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"Desde os tempos antigos e em virtualmente todas as culturas, a lepra tem evocado imagens
singulares de horror e fascinagdo. Pacientes com lepra sofrem de dois problemas: uma doenga
do corpo que leva a perda de sensibilidade, a mutilagdo e a deformidade, e uma doenca da
mente que leva a uma estigmatizagdo impar. Ndo hd na Historia nenhuma outra doenga cujas
vitimas tenham sido queimadas na fogueira por Henrique Il da Inglaterra e Felipe V da
Espanha, ou enterradas vivas por Eduardo I, neto de Henrique, ou que, vivos, tenham recebido
as exéquias da morte pela Igreja da Europa medieval antes de serem expulsas para fora dos
limites dos muros da cidade".

Brody, S.N. 1974

"Reciprocidade, reconhecida desde os tempos de Confiicio como um valor fundamental nas
relagdes humanas, ndo tem sido considerada importante para o investimento cientifico. Contudo
poucas dreas da ciéncia biomédica tém dado maiores oportunidades para interagdo reciproca
entre ciéncia e o mundo real do que a imunologia... Refletindo sobre algumas das reciprocidades
entre imunologia e o mundo real, estou chegando a conclusdo de que a pesquisa biomédica tem
potencial incalculavel para contribuir com a humanidade..."”

Barry R. Bloom, 1993
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Preambulo



A hanseniase € uma doenca infecciosa crénico-granulomatosa causada
pelo Mycobacterium leprae, sendo este um bacilo alcool-acido resistente, parasita
intracelular obrigatorio de células do sistema mononuclear fagocitario e células de
Schwann.

Estima-se que em todo o mundo existam cerca de 5,5 milhées de casos
de hanseniase, e 2 a 3 milhdes de individuos, com ou sem doenca ativa, que
apresentam como sequlela incapacidades fisicas (NOORDEEN, S.K. et al., 1992);
observando-se claramente uma tendéncia de diminuigcdo da doenca, o que nao ocorre
nas Américas, onde o Brasil lidera em numeros de casos e em taxa de prevaléncia
(Weekly Epidemiological Records-WHO, 1992). Para avaliar a situagdo da patologia no
Brasil, podemos utilizar trés indices epidemioldgicos: coeficiente de prevaléncia
(considerado alto: indice é 1/1000 habitantes), coeficiente de deteccao (considerado
alto 10/100.000 habitantes) e porcentagem de crescimento anual da doenca.

Alarmante é a situacao do hanseniase no Brasil, que ocupa o0 2°lugar em
namero de casos no mundo, com um coeficiente de prevaléncia de 1,32/1.000
habitantes, e coeficiente de deteccao de 20,31/100.000 habitantes. Os estados mais
afetados sdo os da regiao Norte com coeficiente de prevaléncia de casos 3,3/1.000
habitantes e coeficiente de de deteccao de 47,93/100.000 habitantes. Em numero de
casos a maior prevaléncia é da regido Sudeste (66.324 casos), apesar de que em
nameros relativos é superada por outras regides. Da regido Sudeste, o estado de Sao
Paulo é aquele que tem o maior registro ativo em numeros absolutos (30.122). A
porcentagem de crescimento anual € maior na regido Nordeste com 11%, sendo que,
na regiao Sudeste temos essa taxa em 3%.

Considerando-se a distribuicdo dos casos dentro do estado de Sao Paulo,
observa-se que ela ndo é homogénea, com municipios onde ndo se detectou caso
novo nos ultimos anos, enquanto outros apresentam taxa de deteccdo acima de

100/100.000 habitantes. Na regiao de Ribeirao Preto, como em todo o Brasil, a



hanseniase é endémica com coeficiente de prevaléncia de 2,03/1.000 habitantes e
coeficiente de registro anual de casos novos de 26,78/100.000 habitantes. Esses
dados nos mostram que desde a regido mais rica até a mais pobre, a prevaléncia,
deteccdo e porcentagem de crescimento anual da hanseniase € alta, configurando-se
num dos nossos principais problemas de saude publica. (Manual de Vigilancia
Epidemioldgica, 1992; Informe Epidemiodlogico do SUS, 1993; Flavio L.F. Oliveira e
Sandra A. Pinheiro, comunicacao pessoal).

