonstraram importante atividade contra parasitos do gênero 

Leishmania. O estudo realizado por Carneiro et al. (2021) utilizando a lectina das sementes de 

Parkia pendula (PpeL), demonstrou a inibição no crescimento de promastigotas de L. infantum 

via domínio de reconhecimento a carboidratos (DRC), sugerindo uma interação entre a lectina 

e os glicoconjugados de L. infantum. Resultados semelhantes foram evidenciados no estudo 

realizado por Souza et al. (2021), onde a lectina da esponja marinha Chondrilla caribensis 

(CcL), inibiu o desenvolvimento das promastigotas de L. infantum, induzindo a produção de 

EROs e alterando a integridade da membrana. 

As lectinas de ConA e de Bothrops leucurus (BLL)  também demonstraram atividade 

leishmanicida contra cepas de L. amazonensis e L. braziliensis.  Os resultados evidenciaram 

que a ConA foi capaz de estimular a produção de EROs  e de aumentar a capacidade fagocitária 

dos macrófagos em promastigotas de L. amazonensis, resultando na eliminação do parasita 

(THOMAZZELI et al., 2018). Já a BLL diminuiu a  viabilidade de promastigotas de 

L. amazonensis e L. braziliensis em um mecanismo dependente de galactose e cálcio. 

A capacidade de interagir com formas amastigotas de Leishmania também foi descrita 

em lectinas de origem vegetal.  A lectina obtida do látex de Synadenium carinatum (ScLL), em 

diferentes concentrações, reduziu o número de macrófagos infectados por Leishmania 

(Leishmania) amazonensis (AFONSO-CARDOSO et al., 2011). Além disto, a lectina 

Concanavalina A (Con-A) foi capaz de interagir com células fagocíticas do sangue periférico 

de humanos levando a produção de citocinas e de EROs, ocasionando a eliminação dos parasitas 

do interior destas células (THOMAZZELI et al., 2018). 

 

2.10. Luetzelburgia auriculata (Allemão) Ducke 

 

A Luetzelburgia auriculata (Allemão) Ducke, popularmente conhecida como “pau-

mocó” e “pau de chapada”, é uma planta da família Fabaceae, nativa do Brasil e predominante 

na região Nordeste (BARROSO et al., 2016; SOARES et al., 2007).  Uma planta de porte 

arbóreo, a L. auriculata é capaz de crescer em solos pedregosos, chapadas e encostas e, em 

ambientes favoráveis ao seu desenvolvimento, pode atingir até 22 metros de altura (MAIA, 

2004; OLIVEIRA et al., 2002). (Figura 4). 

A planta apresenta tronco de madeira clara revestida por uma casca marrom acinzentada 

de aspecto liso a rugoso e suas folhas são predominantemente ovais de coloração verde intensa 

https://www-sciencedirect.ez14.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/leishmania
https://www-sciencedirect.ez14.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/leishmania-braziliensis
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(SOARES et al., 2007 ; VASCONCELOS, 2012). Com aspecto achatado, o fruto da L. 

auriculata mede cerca de 6 cm de comprimento, possui coloração amarronzada com aspecto 

aveludado e apresenta apenas 1 semente (MARTINS, 2015). As sementes podem atingir até 

21,7 mm de comprimento e seu peso pode variar entre 0,23 g e 0,68 g (Figura 6) (LOPES, 

2018).  

 

Figura 6 –Luetzelburgia auriculata (Allemão) Ducke. 

   

Fonte: Árvore do Bioma do Cerrado. Disponível em: 

https://www.arvoresdobiomacerrado.com.br/site/2017/07/28/luetzelburgia-auriculata-allemao-ducke/  

Espécie vegetal (A), sementes (B) e flores (C) de Luetzelburgia auriculata. 

 

Mesmo possuindo uma grande quantidade de proteínas e lipídios em sua composição, 

os frutos da L. auriculata não são consumidos por animais e humanos devido à alta toxicidade 

das suas sementes (SILVA et al., 2020). No entanto, a planta possui um alto potencial de uso 

no paisagismo e tem sido utilizada, majoritariamente, na recomposição de vegetação de áreas 

degradadas e na arborização de ruas (NOGUEIRA et al., 2012). Além disso, por possuir uma 

madeira clara, ela é amplamente utilizada na fabricação de móveis  (VASCONCELOS, 2012). 

