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ATIVAçÃO DA VtA ALTERNATTVA DO COMPLEMENTO pErAS PROMASTIGOTAS
DA LEISHMANIA DONOVANIf-)

Eosane Hazelman cuNHA (l), Júni¿ cHAvEs (z), Ione rRULEcur (z) e celidéia a. coppi vaz (g)

RESUMO

Promastigotas da Leishmania donovani submetidas em condições favoráveis à
ação do Complemento (C), ativado apenas pela via alternativa, apresentaram g00/o

de lise. Em nenhum experimento houve lise total, mesmo com uso de quantidade
três vezes maior de c e período de incubação prolongado. As promastigotas resis-
tentes à ação do C, afiresentam-se sem alterações morfológicas evidentes, ao micros-
cópio óptico comum.

A lise de protozoá¡iss 10,14,rs. bactérias 2 e
fungosa, provocada pela ação de soro normal,
tem sido bastante estudada por vários Autores.
Esta atividade lÍtica do soro normal d.eve-se à
ativação da via alternativa do sistema Comple-
rrrento (C), sem interferência d.e anticorpos es.
pecÍficos. Segundo PILLEMER, ro, a via alterna-
tiva do C pode representar mecanismo de de-
fesa contra invasão de organismos estranhos,
operando mesmo antes da manifestação da res_
posta imune.

Outros Autores 7 sugerem que os fatores da
via alternativa sejam filogeneticamente mais
primitivos que o mecanismo imune propriamen_
te dito, agindo em conjunto, como sistema pri
mário de defesa inespecÍfico, nos animais zoo_
logicamente mais simples.

Em muitos casos, a ativação do C prod.uz
destruição dos organismos invasores, sendo im-
portante na resistência à infecção; tal fato foi
demonstrado, entre outros, por BUDZKO &
col.3, os quais verificaram aumento da parasite_
mia produzida pelo Trypanosoma, crazi, em ca-
mundongos depletados de C pelo fator de ve_
neno da cobra Naja naja. OutÍas vezes, a ativa-
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ção do C pode ser prejudicial ao hospedeiro,
como ocorre na Babesiose provocada pela Ba-
besia rodhaini; nesta doença, de acordo com
CHAPMAN & rûi/ARD 6, a ativação do C é essen.
cial pâra a penetraçáo do parasita nas hemácias
e posterior desenvolvimento da parasitemia.

A lise das promastigotas da Leishmania do-
novani pelo soro normal foi verificada por vá-
rios Autores 1,18,21, sem que, no entanto, fosse
examinado anterio.rmente o papel do C neste
processo lítico.

fsto nos levou a realizar o presente traba-
lho, que tem como finalÍdade verificar qual das
vias de ativação do C é responsável pela lise
das formas promastigotas do parasita.

. MATERIAL E MÉTODOS l

L. donovani - Foi usada a cepa n." ?0, isola-
d-a de cáo em 1973, em Minas Gerais, por Mag-
no Dias e colaboradores, proveniente do Depar.
tamento de ParasÍtologia ICB/UFMG. É man-
tida neste laboratório há 10 meses em hamsters
(Mesocriceúus auratus), à partir dos quais fo-
ram obtidas as culturas; utilizamos promasti.

(*) Financiado pelo CNpq.
(I) Bolsista do cNpq [proc. ¡." rosoz+_rs)
(2) Instituto de Medicina Tropical de São paulo _ FM
(3) Instituto de Ciências Biomédicas - USp

_ USP

IOI



CUNHA, R,. H.; CHAVES, J.; IRULEGUI,
promastigotas da Leishm¿nia donov¿ni.

gotas de meio de cultura NNN, cuja fase lÍqui-
da é constituída pot meio de LIT'(s). com 'oH: 7,2.

Complemento humano - 
(SHN) 

- Foi usa-
da mistura de soros, de dez doadores do Ban-
co de Sangue do Hospital das ClÍnicas da
FMUSP; os soros foram separados por centrifu_
gação a 4"C e conservados a -?0.C em alíquo-
tâs de 0,? ml, descongeladas no momento do
uso.

Determinagão das condições favoráveis à
açã.o do C sobre L. donovani - Número corres-
pondente a 5 x 10s promastigotas da L. donova-
ni, retiradas do meio de cultura no 4.. dia de
crescimento, foi determinado em câmara de
Neubauer, após diluição em 0,1 ml de tampão
gelatina veronal, contendo íons Ca** e Mg**
(CF"I), preparado de acordo com MAyER, &
col. 12. Quantidades diferentes de C (0,b e 0,?
mI de SHN) foram adicionadas a número igual
de promastigotas e o volume final das reações
foi completado para 1 ml, com o tampão antes
mencionado. As misturas foram incubadas em
tcmperaturas correspondentes a 2B e 3?.C du-
rante vários intervalos de tempo (1 a 5, 10, 15,
30, 45, 120 e 180 minutos). Após decurso desses
intervalos o número de promastigotas, tanto nas
experiências feitas a 25 como a 37"C e res'oecti-
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vos controles, foi novamente determinado em
câmara de Neubauer.

Estudos complementares foram feitos, nos
quais, igual número de promastigotas suspen-
sas em 0,3 ml de tampão CFT foram incuba_
rias com 2,5 ml de C, durante 48 horas, em am-
bas temperaturas.

Número igual de promastigotas, provenien-
tes de cultura com 1 mês de crescimento, tam-
bém foi submetido à ação do C, nas mesmas
condições.