Diretamente dependente da imunidade mediada por células, a
manifestacdo da infeccdo na hanseniase caracteriza-se por ter um largo espectro; num
polo estdo os doentes que desenvolvem resposta protetora ao bacilo e um controle
efetivo da disseminacdo da doenca (forma tubercul6ide-TT), e no polo extremo,
aqueles que falham em responder aos antigenos do M. leprae, 0 que resulta em
doenca multibacilar e disseminada (forma lepromatosa-LL). Entre esses polos, ha
pacientes com quadros intermediarios: "borderline" tuberculéide (BT), "mid-borderline”
(BB) e "borderline" lepromatoso (BL) (RIDLEY & JOPLIN, 1966; MYRVANG et al.,
1973; BLOOM & GODAL, 1983). A correlacdao entre o espectro imunoldgico da
hanseniase e populacdes de células T sugere que tal espectro reflita o balanco entre
as populacdes ativadas pela micobactéria e as linfocinas produzidas por cada uma

delas (RAMOS et al., 1989; BLOOM et al., 1992; KAPLAN, 1993).
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1 - Aspectos gerais da hanseniase

A hanseniase € uma das mais antiga doencas humanas, com sua origem
perdida nas brumas da antigliidade. Segundo Browne (1985), a india e Africa sdo
possiveis bercos dessa moléstia. Algumas evidéncias de relatos histéricos incluindo
citacoes do Velho Testamento, permitem inferir quao velha é essa patologia.

Por véarios séculos a estigmatizante doenca ndo conheceu estudos mais
aprofundados. Em 1873, Armauer Hansen descreveu um microorganismo em forma de
bastonete, associando-o como agente etiolégico da hanseniase. Apesar do
hanseniase ser a primeira doenca humana correlacionada com um patdégeno
bacteriano como agente etiologico, esse ainda nao foi cultivado in vitro (REES, 1985).

Em 1919, MITSUDA descreveu um teste que consiste na injecao
intradérmica de tecidos lepromatosos (hansenoma) autoclavados e emulsificados, cuja
padronizacéao é feita de acordo com a quantidade de bacilos. Ocorre induragéo no local
da injecdo que atinge seu didmetro maximo em 3 a 4 semanas. Embora tal reagéo
tenha uso difundido, sabe-se hoje que ela pouco auxilia no diagnéstico da hanseniase,
permitindo entretanto avaliar a resposta imunitaria celular dos individuos, inclusive
normais, ao bacilo de Hansen.

RUBINO, em 1926, demonstrou uma nova reacdao de aglutinacao de
heméacias de carneiro formolizadas, especifica para o0s soros de pacientes
hansenianos; cuja descricao esta contida no item 4 desta introducao.

Na década de 40, com inicio da quimioterapia no tratamento do
hanseniase, novas perspectivas para o controle dessa moléstia foram abertas
(BROWNE, 1985).

SHEPARD, 1960, proporcionou uma melhor avaliagdo da resisténcia a
medicamentos, com seus trabalhos pioneiros de crescimento localizado do bacilo de

Hansen em coxim-plantar de camundongos isogénicos.



Em 1971, KEICHHEIMER & STORRS observaram o crescimento do
bacilo de Hansen em Dasipus novemcinctus (tatu-galinha), meses apdés a sua
inoculagao, o que possibilitou a obtencdo de grande quantidade de bacilos, uma vez
que as tentativas de cultivo in vitro até hoje foram infrutiferas.

Outros animais vem sendo utilizados como modelo experimental na
hanseniase, com especial destaque ao "nude mouse" (COLSTON & HILSON, 1976;
KOHSAKA et al., 1976; HASTINGS et al., 1980) e macaco Mangabey (Cercocebus
atys)(MEYERS et al., 1981).

2 - Antigenos de M. leprae e resposta imunitaria

O conhecimento das atividades imunolégicas associadas com o
componentes do M. leprae sado fundamentais para compreensdao do espectro da
resposta imune. A analise imunoquimica do M. leprae e a compreensao da sua
interacdo com o sistema imune a nivel molecular tem sido prejudicadas pela
impossibilidade de cultivo in vitro desse microorganismo.

