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RESUMO 

Demonstrou-se no extrato metílico de RCG frações antigênicas com determi­
nantes comuns a L. donovani. As referidas frações foram obtidas por cromatogra­
fia effl coluna de sílica e recromatografia em camada delgada. A análise do mate­
rial ativo revelou a inexistência de fósforo e presença de nitrogênio e polissacarídeo. 
Os dados apresentados em conjunto sugerem tratar-se de complexo lipopolissaca­
rídic.o .. 

INTRODUÇÃO 

Em 193~ Brn;a & PLANEl' 1 observaram 
que o antígeno W .K. K. , extraí d-O de cultu­
ras de Streptrix leproides, era capaz de fi­
xar complemento com soros de po.rtadores 
de hansenia.se, pênfigo e leishmaniose tegu­
mentar. Seus. dados foram confirmados pe­
las observações de LOWE & GERVAK 6, DHAR­
MENDRA & BosÉ 3 utilizando antígenos de 
bacilos álcool-ácido-resistentes para fixação 
do complemento em soros de portadores de 
calazar, encontraram maior percentagem de 
positividade com o antígeno preparado de 
bacilo Lheras. A sensibilidade e especifici­
«ilade deste antígeno foi revista por Nus­
SENZWEIG 9

• 

A imunidade cruzada entre o Mycobacte­
rium tuberculosis e a Leishma.;,,ia douovani 
foi evidencia.da experimentalmente por Ko­
N0PKA, GOBLE & LEWIS i;_ Estes Autores ob­
servaram que camundongos infectados por via 
intravenosa com L. donovani apresentavam re~ 
sistência às subseqüentes infecções cmn M. 
tuberculo,sis, que se mantinha pelo tempo 
de sobrevida do animal. Finalmente, MAY-

RINK 7 observou ser o antígeno heterólogo 
obtido de M. tuberculoús, mesmo de cepas 
não patogênicas, mais especifico e sensível 
ao teste de fixação do complemento com so­
ros de portadores de leishmaniose cutânea, 
que o homólogo ext1aído Bas mesmas col'ldi­
ções. 

Todos estes dados comprovam a existência 
de fração ou fraç,ões em alguns bacilos ál­
cool-ácido-resistentes e especialmente em 
M. tuberculosis, relacionadas antigenicamen­
te com L. donovani. Os resultados referen­
tes à purificação destas frações a partir de 
BCG são apresentados neste trabalho. 

MATERIAL E MÉTODOS 

1. Preparação do antí.geno metílico bruto 
de BCG 

O antígeno foi preparado de acordo com 
a técnica descrita por CISALPINO & col. 2

: 

cerca de 1 g de BCG liofilizado era colocado 
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em frasco escuro com rolha esmerilhada. 
Adicionavam-se 50 mi de acetona, deixando­
se em repouso por 24, horas. Após este tem­
po, o. sobrenadante era desprezado e esta 
operação repetida 3 vezes. O pó resultante 
do tratamento com acetona era deixado em 
estufa a 40ºC por 24 horas. Adicionavam-se 
em seguida 100 mi de metanol, deixando-se 
à temperatura ambiente, ao abrigo da luz. 
Após 15 dias de extração, filtrava-se o ma­
terial e procedia-se a titulação do filtrado. 

2. Purificação do antígeno bruto 

2. 1 - Cromatografia em coluna de sílica 

Utilizou-se na preparação das colunas, sí­
lica gel (Merck 0,05-0,2 mm, lotes n.08 

6.161.557 e 70.156.877). Para este último 
lote foi necessária prévia hidratação, colo­
cando-se a sílica em placa de Petri e dei­
xando-se à temperatura ambiente por 6 a 
8 dias. Sem este tratamento prévio, grande 
parte do material ativo . permanecia retido 
na coluna. 

Cerca de 50 mi do antígeno metílico bru­
to era evaporado a 40ºC e o resíduo re~ul­
tante, suspenso em 2 ml de benzeno. Este 
material era adicionado a uma coluna de sí­
lica de 25 x 10 cm, previamente equilibrada 
em benzeno. Para total recuperação foi ne­
cessário lavar o frasco que continha a s.us­
pensão com o volume máximo de 1,0 mi de 
metanol o qual era também adicionado à 
coluna. Após a completa absorção do mate­
rial pela sílica, iniciava-se a eluição empre­
gando-se sucessivamente 50 mi dos seguintes 
sistemas de solventes: benzeno; benzeno-clo­
rofórmio 5%; benzeno-clorofórmio 10%; 
benzeno-clorofórmio 20%; benzeno-clorofór­
mio 40%; benzeno-clorofórmio 80%; cloro­
fórmio; clorofórmio-metanol 5 % ; clorofór­
mio-metanol 10 % ; clorofórmio-metanol 20%; 
clorofórmio-metanol 40%; clorofórmio-me­
tanol 80% e metanol. 

