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RESUMO 

 

Leishmania amazonensis, L.braziliensis e L. infantum são os principais agentes causadores das 

leishmanioses no Brasil. As drogas utilizadas na terapêutica das leishmanioses induzem 

diversos efeitos e não existe uma vacina efetiva. As lectinas são proteínas ligantes de 

carboidratos que apresentam atividade imunomoduladora. O potencial uso das lectinas como 

agente quimioterápico contra Leishmania spp. ainda é incipiente. Neste trabalho, investigamos 

o potencial leishmancida e imunomodulador da lectina obtida da peçonha da serpente Bothrops 

leucurus (BLL). Os resultados demonstraram que BLL inibiu o crescimento e viabilidade de 

formas promastigotas de Leishmania spp., através de um mecanismo dependente de galactose 

e cálcio. A incubação de BLL com células infectadas diminuiu a sobrevivência e causou 

alterações ultraestruturais das amastigotas sem aparentes danos às células hospedeiras. BLL 

induziu um aumento na secreção das citocinas proinflamatórias em macrófagos infectados. 

Assim, o mecanismo de ação desta lectina em ambas as espécies converge na produção de NO 

e morte do parasito. Em L. infantum, o tratamento com BLL levou a diminuição do crescimento 

celular do parasita e dano mitocondrial. A análise por sequenciamento de nova geração destacou 

o papel das Tryparedoxinas no mecanismo de resistência ao tratamento com BLL. Por outro 

lado, sob condições específicas, lectinas podem formar agregados e/ou oligômeros. O padrão 

de agregação de BLL em meio de cultivo foi investigado para avaliar o efeito sobre macrófagos. 

Concluiu-se que fibras semelhantes a amiloides derivadas de BLL são eficientemente 

fagocitados por macrófagos, com consequente liberação de citocinas proinflamatórias. Desta 

forma, BLL e/ou seus agregados possuem ação leishmanicida e imunomoduladora em 

macrófagos infectados por Leishmania spp. em um mecanismo dependente da produção de NO 

e citocinas proinflamatórias. 
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ABSTRACT 

Leishmania amazonensis, L. braziliensis and L. infantum are the main causative agents of 

leishmaniasis in Brazil. Drugs used in the therapy of leishmaniasis induce several effects and 

there is no effective vaccine. Lectins, are carbohydrate binding proteins that have 

immunomodulatory activity. The potential use of lectins as a chemo-/ immunotherapeutic agent 

against Leishmania spp. is still incipient. In this work, we have investigated the leishmanidal 

and immunomodulatory potential of a lectin from Bothrops leucurus venom (BLL). The results 

demonstrated that BLL inhibited the growth and viability of promastigote forms of Leishmania 

spp., through a mechanism dependent on galactose and calcium. Incubation of BLL with 

infected cells decreased the survival of amastigotes causing ultrastructural changes on this form 

with no apparent damage to host cells. BLL induced an increase in the secretion of 

proinflammatory cytokines in infected macrophages. The mechanism of action of this lectin in 

both species converges to the production of NO, leading to the parasite death. In L. infantum, 

BLL treatment led to decreased of parasite growth and mitochondrial damage. The new 

generation sequencing analysis highlighted the role of tryparedoxins in the mechanism of 

resistance to BLL treatment. On the other hand, under specific conditions, lectins form 

aggregates and/or oligomers. We investigated the aggregation behavior of BLL in culture 

medium and its effect on macrophage activity. BLL-derived amyloid-like fibers are efficiently 

phagocytosed by macrophages, with the release of proinflammatory cytokines. Overall, BLL 

and/or its aggregates have leishmanicidal and immunomodulatory action on macrophages 

infected with Leishmania spp. in a mechanism dependent on NO production and 

proinflammatory cytokines. 

 

Keywords: Lectins. Leishmania. Macrophage. Fibrils. Immunomodulation 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Leishmania 

 

1.1.1 Leishmanioses 

 

As leishmanioses estão presentes em 88 países, com cerca de 12 milhões de 

pessoas infectadas e 350 milhões de pessoas sob o risco de infecção. Causadas por 

protozoários do gênero Leishmania, constituem um grupo de doenças de grande impacto 

na Saúde Pública com incidência estimada em 700.000 a 1 milhão de novos casos, com 

20.000 a 30.000 casos fatais ocorrendo anualmente (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE 

SAÚDE, 2015) (Figura 1 e 2). Estes protozoários caracterizam-se por serem parasitas 

principalmente de macrófagos e células dendríticas, levando a manifestações clínicas que 

dependem tanto da resposta imune do hospedeiro quanto da espécie infectante. 

Consideradas doenças de importância no contexto da saúde pública, as leishmanioses 

estão incluídas pela Organização Mundial de Saúde (OMS) entre as seis doenças 

endêmicas de maior relevância no mundo.  

 

Figura 1 - Endemicidade da leishmaniose cutânea (LC)  no mundo, 2015.  

Fonte: Organização Mundial de Saúde, 2017. 
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Figura 2 - Endemicidade da leishmaniose visceral (LV) no mundo, 2015. 

 

Fonte: Organização Mundial de Saúde, 2017. 

 

1.1.2 Formas Clínicas 

 

A forma mais comum de leishmaniose é a leishmaniose cutânea (LC), 

caracterizada por apresentar diferentes graus de severidade, de aparência clínica e de 

tempo de cura (AKHOUNDI et al., 2016; REITHINGER et al., 2007). O aspecto 

desfigurante que estas lesões podem assumir ao longo do curso da doença tem contribuído 

para segregação social e econômica dos indivíduos afetados (DAVID; CRAFT, 2009). 

Em geral, as lesões causadas pela leishmaniose cutânea apresentam aspectos variados e a 

infecção secundária bacteriana altera este aspecto tornando-as mais inflamadas, dolorosas 

e purulentas (BRASIL, 2007). A LC pode ainda acontecer de diferentes formas: 

leishmaniose cutânea localizada (LCL), leishmaniose cutânea difusa (LCD) e 

leishmaniose mucocutânea (LMC). Na LMC, as lesões inicialmente se apresentam na pele 

e, posteriormente, se disseminam até a mucosa de nariz, boca e garganta. 

Subsequentemente, as ulcerações na mucosa podem causar a destruição do septo nasal, 

lábios e palato, levando a um quadro de intensa desfiguração facial (MURRAY et al., 

2005).  

No Velho Mundo os principais agentes etiológicos implicados na leishmaniose 

cutânea são L. major, L. tropica e L. aethiopica, enquanto L. mexicana, L. braziliensis e 

L. amazonensis estão relacionadas com a doença no Novo Mundo (CASTELLUCCI et 

al., 2012; EL-ON, 2009).  
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A leishmaniose visceral (LV) é considerada a mais severa forma de leishmaniose, 

levando a cerca de 95% de mortalidade nos casos não tratados. Os principais sintomas da 

LV incluem: febre irregular, perda de peso, hepatomegalia, esplenomegalia e, por vezes, 

hepatoesplenomegalia (AKHOUNDI et al., 2016). A LV é essencialmente causada por L. 

donovani (na Ásia e África) e L. infantum (no sul da Europa, bem como na América do 

Sul, onde é usualmente referida como L. chagasi). 

Atualmente pode-se dizer que, no Brasil, a leishmaniose apresenta três padrões 

epidemiológicos característicos: a) Silvestre - a transmissão ocorre em área de vegetação 

primária sendo fundamentalmente uma zoonose de animais silvestres, que pode acometer 

o ser humano quando este entra em contato com o ambiente silvestre, onde esteja 

ocorrendo enzootia; b) Ocupacional e lazer - a transmissão está associada à exploração 

desordenada da floresta por derrubada de matas para construção de estradas, usinas 

hidrelétricas, instalação de povoados, extração de madeira, desenvolvimento de 

atividades agropecuárias, de treinamentos militares e ecoturismo; c) Rural e periurbano 

em áreas de colonização – este padrão está relacionado ao processo migratório, ocupação 

de encostas e aglomerados em centros urbanos associados a matas secundárias ou 

residuais (BRASIL, 2007). 

 

1.1.3 Agente Etiológico 

 

Durante o seu ciclo de vida, os parasitas do gênero Leishmania, apresentam dois 

estágios morfologicamente distintos: a forma promastigota com motilidade flagelar 

presente no trato digestivo dos flebotomíneos, e a forma amastigota, não móvel, que 

reside no interior de macrófagos de hospedeiros vertebrados (Figura 2). As promastigotas 

possuem forma alongada, com único núcleo, flagelo livre e cinetoplasto (região 

especializada da mitocôndria onde se localiza o DNA mitocondrial) anterior ao núcleo. O 

tamanho das formas promastigotas é variável, mesmo dentro de uma mesma espécie, 

podendo medir entre 16 – 40 x 1,5 – 3 μm (comprimento x largura) incluindo o flagelo 

que é sempre maior que o corpo do parasito. Estas formas multiplicam-se por divisão 

binária longitudinal dentro do tubo digestivo do inseto vetor. As amastigotas se 

multiplicam no interior dos macrófagos possuindo morfologia ovalada, com núcleo único, 

cinetoplasto e um flagelo que nunca excede os limites da bolsa flagelar. A forma 

amastigota varia de tamanho dependendo da espécie, podendo medir entre 3 – 6,5 x 1,5 – 

3 μm (comprimento x largura) (SANTOS et al., 2013). 
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Figura 3 - Representação esquemática da forma amastigota e promastigota de Leishmania.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Santos et al. (2013). 

Legenda: Aspecto morfológico das formas evolutivas promastigotas (procíclica e metacíclica) 

evidenciando a localização do núcleo (n), flagelo (f) e cinetoplasto (c). Para formas promastigotas e 

amastigotas, o cinetoplasto está localizado na porção anterior ao núcleo. Todas as formas, possuem uma 

única mitocôntria (m) ramificada na extensão do corpo cellular até o início do cinetoplasto. 

 

1.1.4 Ciclo de vida da Leishmania 

  

O ciclo biológico desse protozoário ocorre em dois estágios: dentro do aparelho 

digestivo e glândula salivar do inseto vetor, sob a forma promastigota, e no interior de 

macrófagos e células dendríticas de hospedeiros vertebrados, a forma amastigota. Durante 

o repasto sanguíneo, a fêmea do flebotomíneo (essencialmente pertencentes aos gêneros 

Phlebotomus e Lutzomyia) inocula a forma promastigota infectiva do parasita juntamente 

com a saliva (forma metacíclica). Inicialmente, os parasitos são capturados por células do 

sistema fagocítico mononuclear presentes no tecido epitelial, sendo os macrófagos os seus 

principais alvos (SCOTT, 2011). Em adição à fagocitose dos parasitos, macrófagos 

também fagocitam neutrófilos infectados em processo de apoptose. No interior dos 

macrófagos, as formas promastigotas estabelecem uma residência intracelular e se 

transformam em amastigotas. Após multiplicação, com o aumento no número de 

amastigotas no interior do vacúolo parasitóforo, os parasitos são liberados através de lise 

celular, resultando na infecção de outras células. O ciclo de vida é completado quando 
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outro hematófago ingere sangue infectado novamente durante o repasto sanguíneo. 

Dentro do vetor, formas amastigotas são convertidas em promastigotas procíclicas. Neste 

ponto, os parasitos se proliferam, se diferenciam em formas promastigotas infectivas e 

migram para as glândulas salivares do mosquito, perpetuando o ciclo de vida (KAYE; 

SCOTT, 2011) (Figura 4). 

 

Figura 4 - Ciclo de vida de Leishmania, o agente causador da leishmaniose.  

 
Fonte: Adaptado de Kaye e Scott (2011) 

Legenda: Formas promastigotas procíclicas de Leishmania se diferenciam em formas infectantes 

metacíclicas no interior do flebotomíneo. Durante o repasto sanguíneo, o inseto regurgita os promastigotas 

metacíclicos, juntamente com proteofosfoglicanos com função imunomoduladora e vários components da 

saliva do inseto. Os parasitos promastigotas metacíclicos são fagocitados, estabelecem uma residência 

intracelular e se diferenciam em formas amastigotas. Após replicação dos amastigotas e posterior ruptura 

da célula hospedeira, há a liberação de amastigotas que irão infectar outras células. O ciclo de transmissão 

está completo quando um outro febotomíneo é contaminado durante o repasto sanguíneo. 

 

1.1.5. Imunologia da Leishmaniose 

 

Vários estudos têm demonstrado que a resposta do hospedeiro contra a 

Leishmania pode ser modulada por vários fatores incluindo células do sistema 

imunológico como neutrófilos, células Natural Killer (NK), macrófagos, linfócitos T 



22 

 

 

CD4+ e citocinas como o interferon- (IFN-γ), a interleucina-12 (IL-12) e factor necrose 

tumoral (TNF) (BIRNBAUM et al., 2011).  Neste sentido, os macrófagos são 

considerados fundamentais para que a infecção se estabeleça, pois são as principais 

células infectadas e o local de replicação dos amastigotas (JOHN; HUNTER, 2008; 

NYLÉN; GAUTAM, 2010). Estas células possuem potente função antimicrobiana, agem 

como células efetoras e juntamente com as células dendríticas, apresentam antígenos de 

Leishmania, ativando os linfócitos T (BIRNBAUM et al., 2011). No entanto, capacidade 

microbicida dos macrófagos pode ser superada pelos mecanismos de defesa do parasito, 

que consegue sobreviver e multiplicar-se num ambiente totalmente desfavorável (KAYE; 

SCOTT, 2011).   

A incapacidade dos macrófagos em matar os parasitos e ativar outras células 

efetoras do sistema imune é produto da capacidade persistente do parasito em alterar 

várias vias de sinalização chaves. Esta rápida mudança nas vias de sinalização serve a 

pelo menos duas estratégias dos parasitos: a princípio, a inibição dos mecanismos de 

morte induzida pelos macrófagos que são disparados após a fagocitose de partículas 

estranhas (i.e. a produção de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio). Além disso, a 

inibição da função leishmanicida que pode ser disparada em resposta a ativação dos 

macrófagos tanto por estímulos provenientes do parasito quanto da produção de IFN-γ, 

os quais levam a produção de óxido nítrico (SHIO et al., 2012).  

Além dos mecanismos de evasão do parasito, o estabelecimento ou não da 

infecção por leishmania depende, na maioria dos casos, de duas subpopulações de células 

T CD4+, Th1 e Th2, e de suas citocinas associadas. (GIUDICE et al., 2012; 

KEDZIERSKI, 2010; OLIVEIRA et al., 2014; REIS et al., 2006). Os linfócitos T são 

fundamentais na resposta do hospedeiro às leishmanioses e decisivos para cura e geração 

de uma resposta imune protetora, ao mesmo tempo em que são responsáveis pela 

persistência da doença e a sua patologia (CHOI; KROPF, 2009). O padrão de resposta 

imune do tipo Th1 com produção de IFN-γ, TNF-α e IL-12, tem sido associado com o 

controle da infecção através da ativação dos macrófagos e destruição parasitária 

(AMEEN, 2010; ROBERTS, 2006). A citocina IFN-γ atua em sinergia com TNF-α 

ativando óxido nítrico sintase (iNOS ou NOS2) a produzir óxido nítrico (NO), resultando 

na morte intracelular do parasito e controle da doença (BOGDAN et al., 2001; NYLEEN 

e GAUTAM, 2010). Por outro lado, citocinas como IL-4, IL-10 e TGF-β, consideradas 

do tipo Th2, favorecem a multiplicação parasitária, inibindo a produção de NO por 

macrófagos ativados por IFN-γ (GOMES-SILVA et al., 2007). Essas citocinas também 
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são capazes de inibir a diferenciação dos linfócitos T para um perfil Th1 e consequente 

produção de IFN-γ e TNF-α (BARATTA-MASINI et al., 2007).  

Adicionalmente, a fagocitose de Leishmania também leva à produção de espécies 

reativas de oxigênio (ROS) na tentativa de eliminação do parasito, além de causar a 

ativação do inflamassomo NLRP3. A pro-IL-1β, forma inativa da citocina IL-1β, é 

processada pelo inflamassomo na pele da pessoa infectada. No entanto, o fator (ou 

fatores) que induz (em) a produção da IL-1β na pele permanecem desconhecidos. A 

ativação de IL‑1β é essencialmente acompanhada da ativação de inflamassomo e mediada 

pela clivagem da Caspase-1 (Figura 5). Além disso, a ativação do inflamassomo pode 

funcionar como sinalizador de resposta na infecção por L. braziliensis em humanos 

(NOVAIS et al., 2015).  

IL-1β é essencial na expansão de células Th1, pois promove o aumento na 

produção de IL-12. Além disso, IL-1β também é capaz de induzir a ativação de NO, 

participando diretamente na ativação dos macrófagos e, indiretamente, promovendo a 

resposta do tipo Th1 e aumento na produção de IFNγ. Entretanto, em contraste com o 

efeito protetor, a resposta exacerbada de IL-1β e TNF-α pode levar à produção de diversas 

citocinas e quimiocinas que promovem o aumento na expressão de moléculas de adesão 

e levam à destruição tecidual e agravamento da doença (SCOTT; NOVAIS, 2016). 

Estudos prévios demonstraram que animais com deficiência em componentes do 

inflamassomo foram mais susceptíveis à infecção (CHARMOY et al., 2016). Em 

camundongos infectados com L. amazonensis, a ativação de IL‑1β via inflamassomo 

parece promover a produção de NO mas o estímulo não seria suficiente para cura do 

animal. Desta forma, o inflamassomo pode estar relacionado com a proteção ou 

exacerbação da patogênese da leishmaniose (LIMA-JUNIOR et al., 2013).   

O papel do sistema imune do hospedeiro e o tipo de resposta elicitado podem 

explicar o insucesso de tratamento e a geração de resistência e devem ser levados em 

consideração no desenvolvimento racional de novas drogas (BANERJEE et al., 2011).  

 

1.1.6 Quimioterapia e Prospecção de Novos Alvos Terapêuticos contra Leishmaniose 

 

Independente da espécie de Leishmania envolvida, a terapia para leishmanioses ainda 

é baseada no uso de antimoniais pentavalentes, como drogas de primeira escolha. Porém 

os efeitos adversos, a necessidade de uma administração parenteral, regimes de 
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tratamento prolongados e aparecimento de resistência do parasita ao tratamento ainda se 

impõem como principais obstáculos à erradicação da doença, principalmente nos países 

subdesenvolvidos e/ou em desenvolvimento (CUNHA, 2015; GONZÁLEZ et al., 2008). 

Neste panorama, a procura de alternativas para o tratamento destas doenças ainda se faz 

necessária.   

 

Figura 5 - Papel da IL-1β e ativação de inflamassomo como protetor ou indutor de patogênese na 

leishmaniose.  

 
Fonte: Adaptado de Scott e Novais (2016). 

 

É consenso entre os pesquisadores que o desenvolvimento de novas drogas contra 

tripanosomatídeos, passa pelo conhecimento da biologia celular e de rotas metabólicas 

próprias do parasita, não encontradas nas células do hospedeiro, e que possam ser 

utilizadas como alvo seletivo contra estes parasitos. Leishmania sp., como outros 

tripanosomatídeos, apresenta ciclo de vida complexo, envolvendo hospedeiros 
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vertebrados e invertebrados.  Durante seu ciclo de vida, estes parasitos adaptam seu 

metabolismo de acordo com a disponibilidade de alimentos, ou melhor, com os substratos 

disponíveis (TIELENS; VAN HELLEMOND, 2009). O metabolismo energético de 

tripanossomatídeos apresenta características peculiares, além de um sistema enzimático 

e organelas bastante especializadas que permitem ao parasita se adaptar às diferentes 

condições do meio (FIDALGO; GILLE, 2011).  Um exemplo disso está no fato de que, 

ao contrário da maior parte dos eucariotos onde a via glicolítica ocorre no citoplasma, nos 

tripanossomatídeos ela ocorre dentro de uma organela denominada glicossomo 

(BRINGAUD et al., 2006), a qual é exclusiva destes protozoários, constituindo assim um 

alvo interessante para drogas.  Por outro lado, o Ca2+, é um importante íon atuando como 

segundo mensageiro essencial em eucariotos, incluindo os protozoários. A quebra da 

homeostase do Ca2+ pode levar à morte celular por apoptose ou necrose. A regulação das 

concentrações intracelulares de Ca2+ nos tripanosomatideos é de extrema importância, 

pois estes parasitos possuem uma única mitocôndria, que ocupa cerca de 12% do volume 

total do parasito e que é capaz de acumular grandes quantidades de Ca2+. Além da 

mitocôndria, os acidocalcisomas, estão diretamente envolvidos com a homeostase deste 

íon em tripanosomatídeos. Assim, fármacos que atuam diretamente na homeostase do 

Ca2+ intracelular ou indiretamente na mitocôndria, acidocalcisomas ou glicosomos vêm 

sendo amplamente investigados como estratégia promissora de novos alvos terapêuticos 

(BENAIM; GARCIA, 2011).  