A parede de M. leprae, ap6s extracdo do arabinogalactano e acidos
micolicos resultou em um complexo peptidoglicano-proteina (PPC) que contém a
maioria dos antigenos de célula T imunodominantes de M. leprae. Apesar de conter
glicideos, a resposta imunodominante a esse complexo é dependente do componente
protéico, uma vez que, a protedlise aboliu o reconhecimento por células T
(MELANCON-KAPLAN et al., 1988; MUTIS et al., 1989; MEHRA et al., 1989).

O M. leprae ao ser rompido produz um antigeno altamente anibnico e
imunogénico, reconhecido como um polimero composto de lipopolissacaride chamado
de lipoarabinomanana (LAM-B). Soro de pacientes com hanseniase, inclusive
tuberculbides, contém altos titulos de anticorpos anti-LAM-B, sendo esses anticorpos
principalmente do isotipo G. Os anticorpos anti-LAM-B sdo mais prevalentes que

anticorpos anti-glicolipideo, persistindo por um tempo mais longo no curso da



quimoterapia. Outras espécies de micobactérias contém lipoarabinomanana
relacionadas. Ha& um outro tipo de polimero principal contendo carboidrato, nao
antigénico, chamado LAM-A. Esse € desprovido de arabinose e é provavelmente uma
lipomanana (BRENNAN, 1986; GAYLOR & BRENNAN, 1987).

O (glicolipideo fendlico-I (PGL-I) € uma antigeno especifico para o M.
leprae, devido a sua porcao glicidica, correspondendo a um trissacarideo espécie-
especifico [O- (8,6-di-O-metil-B-D-glupiranosil) -O- (14) - (8,6-di-O-metil-o-L-
ramnopiranosil) -O- (12) - (3-O-metil-a-L-ramnopiranose)]. Além do trissacarideo, o
antigeno é formado de um grupo fenol e porcéo lipidica (ptiocerol dimicocerosate)
(HUNTER & BRENNAN, 1981; HUNTER et al., 1982; HUNTER & BRENNAN, 1983).
Se faz necessario para o reconhecimento do PGL-| a presenca do agucar terminal 3,6-
di-O-glucopiranose, reconhecimento esse feito principalmente por anticorpos IgM. A
producdo de componentes sacaridicos sintéticos do PGL-I culminou com a sintese da
estrutura completa do trissacarideo, que ao ser ligado a uma albumina (NT-O-BSA),
propiciou a composicdo de neoglicoproteinas com antigenicidade comparavel a do
PGL-I nativo (BRENNAN, 1986).

Pacientes hansenianos apresentam resposta do tipo humoral para o PGL-
| e LAM-B (HUNTER et al., 1986). Entretanto esses antigenos contribuem também
para o estado de auséncia de imunidade mediada por células, evidente entre os
pacientes virchovianos. O PGL-l induz supressdo de linfécitos T por clones
supressores (MEHRA et al., 1984), depressdo da resposta de célula T in vitro
(PRASAD et al., 1987), supressao da resposta oxidativa dos macréfagos (VACHULA et
al., 1989) e liberacao de citocinas de mondcitos (SILVA et al., 1993). O antigeno LAM-
B suprime a proliferacdo de células T in vitro (KAPLAN et al., 1987) e inibe a ativagéao
de macro6fagos mediada por interferon-y (SIBLEY et al., 1988).

A célula micobacteriana contém um grande numero de diferentes

proteinas que estdo sendo identificadas e estudadas em detalhe, e agrupadas de



acordo com caracteristicas comuns como propriedades fisicas e quimicas, funcao ou
localizagdo, como por exemplo: lipoproteinas, "heat shock proteins", proteinas
citoplasmaticas, proteinas ligadas a membrana, proteinas secretadas (WIKER &
HARBOE, 1992).

Recentemente a clonagem do genoma do M. leprae e de outras
micobactérias, com a triagem da biblioteca resultante através de anticorpos
monoclonais, tem aberto novas perspectivas nesses estudos (YOUNG et al., 1985). A
imunizacdo com lisados de micobactérias, bem como a doenga no homem, leva a
producdo de anticorpos que reconhecem seis antigenos protéicos do M. leprae
(ENGERS et al., 1985; ENGERS et al., 1986). Os genes que codificam esses
antigenos foram clonados (YOUNG et al., 1985; BRITTON et al., 1986; HUSSON et al.,
1987), e as proteinas recombinantes produzidas, reconhecidas por anticorpos
monoclonais, foram utilizadas para investigar a resposta de linfécitos T a infecgéo,
verificando-se que a maioria dos antigenos estavam envolvidos nessa resposta
(MUSTAFA et al., 1986; OTTENHOFF et al., 1986; BRITTON et al., 1986; LAMB et al.,
1987).