 

2.11. Aglutinina de Luetzelburgia auriculata (LAA) 

 

De acordo com Oliveira e colaboradores (2002), a lectina presente nas sementes de L. 

auriculata apresenta-se como um homotetrâmero, em pH 7,6, possui massa molecular de 29 

kDa por subunidade, é composta majoritariamente por folhas-β e apresenta afinidade de ligação 

https://www.arvoresdobiomacerrado.com.br/site/2017/07/28/luetzelburgia-auriculata-allemao-ducke/
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por glicanos contendo resíduos de galactose e lactose (ALENCAR et al., 2010). Classificada 

como uma hololectina, a LAA possui atividade hemaglutinante que independe da presença de 

íons metálicos e é inativada em temperaturas superiores a 80ºC (SIMÕES, 2011).  

O estudo realizado por Melo e colaboradores (2005), demonstrou que a LAA exerce 

importante atividade inibitória sobre o crescimento fungos fitopatogênicos como Aspergilus 

niger, Colletrichum lindemuthianum e Fusarium solani. Além disto, estudos in vivo 

demonstraram que a LAA possui propriedades anti-inflamatórias, sendo capaz de 

imunomodular as diferentes fases da resposta imune (ALENCAR et al., 2010). 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo Geral 

 

Avaliar a atividade anti-promastigota in vitro da lectina das sementes de Luetzelburgia 

auriculata sobre cepa de Leishmania major. 

 

3.2. Objetivos Específicos 

 

- Purificar a LAA a partir das sementes de Luetzelburgia auriculata; 

- Avaliar o efeito da LAA sobre o crescimento de formas promastigota de L. major;  

- Verificar a participação do domínio de reconhecimento a carboidratos (DRC) na atividade da 

lectina;  

- Investigar a formação de Espécies Reativas de Oxigênio (EROs) em promastigotas tratados 

com LAA;  

- Verificar alteração de integridade da membrana dos promastigotas submetidos ao tratamento 

com LAA;  

- Estudar o efeito da associação da LAA e anfotericina B e, LAA e Glucantime sobre 

promastigotas de L. major; 

- Analisar as alterações morfológicas da L. major, frente a ação da LAA, através de microscopia 

eletrônica de varredura (MEV). 
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ABSTRACT 

 

Leishmaniasis is an infectious disease that interferes in patients quality of life and the treatment 

is based on the administration of glucantime and amphotericin B. Although effective, these 

drugs have limitations which stimulate the search for alternative therapeutics. In this context, 

lectins stand out due to their already known ability to interact with cell glycans of various 

pathogens. Luetzelburgia auriculata agglutinin (LAA) has binding affinity for galactose and 

lactose carbohydrates, which are targets in Leishmania cells. Based on these, this research 

evaluated the in vitro anti-promastigote potential activity of LAA in L. major strains. 

Promastigotes were incubated with different concentrations of LAA (320 – 5 μg/mL) and cell 

viability was determined by Neubauer chamber counting. After determining the IC50/24h of the 

LAA, the participation of the carbohydrate recognition domain (CRD) in lectin activity was 

evaluated. Fluorescence assays with 2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFH2-DA) 

and propidium iodide (PI) were performed in order to verify the mechanisms of action of lectin. 

Scanning electron microscopy was used to evaluate the  morphological changes induced by 

LAA in promastigotes. The effect of the association between LAA and Amphotericin B and 

glucantime on promastigote forms was also evaluated.  LAA inhibited the growth of 

promastigote forms of L. major in a time and concentration-dependent manner, with values 

IC50/24h = 82μg/ml; IC50/48h = 25μg/ml; IC50/72h = 20μg/ml, an effect possibly associated 

with its ability to interact with the glycans from L. major. LAA  is able to induce the production 

of reactive oxygen species and causes damage to the parasite membrane. The association of 

lectin with amphotericin B is able to modulate the effect of the drug, improving its activity. Our 

results present LAA as a promising alternative in the treatment of cutaneous leishmaniasis 

caused by L. major, requiring in vivo studies that can elucidate its mechanisms of action in a 

biological system. 

 

Keywords: Glyconconjugates. Leishmaniasis. Carbohydrate recognition domain. 
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Highlights 

 

LAA induces ROS production causing oxidative stress in Leishmania major 

The toxic effect of LAA results in damage to membranes related to its CRD 

 

  



33 

 

1. INTRODUCTION 

 

Leishmaniasis is a group of endemic infectious diseases that have wide dissemination 

worldwide and interfere significantly with the quality of life of patients [1]. According to the 

World Health Organization (WHO), leishmaniasis is one of the most relevant neglected tropical 

diseases in the world. It is estimated that 700,000 to 1 million new cases of the disease occur 

annually, thus characterizing a public health problem [2]. 