Inibição da agão do C sobre as promastigo-
tas da L. donovani - Depois de fixado o volume
de C a ser utilizado, realizamos experimentos
semelhantes aos mencionados anteriormente.
No entanto, nesses a ação do C foi abolida, tan-
to pela inativação a 56.C durante I/2 hora,
como pela clivagem do componente Cr, feita a
3?"C, com fator de veneno da cobra Naja naja
(CoF), purificado de acord.o com MtjLLER-
EBERHAIìD & FJELLSTRON 13. Utilizamos
também, com a mesma finalidade, devido à sua
capacidade de reação a 37"C com o componen-
te Ca, o Zimosan (polissacarídeo da membrana
celular do S. cerevisae), preparado segundo a
técnica de PILLEMER, & col. 1?. Essas experiên-
cias encontram-se resumidas no euadro I.

do complemento pelas

5x105
p¡omastigotas

QUÂDR,O I
condições utilizadas para inibir âçáo d.o complemento sobre promastigótas da L. donovani

0,1 mI

0,1 ml

U,I MI

Verificação da via de ativação do C, respon-
sável pela lise das promastigotas de L. donovani

- Foi feita através da determinação da porcen-
tagem de lise sofrida por 5 x 1N formas parasi-
tárias, incubadas a 25"C, durante t hora, em

þresença de 0,? ml de C, e em condições favo-
ráveis somente à ativaçáo da via alternativa.
Nessas experiências seguimos metodologia reco-
mendada por FINE & col. e para bloqueio da
via clássica de ativação do C e favorecimento
da via alternativa, usamos EGTA (*) em 'pre-

C (SHN)

0,7 ml

0,? mt

c
56"4/30
mlnutos

0,7 ml

(*) Sigma Chemical Co.

162

CoF
(0,3u/ml)

0,1 ml

sença de íons Mg**, pois, quelando Íons Carr,
o EGTA promove a dissociação do complexo C,,
impedindo a açáo da via clássica e os íons
Mg** favorecem a ativação da via alternativa.

EDTA (**), quelante de íons Ca++ e Mgr-,
inibidor portanto de ambas vias de ativação do
O, tamloém foi utilizado, bem como C, previa-
mente tratado com EDTA e excesso cle íons
MgH, para restaurar as condições favoráveis
à via alternativa.

Zimosan
(3 ms)
(3?.C)

0,1 nl

Tampão
CFT

0,2 ml

0,1 ml

0,1 ml

("*) Sigma chemical co.
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Incluímos também experimentos feitos de
modo similâr, nos quais o SHN fbi depletado
previamente de Properdina, pela incubação a
17'C durante t hora. com Zimosan. de acordo

QUADRO II
Condições utilizadas para verificar â via de ativação do complemento responsável peia iise dâs promastigotas dâ L.

donovani

5x105 C(SHN)
promastigÕtas

0,I ml
0,1 ml
0,1 ml

A. C. - Ativação da via alternativa do complemento pelas
úrop. São Paulo 23:161-166, 1981.

Confirmação da via de aúivação do C - Foi
feita por imunoeletroforese do SHN tratado
com EGTA e íons Mg++ (bloqueio da via clássi-
ca), incubado com 10s promastigotas, durante
t hora a 25'C, para confirmar a conversão do
C, nativo presente no soro, em seus produtos
de clivagem. A técnica utilizada foi a de FER-
RI & COSSERMELLI s, e o anti-soro específico
anti-C3 humano, preparado pelo método de
M.A,R,DINEY & MÜLLER,-EBERHARD 11.

RESULTADOS

Determinação das condições favoráveis à
ação do C sobre a L. donovani - A Íncubação

0,? mI
0,? ml
0,? ml
0,7 ml

100mM EGTA 100mM EDTA
pH = ?,4 pH = ?,4

com PILLEMEFù & col. t7.

O procedimento seguido nessas experiências
acha-se resumido no Quadro II.

ô1hl

0,1 ml
0,1 ml

30mM MgCl"
nH 

- 
7¿

o'tjt

80mM MgCII
ñÊ - 7¿

de promastigotas e C, a37"C, mostrou que â mo-
tilidade do parasita diminui bastante, razâo pe-
la qual selecionamos para nosso trabalho tem-
peratura correspondente a 25'C, na qual tal fato
não ocorre. A 25"C, após 1 minuto de incubação
do parasita e C, verificamos 600/o de lise das
promastigotas e, depois de t hora, 90%. O au-
mento do período de incubação, até 2 horas,
não provocou alterações da porcentagem de lise,
que se manteve constante, como se vê na Fig. 1.

O aumento do volume de C, a partir de 0,?
ml e até 2,5 mI também náo alterou a porcenta-
gem de lise, que alcançou sempre valores pró-
xÍmos a 900/0, mesmo quando o período de in-
cubação foi de 48 horas.
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Zimosan Tampão
3 mg CFT

(770C/L}l)

0,1 ml
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5 to t5 30 45 60 t20

TEMPO (MINUTOS)
- Porcentagem de lise das promastigotas da L. donovani soþ ação d.o complemento

humano, durante vários inte¡valos de tempo.
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SUMMARY

Activation of the alternative pathway of Com.
plemènt by promastigotes of Leishmania

donovani

Promastigotes of L. donovani were lysecl
(900/o) by action of Complement activated by
the alternative pathway. Total lysis was never
obtained in spite of the use of great amount of
Complement and prolonged period of incuba-
tion. The resistant promastigotes presented no
morphological alteration by optical microscopy.

Studies on the infective capacity of these
resistant forms, as well as their evolutive þo-
tential are in progress.
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