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responsáveis pela destruição tecidual. Usando-se

coloração (mica pela imunoperoxidase em cortes

criostato, observaram-se três anticorpos que er

contra HSP-60 (anticorpos policlonais SPA-804, S

anticorpo monoclonal SPA-807), que provavelme

especificamente com macr6fagos e células epi

biópsias cutâneas de pacientes com hansenfase. No

foi observado que todos os anticorpos contra HSP-6

anticorpos monoclonais (MoAbs) contra HSP-65 d

(F47- 10, F67-18, F88-1) reagiam intensamente com

do M. leprae sonicado com peso molecular de 65 kD

semelhança de alguns determinantes antigênicos e

humana e HSP-65 do M. leprae. Subseqüentemente

imunoistoqufmico comparativo dos padrões de c

anticorpos contra HSP-60 humana e anticorpos cont

M. le/x.9e, usando cortes cutâneos feito em

hansenfase paucibacilar (PB), multibacilar (MB) e ou

granulomatosas, revelaram que os MoAbs F47-1

reagiam somente fracamente com os granulomas em

PB e em outras doenças granulomatosas cutâneas,

o granuloma da hansenfase MB intensamente. 0 MoA

anticorpos policlonais SPA-804, SPA-805 e o MoA

coraram os granulomas dos pacientes PB e de ou

cutâneas granulomatosas com a mesma
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um granuloma destrutivo com edema na derme e nos nervos

periféricos superficiais. Contudo, os antígenos responsáveis

ainda permanecem desconhecidos. Estudos anteriores relataram

que o M. leprae, as micobactérias ambientais e o tecido humano

(pele e nervos) têm determinantes antigênicos em comum

(NAAFS et al., 1990; VAN DEN AKKER et al., 1992). Estas

observações deram suporte à noção de que a autoimunidade

pode estar envolvida no dano tecidual na hanseníase. Foi

através de métodos imunoistoquímicos que, pela primeira vez,

foi demonstrada a reação cruzada entre os MoAbs anti-M. leprae

e a pele humana (NAAFS et al., 1990). Subseqüentemente, com

a utilização de um sistema imunoblot foi descrita semelhança

entre antígenos micobacterianos e determinantes na epiderme

humana normal (VAN DEN AKKER et al., 1992). Parecia que

muitos dos MoAbs anti M. leprae utilizados naqueles estudos

eram dirigidos contra determinantes antigênicos pertencentes a
intensidade daquela nos pacientes MB. Utilizando-se uma técnica

de dupla coloração, observou-se que os determinantes

antigênicos reconhecidos pelo MoAb contra HSP-60 humana

(SPA-807) e os MoAbs contra a HSP-65 do M. leprae (F67-18,

F47-10, F88-1) estavam, na maioria das vezes, localizados nos

macrófagos. Esses achados não contradizem nossa hipótese de

que semelhanças entre determinantes antigênicos nas HSPs no

M. /eprae e no hospedeiro humano podem ser, no mínimo em

parte, responsáveis pela indução de uma reação autoimune na

hanseníase causando formação de granuloma com subseqüente

dano tecidual. Os resultados deste estudo também indicaram que

alguns destes determinantes estão provavelmente localizados na

HSP-60. Uma explicação similar possivelmente se aplique aos

achados em outras doenças granulomatosas, como por exemplo,

na sarcoidose provavelmente induzida por micobactéria, e na

necrobiose lipoídica relacionada ao diabete, nas quais considera-

se que epítopos semelhantes existam entre a HSP-65 bacteriana
e a HSP-60 humana e desempenhem um papel importante.

escritores: hanseníase, doenças granulomatosas,

toimunidade, proteínas de choque térmico, HSP-60, HSP-

, imunopatologia, Western blot.

INTRODUÇÃO

proteínas conservadas durante a evolução e denominadas de

"Proteínas de Choque Térmico" (Heat Shock Proteins-HSPs). As

Proteínas de Choque Térmico ou "proteínas de estresse" são

sintetizadas por organismos eucariotas e procariotas como uma

resposta fisiológica a eventos estressantes. Acredita-se que

essas proteínas realizam funções autoprotetoras que são

essenciais para a sobrevida da célula (POLLA, 1991; 1991). As

HSPs podem ser classificadas em cinco famílias principais,

baseando-se em seu aparente peso molecular: HSP-100, HSP-

90, HSP-70, HSP-60 e HSP-27 (MAYTIN, 1995). A seqüência de

genes das HSPs entre o homem e microorganismos

(patogênicos) parece mostrar notáveis semelhanças (DUDANI et

al., 1989; GARSIA et al., 1989). Além do mais, antígenos

altamente imunodominantes do M. leprae foram reconhecidos

como homólogos das proteínas de estresse (YOUNG et al.,

1987).