 

1.2 Lectinas  

 

As proteínas são as moléculas mais abundantes nos sistemas vivos. Desta forma, 

um organismo vivo possui cerca de 15% do seu peso seco constituído por elas. Neste 

contexto, as lectinas apresentam-se como um grupo de macromoléculas da classe das 

proteínas com as mais variadas funções como: hormonal, enzimática, defesa, nutricional, 

receptor de sinais celulares, proteínas de transporte bem como funções estruturais 

(SHARON, 2007; SHARON e LIS, 2004; 2001).  O termo “lectina” (do latim lectus, 

significa selecionado, escolhido) foi proposto por Boyd e Shapleigh em 1954 para 

designar um grupo de proteínas que apresentava a característica comum de seletividade 

na interação com carboidratos. O termo aglutinina é usado como sinônimo para lectina, 

em referência à habilidade de aglutinar células (PEUMANS; VAN DAMME, 1995).  

Porém, a definição de lectina mais completa foi formulada por Kocourek e Horejsi (apud 
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JAMES, 1985), de acordo com estes autores lectinas são proteínas não pertencentes ao 

sistema imunológico. Porém, capazes de reconhecer sítios específicos em moléculas e 

ligar-se reversivelmente a carboidratos, sem alterar a estrutura covalente das ligações 

glicosídicas dos sítios (PEUMANS; VAN DAMME 1995, PEUMANS et al., 2001).  

 

1.2.1 Particularidades de lectinas 

  

Lectinas são proteínas que reconhecem e se ligam especificamente a carboidratos. 

Deve ser enfatizado, no entanto, que a especificidade das lectinas é altamente variável. 

Algumas proteínas reconhecem e interagem com monossacarídeos como manose, glicose, 

galactose e fucose, porém algumas lectinas, especialmente as de plantas, se ligam a 

oligossacarídeos complexos N- ou O-ligados (GHAZARIAN et al., 2011).  Além disso, 

as lectinas diferem entre si quanto à sequência de aminoácidos, requerimentos de metais, 

peso molecular e estrutura tridimensional.  

As lectinas, por possuírem sítios específicos de ligação a carboidratos, são capazes 

de interagir com diversas moléculas dos fluidos biológicos e receptores de superfície 

celular, agindo como decodificadores das informações trocadas entre moléculas, células 

e organismos (HUGHES, 2000). Desta forma, estas proteínas vêm sendo utilizadas na 

investigação científica como uma ferramenta útil na avaliação e no entendimento de 

diversos sistemas biológicos. Dentre as diversas aplicações biotecnológicas atribuídas às 

lectinas, destacam-se a identificação de grupos sanguíneos, a caracterização de 

microorganismos, a estimulação mitogênica de células imunes, a detecção e o isolamento 

de carboidratos em solução nas macromoléculas ou em superfície celular (DANG; VAN 

DAMME, 2015; RABINOVICH; CROCI, 2012; RABINOVICH, 1999; SHARON; LIS, 

2001). 

A seletividade das lectinas para seus alvos naturais dá-se em funcão de múltiplos 

sítios de ligação adicionais aqueles que determinam a especificidade. Os sítios 

determinantes da especificidade são denominados sítios primários. A multiplicidade de 

ligações é proporcionada por subsítios de ligação (ou sítios extendidos) ou por 

subunidades multivalentes. Em ligações que envolvem subsítios, um monosacarídeo 

(carboidrato específico), usualmente terminal, está intimamente ligado no sítio primário 

da lectina juntamente com os monossacárideos posteriores da cadeia de oligossacarídeo 

(NAGAE; YAMAGUCHI, 2015; GABIUS, 2011).  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gabius%20HJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21458998
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Em relação às cadeias polipeptídicas, as lectinas são caracteristicamente ricas em 

aminoácidos ácidos hidroxilados, associados por interações hidrofóbicas, pontes de 

hidrogênio e, em alguns casos, pontes dissulfetos (KENNEDY et al., 1995). As 

especificidades e afinidades dos sítios são alcançadas principalmente por pontes de 

hidrogênio, com o auxílio de forças de van der Waals e interações hidrofóbicas com 

resíduos de aminoácidos aromáticos que estão próximos às porções hidrofóbicas de 

monossacarídeos, contribuindo para estabilidade dos complexos formados (SHARON; 

LIS, 2001). 

 Os cátions divalentes, tais como os de Cálcio, estão envolvidos indiretamente no 

mecanismo molecular de reconhecimento glicídico de algumas lectinas. As cadeias 

laterais dos aminoácidos, ácido aspártico e asparagina coordenam esses cátions e fazem 

a ligação de hidrogênio com o glicídio ligante. Portanto, além de servirem para 

manutenção da integridade das subunidades dessas lectinas, os íons metálicos ajustam os 

resíduos de aminoácidos envolvidos no sítio ligante glicídico, auxiliando-os na interação 

com o carboidrato; no entanto não interagem diretamente com o mesmo como ilustrado 

na Figura 6 (CUMMINGS, 2014; FEINBERG et al., 2001).  

 

1.2.2 Lectinas de animais 

As lectinas são conhecidas há mais de um século como constituintes de plantas 

(CUMMINGS, 1997). Esta concepção está fortemente associada ao conceito de que estas 

proteínas seriam encontradas exclusivamente em plantas. Porém, as lectinas podem ser 

encontradas em diferentes fontes, incluindo animais, fungos, bactérias e vírus (RINI, 

1995).  O isolamento, em 1974, da primeira lectina de mamífero, a asialoglicoproteina 

hepática, ligante de galactose, foi um dos resultados da pequisa de Gilbert Ashwell no 

NIH, juntamente com Anatol G. Morell na Escola de Medicina Albert Einstein (Nova 

York). Ao mesmo tempo, Vivian Teichberg informou o isolamento do primeiro membro 

da família das lectinas b-galactose-específicas, designadas galectinas (TEICHBERG et 

al., 1975; BARONDES et al., 1994). Desta maneira, nas últimas décadas têm-se 

testemunhado a descoberta de diversas lectinas animais que foram agrupadas conforme 

descrito no Quadro 1. 
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Figura 6 - Representação esquemática da estrutura secundária de uma lectina do tipo-C complexada com 

seu carboidrato ligante específico.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

Fonte: Modificado de Nagae e Yamaguchi (2015). 

Legenda: As esferas amarelas representam os íons de Ca2+. 

 

Quadro 1 - Classificação das lectinas  

Tipo Exemplo de lectina Ligante 

β-sandwich (Jelly-

roll) 

Galectinas 

Calnexina, calreticulina 
 

Β-galactosídeos 

Glc1Man9GlcNAC2 

C-type 
Receptor de asialoglicoproteína 

Selectinas, MBL 
 

Fuc, Gal, GalNAC 

P-type 

Receptor de Manose-6-fosfato (MR) 

e proteínas com domínios homólogos 

a MR 
 

Man-6-fosfato, 

Man5,8GlcNAC2 

β-trefoil 

Fator de crescimento de fibroblastos 

Receptores de manose com domínios 

ricos em cisteína (macrófagos) 

Lectina hemolítica 

GalNAC-4-sulfato 

GalNAC 

Gal 

Fibrinogen-like 

domain 

 

Ficolinas 

Intelectinas 

Tachylectina-5 
 

GlcNAC 

Galf, pentoses 

Ácido siálico 

Hevein-like domain 

Neurotoxina de aranha 

(Selenocosmia huwena); 

Cardiotoxina de veneno de cobra 

GalNAC 

Dissacarídeos derivados 

de heparina 
 

Fonte: Adaptado de Gabius e Kayser (2014). 
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1.2.3 Lectinas Tipo C 

A dependência da ligação ao açúcar na presença de íons Cálcio e a preservação na 

sequência comum de 14 aminoácidos na região invariável e 18 na constante são dois pré-

requisitos para a definição de uma lectina tipo C (DRICKAMER, 1992; DRICKAMER; 

TAYLOR, 1993; NAGAE; YAMAGUCHI, 2015). As lectinas tipo-C do veneno de 

serpentes são Cálcio-dependentes constituindo-se exclusivamente como homodímeros ou 

homooligômeros (YAMAZAKI; MORITA, 2007) e tendo como carboidratos ligantes a 

manose, galactose, fucose, N-acetilglicosamina, N-acetilgalactosamina e seus derivados. 

Além disso, em sua origem, localizam-se principalmente na membrana celular e região 

extracelular. Possuem funções diversas como, por exemplo, participação na interação 

célula-célula, na imunidade inata e adquirida e montagem de rede da matriz extracelular. 

 

Figura 7 - Estrutura secundária da BiL, lectina da peçonha de Bothrops insularis.  
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Fonte: Guimarães-Gomes et al. (2004). 

Legenda: Ca2+ representados pelas esferas cinzas ligadas a galactose. A ponte dissulfeto está apresentada 

em branco. Arranjos da estrutura secundária em folhas-β estão em verde e as formações α-hélice em 

vermelho. 

 

 

 

1.2.4 Lectina de Bothrops leucurus (BLL)  

 

A lectina do tipo-C, isolada a partir da peçonha da serpente Bothrops leucurus 

(BLL, Bothrops leucurus lectin), foi purificada por um protocolo eficiente de 

cromatografia de afinidade em gel de Guar. Assim como outras proteínas do tipo-C, a 

atividade desta proteína depende de Cálcio e é inibida por açúcares contendo 

galactosídeos (Figura 7). Estruturalmente é um dímero composto de duas subunidades de 

15 kDa unidas por ligações dissulfeto. Além disso, o dicroísmo circular revelou que, em 

relação a sua estrutura secundária, BLL pode ser classificada como uma proteína toda-β 

(NUNES et al., 2011). 

Em relação a sua aplicação biológica, BLL apresentou atividade antibacteriana 

contra bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis e 

Bacillus subtilis) (NUNES et al., 2011). Além disso, BLL demonstrou ter atividade 

citotóxica contra diversas linhagens de células tumorais, atuando essencialmente sobre a 

bioenergética mitocondrial destas células, levando à morte celular (NUNES et al., 2012; 

ARANDA-SOUZA et al., 2014). Entretando, quando BLL foi submetida à irradiação, a 

citotoxicidade induzida por BLL foi abolida em todas as linhagens tumorais testadas. Tais 

resultados confirmaram que a radiação gama de 60Co foi capaz de causar alterações 

funcionais e estruturais em BLL (NUNES et al., 2012). A diminuição significativa da 

viabilidade de células da linhagem B16-F10 de melanoma após tratamento com BLL 

também foi observada. A morte celular foi atribuída a aumentos prévios nas 

concentrações de cálcio intracelular e de espécies reativas de oxigênio (EROs) 

mitocondrial, efeito que provavelmente está relacionado com a perda de potencial de 
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membrana e transição de permeabilidade mitocondrial (TPM) (ARANDA-SOUZA et al., 

2014). 

 

1.2.5 Tripanossomatídeos e as lectinas 

 

As lectinas tem se mostrado promissoras na prospecção de possíveis agentes 

quimioterápicos contra diversas doenças. Estas proteínas reconhecem com alta 

especificidade resíduos de carboidratos presentes em proteoglicanas, glicoproteínas e 

glicolipídeos, os quais desempenham importantes funções tais como: interação parasito-

célula, comunicação célula-célula, fertilização, desenvolvimento embrionário, 

reconhecimento e comunicação celular, entre outros (SITOHY et al., 2007). Em 

tripanossomatídeos, lectinas também foram utilizadas para avaliar mudanças na 

composição e distribuição de açúcares na superfície celular durante o processo de 

transformação de epimastigotas a tripomastigotas metacíclicos de T. cruzi, porém existem 

poucos trabalhos sobre o potencial destas proteínas como agente quimioterápico.  

Estudos prévios com a lectina Cramoll 1,4, mostrou que esta proteína causa 

inibição do crescimento de formas epimastigotas de T. cruzi, induz a permeabilização da 

membrana seguida do influxo de cálcio e acúmulo de cálcio mitocondrial, além de 

aumentar a produção de ROS mitocondrial e causar decréscimo no potencial de 

membrana mitocondrial, promovendo a morte celular por necrose (FERNANDES et al., 

2010; FERNANDES et al., 2014). Diversos mediadores, organelas e processos celulares 

têm sido implicados na morte celular, mas ainda não é claro como esses eventos interagem 

uns com os outros. Entretanto, alterações mitocondriais, produção de espécies reativas de 

oxigênio e de nitrogênio, permeabilização de membrana mitocondrial, alterações 

lisossomais e aumento na concentração de Ca2+ citosólico parecem estar envolvidos no 

processo de morte celular induzida pelas lectinas (KROEMER et al., 2009). 

  

1.2.6 As Lectinas e a Agregação Amilóide 

 

O processo de agregação de proteínas envolve diferentes estágios que 

compreendem: mudanças na conformação nativa, formação de oligômeros, nucleação e 

geração de agregados que, por fim, podem originar fibras amiloides (BUELL, 2017; 

UVERSKY et al., 2004). Os agregados amiloides são compostos por estruturas fibrilares 
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formadas por protofilamentos, nos quais as estruturas em β-folhas são rearranjadas 

perpendicularmente ao eixo de elongação. Tais protofilamentos podem se associar a 

outros protofilamentos originando, desta forma, as fibras amiloides (BEMPORAD e 

RAMAZZOTTI, 2017) (Figura 8).  

O estado amiloide das proteínas foi descoberto incialmente no contexto de 

doenças neurodegenerativas como Alzheimer e mal de Parkinson (Hardy e Selkoe, 2002; 

Dobson, 2003). No entanto, estudos recentes têm demonstrado que estruturas amiloides 

podem também apresentar funções fisiológicas benéficas. Estas estruturas, chamadas de 

amiloides funcionais, são utilizadas por diversos organismos para desempenhar funções 

biológicas como proteção estrutural, regulação e controle da produção e armazenamento 

de proteínas, além de reconhecimento célula-célula (PHAM et al., 2014).  

 

Figura 8 - Esquema simplificado do processo de agregação amiloide.  

Fonte: Modificado de Herzig et al. (2014). 

Legenda: Em determinadas concentrações e sob condições específicas, a proteína na forma nativa pode 

sofrer um desenovelamento da sua estrutura secundária e se reorganizar em grupamentos solúveis 

denominados oligômeros.  O complexo oligomérico irá se rearranjar em pré-fibrilas, formadas 

essencialmente por estruturas em β-folhas (em vermelho), típicas em agregados amiloides. A ligação cross-

β entre estas estruturas dará origem aos protofilamentos que, por fim, se organizarão em fibras maduras. A 

curva sigmóide representada em laranja representa o sinal obtido no monitoramento tempo-dependente 

quando utilizamos algumas das técnicas padrão para reconhecimento de fibras amiloides (ThT binding 

essay, Congo Red staining, Dynamic  Light Scattering, FTIR, etc.). É possível notar ainda, a baixa 

sensibilidade desses métodos a estruturas formadas no início do processo de agregação, como os oligomeros 

tóxicos, por exemplo. Portanto, esta fase inicial da curva sigmóide é chamada de “lag-phase”. 

 

As atividades biológicas atribuídas às lectinas, em geral, estão diretamente 

relacionadas à manutenção conformacional do Domínio de Reconhecimento a 
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Carboidratos destas proteínas. Neste sentido, Nunes e colaboradores (2012b) 

demonstraram que BLL sofre perda da atividade de ligação a carboidratos após ser 

submetida à irradiação do tipo gama. Tal inibição estaria diretamente relacionada a 

modificações na estrutura da proteína ou perda de sua capacidade de agregação, afetando 

a interação do sítio de ligação da lectina com superfícies celulares ou outros substratos 

ligantes. Neste sentido, estudos anteriores também observaram que, sob condições 

experimentais expecíficas, a lectina Concanavalina A poderia sofrer mudanças na sua 

estrutura nativa desencadeando um processo de agregação amiloide que estaria 

relacionado ao efeito sobre linhagens tumorais (VETRI et al., 2010; 2011).  A formação 

de agregados amiloides derivados da lectina Con A pôde ser detectada em pH levemente 

básico e foi caracterizada pela ligação com o marcador fluorescente específico de fibras 

amiloides Thioflavina T (ThT) e microscopia de força atômica, elucidando todo o 

processo de agregação desta proteína até a condensação do agregado fibrilar (CARROTA 

et al., 2012). No entanto, a relação íntima existente entre a estrutura fibrilar amiloide e a 

atividade das lectinas permanece ainda desconhecida e tem se tornado alvo de relevantes 

questionamentos científicos, que vão desde o estudo de fármacos e alvos terapêuticos até 

a compreensão do papel destes agregados em doenças relacionadas à deposição de 

amiloides, bem como doenças neurodegenerativas relacionadas à deposição destas 

estruturas. 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

A lectina BLL, objeto de nosso estudo, é ligante de galactosídeo, purificada a 

partir do veneno da serpente Bothrops leucurus. Vários estudos tem demonstrado que esta 

lectina apresenta importante atividade contra bactérias Gram-positivas, além de 

citotoxidade contra diversas linhagens tumorais. (NUNES et al., 2011; NUNES et al., 

2012; ARANDA-SOUZA, 2014). Apesar do potencial desta lectina como agente 

microbicida e antitumoral, seu efeito citotóxico e leishmanicida, bem como seus 

mecanismos de ação ainda permanecem um campo a ser explorado. No presente trabalho 

investigamos a atividade in vitro da lectina BLL sobre as diferentes formas evolutivas de 

L. amazonensis e L. braziliensis, seu potencial citotóxico sobre células de mamífero, bem 

como os mecanismos de ação nas formas evolutivas do parasito, promastigota e 

amastigota. Esta investigação se justifica pela possibilidade de esta lectina atuar 

especificamente em rotas metabólicas do parasito, favorecendo a cura parasitológica sem 

os severos efeitos colaterais observados no tratamento convencional. Esperamos com os 

nossos resultados, contribuir para o desenvolvimento de novas alternativas terapêuticas 

para o tratamento da leishmaniose, bem como para descoberta de novos e mais eficientes 

alvos terapêuticos. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral  

 

Avaliar a atividade leishmanicida da lectina BLL, bem como seus possíveis 

mecanismos de ação sobre Leishmania spp. e células do hospedeiro. 

 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

a) Avaliar a atividade da lectina BLL sobre o crescimento e viabilidade de formas 

promastigotas e amastigotas de Leishmania spp.; 

b) Verificar os efeitos de BLL sobre a função mitocondrial de Leishmania spp.; 

c) Investigar o potencial citotóxico da lectina BLL sobre células de macrófagos 

peritoneais;  

d) Avaliar o papel de BLL na produção de NO e citocinas por macrófagos infectados 

com Leishmania spp.;. 

e) Investigar a ultraestrutura de macrófagos infectados com Leishmania spp tratadas 

com BLL.; 

f) Verificar os genes envolvidos no processo de resistência ao tratamento de 

Leishmania infantum com BLL; 

g) Avaliar mudanças estruturais de BLL e mecanismo de ação da proteína sobre 

macrófagos peritoneais. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Isolamento, purificação e caracterização da lectina 

 

A lectina BLL foi isolada a partir da peçonha de Bothrops leucurus, gentilmente 

cedida pelo Laboratório de Animais Peçonhentos (UFPE). O veneno bruto liofilizado de 

Bothrops leucurus (60 mg) foi dissolvido em tampão CTBS (Tris-HCl 10 mM, NaCl 150 

mM e CaCl2 5 mM, pH 7,5), centrifugado para remoção do material insolúvel e a lectina 

isolada e purificada como estabelecido por Nunes et al. (2011). A concentração da 

proteína foi determinada de acordo com Bradford (1976). 

