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RESUMO

Nas infeccOes experimentais, estudos utilizandoculod purificado delLeishmania com
populagbes metaciclicas mais homogéneas, tem wigortantes por se aproximarem mais da
condicdo de infeccdo natural e por eliminar umasives resposta inflamatéria induzida por
restos parasitarios. A superficie dos varios pamgieveste-se por diversos glicoconjugados.
Estes, por sua vez, podem ser reconhecidos espeeifieversivelmente por lectinas, proteinas
gue possuem afinidade a carboidratos. Por consm,dism-se tentado purificar promastigotas
metaciclicas de culturas deishmaniaatravés de aglutinacdo mediada por lectinas. Cssa e
intuito, buscou-se avaliar se lectinas de difeemtgpecificidades seriam capazes de aglutinar
promastigotas dé. amazonensiem diferentes estagios evolutivos. Para isso, tibzado um
painel de 7 lectinas, e a especificidade de ligag# carboidratos de superficie foi analisada
através de ensaios de aglutinacdo, sendo a legiDaoclea violacea(DVL) selecionada para a
realizacdo dos ensaios in vivo. A DVL foi capazaggutinarL. amazonensiaum percentual de
78% em cultura de fase logaritmica e 52% em faseiesdria. Em seguida, promastigotas de
fase estacionaria foram incubadas com DVL paraavsé a aglutinacéo era estagio-especifica.
Posteriormente, realizou-se infeccdo  experimentain ehamsters dourados (L0
promastigotas/animal) para avaliar a infectividaldes fracbes purificadas. Os animais foram
divididos em 3 grupos: Fracdo aglutinada (FA) (n=)acdo ndo aglutinada (FNA) (n=9);
Controle positivo (CT) (n=8). A evolucdo da infeaddi acompanhada pelo tamanho da leséo,
nas 6 semanas pos-infeccdo e pela quantificac&arda parasitaria no linfonodo regional, por
diluicdo limitante, bem como pela anélise anatortapgica das lesdes. Em todos 0s grupos as
lesdes iniciaram na 32 semana. O tamanho da lesdoufto semelhante em todos os grupos,
com excecao da 42 e 52 semanas, onde FNA apresentovariacdo transitoria (p<0,01). Quanto
a carga parasitaria e as alteracdes histopatoBgém houve diferenca entre os grupos avaliados.
Esses dados sugerem que, embora a DVL seja capage degar especificamente aos
glicoconjugados de superficie das promastigotalsizindo importante poder de aglutinagéo nas
duas fases de crescimento, ela ndo foi capaz eée@shr formas infectantes leamazonensis

Palavras-chave:l. Lectinas; 2. Aglutinagéo; Beishmania



ABSTRACT

In experimental leishmaniasis infections, the u$emetacyclic enriched inoculum is very
important because it can simulate the natural tidfecand avoids the inflamatory response
induced by the high density parasite inoculum. Shdace of different evolutionary forms of
Leishmaniais coated by several glycoconjugates that can dmognized specifically and
reversibly by lectins, proteins that have affinityth carbohydrates. This being the case, one
could use lectins in order to purify metacydlieishmania The aim of the current study was to
evaluate whether lectins of different specificitvesuld agglutinatd.. amazonensigromastigotes

of different evolutionary forms. A panel of 7 lewi were used. The binding specificity was
analyzed by agglutination tests. DVL agglutinaté&%o/70of L. amazonensipromastigotes from
logarithmic phase culture and 52% from stationdrgge, and therefore was selectedirfiovivo
tests. Stationary phase promastigotes were incdibeith DVL to evaluate if the agglutination
was stage-specific and it was purified the aggaiéd and non agglutinated fractions. Golden
hamsters were infected with ®lpromastigotes and grouped as: Agglutinated fradfi®) (n=8);
Non agglutinated fraction (FNA) (n=9); Control (C{§)=8). The lesion size was measured over
the course of 6 weeks. The parasite load of regiymaph node was quantified by limiting
dilution and histopathological analysis of the ¢&s were performed on their paws. The lesions
began at the third week in all groups. The lesi@ize was similar in all of them, except at the
fourth and fifth weeks that FNA presented a tramgitreduction (p<0,01). There were no
significant differences concerning the parasitedl@nd histopathologic changes among the
groups. These data suggest that DVL did not seddfectivelly infective forms ofL.
amazonensjsalthough it agglutinates promastigotes from the ¢ulture growth phases.

Key-words: 1. Lectins; 2. Agglutination; 3.eishmania
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1. INTRODUCAO

1.1. Epidemiologia das leishmanioses

Leishmanioses sdo doencas infecto-parasitariasidioas, que resultam do parasitismo
dos hospedeiros vertebrados por protozoarios wgmnatideos do géneteishmania,sendo
transmitidos através da picada de insetos vetd@aseds infectados, que apresentam vasta
distribuicdo geogréafica na maioria das areas teipie subtropicais do globo terrestre (WHO,
2010).

As leishmanioses constituem grande problema deegaiiiiolica, estando presentes em 98
paises distribuidos em cinco continentes (Amérita$ul e do Norte, Europa, Africa e Asia).
Estdo entre as nove doencas infecto-parasitariasate importancia no mundo e sdo a segunda
causada por protozoarios. A Organizacdo MundiaBdade (OMS) estima que a prevaléncia
mundial dessa zoonose seja de aproximadamente Ihdeside casos e que 350 milhdes de
pessoas estejam expostas ao risco de contraimgalada registro aproximado de 2 milhdes de
novos casos das diferentes formas clinicas acsendp 1,5 milhdo de leishmanioses tegumentar
e 0,5 milh&o de leishmaniose visceral, destesdaarse que apenas 600.000 sao notificados
(DESJEUX, 2004). Estima-se que mais de 90% dosscdsoleishmaniose visceral estédo
concentrados em Bangladesh, Brasil, Etidpia, ifdépal e Sud&o, e que mais de 90% dos casos
de leishmaniose cutédnea ocorrem no Afeganistaogliérglrd, Arabia Saudita, Siria, Bolivia,
Brasil, Coldmbia, Nicaragua e Peru (WHO, 2010).

No Brasil tem-se verificado um aumento no numerocdgos registrados a partir da
década de 1980, variando de 3.000 (1980) a 37.2001)J. A leishmaniose tegumentar
americana (LTA) foi assinalada em 19 estados, ivariflo-se sua expansdo geografica, quando,
em 2003, foi confirmada a autoctonia em todos dades brasileiros (MINISTERIO DA
SAUDE, 2007).
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1.2. Agente etioldgico

A leishmaniose € uma parasitose causada por péiogodo génerdeishmania As
leishmanias encontram-se sob duas formas em deweiwida. As formas amastigotas (341
de diametro) vivem dentro dos fagolisossomas ddato sistema monocitico fagocitario dos
hospedeiros vertebrados, como mondcitos e macmfagsao ingeridas, dentro destas células,
pela fémea do inseto flebotomineo durante seu teepas um hospedeiro infectado (LAINSON;
RYAN; SHAW, 1987; CHANGet al, 1990; ALEXANDER; SATOSKAR; RUSSELL, 1999;
GONTIJO; CARVALHO, 2003). Uma vez dentro do intastido inseto, o parasito sofre
mudancgas bioquimicas e morfolégicas, transformasdem promastigota (10-20m), forma
flagelada extracelular, que pode ser encontrade ¢u aderida a parede ou as microvilosidades
do intestino (KILLICK-KENDRIK, 1990a; SACK®t al, 1995; ANDRADE; SARAIVA, 1999).

Morfologicamente, as promastigotas podem ser dascgomo procliclicas, formas
reprodutivas e ndo infectantes, e metaciclicaspds reprodutivas e infectantes (ADLER;
TEODOR, 1931; KILLICK-KENDRICK, 1987; KILLICK-KENDRCK, 1990a; PIMENTAet
al., 1992; MAHONEYet al, 1999; AWASTHI; MATHUR; SAHA, 2004).

Segundo a classificagdo proposta pela Sociedadmadional de Protistologistas (ADL
et al, 2005), baseada na ultra-estrutura genética e cmolale os agentes etiolégicos das
leishmanioses estdo inseridos no Supergrupo BExxawatixons Euglenozoa, Kinetoplastea,
Familia Trypanosomatidae, Génekeishmania Neste género existem mais de 20 espécies
distribuidas em regides de clima tropical e sulitedpde todo o mundo, com excecdo da

Oceania.

As classificacbes mais utilizadas para as leishasasieguem o modelo taxondémico
proposto por Lainson e Shaw (1987), que as divideos subgénerosLeishmania
(SAFJANOVA, 1982) eViannia O primeiro, presente no Velho e no Novo Mundo,segundo
restrito ao Novo Mundo. As espécies do subgéndamnia apresentam desenvolvimento no
intestino posterior do flebotomineo, aderidas &g&yna regido do piloro, enquanto aquelas do
subgénerolLeishmania desenvolvem-se nos intestinos médio e anterior ftEmtomineos
(LAINSON; RYAN; SHAW, 1987; MARZOCHI, 1992; VALE; BRTADO, 2005).
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No Novo Mundo, sédo reconhecidas 15 espécidsegdhmaniaresponsaveis pela doenca
no homem, pertencentes aos dois subgénérogv.) braziliensis, L. (V.) guyanensis L. (V.)
panamensis, L. (V.) lainsoni, L. (V.) colombiendis,(V.) naifi, L. (V.) peruviana, L. (V.)
lindenbergi, L (V.) shawi, L. (L.) amazonensis,(L.) mexicana, L. (L.) garnhami, L. (L.)
venezuelensis, L (L.) pifanagiesponsaveis pelas formas cutaneas das leishmaraedse(L.)

infantum/chagasiresponsavel pela forma visceral da doenca (WHOQR

1.3. Hospedeiros

Os vetores e hospedeiros invertebrados das leisbsesnsdo os insetos hematofagos
pertencentes a Ordem Diptera, Familia PsycodidabfaBilia Phlebotominae, conhecidos
popularmente no Brasil, dependendo da regido gigogra&omo “mosquito” palha, tatuquira,
birigui, entre outros. Os flebotomineos sdo os amietores das leishmanioses, com o género
Phlebotomusocorrendo no Velho Mundo kutzomyiano Novo Mundo (LAINSON; SHAW,
1987; KILLICK-KENDRICK, 1990b). Outros géneros delfotomineos foram classificados,
porém, por uma série de razdes, a maioria dasiesp@&@o é transmissora da doenca. Existem
cerca de 800 espécies de flebotomineos, no entapemas 93 tem sido identificadas como

vetores das leishmanioses (WHO, 2010).