0 objetivo do presente trabalho foi ampliar os estudos

mencionados previamente (NAAFS et al., 1990; VAN DEN AKKER

et al., 1992) a fim de verificar se alguns dos determinantes

antigênicos compartilhados pelo M. leprae e o hospedeiro

humano podem estar localizados nas Proteínas do Choque

Térmico. Usando-se um conjunto de anticorpos comerciais

disponíveis contra HSP de quatro famílias diferentes e um

conjunto de anticorpos contra determinantes antigênicos do M.

leprae, os seguintes trabalhos foram realizados:

A- Estudou-se a reatividade específica dos anticorpos anti- HSP

humano com determinantes antigênicos do M. leprae pela

técnica de coloração por imunoperoxidase em cortes de pele

de hanseníase multibacilar, feitos no criostato e pela técnica

de Western Blot usando-se como antígeno M. leprae
O compartilhamento de determinantes antigênicos entre

parasita e hospedeiro foi primeiramente descrito por Damian em

1964 (DAMIAN, 1964). Este fenômeno chamado "mimetismo

antigênico" foi sugerido como uma possível explicação para as

manifestações clínicas e histopatológicas da hanseníase (NAAFS

et al., 1990; VAN DEN AKKER et al., 1992; RAM BUKKANA et al.,

1992).

Os determinantes antigênicos comuns do M. leprae e do

hospedeiro podem levar ou a um estado de tolerância ou a um

estado de autoimunidade. Por um lado, o mimetismo antigênico

permite que o parasita sobreviva nos tecidos humanos porque o

sistema imune falha em reconhecer os antígenos como "não

próprios". Uma tal situação pode ocorrer na hanseníase

virchoviana (VV), na qual os tecidos do paciente ficam repletos de

micobactérias, e uma imunidade específica mediada por células

(IMC) contra antígenos do M. leprae está ausente. Por outro lado,

determinantes antignicos compartilhados pelo M. leprae e o

hospedeiro podem induzir uma reação autoimune contra os

antígenos do próprio hospedeiro. Isto poderia explicar as

respostas imunes observadas na hanseníase tuberculóide (TT) e

durante uma Reação Reversa (RR). Uma IMC alta contra os

antígenos do M. leprae pode então ser observada e ocorre a
rmação de
sonicado;

B- Compararam-se os padrões de reatividade desses

anticorpos com granuloma de hanseníase PB e MB e
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outras doenças granulo-matosas cutâneas;
C- A detecção in situ de determinantes antigênicos da HSP-

60 humano e HSP-65 do M. leprae em macrófagos

cutâneos em hanseníase PB e MB e outras doenças

granulomatosas cutâneas, usando-se a técnica da dupla

coloração.

Os resultados desses estudos mostraram que

alguns dos determinantes antigênicos compartilhados

pelo M. leprae e o hospedeiro humano e que podem ser

em parte responsáveis pela patologia da hansenfase estão

localizados na HSP-60.

MATERIAL EMÉTODOS

contendo 3% de soro de cabra normal (SCN) e 3% soro

humano normal (SHN). As seções foram lavadas

novamente, duas vezes, em PBS contendo Tween (0.05%)

e incubadas durante 30 minutos com o complexo Avidina-

Biotina diluído a 1:1.200 (kits-DAKO, DAKO AIS -Dinamarca).

Logo após, as laminas foram lavadas, duas vezes, com

PBS (sem Tween). A reação de peroxidase foi desenvolvida

incubando-se os cortes com uma concentração de 0,75

mg/ml de 3,3-diaminobenzidina (DAB) e peróxido de

hidrogênio a 0,25%, durante 7 minutos em campo escuro.

As secções foram lavadas em água corrente e contra-

corada, durante 60 segundos, com hematoxilina de Mayer

e novamente lavadas em água corrente durante 5

minutos. A seguir, foram montadas em Malinol após a

desidratação por passagens consecutivas em banhos de

álcool e xilol.

Controles negativos consistiram na omissão de

anticorpo primário.

Método da dupla coloração

Seções de 5pm cortadas em criostato foram fixadas

durante 10 minutos em acetona, secas ao ar e lavadas

em PBS. Elas foram incubadas durante 1 hora com o

primeiro anticorpo monoclonal. Depois de lavadas com

PBS, foram incubadas com anticorpos biotinilados de

cabra anticamundongo na diluigdo 1:200 contendo 3% de SI-

IN e 3% de SCN, durante 30 minutos. A seguir foram

lavadas em PBS e incubadas com estreptavidina—

Galactosidase diluída 1:2 (Laboratórios Biogenex, San Ramon,

E.U.A.) durante 30 minutos. Em seguida, as lâminas
Fragmentos de biápsias

Biópsias de pele de nove pacientes com hansenfase e

cinco pacientes com doenças granulomatosas cutâneas foram

obtidas nos departamentos de Dermatologia e

Venereologia do Hospital Acadêmico Dijkzigt em

Rotterdam (Holanda) e Hospital Acadêmico em

Paramaribo (Suriname). A pele humana normal foi

obtida de duas pacientes que sofreram redução de mama

no departamento de Cirurgia Plástica Reconstrutiva do

Hospital de Rotterdam. Os espécimes foram congelados

em nitrogênio líquido e armazenados a -70°C até o uso.