Tais evidéncias de envolvimento de antigenos protéicos nas respostas
humoral e mediada por células motivou o inicio de estudos mais detalhados dessas
proteinas. Seus tamanhos moleculares correspondem a 70, 65, 36, 28, 18 e 12 kDa,
sendo comprovadamente reconhecidos por células T e incluidos entre a familia das
proteinas de "stress". E valido a suposicdo de uma relagdo entre esses antigenos de
"stress" e a resposta do hospedeiro a infecgdo, pois sabe-se que as proteinas de
"stress" sdo alvos de resposta imune, podendo corresponder aos antigenos
imunodominantes da micobactéria (YOUNG et al., 1988).

A capacidade de produzir proteinas de "stress" esta implicada ainda na
sobrevivéncia de agentes patogénicos no macrofago (CHRISTMAN et al.,, 1985;

MORGAN et al.,, 1986). Postula-se que as proteinas de "stress" estejam entre os



principais antigenos disponiveis para a apresentacao para o linfocito T (YOUNG et al.,
1988). A presenca de proteinas de "stress" entre os alvos principais de resposta imune
em uma certa variedade de patégenos humanos, Plasmodium falciparum (BIANCO
et al., 1986), Schistosoma mansoni (HEDSTROM et al., 1987) e Coxiella burnetii
(VODKIN & WILLIAMS, 1988), sugere que a resposta a elas seja um componente geral
da infeccdo, o que as tornam possiveis candidatas a vacina. Entretanto, a distribui¢cdo
ubiquitaria e a homologia entre proteinas de "stress" encontradas em bactérias e em
células de mamiferos levam a hipétese de que elas possam desencadear fendmeno de
auto-imunidade, por reatividade cruzada ou mimetismo molecular (LEWIN, 1988;
YOUNG & ELLIOTT, 1989; BLOOM & JACOBS, 1989; GEORGOPOULOS &
McFARLAND, 1993).

Recentemente vem sendo estudado o complexo 85, denominacao dada
ao antigeno protéico micobacteriano secretado que se liga a fibronectina, que é
constituido de trés proteinas: 85A (31 kDa), 85B (30 kDa) e 85C (31,5 kDa). Esse
complexo foi isolado primeiramente de M. tuberculosis ¢ M. bovis BCG. Ha
dificuldades em se obter esse tipo de proteina secretado pelo M. leprae, uma vez que
ele ndo é cultivado in vitro, entretanto foi relatada recentemente a clonagem de um
gene que codifica uma proteina de M. leprae que se liga a fibronectina, estritamente
relacionada com a proteina 85B (WIKER & HARBOE, 1992; THOLE et al., 1992).

A partir do complexo antigénico 85 de M. bovis BCG observou-se sua
associacdao com células T protetoras na hanseniase, sugerindo que ele seja um
antigeno imunodominante para a célula T e que compartilhe epitopos importantes com
M. leprae (LAUNOIS et al., 1993). Altos niveis de anticorpos IgG contra os
componentes 85A e 85B foram observados em pacientes virchovianos; eles diminuem
com o tratamento quimoterapico (DROWART et al., 1991; PESSOLANI et al., 1991;
ESPITIA et al., 1992; VAN VOOREN et al., 1992; DROWART et al., 1993).
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3 - Ensaios para diagndstico da hanseniase

O exame clinico estabelece o diagnéstico da hanseniase, na grande
maioria dos casos. Em casos duvidosos, com manifestacbes sutis, o exame
histopatolégico da pele e/ou nervo periférico pode evidenciar a presenca de bacilos
alcool-acido resistente e/ou fibrose endoneural e formacéao de granuloma com reducao
acentuada do numero de fibras. A conveniéncia do diagndstico precoce justifica as
tentativas de padronizagdo de métodos de investigacdo laboratorial da infeccao pelo
M. leprae.