As amostras eram coletadas por gravidade 
em frações de 10 mi. O ritmo de eluição va­
riava de 30 a 60 gotas por minuto, dependen­
do do sistema de solventes. Os solventes das 
frações coletadas eram evaporados a 40ºC 
e o resíduo suspenso em metanol e transfe­
rido para frascos escuros com rolhas esme-

rilhadas, tendo-se o cuidado de raspar com 
espátula todo o resíduo do frasco coletor, 
completando-se o volume com metanol, para 
50 mi. 

2. 2 - Cromatografia em camada fina 

Na preparação das placas utilizou-se sílica 
gel GF-254 (Merck), lote 9053016; placas 
de vidro 20 x 20 cm e cubas adequadas 
( chromatank Shandon) . As placas foram 
previamente lavadas com solução sulfocrômi­
ca e a seguir colocadas em banho de acetona. 
Colocaram-se nas extremidades tiras de es­
paradrapo e espalhou-se a sílica, com auxí­
lio de bastão de vidro. Deixou-se secar em 
temperatura ambiente e a seguir foram ati­
vadas em estufa -+- 150ºC por 30 minutos. 
A cada placa adicionavam-se de 2 a 3 ml do 
material a ser cromatografado. Utilizaram­
se os seguintes sistemas de solvente: cloro­
fórmio-metanol ( 4: 1) e clorofórmio-metanol­
amônia ( 80 :20 :0,8) . Após tempo suficiente 
para migração, o material separado, revelado 
sob forma de manchas por vapores de iodo 
em câmara fechada, era extraído com 5 ml 
de metanol por 12 horas, sob agitação. Após 
remoção da sílica por centrifugação, o extra­
to metanólico era evaporado em estufa a 
40ºC. 

3 . Reação de fixação do complemento 

A reação de fixação do complemento 
(RFC') pela técnica de 50% de hemólise 
foi realizada segundo FREITAS & ALMEIDA '1 

empregando-se soros de pacientes provenien­
tes de zona endêmica de calazar (Vale do 
Rio Doce) , e as frações cromatografadas co­
mo antígenos. A positividade dos soros era 
revelada por fixação do complemento feita 
previamente usando antígeno de M. tuber­
culosis. Os soros provieram de pacientes com 
exame positivo, de medula óssea. 

4. Determinações químicas 

Dosagem de nitrogênio pela nesslerização; 
dosagem de fósforo pela técnica de NAKA­
MURA 8 ; dosagem de carboidrato total pela 
antrona, segundo método de SEIFTER, DAYTON, 
Novrc & MumwYLER 10

• 

51 



MAYRINK, W.; CO$'1'A, ·C. A.; 1,•1,:llRf-;JRA CO.M&.5, N . J.: GAZ.ZJ'NJó:t.t.l, G. & BRANDAO FEDER­
MAN', 11. - i,-,.~~ctonamento (lc ext.rato meHUco de BC(; e purlrtcaeao de frat.õ<-s antiglnlcas reta • 
ciona.dn::: com L el$1,m.a11i(,. i.L011(}v<t,.i. R Cti". lnit. M e<l. t-rop. SOO P<m-lo ltl :50· 5$, 1974 . 

RESUJ.'l'ADOS E DISCU$$Ã0 

A Fig. 1 apresenta o per(il ci·omatográfico 
típico do antígeno de BCG com título de 
l :64{). olJticlo nas condições descritas. A dui­
ção foi acompanhada pela dete rmina~ão cle 
poliR-;aearich~os e l'cnção de fixação cio com­
lJl<·mcnto. Co1J10 mostra u figura~ a frasfio 

,, .. -
1 .... ... l 

, .. ... 