Os hospedeiros vertebrados sdo animais silvestags, como roedores, edentados,
marsupiais, procionideos, ungulados primitivosimatas (LAINSON; SHAW, 1987), e animais
domeésticos, tais como caes e, possivelmente, (BIKOES-MATTOSet al, 2004; OTRANTO;
DANTAS-TORRES, 2010; VIDESet al, 2011). A maioria das leishmanioses é zoonotica,
contudo os homens infectam-se somente quando seéeraxm@cidentalmente ao ciclo de
transmissdo natural. Entretanto, nas formas amipas, os humanos sdo o0s Unicos
reservatorios hospedeiros. Em nosso pais, todé&srrass de leishmanioses sao zoondticas. A

antroponose ocorre somente no calazar indiano (@RIM et al, 1991).

No Brasil, as principais espécies de flebotomimen®lvidas na transmissdo da LTA séo:
Lutzomyia flaviscutellata, Lu. whitmani, Lu. umbiat Lu. intermedia, Lu. wellcome e Lu.

migonei Na transmissdo da leishmaniose visceral o prhcygtor € o do complexdu.
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longipalpis (LAINSON; RANGEL, 2005), embora ja haja evidéndiatransmissao pela espécie
Lu . cruzinos Estados do Mato Grosso e Mato Grosso do SIIRIDA-PEREIRAet al, 2008;
MISSAWA et al, 2011).

1.4. Competéncia vetorial

Dentre as varias espécies de flebotomineos exastert Novo e no Velho Mundo, nem
todas sdo transmissoras das leishmanioses. Algi#sos sdo considerados para a incriminagao
como vetor delLeishmania tais como: o vetor deve ser antropofilico e piczgervatérios e
hospedeiros vertebrados; deve ser infectado naszataom a mesmniaishmaniague ocorre em

humanos; e deve suportar o crescimento do paeasio capaz de transmiti-lo a outro hospedeiro
(WHO, 2010).

Os vetores podem ser divididos em especificos,dpanportam o crescimento de apenas
uma espeécie, ou permissivos, caso tolerem o creatine desenvolvimento de varias espécies
de Leishmania Os principais fatores que influenciam a capa@dael uma determinada espécie
de flebotomineo de atuar como vetor sdo, em prariegar, a resisténcia do parasito a agdo das
enzimas digestivas no trato intestinal do inseto;segundo lugar, a presenca de moléculas na
superficie do intestino do flebotomineo que comedam aos glicoconjugados de superficie das
promastigotas, permitindo que estas se liguem adpamtestinal do inseto. E, por fim, a
producdo de promastigotas metaciclicas, a Unicadodo parasito capaz de sobreviver no
hospedeiro vertebrado (SACKS; KAMHAWI, 2001; VOLRYSKOVA, 2007; SVAROVSKA
et al, 2010).
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1.5. Ciclo evolutivo do parasito

Leishmaniaé transmitida por flebotomineos fémeas que setaf@m durante o repasto
sanguineo a partir de reservatérios infectados pel@sito, no intuito de obter proteinas

necessarias ao desenvolvimento de seus ovos (SACKSHAWI, 2001).

Ao ingerir sangue infectado, o inseto fémea adqaingbém as formas amastigotas que,
dentro da membrana peritréfica, transformam-sedeapente em promastigotas, flageladas, e
multiplicam-se ativamente no intestino do insetdokeOs primeiros dias ap0s o repasto
sanguineo conferem um ambiente potencialmente peted o desenvolvimento do parasito,
devido a acdo das enzimas presentes no tratoigigest inseto. Para se protegerem da a¢ao das
enzimas digestivas, as promastigotas prociclicaduyzem glicoconjugados que correspondem
aos fosfoglicanos de superficie e, em seguida astafa matriz peritrofica para ndo serem
eliminadas ao final da digestdo do repasto sanguidexpressdo de moléculas de superficie

durante este estagio € essencial para a sobreid@v&nrescimento daeishmanigILG, 2000).

A membrana peritrofica comeca a ser destruida eno o terceiro dia, esse processo e
acelerado pela liberacdo de quitinases pelo parg&@HLEIN; JACOBSON; SHLOMAI1991).
Ao escaparem da membrana peritréfica, as formasghicas aderem-se, por intermédio de seu
flagelo, as células epiteliais do intestino do ve&taeproduzem-se intensamente. Imediatamente
segue-se a metaciclogénese, etapa em que as pgwmtasstdeixam de reproduzirem-se e
transformam-se em promastigotas metaciclicas enfiées. Esse processo € acompanhado por
modificacbes na morfologia do parasito e na exgegenica e por modificagdes estruturais do
LPG e de outros glicoconjugados expostos na sgpgedb parasito (SARAIVAet al, 1995).
Essas modificacbes bioquimicas na superficie dasmcicicas implicam na perda de sua
capacidade de adesdo ao epitélio do intestino médidlebotomineo. Como resultado, as
promastigotas metaciclicas destacam-se, migranco @daringe e cavidade bucal. Quando o
vetor infectado alimenta-se do sangue de um huroarde outro mamifero, regurgita as formas
infectantes e estas sdo fagocitadas pelas céluasistema fagocitico mononuclear, como
macrofagos, e por neutrofilos e células dendriticeguras, do hospedeiro vertebrado, onde se
transformam novamente em amastigotas (ALEXANDER;TGS8KAR; RUSSELL, 1999;
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LIESEA; CHLEICHERA; BOGDAN, 2008). Dentro dos mafagos, as amastigotas
reproduzem-se por fissdo binaria e a multiplicad@oparasitos pode progredir até o rompimento
da célula, liberando as amastigotas que poderdxtanf outras células fagociticas, dando
continuidade ao ciclo (BANULS; HIDE; PRUGNOLE, 2007

1.6. A Resposta Imunoinflamatéria na infec¢do pokeishmania

Durante a picada do flebotomineo fémea infectadompstigotas metaciclicas séo
inoculadas na derme do hospedeiro mamifero, comes $®imanos, caes, roedores, marsupiais,
dentre outros (RIBEIRO, 1995). A quantidade inodalde promastigotas varia de acordo com a
intensidade da infeccdo do flebotomineo. O numergpbmastigotas inoculadas parece ser
importante no desenvolvimento da resposta imuncéd@ELKAID et al, 2000).

Na infeccao inicial, d.eishmaniainduz a liberacdo de quimiocinas e a migracao de
neutréfilos e macrofagos para o foco inflamatéoANDRADE et al, 1984; TEIXEIRAet al,
2005). Nas primeiras semanas de infeccdo os liofa&o sensibilizados. As células T CD4
virgens ao interagirem conleishmania podem diferenciar-se em uma variedade de
subpopulacfes de células efetoras, como em célukmsxiliares classicas Thl e Th2 ou em
linhagens mais recentemente definidas, como Thiday TT regulatorias) e Tfh (T foliculares)
(ZHOU; CHONG; LITTMAN, 2009; PECK; MELLINS, 2010; 2ZU; YAMANE; PAUL, 2010).

A diferenciacdo para cada subpopulagdo serd detadani pelas citocinas presentes no
microambiente e pela interacdo do receptor daadlutom o receptor do antigeno (BOYTON;
ALTMANN, 2002). As células Thl séo caracterizadalproducéo de IFN-e estdo envolvidas
na imunidade celular contra microrganismos intideets. As células Th2 produzem IL-4, IL-5
e IL-13 e sdo responsaveis pela imunidade humasatélulas Treg produzem IL-4, IL-13, IL-10
e TGF$. Sua diferenciacdo é induzida por T@F-acido retindico e IL-2 (VIGNALI;
COLLISON; WORKMAN, 2008; SHEVACH, 2009). Por fimsaélulas Tth requerem para sua
diferenciacdo IL-21 e atuam regulando a maturagé@ocelulas B (VOGELZANGet al., 2008;
NURIEVA et al.,2008). A resposta Th2 e de células Treg geralnrestdtam na progressao da
doenca (CAMPANELLI, 2006; TRIPATHI; SINGH; NAIK, ZI¥; RODRIGUES:t al, 2009).
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Nos animais susceptiveis, a lesdo apresenta erswgattituido essencialmente de
macrofagos nédo ativados, vacuolizados e repletosnuestigotas, com focos de necrose. Nos
resistentes, a lesao apresenta exsudato inflamatdsto, o parasitismo é baixo com formacéo de
granuloma e fibrose (ANDRADEt al, 1984).

A resposta imunoldgica desenvolvida depende tamiEmtamanho do indculo.
Camundongos BALB/c, quando infectados com in6cdm g@rande quantidade de parasitos,
desenvolvem resposta Th2, Treg e Th1l7, sem cordootgescimento parasitario e progressao da
doenca. Entretanto, se infectados com baixo nUnderoparasitos, conseguem controlar a
infeccdo, com desenvolvimento de resposta Thl (DRRE COFFMAN, 1996; MENON;
BRETSHER, 1996, 1998; ANDERSO# al.,2009).