ABE et al., em 1980, propuseram um teste de imunofluorescéncia para o
M. leprae, que incluia uma etapa preliminar de absor¢cao dos soros a serem testados
com M. bovis cepa BCG e M. vaccae (FLA-ABS). O teste foi positivo em 100% dos
pacientes baciloscopicamente positivo e em aproximadamente 80% dos pacientes
tuberculdides. Sua aplicacdo na detecgcédo de infeccao subclinica foi proposta a partir
da observagcdao da reagdes positivas em algumas criancas aparentemente néao
infectadas, mas provenientes de areas endémicas e em alguns contatos domiciliares
de hansenianos.

Um ensaio imunoenzimatico (ELISA) foi desenvolvido (CHO et al., 1983),
utilizando o antigeno natural glicolipidio fendlico | (PGL-I), considerado especifico do
M. leprae, ou seus sacarideos analogos sintéticos. Este ELISA é o teste mais
amplamente empregado com resultados comparados entre diversos laboratérios.
Aproximadamente 98% dos pacientes virchovianos apresentam anticorpos anti-PGL-l,
enquanto que esses anticorpos ocorrem de 50 a 60% dos pacientes tuberculbides
(BRENNAN, 1986). Os titulos de anticorpos anti-PGL-I diminuem com o curso da
quimioterapia em pacientes baciliferos (CHATURVEDI et al., 1991; CHO et al., 1991).
David et al. (1991), demonstraram haver correlacdo entre niveis dos anticorpos anti-

PGL-I e a induragédo decorrente da reacéao de Mitsuda; em pacientes com pequena ou
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nenhuma induracao observavam-se altos titulos de anticorpos anti-PGL-I, e naqueles
classificados como Mitsuda positivos ( que 6 mm de induracéo) os titulos eram baixos.

Ainda utilizando o antigeno PGL-I foram feitas outras tentativas de
sorodiagnoéstico da hanseniase, aplicaveis em estudos epidemiologicos,
correspondentes aos testes hemaglutinacdo passiva (PETCHCLAI et al.,, 1988),
aglutinacao com particulas de latex (WU et al., 1990) e aglutinacdo de particula de
gelatina (IZUMI et al., 1990).

Ensaios de inibicdo (ELISA e radioimunoensaio) utilizando anticorpos
monoclonais, permitem identificar anticorpos séricos especificos para antigenos
protéicos (35, 36 e 65 kDa) ou antigeno lipopolissacaridico da parede da micobactéria
(KLATSER et al., 1985, SINHA et al., 1985; ASHWORTH et al., 1986; MWATHA et al.,
1988; KLATSER et al., 1989).

Outro estudo sorolégico da hanseniase refere-se a deteccdo de
anticorpos especifico para o complexo antigénico 85 de M. bovis BCG. Este complexo
€ separado por isoeletrofocalizacdo, seguindo-se "immunoblot" revelado com soro de
pacientes hansenianos. Avaliou-se a ocorréncia de anticorpos durante o tratamento
quimioterapico da doenca (DROWART et al., 1991; 1992; 1993).

Através da amplificacdo de sequéncia de DNA espécie-especifica de
poucos microorganismos a um nivel detectavel, a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) vem ganhando importancia na de deteccao de M. leprae em amostras obtidas
de pacientes hansenianos (GILLIS & WILLIAMS, 1991). E possivel utilizar a PCR para
o diagnéstico da hanseniase, a partir de diferentes tipos de amostras clinicas
(SANTOS et al., 1993), e detectando-se portadores nasais de M. leprae em
populacdes nas quais a hanseniase € endémica, sustentando a teoria de uma

ocorréncia disseminada do M. leprae nessas populacdes (KLATSER et al., 1993).
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4 - A Reagao de Rubino

Trabalhando com reacdo de fixacdo de complemento para sifilis em
heméacias de carneiro formolizadas, Rubino (1926a), verificou em um soro a rapida
sedimentacdo dessas células e a rapida clarificacdo do sobrenadante. Nao tendo
observado anteriormente esse fenémeno, identificou a procedéncia do soro como de
um paciente com hanseniase.

Repetindo o processo com o soro de outros pacientes hansenianos, pode
novamente evidenciar a reacao. Em soros controles notou raras sedimentacdes de
heméacias formolizadas. Observou a seguir que os soros de pacientes ndo-hansenianos
que sedimentavam aceleradamente hemacias formolizadas também sedimentavam
hemécias naturais (sem formolizacdo), enquanto que 0 mesmo nao ocorria com 0s
soros dos pacientes hansenianos. Fundamentado nesses resultados, Rubino formulou
a hipétese de que a sedimentacdo de glébulos formolizados devia-se a aglutininas
especificas presentes no soro de pacientes com hanseniase (RUBINO, 1926a; 1926b).