--· 
F ig. 1 - Cromül0&rafüt e m eolu na de s111ca, <lo 
éxtra l o metUico de ltCO. Llnhu t r actJ.\dtl : car• 
boidrato total determ1nfülo pelo reagente de nn-
1ro na. J_,.1nha ('Ot\Unu fl : RFC· a 50¼ de hen\úllise 

polissacarídica não coim.:ide exatamente com 
o matNial a tivo na r eação de fixação do 
<:omJ)lí·mento, ü1d.icando provável hcteroge­
ncicladc. da fraç:..í.o at iva. Alterações ua vc• 
Jocidade de íl uxo e altura d n coluna, bem 
como modificaçõrs no esq uema de cluiçfio, 
<-om maior discriminação do sistema c1oro­
íúr mio lnelHico~ não foram eficazes parn se­
pa-raç.ão cio malcrüil .inerte. Com o empre• 
go cio sílica de um mesmo lote , a rccupera­
çúo <la atividade aotigênica de 18 cohmas 
variou de 50 • 80% . Uma das causas 
desta variação foi provavelmente a perda 
oootrida oa t ransferência do material para 
a coluna, devido à sua insolubiJidaàc <:m bcn­
Z(•uo. 

O material e.la frução clorofórm io.metanol 
BO?~. COl'U maior ativiclaclc antigêo ica, foi 
recromatogra íado cm. camada fina, <:mpn::• 
gancfo•se o sistema de solventes doro fór mio­
mcHmol 4:1. A l;-ig. 2 .mostra o r esultado de 
uma desta~ experiências, cm que se con!:ta tn 
a p resença <1c~ dufü; bandas 1·evelacla:; por 
vapor de iodo: uma na o rig<'m ._~ o ulrn p ró -
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xlma do " íront" esta com IH = 0.90. Am• 
has mostrarnm--se ativas ao tesle de fixação 
do t."OrnpJemento <-.om soros de pacientes por­
tadores de calazar . As duas frações [oram 
rnspadas da placa, elui clas em metanol e rc .. 
cromatografodas em placas de sílica, alte­
talldo-se o .sistema de solv(•nt<-..s para c1oro­
lúrn,io-mctanol-amônia (80 :20:0,8 ) . Os 
e luatos cio material de origem e o <lo " frouC 
l't Yclaram,. pot vapor de iodo, a presença 
de 1-rês bandas complctamenle inativas à fi. 
xação do complemento, sugerindo trata r.se 
de <·omple:xo cuja di.,-.ociação <1<-strói a alivi­
dade biológica. 

Comparação da crornalograEia em camada 
f ina ilo extraio metílico bruto de BCG (Fig . 
3) o do material purificado (Fig. 2) mostra 
que se a ting iu alto grau de purificação cons• 
tatnndo-se a prCSCn&-.a de duas frações aLivas. 

A análiS(: do materia l 1·evclou a inC'.xistên­
cia de íó~íoto e p resença de ni t rogênio, a lém 
de polis~mcaríileos. 

Fig. 2 - Cromalogralia em cama da tina da 
1'racão ativa de BC(;. ob tida por cromatogra fia 
cm ooluna. Sistema <le solvente: c1orot6rm10 .. 
mccanot 4 :1. Obsc:rvnm-se duas tn\CôC'S rovcln-

das por vapor de lodo 
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F ig. 3 - Croma.togrnfin em r-~nnaíltt o na (lo ex­
tra lo bruto de BCG. ~IRtema d.e solvente: cl(>r'O­
fó rmio-metnnot 4:1. ConSC{ll.à-se a pN.•scnca de 
pelo menos 7 frat6{-s reveladas J)Ol" vapor de 

10<10 

Estes rcsuhados e m conjunto sugerem s~r 
o material a t i\'o complexo lipopo)Lc:ts.acarídico, 
c-uja d issoriação leva à pe rda da a tividade. 
Es1udo para a caracterização <1uímica do ma­
teria l eslá s.tndo rculiznclo. 

SUJ\lMAJtY 

Fractio11.f1.Jion,, nj BCC mell,ylic fxtract. tmd 
pu-rifitatio,r. o/ anlig(mic f ractions related 

1ciJh Lcishmania don.ovan i 

1. BCG mclhylic cx1rncL is nl>I(• to iuduce 
romple-mf•nt Ib:.àtion when mi.xl:d with serum 
of Ka lú-Aza r ()atil:nts. 2. The an tigenic 
:frac.:Lion of RCG relate,I will1 Lei$ft11uwia, do .. 
nova,U: may he pur i íi<"d hy colo mu chromato• 
g raphy fol low,:cl hy th in laycr chrnmatogrn­
phy oí tbc aclive material. 3 . Refract iona­
lion oI thc purilied material ]eads to a lo!;ti 

of ils biological actil'ity. 4 . Analysis ol lhe 
aclive~ ma k r ial i ndirfl l<" ahscnce o( phospho­
rus irnd pr~cncc o{ n itrogen anel polysaccha­
r idC'. 
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