1.7. Glicoconjugados déeishmania

A superficie celular dos tripanosomatideos, noss stiversos estagios evolutivos, é
revestida ricamente por moléculas glicosiladasatgona ancorada a membrana celular, através
de glicolipideos como o glicosil-fosfatidil-inogit¢GPI). Esses glicoconjugados formam uma
densa camada superficial protetora, cobrindo peir;ma superficie da célula, intermediando as
interacdes do parasito com seus hospedeiros (ETBEBBYVIER; BORDIER, 1986; ILGOUTZ,
MCCONVILLE, 2001; MCCONVILLEet al, 2002).

Uma seérie de glicoconjugados de superficie tem dekerita em diferentes espécies de
Leishmania como o lipofosfoglicano (LPG) e a glicoproteira (§p63), moléculas envolvidas
nos processos de ligacdo aos hospedeiros vertsbradmvertebrados (MOODY, 1993;
NADERER ; VINCE; MCCONVILLE, 2004).

O LPG é considerado uma das mais importantes mattouolas nas espécies de
Leishmanigé estudadas. Handman, Greenblat e Goding (1984)nfos primeiros a descrevé-lo
na membrana de promastigotas, por meio de antisomponoclonais, e a demonstrar suas
propriedades anfipaticas, chamando-o de lipopaigsfdeo. Basicamente sua molécula consiste

de quatro dominios, séo eles:
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A) Ancora GPI: consiste de um fosfolipidioQtalquil-24yso-fosfatidil-inositol, onde a cadeia
alifatica € um hidrocarboneto ndo ramificado, satar com 24 ou 26 carbonos (ORLANDI;
TURCO, 1987).

B) Nucleo fosfossacaridico: ligado ao inositol @&acora com um glicosil fosfato preso a
hidroxila em C-6 do residuo proximal de manoseligaicao fosfodiéster (TURC®t al., 1989;
MCCONVILLE et al., 1990; ILGet al, 1992). A presenca de galactofuranose fjGalerna &
uma caracteristica dhaeishmania visto que este isbmero ndo € usualmente encontad

glicoconjugados de eucariontes (TURCO, 1996).

C) Esqueleto de unidades repetidas de fosfodiddaca: todos os LPG ja descritos contém
multiplas unidades de RBGaPl,4Marmul que se repetem 15 a 30 vezes formando um polimero
de fosfoglicanos; esse numero de unidades repgimfasiolécula de LPG depende diretamente
do estagio de crescimento da promastigota (SACKE)BIN; TURCO, 1990; MCCONVILLE

et al., 1992). VariacGes interestagios, interespecifiaagnesmo intraespecificas na molécula
devem-se também as diversas substituicbes por ragicas posicdes C-3 de galactose (a
maioria) ou C-2 de manose (MCCONVILLE; FERGUSOMN93; TURCO, 1996). Na.
donovanio LPG ndo apresenta substituicdes na cepa do SUd#RCO et al, 1987) ou
parcialmente ramificado com cadeias laterais deogi na cepa indiana (MAHONE#t al,
1999) (Figura 1).

NaL. major, as substituicdes sdo mais variadas, com oligagsi@os contendo galactose,
glicose e arabinose em 87% de [(3a8 (MCCONVILLE et al., 1990). EmL. tropica as
ramificacdes sdo terminadas com glicose e arabifM&EONVILLE et al., 1995), porém 35%
das manoses apresentam a hidroxila em C-2 substipair cadeia lateral de manose em ligacéao
al,2 (MCCONVILLE et al., 1995). Das espécies do Novo Mundo poucas foraactaizadas,
dentre as quais la mexicanacujos fosfoglicanos repetitivos sdo parcialmeataificados com
glicose em posicao G#l,3 (ILG et al, 1992) eL. peruviana que assim como la donovanido
Sudéo, ndo possui ramificacdes neste polimero (MOAOLE et al., 1995). A caracterizacéo
parcial do LPG dé. amazonensisostrou similaridade ao da mexicanae o daL. chagasi ao
daL. donovanido Sudao (SACKS®t al, 1994).
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D) Cobertura de oligossacarideos: o LPG de véaspgcies é terminado na por¢ao nao redutora,
por diversos oligossacarideos neutros contendatgaka e/ou manose (elm major, também
arabinose), formando urbap. Algumas das coberturas sdo espécie-especificastras sao
compartilhadas entre as espécies (TURCO, 1996).
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Figura 1. Estrutura do LPG e polimorfismo entre espécied eishmaniado Velho Mundo.
(Fonte: RYANet al.,1993).

O LPG é produzido por promastigotas, esta em peggeantidade em amastigotas, e
esta relacionado com a mediacdo da sua ligacamtointestinal do inseto vetor (DAVIES

al., 1990). Depois da inoculacdo da promostigotaaneente sanguinea, acredita-se que o LPG
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desenvolva papel importante na protecdo contraeadelo complemento (PUENTES al,
1990). Ele também parece estar envolvido na ligagéml da promastigota ao macréfago,
facilitando sua entrada e inibindo as ac¢fes litdas enzimas ou radicais livres (CHASN al.,
1989; MCNEELY; TURCO, 1990).

Durante o desenvolvimento daishmania o LPG sofre modificagbes no tamanho e na
estrutura do carboidrato: as formas prociclicagesgam, geralmente, menos LPG, enquanto as
metaciclicas expressam uma cadeia maior e maisficadd, isto €, esta molécula sofre
modificacfes durante a metaciclogénese, aumentamionero de unidades fosfodissacaridicas
(Man-Gal-PQ) (Figura 2) (SACKS; KAMHAWI, 2001). Entretanto, p=cula-se que, para as
leishmanias do complexo mexicanaa modificacdo da estrutura do LPG é inversa, {al se
cadeia de LPG diminui em tamanho apés a metacictsge(ILGet al, 1992 ).

[ Manose
© Galactose
® Aabinvse

Agucares Cadsiade Ancora
terminale fosfoglicanos glicolipidica

Figura 2. Representacdo esquematica da mudanca na supedéciec PG durante a
metaciclogénese em donovani(a, b) eL. major(c, d) (Fonte: SACK®t al, 1995).

26



Além do LPG, outros glicoconjugados estéo presamesuperficie daeishmaniacomo
os glicosil-fosfatidil-inisitol livres (GIPL), os rpteofosfoglicanos (PPG) e as glicoproteinas
contendo ancoras GPIl. Os GIPL sdo moléculas queesfip ligadas a proteinas nem a
polissacarideos e s&o o0s glicoconjugados mais ahtemdente expressos, tanto em
promastigotas como em amastigotad_dishmania(cerca de 10cépias/célula) e podem variar
entre as espécies. A sintese de GIPL é comparasealais estagios e, provavelmente, eles sdo os
principais componentes expostos na superficie destgotas, juntamente com os glicoesfingo-
lipidios (GSL) procedentes do hospedeiro (MCCONMWL FEERGUSON1993; WINTEREet al,
1994).

Quanto aos fosfoglicanos ligados a proteinas, o8sPRinco diferentes classes de
proteinas modificadas por fosfossacarideos forastriias: fosfatase acida secretada (SAP),
proteofosfoglicano filamentoso secretado (fPPGhtgmfosfoglicano de membrana (mPPG),
proteofosfoglicano secretado de amastigota (aPP§&gando proteofosfoglicano secretado de
promastigota (pPPG2) (ILG; HANDMAN; STIERHOF, 1998¢, 2000).

A mais conhecida glicoproteina ligada a GPI € a3gpfna molécula com 63 kDa,
também conhecida como “leishmanolisina” ou “proteds superficie de promastigota”. Presas a
membrana através de ancora GPI, as gp63 recobdenatsuperficie de promastigotas, inclusive
o flagelo (cerca de 5 x 1@noléculas/célula), onde ficam “escondidas” sotiapgélice de LPG;
em virtude desta localizacdo, sdo pobremente mascpdr anticorpos e soro imune (ETGES;
BOUVIER; BORDIER, 1986; KARP; TURCO; SACKS, 199Hua expressdo aumenta durante
a metaciclogénese, chegando a representar mais%deddd proteinas de promastigotas
metaciclicas (KWEIDERet al, 1989; BRITTINGHAM et al, 1995) e também estdo presentes
em amastigotas, porém em menor quantidade. Out@pgbteina de 46 kDa foi identificada em
L. amazonensjsa gp46 (HAHL, MCMAHON-PRATT, 1987). Nesta espéce purificacdo
simultdnea de gp63 e gp46 revelou que a concentdigsia molécula foi duas a trés vezes maior
gue a de leishmanolisina (BURNS al, 1991), representando pelo menos 1% das protdenas

membrana.
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1.8. Métodos de purificacdo de formas metaciclicae Leishmania

Baseando-se nas diferencas estruturais do LPG tduvatlesenvolvimento do parasito e
por ser esta uma das moléculas presentes em maimdancia na superficie celular de
promastigotas (HANDMAN; GREENBLAT; GODIM, 1984), bPG tem sido utilizado como
base nos métodos de purificacdo de formas metddfURCO, 1987; CHAVESt al, 2003).
Esses métodos referem-se a selecdo de parasiemdbhasa modificagdo dos grupos laterais de
LPG. Entre esses métodos, destaca-se a purificaitidando anticorpos monoclonais ou lectinas
(KELLEHER et al.,1994; COURRETet al, 1999; MAHONEYet al, 1999; LIRAet al, 1998;
SACKS; HIENY; SHER, 1985; ALMEIDAet al, 1993; PINTO-DA-SILVAet al, 2002).