Muitos estudos utilizando a técnica de Rubino foram realizados a
posteriori. Marchoux & Caro (1928), em 10 soros de hansenianos, obtiveram 50% de
positividade, sem a ocorréncia de reacdes inespecificas; Rubino (1929), em 38 soros
de hansenianos, obteve 84% de positividade e, em 300 reacdes com soros controles
obteve um caso positivo, sendo este suspeito do hanseniase. Luz (1929), conseguiu
44% de positividade sem a ocorréncia de reacdes inespecificas; Bier e Arnold (1935),
encontraram um soro positivo em 945 soros controles. Numerosos trabalhos
fundamentaram a idéia que a reacdo de Rubino tenha especificidade absoluta
(MONACELLI, 1928; FIGUEIREDO, 1931; RUBINO, 1931a; ADANT, 1932;
AMBROGIO, 1932; FURTADO & LEITE, 1932; HOMBRIA, 1932; LEPINE et al., 1932;
TRAVASSOS, 1932; ZEVALLOS, 1932; SILVEIRA & MESQUITA, 1933; ROCA DE
VINALS, 1934; IMBERT, 1936; BIER, 1936; BESTA & MARIANI, 1936; ACANFORA,

1939). A utilizagdo de critérios inexatos, incluindo a néo realizagdo de contra-prova
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com hemacias naturais, parece ser responsavel pelo relato de inespecificidade da

reacao feita por alguns autores (CASTRO-PAULLIER & ERRECART, 1926; 1927;

PELTIER, 1928; AMIES, 1930; SPANNEDA, 1932).

Varias foram as conclusées a partir dos estudos realizados sobre a
reacao de Rubino.

- Ela ndo se deve a doenca concomitante; o fator responsavel pela reacao € termolabil,
pois sua atividade diminui apés aquecimento a 56°C por uma hora e desaparece
apos aquecimento a 60°C por 30 minutos (MARCHOUX & CARO, 1928));

- ndo depende da gravidade da infecgao (LUZ, 1929);

- o0 fator especifico responsavel pela reatividade Rubino é eletivamente adsorvido por
hemacias formolizadas, diferindo das heteroaglutininas que reagem com hemacias
naturais ou formolizadas. Esta reacdo nao tem sua intensidade ligada a duragao da
doenca (RUBINO, 1931b);

- hemacias sensibilizadas com o fator consomem complemento (RUBINO, 1931c);

- ndo € do tipo precoce, na maioria dos casos s6 se torna positiva quando esta
implicito o diagnéstico (LEPINE et al., 1932);

- e nao apresenta porcentagem de positividade diferente entre casos curados e nao-
curados (BESTA & MARIANI, 1936).

Foram feitas algumas suposicdes referentes as bases fisicas da reacao
de Rubino. Rubino (1929) considerou que a reacao corresponde a uma aglutino-
sedimentacdo das heméacias formolizadas, de mesma natureza que as aglutinacdes
microbianas e as soro-floculacdes. Ambroggio (1932) atribuia a reatividade a um
principio existente no soro positivo que agiria sinergisticamente com eletrélitos,
causando uma mudanca de potencial, aumento da repulsdo entre os glébulos e
consequente sedimentagdo. Benetazzo (1933) considerava a reacao relacionada a

alteracdes coloidais do plasma, pelo aumento absoluto das globulinas.
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A despeito de fatos e conjeturas sobre a reacdo de Rubino, Bier, em
1936, referia-se ao fator responsavel pela reacdo de Rubino como um "fator
enigmatico", com independéncia dos fatores imunolégicos entdo conhecidos.

Em consequéncia de sua aplicagdo limitada no diagnéstico, houve um
hiato a partir da década de 30 no estudo da reacao de Rubino.

Almeida, em 1962, evidenciou a auséncia de correlagdo entre positividade
da reacdo e nivel de anticorpos especificos para o M. tuberculosis, bem como a
atividade anti-complementar dos soros de pacientes com hanseniase. Nesse mesmo
ano, Curban apresentou uma completa revisao de literatura, e chamou a atencao para
a importancia do teste, ndo mais como sorodiagnéstico, mas como um campo
inexplorado que poderia contribuir para a compreensao da resposta imunitaria na
hanseniase.

