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ATIVACAO DA VIA ALTERNATIVA DO COMPLEMENTO PELAS PROMASTIGOTAS
DA LEISHMANIA DONOVANI (¥}

Rosane Hazelman CUNHA (1), Jinia CHAVES (2), Ione IRULEGUI (2) e Celidéia A, Coppi VAZ (3)

RESUMO

Promastigotas da Leishmania donovani submetidas em condicdes favorgveis a
acdo do Complemento (C), ativado apenas pela via alternativa, apresentaram 90%
de lise. Em nenhum experimento houve lise total, mesmo com uso de quantidade
trés vezes maior de C e periodo de incubagio prolongado. As promastigotas resis-
tentes & acdo do C, apresentam-se sem alteragoes morfoldgicas evidentes, ao micros-

cOpio dptico comum.

INTRODUCAO

A lise de protozodrios 10.1415 bactérias? e
fungos ¢, provocada pela acio de soro normal,
tem sido bastante estudada por vdries Autores.
Esta atividade litica do soro normal deve-se 3
ativacdo da via alternativa do sistema Comple-
mento (C), sem interferéncia de anticorpos es-
pecificos. Segundo PILLEMER !¢, a via alterna-
tiva do C pode representar mecanismo de de-
fesa contra invasdo de organismos estranhos,
operando mesmo antes da manifestacdo da res-
bosta imune.

Outros Autores? sugerem que os fatores da
via alternativa sejam filogeneticamente mais
primitivos que o mecanismo imune propriamen-
te dito, agindo em conjunto, como sistema pri-
mario de defesa inespecifico, nos animais zoo-
logicamente mais simples.

Em multos casos, a atlvagao do C produz
destrulgao dos organismos invasores, sendo im-
bortante na resisténcia 3 infeccdo; tal fato foi
demonstrado, entre outros, por BUDZKO &
col.3, os quais verificaram aumento da parasite-
mia produzida pelo Trypanosoma cruzi, em ca-
mundongos depletados de C pelo fator de ve-
neno da cobra Naja naja. Outras vezes, a ativa-

(*) Pinanciado pelo CNPq.
(1) Bolsista do CNPg (Proc. n.o 105874-79)

¢do do C pode ser prejudicial ao hospedeiro,
como ocorre na Babesiose provocada pela Ba-
besia rodhaini; nesta doenca, de acordo com
CHAPMAN & WARDS, a ativacdo do C é essen-
cial para a penetracio do parasita nas hemdcias
e posterior desenvolvimento da parasitemia.

A lise das promastigotas da Leishmania do-
novani pelo soro normal foi verificada por va-
rios Autores 1182, sem que, no entanto, fosse
examinado anteriormente o papel do C neste
processo litico.

Isto nos levou a realizar o presente traba-
Iho, que tem como finalidade verificar qual das
vias de ativaciio do C é responsdvel pela lise
das formas promastigotas do parasita.

MATERIAL E METODOS

L. donovani — Foi usada a cepa n.° 70, isola-
da de cfo em 1973, em Minas Gerais, por Mag-
no Dias e colaboradores proveniente do Depar
tamento de Parasitologia ICB/UFMG. E man-
tida neste laboratério hd 10 meses em hamsters
(Mesocricetus auratus), 3 partir dos quais fo-
ram obtidas as culturas; utilizamos promasti-
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gotas de meio de cultura NNN, cuja fase liqui-
da € constituida por meio de LIT ®, com pH
= 7,2.

CGomplemento humano — (SHN) — Foi usa-
da mistura de soros, de dez doadores do Ban-
co de Sangue do Hospital das Clinicas da
FMUSP; os soros foram separados por centrifu-
gagdo a 4°C e conservados a -70°C em aliquo-
tas de 0,7 ml, descongeladas no momento do
uso.