 

4.2 Cultura de Parasitos 

 

Formas promastigotas das espécies L. amazonensis (IFLA/BR/1967/PH-8), L. 

braziliensis (MHOM/BR/75/M2903) e L. infantum (MHOM/BR/1970/BH46 “BH46” e 

(MHOM/MA/67/ITMAP-263 “263”) foram utilizadas no presente estudo. Os parasitas 

foram mantidos em meio Schneider’s (Gibco, USA) suplementado com 10% de soro fetal 

bovino a 26 °C com duas passagens semanais. Os parasitos da cepa 263 foram cultivados 

em meio SDM-79 e foram transfectados por eletroporação como descrito anteriormente 

por Papadopoulou et al. (1992). Para os experimentos foram utilizados parasitas na fase 

log de crescimento (3 dias) e o crescimento foi monitorado por até 72 h. Formas 

amastigotas foram obtidas a partir de infecção de macrófagos peritoneais isolados a partir 

de camundongos Balb/c. 

 

4.3 Avaliação do efeito de BLL sobre formas promastigotas e amastigotas de L. 

amazonensis e L. braziliensis 

 

4.3.1 Efeito in vitro sobre o crescimento e viabilidade de formas promastigotas 

 

Formas promastigotas de L. amazonensis e L. braziliensis (1 x 106 cels/mL) foram 

incubadas a 26 ºC em meio Schneider’s na presença ou ausência de BLL em diferentes 

concentrações. A densidade celular da cultura foi determinada nos tempos de 24, 48 e 72h 

utilizando o método de contagem em câmara de Neubauer. A concentração capaz de inibir 
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o crescimento da cultura em 50 % (IC50) foi determinada por análise de regressão linear 

utilizando o software SPSS 8.0. Alternativamente, foram investigados os efeitos do 

carboidrato inibidor da atividade aglutinante da lectina, galactose 200 mM (Gal), bem 

como do quelante de cálcio (íon essencial para manutenção da capacidade de ligação da 

lectina a carboidratos), ácido etileno glicol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N′,N′-

tetraacetico 1 mM (EGTA), sobre a atividade leishmanicida de BLL. Desta forma, as 

formas promastigotas foram submetidas aos seguintes tratamentos: 1) incubação com a 

concentração de IC50; 2) IC50 de BLL + galactose 200 mM ou 3) IC50 de BLL + EGTA 1 

mM. Após 48h de tratamento, a viabilidade celular foi determinada utilizando o kit 

CellTiter-Glo® Luminescent cell viability assay, baseado na quantificação da produção 

de ATP pelas células viáveis. O sinal de luminescência foi mensurado utilizando o 

luminômetro GloMax® (Promega Corporation, USA). Todos os ensaios foram realizados 

em três experimentos independentes em triplicata. 

 

4.3.2 Avaliação do efeito de BLL sobre o potencial de membrana mitocondrial (∆Ψm) 

 

Para a determinação do potencial de membrana mitocondrial, foi usada a sonda 

JC-1, como descrito por Fonseca-Silva (2011). Formas promastigotas (5 x 106 

células/mL) foram cultivadas por 48 h na ausência ou presença de BLL. As células foram 

colhidas e ressuspensas em tampão HBSS. O número de células foi obtido através de 

contagem em uma câmara de Neubauer. Promastigotas (2 x 106 células/mL) foram 

incubadas com JC-1 (100 µg/mL) por 10 minutos a 37 °C. Depois de lavar duas vezes 

com HBSS, a fluorescência foi medida a 530 nm e 590 nm, utilizando um comprimento 

de onda de excitação de 480 nm. A razão entre os valores obtidos após a leitura em 590 

nm e 530 nm foi plotado como o ΔΨm relativo. 

 

4.3.3 Citotoxicidade em macrófagos peritoneais de camundongos BALB/C 

 

Macrófagos peritoneais (106 cels/mL) isolados a partir de camundongos Balb/c 

foram previamente aderidos em microplacas de 96 poços, tratados ou não com diferentes 

concentrações de BLL por 48h e então foram submetidos à técnica colorimétrica do MTT 

(Sigma- Aldrich, St. Louis, MO, USA). A absorbância foi medida a 540 nm no leitor de 

multiplacas GloMax (Promega, USA) e a concentração 50% citotóxica (CC50) para as 

células de mamíferos foi determinada por regressão linear. O índice de seletividade (SI), 
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que determina o quanto uma droga é citotóxica para o parasita em relação às células de 

mamífero foi calculado através da razão entre a CC50/IC50. Cada ensaio foi realizado em 

triplicata de três experimentos independentes. 

 

4.3.4 Efeito in vitro sobre formas amastigotas intracelulares 

 

Macrófagos peritoneais obtidos a partir de camundongos Balb/C foram 

plaqueados a 106 células/mL em placas de 24 poços, contendo meio RPMI suplementado 

com SFB 10%. Após a adesão (3 h, 37 ºC, CO2 5%), foram infectados com L. amazonensis 

e L. braziliensis na razão de 1:20 e 1:10, respectivamente. Após 14h de infecção, parasitos 

não interiorizados foram removidos por lavagem com meio RPMI. As células infectadas 

foram incubadas então por 24h com os seguintes tratamentos: 1) BLL (0,8 e 1,6 μM); 2) 

BLL + 200 mM galactose; 3) BLL + EGTA 1 mM; 4) Pentamidina 10 μM. Após 

tratamento, as células foram coradas com Giemsa (Sigma-Aldrich, EUA) e a porcentagem 

de macrófagos infectados foi determinada pela contagem randômica de 100 células em 

triplicata. O Índice de Sobrevivência foi determinado pelo número de macrófagos 

infectados x número de amastigotas/ total de macrófagos contados. 

 

4.3.5 Avaliação do papel imunomodulador de BLL 

 

 O perfil de citocinas em macrófagos tratados e controles, infectados ou não com 

Leishmania foi determinado pela técnica do CBA (Cytometric Beads Array), usando o kit 

CBA flex (BD Bioscience) para a avaliação simultânea dos níveis das citocinas IL-6, IL-

2, IL-4, IL-10, IL-17, TNF-α e INF-γ, de acordo com as recomendações do fabricante. Os 

sobrenadantes foram analisados por citometria de fluxo através do software BD FACSuite 

software v 3.0. Com o intuito de analisarmos o efeito dos diferentes tratamentos e/ou 

infecções sobre a produção de óxido nítrico por macrófagos, sobrenadantes da cultura 

foram submetidos ao teste colorimétrico de Griess. A absorbância foi medida por 

espectrofotometria a 490 nm. A concentração de nitrito foram determinada usando o 

Nitrito de Sódio como padrão. 

 

 

4.4 Efeito de BLL sobre diferentes cepas de L. infantum e identificação dos possíveis 

mecanismo de resistência ao tratamento 
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4.4.1 Efeito de BLL sobre o crescimento de L. infantum 

 

Formas promastigotas de parasitos da cepa BH46 (1 x 106 cels/mL) foram 

incubadas a 26 ºC em meio Schneider’s na presença ou ausência de BLL em diferentes 

concentrações. A densidade celular da cultura foi determinada nos tempos de 24, 48 e 72h 

utilizando o método de contagem em câmara de Neubauer. Os parasitos da cepa 263 

também foram submetidos à presença e ausência de diferentes concentrações de BLL em 

tempos de 24, 48, 72 e 96h, porém a densidade do cultivo foi mensurada através da leitura 

da absorbância a 600 nm. Para tal, 100 µL foram coletados diariamente e a leitura da 

densidade óptica foi realizada em espectrofotômetro com leitor de placas de 96 poços. 

Para ambas as metodologias, a concentração capaz de inibir o crescimento da cultura em 

50 % (IC50) foi determinada por análise de regressão linear utilizando o software SPSS 

8.0. 

 

4.4.2 Avaliação da produção de espécies reativas de oxigênio no citoplasma após 

tratamento com BLL 

 

A produção de peróxido de hidrogênio foi medida usando H2DCFA. As formas 

promostigotas foram tratadas por 48h na ausência ou presença de BLL. As células foram 

colhidas e resuspensas em tampão HBSS. O número de células foi obtido através de 

contagem em uma câmara de Neubauer. Promastigotas (106 células/mL) foram incubadas 

com H2DCFDA (20 µM) por 20 minutos a 37 °C. A fluorescência foi monitorada em 

comprimentos de onda de excitação e emissão de 507 e 530 nm, respectivamente, em um 

espectrofotômetro. 

 

4.4.3 Avaliação do efeito de BLL sobre o potencial de membrana mitocondrial (∆Ψm) 

 

Para a determinação do potencial de membrana mitocondrial, foi usada a sonda 

JC-1, como descrito por Fonseca-Silva (2011). Formas promastigotas (5 x 106 

células/mL) foram cultivadas por 48 h na ausência ou presença de BLL. As células foram 

colhidas e ressuspensas em tampão HBSS. O número de células foi obtido através de 

contagem em uma câmara de Neubauer. Promastigotas (2 x 106 células/mL) foram 

incubadas com JC-1 (100 µg/mL) por 10 minutos a 37 °C. Depois de lavar duas vezes 
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com HBSS, a fluorescência foi medida a 530 nm e 590 nm, utilizando um comprimento 

de onda de excitação de 480 nm. A razão entre os valores obtidos após a leitura em 590 

nm e 530 nm foi plotado como o Δψm relativo. 

 

4.4.4 Análise do ∆Ψm por microscopia confocal 

 

Para análise do efeito de BLL sobre a mitocôndria dos protozoários foi utilizado 

o marcador Rodamina 123, para análise do potencial de membrana mitocondrial. Formas 

promastigotas de L. infatum (1 x 106  células/ mL) foram tratadas com a BLL nas 

concentrações de IC50 e 2x IC50 por 48 horas. Após o tratamento, os parasitos tratados e 

controles foram incubados com Rodamina 123 (10 μg/mL) por 15 min. Como controle 

positivo, as células foram tratadas com Peróxido de Hidrogênio por 15 min. Células não 

tratadas (controle negativo) também foram avaliadas. Ao final do tempo de incubação 

com o marcador, as amostras foram colocadas em micro-placas (Mattek Co., USA) e, 

posteriormente, analisadas por microscopia confocal a laser utilizando o microscópio 

Leica SP2 AOBS. As imagens foram adquiridas usando o laser 543 nm. 

 

4.4.5 Indução de resistência ao tratamento com BLL em L. infatum da cepa 263 

 

Duas replicatas biológicas foram utilizadas para seleção de resistência ao 

tratamento com BLL, bem como um controle sem tratamento. Neste ensaio, parasitos da 

cepa 263 contendo cosmídeos de resistência foram descongelados em 5 mL de meio 

SDM-79 e incubados a 26 ºC por 24h. Em seguida, a cultura foi diluída em 50 mL do 

mesmo meio suplementado com Higromicina (600 µg/mL) e novamente incubado a 26 

ºC até que alcançassem a fase log de crescimento (em média 3 a 4 dias). Depois, 1 mL da 

cultura foi diluído (1:50) em meio de cultivo suplementado com Higromicina e contendo 

BLL (valor de IC50) e novamente incubada a 26 ºC. O crescimento foi monitorado 

diariamente através da leitura de absorbância até que ultrapassasse o efeito do tratamento 

com BLL e atingissem novamente a fase log de crescimento. Desta forma, uma alíquota 

de 1 mL foi novamente diluída em meio de cultivo contendo Higromicina, porém 

acrescido de BLL na concentração de 2x IC50. Assim sendo, após o crescimento, os 

parasitos foram tratados com as concentrações de 4x, 6x, 8x e 16x IC50, sendo esta última 

impossível de ser ultrapassada. Em cada etapa do tratamento, quando as células atingiam 

a fase log de crescimento, 10 mL da cultura foram preparados para congelamento em -80 
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ºC, enquanto que todo o restante foi preparado para extração dos cosmídeos para 

sequenciamento (GANAZION et al., 2016). 

 

4.4.6 Extração e Purificação dos cosmídeos para sequenciamento 

 

Cosmídeos de parasitos da cepa 263 foram extraídos através de lise alcalina e 

gradiente fenol-clorofórmio seguidos de tratamento com RNAse. Parasitos do gênero 

Leishmania possuem uma única mitocôndria contendo um compacto DNA composto de 

minicírculos e maxicírculos. Este DNA acaba sendo purificado juntamente com os 

cosmídeos, contaminando a amostra. Estes fragmentos contaminantes foram separados 

do pool de cosmídeos através de eletroforese em gel de agarose low-melting 1%. As 

bandas com alto peso molecular contendo cosmídeos (~ 50 kb) foram seccionadas e 

purificadas. 

 

4.4.7 Alinhamento e montagem das sequências 

 

As leituras obtidas para cada amostra foram independentemente alinhadas com o 

genoma de L. infantum JPCM5 (tritrypdb.org/tritrypdb/) como descrito por ASLETT et 

al. (2010), utilizando o software BWA (Durbin, 2009). Os dados foram processados com 

SAMStat (LASSMANN et al., 2011) para garantir a qualidade da montagem. BEDTools 

foram utilizados para converter o formato BAM para o formato BED. 

 

4.4.8 Análise da amplificação dos genes de resistência 

 Os genes amplificados por CosSeq foram detectados utilizando o software Trinity 

(HAAS et al., 2013), o qual usa Bowtie e RSEM para realizar o alinhamento e computar 

a abundância do gene, respectivamente. Os clusters foram plotados utilizando scripts 

indicados pelo Trinity package. Apenas genes com mudança de mais de log2 vezes (>4) 

foram mantidos na análise. 

 

 

4.5 Avaliação do efeito de BLL sobre macrófagos peritoneais de camundongos 

Balb/C 

4.5.1 Citotoxicidade em macrófagos peritoneais de camundongos BALB/C 



42 

 

 

 

Macrófagos peritoneais (106 cels/mL) isolados a partir de camundongos Balb/c 

foram previamente aderidos em microplacas de 96 poços, tratados ou não com diferentes 

concentrações de BLL por 24h e submetidos a técnica colorimétrica do MTT (Sigma- 

Aldrich, St. Louis, MO, USA). A absorbância foi medida a 540 nm no leitor de multiplacas 

GloMax (Promega, USA) e a concentração 50% citotóxica (CC50) para as células de 

mamíferos foi determinada por regressão linear. O índice de seletividade (SI), que 

determina o quanto uma droga é citotóxica para o parasita em relação às células de 

mamífero foi calculado através da razão entre a CC50/IC50. Cada ensaio foi realizado em 

triplicata de três experimentos independentes. 

 

4.5.2 Ensaio de Cinética de Agregação amiloide 

 

Amostras de BLL (1 µM) e BLL 1 µM + galactose 200 mM foram submetidas a 

diferentes tempos de incubação (0- 120 minutos) em meio de cultivo RPMI em estufa a 

37 ºC. O meio RPMI foi utilizado para mimetizar condições fisiológicas do cultivo 

celular. Após a incubação, as amostras foram centrifugadas a 14000 r.p.m. por 20 minutos 

e ressuspendidas em água deionizada. 

 

4.5.3 Marcação com Thioflavina T e Vermelho do Congo 

 

Foi utilizada espetroscopia de fluorescência, através da ligação do fluoróforo 

Tioflavina-T (ThT), e a espectroscopia de absorbância, através da ligação ao Vermelho 

do Congo (VC), para analisar a cinética de agregação da BLL. Para ThT, as amostras 

foram preparadas como descrito no item anterior. Após incubação, as amostras foram 

centrifugadas a 14.000 rpm por 20 min, ressuspendidas em 10 µL de água deionizada e 

incubadas com ThT (25 µM) em PBS. A fluorescência de ThT foi mensurada utilizando 

um Fluorimetro GloMax®  (Promega Corporation, USA) com excitação de 450 nm e 

emissão de 465-520 nm. Para VC, as amostras foram preparadas como descrito 

anteriormente, e incubadas com VC 50 µM em PBS (pH 7,2). A absorbância do VC foi 

medida entre 400 e 700 nm, o espectro do VC sem BLL ou BLL+galactose foi subtraído 

do valor do espectro contendo BLL e uma diferença máxima de 540 nm foi considerada 

indicativa da presença de agregados amiloide-like.  

4.5.4 Contrastação negativa 
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Para examinar a morfologia da proteína/agregados amiloides, BLL foi incubada 

como descrito anteriormente a 37 ºC em meio RPMI na presença ou não de galactose 200 

mM. Após lavagem com água deionizada e centrifugação a 14.000 rpm, as soluções foram 

depositadas em grades revestidas de carbono previamente tratadas com Alcian-blue por 

2 min e contrastadas negativamente com acetato de uranila 1% por 1 min. As grades 

foram observadas em microscópio eletrônico de transmissão Tecnai FEI spirit operado a 

120 kV. 

 

4.5.5 Marcação de depósitos amiloides intracelulares com Vermelho do Congo 

 

Macrófagos primários de Balb/C tratados ou não com BLL (1µM) ou BLL (1µM) 

+ galactose (200 mM) foram marcadas com Vermelho do Congo como descrito 

previamente por Okada et al. (2007) com modificações. Brevemente, as células foram 

cultivadas em lamínulas de vidro e tratadas ou não com BLL 1 µM ou BLL 1 µM + 

galactose 200 mM , após 24h, foram lavadas 2x com PBS e fixadas com parafolmaldeído 

4% em tampão fosfato 0,1 M, por 2h a 25 ºC. Após fixação, as células foram lavadas 

novamente com PBS e permeabilizadas com Triton-X 1% por 10 min e, em seguida, 

lavadas 2x com PBS. Posteriormente, as lamínulas foram incubadas em solução de etanol 

80% contendo NaCl 0,5M e NaOH 1% (preparados na hora do uso). Em seguida, foram 

incubadas com Vermelho do Congo 2,5 mM por 1h e lavadas exaustivamente com água 

Milli-Q. As imagens foram adquiridas utilizando o microscópio Leica DMI4000 B (Leica 

Microsystems, Wetzlar, Germany) acoplado com lente polarizadora. 

 

4.5.6 Marcação de depósitos amiloides intracelulares com Thioflavina S 

 

Macrófagos primários de Balb/C foram cultivados, tratados, fixados e 

permeabilizados como descrito no item anterior. Além do tratamento convencional com 

BLL, as células foram ainda submetidas, 30 minutos antes do tratamento, à incubação 

com o inibidor de autofagossomos 3-metiladenina (3-MA) e ao inibidor de fagocitose 

citocalasina B (CitB). Posteriormente, as lamínulas foram incubadas por 1h em PBS 

contendo ThS 0,1 % (preparada no momento do uso e filtrada em filtro de seringa 0,22 

μm). Após lavagem com etanol 70% por 3x, foi realizada incubação com solução 

contendo o marcador de material nuclear Hoechst 33258, de acordo com as instruções do 
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fabricante e as lamínulas foram montadas com Prolong. As imagens de microscopia 

confocal foram obtidas utilizando o microscópio confocal SPII AOBS, laser 488 nm para 

ThS e UV para Hoechst 33258.  

 

4.5.7 Imunocitoquímica para microscopia eletrônica de transmissão 

 

Cortes ultrafinos (90 – 100 nm) de material incluído em resina Epoxy, conforme 

descrito no item 4.4.2 foram coletados em grades de cobre e submetidas a tratamento com 

peróxido de hidrogênio (H2O2 0,1%) por 10 min. e em seguida, expostas a solução de 

cloreto de amônio 50 mM. Em seguida, as grades foram incubadas em solução PSB/BSA 

3% e 1% por 15 min cada e 20 min em Tween-20. Neste ponto, as grades foram 

submetidas a incubação com anticorpo anti fibras amiloides LOC (Merk) (diluição 1:50) 

por 48h a 4 ºC. Em seguida, as grades contendo cortes ultrafinos marcados com LOC 

foram incubadas por 2h com anticorpo secundário IgG anti-coelho conjugado a 

nanopartículas de ouro 10 mm (BB international, UK). Após lavagem com água 

deionizada as amostras foram observadas em microscópio eletrônico de transmissão 

Tecnai FEI spirit operado a 120 kV. 

 

4.5.8 Avaliação do efeito imunomodulador de BLL sobre macrófagos peritoneais 

 

 O perfil de citocinas em macrófagos tratados e controles, infectados ou não com 

Leishmania sp. foi determinado pela técnica do CBA (cytometric Beads Array), usando 

o kit CBA flex (BD Bioscience) para a avaliação simultânea dos níveis das citocinas, de 

acordo com as recomendações do fabricante. Os sobrenadantes foram analisados por 

citometria de fluxo através do software BD FACSuite software v 3.0. Com o intuito de 

analisarmos os efeitos dos diferentes tratamentos e/ou infecções sobre a produção de 

óxido nítrico por macrófagos, sobrenadantes da cultura serão submetido ao teste 

colorimétrico de Griess. A absorbância será medida por espectrofotometria a 490 nm. A 

concentração de nitrito foi determinada usando o Nitrito de Sódio como padrão. 