Leishmania spp. infections have distinct clinical forms that are established according to 

the location of the parasite in the infected tissues. Due to the manifestations presented, 

leishmaniasis is classified as dermotropic, when skin and mucous membranes are affected, and 

viscerotropic, when organs are affected [3]. 

Tegumentary leishmaniasis (TL) is characterized by the appearance of cutaneous or 

mucocutaneous lesions. In cutaneous leishmaniasis (CL), there is the appearance of an 

erythematous papule that evolves into a painless, round-shaped ulcer located at the site of the 

vector bite, and in mucocutaneous leishmaniasis (ML) there are secondary destructive lesions 

on the mucous membranes of the upper airways [4].  

TL is most often caused by the species L. braziliensis, L. guyanensis and L. amazonensis 

on the American continent, and by L. major, L. tropica and L. aethiopica on the European, 

African and Asian continents.  [5]. Among the leishmania species L. major is the most studied 

[6]. 

For survival and multiplication of leishmania, parasites undergo important biochemical 

and morphological changes throughout their life cycle, such as the expression of 

glycoconjugates [7]. On the cell surface of leishmania, these glycoconjugates act as Pathogen-

Associated Molecular Patterns (PAMPs) and perform important functions for the parasite [8]. 

Among the glycoconjugates present in leishmanias, Lipophosphoglycans (LPGs) and 

glycosylinositol phospholipids (GIPLs) are the predominant glycans on the cell surface of these 

parasites. The LPG and GIPL of L. major consist of polymers containing the carbohydrates 

mannose, glucose, arabinose, and especially galactose, thus presenting great variability in its 

composition and structural arrangement [5, 9, 10].   

The treatment of TL is based on the administration of pentavalent antimonials, 

amphotericin B, and its liposomal form [11]. However, the therapy is usually accompanied by 

serious adverse effects that include cardiotoxicity, pancreatitis, and hepatotoxicity. These can 

compromise the quality of life of the patient, increase the duration of hospitalization, and 

increase the costs involved in the treatment [12]. In addition to the adverse effects associated 
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with the treatment of leishmaniasis, the emergence of Leishmania strains with drug resistance 

is also observed [13].  Parasites, that have drug resistance, can show an increase in virulence, 

which difficulty the treatment of leishmaniasis with existing drugs [14]. 

Given the limitations and toxicity of available treatments of Leishmaniasis and the 

emergence of Leishmania strains with drug resistance, the development of alternative 

therapeutic options is necessary [15]. For this purpose, diversified strategies are necessary, 

among them, the bioprospecting of products of natural origin with leishmanicidal activity [16]. 

Lectins are proteins found in all living organisms and which have at least one non-

catalytic domain capable of reversibly binding to specific carbohydrates [17, 18]. Due to its 

specific properties, lectins play a significant role in cell-cell interaction and act as mediators 

during host-pathogen interaction [19].  

Lectins are considered excellent biotechnological tools with the possibility of several 

biological applications such as antiparasitic [20], anti-inflammatory [21], antioxidant [22], 

relaxing vessel [23], angiogenic [24] and leishmanicidal [25]. All these applications are related 

to the ability of these lectins to interact with glycans present in cell membranes. 

Luetzelburgia auriculata agglutinin (LAA) is a homotetrameric hololectin composed 

mostly of β-sheets and with a molecular mass of 29 kDa per subunit. This lectin has an affinity 

for free galactose or lactose and for complex glycans whose antennae end at galactose residues. 

LAA-carbohydrate interactions are preferentially maintained at pH 7.0 and temperatures below 

80°C [26, 27]. LAA also has a hemagglutinating activity independent of the presence of metal 

ions [17, 27]. 

Previous studies demonstrated that LAA exerts important inhibitory activity on the 

growth of phytopathogenic fungi such as Aspergilus niger, Colletotrichum lindemuthianum, 

and Fusarium solani [28]. Moreover, in vivo studies have shown that LAA has anti-

inflammatory properties, being able to immunomodulate the different phases of the immune 

response [26].  