Determinacio das condicdes favoraveis 2
acéo do C sobre L. donovani — Ntimero corres-
pondente a 5 x 105 promastigotas da L. donova-
ni, retiradas do meio de cultura no 4° dia de
crescimento, foi determinado em camara de
Neubauer, apés diluicdo em 0,1 ml de tampio
gelatina veronal, contendo ions Cat+ e Mgt++
(CFT), preparado de acordo com MAYER &
col. 2. Quantidades diferentes de C (0,5 e 0,7
ml de SHN) foram adicionadas a nimero igual
de promastigotas e o volume final das reacées
foi completado para 1 ml, com o tampdo antes
mencionado. As misturas foram incubadas em
temperaturas correspondentes a 25 e 37°C du-
rante varios intervalos de tempo (1 a 5, 10, 15,
30, 45, 120 e 180 minutos). Apds decurso desses
intervalos o ntimero de promastigotas, tanto nas
experiéncias feitas a 25 como a 37°C e respecti-

vos controles, foi novamente determinado em
camara de Neubauer.

Estudos complementares foram feitos, nos
quais, igual numero de promastigotas suspen-
sas em 0,3 ml de tampido CFT foram incuba-
das com 2,5 ml de C, durante 48 horas, em am-
bas temperaturas.

Numero igual de promastigotas, provenien-
tes de cultura com 1 més de crescimento, tam-

bém foi submetido & acdo do C, nas mesmas
condicoes.

Inibicio da acdo 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 agdo do C foi abolida, tan-
to pela inativagio a 56°C durante 1/2 hora,
como pela clivagem do componente C,, feita a
37°C, com fator de veneno da cobra Naja maja
(CoF), purificado de acordo com MULLER-
EBERHARD & FJELLSTRON 3, TUtilizamos
também, com a mesma finalidade, devido & sua
capacidade de reagdo a 37°C com o componen-
te C;, 0 Zimosan (polissacarideo da membrana
celular do S. cerevisae), preparado segundo a
técnica de PILLEMER & col.!?. Essas experién-
cias encontram-se resumidas no Quadro I.

QUADRO I

Condi¢des utilizadas para inibir acio do complemento sobre promastigotas da L. donovani

5x 10° C (SHN) C CoF Zimosan Tampéo
promastigotas 560C/30 €0,3U/ml) (3 mg) CFT
minutos (37C)
) 0,1 ml —_ 0,7 ml — — 0,2 ml
( 0,1 ml 0,7 ml — 0,1 ml — 0,1 ml
0,1 m} 0,7 ml — — 0,1 ml 0,1 ml

Verificacdo da via de ativacio do C, respon-
savel pela lise das promastigotas de L. donovani
— Foi feita através da determinacéo da porcen-
tagem de lise sofrida por 5 x 10° formas parasi-
tarias, incubadas a 25°C, durante 1 hora, em
presenca de 0,7 ml de C, e em condicdes favo-
raveis somente 2 ativacBo da via alternativa.
Nessas experiéncias seguimos metodologia reco-
mendada por FINE & col.? para bloqueio da
via classica de ativacdo do C e favorecimento
da via alternativa, usamos EGTA (*) em pre-

(*) Sigma Chemical Co.
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senga de fons Mg++, pois, quelando ions Ca+-+,
o EGTA promove a dissociagdo do complexo C,,
impedindo a acdo da via cldssica e os fons
Mg++ favorecem a ativacio da via alternativa.

EDTA (**), quelante de ions Ca++ e Mg++,
inibidor portanto de ambas vias de ativagio do
C, também foi utilizado, bem como C, previa-
mente tratado com EDTA e excesso de ions
Mg++, para restaurar as condigbes favordveis
a via alternativa.

(**) Sigma Chemical Co.
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Incluimos também experimentos feitos de
modo. similar, nos quais o SHN foi depletado
previamente de Properdina, pela incubacio a
17°C durante 1 hora, com Zimosan, de acordo

com PILLEMER & col.17.