 

4.5 Estudo ultraestrutural 

A análise da ultraestrutura através de microscopia eletrônica de transmissão foi 

realizada em macrófagos peritoneais infectados ou não com L. amazonensis e L. 
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braziliensis; formas promastigotas de parasitos L. infantum da cepa BH46; foram lavados 

e fixados com uma solução de 2,5% Glutaraldeído, 4% Paraformaldeído em cacodilato 

de sódio 0,1 M, pH 7.2 durante 60 min a 4 °C. Após lavadas as amostras foram pós-

fixadas  com 1% de tetróxido de ósmio, no escuro por uma hora e então foram removidas 

com auxílio do cell scraper (para macrófagos infectados o não), centrifugadas, 

desidratadas em baterias crescentes de acetona e incluídas em resina Epoxy. Cortes 

ultrafinos obtidos foram contrastados e examinados ao microscópio eletrônico de 

transmissão Tecnai FEI spirit operado a 120 kV. 

 

4.6 Análise Estatística 

 

Os dados experimentais foram expressos como sendo a média dos valores ± erro 

padrão da média (média ± e. p. m.), submetidos à análise de variância (ANOVA), seguida 

pelo pós teste de Bonferroni para comparações múltiplas ou teste t de student quando 

apenas um parâmetro for comparado entre dois grupos sendo adotado um nível de 

significância de p < 0,05. As análises estatísticas foram realizadas utilizando o software 

GraphPad Prisma 5.0 (San Diego, USA). 

 

4.7 Comitê de ética em pesquisa 

 

O presente projeto é parte da linha de pesquisa “Prospecção de novas drogas 

contra leishmaniose: estudo da atividade de lectinas sobre Leishmania sp.” (CEUA 

nº 77/2014). Está de acordo com os princípios éticos na experimentação animal adotado 

pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA) e pela 

comissão de ética no uso de animais (CEUA) apresentado no ANEXO A. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Avaliação do efeito de BLL sobre formas promastigotas e amastigotas de L. 

amazonensis e L. braziliensis 

 

5.1.1 O tratamento com BLL foi mais seletiva para formas promastigotas do que para 

células do hospedeiro 

 

 A incubação com BLL inibiu significativamente o crescimento de formas 

promastigotas de L. amazonensis e L. braziliensis de maneira dose dependente, quando 

comparadas com as células controle sem tratamento (Figura 9). Comparados ao controle 

sem tratamento, não foram observadas diferenças significativas na menor concentração 

testada (0,03 μM) nos tempos de incubação testados em L. amazonensis. Por outro lado, 

na mesma concentração pode ser obervada diminuição significativa no crescimento de L. 

braziliensis após 48h de exposição à lectina.  

 
Figura 9- Efeito de BLL sobre o crescimento de formas promastigotas de L. amazonensis e L. braziliensis.  

 

Fonte: A autora. 

Legenda: Os valores representam a media ± desvio padrão de três experimentos independentes realizados 

em triplicata. *p<0,05, significativo em relação ao controle não tratado. 

 

 

A diferença existente entre os perfis de crescimento apresentados por cada espécie 

é ainda mais pronunciada no tempo de 72h após incubação com BLL. Apesar de L. 

braziliensis ter demonstrado ser mais susceptível a BLL do que L. amazonensis, os 

valores de IC50 calculados após 48h de tratamento, foram muito similares correspondendo 

a 1,5 ± 0,17 e 1,3 ± 0,06 µM para L. amazonensis e L. braziliensis, respectivamente 

(Tabela 1). Com o objetivo de analisar o potencial citotóxico de BLL sobre células do 

hospedeiro mamífero, macrófagos peritoneais tratados ou não com BLL foram 
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submetidos a técnica de MTT. Nossos resultados demonstraram que a concentração de 

BLL capaz de inibir a viabilidade celular em 50% foi de 37,57 ± 3,84 μM após 48h de 

tratamento. Desta forma, o tratamento com BLL demonstrou ser 25 e 28,9 vezes mais 

seletivo para as formas promastigotas de L. amazonensis e L. braziliensis, 

respectivamente, do que para os macrófagos peritoneais, como demonstrado através do 

cálculo do índice de seletividade (IS) (Tabela 2). 

 

Tabela 1. Avaliação do efeito antileishmania e citotóxico da lectina de Bothrops leucurus. 

Fonte: A autora. 

Legenda: IC50, concentração inibitória de 50%; CC50, concentração citotóxica de 50%; IS, Índice de 

seletividade; PRO, promastigota; AMA, amastigota. 

 

 

5.1.2 A atividade de BLL sobre formas promastigotas de L. amazonensis e L. braziliensis 

é depedendente de galactose e íons de cálcio 

 

 Para investigar se a capacidade de se ligar a carboidratos, característica das 

lectinas, seria importante para o efeito da BLL sobre Leishmania, os parasitos foram 

tratados concomitantemente com BLL e galactose. Além disso, para avaliar o papel do 

Ca2+ (essencial para manutenção da ligação lectina-carboidrato) sobre a atividade 

leishmanicida, os parasitos foram tratados também com EGTA. Nossos resultados 

mostram que tanto a galactose, quanto o EGTA são capazes de inibir significativamente 

o efeito de BLL sobre a produção de ATP em ambas as espécies testadas (Figura 10A). 

 

 CC50 (μM) 
Promastigota 

IC50 (μM) 

Amastigota  

IC50 (μM) 
IS PRO IS AMA 

Macrófagos peritoneais 37,57 ± 3,84 - - -  

L. amazonensis - 1,5 ± 0,17 0,88 ± 0,24 25 42,6 

L. braziliensis - 1,3 ± 0,06 0,86 ± 0,07 28,9 43,6 
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Figura 10- Efeito de Galactose e EGTA sobre a atividade leishmanicida e sobre o potencial de membrana 

mitocondrial após tratamento com BLL.  

Fonte: A autora. 

Legenda: (A) Crescimento celular está representado como (■) e a produção de ATP está apresentada em 

colunas. (B) Alterações no valor relativo ao ΔΨm estão expressos como a razão das fluorescências 

mensuradas em 590 nm (para J-agregados) versus 530 nm (para J-monômeros). Os valores representam a 

media ± desvio padrão de três experimentos independentes realizados em triplicata. *p<0,05, significativo 

em relação ao controle não tratado, as amostras foram submetidas a análise de variância ANOVA, seguida 

de pós teste de Bonferroni para comparações múltiplas. 

 

 

5.1.3 BLL promove diminuição do potencial de membrana mitocondrial (ΔΨm) em 

formas promastigotas de L. amazonensis e L.braziliensis 

 

A função mitocondrial dos parasitos foi avaliada utilizando a sonda JC-1. Os 

dados obtidos através de leitura fluorimétrica indicam diminuição de 31,5 ± 2,7 % e 43,6 

± 2,2 % (p<0.004) no ΔΨm para L. amazonensis e L. braziliensis tratadas com BLL, 

respectivamente (Fig. 10 B). 

 

5.1.4 BLL afetou a sobrevivência de amastigotas intracelulares 

 

 Tendo em vista o efeito promissor de BLL sobre as formas promastigotas, 

seguimos para avaliação do efeito da lectina sobre a sobrevivência de formas amastigotas 

intracelulares do parasito. O tratamento de macrófagos infectados com BLL diminuiu 

drasticamente a sobrevivência das amastigotas intracelulares em aproximadamente 28,51 

% e 36,95 % para a concentração de 2 x IC50 (BLL 1,6 μM) para as duas espécies (contra 

73,33 ± 3,07% e 75,5 ± 4,76% em macrófagos controle infectados e não tratados). O 

tratamento com BLL também dimunuiu a porcentagem de macrófagos infectados (Figura 

11 B). O efeito de BLL na maior concentração testada foi similar ao efeito observado no 

tratamento com a droga de referência Pentamidina. Esta, por sua vez, causou inibição de 
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79,33 % e 78,17 % sobre a porcentagem de macrófagos infectados com L. amazonensis e 

L. braziliensis, respectivamente, quando comparados com o controle sem tratamento (Fig. 

11A). Não foram observadas diferenças significativas entre os tratamentos BLL (1,6 μM) 

e Pentamidina (10 μM). A porcentagem de infecção dos grupos tratados com BLL (1,6 

μM) foi de 28,5 ± 7,91% e 35 ± 8,83% para L. amazonensis e L. braziliensis, 

respectivamente (Figura 11B).  

 

Figura 11 - Efeito de BLL sobre amastigotas intracelulares.  

Fonte: A autora. 

Legenda: (A) Índice de Sobrevivência de amastigotas em macrófagos infectados com  L. amazonensis e L. 

braziliensis, e tratadas com BLL ou Pentamidina (PMD); (B) Efeito de BLL ou Pentamidina sobre a 

porcentagem de macrófagos infectados com L. amazonensis e L. braziliensis. (C) Microscopia óptica de 

macrófagos peritoneais infectados com Leishmania e tratados ou não com BLL. Os valores representam a 

media ± desvio padrão de três experimentos independentes realizados em triplicata. *p<0,05, significativo 

em relação ao controle não tratado. 

 

A microscopia de campo claro corroborou com os resultados de inibição da 

sobrevivência de parasitos dentro dos macrófagos, bem como diminuição no número de 
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macrófagos infectados. Além disso, nas células tratadas com a maior concentração da 

BLL (1,6 µM), houve uma diminuição no quantitativo e no volume dos vacúolos 

parasitóforos (Figura 11C, setas). Foram ainda estabelecidos valores de IC50 de 0,88 ± 

0,24 μM e 0,86 ± 0,07 μM para L. amazonensis e L. braziliensis, respectivamente. Desta 

forma, BLL demonstrou ter ação 42,6 e 43,6 vezes mais seletiva para L. amazonensis e 

L. braziliensis respectivamente, quando em comparação com o valor de CC50 para 

macrófagos peritoneais (Tabela 2).  

 

5.1.5 Macrófagos infectados com L. amazonensis e L. braziliensis respondem 

diferentemente à presença de galactose e EGTA durante o tratamento com BLL 

 

 Afim de verificar se o efeito de BLL sobre amastigotas intracelulares teria relação 

com a capacidade de BLL em reconhecer galactose, as células foram simultaneamente 

incubadas com BLL + galactose ou BLL + EGTA. Nossos resultados demonstraram que 

galactose e EGTA afetaram de formas diferentes o efeito de BLL sobre L. amazonensis e 

L.braziliensis. Para as duas espécies, o tratamento com BLL (IC50) reduziu 

significativamente a viabilidade de amastigotas intracelulares, bem como a porcentagem 

de macrófagos infectados pelos parasitos. Para infecção com L. amazonensis, a presença 

de galactose ou EGTA no meio de incubação com BLL não mostrou qualquer influência 

significativa no efeito da lectina. No entanto, a presença de galactose ou EGTA inibiu 

significativamente o efeito de BLL sobre formas amastigotas intracelulares de L. 

braziliensis. Não foi encontrada, inclusive, diferença significativa entre o índice de 

sobrevivência de amastigotas controle sem tratamento e tratadas com BLL+EGTA nestes 

parasitos (Figura 12). 
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Figura 12 - Efeito do Cálcio e Galactose sobre a atividade de BLL contra formas amastigotas intracelulares 

de L. amazonensis e L. braziliensis.  

Fonte: A autora. 

Legenda: (A) Índice de Sobrevivência de amastigotas intracelulares tratadas ou não com BLL, BLL+Gal 

ou BLL+EGTA; (B) Efeito da associação de BLL com Gal ou EGTA sobre a porcentagem de macrófagos 

infectados. Os valores representam a media ± desvio padrão de três experimentos independentes realizados 

em triplicata. *p<0,05, significativo em relação ao controle não tratado. 

 

 

5.1.6 Efeito de BLL sobre a ultraestrutura de amastigotas intracelulares 

 

 Macrófagos infectados com L. amazonensis (Figuras 13 A e B) e L. braziliensis 

(Figuras 13 C-E) controles sem tratamento, apresentaram amastigotas intracelulares bem 

preservados livres ou em estreita associação com a membrana interna de volumosos 

vacúolos parasitóforos contendo pouco ou nenhum debri celular no seu lúmen (Figuras 

13 A-D). Também foi possível observar uma intensa atividade exocítica  a partir da 

membrana plasmática e região flagelar de ambas as espécies testadas (Figuras 13 B e E). 

O tratamento de macrófagos infectados com BLL induziu alterações similares nas duas 

espécies. Danos severos à ultraestrutura dos parasitos intracelulares após 24 h de 

tratamento foram observados mesmo na menor concentração testada (Figura 13 F). As 

imagens mostraram uma aparente redução no quantitativo e no volume dos vacúolos 

parasitóforos, bem como no número de amastigotas viáveis (Figuras 13 G e I). As 

alterações na morfologia induzidas pelo tratamento com BLL incluem ainda a retração 

e/ou perda do conteúdo citoplasmático indicando lise celular (Figura 13 G). Desta forma, 

ruptura da membrana plasmática foi uma alteração comumente encontrada em ambas as 

espécies de amastigotas que sofreram tratamento com BLL (Figura 13 F). No lúmen dos 

vacúolos parasitóforos, em grupos tratados, foi possível observar numerosos debris 

celulares, materiais floculados e figuras mielínicas (Figura 13 H). Além disso, também se 

visualiza a presença de amastigotas parcialmente  
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Figura 13 - Efeito de BLL sobre a ultraestrutura de amastigotas intracelulares observadas por microscopia 

eletrônica de transmissão.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: A autora 

Legenda: (A e B) macrófago infectado com L. amazonensis sem tratamento; (A) baixo aumento, mostrando 

a presença de parasitos na forma amastigota intracelular bem preservados no interior de vacúolos 

parasitóforos (VP) (*). (B) amastigotas de L. amazonensis apresentando alta atividade exocítica na 

membrana celular (setas). (C) baixo aumento de macrófagos infectados com L. braziliensis, apresentando 

amastigotas no interior de um VP mais compacto. (D) Detalhe em maior aumento do amastigota de L. 

braziliensis, apresentando núcleo bem preservado (N) e numerosas inclusões lipídicas (L) dispersas no 

citoplasma. (E) Detalhe da região da bolsa flagellar do amastigota de L. braziliensis controle sem 

tratamento, mostrando numerosas vesículas sendo exocitadas da membrana na região flagelar. (F) Detalhe 

do macrófago infectado com L. amazonensis e tratado com BLL, apresentando organelas destruídas e 

ruptura de membrana (setas). Note a presença de material floculado no lumen do VP (*). (G) Baixo aumento 

de macrófagos infectados com L. amazonensis e tratadas com BLL, presença de debris celulares e 

amastigotas com morfologia danificada, além de retração do citoplasma (seta).  (H) Detalhe do VP de 

macrófagos infectados com L. braziliensis e tratados com BLL, contendo amastigotas parcialmente 

degradados, presença de vesículas e figuras mielínicas no interior do VP. (I) macrófagos infectados com L. 

braziliensis mostrando VP contendo material degradado e amastigotas com danos celulares severos. Note 

em (J), o detalhe da amastigota apresentando espaço eletronluscente entre a membrana plasmática e o 

citoplasma.  
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ou completamente degradadas (Figuras 13 G e I). Por fim, também nota-se que, em 

amastigotas tratados com BLL, não há presença de atividade exocítica observada nos 

grupos controle sem tratamento (Figuras 13 F e J). 

 
 

5.1.7 O tratamento com BLL modula diferencialmente a secreção de citocinas e produção 

de NO em macrófagos infectados com L. amazonensis e L. braziliensis 

 

 Para investigar a habilidade de BLL em modular a resposta imune da célula 

hospedeira, o perfil de citocinas e a produção de NO foram analisados em sobrenadantes 

de macrófagos peritoneais infectados com L. amazonensis e L. braziliensis. Quando 

comparados com o controle não infectado, a infecção com ambas as espécies testadas 

induziu um aumento significativo de TNF-α, IL-6 e IL-1β. O nível de IL-10 demonstrou 

estar aumentado somente em sobrenadantes de macrófagos infectados com L. 

amazonensis (Figura 14 A), enquanto que a liberação de INF- γ não aumentou em relação 

ao controle não infectado (Figura 14 B). O tratamento de macrófagos infectados com BLL 

também induziu um aumento significativo das citocinas proinflamatórias TNF-α e IL-6, 

quando comparadas com o controle infectado sem tratamento (Figura 14 C e D). No 

entanto, a magnitude destas respostas variou consideravelmente entre as espécies 

testadas. A secreção de IL-6, por exemplo, foi 10x maior em macrófagos infectados com 

L. amazonensis tratados com BLL em comparação ao grupo infectado com L. braziliensis 

submetido ao mesmo tratamento. Por outro lado, os níveis de secreção de IL-1β foram 

significativamente reduzidos em macrófagos infectados com L. amazonensis tratados 

com BLL (Figura 14 E). A produção de nitrito foi semelhante em células infectadas com 

ambas as espécies testadas e posteriormente submetidas a tratamento com BLL. A 

incubação com a lectina induziu um aumento de 4x nos níveis de nitrito nos grupos 

infectados e tratados em comparação ao não tratado (Figura 14 F). 
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Figura 14 - Efeito de BLL na produção de citocinas proinflamatórias e regulatórias.  

 
Fonte: A autora. 

Legenda: (A-E) Representam a produção de citocinas no controle não infectado e infectado, além de 

macrófagos infectados e tratados com BLL. (F) Produção de Nitrito sob as mesmas condições. (*) Diferença 

significativa quando comparado ao controle não infectado e (**) Diferença significativa quando comparado 

ao controle infectado. 
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5.2 Efeito de BLL sobre diferentes cepas de L. infantum e identificação do 

mecanismo de resistência ao tratamento 

5.2.1 BLL inibe o crescimento de formas promastigotas de L. infantum wild type e não é 

citotóxica as células da linhagem Vero 

O efeito de BLL sobre L. infantum também foi avaliado por contagem direta em 

câmara de Neubauer. O número de células viáveis contadas após tratamentos com BLL 

(0,5 – 4 µM) diminuiu quando comparado com o controle sem tratamento. A concentração 

necessária para inibição de 50% do crescimento (IC50) estimada em 48h foi de 2,1  μM. 

Um critério importante na descoberta de novas drogas com ação leishmanicida é a baixa 

toxicidade às células de mamíferos e, portanto o potencial citotóxico da BLL também foi 

observado sobre células Vero através do método do MTT. De acordo com os dados 

expostos na Figura 10, quando testado contra células Vero, BLL demonstrou baixa 

citotoxicidade, apresentando CC50 de 37,44 μM. O valor das CC50 das células Vero foi 

comparado com a IC50 de L. infantum, permitindo a determinação do índice de 

seletividade (ISe), que informa quanto a droga é seletiva para o parasita em relação às 

células de mamífero (Tabela 3). Com base no ISe, podemos dizer que BLL foi cerca de 

18x mais seletiva para L. infantum que para células da linhagem Vero. 

 
Tabela 2- Avaliação do efeito antileishmania e citotóxico da lectina de Bothrops leucurus.   

Promastigota 

L. infantum 

IC50 (µM) 

Células VERO 

CC50 (µM) 

Índice de seletividade 

(IS) 

2,1 ± 0,59 37,44 ± 1,62 17,82 

Fonte: A autora. 

Legenda: Os valores representam a média ± desvio padrão de três experimentos independentes realizados 

em triplicata. 
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5.2.2 BLL promove aumento da produção de Espécies Reativas de Oxigênio e diminuição 

do potencial de membrana mitocondrial (ΔΨm) em formas promastigotas wild type de L. 

infantum 

 

A produção de peróxido de hidrogênio (H2O2) após 48 h de tratamento com BLL 

(IC50 e 2xIC50) foi analisada para entender os mecanismos envolvidos na morte de L. 

infantum. Os dados demonstram que a incubação dos parasitos na presença de BLL 

(2xIC50) foi capaz de promover um aumento de cerca de três vezes na produção de ROS 

citosólico (Figura 15 A).  É interessante notar que o aumento dos níveis de ROS foi 

acompanhado pela perda de potencial de membrana mitocondrial (Δψm) em L. infantum 

tratadas com BLL também em 48h (Fig. 15 B). O ensaio com o marcador fluorescente 

JC-1 foi capaz de demonstrar que mesmo na concentração de IC50, na qual não houve 

aumento significativo de ROS, foi possível observar diminuição de 42,7% no Δψm. 