O diagnóstico histológico foi confirmado em cortes

corados pela hematoxilina-eosina (HE). A coloração de Fite-

Faraco-Wade foi usada para detectar a presença de

bacilos álcool-ácido resistentes e a determinação do índice

baciloscópico (IB) em fragmentos de pele de pacientes
hansenianos.

Imunoistoquímica

Método de coloração única

Cortes—congelados foram corados usando-se o

método do complexo Avidina-Biotina como descrito por

CATTORETTI et al., 1988.

Resumidamente: seções de 5pm cortadas em

criostato foram colocadas em lâminas de vidro, secas ao

ar e fixadas em acetona durante 10 minutos A

temperatura ambiente. As seções foram lavadas em

tampão fosfato (PBS, pH 7,4) contendo 0,05% de Tween e

pré-incubadas com 5% de soro albumina bovino em PBS

durante 10 minutos para minimizar a coloração inespecffica

Subseqüentemente, as seções foram incubadas durante 60

minutos com uma diluição ótima do anticorpo primário.

Depois foram lavadas duas vezes com PBS, contendo

0,05% de Tween e, incubadas durante 30 minutos com

anticorpos secundários biotinilados; anticorpo de cabra

anticamundongo na diluição 1:200

foram lavadas com PBS. A reação de -Galactosidase foi

desenvolvida com o substrato -Galactosidase (0.72%

cyanide Ferry/Ferro, 2.5% 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-

galacoside, 0.11% mgC12 em PBS) durante 30-45 minutos a

37°C. As seções foram lavadas em PBS durante 15

minutos e incubadas com o segundo anticorpo

monoclonal durante 1 hora. Após nova lavagem com PBS,

foram incubadas com anticorpos de coelho

anticamundongo na diluição 1:50, contendo SHN a 1:50 e SCN

diluído a 1:50, durante 30 minutos. Foram lavadas com

PBS e incubadas com fosfatase alcalina antifosfatase

alcalina na diluição 1:100 (APAAP), durante 45 minutos.

Após lavagem com PBS as secções foram incubadas em

0,2M Tris-HCI pH 8,0 durante pelo menos 5 minutos. A

reação de fosfatase alcalina foi desenvolvida incubando-se

as secções em substrato AP (150 pl fucsina nova, 150 pl

NaNO3, 18mg Naftol AS-MX fosfato e 15 mg Levamisol em 70

ml 0.2M [ris-HCI, pH 8,0) durante 30 minutos em

temperatura ambiente e câmara escura. As seções foram

lavadas em PBS e montadas em gelatina-glicerina de

Kaiser.

Controles negativos consistiram na omissão de

anticorpos primários e secundários. A porcentagem de
Hansen. Int., 28(1): 19-30, 2003 21



Nome do produto Isotipo Diluição para imunohistoquímica

F 47-10 IgG1 1:3000

F 67-18 IgG1 1:1500

F 88-1 IgG2a 1:300
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células coradas pela dupla-coloração no granuloma foi

microscopicamente calculada por dois observadores

independentes.

Anticorpos primários

Anticorpos mono e policlonais contra HSP humano

foram comprados de StressGen, Victoria, Canadá. As suas

características estão listadas na Tabela 1.

A diluição ótima para cada MoAbs anti-HSP humano foi

estabelecida usando-se granuloma de pacientes

hansenianos MB, porque determinantes

antigênicos do M. leprae provavelmente estão presentes em

grande quantidade neste espectro da hanseníase. Pelo

aumento gradual das diluições de cada anticorpo, esses

anticorpos que marcaram o granuloma positivamente, mas

não marcaram a epiderme, foram considerados úteis para

os estudos B e C.

Foram obtidos três anticorpos monoclonais de

camundongos contra três diferentes epftopos da proteína

de 65 kDa do M. leprae (KOLK et al.,1984) (Tabela 2). 0

anticorpo monodonal contra o marcador de macr6fago CD68

(KP1) era da marca DAKO, Dinamarca (PULFORD et al.,

1989).

Tabela 1. Anticorpos contra proteínas de choque térmico (StressGen) .

Nome do

produto
Subclasse de

imunoglobulina
Especificidade Diluição para imunohistoquimica

SPA 8201 IgG1 mouse

monoclonal
anti-HSP-70 humana, formas

constitutiva e indutivel

1:500

SPA 8151 IgG1 mouse

monoclonal
anti-HSP-70 humana
forma constitutiva

1:4000

SPA 8101 IgG1 mouse

monoclonal
anti-HSP-70 humana

forma indutivel

1:500

SPA 8302 IgG1 mouse

monoclonal anti-HSP-90 humana
1:2000

SPA 8003 IgG1 mouse

monoclonal
anti-HSP-27 humana

1:4000

SPA 804 rabbit polyclonal
anti-HSP-60 de cianobactéria

1:4000

SPA 8055 rabbit polyclonal anti-HSP-60 do H. virescens 1:4000

SPA 8076
IgG1 mouse

monoclonal
anti-HSP-60 humana

1:500

1
BOEHNCKE et al., 1994; TRAUTINGERet al., 19932DALMAN et al., 1989. 'CIOCCA et ai., 1982.4WEBB et al., 1990. 'MILLER et ai.,

1986.4300G et al., 1992.