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

QUADRO II

Condiges utilizadas para verificar a via de ativagdo do complemento responsivel pela lise das promastigotas da L.
donovani
5 x 108 C (SHN) 100mM EGTA 100mM EDTA 30mM MgCl, 80mM MgCL, Zimosan Tampio
promastigotas PH = 74 PH = 74 pH — 74 pH = T4 3 mg CFT
(17°C/1h)
0,1 ml 0,7 ml 0,1 ml — 0,1 ml — — -
0,1 ml 0,7 ml — 0,1 ml — —_ Jp— —
0,1 ml 0,7 ml ' — 0,1 ml — 0,1 ml — —
0,1 ml 0,7 ml — — — —_ 0,1 mi 0,1 ml

Confirmacao da via de ativacido do C — Foi
feita por imunoeletroforese do SHN tratado
com EGTA e ions Mg++ (bloqueio da via cldssi-

ca), incubado com 105 promastigotas, durante
1 hora a 25°C, para confirmar a conversio do

C, nativo presente no soro, em seus produtos
de clivagem. A técnica utilizada foi a de FER-
RI & COSSERMELLIS, e o anti-soro especifico
anti-C; humano, preparado pelo método de
MARDINEY & MULLER-EBERHARD 11,

RESULTADOS

Determinacio das condicdes favoraveis a
acdo do C sobre a L. donovani — A incubacio

IOOF

de promastigotas e C, a 37°C, mostrou que a mo-
tilidade do parasita diminui bastante, razio pe-
la qual selecionamos para nosso trabalho tem-
peratura correspondente a 25°C, na qual tal fato
néo ocorre. A 25°C, apds 1 minuto de incubagio
do parasita e C, verificamos 60% de lise das
promastigotas e, depois de 1 hora, 90%. O au-
mento do periodo de incubacio, até 2 horas,
nio provecou alteracbes da porcentagem de lise,
due se manteve constante, como se vé na Fig. 1.

O aumento do volume de C, a partir de 0,7
ml e até 2,5 ml também n#o alterou a porcenta-
gem de lise, que alcangou sempre valores pro-
ximos a 90%, mesmo quando o periodo de in-
cubacéo foi de 48 horas.
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Fig. 1 — Porcentagem de lise das promastigotas da L. donovani sob agdo do complemento
humano, - durante vdrios intervalos de tempo.
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Promastigotas provenientes de cultura, com
1 més de crescimento, submetidas &s mesmas
condigdes, mostraram mesma porcentagermn ma-
xima de lise, isto &, 90%, apds 1 hora a 25°C.

Em nenhum experimento foi observada lize
total. Além de promastigotas mdveis e aparen-
temente viiveis, outras tornam-se imdveis ao
microscdpio  dptico. B [reqiliente, também,
o aparecimento de promastigotas vivas no inte-

rior de aglomerado de outras, sem nenhum mo-
vimento.

A Fig. 2 mostra o aspecto de formas nio
destruidas, ao lado de outras lisadas pelo C,
apds coloracio com Giemsa.

As promastigotas resistentes niio apresen-
tam alteragdes morfoldgicas evidentes ao mi-
croscopio dptico, mesmo depois de coradas,

Fig. 2 — Promostigotas du L. donovani submetidas & agio do complemento ativade pels
nativa, apresentando alteragbes morloldgicas (Glemsa, 3000 )

Inibigio da acdo do C sobre as promastigo-
tas de L. donovani — A inativacio do C devida
a0 aguecimento a 56°C durante 1/2 hora, inibiu
totalmente a lise das promastigotas; o mesmo
ocorreu gquando o componente C, foi clivado pe-
la agio do CoF, ou gquando reagiu com Fimosan
a 3,

Os resultados nos permitem afirmar que o
fator do SHN responsdvel pela lise das pro-
mastigotas da L. donovani é realmente o Com-
plemento.