 
Figura 15 - Efeito de BLL sobre a produção de espécies reativas de oxigênio citosólicas (A) e potencial de 

membrana mitocondrial (B) em formas promastigotas de L. infantum.  

Fonte: A autora. 

Legenda: Os valores representam a media ± desvio padrão de três experimentos independentes realizados 

em triplicata. *p<0,05, significativo em relação ao controle não tratado. 

 

5.2.3 A incubação com BLL está relacionada a alteração no potencial de membrana da  

mitocôndria em promastigotas de L. infantum 

Afim de elucidar o efeito de BLL sobre a função mitocondrial de formas 

promastigotas de L. infantum, os parasitos tratados ou não com BLL foram submetidos a 

marcação com rodamina 123 e analisados por microscopia confocal para detectar 

possíveis alterações no potencial da membrana mitocondrial (Δψm). Em nossas imagens, 

é possível observar uma diminuição na intensidade de fluorescência da Rodamina 123 
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nos parasitos submetidos ao tratamento com BLL, em especial na concentração de 2x IC50 

(Figura 16 C e D). As imagens de microscopia confocal corroboram os dados encontrados 

com o marcador JC-1, indicando uma intensa atividade da lectina sobre a bioenergética 

mitocondrial destes parasitos, causando a aparente perda do potencial de membrana 

mitocondrial observada. 
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Figura 16 - Efeito de BLL sobre o potencial de membrana mitochondrial de formas promastigotas de L. 

infantum.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A autora. 

Legenda: Os valores representam a media ± desvio padrão de três experimentos independentes realizados 

em triplicata.  
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5.2.4 Efeito de BLL sobre a ultraestrutura de promastigotas de L. infantum 

 

 Para identificar prováveis alvos intracelulares de BLL, foi realizada uma análise 

da ultraestrutura de promastigotas de L. infantum submetidos ou não ao tratamento com 

BLL.  

 

Figura 17 - Efeito de BLL sobre a ultraestrutura de L. infantum.  

Fonte: A autora. 

Legenda: A) célula controle sem tratamento; B) aspecto da cultura de promastigotas tratadas com a IC50 

de BLL mostrando  intenso dano celular com perda de material citoplasmático (asterisco); C) Detalhe de 

uma promastigota tratada com BLL mostrando o inchaço mitocondrial e com desestruturação das cristas 

mitocondriais (m). Também pode-se observar a presença de múltiplos axonemas flagelares (asterisco);  D) 

Detalhe da mesma célula vista em C evidenciando a presença de múltiplos flagelos em uma única célula . 

N, núcleo; k, cinetoplasto, f, flagelo.  
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Como observado através de microscopia eletrônica de transmissão, parasitos 

controles não tratados apresentaram morfologia alongada, núcleo com cromatina 

associada à membrana interna do envoltório nuclear, e citoplasma granular homogêneo 

(Figura 17 A). Uma única mitocôndria ramificada e cinetoplasto preservado também 

podem ser observados (Figura 17 A). Alterações na morfologia já puderam ser observadas 

em células tratadas com a IC50 de BLL. A maior parte das células apresentaram intensa 

perda de material citoplasmática, dando a aparência de “ghost cells” (células fantasmas) 

onde apenas os limites impostos pela membrana plasmática e remanescentes de estruturas 

citoplasmáticas podem ser observadas (Figuras 17 B). Um aspecto interessante foi o 

aparecimento, nas células menos afetadas, de múltiplos axonemas, indicando que a BLL 

poderia estar afetando o processo de divisão celular do parasito. Por fim, observamos a 

destruição das cristas mitocondriais, bem como inchaço e alteração na morfologia do 

cinetoplasto associado (Figura 17 C-D). 

 

5.2.5 Indução de resistência ao tratamento com BLL em parasitos L. infantum da cepa 

263 

 

Para seleção dos clones resistentes ao tratamento com BLL, parasitos da WT L. 

infantum contendo cosmídeos de resistência, foram descongelados e cultivados em meio 

na presença de higromicina B. Após crescimento, realizamos o tratamento com 

concentrações crescentes de BLL, iniciando com a concentração de IC50 e dobrando a 

concentração a cada passagem consecultiva. À medida que os parasitos contendo 

cosmídeos conseguiam sobreviver a cada exposição de BLL, obtivemos a expansão de 

subpopulações específicas que seriam resistentes à cada concentração utilizada. Os 

cosmídeos foram, desta forma, extraídos dos parasitos assim que atingiam a fase 

estacionária de crescimento. Cosmídeos purificados (50 ng) foram obtidos para 

preparação das bibliotecas utizando o kit Nextera DNA Sample Preparation (Illumina) de 

acordo com as instruções do fabricante. Por fim, sequenciados utilizando um Illumina 

HiSeq system na concentração final de 8 pM. 

 

5.2.6 Determinação dos genes de resistência ao tratamento com BLL 

O screening realizado em parasitos resistentes a 5 diferentes (e crescentes) 

concentrações de BLL revelou a amplificação na expressão de diversos cosmídeos, porém 
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a maioria deles associado a baixos níveis de resistência. A seleção de cosmídeos 

resistentes a BLL para análise por sequenciamento (BLL Cos-Seq selection) detectou 60 

loci amplificados, no entanto, como observado na Figura 18, apenas 4 desses loci 

apresentaram amplificação significativa conferida pelos cosmídeos Ld03 (Proteína 

transportadora de fosfato), Ld29a (Proteína ribossomal), Ld29b e Ld29c (Proteínas 

Tryparedoxinas) (Tabela 3).  

 

 

Tabela 3 - Análise por Cos-Seq dos loci genomicos enriquecidos. 

Locus do 

cosmídeo 

Gene 

start 

Gene 

stop 

Posição genômica Incremento 

(x) 

Gene de 

resistência 

Produto do 

gene 

Ld03 (3) 0470 0490 172492 - 189243 

 

7,368 LdBPK_030480 Transportador 

de fosfato 

Ld29a (2) 1160 1200 430353 - 442812 12,635 LdBPK_291160 Proteína 

ribossomal 

Ld29b (3) 1210 1230 449255 - 462041 260,698 LdBPK_291220 Proteina 

Triparedoxina-

like  

Ld29c (4) 1240 1270 466375 - 481093 272,077 LdBPK_291250 Triparedoxina 

Fonte: A Autora. 
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Figura 18 - Identificação por Cos-Seq dos loci relacionados com a resistência ao tratamento com BLL.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A autora. 

Legenda: (A) Plots representativos dos quatro clusters de genes enriquecidos encontrados na análise do 

Cos-Seq. Linhas em cinza representam genes individuais e as linhas em azul representam a média para cada 

cluster. A abundância de cada gene está expressa no eixo y como valor da mediana de FPKM (fragments 

per kilobase per million mapped reads) representado em logaritmo binário. As amostras foram ordenadas 

no eixo x como não tratado como NT, tratados com 1xIC50 como P1, seleção gradual por incremento da 

concentração para 4xIC50, 6xIC50, 8xIC50 e 16xIC50 como P3, P4, P5 e P6, respectivamente. (B) 

Enriquecimento dos 4 cosmídeos representativos para cada incremento na concentração de BLL, 

normalizado com o controle sem tratamento. 
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5.3 Avaliação do efeito de BLL sobre macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c 

 

5.3.1 Alterações ultraestruturais em macrófagos peritoneais tratados com BLL 

 

 A análise ultraestrutural demonstrou que quando comparados as células controle 

cultivadas em meio de cultivo na ausência de BLL (Figura 19 E), macrófagos tratados 

com BLL apresentaram numerosas estruturas, no interior de vesículas no citoplasma, 

contendo material eletrondenso com características de agregados fibrilares (Figura 19  A, 

C e D). Estas estruturas apresentaram aparência similar a fagossomos (com matriz 

eletronluscente) ou fagolisossomos (com matriz eletrondensa). Contrariamente, quando 

as células foram incubadas com BLL na presença de galactose, foram observados 

vesículas que não continham nenhum tipo de material em seu interior (Figura 19 B). Outra 

característica observada em macrófagos tratados com BLL foi a preservação da estrutura 

celular semelhante ao controle não tratatado, apresentando núcleo com morfologia típica 

contendo heterocromatina associada a membrana nuclear e numerosas mitocôndrias em 

todas as condições testadas, indicando preservação da viabilidade celular e corroborando 

os dados encontrados no ensaio de MTT (Figura 19 F). 
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Figura 19 - Análise da ultraestrutura de macrófagos tratados com BLL.  

Fonte: A autora. 

Legenda: (A) Representa macrófagos tratados com BLL 1 μM por  24 h. Note a presença de numerosas 

vesículas contend material fibrilar; (B) macrófagos tratados com BLL 1 μM  na presença de galactose 200 

mM, não são observadas estruturas fibrilares no interior dos vacúolos; (C and D) detalhe da estrutura fibrilar 

no interior dos compartimentos intracelulares; (E) controle sem tratamento e (F) efeito de BLL sobre a 

viabilidade de macrófagos, as colunas representam a porcentagem de células viáveis quando comparadas 

ao controle sem tratamento. Os valores representam a média ± desvio padrão de três experimentos 

independentes realizados em triplicata. 
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5.3.2 Formação de agregados amiloide-like a partir da incubação de BLL em condições 

de cultivo celular 

 

 A partir da observação de estruturas amiloide-like no interior de macrófagos 

cultivados em meio RPMI e tratados com BLL, investigamos se a BLL estaria sofrendo 

um processo de agregação fibrilar. A formação de fibras derivadas de BLL foi 

caracterizada sempre em incubação em meio RPMI a 37 ºC, mimetizando, desta forma, 

as condições utilizadas no cultivo de macrófagos peritoneais. A presença de estruturas 

fibrilares foi monitorada utilizando Tioflavina T (ThT) e Vermelho do Congo (VC), 

corantes que possuem alta especificidade para agregados amiloides por se ligarem à 

estrutura secundária em β-folha característica destas formações (CHITI; DOBSON, 

2017).  

 
Figura 20 - Caracterização Bioquímica e Morfológica das fibras amiloide-like derivadas de BLL. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autora. 

Legenda: . (A) Medida de fluorescência de ThT e (B) Curva de absorbância da marcação com Vermelho 

do Congo para BLL, BLL+Galactose and meio RPMI a 37 ºC, pH 7.2. Linhas contínuas representam a 

média de três replicatas para cada tempo. (C) Contrastação negativa de agregados derivados de BLL após 

15 min de incubação com RPMI visualizados por Microscopia Eletrônica de Transmissão. Barra (C) 

representando 500 nm. 
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Nossos resultados demonstraram um aumento tempo-dependente na emissão de 

fluorescência da ThT para BLL em RPMI, quando comparados com a fluorescência de 

RPMI sem BLL. Tal aumento na emissão atingiu um platô em aproximadamente 60 min 

após o início da incubação a 37 ºC (Figura 20 A). Estes dados sugerem fortemente que 

após incubação em meio RPMI a 37 ºC, BLL passa por um processo de agregação, 

originando estruturas amiloide-like. A análise espectrofotométrica da marcação com o 

VC corroborou este achado, reforçando a ideia de que ocorre formação de tais estruturas 

nestas condições ditas “fisiológicas” (Figura 20 B). No entanto, para marcação com VC, 

o platô foi atingido em cerca de 40 min após incubação com de BLL em RPMI a 37 ºC. 

Para investigamos se haveria influência da presença do açúcar ligante no processo de 

formação dos agregados amiloide-like, a lectina BLL (1µM) foi concomitantemente 

incubada na presença de galactose 200 mM, em meio RPMI e acompanhada 

simultaneamente através das análises descritas acima. Para as duas marcações testadas, o 

sinal de fluorescência, para a Tioflavina T, e de absorbância, para o Vermelho do Congo, 

demonstraram ser significativamente mais baixos quando comparado com o sinal das 

amostras de BLL em RPMI. Este dado sugere que o domínio de reconhecimento a 

carboidrato tem relevância no processo de agregação e formação das fibras amiloide-like.  

 Em adição às marcações com ThT e VC, procedemos a preparação da amostra de 

BLL incubada nas mesmas condições (RPMI, 37 ºC) por 15 minutos, para microscopia 

eletrônica de transmissão em contrastação negativa. A observação em MET corrobora 

nossos achados confirmando a natureza fibrilar dos agregados derivados de BLL (Figura 

20 C). Vale ainda salientar que, neste tempo de incubação, já não observamos mais 

estruturas oligoméricas, fase esta que antecederia a formação da fibra amiloide 

propriamente dita.  

 

5.3.3 Fibras amiloide-like derivadas de BLL se acumulam no interior de macrófagos 

 

 Para investigar se os agregados fibrilares de BLL formados em meio RPMI e 

internalizados por macrófagos peritoneais realmente correspondiam a fibras amiloides, as 

células foram incubadas com BLL em meio RPMI (37 ºC) por 24h e, em seguida, 

marcadas com vermelho do Congo, montadas e observadas em microscópio de luz 

polarizada. A presença de birrefringência de cor verde maçã, indicativa de fibras 

amiloides, pode ser observada principalmente na região da membrana plasmática das 

células incubadas com BLL (Figura 21). Tais dados sugerem de que a membrana celular 
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dos macrófagos seria o sítio de ligação e acúmulo das fibras derivadas de BLL. No 

entanto, também foi observada marcação em algumas estruturas intracelulares de 

macrófagos incubados com BLL e nenhuma marcação pode ser observada nas células 

controle sem tratamento ou mesmo nas células mantidas na presença de BLL+galactose. 

  

Figura 21- Presença de fibras amiloide-like no interior de macrófagos.  

Fonte: A autora. 

Legenda: Macrófagos foram incubados com BLL em meio RPMI na presença ou ausência de galactose 

(200 mM). A birrefringência do Vermelho do Congo indicativa da marcação de fibras amiloides (verde 

maçã) foi observada na membrana e no interior dos macrófagos.  

 

Afim de compreender o mecanismo de entrada destas estruturas amiloide-like 

derivadas de BLL no interior de macrófagos peritoneais, as células foram 

concomitantemente tratadas com BLL e BLL+galactose; ou ainda pré tratadas por 30 min. 

com o 3-MA (conhecido inibidor de formação de vesículas autofágicas) ou Citocalasina 

B (inibidor de fagocitose) e posteriormente incubadas por 24h com BLL em meio RPMI, 

37 ºC. Ao final dos tratamentos mencionados, as células foram marcadas com Tioflavina 

S, montadas e analisadas por microscopia confocal.  

Como esperado, na figura 22 demonstramos que nenhuma marcação significativa 

pode ser observada nas células controle sem nenhum tratamento ou BLL+galactose. No 

entanto, o tratamento prévio com citocalasina B, visivelmente levou a inibição da entrada 

dos agregados fibrilares para o citosol dos macrófagos. Tal resultado sugere que 

provavelmente a entrada das fibras amiloide-like derivadas de BLL no interior de 

macrófagos se dá através do processo de fagocitose. 

 Para verificarmos se o processo de agregação amiloide estaria acontecendo no 

interior dos macrófagos após a fagocitose da BLL foi realizado um ensaio de 

imunocitoquímica utilizando um anticorpo anti-fibras amiloides revelado por um 

anticorpo secundário conjugado a nanopartícula de ouro coloidal. 
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Figura 22 - Fibras amiloide-like derivadas de BLL são internalizadas por fagocitose.  

Fonte: A autora. 

Legenda: Macrófagos foram incubados com BLL em meio RPMI na presença ou ausência de galactose, 3-

MA ou CytB. As marcações com ThS (verde) e Hoechst 33342 (azul) demonstram a localização dos 

depósitosde estruturas amiloide-like intracelulares e núcleo, respectivamente.  

  

Nossos resultados demonstaram a presença de marcação positiva tanto para 

material fibrilar extracelular, quanto encontrado em compartimentos intracelulares 

(Figura 23). Além disso, também é possível observar nas imagens, projeções na 

membrana plasmática dos macrófagos tipicamente relacionadas ao processo de fagocitose 

(Figura 23 B e C). Estes dados corroboram os achados na condição de inibição da 

fagocitose com citocalasina B, indicando que a fibras amiloide-like derivadas de BLL são 

eficientemente fagocitadas pelos macrófagos e se acumulam em vesículas no interior 

destas células. 

 

5.3.4 Fagocitose de estruturas amiloide-like derivados de BLL e a modulação da resposta 

imune em macrófagos 

 

 Como vimos anteriormente nos tópicos 5.1 e 5.2, BLL apresentou efetiva 

atividade leishmanicida contra formas promastigotas de L. amazonensis, L. braziliensis e 

L. infantum. Além disso, nossos dados demonstraram que BLL foi capaz de inibir a 

infecção e sobrevivência de formas amastigotas intracelulares de L. amazonensis e L. 

braziliensis. Tal atividade está fortemente relacionada à capacidade de modulação 

diferencial da resposta imune de macrófagos infectados com as espécies supracitadas. 

Portanto, a ciência da natureza fibrilar amiloide-like que é assumida por BLL quando 

incubada em meio RPMI (mesma condição de tratamento das formas amastigotas) 

embasou nossa hipótese de que as fibras amiloide-like, e não a lectina per si, estaria 
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levando à modulação da resposta imune dos macrófagos e poderia, desta forma, ser 

indiretamente responsáveis pela atividade sobre amastigotas intracelulares descrita no 

item 5.1 deste capítulo. 

 

Figura 23- Imunocitoquímica de estruturas amiloide-like derivadas BLL em macrófagos peritoenais.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: A autora. 

Legenda: Micrografias representativasde macrófagos tratados com BLL e imunomarcados com anticorpo 

primário anti-fibras amiloides LOC e anticorpo secundário conjugado a nanopartícula de ouro (10 nm).  (A-

B) Detalhe para a marcação de estruturas fibrilares extracelulares (setas) e pseudópodes (*). Note em (C) a 

presença de marcação positiva para estruturas fibrilares na superfície celular. (D) Presença de marcação 

positive no interior de vacúolos intracelulares contendo material fibrilar. 

 

Para avaliarmos se as fibras amiloide-like, e não somente a lectina em sua 

conformação nativa, estariam levando à modulação da resposta imune dos macrófagos foi 

realizada a análise do perfil de citocinas no sobrenadante de macrófagos incubados com 

BLL em meio RPMI a 37 ºC. Nossos resultados demonstraram que houve um aumento 

significativo na secreção das citocinas proinflamatórias IL-1β, TNF-α, IL-6 e INF-γ 

quando comparamos com a secreção das células controle não tratadas (Figura 24). Dentre 

as citocinas regulatórias testadas, somente a IL-10 apresentou aumento significativo 

(Figura 24 E). Por fim, a modulação da resposta imunológica de macrófagos também foi 

avaliada com a incubação com BLL na presença de galactose e nas mesmas condições 
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descritas anteriormente. Como era esperado, na presença de galactose (portanto, ausência 

de formação fibrilar amiloide-like derivada de BLL) houve uma redução significativa na 

modulação da resposta imune destas células, com valores aproximados aos encontrados 

nos sobrenadantes das células controle sem tratamento. 

 

Figura 24 - Efeito das fibras amiloide-like derivadas de BLL sobre a secreção de citocinas em macrófagos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A autora.  

Legenda: Os valores são representativos de media ± desvio padrão de três experimentos independentes. 

(*) Diferença significativa em relação ao controle não tratado. 

6 DISCUSSÃO 

 A interação entre lectinas e carboidratos específicos está relacionada a diversos 

processos biológicos como o de reconhecimento, interação célula hospedeira-patógeno, 
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diferenciação celular e resposta imune. Neste sentido, a compreensão da natureza destas 

interações é essencial para elucidação das funções biológicas desencadeadas a partir deste 

reconhecimento, trazendo novas e mais abrangentes perpectivas na pesquisa nas áreas de 

imunologia, desenvolvimento de drogas e diagnóstico.  