Tabela 2. Especificidade dos anticorpos monoclonais contra diferentes epítopos da HSP-65 do M. leprae (KOLK et al., 1984)
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A especificidade do anticorpo monoclonal contra o

marcador de macrófago CD68 (KP1) foi confirmada através de

titulação usando a epiderme de pacientes hansenianos

multibacilares. A diluição ótima era 1:8000.

As colorações dos granulomas e a epiderme foram

graduadas como segue:

Negativo

+ / -: Duvidoso

Positivo fraco

++: Moderadamente positivo
+++: Fortemente positivo
++++: Muito fortemente positivo

M. leprae sonicado

O M.leprae purificado, originário de fígado de tatu

infectado (DAS et al., 1982), foi macerado em um

triturador de tecidos e sonicado a 4°C. 0 M. leprae

sonicado (10mg/m1) foi cedido pelo Dr. P R. Klatser, N. H.

Swellengrebel Laboratório de Higiene Tropical, Instituto Tropical

Real, Amsterdã, Holanda.

Eletroforese em gel de poliacrilamida- Duodecil Sulfato

deSódio (SDS-PAGE)

M.leprae sonicado (10 mg/ml) na diluição de 1:4 foi

submetido ao SDS-PAGE usando-se 12% de gel separador com

0,1% de SDS em um sistema descontínuo de tampão Tris como

descrito por Laemmli et al. (LAEMMLI, 1970). 0 M. leprae

sonicado diluído foi tratado com 5% de 2cc- mercaptoetanol e

2% de SDS e aquecido em banho de Agua a 100°C durante 4

minutos.

Uma mistura de proteínas pré-coradas consistindo de

fosforilase B (94 kDa), soro albumina bovino (67 kDa),

ovoalbumina (43 kDa), anidrase carbônico (30.1 kDa), inibidor

de tripsina de feijão-soja (20.1 kDa) e - lactolbumina

(14.4 kDa) foi usado como marcador (Pharmacia Biotech,

Uppsala, Suécia).

Western Blot

As proteínas de M. leprae separadas no gel foram

marcadas eletroforeticamente (TOWBIN et al., 1979) sobre

uma membrana de nitrocelulose usando um Mini Trans-Blot

Electrophoretic Transfer Cell System (BioRad Laboratories,

Venendaal, Holanda). Depois de marcadas, as tiras de

nitrocelulose foram bloqueadas durante 30 minutos com PBS

contendo Tween (0.3%) a 37°C. As tiras foram lavadas três

vezes por 5 minutos cada com PBS e Tween (0.05%) em

temperatura ambiente. A coloração por imunoistoquímica foi

executada de acordo com as

i ns t ruções do fabr icante, usando-se o método

ImmunoGold Silver, (Amersham Life Science, Amersham, Reino

Unido). As tiras foram incubadas com anticorpo primário e

1% SCN diluído a 1:200 em PBS contendo Tween (0.05%)

durante 2 horas. A seguir, foram lavadas três vezes por 5

minutos cada com PBS e Tween (0.05%). Subseqüentemente,

as tiras foram incubadas em uma solução contendo anticorpo

de cabra anticamundongo ligado em ouro e anticorpo

monoclonal anticoelho ligado em ouro (AuroProbe BL plus,

Janssen Life Science, Geel, Bélgica) diluído a 1:100, Gelatina

(1:20) e PBS com Tween 0.05% durante 2 horas. As tiras

foram novamente lavadas três vezes por 5 minutos cada com

PBS e Tween (0.05%). A seguir, foram lavadas durante 2

minutos em água destilada. Finalmente, volumes iguais de

realçadores (Amersham Life Science, Amersham, Reino

Unido) e iniciadores (Amersham, Life Science, Amersham,

Reino Unido) foram misturados e adicionados As tiras para

aumentar o sinal do ouro. Reações ocorreram, entre 15- 20

minutos. A seguir, as tiras foram lavadas três vezes por 10

minutos cada, em água destilada, e foram secas com papel de

filtro.

RESULTADOS

A. Especificidade dos anticorpos anti-HSPs

Imunoistoquímica

A reatividade no granuloma e na epiderme em

biópsias de pele dos cinco pacientes hansenianos MB que

usaram as diluições ótimas dos anticorpos são mostrados na

Tabela 3.

Nenhuma coloração específica dos granulomas foi

observada usando-se os MoAbs SPA-820, SPA-815, SPA- 810,

SPA-800, SPA-830. A intensidade das colorações na epiderme

com todos os MoAbs variou de fraca a muito forte.