Due to the scarcity of studies on the subject and knowing the ability of LAA to recognize 

and interact with the same type of carbohydrate present on the cell surface of L. major, it is 

necessary to evaluate the leishmanicidal activity of this lectin. Therefore, this study aims to 

investigate the in vitro leishmanicidal effect of LAA against L. major. 
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2. MATERIAL AND METHODS 

 

2.1 Lectin purification 

 

L. auriculata seeds were collected from plants located at Araripe, Ceará, Brazil. The 

plant was identified in the Herbarium Dárdano de Andrade-Lima/Regional University of Cariri, 

number 15.748, and registered in SISGEN (Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio 

Genético e do Conhecimento Tradicional Associado, ID: A6D883E). 

The purification of the agglutitin from Luetzelburgia auriculata (LAA) was carried out 

as described by Oliveira et al. [27]. Mature seeds from L. auriculata were ground into a fine 

powder using a coffee mill. The resulting flour was diluted 1:10 (w/v) in NaCl 0.15 M and 

incubated at room temperature under continuous stirring for 4 h before the centrifugation at 

4000 xg for 20 min at 4 ºC. The supernatant (crude extract) was precipitated by adding 

ammonium sulfate 60% saturation in the solution (fraction 40–60%), and the precipitate was 

centrifuged (4000 xg, 20 min). The pellet was solubilized in a minimal volume of extraction 

buffer.  

The fraction 40-60% was loaded on a column (1.0 x 3.5 cm) of Guar Gum matrix (Sigma 

Aldrich) equilibrated with NaCl 0.15 M. The unbound proteins were eluted with the equilibrium 

solution in a flow of 1.0 ml.min-1, and lectin was desorbed using lactose 0.1 M. The eluted 

material was collected manually in 1.5 ml fractions and monitored at 280 nm. The active 

fraction was dialyzed against distilled water and freeze-dried. The purified L. auriculata 

agglutinin (LAA) was subjected to 12.5% sodium dodecyl sulfate–polyacrylamide gel 

electrophoresis (SDS-PAGE) under denaturing conditions [29]. 

 

2.2 Biological assays   

 

2.2.1 Parasites 

 

The Leishmania major strain (MHOM/IL/80/Friendlin) used in the present study was 

identified by DNA sequencing using the Genetic Analyzer ABI 3500® (Applied Biosystems). 

Promastigote forms were maintained in Fetal Bovine Serum (SFB) and 5% DMSO and 

Schneider's medium supplemented with 20% SFB and antibiotics (100 U/ml penicillin and 100 

µg/ml streptomycin). For the experiments, promastigotes up to the 8th culture passage were 

used. 
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2.2.2  Evaluation of the anti-promastigote activity of LAA in L. major strain 

 

Promastigotes (106 cells/ml) were incubated in 96-well plates (200 μl/well) in a B.O. D 

oven at 26°C for 24, 48, and 72h in Schneider medium (Vitrocell-Embriolife, São Paulo, Brazil) 

supplemented with 20% fetal bovine serum (FBS) and antibiotics (100 U/ml penicillin; 100 

μg/ml streptomycin) (Vitrocell-Embriolife, São Paulo, Brazil), cultured in the absence or 

presence of LAA (320 - 5 μg/ml), Amphotericin B (0.5 - 0.03 μg / ml), Glucantime (75 - 2.3 

mg / ml) or PBS (0.1 M). After each time interval, cell viability was assessed by counting in a 

Neubauer chamber. The results were expressed as percent cell viability and the concentration 

that inhibited growth by 50% (IC50) was determined by non-linear regression. The assays were 

performed in triplicate in three independent experiments 

 

2.2.3  Evaluation of the association between LAA and conventional drugs in 

promastigotes 

 

For the evaluation of the association between LAA and conventional drugs (Glucantime 

and Amphotericin B), promastigotes were separated into three different treatment groups, these 

being: LAA (41 μg) and amphotericin B (0.5 - 0.03 μg/ml); LAA (41 μg) and glucantime (75-

2.3 mg/ml) and the control group treated with PBS (0.1M) only. LAA concentrations were 

obtained from the viability results, where the 24h IC50 was used at a subinhibitory concentration 

(IC50/8 = 10.25 μg/ml) and associated with increasing drug concentrations. The experiments 

were performed under the same conditions as mentioned above. 

