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FRACIONAMENTO DE EXTRATO METILICO DE BCG E PURIFICACAO
DE FRACOES ANTIGENICAS RELACIONADAS COM
LEISHMANIA DONOVANI

Wilson MAYRINK (1), Carlos Alberto COSTA (%), Ney José FERREIRA GOMES (%), -
Giovanni GAZZINELLI (4) e Heloisa BRANDAO FEDERMAN (5)

RESUMO

- Demonstrou-se no extrate metilico de BGG fragbes antigénicas com  determi-
nantes comuns a L. donovani. As referidas fragGes foram obtidas por cromatogra-
fia. em. coluna de silica e recromatografia em camada delgada. A anilise do mate-
rial ativo revelou a.inexisténeia de fésforo e presenca de nitrogénio e polissacarideo.
Os dados apresentados em conjunto sugerem tratar-se de complexo lipopolissaca-

ridico, .

INTRODUCAO

Em 1936, Bier & Praner® observaram
gue o antigeno W.K.K., extraido de eultu-
ras de Strepirix leproides, era capaz de fi-
xar complemento com. soros de peortadores
de hanseniase, pénfigo e leishmaniese tegu-
mentar. Seus dados foram econfirmades pe-
las observag¢Bes de Lowe & GErvAk ¢, PHAR-
MENDRA & Bosk?® utilizando antigenos de
bacilos aleool-acido-resistentes para fixagdo
do. complemento em soros de portadores de

calazar, encontraram maior percentagem de

positividade com o antigeno preparado de
bacilo Lheras. A sensibilidade e especifici-
dade deste antigeno foi revista per Nus-
SENZWEIG 2. ,

A imunidade cruzada entre o Mycobacte-
- rium tuberculosis ¢ a Leishmania donovani
foi evidenciada experimentalmente por Ko-
NoPKA, GOBLE & Lewis 3 Estes Autores ob-
servaram que camundongos infectados por via
intravenosa com L. donovani apresentavam re-
sisténcia as subsegiientes infeccdes com M.

tuberculosis, que se mantinha pelo tempo -

de sobrevida do animal. Finalmente, May-

RINK * observou ser o antigeno. heterdlogo

obtido de M. tuberculosis, mesmo de cepas

ndo patogénicas, mais especifico e sensivel
ao teste de fixagio do complemento com so-
ros de portadores de leishmaniose cutinea,
que o homélogo extraido nas mesmas condi-
cdes. ’

Todos estes. dados comprovam a existéncia
de fragdo ou fragbes em alguns bacilos al-
cool-dcido-resistentes e  especialmente em
M. tuberculosis, relacionadas antigenicamen-
te com L. donovani. Os resultados. referen-
tes & purificagdo destas fragdes a partir de
BCG sdo apresentados neste trabalho.

MATERIAL E METODOS

1. Preparacdo do antigeno metilico bruto

de BCG

O antigeno foi preparado de acordo com
a téenica descrita por CrsarPiNo & col. %:
cerca de 1 g de BCG liofilizado era colocado
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em frasco escuro com rolha esmerilhada.
Adicionavam-se 50 ml de acetona, deixando-
se em repouso por 24 horas. Apés este tem-
po, o sobrenadante era desprezado e esta
operagdo repetida 3 vezes. O pé resultante
do tratamento com acetona era deixado em
estufa a 40°C por 24 horas. Adicionavam-se
em seguida 106 ml de metanol, deixando-se
3 temperatura ambiente, ao abrigo da luz.
Apés 15 dias de extragdo, filtrava-se o ma-
terial e procedia-se a titulacio do filtrado.

2. Purificagdo do antigeno bruto
2.1 — Cromatografia em coluna de silica

Utilizou-se na preparagio das colunas, si-
lica gel (Merck 0,05-0,2 mm, lotes n.°®
6.161.557 e 70.156.877). Para este dltimo
lote foi necessaria prévia hidratacdo, colo-
" cando-se a silica em placa de Petri e dei-
xando-se & temperatura ambiente por 6 a
8 dias. Sem este tratamento prévio, grande
parte do material ativo . permanecia retido
na coluna. 7 \

Cerca de 50 ml do antigeno metilico bru-
to era evaporado a 40°C e o residuo resul-
tante, suspenso em 2 ml de benzeno. Este
material era adicionado a uma coluna de si-
lica de 25 x 10 cm, previamente equilibrada
em benzeno. Para total recuperacio foi ne-
cessario lavar o frasco que continha a sus-
pensdo com o volume miximo de 1,0 ml de
metanol o qual era também adicionado &
coluna. Apds a completa absor¢io do mate-
rial pela silica, iniciava-se a eluicio empre-
gando-se sucessivamente 50 ml dos seguintes
sistemas de solventes: benzeno; benzeno-clo-
roférmio 5% ; .benzeno-cloroférmio 10%;
benzeno-cloroférmio 20%; benzeno-clorofér-
mio 40% ; benzeno-cloroférmio 80%; cloro-
" férmio; cloroférmio-metanol 5% ; clorofér-
. mio-metanol 10% ; cloroférmio-metanol 20% ;
cloroférmio-metanol -40% ; cloroférmio-me-
tanol 80% e metanol.