Os métodos de purificacdo de promastigotas poca@apths monoclonais consistem na
utilizacdo dessas glicoproteinas para reconhecaordmepitopos de LPG, de glicoconjugados ou
de fosfoglicanos especificamente expressos paurasltde parasitos. Os parasitos sdo incubados
com anticorpo, em torno de 30 minutos a temperaamnbiente e, em seguida, 0s parasitos
aglutinados séo removidos e lavados por centrifigacuma baixa rotacdo (15@xde maneira
que as formas metaciclicas, menos densas, ficaane=oentes no sobrenadante (MAHONEY
al., 1999). Alguns anticorpos monoclonais, que recosimepromastigotas prociclicas e por isso
podem selecionar negativamente as formas metaciied.eishmania,tem sido descritos na
literatura, como 3F12, 3Al-La, MG1 e XCIV-1H2 A81T) que selecionam negativamente
cepas dé. major (KELLEHER et al.,1994) L. amazonensiCOURRETet al, 1999; CHAVES
et al, 2003) L. donovani(MAHONEY et al, 1999) e L. tropica (LIRA et al, 1998)

respectivamente.

Os métodos de purificacdo por lectinas consistem sstecionar, positiva ou
negativamente, subpopulacbes de parasitos pelomhecionento de aclUcares de superficie.
Promastigotas de cultura estacionaria sao incubmmassolucdes definidas de lectinas, em torno
de 30 a 60 minutos, a temperatura ambiente, pagdes de aglutinacdo. Em seguida, os
parasitos sdo submetidos a uma centrifugacdo a batacdo (40 >g) para separar formas
aglutinadas e ndo aglutinadas. Cada fracédo € lasguradamente a 2763 para remocao da
lectina (PINTO-DA-SILVA et al, 2002). Ao final do procedimento, uma das fracGegera
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apresentar subpopulagcbes enriquecidas de promastigoetaciclicas. A literatura descreve
varias lectinas com potencial para aglutinar seetente formas promastigotas de cultura
estacionaria dé&. major e L. braziliensis tais como a lectina de amendoim (PNA) (SACKS;
HIENY; SHER, 1985), lectina de lentilha (LCL) (ALMBA et al, 1993) e lectina dBauhinia
purpurea(BPL) (PINTO-DA-SILVA et al, 2002).

Além destes, existe outro método de purificacdomdtaciclicas, que independe das
variagbes estruturais do LPG. Tal método consiste separar formas infectantes por
centrifugacdo em gradiente de densidade. A suspelesfarasitos de cultura de fase estacionaria
€ centrifugada a 1300 g por 10 minutos a temperatura ambiente, com 20%-idal. Em
seguida, os parasitos preparados na fracdo saspessos e submetidos a rotagdes de 1300 x
nas mesmas condi¢cdes. Ao final do processo, umepegagregado de células, sedimentado no
tubo, corresponde a uma fracdo rica em formas ieéitas. Esse protocolo tem sido descrito
para estudos com cepasldanajordeficientes em LPG (SPATH; BEVERLEY, 2001).

Os meétodos de purificacdo sao importantes paraifpeanalise molecular e funcional

das formas evolutivas deishmania

1.9. Lectinas como ferramenta para purificacdo dedrmas infectantes

Lectinas séo glicoproteinas de origem ndo imune,igteragem de maneira reversivel e
especifica com carboidratos através de interac@®fbbicas e sdo capazes de induzir o
fendmeno de aglutinacdo celular (LORdBal, 1998). As lectinas estdo presentes em todas as
classes e familias de organismos, sendo enconteasegetais superiores, algas, fungos,
bactérias, virus e animais (vertebrados e inveatil®). Em vegetais, elas sdo detectadas em
centenas de espécies de plantas. A maioria dasae@ obtida das sementes, principalmente em
leguminosas, sendo acumuladas no periodo de matueagesaparecendo apés a germinacdo. As
lectinas constituem cerca de 10% das proteinais ¢asementes, porém a quantidade isolada é
pequena: varia entre 0,1-1% deste total (SHAROR, RD04; ALENCARet al, 2005).
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Cerca de uma centena de lectinas ja foi enconteadzaracterizada bioquimica e
biologicamente (CAVADAet al, 1996a, 1996b). Somente da subtribo Diocleinaes mha 15
lectinas foram isoladas nos udltimos 15 anos. Taadectinas desta subtribo sdo proteinas
estaveis, tanto estruturalmente quanto funcionakmenpossuem especificidade por residuos de
glicose, manose e derivados. Embora a classificat@olectinas seja baseada em sua
especificidade por monossacarideos, membros indiisddos grupos podem mostrar diferencas
apreciaveis em sua especificidade por oligossam@sjdsendo que estas diferencas sdo menos
significativas quando as lectinas pertencem ao megémero (GOLDSTEIN; PORETZ,1986;
PEUMANS; VAN-DAMME, 1994).

Em relagcdo a pesquisa cobeishmania lectinas tem sido utilizadas no estudo de
constituintes glicosilados, ou de suas funcdesparasito e em seus vetores. Ja foram usadas
como sondas para o reconhecimento de acUcarestaionss da membrana de diversas espécies
e cepas (DWYER, 1974, 1977; JACOBS@Nal, 1982; SCHOTTELIUS, 1982; GUEUGNOT
et al, 1984; ROSSELIlet al, 1990; ANDRADE; SARAIVA, 1999), para discriminanhagens
de parasitos patogénicos e ndo patogénicos (DAWIDEA¥t al, 1975; DORAN; HERMAN,
1981; SACKS; HIENY; SHER, 1985; NAGAKUR/et al, 1986; SARAIVA et al., 1986;
GROGLet al, 1987; HOWARDet al, 1987), bem como para distinguir os diferenteagss
morfologicos delLeishmania(WILSON; PEARSON, 1984; SARAIVAet al, 1986) e para
purificacdo de seus glicoconjugados (GOROCHKIAI, 1997), entre outros métodos.

Dentre as varias lectinas estudadas, a ConA, datrdas sementes deanavalia
ensiformes(feijdo de porco), é atualmente uma das mais bamacterizadas. Varias lectinas
homodlogas a ConA foram isoladas e caracterizadas, domo as das espéci&soclea
grandiflora (MOREIRA et al.1996), Canavalia brasiliensiSMOREIRA; CAVADA, 1984),
Dioclea guianensifVASCONCELOSet al., 1991), Cratylia floribunda (OLIVEIRA et al,
1991), Dioclea violacea(MOREIRA et al., 1996),Dioclea virgata(CAVADA et al., 1996a) e
Dioclea rostrata(CAVADA et al.,1996b), todas especificas para glucose/manosgenpentes
ao taxon Diocleinae. Tem sido relatado que asnlastde Diocleinae, mesmo compartilhando de
uma alta semelhanca em suas estruturas primatiatineensionais (GRANJEIR@t al., 1997;
SANZ-APARACIO et al.1997; CALVETEZet al., 2000), e de serem especificas pelos mesmos
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monossacarideos (glucose/manose), apresentam ngéisremarcantes em varias atividades

bioldgicas.

Por conta dessa especificidade de ligagdo aosragide superficie de varios parasitos, as
lectinas tem sido amplamente investigadas como ferramentgputdéicacdo. A lectina de
amendoim (PNA), utilizada para aglutinar cepaLdmajor, liga-se a galactose terminal do LPG
de promastigotas de fase logaritmica, mas nd@aeb LPG das formas metaciclicas, que, em
contrapartida, apresenta arabinose em sua pongamae (MCCONVILLE et al.,1992). Lectina
de Bauhinia purpuregBPL), que reconhece especificamente liga¢gbgal (1—3)-GalNAc, e a
lectina de lentilha (LCL), que é especifica paranBrose terminal, selecionam negativa e
positivamente organismos metaciclicosLdéoraziliensis respectivamente (PINTO-DA-SILVA
et al.,2002; ALMEIDA et al,, 1993).

Em L. donovanios residuos de acUcares terminais na cadeia de t&@Gtituidos
principalmente por galactose, ndo sdo substitutflosnte a metaciclogénese, entretanto o
aumento do tamanho da cadeia de LPG faz com que rms¢ecula sofra modificacdes
conformacionais, escondendo o sitio de ligacao atmgares (Figura 2). Por conta disso as
promastigotas prociclicas ligam-se a PNA e ConAs @ms metaciclicas ndo (SACKS al,
1995).

Para cepas de. amazonensjembora alguns trabalhos ja tenham testado Vi@cisas
(SARAIVA, 1986; ANDRADE; SARAIVA, 1999), nenhuma @ mostrou-se capaz de aglutinar

seletivamente as promastigotas, purificando asaiotitzs.

Carboidratos tem sido apontados como macromoléegkenciais em variados processos
celulares, como sinalizacdo, suporte estruturaltepéo e trafego (ROSEMAN, 2001), e as
lectinas tém sido frequentemente usadas como metro para o estudo das interacdes celulares,
na imunomodulacdo e na diferenciacdo de subpomdagle parasitos que envolvem
glicoconjugados (SACKS; HIENY; SHER, 1985; BARRALENTO et al., 1996; VOLF;
SKARUPOVA; MAN, 2002).
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2. JUSTIFICATIVA

As infeccOes experimentais cobeishmaniatem sido importantes para esclarecer os
mecanismos da doencga, bem como nos estudos péieg@®a de novas abordagens terapéuticas
e de vacinas na prevencao da leishmaniose. Nossds/enodelos experimentais para estudo da
leishmaniose, tem-se utilizado para infeccao cadtuma fase estacionaria, por conter mais formas
metaciclicas, infectantes. Estima-se que os fleboteos podem inocular de 0 a 310
promastigotas na derme do hospedeiro mamifero (WARB; SCHLEIN, 1986), o que,
possivelmente, € um fator importante na variacamtgasidade da infeccdo. O grau de infeccao
e o tipo de resposta imunoldgica podem determimaramplo espectro clinico, caracterizado

pelas formas clinicas assintomatica, subclinidassica (BADARCet al, 1986a, 1986b).