 

2.2.4  Evaluation of the carbohydrate recognition domain (CRD) in anti-promastigote 

activity 

 

To perform this assay, LAA (IC50 - 82 μg/ml) was incubated with β-Lactose (0.1 M), 

for 60 min at 37 °C. After this period, promastigotes (106 cells/ml) were incubated in 96-well 

plates at 26 ºC in Schneider medium (Vitrocell-Embriolife, São Paulo, Brazil) supplemented 

with 20% fetal bovine serum (FBS) and antibiotics (100 U/ml penicillin; 100 μg/ml 

streptomycin) (Vitrocell-Embriolife, São Paulo, Brazil) with the following treatments: 1) LAA 

(IC50); 2) β-Lactose (0.1 M); 3) LAA (IC50 - 82 μg/ml) and β-Lactose (0.1 M); and 4) PBS (0.1 

M). After the treatment period, cell viability was determined by counting in a Neubauer 
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chamber. The data were expressed as percent cell viability and the assays were performed in 

triplicate in three independent experiments.  

 

2.2.5 Analysis of Reactive Oxygen Species (ROS) production 

 

For the evaluation of ROS production, 2′,7′-dichlorofluorescein (DCFH2-DA) was 

used. After the promastigote forms were treated for 24 h with LAA (IC50), the cells were 

incubated with 10 μM of DCFH2-DA at 37 °C for 30 min in the dark. In this assay, antimycin 

A (3.2 μM) was used as a positive control while PBS (0.1 M) was used as a negative control. 

Promastigotes were visualized under a fluorescence microscope (Carl Zeiss Axiostar Plus 

Fluorescence; excitation wavelength, 488 nm; emission wavelength, 525 nm). 

 

2.2.6  Cell membrane integrity analysis 

 

Promastigotes were incubated with LAA (IC50) and treated as described in section 2.2.4, 

after treatment, cells were then incubated with 0.5 mM propidium iodide at 37 °C for 30 min in 

the dark [30]. Amphotericin B (0.03 µg/ml) and PBS (0.1 M) were used as the positive and 

negative control, respectively. At the end of treatment, promastigotes were observed in 

fluorescence microscope (Carl Zeiss Axiostar Plus, excitation wavelength, 490 nm; emission 

wavelength, 620 nm). 

  

2.2.7  Scanning electron microscopy analysis 

 

Promastigotes were treated with LAA at IC50 concentration for 24 h. After the treatment 

period, the cells were washed with PBS (0.1M) and fixed for 2 h with glutaraldehyde (2.5%) at 

room temperature. The parasites were then washed again with PBS (0.1M) and subjected to 

increasing concentrations of ethanol. Finally, the samples were dried in a CO2 oven, coated 

with gold, and analyzed in a Tescan scanning electron microscope model Vega 3 (Tescan, Brno, 

Czech Republic) using an accelerating beam voltage of 10,000 kV).  The analyses were 

performed at the Materials Engineering Laboratory of the Federal University of Cariri, Brazil.  
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2.3 Statistical analyses   

 

Data were expressed as mean ± Standard Error of Mean (SEM) and significant 

differences were evaluated by analysis of variance (ANOVA) followed by specific comparative 

tests using GraphPad Prism version 5.0 software. Values that scored p<0.05 were considered 

significant. 

 

3. RESULTS 

 

3.1 LAA purification 

 

LAA was purified by affinity chromatography and final purity was confirmed by gel 

electrophoresis (SDS-PAGE). The Chromatogram shows two peaks (PI) and (PII), 

corresponding, respectively, to the unbound protein fraction and the retained protein fraction 

(Figure 1A). In SDS-PAGE, LAA showed three bands (Figure 1B), the first band corresponding 

to the α chain (≅29 kDa), the second to the β chain (≅16 kDa) and the third to the γ chain (≅15 

kDa). 

 

 

 

Fig. 1. LAA purification by affinity chromatography. (A) Chromatogram profile of L. auriculata 

fraction (40-60%) in Guar Gum column. (B) SDS-PAGE showing LAA after purification. L1: Molecular 

weight standards (MW); L2: crude extract; L3: fraction (40-60%); L4: PII (purified LAA). Molecular 

weight marker: bovine serum albumin 66 kDa; ovalbumin, 45 kDa; glyceraldehyde- 3-phosphate 

dehydrogenase, 36 kDa; carbonic anhydrase, 29 kDa; trypsinogen, 24 kDa; trypsin inhibitor, 20 kDa; α-

lactalbumin, 14 kDa; (LAA) α-chain, β-chain, and ɣ-chain of lectin. 
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3.2 LAA inhibits the growth of promastigotes via CRD 

 

LAA exhibited an inhibitory effect on promastigotes of L. major. Our data reveals that 

this effect is time-dependent and potentially dose dependent (Fig. 2 A - C). In the 24h treatment 

period, it was possible to observe a significant reduction of cells, with the exception of the 

lowest concentration (5 μg/ml).  