Anticorpos policlonais com SPA-804, SPA-805 e

ant icorpos monoc lonais com SPA-807 reag i ram,

especificamente, com determinantes presentes no

granuloma. Além disso, as colorações-padrão destes três

anticorpos eram idênticas. A epiderme não estava corada com

quaisquer destes anticorpos.

Western Blot

A especificidade dos anticorpos anti-HSP humano para

reagir com determinantes antigênicos do M. leprae foram

confirmados pelo Western Blot usando-se M. leprae sonicado

como antígeno.

Como controle, foram incluídos três MoAbs (F 47- 10; F

67-18; F 88-1) que criaram reações contra o HSP-

Hansen. Int., 28(1): 19-30, 2003 23
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Tabela 3. Reatividade dos anticorpos em granulomas e epiderme na pele de pacies hansenianos multibacilares (N=5)

Anticorpos (diluição) Granuloma Epiderme & proximidades

SPA 820 (1:500)
+ +/-

SPA 815 (1:4000) +
++++

SPA 810 (1:500) +/- +/-

SPA 830 (1:2000) - +++

SPA 800 (1:4000) +/- +

SPA 804 (1:4000) +++ -

SPA 805 (1:4000) +++ -

,
ntensidade da coloração: (-) negativo; (+1-) suspeito, (+) fracamente positivo; (++) moderadamente positivo; (+++) fortemente positivo;
++++) muito fortemente positivo

5 anti-M. leprae, (KOLK et al., 1984) e que reagiram
specificamente com o granuloma e não com a epiderme.

Análise do imunoblot demonstrou que anticorpos

oliclonais SPA-804, SPA-805 e os MoAbs SPA-807, F 47- 10,

67-18 e F 88-1 reconheciam proteínas do M. leprae com uma

assa molecular de 65 kDa. Os resultados também

ndicaram que os MoAbs F 47-10 e F-67-18 tiveram uma

eação maior com estas proteínas de 65 kDa do que os MoAbs

88-1, 807 e os anticorpos policlonais SPA-804 e SPA-805

Figura 1).

Os MoAbs SPA-820, SPA-815, SPA-810, SPA-800 e

PA-830 não mostraram nenhuma reatividade com

roteínas do M. leprae no blot (resultado não mostrado).

Baseado nestes achados, os MoAbs SPA-820, SPA- 815,

PA-810, SPA-800 e SPA-830 foram excluídos das

nvestigações adicionais.

. Uma comparação da reatividade dos anticorpos com

ranulomas de pacientes PB, MB e outras alterações

ranulomatosas cutâneas.

munoistoquimica

Neste estudo dois anticorpos policlonais, anticorpo

onoclonal contra HSP-60 e três anticorpos monoclonais

ontra HSP-65 do M. leprae foram selecionados. 0

bjetivo era investigar se granulomas de outras alterações

utâneas como sarcoidose e granuloma anular mostravam

adrões semelhantes aos granulomas T e V.

Os resultados estão demonstrados na Tabela 4. Pode ser

isto que as colorações especificas dos granulomas foram

bservadas em todas as seções de pele com hanseníase,

om todos os anticorpos usados.

4

Nos quatro casos PB, todos os anticorpos marcaram

células, especialmente no centro do granuloma. A

coloração com o MoAb contra o marcador CD68 de

macr6fago também foi limitada As células localizadas na

mesma Area (Figura 2).

A coloração dos granulomas de pacientes PB e MB nas

cortes de pele com MoAb anti-HSP 60, anticorpos

policlonais e com MoAb F 88-1 era semelhante (de

moderada a fortemente positiva) (Figura 3).

Reatividade para os MoAbs F 47-10 e F 67-18 em

lesões de PB resultaram entre duvidosas e positiva fraca. Em

contraste, o mesmo MoAb reagiu com intensidade forte até

fortemente positiva nas lesões dos pacientes MB.

Os resul tados, como resumidos na Tabela 5,

demonstram que granulomas de outras alterações

cutâneas apresentam reações semelhantes aos padrões

observados na hanseníase. Um padrão representativo é

mostrado na Figura 4.

C. Detecção in situ de determinantes antigênicos da

HSP-60 em macr6fagos de PB e MB e outros alterações

cutâneas granulomatosas.

Imunoistoquimica — dupla coloração

A dupla coloração foi feita para demonstrar que os

antígenos reconhecidos por ambos os MoAbs anti-HSP-60

humano, ant i -HSP-65 do M. l ep rae e ant icorpos

pol iclonais estão (pr inc ipalmente) local izados nos

macr6fagos e demonstraram que estes MoAbs anti-HSP- 60

humano, anti-HSP-65 do M. leprae e os anticorpos

policlonais podem reagir com os mesmos antígenos.
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Tabela 4. Coloração simples do granuloma em cortes de pele de pacientes hansenianos paucibacilares (N=4) e multibacilares (N=5) usando
anticorpos contra HSP 60 e anticorpos monodonais contra a HSP-65 do M. /eprae.

Paciente FFW
anti CD 68 SPA 804/805/807 F 47-10

F 67-18
F 88-1

(B.I.)