Verificacio da via de ativacio do C —
Guando usamos EDTA, ambas vias de ativacio
do C foram blogueadas e a lise das promasti-
gotas foi inibida totalmente. Quando adiciona-
mos excesso de ions Mg+ ao SHN quelado com
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via alter-

EDTA, ocorreu ativagio da via alternativa e res-
tauracao da atividade litica, responsdvel por
lise de 90% das promastigotas, O tratamento do
SHN com EGTA e fons Mgt++ (blogueio da via
classica, e favorecimento da via alternativa) pro-
duziu a mesma porcentagem de lise.

A reacao litica mostrou-se, portanto, depen-
dente apenas dos fons Mg+, e nio dos ions
Ca+t+, como se vé& na Fig, 3.

Concluimos gque a lise das promastigotas da
L. donovani foi provocada pela ativagio somen-
te da via alfernativa do Complemento,

O uso de SHN depletado de Properdina
produziu a mesma porcentagem de lise das pro-
mastigotas, sugerindo que a ativacio da via al-
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ternativa no caso, pode ocOorrer mMesmo na au-
séncia da Properdina, proteina essa apenas com
funcio estabilizadora da atividade de C, con-
vertase 1.2, '

Confirmacgio da via de ativacio do C — A
imunceletroforese do SHN tratado previamen
te com EGTA e ions Mgt++ e incubado depois
com promastigotas, revela linhas de precipita-
o correspondentes a fragmentos de C, de
maior mobilidade eletroforética que C, nativo,
tal como estd exemplificado na Fig, 4.
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Fig. 3 Porcentagem e lise das promastigotas di L,

donovani, provoseda  pela ativagio da wvia alterpativa do
Coamplemento humono,

DISCUSSAQ

ZUCKERMAN & LAINSON em 19773, su-
niem que o sistema Complemento do SHN seja
o fator responsdvel pela destruigio da maioria
das promastigotaz da L. donovani, inoculadas
no vertebrado pelo inseto vector. Segundo estes
mesmos Autores, as formas infectantes, capa-
zes de invadir células fagocitariazs do vertebra-
do, seriam agqualas nao destruidas pela acio do
Complemento.

SCHMUNIS & HERMAN ¥, por sua veg, ob-
servaram gue promastigotzs “arredondadas”
nao eram lisadas por soro normal de cobaio.
Mesmo sem afastar a possibilidade de lise, em
fase inicial, estes nltimos Autores sugerem gue
tais formas “arredondadas” sejam resistentes &
a¢io do soro de cobaio e que constituam parte
lixa da populacio de promastizotas da L. do-
novani.

Nossos resultados confirmam a suposicio
de ZUCKERMAN & LAINSON, e demonstram
gque a lise das promastigotas da L. donovani
provocada pelo SHN, é realmente reacio depen-
dente de C, ativado pela via alternativa,

Em nosso trabalho, nunca obtivemos lise to-
tal das formas parasitdrias, o gue nos leva a
erer gque, ao redor de 10% da populagio de pro-
mastigotas usadas seja resistente 4 acio do
Complemento,

Este trabalho prossepuira, wvisando deter-
minar o potencial evolutivo e capacidade inva-
sora das promastigotas da L. donovani resisten-
te & acio do sistema Complemento humano.

Fig. 4 — Imunoeletroforese do SHMN tratado
praviemente ocom EBEGTA 4+ ions Mgt4+ e
Incubade com promastigotas da L. denovand,
duratite 1 horm, a 250, Os produtos de eli-
vagem de C, apresentam maior mobilidede
aletrofordtica gue C, nativo,

1 = 5HN

2 = SHN 4+ EGTA e Mgt axlly pro-
mistigotas

A = anti-C humano
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SUMMARY

Activation of the alternative pathway of Com-
plement by promastigotes of Leishmania
donovani

Promastigotes of L. donovani were lysed
(90%) by action of Complement activated by
the alternative pathway. Total lysis was never
obtained in sp;te 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 po-
tential are in progress.
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