However, this pattern was not observed at 48 and 72h, where all concentrations used 

were able to reduce the viability of promastigotes. The inhibitory concentrations obtained in 

this assay were: IC50/24h = 82 μg/ml; IC50/48h = 25 μg/ml and IC50/72h = 20 μg/ml. From the 

results obtained, the use of the concentration of  LAA capable of inhibiting 50% of promastigote 

growth within 24 hours (IC50/24 H = 82 μg /mL) was standardized for the other experiments. 
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Fig. 2. LAA inhibited the proliferation of promastigotes forms in L. major after 24 (A), 48 (B), 72 (C) 

hours of treatment. The data represent the mean ± S. D. of three independent experiments performed in 

triplicate and analyzed statistically by One-way ANOVA and Bonferroni post-test (*p < 0.05 vs. PBS). 

 

To verify whether the action of LAA on promastigote forms of L. major would be related 

to the Carbohydrate Recognition Domain (CRD), parasites were treated with LAA (IC50/24h - 

82 μg/ml) and β- Lactose (0.1 M). Incubation of LAA with β- Lactose was able to reverse the 

inhibitory effect of LAA on promastigote forms within 24h (LAA: 49% ± 1.7 vs. LAA + β- 

Lactose: 96% ± 3.8) (Fig. 3). This data points out that the anti-promastigote activity of LAA is 

dependent on the interaction of its CRD with carbohydrates present in glycans on the surface 

of L. major. 
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Fig. 3. Effect of β-Lactose (LAC) (0,1 M) on LAA activity (IC50 = 82 μg/ ml). The data represent the 

mean ± S. D. of three independent experiments performed in triplicate and analyzed statistically by One-

way ANOVA and Bonferroni post-test (*p < 0.05 LAA vs. LAA + LAC). 

 

3.3  LAA modulates the leishmanicidal action of glucantime and amphotericin B 

 

The association between the 24 h minimum sub-inhibitory concentration of LAA and 

amphotericin B (29 % ± 7.1) is more effective than treatment with the drug alone at the 

concentrations of 0.03 µg/ml (72 % ± 5.8); 0.06 µg/ml (59 % ± 8.2); 0.125 µg/ml (51 % ± 3.4) 

and 0.25 µg/ml (34 % ± 2.7) (Fig. 5 A - B).  
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Fig. 4. Effect of glucantime after 24h of treatment (*) indicates p < 0.05 compared to PBS (A). Effect 

of the association between LAA (IC50/8 = 10.25 μg/ ml) and glucantime after 24 hours of treatment (B). 

The data represent the mean ± S. D. of three independent experiments performed in triplicate and 
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analyzed statistically by One-way ANOVA and Bonferroni post-test (**) indicates p < 0.01, (***) 

indicates p < 0.001 in comparison Glucantime vs. Glucantime + LAA. 

 

Nevertheless, the results showed that the association between the sub-inhibitory 

concentration of LAA and glucantime (95 % ± 0.9), can decrease the efficacy of the drug. The 

effect was significant in all concentrations when the drug was administered by itself, inhibiting 

up to 76%. However, in association with lectin, glucantime had its action reduced in all 

concentrations tested 2.3 mg/ml (94% ± 1.7); 4.6 mg/ml (93% ± 1.7); 9.3 mg/ml (93% ± 1.7); 

18.5 mg/ml (94% ± 1.5); 37.5 mg/ml (97% ± 1.9) and 75 mg/ml (99% ± 1.7) (Fig. 4 A - B). 
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Fig. 5. Effect of amphotericin B after 24h of treatment (*) indicates p < 0.05 compared to PBS (A). 

Effect of the association between LAA (IC50/8 = 10.25 μg/ ml) and amphotericin B after 24 hours of 
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treatment (B). The data represent the mean ± S. D. of three independent experiments performed in 

triplicate and analyzed statistically by One-way ANOVA and Bonferroni post-test (**) indicates p < 

0.01, (***) indicates p < 0.001 in comparison amphotericin B vs. Amphotericin B + LAA. 