Em culturas de fase estacionéaria ldemajor, estima-se que a frequéncia de formas
metaciclicas seja em torno de 10% (DA SIL\éAal, 1989; PUENTESet al, 1990; LIMA;
TITUS, 1996). Considerando que apenas as formaacfobtas parasitam eficientemente os
macrofagos, um inéculo de apenas 10 promastigetés suficiente para a infeccao (DA SILVA
et al, 1989; PUENTES:t al, 1990). Por outro lado, sendo a frequéncia de aiedizas emL.
braziliensis de 0,01% (LIMA; TITUS, 1996), uma dose de*1@u mais de parasitos seria
necessaria para infectar com sucesso os macrofghespedeiro vertebrado. Por conta disso,
para garantir o sucesso da infeccdo, grande padeexiperimentos que utilizam animais de
laboratério, sédo realizados com indculos bastanperfores aqueles utilizados pelo vetor no

ambiente natural, podendo levar a resultados goear@dizem com a realidade.

Como se sabe, ao final do desenvolvimento no tdigestivo do flebotomineo, as
leishmanias diferenciam-se em promastigostas noitaxs e sao transmitidas aos hospedeiros
vertebrados. Por isso, em estudos experimentaisfeetividade de parasitos em animais (in
vivo) ou em macrofagos (in vitro) € preferivel coute formas metaciclicas provenientes de

culturas purificadas.

Estudos que utilizam inéculo purificado, com pog@ikes metaciclicas mais homogéneas,
tem sido importantes, tanto por se aproximarem geisondi¢cdo da infec¢cdo natural, quanto por

inibirem uma possivel resposta inflamatoéria indazmlos restos parasitarios, atraindo por sua
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vez, muitos neutrofilos, descaracterizando a fasecsosa da infec¢do, causada por indculo com
poucos parasitos, como ja descrito (BELKAdDal, 2000).

Diante do exposto, é relevante a identificacdoédaitas que permitam separar formas

metaciclicas que possam ser reproduziveis e aeessiv
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar se lectinas sdo capazes de purificar formasaciclicas de.eishmania
amazonensis

3.2. Objetivos Especificos

Avaliar se lectinas aglutinam formas promastigo&aseishmania amazonensis;
* |dentificar qual lectina possui melhor potencialadgutinacao;

Comparar a viruléncia das fracdes purificadasLdshmania amazonensiga
infeccdo experimentah vivo.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Parasitos

Leishmania amazonengisIHOM/BR/87/BA125), isolada de paciente com leisimiose
cutanea, foi analisada por sorodema e zimodema ERet al, 1991) e mantida congelada e
por passagens periddicas em hamsters. As cultoras fmantidas em meio NNN e em garrafas
com Schneider (Himedia, Mumbai, india) suplementeolm 10% de Soro Bovino Fetal (SBF)
(Gibco, Grand Island NY, USA), 2% de urina humastée de doadores masculinos, 2mM de
L-glutamina (Gibco), 50 pg/mL de gentamicina (Gihct)O pug/mL de penicilina (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO) e 20Qug/mL de estreptomicina (Sigma), e foram utilizad#s a 52

passagem.

4.2. Lectinas

Lectinas deArtocarpus integrifolia(AIL), Erythrina fusca(EFL), Erythrina velutina
(EVL), Vatairea macrocarpa(VML), especificas para D-galactos€anavalia brasiliensis
(ConBr), Cratylia floribunda (CFL) e Dioclea violacea(DVL), especificas para D-glicose/D-
manose, cedidas gentilmente pelo professor Berldwada do Laboratorio de Moléculas
Biologicamente Ativas (BioMol-UFC, Brasil) foram ldidas em PBS na concentracdo de
1mg/mL. As solucdes foram aliquotadas e armazenada6°C e usadas uma Unica vez apos o
descongelamento.

4.3. Aglutinagdo mediada por lectinas

Promastigotas vivas dé. amazonensig5x10promastigotas/mL), tanto de fase de
crescimento logaritmico como estacionario, foraculradas em placas de 96 pocos, em volumes
iguais, com as lectinas em diferentes concentra¢(BeRAIVA et al, 1986 adaptado). As

suspensfes foram incubadas por 1 hora a tempematubgente nas seguintes concentragdes:
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0,05; 0,5; 5; 50 e 100 pg/mL. Em seguida, as prbgwas ndo aglutinadas foram contadas em
camara de Neubauer. Com o objetivo de fazer umec@ml negativa das promastigotas
metaciclicas, foram selecionadas as lectinas gdeziram aglutinacdo acima de 50% nas

promastigotas de culturas de fase logaritmica.

Para cada lectina as reagfes controle foram rdakzpela inibicdo da aglutinagcdo com
acucar especifico numa concentracdo de 0,1 M cal @missao da lectina (Apéndice A). O
percentual de aglutinacao foi determinado pela @idam[1-(nUmero de promastigotas livres da
amostra com lectina/ nimero de promastigotas lidesontrole)] x 100 (SACKSHIENY;
SHER, 1985).

4.4. Ensaio de purificacdo de metaciclicas

Promastigotas vivas de amazonensism fase estacionéaria foram tratadas com a lectina
DVL (adaptado de SACKS; HIENY; SHER, 1985; PINTO-BALVA et al 2002). Foram
incubados, em placas de 24 pocos, volumes iguafadssitos (5x1Promastigotas/mL) e de
lectina (50 pg/mL, concentracdo final de 25 pg/rol) PBS por 30 minutos, a temperatura
ambiente. Em seguida, a suspensao foi centrifugafaxg por 5 minutos, 5 °C para separagao
das fracdes aglutinada e ndo aglutinada. As dagdds foram lavadas separadamente a 2760 x

g, 15 minutos, 5 °C por 3 ciclos (Apéndice B).

4.5. Animais

Foram utilizados hamsters dourados machos (n=2%)idee pelo Biotério do
Departamento de Patologia e Medicina Legal-UFCeefite 8 semanas de vida. Os animais

foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos:

* Grupo Controle (n=8), no qual foi inoculado pam@sieém tratamento com lectina, como

se faz a infeccdo em ambiente laboratorial atuaimen

* Grupo Fracao Aglutinada (n=8), no qual foram inadak as leishmanias que se ligaram

especificamente a lectina DVL na concentracdo deg?2sL;
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» Grupo Fracdo Nao Aglutinada (n=9), no qual foraoculadas leishmanias que ficaram

livres no sobrenadante, ndo se aderindo & DVL neerdracao de 25g/mL.

4.6. Infeccdo experimental

A infeccdo experimental foi realizada no coxim pdeinposterior esquerdo, por via
subcutanea. O in6culo de®lPromastigotas por animal foi administrado num kdude 20 pL
em PBS. Os animais receberam cuidados de profaésioapacitados e alimentaram-se com base
em uma dieta de racdo, frutas, sementes e agreddithd libitum A evolugdo da leséo foi
acompanhada por medicdo semanal de patas, duranpeniodo de 6 semanas. Em seguida, os
animais foram anestesiados e eutanasiados comamhaloPosteriormente, foram retirados
linfonodos de drenagem e patas para determinacdocatga parasitaria e estudos
histopatologicos, respectivamente.

4.7. Determinacdo da carga parasitaria

Os linfonodos popliteos foram retirados assepticeiene macerados em meio Schneider
nao suplementado. Em seguida, foram feitas dilgig&iadas em Schneider suplementado em
placas de 24 pocos até®i(Dezesseis dessas diluicdes foram selecionadgs1p10 10'°,

107, 1074 168, 10, 10%°, 10, 10*, 108, 102 10°°, 10°, 10 e distribuidas em sextuplicatas
em placas de 96 pocos em meio NNN. O nimero deif@saiaveis foi determinado pela mais
alta diluicdo que permitiu o crescimento das prdigetas durante 4 semanas de incubagao em
B.O.D a 23 °C (TITUSet al, 1985). A determinacdo do numero de parasitosi¢éinida pelo
software ELIDA (TASWELL, 1984).

4.8. Analise anatomopatoldgica

As patas foram fixadas em formol a 10% e, em seguidscalcificadas em EDTA a 4%.
Posteriormente, o material foi seguido para cdnie®légicos e confeccdo de laminas coradas

em hematoxilina-eosina. Foram avaliados parameinoso: exsudato celular, edema, necrose,
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congestdo, presenca de eosindfilos, neutrofilogpditos, plasmdcitos, macréfagos, células

gigantes, granulomas, fibrose e parasitismo.

Cada parametro foi avaliado semi-quantitativamesatgundo presenca ou auséncia do
evento através de escores: 0 (auséncia), 1 (1-25¢2B-50%), 3 (>50%), conforme descrito por
Lima (2008).

4.9. Aspectos éticos

Esse trabalho esteve de acordo com os PrincipicesEna Experimentacdo Animal
adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimenta&éonal (COBEA) e foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidedderal do Ceara (CEPA-UFC), sob
namero de protocolo 19/2011 (Anexo A).