 Neste trabalho nós investigamos a atividade biológica da lectina BLL sobre 

diferentes espécies de Leishmania, bem como sobre a interação de destes parasitos em 

modelo in vitro de infecção de macrófagos peritoneais de BALB/c e, por fim, o efeito 

direto da lectina sobre as células hospedeiras não infectadas. Para tal, primeiramente foi 

avaliado o potencial leishmanicida sobre as formas promastigotas de L. amazonensis e L. 

braziliensis, agentes etiológicos da leishmaniose cutânea no Brasil. Nossos resultados 

demonstraram que BLL levou à inibição do crescimento e viabilidade de fomas 

promastigotas nas duas espécies, se deu de maneira dose e tempo dependente. Outros 

trabalhos demonstraram que lectinas podem ser capazes de inibir o crescimento de 

patógenos levando à morte celular por mecanismos não completamente elucidados 

(FERNANDES et al., 2010; BELO et al. 2017). Por outro lado, modelos celulares que 

não expressem determinados carboidratos aparentemente poderiam ser refratários ao 

efeito citotóxico desencadeado pelo tratamento com lectinas (FERNANDES et al., 2014). 

Naderer e colaboradores (2004) demonstaram que o glicocálix de formas promastigotas 

de Leishmania é rico em glicoconjugados contendo resíduos de galactosídeos. Sendo a 

BLL uma lectina com alta afinidade para galactose, o efeito leishmanicida da lectina 

poderia estar intimamente relacionado ao reconhecimento deste glicídeo na membrana do 

parasito. Neste sentido, demonstramos que o efeito leishmanicida foi completamente 

abolido quando formas promastigotas de L. amazonensis e L. braziliensis foram 

submetidas à incubação com BLL na presença de galactose. Levando-se em consideração 

que a BLL é uma proteína do tipo-C que requer a presença de íons de cálcio para a 

interação lectina-carboidrato nós verificamos que o EGTA, conhecido quelante de cálcio, 

também reverteu o efeito deletério da BLL sobre estes parasitas. Apesar da membrana do 

parasito ser o primeiro alvo de ligação das lectinas, a possibilidade de interação de BLL 

com componentes intracelulares não pode ser descartada. Fernandes e colaboradores 

(2014) demonstraram que a lectina Cramoll1,4, após se ligar à membrana de 

Trypanosoma cruzi, foi internalizada e aparentemente acumulada na mitocôndria deste 

parasito, afetando a função desta organela e desencadeando o processo de morte celular 

por necrose. Nossos resultados demonstraram que tanto o potencial de membrana 

mitocondrial, bem como a produção de ATP foram inibidos em formas promastigotas de 
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Leishmania tratadas com BLL. Como era esperado, tal efeito deletério a bioenergética 

mitocondrial do parasito não foi observado quando a incubação com BLL se deu na 

presença de galactose. 

 Os ensaios para avaliação da citotoxicidade evidenciaram que BLL não 

apresentou efeito significativo sobre macrófagos, principais alvos celulares de 

Leishmania spp. Corroborando nossos dados, outros estudos demonstraram que as 

lectinas podem exercer efeito leishmanicida sem apresentar qualquer efeito danoso às 

células do hospedeiro (ALCOLEA et al., 2014; CASTANHEIRA et al., 2013; JEBALI et 

al., 2014). A baixa citotoxicidade sobre macrófagos somada à alta seletividade sobre as 

formas promastigotas foi a base para prosseguirmos na investigação do efeito de BLL 

sobre a forma intracelular amastigota, de grande relevância por ser responsável pelas 

manifestações clínicas  no hospedeiro vertebrado (KIMA, 2014). Os resultados obtidos 

mostram uma diminuição significativa da sobrevivência destes parasitos intracelulares 

após a incubação com BLL. Além disso, o tratamento com BLL também levou à 

diminuição significativa na porcentagem de macrófagos infectados com L. amazonensis 

e L. braziliensis. No entanto, as duas espécies responderam diferencialmente ao 

tratamento com BLL na presença de galactose ou EGTA. Enquanto, o efeito inibitório de 

BLL sobre L. amazonensis foi mantido mesmo na presença do carboidrato ligante ou do 

quelante de íons de cálcio, a sobrevivência de L. amazonensis apresentou níveis 

semelhantes aos do controle sem tratamento. Estes dados sugerem que o efeito de L. 

amazonensis é dependente da interação da lectina com carboidratos de membrana da 

célula hospedeira ou mesmo da membrana do parasito intracelular. 

 A análise através de microscopia eletrônica de transmissão corroborou nossos 

resultados, evidenciando os efeitos deletérios de BLL sobre as formas amastigotas 

intracelulares de L. amazonensis e L. braziliensis, bem como a manutenção da viabilidade 

das células hospedeiras. Além disso, podemos observar que a incubação com BLL 

desencadeou uma inibição na exocitose de vesículas a partir dos amastigotas 

intracelulares de ambas as espécies testadas. Vesículas extracelulares (VEs) em parasitos 

do gênero Leishmania apresentam um papel essencial na troca de informações entre o 

patógeno e a célula infectada, atuando como mediadores capazes de suprimir o poder de 

resposta da célula hospedeira, facilitando a infecção e manipulação da resposta imune do 

hospedeiro (BELO et al., 2017). Outros estudos observaram que a secreção de exossomos 

ou outros tipos de VEs em L. donovani e L. mexicana tem função essencial no mecanismo 

de imunomodulação e desenvolvimento da infecção intracelular (ESCALONA-
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MONTAÑO et al., 2016; SILVERMAN; REINER, 2011). Além disso, outros autores 

relataram que VEs podem estar intimamente relacionadas ao favorecimento de uma 

resposta proinflamatória na célula hospedeira. Silverman e Reiner (2011) demonstraram 

ainda que, nos estágios iniciais da infecção com L. donovani, o estímulo na liberação de 

VEs e/ou exossomos por estes parasitos estaria diretamente relacionado ao aumento na 

secreção de citocinas por células imunocompetentes. Portanto, a inibição da secreção de 

VEs por amastigotas intracelulares tratados com BLL nos abriu a possibilidade de que o 

efeito da lectina poderia estar associado a modificações na resposta imune da célula 

hospedeira infectada. 

 Os macrófagos, principal alvo da infecção por Leishmania, são células fagocíticas 

capazes de reconhecer padrões moleculares associados a patógenos (pathogen-associated 

molecular patterns “PAMP”) através do reconhecimento de receptores específicos, como 

por exemplo receptores do tipo Toll ou NOD, levando à liberação de mediadores da 

inflamação como espécies reativas de oxigênio (reactive oxygen species “ROS”) e de 

nitrogênio (i.e. NO), bem como citocinas proinflamatórias (IBRAHIM et al., 2013, LU e 

HUANG, 2017). Tais mediadores são responsáveis pelo clearence da infecção parasitária 

e pelo desenvolvimento da resposta adaptativa no hospedeiro infectado. Paradoxalmente, 

as respostas inata e adaptativa geradas com intuito de combater a infecção parasitária 

podem acabar ocasionando algumas das características da patogênese da leishmaniose, 

tais como destruição tecidual, agravando ainda mais a condição do hospedeiro infectado 

(ROSSI; FASEL, 2017). A dicotomia existente entre a resistência e a susceptibilidade à 

infecção tem encorajado a investigação de novas alternativas terapêuticas que atuem 

debelando o microorganismo infectante ao mesmo tempo em que exerçam atividade 

imunomodulatória sobre o hospedeiro. Desta forma, o efeito poderá ser direcionando à 

resposta imune para o controle da infecção sem que passe pelos efeitos deletérios sobre o 

tecido afetado (ALVES et al., 2017).  

Apesar do reconhecido potencial imunomodulador das lectinas, poucos estudos se 

aprofundaram a respeito da capacidade destas proteínas em estimular a resposta de células 

imunocompetentes no combate à infecção por Leishmania. Neste sentido, seguimos com 

a investigação do efeito de BLL sobre a produção de NO e citocinas por células infectadas 

com Leishmania. Nossos dados demonstraram que a incubação com BLL induziu 

mudanças significativas no pefil de citocinas secretadas, bem como na produção de NO 

em macrófagos submetidos à infecção com L. amazonensis e L. braziliensis. Salvo as 

particularidades no perfil de resposta imune encontrado para cada espécie testada, de 
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maneira geral, o tratamento com BLL induziu nos macrófagos infectados uma resposta 

essencialmente proinflamatória. Tal resposta caracterizou-se pelo incremento na 

secrecção de NO, IL-6 e TNF-α. O fator de necrose tumoral (TNF-α) é frequentemente 

associado à resistência da célula hospedeira a vários microorganismos patogênicos, 

estimulando a liberação de NO (principal molécula microbicida produzida pelos 

macrófagos para combate a microorganismos patogênicos intracelulares) (FONSECA et 

al., 2003). Em adição, sabe-se que a secreção do TNF-α pode ser consequência da 

ativação do receptor do tipo Toll 2 (Toll-like receptor 2 “TLR2”), desencadeando a 

sinalização para expressão de NFκB, que culmina no aumento de citocinas 

proinflamatórias e atua como mecanismo de defesa contra a infecção contra L. 

braziliensis (IBRAIM et al., 2013; ASSIS et al., 2012). Em consonância com nossos 

dados, outras lectinas como a ArtinM, obtida a partir de sementes de Artocarpus 

heterophyllus, demonstrou capacidade de se ligar a TLR2 atuando como agonista na 

modulação da resposta imune celular (RICCI-AZEVEDO et al, 2016). 

Apesar das semelhanças, a resposta de macrófagos à infecção com L. amazonensis 

e L. braziliensis apresentou grandes diferenças no que concerne à produção das 

interleucinas IL-1β e IL-10. Em macrófagos infectados com L. amazonensis e submetidos 

à incubação com BLL, observou-se uma inibição significativa nos níveis na secreção de 

IL-1β com aumento na produção de IL-10. Por outro lado, os níveis da citocina regulatória 

IL-10 permaneceram inalterados nos sobrenadantes de macrófagos infectados com L. 

braziliensis e posteriormente tratados com BLL. Nestas células, no entanto, houve um 

aumento acentuado na produção de IL-1β nestas condições. A forma bioativa da IL-1β é 

um produto da clivagem enzimática da forma inativa pro-IL-1β pelo complexo 

multiproteico denominado inflamassomo NLPR3, o qual é descrito como peça essencial 

no combate a L. donovani, L. amazonensis e L. braziliensis via indução de estresse 

oxidativo (DIXIT, 2014; LIMA-JUNIOR et al, 2017). A produção acentuada desta 

citocina pode ter contrubuído para o decréscimo no índice de sobrevivência e 

porcentagem de macrófagos infectados com L. braziliensis posteriormente expostos a 

BLL. Nossos dados corroboram os encontrados por Ricci-Azevedo e colaboradores 

(2017) os quais demonstraram que o tratamento de neutrófilos com a lectina ArtinM 

promove a inibição de formas patogênicas de L. major através de um mecanismo que 

inclui o incremento na secreção de IL-1β e outras citocinas proinflamatórias.  

Contrariamente ao observado em L. braziliensis, os níveis de IL-1β nos 

sobrenadantes de células infectadas com L. amazonensis submetidas a tratamento com 
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BLL foram significativamente inferiores aos valores encontrados para o controle 

infectado sem tratamento. Porém, tal supressão não teve influência sobre o aumento na 

produção de NO que, por sua vez, pode ser explicado pela presença de outras citocinas 

proinflamatórias nestes sobrenadantes como IL-6 e TNF-α. Os níveis elevados da 

interleucina regulatória IL-10 poderiam ser responsáveis pelo decréscimo na secreção de 

IL-1β, mitigando uma possível exacerbação da resposta proinflamatória e ampliando a 

possibilidade de proteção contra eventuais efeitos deletérios deste tipo de resposta nas 

células hospedeiras (Figura 25). 

 
Figura 25 - Modelo esquemático do mecanismo de ação de BLL sobre macrófagos infectados com L. 

amazonensis e L. braziliensis. 

Fonte: A autora. 

Como o tratamento com BLL desencadeou uma resposta majoritariamente 

proinflamatória em macrófagos infectados por ambas as espécies testadas inicialmente e 

de IL-1β para L. braziliensis, nossos resultados sugerem fortemente que receptores do 

tipo Toll ou NOD podem estar envolvidos no reconhecimento de BLL pela célula 

hospedeira. Os mecanismos de atuação de BLL sobre células infectadas pelas duas 

espécies causadoras da leishmaniose tegumentar parecem convergir para produção de NO 

e levar à inibição da sobrevivência do parasito intracelular. No entanto, resta ainda 
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compreender qual seria o efeito direto de BLL sobre L. amazonensis e L. braziliensis e 

mesmo se esse efeito se estenderia a outras espécies do gênero Leishmania.  

Afim de avaliar se o potencial leishmanicida de BLL também se estenderia a 

outras espécies de Leishmania, conduzimos a avaliação do potencial leishmanicida em L. 

infantum, agente da lesihmaniose visceral. Da mesma forma que em L. brasiliensis e L. 

amazonensis, a BLL induziu uma diminuição tempo e dose dependente da formas 

promastigotas de L. infantum. Ainda corroborando nossos dados, a atividade sobre o 

parasito demonstrou estar associada ao aumento de espécies reativas de oxigênio 

citosólico e diminuição do potencial de membrana mitocondiral. Dentro desta temática, 

diversos trabalhos, envolvendo o estudo do mecanismo de ação de lectinas sobre diversos 

modelos celulares tem demonstrado que, após a ligação a receptores de membrana, estas 

proteínas podem ser internalizadas por endocitose e posteriormente se acumular 

preferencialmente na mitocôndria destas células (LEI; CHANG, 2007; LI et al., 2011). 

Outro estudo envolvendo tratamento de T. cruzi com lectinas demonstrou a localização 

de Cramoll1,4 na mitocôndria do tripanossomatídeo, sendo a desregulação na homeostase 

da produção de ATP e a perda no potencial de membrana mitocondrial apontadas como 

via clássica de morte celular nestes parasitos (FERNANDES et al., 2014). 

 A eficiência das poucas drogas utilizadas atualmente na terapêutica da 

leishmaniose é limitada principalmente pela alta toxicidade, custos e resistência ao 

tratamento. Novas abordagens se tornam cada vez mais urgentes, no entanto, também é 

necessário que se alcance níveis mais profundos no conhecimento dos alvos de ação 

celulares e moleculares destas terapias emergentes. Neste sentido, prosseguimos nossos 

estudos induzindo a resistência ao tratamento com BLL em uma linhagem de 

promastigotas de L. infantum transfectada com cosmídeos que promovem resistência aos 

fármacos mais utilizados na terapia da leishmaniose, como Antimoniais e Anfotericina B. 

Neste estudo, utilizamos a técnica de Cosmid Sequencing (Cos-Seq) para avaliar a 

amplificação dos cosmídeos de resistência, identificar potenciais alvos da ação 

leishmanicida e genes responsáveis pela resistência induzida ao tratamento com BLL. No 

entanto, a maior limitação desta técnica é a incapacidade de detectar alvos não proteicos 

ou mesmo de identificar regiões completas onde ocorre a overexpression de genes ligados 

à toxicidade (GANAZION et al., 2016). A baixa quantidade de genes relacionados à 

resistência ao tratamento explica a grande dificuldade em desenvolver estas culturas 

resistentes e corroboram nossos resultados que demonstram a eficiência do efeito de BLL 

sobre formas promastigotas nas 3 linhagens testadas. Aparentemente haveria poucos 
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alvos de indução de resistência ao tratamento com BLL em Leishmania, o que explicaria 

a dificuldade em identificar genes de resistência por Cos-Seq. Contudo, em meio à 

escassez de genes encontrados, foram identificados quatro alvos de ação leishmanicida 

reconhecida.  

Modificações em proteínas presentes na membrana do parasito, como as 

Tryparedoxinas (TXNPx) poderiam estar associadas à resistência ao tratamento com 

BLL. Nossos resultados indicam um maior enriquecimento de cosmídeos de resistência 

relacionados à TXNPx, provavelmente em resposta ao estresse oxidativo mitocondrial. 

Neste sentido, Das e colaboradores (2017) demonstraram que o tratamento com 

Miltefosina levou à superexpressão de TXNPx em Leishmania donovani, atenuando a 

proteção contra o estresse exógeno e estimulando a superexpressão da TXNPx 

mitocondrial. Além disso, diversos estudos observaram que outros mecanismos, 

incluindo o aumento de tióis e a superexpressão de enzimas envolvidas no metabolismo 

tiol, como ornitina descarboxilase, tripanotiono redutase, triparedoxina mitocondrial e 

triparedoxina peroxidase, podem contribuir para a resistência como mecanismos de 

desintoxicação de drogas (ALCOLEA et al., 2016; SINGH et al., 2017). Por outro lado, 

sabe-se ainda que certas proteínas envolvidas na resistência ao estresse oxidativo e 

nitrosativo são mais abundantes nos últimos estágios de crescimento e diferenciação em 

formas promastigotas de L. amazonensis. O aumento na expressão de proteínas como a 

arginase, uma variante leve da triparedoxina peroxidase, a superóxido de ferro dismutase, 

a subunidade reguladora da proteína quinase A e uma variante leve da HSP70, são 

tipicamente relacionadas à fase pré-adaptativa de preparação para o estágio de amastigota, 

por conseguinte, relacionadas com a infectividade do parasito (GOMEZ-PÉREZ et al., 

2016; SARAVANAN e DAS, 2018). Além disso, os dados encontrados em nossas 

análises claramente podem ser apontados como responsáveis pelo desenvolvimento da 

resistência do parasito ao tratamento com BLL, justamente por estarem 

concomitantemente relacionados a processos de morte celular (GANAZION et al., 2016). 

 A relevância dos nossos achados na atividade leishmanicida para as espécies 

testadas neste trabalho nos encaminhou para a investigação do efeito direto de BLL sobre 

a célula hospedeira do parasito. Macrófagos são células imunocompetentes do sistema 

imunofagocítico que podem ter a sua função de defesa estimulada por organismos 

potencialmente patogênicos ou mesmo outros estímulos não biológicos.   A observação 

por MET de macrófagos peritoneais submetidos ao tratamento com BLL, apesar de não 
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demonstrar efeito citotóxico, revelou a presença de numerosas vesículas contendo 

material eletrondenso com aspecto fibrilar.  

Estudos anteriores demonstraram que, quando incubada em meio de cultivo 

celular a 37ºC, a lectina Concanavalin A (ConA)  perde sua estrutura nativa dando início 

a um processo de agregação amiloide (VETRI et al., 2010; VETRI et al., 2011). Além 

disso, Nunes e colaboradores (2011) demonstraram que BLL é uma proteína com 

estrutura secundária composta essencialmente por β-folhas, a qual é favorável à formação 

de agregados do tipo amiloide (NOWICK, 2008). Neste sentido, também já foi descrito 

que, após irradiação do tipo gama, a estrutura da lectina BLL não pode ser convertida em 

agregados, perdendo a capacidade de aglutinar eritrócitos (NUNES et. al., 2012). No 

entanto, a natureza destes agregados, bem como o estado conformacional e atividades 

biológicas de BLL neste estado, permanecem desconhecidos. 

 Para investigar se haveria formação de agregados amiloides, a lectina BLL foi 

incubada em meio de cultivo RPMI, a 37ºC, CO2 5% (mesmas condições utilizadas no 

cultivo de macrófagos). A presença de fibras amiloides foi monitorada através da medida 

de fluorescência de thioflavina T e de absorbância do vermelho do Congo, ambos corantes 

comumente utilizados na detecção de agregados amiloides com alto grau de afinidade 

pelas estruturas em β-folhas, típicas destas conformações proteicas (CHITI; DOBSON, 

2017). Nossos resultados sugerem fortemente que BLL é capaz de originar a formação de 

agregados amiloide-like quando incubada em meio RPMI sob “condições fisiológicas”. 

No entanto, a formação destes agregados foi abolida quando a lectina foi incubada em 

meio sob as mesmas condições, mas na presença do carboidrato ligante, galactose. Estes 

achados sugerem que talvez a conservação do sítio de ligação da proteína tenha relevância 

sobre o desencadeamento do processo de agregação de BLL.  

 Diversos estudos demonstraram que a fagocitose de fibras amiloides Aβ é 

sensivelmente afetada em pacientes diagnosticados com Mal de Alzheimer, tal 

descréscimo leva ao acúmulo destes agregados no tecido cerebral, ocasionando uma piora 

no quadro clínico destes indivíduos (GUILLOT-SESTIER et al., 2016; JONES et al., 

2014; MIZWICKI et al., 2012). Os agregados amiloides derivados da lectina ConA 

também apresentaram efeito deletério a viabilidade celular, exercendo atividade 

citotóxica sobre células de neuroblastoma (VETRI et al., 2010). No entanto, a 

citotoxicidade de ConA foi associada à presença significativa de oligômeros, fase 

precursora da agregação amiloide e conhecidamente tóxica às células eucarióticas. 