 

3.4  LAA induced structural damage in L. major promastigotes 

 

Morphological analysis of Leishmania major promastigotes by scanning electron 

microscopy (SEM) permitted to observe that the control group maintained the typical features 

of the parasite, such as preserved membrane and flagellum (Fig. 6 A - B). However, treatment 

with LAA (IC50 - 82 μg/ml) for 24 h was able to cause changes in the morphology of these 

parasites, such as alteration of the plasma membrane as of the formation of protrusions on the 

membrane surface, shortening of the flagellum and formation of aggregates, which is indicative 

of the binding action of LAA (Fig. 6 C-D).  
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Fig. 6. Scanning electron microscopy of promastigotes Leishmania major of treated and untreadted with 

LAA. The images show control (A – B) and promastigotes treated with 82 μg/ ml of LAA (C – D). Scale 

bar = 5 µm and 10 µm. The arrow points to morphological changes in the promastigote forms such as: 

formation of pores and protusions in the parasite membrane, shortening of the flagellum and formation 

of aggregates. 

 

3.5 LAA acts on the production of ROS and produces damage to the parasites 

membrane 

 

Subsequently, we sought to evaluate the probable mechanisms of action of LAA in 

promastigotes of L. major. Treatment of promastigotes with LAA (IC50 - 82 μg/ml) for a period 

of 24 h showed significant fluorescence, evidencing that this lectin induces the production of 

reactive oxygen species (ROS) in L. major (Fig. 7). It was also possible to verify that LAA 

(IC50 - 82 μg/ml) caused changes in the parasites' membranes since internalization of PI was 

registered through fluorescence emission (Fig. 8). Neither of the two effects was observed in 

LAA treated cells were seen in PBS (0.1 M) treated cells (Fig. 7; Fig. 8). 
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Fig. 7. Images of L. major promastigotes showed ROS overproductions and internalization after LAA 

treatment. (A – B) treatment with PBS 0.1 M (negative control). (C – D) treatment with Antimycin A 

(3.2 μM- positive control). (E – F) treatment with 82 μg/ ml of LAA. The arrows point to the 

promastigote forms at 400x magnification under the light of an optical microscope. 
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Fig. 8. Images of L. major promastigotes showed PI internalization after LAA treatment. (A – B) 

treatment with PBS 0.1 M (negative control). (C – D) treatment with amphotericin B (0.03 μg/ ml - 

positive control). (E – F) treatment with 82 μg/ ml of LAA. The arrows point to the promastigote forms 

at 400x magnification under the light of an optical microscope. 
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4. DISCUSSION 

 

LAA presents inhibitory activity on the growth of promastigote forms of L. major, 

confirming the ability of lectins to interact with protozoa of the genus Leishmania previously 

described in the literature. The study by Carneiro and collaborators [25] using lectin from 

Parkia pendula seeds (PpeL), revealed inhibition in the growth of L. infantum promastigotes 

via the carbohydrate recognition domain (CRD), suggesting an interaction between the lectin 

and L. infantum glycoconjugates.  

Similar results were evidenced in the study performed with the lectin from the marine 

sponge Chondrilla caribensis (CcL), which inhibited the development of L. infantum 

promastigotes by inducing the production of ROS and altering membrane integrity [31]. 

Besides these, the lectin obtained from the venom of Bothrops leucurus (BLL) presented a 

relevant inhibitory activity on the growth of promastigotes of L. braziliensis [32]. 

LAA activity is reversed by β-Lactose indicating that CRD is directly involved with the 

activity probably through the interaction between LAA and the glycoconjugates present on the 

cell surface of this leishmania species. Previous research has demonstrated the ability of lectins 

to interact with different Leishmania species.  In the study by Silva and collaborators [33] using 

several galactose and glucose-binding lectins, their agglutinating activity was observed in the 

promastigotes of L. amazonensis. Considering that L. major has several glycans on the cell 

surface such as lipophosphoglycans (LPG) and glycosylinositol phospholipids (GIPL) that have 

galactose residues in the terminal antennae of their structures [5], it is believed that the 

interaction between LAA and L. major occurs due to the lectin's ability to recognize and bind 

to this carbohydrate and consequently, preventing its development. 