As amostras eram coletadas por gravidade
em fraches de 10 ml. O ritmo-de eluicio va-
riava de 30 a 60 gotas por minuto, dependen-

“do do sistema de solventes. Os solventes das
fracbes coletadas eram evaporados a- 40°C
e o residuo suspenso em metanol e transfe-
rido para frascos escuros com rolhas esme-

rilhadas, tendo-se o cuidado de raspar com
espatula todo o residuo do frasco- coletor,
completando-se. o volume com metanol, para

50 ml.
2.2 — Cromatografia em camada fina

Na preparagio das placas utilizou-se silica

- gel GF-254 (Merck), lote 9053016; placas

de vidro 20 x 20 cm e cubas adequadas
(chromatank Shandon). As placas foram
previamente lavadas com solugdo sulfocrémi-
ca e a seguir colocadas em banho de acetona.
Colocaram-se nas extremidades tiras de es-
paradrapo e espalhou-se a silica, com auxi-
lio de bastio de vidro. Deixou-se secar em
temperatura ambiente e a seguir foram ati-
vadas em estufa = 150°C 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-

- f6rmio-metanol (4:1) e cloroférmio-metanol-

amébnia (80:20:0,8). Apés tempo suficiente
para migracio, o material separado, revelado
sob forma de manchas por vapores de iodo
em camara fechada, era extraido com 5 ml

. de metanol por 12 horas, sob agitagdo. Apés

remocio da silica por: centrifugacgo, o exira-
to metandlico . era evaporado em estufa a

40°C.
3. Reagdo de fixacdo do complemento

A reagio de fixagdo do complemento
(RFC’) pela técnica de 50% de hemdlise
foi realizada segundo Frerras & ALMEIDA *
empregando-se soros de pacientes provenien-
tes de zona endémica de calazar (Vale do
Rio Doce), e as fragdes cromatografadas co-
mo antigenos. A positividade dos soros era
revelada por fixacdo do complemento feita
previamente usando antigeno de M. fuber-
culosis. Os soros provieram de pacientes com

exame positivo, de medula 6ssea.

4. Determinacoes quimicas

Dosagem de nitrogénio pela nesslerizacéo;
dosagem de fésforo pela técnica de Naka-
MURA ®; dosagem de carboidrato total pela
antrona, segundo método de SEIFTER, DAYTON,
Novic & MuNtwyLER *°. ~
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RESULTADOS E DISCUSSAD

A Fig. 1 apresenta o perfil cromatogrifico
tipico do antigens de BCG com titule de
1:6:4), obtido nas condicoes deseritas. A elui-
ciio foi acompanhada pela determinacio de
polizsacarideos ¢ reacdo de fixacio do com-
plemento. Como mostra a figura. a fracio
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Fig. 1 — Cromatografia em coluna de silica, do
extralo metilico de BOG. Linha tracejado: car-
hojdrate total determinade pelo reagente de an-
trona,. Linha continua: RFC' a 50% de hemdllse

polissacaridica nido coincide exatamente com
o material ativo na reagao de fixagio do
complemento, indicando provavel heteroge-
neidade da fracio ativa. Alleragbes na ve-
locidade de fluxo e altura da coluna, bem
como modificagies no esquema de eluicio,
com maior diseriminagio do sistema cloro-
formio metilico, nio foram eficazes para se-
paracio do material inerte, Com o empre-
go de silica de um mesmo lote, a recupera-
gio da atividade antigénica de 18 colunas
varion de 500 a 809%. Uma das causas
desta variagao foi provavelmente a perda
ocorrida na transferéncia do material para
a coluna, devido a sua insolubilidade em hen-
FAS LR

O material da fragio cloroférmio-metanol
0% . com maior atividade antigénica, foi
recromatogralado em camada fina, empre-
gando-se o sistema de =olventes clorofdrmin-
metanol 4:1. A Fig, 2 mostra o resultado de
uma destas experifncias, em que se constata
a presenga de duas bandas reveladas por
vapor de jode: uma na origem ¢ outra pri-

3]
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xima do “Iront”™ esta com Rf = 090, Am-
has mostraram-se ativas ao teste de fixacio
do complemento com soros de pacientes por-
tadores de calazar, As duas fraghes foram
razpadaz da placa, cloidas em metanol e re-
cromatografadas em placas de silica, alte-
rando-se o sistema de =olventes para eloro-
frmio-metanol-aménia  (80:20:0.8). s
eluatos do material de origem e o do “front™
revelaram, por vapor de iodo. a presenca
de trés bandas completamente inativas a fi-
xagan do complemento, sugerindo tratar-se
de complexo cuja dissociacio destréi a ativi-
dade bicldgica.

Comparagio da cromatografia em camada
fina do extrato metilico bruto de BCG (Fig.
3) e do material purificado (Fig. 2) mostra
que s atingiu alto grau de purificacin cons-
tatando-se a presenca de duas fracies ativas.

A anilise do material revelon a inexistén-
cia de [osforo e presenca de nitrogénio, além
de polissacaridecs,
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Fig. 2 — Cromatopgrafia em camada fina da

Iragio ativa de BOG obtida por cromatografia

em coluna.  Sletema de solvente: clorofdrmlo-

metanol 4:;1. Observam-se duns fracdes revelo-
das por vapor de iodo
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Flg. 3 — Crometografia em camada Ting do ex-

tralo bruto de BCG, Sistema de solvente: eloro-

férmic-metanol 4:1, Constata-ze a presenca de

pelo menos 7 fracies reveladas por vapor de
lodo

Estes resultados em conjunto sugerem ser
o malerial ativo complexo lipopolissacaridico,
cuja dissociacio leva @ perda da atividade,
Fstudo para a caracterizagiio quimica do ma-
terial esti sendo realizado.

SUMMARTY

Froctivnation of BCGC methylic extract and
purification of anfigenie  frocitons  releted
with Leishmania donovani

1. BCG methylic extract is able lo induce
complement Tixation when mixed with serum
of Kala-Azar patients. 2. The antigenic
Traction of BCG related with Leishmania do-
novant may be purified by column chromato-
graphy followed by thin layer chromatogra-
phy of the active material. 3. Refractiona-
tion of the purified material leads to a loss
of its hiological activity. . Analysis of the
active material indicate alsence of phospho-
rus and presence of nitrogen and polysarcha-
ride,
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