Paucibacilar

17182-27 0 +++ +++ +/++ + +++

RR-8T95522 0 +++ +++ + +/- +++

8T219-4 0 +++ ++ + +/- ++

BT 88-6 0 +++ +++ ++ + +++

Multibacilar

BL 250-11 3+ +++ +++ +++ +++ +++

BL 22595 3+ +++ 1- -I- ++/+++ ++/+++ +++

LL 3595 4+ +.++ +++ ++++ ++++ ++++

BL 152-15 2+ ++ +++ ++ ++ +++

BL 19595 3+ +++ +++ ++ ++ ++++

Intensidade da coloração: (-) negativo; (+1-) suspeito, (+) fracamente positivo; (++) moderadamente positivo;

(+++) fortemente positivo; (+++ -I-) muito fortemente positivo

índice baciloscópico (IB) pela coloração FFW: (1+) 1 a 10 bacilos em 100 campos; (2+) 1 a 10 bacilos em 10 campos;

13+11 a 10 bacilos em meio campo; (4+) 10 a 100 bacilos em meio campo; (5+) 100 a 1000 bacilos em meio campo;

(6+) muitos agrupamentos ou acima de 1000 bacilos em meio campo.

Tabela 5. Coloração simples em cortes de pele de outras doenças granulomatosas (N=5) usando anticorpos contra a HSP 60 e
anticorpos monodonais contra a HSP-65 do M. leprae.

Paciente anti CD68 SPA 804/805/807 F 47-10 F 67-18 F 88-1

SA 173-24 +++ +++ + + +++

GA 157-01 +++ ++ +/- - +++

NL 101-27 +++ +-I- +/- +/- +++

GA 288-14 +++ ++ +/- - +++

LS 23595 +++ ++ +/- - +++

Intensidade da coloração: (-) negativo; (+1-) suspeito, (+) fracamente positivo; (++) moderadamente positivo;

(+ + +) fortemente positivo; (++++) muito fortemente positivo.

SA: Sarcoidose; GA: Granuloma Anular; NL: Necrobiose Lipoklica; LS: Leishmaniose cutânea.
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abela 6. Dupla coloração, imunohistoquímica.

F88-1 /CD68 F47-10 /CD68 F67-18 /CD68 SPA807 F88-1/SPA807

Paciente
/CD68

Paucibacilares

RR 95522 + (70-80) + (60-70) - + (60-70) + (70-80)

BT 88-6 + (60) + (40) - + (60) + (50-60)

TT 182-26 + (60) + (40-50)
_

+ (60) + (50-60)

Multibacilares

ENL 26995 + (50-60) + (50) + (5-10) + (60) + (60-70)

BL 23595 + (50-60) + (50-60) + (<5) + (60) + (70)

LL 22595 + (40-50) + (50-60) + (20-30) + (50) + (50-60)

Granuloma anular

GA 288-14 -F (50) + (40) - + (50-60)
+

(50
)

Graus: + positivo; - negativo
(%) porcentagem estimada de células duplamente coradas no granuloma.

A combinação de MoAbs usada na dupla coloração foi a

seguinte: F 88-1/anti-CD68, F 47-10/anti-CD68, F 67-18/anti-

CD68, SPA-807/anti-CD68 e F 88-1/SPA 807.

Uma bióps ia de granuloma anular, duas de

hanseníase PB e duas de MB, apresentavam dupla

coloração. Os resultados são mostrados na Tabela 6.

Os MoAbs F 88-1, F 47-10 e SPA-807 combinados com o

MoAb anti-CD68 mostraram muitas células com dupla

coloração no granuloma em todas as seções de pele de

pacientes com hanseníase e outras alterações

granulomatosas.

Com o MoAbs F 67-18 e anti-CD68, as células com dupla

coloração foram vistas somente nos MB. Nos pacientes

PB e nos cortes com granuloma anular não havia nenhum

coloração com MoAb F 67-18. Estes resultados eram

compatíveis com os resultados obtidos na simples coloração

com o mesmo MoAb.

Em todas as secções de pacientes PB e MB coradas com

a combinação F 88-1 e SPA-807, foram observadas células

coradas pela dupla coloração (Figura 5). Usando-se a mesma

combinação de MoAbs, no método da dupla coloração foram

vistos padrões similares ao da hanseníase PB no granuloma

anular.

26

DISCUSSÃO

Há mais de duas décadas os imunologistas

começaram a investigar o papel das Proteínas do Choque

Térmico na patogênese da hanseníase. Antígenos

altamente imunodominantes do M. leprae foram

reconhecidos como homólogos das proteínas de estresse

(COHEN et al., 1991; I<AUFMANN, 1990 YOUNG et al., 1987).