The induction of oxidative stress mediated for LAA was caused by the overproduction 

of reactive oxygen species (ROS) and promoted changes in membrane permeability of 

promastigotes. According to the existing literature, lectins can induce the production of ROS in 

different cell types [36]. Studies performed with Polygonatum cyrtonema lectin (PCL) and 

lectin isolated from Artocarpus heterophyllus, demonstrated that both lectins are able to 

increase the production of ROS in human cancer cells [37, 38]. As well as in the study by Dias 

and collaborators [30], where there was an overproduction of ROS in Candida parapsilosis 

cells after treatment with the lectin of Machaerium acutifolium (MaL). 

The activity of lectins on biological membranes has been previously described in 

different cells. Studies performed with the lectin obtained from the marine sponge Cinachyrella 

apion (CaL) and with the lectin from Morus alba (MLL), demonstrated the ability of these 
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lectins to promote membrane alterations in human adenocarcinoma cells and human breast and 

colon cancer cells, respectively [39, 40]. Therefore, our results demonstrated that LAA 

interferes with the membrane permeability of L. major promastigotes, causing the 

internalization of PI by the cells. Similar results were observed in L. infantum promastigotes 

treated with CcL, where the lectin caused changes in the integrity in the cell membrane of the 

parasites resulting in fluorescence emission after incubation with PI [31]. 

Despite the great progress in the understanding of cell biology and immunology in 

infections by protozoa of the genus Leishmania, the usual therapeutics are still limited [15]. 

Moreover, serious adverse effects and the emergence of Leishmania strains with drug resistance 

are also observed [13]. Thus, the association between already-known drugs and new substances 

capable of reducing the viability of these parasites is a strategy that can be used [41]. 

In this study it was observed that LAA increased the effect of amphotericin B, 

suggesting that this lectin has potential as an adjuvant molecule in the action of this drug. Other 

studies have also shown that lectins from Canavalia ensiformis (ConA), Dioclea violacea 

(DVL), Vatairea macrocarpa (VML), Canavalia rosea (ConM), and Parkia platycephala 

(PPL) have adjuvant action in the effect of antibiotics on multidrug-resistant bacterial strains 

[42, 21, 43] and of fungicides against fungi of the genus Candida [44]. This adjuvant effect 

may be related to the ability of lectin to interact with carbohydrates of microorganisms and 

facilitate the action of some drugs [44].  

On the other hand, LAA was observed to have an antagonistic effect on the action of 

glucantime, reducing its efficiency. The reduced activity of glucantime and the increased 

activity of amphotericin B in the presence of LAA may be related to the different mechanisms 

of action of the two drugs, in which glucantime needs to be internalized to act in inhibit the 

synthesis of pathways that produce ATP such as, glycolysis and β-oxidation of fatty acids [45] 

and amphotericin acts on the leishmania membrane via binding to ergosterol [46].  Thus, it is 

hypothesized that LAA could enhance the action of membrane-interacting drugs such as 

amphotericin B, but hinders the entry of glucantime into the cell interior, decreasing its 

bioavailability in the intracellular region.  

 

5. CONCLUSIONS AND PERSPECTIVES 

 

LAA is able to inhibit the growth of L. major promastigotes and this activity is related 

to its CRD, and there may be interactions between the lectin and glycoconjugates present in the 

parasites' membrane. The anti-promastigote action of the lectin is related to the induction of 
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oxidative stress, as well as alterations and loss of permeability in the membrane of the 

parasites. Furthermore, LAA was able to modulate the action of amphotericin B in 

promastigotes, where the combination was more efficient than using the drug alone. Taken 

together, our results suggest that LAA is a promising lectin for the treatment of L. major. 
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5. CONCLUSÃO 

 

O presente estudo demonstrou o efeito anti-promastigota in vitro da lectina extraída das 

sementes de Luetzelburgia auriculata . A LAA inibiu o crescimento de formas promastigotas 

de Leishmania major, atividade que está relacionada ao seu DRC podendo haver interações 

entre a lectina e glicoconjugados presentes na membrana dos parasitas. A ação anti-

promastigota da lectina pode estar relacionada a indução de estresse oxidativo, bem como 

alterações e perda da permeabilidade na membrana dos parasitas.   

A LAA também foi capaz de modular a ação da anfotericina B em formas promastigotas 

onde a combinação foi mais eficiente do que a utilização da droga de forma isolada. Os 

resultados observados indicam, portanto, que a LAA é uma lectina promissora para o tratamento 

da L. major. Contudo, mais estudos são necessários para elucidar os prováveis mecanismos de 

ação tanto em células infectadas como em ensaios in vivo que possam elucidar os mecanismos 

envolvidos em um sistema biológico. 
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