4.10. Analise estatistica

Para analise da comparacdo da lesdo de patasilitadd o teste Two-way ANOVA,
seguido do teste de Bonferroni. Para a avaliagdocatga parasitaria e para a analise
histopatologica foi utilizado o teste de Kruskal{igaseguido de Dunns. Os valores de p < 0,05
foram considerados significantes. O programa atliz para essas analises foi o Software

GraphPad Prism verséo 5.00 para Windows.
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5. RESULTADOS

5.1. Potencial de aglutinacdo de lectinas de diferes especificidades, em

promastigotas del. eishmania amazonensis

Inicialmente, foi feita uma triagem com diversastileas de especificidades para D-
galactose e D-glicose/D-manose. O potencial ddestisas de aglutinarem promastigotas vivas
de L. amazonensidoi avaliado, tanto na fase logaritmica como naacashéria, utilizando

diferentes concentracdes.

A capacidade de aglutinacao variou muito entrecasnlas. Na fase logaritmica, AIL e
EFL, especificas para D-galactose, aglutinaram gstigotas dé. amazonensjsium percentual
de 54,9 e de 50,9%, nas concentracOes de 50 q§/68., respectivamente (Tabela 1). Na fase

estacionaria, esse percentual diminuiu para 113%%, respectivamente (Tabela 2; Grafico 1).

Tabela 1. Percentual de aglutinacdo de promastigotasL.deamazonensisem diferentes fases do
crescimento, induzido por lectinas especificas dasgalactose ou D-glicose/D-manose, em varias
concentracfedPados representativos de 3 ensaios realizados.

Fase Logaritmica Fase Estacionaria

Lectinas Concentrag6es das lectinaquy/mL) Concentragfes das lectinaqufy/mL)

0,05 0,5 5 50 100 0,05 0,5 5 50 100
Especificidade para

D-galactose:

Artocarpus integrifolia -AlL 17,3 19,2 30,6 549 33,1 23,2 20,2 252 11,3 31,8
Vatairea macrocarpa YML 129 158 33,1 26,5 23,1 328 225 228 219 211
Erythrina velutina -EVL 175 12,3 2,2 21,0 39,2 325 420 5,6 13,7 11,1
Erythrina fusca -EFL 50,9 43,1 196 214 39,2 195 21,0 249 186 29,7

Especificidade para
D-glicose/D-manose:
Dioclea violacea- DVL 13,3 129 352 66,3 78,1 241 115 28,1 31,0 527

Cratylia floribunda— CFL 238 235 13,1 232 61,9 27,5 12,0 9,3 17,8 29,4
Canavalia brasiliensis €onBr 27,6 21,1 13,7 435 8,6 9,2 199 114 116 3,2
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As lectinas DVL e CFL, especificas para D-glicosaiBnose, apresentaram, na
concentracdo de 100 pg/mL, um maior potencial mmglote para cepa de amazonensisa fase
logaritmica, atingindo percentuais de 78,1 e 61,886pectivamente (Tabela 1). Na mesma
concentracdo, durante a fase estacionaria, foiiy@ssbservar uma reducdo desse percentual
para 52,7 e 29,4%, respectivamente (Tabela 2;cgraji

Tabela 2. Percentual de aglutinacdo de promastigotas..damazonensisem diferentes fases do
crescimento, induzido por lectinas especificas pagalactose ou D-glicose/D-manose, na concentracédo
que induziu maior aglutinacdo na fase logaritmica.

Especificidade para Conc. Fase Fase Delta
D-galactose: (ng/mL) Logaritmica Estacionaria Aglutinagéo
Artocarpus integrifolia —AlL 50 54,9 11,3 43,6
Vatairea macrocarpa VML 5 331 22,8 10,3
Erythrina velutina —EVL 100 39,2 11,1 28,1
Erythrina fusca —EFL 0,05 50,9 19,5 31,4

Especificidade para
D-glicose/D-manose:

Dioclea violacea- DVL 100 78,1 52,7 25,4
Cratylia floribunda— CFL 100 61,9 29,4 32,5
Canavalia brasiliensis -€onBr 50 43,5 11,6 31,9

Delta aglutinacéo: diferenca de aglutinacéo ergriases logaritmica e estacionéria.

Algumas lectinas, como EFL e VML, na fase logariamie VML e EVL, na fase
estacionaria, foram capazes de aglutinar promaaigem concentragcdes muito baixas (0,05 a 5
ug/mL). Em concentragcdes mais elevadas, observomsaeducéo da aglutinacdo (Tabela 1).

Ao se comparar as aglutinagcdes nas duas faseseseneento, observou-se que, com
excecdo da EVL, as lectinas apresentaram um mplhder para aglutinar as promastigotas de
fase logaritmica (Tabela 1). A lectina que melhigscidminou as duas fases de crescimento foi
AIL, com valor de delta igual a 43,6% (Tabela &Afmgos 1 e 2).
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Gréfico 1. Perfil de aglutinacdo de. amazonensisom lectinas especificas para D-galactose em fase
logaritmica (preto) e estacionaria (hachurado). AlArtocarpus integrifolia, VML (Vatairea
macrocarpg, EVL (Erythrina veluting, EFL (Erythrina fuscd. Os resultados sdo expressos como
porcentagem de promastigotas aglutinadas por AMLVEVL e EFL nas concentra¢cfes: 50, 5 e 100 e
0,05pg/mL, respectivamente

100 El Fase logaritmica
< 80- Fase estacionaria
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Gréfico 2. Perfil de aglutinacdo de amazonensisom lectinas especificas para D-glicose/D-manose e
fase logaritmica (preto) e estacionaria (hachurddw). (Dioclea violace® CFL (Cratylia floribund3,
ConBr (Canavalia brasiliensis Os resultados sdo expressos como porcentagemrafeastigotas
aglutinadas por DVL, DFL e ConBr nas concentra¢®e8; 100 e 5Qug/mL, respectivamente
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5.2. Avaliacao da especificidade da aglutinacao indida pelas lectinas

Para comprovar se a acao aglutinante era mediadkegimas, foi realizado um novo
ensaio utilizando o bloqueio por seu acucar especiflesta etapa foram selecionadas apenas as
lectinas que apresentaram um potencial aglutingntd ou superior a 50% na fase logaritmica

de crescimento.

Quando bloqueada por D-glicose/D-manose a lectivih, Beve uma brusca reducédo de
aglutinacdo, na concentracdo de 100pg/mL, de 74rcdptual sem bloqueio) para 17%. A
lectina EFL, apesar de ter aglutinado apenas 20putanastigotas durante a fase estacionaria,
reduziu para 1% quando blogueada com D-galactosdeciinas AIL e CFL, que aglutinaram
20,6 e 39,6%, respectivamente, ndo demonstraraemedifa entre a aglutinagdo com a lectina

isolada ou associada ao bloqueio (13,7 e 36,2%ec&samente) (Gréfico 3).

80 .
Hl Lectina

—_ [ Lectina+ Agucar
E’\i 60+
3
§ 404
3

O~

AL EFL DWW CH

Gréfico 3. Perfil de aglutinacdo de promastigotasLééshmania amazonensisn fase estacionéaria por
lectinas na presenca ou auséncia de seu acUcaifiespds resultados sdo expressos como porcentage
de promastigotas aglutinadas por AIL, EFL, DVL eLGfas concentrag¢des: 50, 0,05, 100 e pgdmL,
respectivamente
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5.3. Avaliagcdoda viruléncia das fracdes purificadas dd_eishmania amazonensimediante
infeccao experimental.

Apés os testedn vitro, constatou-se que, dentre as lectinas avaliad&4,, Da
concentracdo de 100 pg/mL, apresentou maior cegueigara aglutinar promastigotas lde
amazonensiem fase estacionaria. Por essa razdo, o estudovo foi delineado utilizando
apenas essa lectina. Entretanto, apos realizacG@mdesérie de ensaios de aglutinagdo notou-se
efeito toxico ocasionado, provavelmente, pelasaglas concentracdes a lectina. Por conta disto,
novos experimentos vitro foram realizados e chegou-se a conclusdo de qumeentracédo

final mais adequada a ser utilizada para os enseiogo seria de 25 pg/mL.

Ensaios de purificacdo de amazonensisom a lectina selecionada foram conduzidos e

os inéculos purificados foram administrados em harascomo previamente descrito.

Os animais foram acompanhados durante 6 semanasaapdec¢cdo experimental com
cepa purificada de. amazonensjgara avaliacdo da evolugdo do tamanho das lestretodos
0S grupos as lesBes surgiram na 3% semana, comgamtes médias: CT=0,38, FA=0,35 e
FNA=0,19 mm. Durante todo o periodo as lesbes fammilares entre os grupos CT e FA. Ja
entre CT e FNA observou-se que as dimensfes daesslele FNA foram inferiores as do CT na
42 e na 52 semanas pos-infeccdo (p<0,01), bem emtne FA e FNA (p<0,01) nos mesmos

periodos (Grafico 4).
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Gréfico 4. Desenvolvimento de lesdo de hamsters infectadesL@shmania amazonensmirificadas

por Dioclea violaceaapds inoculagdo de iCpromastigotas em pata posterior esquerda. Valores
representam a média do delta (diferenca entreipfgtztada e sadia) + SEM de 8 ou 9 hamsters pqrogru
CT= Controle positivo, FA= Fracdo Aglutinada, FNA&racdo Nao Aglutinada p@ioclea violacea *
p<0,05 entre CT e FNA, FA e FNA.