Nossos achados, no entanto, demonstraram não haver presença significativa de 
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oligômeros derivados de BLL mesmo em tempos curtos de incubação em condições 

fisiológicas, como podemos observar através da MET. 

 Com a finalidade de compreender como se daria o mecanismo de ação das 

estruturas amiloide-like derivados de BLL sobre macrófagos peritoneais primários, 

prosseguimos com a investigação sobre o processo de internalização desses agregados. 

Neste sentido, Takahashi e colaboradores (1989) observaram que fibras amiloides 

poderiam ser formadas no interior de macrófagos ou mesmo fagocitadas por estas células. 

Nossos dados demonstraram que a inibição da formação de autofagossomos não 

intereferiu na presença de estruturas amiloide-like no interior de macrófagos incubados 

com BLL. No entanto, o inibidor de fagocitose inibiu fortemente a presença destes 

agregados no citosol dos macrófagos. Tais achados embasaram a hipótese de que 

provavelmente as estruturas amiloide-like, visualizadas no interior dos macrófagos após 

24 h de incubação em meio RPMI a 37ºC, teriam sido internalizadas já sobre a forma de 

agregados amilóides, por meio de um processo de fagocitose. O estudo ultraestrutural 

utilizando a técnica de imunocitoquímica corroborou nossos dados, mostrando marcação 

positiva para proteína amilóide no meio extracelular, bem como a formação de projeções 

da superfície celular semelhantes a pseudópodos, caracterizando a fagocitose como via 

de entrada das estruturas amiloide-like derivados de BLL em macrófagos peritoneais.  

 Em relação ao papel da fagocitose na eliminação de estruturas amiloides, estudos 

anteriores demonstraram que efeitos deletérios a macrófagos e micróglia (células capazes 

de desempenhar as mesmas funções que os macrófagos, incluindo fagocitose e secreção 

de citocinas) podem ter influência direta na progressão da doença de Alzheimer 

(AARON; MCLAURIN, 2012). Para esclarecer se a fagocitose de estruturas amiloide-

like derivadas de BLL teria efeito sobre a função imunológica destas células, analisamos 

o perfil de citocinas produzidas nas condições descritas antiormente. Desta forma, 

observamos um aumento significativo na secreção das citocinas proinflamatórias TNF-α, 

IL-6 e INF-γ, quando comparamos com o quantitativo produzido no controle sem 

tratamento.  

Estudos anteriores demonstaram que modificações estruturais na bothropstoxin-1 

(componente da peçonha de Bothrops jararacussu) podem originar agregados proteicos 

e oligômeros relacionados com o estímulo da resposta proinflamatória em macrófagos 

(CAPRONI et a., 2009).  Além disso, outros autores ainda sugerem que a expressão 

aumentada de IL-6 em modelos de camundongos teve ação efetiva na prevenção da 

deposição de placas amiloides. Este efeito foi associado à regulação positiva de 
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marcadores de fagocitose in vivo, bem como aumento da fagocitose de agregados 

amiloides in vitro (CHAKRABARTY et al., 2010; VERBEECK et al., 2017). A presença 

de agregados amiloides-like também está relacionada ao aumento na produção de TNF-

α, promovendo a migração de populações de células relacionadas à resposta 

proinflamatória e diretamente envolvidas na eliminação destes agregados.  

Em processos patológicos associados à deposição de agregados amiloides, como 

o mal de Alzheimer, há um aumento na secreção da interleucina 1-β na região cerebral 

(HALLE et al., 2008; OLESZYCKA et al., 2016). A IL-1β pode ser produzida pelas 

células da micróglia, podendo ser superexpressa em casos de deposição de placas de 

agregados Aβ, especialmente nos pacientes acometidos pelo Mal de Alzheimer (HALLE 

et al., 2008). Esta citocina é produzida no citosol, em sua forma inativa pro-IL-1β, após 

ativação celular que pode se dar por diversos estímulos, inclusive a presença de agregados 

amiloides. A clivagem enzimática da pro-IL-1β, gerando a forma ativa de IL-1β, é 

dependente do recrutamento da caspase-1, originando um complexo multiproteico 

denominado inflamassomo. Desta forma, a família de complexos citosólicos proteicos 

denominados nucleotide-binding oligomerization domain-like receptor (NLR) está 

associada a regulação do processo de ativação de IL-1β. Um dos inflamassomos mais 

estudados é o NLRP3, que pode ser ativado por estímulos microbicidas ou não 

microbicidas (LAMKANFI  et al., 2014). O aumento na secreção de IL-1β em 

macrófagos tratados com BLL sugere que os agregados amiloide-like derivados da lectina 

podem estimular a ativação do inflamassomo NLRP3 via reconhecimento de receptor do 

tipo Toll (OLESZYCKA et al., 2016). Neste sentido, sabemos ainda que amiloides de 

origem bacteriana podem promover a ativação do inflamassomo NLRP3, via ativação do 

heterocomplexo TLR2/TLR1, levando ao aumento na fagocitose dos agregados, ativação 

de NF-κB e, por fim, expressão de citocinas proinflamatórias como IL-1β e IL-6 

(RAPSINSKI et al., 2015). O aumento na produção de IL-1β observado em nosso estudo 

sugere que BLL poderia ativar o inflamassoma NLRP3 via reconhecimento de receptor 

do tipo Toll. Além disso, estudos prévios demonstraram que outras lectinas como a cMoL 

(lectina coagulante de Moringa oleífera) e WSMoL (lectina de Moringa oleífera solúvel 

em água), ambas purificadas a partir da semente de Moringa oleífera, apresentaram 

diferentes vias de modulação sobre a produção de IL-1β (ARAÚJO et al., 2013). 

Na incubação simultânea com BLL e galactose não foi observado aumento 

significativo de citocinas quando comparados ao controle sem tratamento. Como 

demonstrado, a presença da galactose inibe a formação de agregados amiloide-like 
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derivados de BLL. Tais resultados sugerem que o estado de agregação da lectina é 

relevante para o reconhecimento e internalização destas estruturas pelos macrófagos e, 

consequentemente, levam à produção de resposta proinflamatória. 

Nossos resultados apresentam um importante "insight" a respeito das estruturas 

amiloide-like derivadas de BLL sobre a resposta imune de macrófagos, inclusive nas 

condições de infecção com Leishmania. O entendimento do processo de formação dos 

agregados amiloide-like derivados de BLL poderá servir de modelo não somente para a 

resposta imune induzida por amiloides, mas também para a compreensão de mecanismos 

de fagocitose de estruturas amiloides e de combate à infecção parasitária. Vale ainda 

salientar que BLL é uma biomolécula ativa com diversas funções atribuídas a ela em 

testes realizados sob condições similares as utilizadas no presente estudo (ARANDA-

SOUZA et al., 2014; NUNES et al. 2012).  

Como foi demonstrado, nas condições testadas, BLL sofre processo de agregação 

originando fibras amiloide-like que possivelmente participam do reconhecimento de 

receptores do tipo Toll ou outros receptores de membrana celular, sendo eficientemente 

fagocitadas por macrófagos peritoneais. Uma vez interiorizadas, a lectina (agora na forma 

de agregado amiloide) pode levar à ativação de inflamassomo, induzindo a geração de 

resposta de proinflamatória. O estado conformacional amiloide de BLL pode também 

estar relacionado com a atividade antimicrobiana, antitumoral (NUNES et al., 2011; 

NUNES et al, 2012a; NUNES et al 2012b; ARANDA-SOUZA et al., 2014), descritos em 

trabalhos do nosso grupo de pesquisa, e antileishmania (ARANDA-SOUZA et al., 2018), 

apresentado nesta tese. Além disso, a intensificação do processo de fagocitose, bem como 

o estímulo da secreção de citocinas proinflamatórias em macrófagos, abre novas 

perspectivas a respeito do mecanismo de ação de lectinas, bem como seus prováveis 

derivados amiloides, como modelo terapêutico no tramento e atenuação da leishmaniose 

tegumentar e visceral e, por fim, na prevenção de doenças relacionadas ao acúmulo de 

agregados amiloides.
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7 CONCLUSÕES1 

 

a) A lectina BLL possui atividade sobre o crescimento e viabilidade em 

formas promastigotas de L.amazonensis, L. braziliensis e L.infantum, através de 

mecanismos que afetam a morfologia e fisiologia mitocondrial; 

 

b) A reversão dos efeitos deletérios da BLL sobre forma promastigotas de 

L.brasiliensis e L. amazonensis pela incubação simultânea com EGTA e galactose, 

demonstra que a atividade desta proteína sobre esta forma evolutiva é dependente 

tanto ligação ao açúcar específico para lectina e de Cálcio.  

 

c) A baixa citotoxidade da BLL em células de mamífero e a alta atividade 

desta proteína contra os parasitas, culminou em altos índices de seletividade, 

mostrando que a BLL é mais seletiva para Leishmania spp.  do que para célula do 

hospedeiro.  

 

d) As severas alterações ultraestruturais induzidas por BLL corroboram o 

efeito deletério desta lectina sobre a viabilidade, proliferação de formas 

promastigotas e amastigotas e aponta a mitocôndria como uma das organelas alvos 

de ação da BLL em Leishmania spp.  

 

e) O baixo enriquecimento de cosmídeos relacionados à resistência ao 

tratamento com BLL em promastigotas de L. infantum pode indicar a alta 

seletividade da lectina sobre alvos diretamente ligados a processos de morte celular 

e relacionados a alterações de membrana plasmática e estresse oxidativo 

mitocondrial;  

 

f) A incubação simultânea de BLL e Galactose afeta diferentemente a 

viabilidade de formas amastigota e a infecção em macrófagos peritoneais, 

sugerindo que pelo menos para L. amazonensis o efeito inibitório da BLL não 

depende da ligação da lectina a resíduos de galactose presentes na superfície da 

amastigota ou da célula hospedeira. 

 

g) Tendo em vista que vesículas exossomais são importantes fatores de 

patogenicidade em Leishmania spp., A inibição  da secreção destas estruturas em 

amastigotas intracelulares de L. braziliensis e L. amazonensis tratadas com BLL 

pode estar associada com as modificações na resposta imune observadas neste 

estudo.  

 

h) Nossos resultados mostraram que o tratamento de BLL em células não 

infectadas e infectadas por L. braziliensis e L. amazonensis leva a um aumento na 

produção de citocinas proinflamatórias e de NO em macrófagos não infectados, 

evidenciando o papel imunomodulador desta lectina, sendo esta resposta 

estritamente modulada na presença da infecção; 
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i)  A BLL é capaz de formar estruturas semelhantes a agregados amiloides 

em meio de cultivo como demonstrado pela marcação com thioflavina, vermelho 

do congo e análises ultraestruturais. 

 

j) A formação de agregados semelhantes a amiloides em BLL e a fagocitose 

destas estruturas é afetada pela presença da galactose; 

 

k) O tratamento de macrófagos com 3-MA e CytB inibidores de vesículas 

autofágicas e da fagocitose, respectivamente indicam que estruturas semelhantes a 

agregados amiloides são formados extracelularmente e eficientemente fagocitados 

por macrófagos peritoneais de camundongo, sem afetar a viabilidade celular;   

 

l) O aumento na secreção de IL-1β em macrófagos tratados com BLL sugere 

que os agregados semelhantes a amiloides derivados da lectina podem estimular a 

ativação do inflamassoma NLRP3 via reconhecimento de receptor do tipo Toll; 

 

m)  Em conjunto, nossos resultados mostraram que a lectina do tipo-C BLL 

apresenta atividade leishmanicida e imunimoduladora sobre macrófagos infectados 

com diferentes espécies de Leishmania e é capaz de formar estruturas semelhantes 

a amiloides em meio de cultivo.  O conhecimento a respeito das diferenças do efeito 

de BLL sobre cada espécie de Leishmania, bem como sobre as células hospedeiras, 

poderá trazer contribuições importantes para a descoberta de alvos terapêuticos 

inéditos contra Leishmania spp. Além do mais, a compreensão da natureza 

estrutural da BLL pode ser um modelo útil no estudo da resposta celular e imune 

de macrófagos em doenças relacionadas a deposição anormal  de proteínas 

amiloides.  
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Abstract 

 

Lectins are carbohydrate-binding proteins that play important role in immune system. 

Under specific conditions, lectins can form amyloids, proteinaceous aggregates rich in 

cross β-strand structures. A Ca++-dependent lectin, isolated from Bothrops leucurus 

snake venom (BLL) has been demonstrating relevant biological activities as antibacterial 

and antitumor activity. In this work, we aimed to study the interaction of BLL with 

macrophages. The formation of amyloid structures by BLL in cell culture medium, the 

effects of the lectin on the macrophage morphology and cytokines production were 

investigated. BLL amyloid-like fibrils in RMPI medium, pH 7.2, at 37ºC was confirmed 

by binding of Congo Red, Thioflavin T and electron microscopy. Neither binding of 

amyloid markers nor fibrillar structures were found when the lectin was incubated in 

RPMI plus galactose, the specific BLL binding carbohydrate. Several phagocytic 

compartments containing fibrillar structures were observed in BLL-treated macrophages 

in RPMI medium for 24h; these compartments showed an apple-green birefringence after 

Congo Red staining and were positive for thioflavin S and anti-amyloid antibody, 

indicating the presence of amyloid-like fibrils. No fibrillar material and no labeling were 

observed when the macrophages were treated with BLL plus galactose or cytocalasin B, 

an inhibitor of phagocytosis. BLL did not affect the viability of the cells. A significant 

release of proinflammatory (TNF-α, IL-6,  INF-ϒ and IL-1β) and  regulatory (IL-10) 

cytokines was observed in BLL-treated macrophages . Taken together our results 

shedding light on the structural organization of BLL improving the knowledge about 

the interaction of lectin with macrophages. The phagocytosis of amyloid-like aggregates 

together with the proinflammatory response induced by BLL may open new 

perspectives for the use of this lectin as an interesting model to study cytokines and 

others mediators production and understand the mechanisms occurring in human immune 

cells during amyloid protein deposition.  

 

Keywords: lectin, aggregation, amyloid-like fibrils, macrophage, immunomodulation 
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1 Introduction 

 

 C-type lectins (CTLs) are the largest and most diverse carbohydrate-binding 

proteins found in animals, playing relevant role in cell signaling, innate immunity, 

differentiation and cell adhesion. In the human immune system, CTLs induce secretion 

of innate cytokines and other immune mediators modulating inflammation and immunity 

(van den Berg et a., 2012; Chiffoleau, 2018; Patin et al., 2017). These lectins are Ca++-

dependent glycan-binding proteins that share primary and secondary structural homology 

in their carbohydrate recognition domains. One of most interesting features of lectins 

is its ability to form oligomers, increasing their affinity for multivalent ligands 

(Cummings and McEver, 2009).  

Snake venoms are complex combination of bioactive proteins and 

polypeptides, including CTLs, that act on specific biochemical and physiological targets 

being considered for research and biotechnological development (Boldrini-França et al., 

2017; Fry et al., 2008 proteins Doley et al., 2009). In this context, the galactoside-

binding CTL purified from Bothrops leucurus (BLL) snake venom is a β-class protein of 

30 kDa composed of two subunits of 15 kDa. Previous studies have demonstrated that 

BLL has biological activity against Gram-positive bacteria (Nunes et al., 2011), tumor 

cell lines (Aranda-Souza et al., 2014; Nunes et al., 2012a) and protists parasites from 

genus Leishmania (unpublished data). The  varied and relevant biological activities 

of BLL make this protein an excellent model of study on different research fields, such 

as cell signaling, cell differentiation, production of cytokines and other mediators. 

However, the effects of BLL on cells from immune system, such as macrophage are 

unknown.  

The activity of proteins, including CTLs, is intrinsically related to their 

conformational and structural organization (Drickamer and Taylor, 2015). The intimate 

relationship existing between the structure and activity of lectin proteins remains unclear 

and subject of interest in several research fields, from food science to biotechnology. 

Additionally, previous studies have demonstrated that under some environmental 

conditions, lectins, as Concanavalin A (ConA), can undergo unfolding and/or 

aggregation processes and form amyloid fibrils (Khan et al., 2018; Vetri et al., 2011; 

Carrotta et al., 2012; Khan et al., 2018). Amyloids are highly ordered fibril lar 

protein aggregates with a cross β-sheet structure and an ability to self-assemble 

from their monomeric counterparts in a nucleation-dependent process (Buell, 2017; 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chiffoleau%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29497419
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Uversky and Fink, 2004; Bemporad and Ramazzotti, 2017). Amyloid fibrils have long 

been linked with devastating human neurodegenerative disorders and numerous 

other diseases, including Alzheimer’s and Parkinson’s disease (Dobson, 2003; Hardy 

and Selkoe, 2002). However, amyloid structures also contribute to many biologically 

relevant functions in bacteria, fungi, insects and humans, so-called functional amyloids 

(Phan et al., 2014).  

Given the role of CTLs on the cells from immune system and the 

biological activity of BLL, the aim of this work was to study the interaction of 

BLL with macrophages. Because lectins can form amyloid fibrils in vitro, we 

first investigated the aggregation behavior of BLL under c e l l  culture medium 

condition and next analyzed the effects of the lectin on the macrophage morphology and 

cytokines production. 

 

2 Material and Methods 

 

2.1 Lectin preparation 

 B. leucurus venom was kindly supplied by Dra. Miriam Camargo Guarnieri, 

Universidade Federal de Pernambuco, Brazil. The lectin was purified according to the 

protocol previously described by Nunes et al. (2011). Briefly, lyophilized crude venom 

of B. leucurus (30 mg) was dissolved in 1 mL of CTBS buffer (20 mM Tris-HCl, 150 

mM  NaCl and 5 mM CaCl2, pH 7.5) and centrifuged (2000 g, 5 min, 25 °C) to 

remove insoluble material. The resulting supernatant was applied to a column (10 x 1.0 

cm) of guar gel previously equilibrated with CTBS at a flow rate of 10 mL/h. BLL was 

eluted from the column with 200 mM galactose in CTBS. Protein concentration was 

determined according to Bradford (1976) using bovine serum albumin as a standard. 

 

2.2 Congo Red and thioflavin T binding assays 

 Fibril formation was assessed using Thioflavin-T (ThT) and Congo Red 

(CR) binding assays. For both assays, 1 µM BLL was incubated in RPMI medium, pH 

7.2, at 37 ºC with 5% CO2, for different times (0 – 120 minutes). After each time, 

aliquots were taken and incubated with 25 µM ThT and 50 µM CR according 

Sulatskaya et al. (2018). The ThT fluorescence was measured using a GloMax® 

Fluorimeter (Promega Corporation, USA) with excitation at 450 nm and emission at 
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465–520 nm (LeVine, 1993).  For CR, BLL was prepared as described above. The CR 

absorbance was read between 400 and 700 nm, the CR spectrum was mathematically 

subtracted from the BLL CR spectrum and a maximal spectral difference at 540 nm was 

considered indicative of amyloid-like fibrils. 

 

2.3 Negative staining of BLL 

 To examine the morphology of the protein/peptide amyloid-like fibrils, BLL 

was incubated in RPMI medium as described in the section 2.2. After each incubation 

time, samples were centrifuged at 14000 rpm for 20 min and the pellet was resuspended 

in 10 µL of PBS to avoid the precipitation of culture medium components. Next, 5 µL of 

the sample was applied to Alcian blue-treated carbon coated grid for 2 min and 

negatively stained with 1% uranyl acetate for 1 min. The grids were then air-dried and 

observed with a Tecnai FEI spirit transmission electron microscope, operating at 120kV.  

 

2.4 Cell culture 

 Peritoneal macrophages, obtained from Balb/c mice, were plated at 5 x 105 

cells/well in RPMI medium supplemented with 10% bovine fetal serum and 100 IU/mL 

penicillin, at 37 °C with 5% CO2. For detection of amyloid-like fibrils in macrophage 

cultures treated or not with BLL, the cells were seeded at 5 x 106 cells/well in 24-well 

culture plates containing a glass coverslips in the bottom and submitted to ThT and CR 

staining as described in the sub item 2.7 and 2.8. 