Mais importante é que, as HSPs do M. leprae mostraram até

50% de identidade na seqüência de genes com seus análogos

humanos (DUDANI et al., 1989; GARSIA et al., 1989). 0

soro dos pacientes infectados reage intensamente,

especialmente contra os determinantes antigenicos da

HSP-60 (YOUNG et al., 1987). Uma subclasse de linfócito T, as

células T y/8 são capazes de reconhecer especificamente os

determinantes antigênicos da molécula HSP-65 do M. leprae. A

ativação de tais células resulta na l iberação de citocinas e

recrutamento de linfócitos mais específicos e macr6fagos para a

área infectada (HAREGEVVOIN et al., 1991; MODLIN et

al., 1989). Sabe-se que a agregação de macr6fagos

infectados e ativados e células T levam A formação de um,

assim chamado, "granuloma" que causa dano tecidual (pele e

nervo), quadro histopatológico
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característico da hanseníase. Contudo, os exatos

mecanismos que levam a ativação e agregação dessas

células em áreas com lesão não são bem compreendidos.

Além do mais, os antígenos envolvidos nesses processos

ainda permanecem desconhecidos especialmente

quando o próprio M. leprae muitas vezes pode não ser

detectado. Visto que as seqüências de genes das HSPs

do M. leprae e do homem são tão semelhantes, é

tentador postular que a autoimunidade contra as HSPs

humanas esta envolvida na formação de granuloma e o

subseqüente dano tecidual na hanseníase.

Continuando o trabalho anterior para demonstrar

a existência de semelhanças entre o M. leprae e os

antígenos cutâneos humanos, este estudo foi realizado

usando-se técnicas imunoistoquímicas com uma e dupla

coloração e a técnica de Western Blot para obter mais

suporte para essa opinião de que pode haver

semelhanças entre os determinantes antigênicos da HSP-

60 humana e a HSP-65 do M. leprae.

Na primeira parte deste estudo, foi investigado se

determinantes antigênicos das HSPs poderiam ser

detectadas no granuloma da pele da hanseníase

multibacilar, usando-se anticorpos mono e policlonais

contra HSPs. Foi sugerido (COLSTON et al., 1989; POLLA,

1991; 1991) que o processo de infecção "estressa" não

somente o bacilo invasor, mas também as células do

hospedeiro infectado (isto 6, macraagos, células de

Schwann). Isso leva a uma super produção de HSPs

nessas células durante a infecção. Por isso pode-se

esperar que as HSPs ou produzidas pelos macrófagos ou

pelo M. leprae ou por ambos são expressas nos

macrófagos. Focalizou-se a atenção, especificamente

nos macrófagos porque, ao lado de sua função como

células apresentadoras de antígeno, os macrófagos

ativados parecem realizar importantes funções

"efetoras" levando à lise celular. Além do mais, os

macrófagos representam a maioria da população celular

dentro de um granuloma, ou como células epitelióides

ou como células gigantes na hanseníase paucibacilar ou

como "células espumosas" histiocíticas na hanseníase

multibacilar.

No presente estudo, o achado de coloração positiva

com os anticorpos monoclonais anti-HSP 70 (SPA-820,

SPA-815 e SPA-810) na epiderme foi relatado

anteriormente por vários investigadores (BOEHNCKE et al.,

1994; EDWARDS et al., 1991; TRAUTINGER et al., 1993).

Khanolkar-Young et al., 1994, relataram que a HSP-70

estava expressa mais significativamente no granuloma

na pele e no tecido nervoso de pacientes com hanseníase

sofrendo uma RR do que naqueles pacientes em uma

RR. Usando, contudo, os mesmos MoAbs (SPA- 310 e

SPA-820), nas não conseguimos observar qualquer

diferença na coloração do granuloma na pele nem na

hanseníase PB e MB e nem na RR. Recentemente,

utilizando imunoistoquimica, Aroni et al.(1996) observaram

uma expressão de HSP-70 significativamente mais alta no

granuloma da pele da hanseníase virchoviana que no

granuloma na pele da hanseníase tuberculóide. Contudo, o

anticorpo policlonal contra HSP-70 usado em seu estudo

também reagiu com a epiderme, por isso a capacidade

deste anticorpo policlonal de reagir especificamente com

determinante da HSP-70 6 um ponto de discussão.

Os MoAbs anti HSP-27 e anti HSP-90 também falharam

em corar, especificamente, o granuloma. Isso pode

indicar que HSP-27 e HSP-90 não são expressos em células

dentro do granuloma. HS necessidade ainda de ser

estabelecido se este achado também indica que a HSP-27

e/ou HSP-90 não tem importância imunológica em hanseníase.

Por outro lado, os três anticorpos mono e policlonais

contra HSP-60 (SPA-804, SPA-805 e SPA-807) coraram o

granuloma de maneira intensa, enquanto que a epiderme

era negativa indicando que os determinantes antigênicos

presentes dentro do granuloma tinham reagido

especificamente com esses anticorpos.