5.4. Determinacdo da carga parasitaria

Foi realizada a determinacdo da carga parasitarinfonodo popliteo de drenagem da
lesé@o. As placas foram analisadas quanto a presiengarasitos nos poc¢os, durante um periodo
de 4 semanas. Constatou-se que o grupo CT aprasentediana de 9,1x1d
leishmanias/linfonodo, enquanto os grupos FA e Fapxesentaram 1,1x{be 1,3x16
leishmanias/linfonodo, respectivamente (Grafico B)Ao houve diferenca estatisticamente

significante entre os grupos.
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Gréfico 5. Carga parasitaria em linfonodo de drenagem de teasn§ semanas apds inoculagéo de 10
promastigotas dé.eishmania amazonenspurificadas porDioclea violacea.Os valores representam
mediana de 7 a 8 animais/grupo obtidos de 1 dog&rienentos realizado€T= Controle positivo, FA=
Fracdo Aglutinada, FNA= Fracdo Nao Aglutinada parclea violacea
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5.5. Analise anatomopatoldgica

Na analise histopatoldgica, foram avaliados a Bitkxde e o tipo de exsudato, bem como
0 parasitismo. Todos 0s grupos apresentaram a mearaateristica, com intenso exsudato
inflamatério, histioplasmolinfocitario, com franqgedominio de macréfagos vacuolizados e
parasitados, permeados por plasmécitos e escasdgositbs. Raros animais apresentaram
granulomas ndo organizados. Outro achado freqdente presenca de necrose com infiltrado
neutrofilico (Tabela 3). Em nenhum parametro haliferenca estatisticamente significante entre

0S grupos.

Tabela 3. Avaliacdo dos critérios histopatologicos. Cadaipeatro foi avaliado segundo presenca ou
auséncia do evento através de escores: 0 (auséhdjesenca de 1-25%), 2 (presenca de 26-50%), 3
(>50%) Os valores representam mediana de 8 ourBa#sigrupo. CT= Controle positivo, FA= Fracéo
Aglutinada, FNA= Fragdo N&o Aglutinada pddioclea violacea M@ vacuolizado=macrofago
vacuolizado, M@ néo vacuolizado= macrofago néo etizado.

CT (n=8) FA (n=8) FNA (n=9)
Parametro avaliado Mediana Mediana Mediana

(min-max) (min-max)  (min-max)
Exsudato 3 (3-3) 3 (2-3) 3 (2-3)
Necrose 1,5 (0-3) 2 (1-3) 2 (1-3)
Congestao 0,5 (0-1) 1 (0-2) 1 (0-1)
Neutrdéfilos 1 (0-2) 2 (1-2) 2 (1-2)
Linfocitos 1 (1-2) 1 (1-2) 1 (1-2)
Plasmocitos 1 (1-2) 1,5 (1-3) 1 (1-2)
M@ vacuolizado 2,5 (1-3) 2 (1-3) 2 (1-3)
M@ nao vacuolizado 0,5 (0-2) 1 (0-2) 1 (0-2)
Granuloma organizado 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0)
Granuloma nédo 0,5 (0-1) 0,5 (0-1) 0 (0-1)
organizado
Edema 1,5(0-2) 1 (0-1) 2 (1-2)
Parasitismo 2(1-3) 2 (1-3) 2 (1-3)
Ulceracédo 1(0-1) 0 (0-1) 0 (0-1)
X escores 16 17 17
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A aglutinacdo das promastigotas e amazonensidoi mais intensa durante a fase
logaritmica de crescimento. As lectinas com esp@difde para D-glicose/D-manose
apresentaram maior poder aglutinante para a refeggda do que as lectinas especificas para D-
galactose. Esses dados corroboram com os achadlisaleols. (1992) que descrevem que as
leishmanias do complexo mexicana apresentam ursdeggestidas de ligacOes de glicose em
posicadi(1,3) nas cadeias laterais de LPG e de outrosdhsémos.

Prociclicas dé.. majorapresentam, no seu esqueleto de LPG, unidadesdespde PQ
6GaPl,4Marul e ramificacbes de galactose em posigd®,3). Por esse motivo, as
promastigotas de fase logaritmica se ligam a ledi® PNA, especifica para D-galactose. Em
contrapartida, durante a fase estacionaria, assfometaciclicas apresentam, nas cadeias laterais,
porcBes terminais de arabing¥d,2), perdendo a capacidade de ligar-se a PNA (BIMNN;
GODING, 1985; SACKS; HIENY; SHER, 1985; MCCONVILLEt al, 1992). No presente
trabalho, as promastigotas de cultura de faseiesta@ deL. amazonensjsapresentaram uma
reducdo na ligacdo com as lectinas avaliadas dspscpara D-galactose, bem como para D-
glicose/D-manose. Isso pode indicar uma possivetréecia de reducdo e/ou uma mudanca
conformacional dos agucares de superficies preserds formas metaciclicas da cepa em

guestao.

O LPG é um glicoconjugado hiperglicosado expressa@ltos niveis (aproximadamente 6
x 10° moléculas/célula) em promastigota, sofrendo mealiies durante as transformacées do
parasito no vetor. Geralmente, nas formas amaatigata expressao é diminuida, resultando em
menos de 100 moléculas/célula (MCCONVILLE; BLACKWEL1991; BAHRet al, 1993).

Na fase logaritmica emn. braziliensis foi observado que a propor¢cédo de manose, glicose
e galactose era de 3:1:3. Entretanto, duranteeaefstsicionaria, a proporcao de glicose aumenta
em uma relacdo de 1:2:1. A estrutura do LPG deaiatitzas praticamente dobra de tamanho,
devido ao alongamento da cadeia de fosfodissacaride ao aparecimento de acucares

ramificados. O aumento de glicose em metaciclieds traziliensisé consistente para explicar
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a perda do reconhecimento por ligacdo das lectyjaactose-especificas e, por sua vez, a
incapacidade de formas metaciclicas se aglutinés&ARESet al, 2005).

Neste trabalho, a triagem delineada para a selde&oma lectina eficaz em purificar
formas metaciclicas dé&. amazonensigdecorreu em 3 etapas. Primeiro, a avaliagdo da
aglutinagdo deveria atingir um percentual acim&@aa fase logaritmica. Segundo, as lectinas
selecionadas deveriam apresentar especificidaddigagdo ao acgucar na superficie da
Leishmania Estima-se que, na fase estacionaria, a quantidedermas infectantes seja de até
10% (LIMA; TITUS, 1996). Portanto, para que ocosesima selecdo negativa seria necessario
uma aglutinacdo relevante das prociclicas presemiesase estacionaria, de forma que o
sobrenadante pudesse apresentar uma populacaaeeitay de formas metaciclicas. Essa

condicao estaria relacionada a um baixo valor tta datre as duas fases de crescimento.

Dessa forma, levando-se em conta o poder de aggdiin as lectinas AIL, EFL, DVL e
CFL apresentaram relevante potencial de aglutind¢d@ntanto, AIL e CFL foram excluidas do
estudo, pelo fato de estarem ligando-sketsshmaniade forma inespecifica. Dessa maneira,
dentre todas as lectinas estudadas através dassdsabloqueio com acgucar, somente DVL e

EFL mostraram-se as mais promissoras para seledamaas metaciclicas de cultura.

A EFL apresentou elevada especificidade, além desaptar atividade em uma
concentragcdo muito baixa (0,05 pg/mL), que dimiauo risco de toxicidade e reduziria os
custos do ensaio. Por outro lado, além da DVL apmtes melhor poder aglutinante, e menor
valor de delta, seus valores de aglutinacdo tanfbéam semelhantes aos descritos na literatura
para BPL, que aglutinou 84% de braziliensisem fase logaritmica e 50% em fase estacionaria
(PINTO-DA-SILVA et al, 2002). Por esses motivos, a DVL foi selecionaata pomparacéo da

viruléncia das fragOes purificadas na infecigéaivo.

Na infeccdo experimental com as fragfesLdemazonensispriundas dos ensaios de
purificagdo com DVL, esperava-se que uma das feagpeesentasse maiores lesdes ou que essas
lesbes surgissem mais precocemente do que no groptole, indicando uma infeccéo
constituida por inoculo rico em metaciclicas. Emt@partida, na outra fragdo, que deveria ser
pobre em formas infectantes, era esperado quesasslesurgissem mais tardiamente e em

propor¢cées bem menores. No entanto, verificou-gendio houve diferenca entre as duas fragdes
53



purificadas. O tempo de surgimento da lesdo tanfbéigual para os trés grupos, evidenciando
gue a DVL néo se mostrou adequada para ser utllizacho ferramenta para enriquecimento de
formas metaciclicas de. amazonensisEm estudo conh. braziliensis realizado por Pinto-da-
Silva e cols. (2002), foi mostrado que as lesGadyzidas em hamsters por promastigotas nao
aglutinadas por BPL, surgiram mais precocemenf@esantaram maiores tamanhos em relacéo

ao controle, entretanto sem significancia estaéisti

Neste trabalho, os ensaiosvitro demonstraram que a melhor concentracdo de DVL para
aglutinar as promastigotas de amazonensigoi 100 pg/mL. Entretanto, durante os ensaios
posteriores, na purificacdo das fracdes para agaten vivo, avaliando-se com 30 e 60 minutos,
percebeu-se um efeito téxico causado pela DVL nasnastigotas, como presenca de
vacuolizacao, tumefacdo e lise dos parasitos dpdle Incubacéo nas concentracdes de 100 e de
50 pg/mL. Por essa razéo, o estudwivo foi delineado utilizando a concentragéo de 25 jlg/m
Além disso, em virtude de ter sido observada unantigade relevante de auto-aglutinacdo no
controle, o tempo de incubac&o foi reduzido paranBlutos, para controlar este viés. E possivel

gue estas variaveis possam contribuir para a prasendados conflitantes na literatura.

Estudos de Andrade e Saraiva (1999), analisandecina AIL, demonstraram um
potencial aglutinante em diferentes graus de afigdara trés linhagens dle amazonensjsom
concentragcdes minimas requeridas de 8, 16 e 12Bligia fase estacionaria. No presente
estudo, porém, avaliando a capacidade e a espaatfecda aglutinacdo da AlL, verificou-se que,
embora ela apresentasse um bom potencial de agléatina ligacao néo parecia ser mediada pelo
sitio de ligacdo do acucar, também chamado de doeiénreconhecimento a carboidrato (CRD),
podendo, todavia, ser decorrente de outros tipdgjagio, como por exemplo, por afinidade de
carga elétrica, como observado em ensaios imunoatizos (SAHAet al, 2005). Este mesmo

fato foi observado com a CFL (Gréfico 3).