 

2.5 Cytotoxicity Assay 

 Macrophages from Balb/c mice were plated at 5 x 105 cells/well in 96-well 

plate containing 100 μL of RPMI medium, supplemented with 10% FBS, and maintained 

for 3 h at 37 °C in 5% CO2. Next, the adhered macrophages were incubated in the 

presence or absence of several concentrations of BLL (0.25 – 4 μM) in RPMI for 24 

h. The cells were washed with RPMI without phenol red and incubated in the same 

medium containing 5 mg/mL of 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5diphenyltetrazolium 

bromide (MTT, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), for an additional 3 h at 37 °C. 

Afterwards, the medium was discarded and 100 μL/of DMSO was added to each well 

to solubilize the colored formazan product formed. Absorbance was read at 540 nm on 

a GloMax® Spectrophotometer (Promega Corporation, USA). Each assay was carried 
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out in triplicate in three independent experiments.  

 

2.6 Ultrastructural analyses of macrophages 

Macrophages seeded in 6-well culture plates at 5 x 105 cells/well were treated or not with 

1 µM BLL or BLL plus 200mM galactose  in RPMI medium at 37 °C in 5% CO2for 

24h. Then, the cells were washed in PBS, pH 7.2, and fixed in 2.5% glutaraldehyde 

plus 4% paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.2,for 1 h at 25 °C. The 

cells were then post-fixed in 1% OO4 for 1h. Subsequently, the cells were scraped, 

harvested by centrifugation at 3000 rpm for 5 min, dehydrated in graded acetone series 

and embedded in Epon (Polybed 812.) Ultrathin sections were stained with 5% uranyl 

acetate and 1% lead citrate and observed in Tecnai FEI spirit transmission electron 

microscope, operating at 120kV. 

 

2.7 Congo Red staining in macrophages 

 Macrophages were stained with Congo Red as described by Okada et al.  

(2007) with modifications. Briefly, macrophages treated or not with 1 µM BLL were 

washed twice with PBS and fixed in 4 % paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer, 

pH 7.2, for 2h at 25 ºC . Next, cells were washed twice with PBS and permeabilized with 

1% Triton for 10 min. The samples were incubated in a solution containing 0.5 M 

NaCl (diluted in 80% ethanol) and 1% NaOH (freshly prepared) for 2 h, stained with 

2.8 mM Congo Red for 1 h and washed twice with distilled water. The images were 

acquired using a Leica DMI4000 B microscope (Leica Microsystems, Wetzlar, 

Germany). 

 

2.8 Thioflavin S (ThS) staining in macrophages 

 

BLL-treated and untreated macrophages were washed twice with PBS and fixed in 4 % 

paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.2, for 2H at 25 ºC. The cells were 

washed twice with PBS, permeabilized with 1% Triton for 10 min, and stained with 0.1 

% ThS (freshly diluted in PBS and filtered in 0.22 µm sterile syringe filters) for 1 h. 

Next, the cells were washed with 70% ethanol and counter-stained with Hoechst 33258 

solution according to the manufacturer’s instructions. The images were acquired in SPII 

AOBS confocal microscope using 488 nm laser for ThS and UV for Hoechst 33258. 
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Alternatively, the cells were pre-treated with 1 mM 3-methyladenine (autophagy 

inhibitor) and 2.5 µM Cytochalasin B (CytB, phagocytosis inhibitor) 30 min before BLL 

treatment and then submitted to ThS staining. 

 

2.9 Immunogold electron microscopy 

 

 BLL treated and untreated macrophages were processed for transmission 

electron microscopy, as described above. For immunolabelling, thin sections  were 

etched with 0.1% hydrogen peroxide for 10 min and quenched in 50 mM ammonium 

chloride, 3% and 1% PBS/BSA, and 0.2% Tween-20. Next, the samples were incubated 

with the anti-amyloid fibrils LOC antibody (Merck) (dilution: 1:50) for 48h at 4ºC. 

After several washes, the thin sections were incubated with 10 nm gold-labelled goat 

anti-rabbit IgG (BB International, UK) for 2 h at room temperature in the dark, washed 

in distilled water and observed using a Tecnai FEI spirit transmission electron 

microscope, operating at 120kV. In some assays, the primary antibodies were omitted, 

and the samples were incubated only with the gold-labelled goat anti-rabbit antibody. No 

labelling was observed under this condition. 

 

2.10 Cytokine determination in culture supernatants 

 

 To evaluate the cytokine release by macrophage treated or not with BLL 

or treated with BLL plus galactose, supernatants of cultures were stained utilizing 

BD CBA Mouse Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit (BD Bioscience, Sao Paulo, Brazil) 

according to the manufacturer’s instructions. The supernatants were stained with 

capture beads containing antibodies specific for I L - 1 β ,  IL-4, IL-6, IFN-γ, TNF-α 

and IL-10 proteins for 2 h. After labelling, suspensions were washed twice with BD 

Wash Buffer and centrifuged for 200 g for 5 minutes. Beads were then suspended with 

300 μL of BD Wash Buffer. Data acquisition and analysis were performed using the BD 

CellQuestTM Pro software and FCAP Array v.3 (Becton Dickinson Immunocytometry 

Systems,USA), respectively after collecting a minimum of 2100 events/sample. 

 

2.11Ethical considerations 
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 The present study was carried out in accordance with the ethical principles 

adopted by Brazilian law 11.794/2008 and approved by the Ethical Committee for Animal 

Research of the Instituto Aggeu Magalhães / Fundação Oswaldo Cruz (No 77/2014). 

 

2.12 Statistical analysis 

 

 Differences among groups were assessed by one-way ANOVA and Student's t 

test and Bonferroni post-test. The significance level was set at P<0.05. All tests were 

performed using the software GraphPrisma (GraphPad Software, 5.03). Data are 

presented as means ± standard deviation (SD). 

 

3 Results and Discussion 

 

 Our group have previously demonstrated relevant biological activities of BLL 

as   antibacterial (Nunes et al., 2011), antitumor (Aranda-Souza et al., 2014; Nunes et al., 

2012a) and antiparasitic agents (Aranda-Souza et al., 2018). The present study was 

focused on investigating the interaction of BLL with macrophages because we are 

interested in the potential of the lectin as a useful tool to modulate of inflammation and 

immunity. The biological role and physical properties of lectins, including its mechanical 

stability and carbohydrate-binding activity stability have proven to be related to the  

structural arrangement of these proteins. Previous studies showed that lectins can form 

amyloid aggregates under specific in vitro conditions (Vetri et al., 2011; Vetri et al., 

2010).  Because  BLL possess a large amount of β-sheet structures (Nunes et al., 2011), 

which favors the aggregates and amyloid-like fibrils formation (Nowick, 2008), we first 

investigated the effects of cell culture medium conditions  (RPMI medium, pH 7.2 and 

at 37°C) on the aggregation behavior of BLL. The time course of BLL aggregation in 

RPMI medium was monitored using ThT and CR, which are considered to be highly 

specific for amyloid-like structure (Chiti and Dobson, 2017). Our results showed a time-

dependent increase of ThT fluorescence emission in BLL/RPMI sample when compared 

with BLL-free RPMI (Fig. 1A). BLL/RPMI sample was also found to bind CR, 

causing a red shift in the absorbance s p e c t r u m  (Fig. 1B). Negatively-stained 

electron microscopy images of BLL/RPMI samples showed fibrillar material in 15 

minutes of incubation (Fig. 1 C). Taken together, these data indicate that BLL forms 
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amyloid-like aggregates in RPMI medium under cell culture conditions. Nunes and 

colleagues (2011) demonstrated that BLL activity was completely abolished in the 

presence of galactose, lactose and raffinose, indicating that BLL is a galactoside-

binding protein. To investigate whether the formation of amyloid -like structures  

in BLL/RPMI samples could be affected by specific lectin binding carbohydrate, BLL 

was incubated in culture medium with 200 mM galactose. Our results showed that in 

the presence of the carbohydrate, both ThT fluorescence and CR absorbance signal were 

inhibited, indicating that galactose partially impairs the BLL aggregation into amyloid-

like fibrils (Fig. 1A and B).  

Macrophages are immunocompetent cells involving in defense of organisms 

against pathogen infections and other harmful stimulus. These cells are also particularly 

important in the clearance of Aβ peptides from brain and other tissues by a variety of 

phagocytic and digestive mechanisms (Aaron and McLaurin, 2012). In this regard, we 

further investigated the effect of BLL on peritoneal macrophages morphology and 

viability.  BLL-treated macrophages for 24h showed several cytoplasmic structures, 

containing electrondense fibrillar material (Fig. 2A, 2C and 2D) similar to phagosomes 

(electronlucent matrix) or phagolysosomes (electrondense matrix). In contrast, no 

fibrillar material was observed in BLL/galactose-treated (Fig 2B) and untreated (Fig 2E) 

cells. However, several electronlucent vesicles was noted in BLL/galactose-treated 

macrophages (Fig. 2B).  

To investigate whether the fibrillar structures found in the macrophages could 

be the amyloid-like aggregates formed by BLL, lectin-treated cells for 24 hours were 

submitted to CR (Fig. 3) and ThS (Fig. 4) staining, and immunolabeling using anti-

amyloid fibrils LOC antibody (Fig. 5). A green birefringence under polarized light was 

observed in the cell surface and some intracellular structures after CR staining, indicating 

the presence of amyloid-like fibrils (Fig 3). In addition, BLL-treated cells also exhibited 

an intracellular positive labeling for ThS (Fig. 4). Moreover, after immunogold labeling 

using anti-amyloid antibody, gold particles were seen on the fibrillar structures inside 

vesicles from BLL-treated macrophages (Fig. 5). No birefringence, ThS and 

antibody labeling were observed in control and BLL+ Galactose-treated cells, 

suggesting that the amyloid-like structures formed by BLL in RPMI could be 

phagocytized by macrophages. (Fig. 3-4). However, Takahashi and colleagues (1989) 

reported that some amyloid fibrils may be formed in the cytoplasm of the macrophages 

by the proteolytic cleavage of a previously endocytosed protein. To exclude the 
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hypothesis that BLL amyloid-like fibrils could be also formed inside the macrophages 

rather than to be phagocytized, cells were pre-treated with 3-MA (inhibitor of autophagic 

vesicles) and Cytochalasin B (CytB, inhibitor of phagocytosis) 30 min before BLL 

treatment and then labeled for ThS (Fig. 4). In contrast to BLL-untreated and 3-MA-

pretreated cells, no significant labeling was found after pretreatment with CytB (Fig. 4). 

Additionally, immunogold electron microscopy revealed the presence of extracellular 

fibrous material positively labeled for anti-amyloid antibody close to plasma membrane 

and pseudopods of macrophages (Fig. 5). Taken together, these results indicate that BLL 

amyloid-like aggregates may be formed extracellularly and are efficiently phagocytosed 

by peritoneal macrophages (Fig. 5). The role of phagocytosis in the clearance of 

amyloid structures has been well recognized in the literature. The microglia cells, for 

instance, upon insult or stress are activated and stimulated to migrate up to the site of 

lesion and remove cell debris and Aβ amyloid from the brain (Mizuno, 2012; Morgan 

and Gordon, 2008). Studies on Alzheimer’s disease have demonstrated that microglia 

and invading marrow-derived mononuclear macrophages have pivotal role on the 

initiation and progression of disease. Activated microglia is able to perform macrophage-

like functions including cytokine release and phagocytosis (Aaron and McLaurin, 2012). 

In macrophages, diverse studies suggested that the phagocytosis of Aβ is decreased 

in patients with Alzheimer disease (AD) leading to amyloid accumulation in the brain 

and worsening the clinical condition of patients (Guillot-Sestier et al., 2016; Jones et 

al., 2014; Mizwicki et al., 2012). In this sense, BLL could be an interesting and relevant 

system to understand the mechanisms occurring in human with amyloid protein 

deposition, i.e. Aβ amyloid, in macrophages. However, further studies are needed to 

determine this.  

Regarding the lectin-derived aggregates, the ConA-derived amyloid 

structures were related with citotoxity activity on neublastoma cells (Vetri et al., 2010). 

Importantly, BLL amyloid-like structures did not affect the viability of the cells, as 

revealed by ultrastructure and MTT assays (Fig. 2). - Savchenko and colleagues (2016) 

showed that the amyloids might exert effect on the cellular signalling, reactive oxygen 

species (ROS), nitric oxide (NO) and cytokine production without prejudice the function 

and viability of phagocytic cells.  

 Over the last decade, CTLs have gained increasing attention for their role in 

coordinating innate and adaptive immunity, in part, through the induction and modulation 
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of cytokine responses (Chiffoleau, 2018; Shiokawa et al., 2017; Vautier et al., 2012). To 

investigate whether BLL treatment has also an immunomodulatory effect on 

macrophages, we analyzed a cytokine profile from the cell culture supernatants. A 

significant release of proinflammatory cytokines TNF-α, IL-6 and INF-ϒ were observed 

in BLL-treated cells as compared with non-treated cells (Fig. 6). The relationship 

between the aggregation/monomeric state of proteins and their immunomodulatory 

activity has already reported in the literature. For instance, structural modifications on 

bothropstoxin-1, component of Bothrops jararacussu snake venom characterized as 

aggregates and oligomers, were related to the stimulation on the pro and anti-

inflammatory immune response in macrophages (Caproni et al., 2009). Previous studies 

have demonstrated that the overexpression of IL-6 in mice was highly effective in 

preventing amyloid plaque deposition. This effect was accompanied by the up-

regulation of phagocytic markers in vivo and enhanced phagocytosis of aggregates in 

vitro (Verbeeck et al., 2017; Chakrabarty et al., 2010). Other authors still suggest that in 

presence of amyloid stimulation, peripheral TNF-α may promote the migration of 

inflammatory cell populations involved in amyloid clearance in an up-regulation process 

(Paouri et al., 2017).  

 Our results also demonstrated a significant  enhancement of IL-1β secretion in 

cells treated with BLL. (Fig. 6B) This cytokine is produced as inactive precursor pro-

IL1β in the cytosol after cell activation by a variety of stimulus, including amyloid fibrils. 

The enzymatic cleavage of pro-IL-1β to its active form is dependent on the recruitment 

of caspase-1 in a multiprotein complex namely inflammasomes. Among the best-known 

inflammasomes, the NLRP3 can be activated by nonmicrobial and microbial stimuli 

(Lamkanfi et al., 2014). The increased production of IL-1β observed in our study 

suggests that BLL could activate NLRP3 inflamassome via Toll-like receptor 

recognition (Oleszycka et al., 2016). Previous study by Araújo et al (2013) have 

demonstrated that the lectins cMoL (coagulant M. oleifera lectin) and WSMoL (water-

soluble M. oleifera lectin) from Moringa oleifera seeds were able to modulated the 

production of IL-1β in different way. Whereas isolated cMoL, the aqueous and the diluted 

seed extracts reduced the secretion of this cytokine by murine macrophages stimulated 

with LPS, an increased production of IL-1β was observed in cells treated with WSMoL.  

IL-1β is released by activated microglia being overexpressed in cells surrounding Aβ 

plaques and cerebrospinal fluids in Alzheimer’s patients (Halle et al., 2008). The 
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activation of the NLRP3 inflammasome by bacterial amyloids suggested that amyloid 

structures might stimulate the TLR2/TLR1 heterocomplex, leading to phagocytosis of 

the aggregates and activation of NLRP3, caspase1 and NF κB resulting in the expression 

of  proinflammatory cytokines, including pro-IL-1β and IL-6 (Rapsinski et al., 2015). 

Among the regulatory cytokines analyzed, only IL-10 was significantly increased in 

BLL-treated cells (Fig. 6E). Although phagocytosis may provide the initial antigen 

stimulus for cytokine secretion, is important keep in mind that  the secretion  of some 

cytokine as IFN-γ by macrophages can be influenced by other cells present in 

peritoneal exudate in less extent (Darwich et al., 2009). The simultaneous incubation of 

macrophages with BLL and galactose decreased the cytokine production to basal level 

found in untreated cells. As galactose has demonstrated to prevent the aggregation of 

BLL, our results suggested that the proinflammatory response could be dependent of the 

aggregate/monomeric state of this lectin, as well as, its ability to be recognized 

and/or uptaken by macrophages.  

 Taken together, the present study gives a new insight about the effect of BLL- on 

the macrophage immune response. The understand of the nature of BLL amyloid-like 

formation could be a useful model to study not only the immunomodulatory response 

induced by amyloids, but also the study cell signaling, cell differentiation, cytokines and 

others mediators production.  BLL might form amyloid-like aggregates that could be 

possibly recognized by Toll-like receptors or other scavenger receptors in the cell surface 

being efficiently phagocytized by peritoneal macrophages. When interiorized, this lectin 

induces the production of proinflammatory interleukin triggering the immune response 

against the amyloid stimulus. The amyloid-like state of BLL observed here could be 

related to its antitumor, antimicrobial and immunomodulatory activities previously 

reported (Aranda-Souza et al., 2014; Nunes et al., 2012a; Nunes et al., 2011). 

Furthermore, the intense phagocytosis of BLL as well as the stimulation of 

proinflammatory cytokine release by these cells open new perspectives for the use of BLL 

as a tool for understanding the mechanisms of recognition, signaling and response of 

macrophages to amyloid protein deposition.. However, further studies are in course 

to investigate this.  
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Figure 1. Biochemical and morphological characterization of BLL amyloid-like 

fibrils. (A) ThT fluoresecence and (B) Congo Red absorbance curves of BLL, 

BLL+Galactose and BLL-free RPMI medium at 37 ºC, pH 7.2. Continuous lines represent 

the mean for each replicate. (C) TEM of negative staining fibril aggregates after 15 min 

of incubation of BLL in RPMI medium. Bar represents 500nm. 



127 

 

 

 

 

 

Figure 2. TEM of effect of BLL on macrophage morphology and viability. (A) 1 μM 

BLL treated-macrophages for 24 h. Note the presence of several vesicles containing 

fibrillar structures; (B) macrophages treated with BLL plus 200 mM galactose, no fibrilar 

structures are observed in their vacuoles; (C and D) detail of fibrillar structures inside 

intracellular compartments of BLL-treated macrophages; (E) control without treatment; 

and (F) effect of BLL on the macrophage viability, columns represents the percentage of 

viable cells when compared with cells without treatment. The values are expressed as the 

means ± S.D. of three independent experiments. 



128 

 

 

 

 

 

 

Figure 3.  Presence of BLL- amyloid-likefibrils in macrophages.  Macrophages were 

incubated with RPMI medium containing BLL in presence or absence of galactose (200 

mM) and submitted to Congo Red staining. A Green birefringence is only observed on 

the cell surface and in intracellular structures of BLL-treated cells. 
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Figure 4. BLL amyloid-like fibrils are internalized by phagocytosis. Macrophages 

were incubated with RPMI medium containing BLL in presence or absence of galactose, 

3- MA or CytB. Thioflavin S (green) and Hoechst 33342 (blue) staining showing 

localization of intracellular amyloids deposits and nucleus, respectively. 
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Figure 5. Immunogold-TEM of amyloid-like fibrils in macrophages. Representative 

electron micrographs of macrophages treated with BLL and immunolabeled with 10 nm 

gold particle-conjugated and anti-amyloid fibrils LOC antibody. (A-B) Detail of labelling 

on extracellular fibrillar structure (arrows) and pseudopods (*). Note in (C) the presence 

of positive labelling on fibrillar structures on the cell surface. (D) High magnification 

showing the presence of positively labeling fibrils  in a large vesicle of macrophage. 
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Figure 6. Effects BLL on macrophage pro- and anti- inflammatory cytokine profile. The 

values are expressed as means ± S.D. from three independent  experiments.  (*)  Significant  

differences  in  relation  to control  without treatment and (#) significant differences when 

compared to BLL treated cells. 
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APÊNDICE C - PCRAMOLL AND RCRAMOLL LECTINS INDUCE CELL DEATH IN 

HUMAN PROSTATE ADENOCARCINOMA (PC-3) CELLS BY IMPAIRMENT OF 

MITOCHONDRIAL HOMEOSTASIS 
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APÊNDICE D - LECTIN-CARBOHYDRATE INTERACTIONS: IMPLICATIONS FOR 

THE DEVELOPMENT OF NEW ANTICANCER AGENTS 
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ANEXO A – Parecer do Comitê de Ética 