Com o Western Blot foi observado que o SPA-804,

SPA-805 e SPA-807 reagiam com as proteínas do M.

leprae de peso molecular 65 kDa. Foram incluídos como

controle, três MoAbs (F47-10, F67-18 e F88-1) cada um

reagindo com um diferente determinante antigênico no

antígeno de 65 kDa do M. leprae. Nesses blots esses três

MoAbs também reagiam com uma proteína de 65 kDa do M.

leprae em um padrão que era semelhante aquele relatado

anteriormente por vários outros pesquisadores (BUCHANAN

et al., 1987; THOLE et al., 1987). Os anticorpos monoclonais

contra HSP-70, HSP-27 e HSP-90 humanos não mostraram

nenhuma reação significativa nos blots, confirmando os

achados da imunoistoquirnica. Isto sugeriu que a proteína

65 kDa do M. leprae pertence familia da HSP-60 (DUDANI et

al., 1989). Por isso, não é surpreendente que os anticorpos

contra a HSP-60 e os anticorpos contra a proteína HSP-65

do M. leprae produzam uma banda de padrão semelhante

no Western Blot. Contudo, notou-se que as bandas no

nivel de 65 kDa produzidas pelo MoAb SPA-804 e os MoAbs

SPA-807 e F88-1 eram menos proeminentes do que

aquelas que eram produzidas pelos MoAbs F47-10 e F67-18

que pareciam ser mais especificas do M. leprae.

No segundo estudo os padrões de coloração dos

anticorpos anti HSP-60 foram comparados com aqueles

dos anticorpos anti HSP-65 do M. leprae usando cortes em

criostato de pacientes com hanseníase PB e MB e
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outras doenças cutâneas granulomatosas. Este estudo

também demonstrou semelhanças entre HSP-60 humano e

HSP-65 do M. leprae. Os anticorpos policlonais SPA- 804 e

SPA-805 e o MoAbs SPA-807 e F88-1 mostraram coloração

muito semelhantes do granuloma, com relação à intensidade

da coloração e A localização das células positivas, na

hanseníase PB e MB, bem como em outras doenças cutâneas

granulomatosas. Colorações positivas pela

imunoperoxidase do granuloma em lesões de

sarcoidose, na pele e em tecidos pulmonares, usando

anticorpo anti HSP-60 foram demonstradas anteriormente

(STATON et al., 1995). O nosso achado de que os

anticorpos anti-HSP também coravam o granuloma em

cortes de pele de granuloma anular, necrobiose lipoídica e

leishmaniose cutânea pode indicar que a alta expressão de

HSPs poderia representar um aspecto característico de qualquer

doença inflamatória granulomatosa (infecciosa e não

infecciosa).

Ao contrário, os MoAbs F47-10 e F67-18 coraram os

granuloma de hanseníase MB intensamente, mas não

coraram ou s6 coraram fracamente o granuloma de

hanseníase PB e de outras doenças granulomatosas

cutâneas.

Por um lado, esses achados junto com as diferenças na

intensidade da reatividade dos MoAbs no blot

mostraram que o MoAb F88-1 provavelmente tinha

reagido cruzadamente com determinantes antigênicos que

não eram específicos para o M. leprae, mas são comuns

aos determinantes na HSP-60 humana. Por outro lado, os

resultados do Western Blot também indicaram que os MoAbs

F47-10 e F67-18 reagiram com regiões na proteína 65 kDa do

M. leprae que são provavelmente espécie-específicas para o

M. leprae (resultando em uma reatividade mais intensa) e que,

por isso, compartilham menos semelhanças com HSP-60.

Desta maneira, seria interessante realizar estudos de

absorção utilizando-se proteína HSP-60 recombinante ou

purificada e seus peptídeos individuais para definir

exatamente os determinantes antigênicos reagentes

(ANDERSON et al., 1988; MEHRA et al., 1986; THOLE et al.,

1988).

Os métodos de dupla coloração revelaram não

somente que era muito provável que o MoAb da HSP-60

humano (SPA-807) e os anticorpos monoclonais HSP-65 do

M. leprae (F88-1) reagiam com as mesmas "estruturas", mas que

essas "estruturas" eram na maior parte das vezes expressas em

macrófagos. Entretanto, mais, estudos, são necessários para

elucidar a ligação entre as HSPs e os macrófagos e o

possível papel dos determinantes antigênicos

compartilhados pelas HSPs de diferentes origens em gerar

uma resposta (auto)imune levando A formação de granulomas

na hanseníase e outras doenças granulomatosas. A sarcoidose,

por exemplo, é vista por alguns como a forma tuberculóide

da tuberculose (ROOK et al., 1992; STANFORD, 1994). A

necrobiose lipoídica freqüentemente relacionada A diabete,

uma condição em que uma semelhança antigênica entre

HSP-65 bacteriana e HSP-60 humana parece

desempenhar um papel importante (HORVATH et al.,

2002). 0 interessante é notar os recentes progressos no

entendimento da arteriosclerose na qual a autoimunidade

contra HSP-60 humana, induzida pela in fecção parece

também desempenhar uma parte importante

(PERSCHINSKA et al., 2003).

Contudo, os resultados deste estudo mostraram que o

conceito de autoimunidade em hanseníase que pode ser

desencadeado com base nas semelhanças em HSPs entre o

M. leprae e o homem é atraente e merecedor de mais

investigações.
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