Muitas divergéncias sdo apontadas entre os trabaljue avaliam aglutinagdo com
lectinas. Nagakura e cols. (1986) confirmaram aglgéio paral. braziliensiscom ConA,
Ricinus comunis I, Dolichos biflorus Triticum vulgaris(WGA) e, em contrapartida, Grogl e
cols. (1987) e Andrade e Saraiva (1999), nao ofatimeaglutinacao de. braziliensiscom WGA.
Muskus e cols. (1997) relataram aglutinacdo por PRANA e Glycine max(SBA) paral.
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braziliensis porém esses dados ndo foram reproduzidos pa-&mSilva e cols. (2002). Dwyer
(1977) descreveu que promastigotad ddonovaniforam aglutinadas por uma série de lectinas:
ConA, Lotus tetragonolobysSBA, WGA e Phaseolus vulgarifPHA). Entretanto, estudos
posteriores que utilizaram a mesma espécieailghmaniae as mesmas lectinas corroboraram
apenas com a aglutinacdo pela primeira lectina (RADE; SARAIVA, 1999). Em outro
momento, a ligacdo dglex europaeus € WGA por L. donovanirelatada por Bandyopadhyay e
cols. (1991), ndo foi observada por Sacks e cols. (1885por Howard e cols. (1987) ou por
Andrade e Saraiva (1999). Esses relatos demonstnaandificuldade na reprodutibilidade dos
achados. Isto poderia ser explicado por varioswosticomo a concentragdo, o grau de pureza ou
a toxicidade das lectinas testadas. Pode devearabém as diferencas entre as cepas de
leishmanias avaliadas, a perda da viruléncia daasceom o decorrer das passagens em meios de
cultura, ou o tempo de cultivo dos parasitos, squasto ou quinto dia de cultivo. Deve-se levar
em conta também a concentracéo inicial do inécaleuitura, que pode acarretar em deplecéo
precoce dos nutrientes, compromentendo a qualie@leiabilidade do parasito. Outro fator que
pode interferir, seria o tempo de incubacéo noierda aglutinacdo. Neste trabalho, pode ser
observado que o tempo de incubacéo acarretou afdonde grumos nas promastigotas sem

lectinas, indicando a possivel ocorréncia de aghaotiaacdo (dados ndo mostrados).

A carga parasitaria ndo mostrou diferenca signifeaentre os grupos. Além disso, a
similaridade entre as duas fragbes, bem como coomtpole, indica que DVL aparentemente ndo
discriminou formas prociclicas de metaciclicas spatmente por ligar-se a um glicoconjugado

comum aos dois estagios evolutivod. damazonensis

Vale ressaltar a grandeza da carga parasitariagad@ por essa cepaldeamazonensis

Em trabalho realizado, recentemente, por Peloi Is. 2011), com a mesma espécie de
Leishmaniae com o mesmo modelo experimental, a carga parasio grupo controle foi de
10" leishmanias/linfonodo e o tamanho da lesdo atiigiumm, o que contrasta enormemente
com os achados desta pesquisa, onde se obteventrole, carga parasitaria na ordem dé&’ 10
leishmanias/linfonodo e lesGes de pata 2 vezesrawiQuanto a isso, alguns aspectos merecem
ser ponderados. Primeiro, existem variacdes ersreepas da mesma espécie (ANDRADE;
SARAIVA, 1999). Nos dois trabalhos foram utilizadaepas diferentes. Segundo, o niumero de
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passagens da cultura pode ser determinante naengiatou perda da viruléncia da cepa. No
presente estudo, a cepa utilizada era continuamergelada de animais infectados, e usada
somente até a 5% passagem. Terceiro, o modelaadtili (hamsters dourados), por ndo ser
isogénico, pode apresentar variacdo quanto aéesiataLeishmania Além disso, no presente
trabalho, os achados da infeccdo experimental foeatzados trés vezes, apresentando boa
reprodutibilidade.

Os dados da histopatologia corroboram com os ashdoldamanho das lesbes de pata e
da carga parasitaria dos grupos, demonstrando &uéa diferenca na viruléncia das fraces
purificadas.

A utilizacdo de lectinas como ferramenta de pwa@m de formas metaciclicas esta
sujeita a muitas variaveis, inerentes tanto aosgiaraomo a lectina. No entanto, geralmente os
ensaios diagnosticos, bem como as infeccbes expatam também estdo sujeitos a estas
variaveis, que podem ser contornadas com o0s ajukieprotocolo, para evitar os vieses
metodoldgicos. Embora a DVL néo se ligue a molécakpecificas de formas prociclicasLde
amazonensise, consequentemente ndo sirva como uma ferramentandquecimento de
metaciclicas, isto ndo invalida a busca de outesnbhs que possam ser identificadas para tal

fim.
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* As lectinas deArtocarpus integrifolia (AIL) e de Erythrina fusca (EFL),
especificas para D-galactose, e Déclea violacea (DVL) e de Cratylia
floribunda (CFL), especificas para D-glicose/D-manose, aptasam importante
inducdo de aglutinacdo de promastigotak.denmazonensis

* As lectinas deErythrina fusca(EFL), especifica para D-galactose, eRleclea
violacea(DVL), especifica para D-glicose/D-manose, serigaespecificamente
ao acUcar ddeishmania enquanto quértocarpus integrifolia(AlL) e Cratylia

floribunda (CFL) se ligaram de maneira inespecifica.

* A separacdo das fracbes pbioclea violaceando foi eficaz para aglutinar

seletivamente formas infectantesldemazonensis
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APENDICE - A

Desenho esquematico do ensaio de aglutinacdeidhamia amazonensisediada por lectinas
especificas para D-galactose e D-glicose/D-manmseégias concentracdes

L. amazonensi§5x10'prom/mL)

3% e 5° Dia

L ectinas L ectina + PBS
bloaueio

0,05; 0,5; 5; 50 e 100 pg/mL

‘ Incubacédo por 60 mina TA

Céamara de Neubauer

‘ Determinacéo do % aglutinacao*

* O percentual de aglutinacéo foi determinado p&laula: [1-(nimero de promastigotas livres
da amostra com lectina/ nimero de promastigotesslido controle)] x 100

TA= Temperatura ambiente

Adaptado de SACKS; HIENY; SHER, 1985; PINTO-DA-SIR\ét al, 2002
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APENDICE - B

Desenho esquemético do ensaio de purificacdo dacioktas dd_eishamia amazonensysr
lectina deDioclea violaceaDVL) e separacédo das fracOes

E_Véll_m ;2250?1%/:12:_5255 fgynl; L)+ L. amazonensi§5x10/mL)
500l S00ul
| |
Incubacéo por 20 min a TA
|
Separacéao das fracdes de parasil

l

Inoculacdo 1€ prom/hamster (€-8 semanas
1 Medicao semanal de pate

Eutanasia (halotanc)

M

‘ Retirada de pate ‘ \ Retirada de Linfonodo
L L
| Histopatologia | | Macerac&o do linfonod
1
‘ Sextunlicatasl em placas de !

‘ Leitura a cada 3 dias em M

TA= Temperatura ambiente
MI- Microscopio invertido

Adaptado de SACKS; HIENY; SHER, 1985; PINTO-DA-SIR\ét al,, 2002
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APENDICE - C

Tamanho das lesdes de patas de hamsters infeatadod G promastigotas dé&. amazonensisCT=
Controle positivo, FA= Fragcdo aglutinada, FNA= B@g&o aglutinada p@ioclea violacea

CT(n=8) 1%sem 22sem 3%sem 42sem 5%sem 62sem

Mediana
0,0250 0,0450 0,3750 2,005 3,150 3,615
(mm)
(Max — (0,00- (0,01- (0,0- (0,99- (2,37- (2,49-
min) 0,04) 0,13) 0,80) 2,44) 3,82) 4,28)

FA (n=8) 1%sem 22sem 32sem 42sem 52sem 62sem

Median
ediana 0,0500 0,0400 0,3400 2,045 3,225 3,730
(mm)
(Max — (0,00- (0,02- (0,22- (1,20- (2,33- (2,22-
min) 0,06) 0,17) 0,57) 2,43) 3,65) 4,20)

FNA (n=9) 12sem 2%sem 32sem 42sem 52sem 62sem

Mediana
0,0300 0,0200 0,1600 1,120 2,250 3,070
(mm)
(Max — (0,00 (0,02- (0,06- (0,77- (1,62- (1,95-
min) 0,06) 0,06) 0,44) 1,58) 3,25) 4,27)
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APENDICE - D

Carga parasitaria em linfonodo popliteo de hamstéestados com Fpromastigotas de. amazonensis,
apos 9 semanas de infeccdo. CT= Controle poski#eg, Fracdo aglutinada, FNA= Fragdo nao aglutinada
por Dioclea violaceaValores sdo dados em quantidade de leishmanfasitido.

Controle FA FNA
1,949 x 16° 1,723 x 16° 9,522 x 1¢*
1,061 x 16° 2,450 x 16° 1,052 x 16°
1,296 x 14° 1,459 x 167 1,983 x 16*
9,070 x 16° 1,020 x 16° 2,144 x 168*
2,969 x 14* 1,215 x 1¢° 1,264 x 1&
1,215 x 16° 2,253 x 16° 1,866 x 16
2,390 x 16° 2,847 x 16° 8,764 x 18°

- 3,520 x 16° 8,310 x 14*
- - 2,288 x 16°
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