Almeida, em 1970, em ampla revisdo sobre sorologia da hanseniase,
refere-se ao fator responsavel pela reacdao de Rubino como sendo uma y-globulina,
afirmando nao existir correspondéncia entre o fator e os anticorpos fixadores de
complemento que reconhecem antigenos de preparacdes de micobactéria de
tuberculosos. Posteriormente, 0 mesmo autor demonstrou haver inibicdo da reacao de
Rubino quando processada na presenca de algumas preparacoes de antigenos de M.
leprae e de micobactérias atipicas (ALMEIDA & KWAPINSKI, 1974; ALMEIDA, 1978).

Silva et al. (1976a; 1976b; 1976c), estudando 76 pacientes com
hanseniase (60 com forma virchoviana e 16, tubercul6ide) verificaram reacado de
Rubino invariavelmente negativa entre os tuberculbides e positiva em 50% dos
virchovianos. Em todos pacientes virchovianos havia hipergamaglobulinemia, estando
os niveis de IgM aumentados apenas nos soros Rubino positivos. Fator reumatdide foi
observado em pacientes virchovianos; sua presenca nao se associou a positividade da
reacdo de Rubino. Anticorpos anti-tireoglobulina foram detectados exclusivamente no

soro de pacientes Rubino positivos.
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Opromolla et al., em 1982, estudaram a reacao de Rubino em 178
pacientes hansenianos, correlacionando a positividade com a forma clinica e atividade
da doenca. Confirmaram a negatividade entre individuos tuberculdides e detectaram
9% de positividade entre os "borderline". Dentre os pacientes virchovianos verificaram
55% de positividade nos individuos com doenca ativa e 6% nos considerados
clinicamente inativos. Sugeriram que a reacdo de Rubino pudesse ser incluida nos
critérios de cura da doenca. O mesmo grupo (ARRUDA et al., 1983), ampliou sua
casuistica, confirmando a especificidade da reagdo de Rubino para a hanseniase e
sugerindo haver uma relacdo inversa entre sua positividade e a resisténcia do
hospedeiro ao M. leprae. Arruda et al. (1987), observaram em hansenianos que os
niveis séricos de IgG, IgM nao estavam correlacionados com a reacao de Rubino,
interpretaram tais dados como indicativos da independéncia entre a reacao de Rubino
e esses isotipos de imunoglubulinas. A aplicabilidade da reacdo de Rubino como
critério de cura, anteriormente proposta (OPROMOLLA et al., 1982), foi afastada pela
posterior deteccdo (ARRUDA et al., 1988) de positividade em 57% de pacientes
clinicamente curados.

Garcia-Lima & Laure (1990), em uma correspondéncia enviada ao
periddico "International Journal of Leprosy and Other Mycobacterial Disease",
anunciaram, sem mostrar dados, o isolamento do fator Rubino, descrevendo-o como
uma substancia de PM 76 kDa e pl 5,7.

Apébs a década de 30, foram raros os estudos sobre a reacao de Rubino.
Enquanto isso, houve intenso progresso nas investigagcdes sobre os mecanismos que
levam ao estado de deficiéncia de resposta especifica na hanseniase virchoviana. E
nessa forma da doenca que se detecta a maior proporcdo de reacdes de Rubino
positivas (OPROMOLLA et al, 1982; ARRUDA et al., 1988), levando a hip6tese de que
o fator responsavel pela reacédo possa estar envolvido na mediacao das alteracoes da

resposta imunitaria proprias da hanseniase virchoviana.



Objetivo
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Esse trabalho teve como objetivo a identificacdo e isolamento
do fator presente no soro de pacientes hansenianos responsavel pela
sedimentacgéo acelerada de hemacias de carneiro formolizadas (reagao de
Rubino).



Material e Métodos
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1. Soros humanos: soros de pacientes hansenianos foram obtidos no Centro de
Saude Escola do Departamento de Medicina Social e do ambulatério da Disciplina de
Dermatologia do Departamento de Clinica Médica, ambos da Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo (FMRP-USP). Cada soro foi
submetido a reagédo de Rubino, os positivos foram reunidos num "pool" tnico, que foi a
fonte do "fator Rubino". "Pool" de soros de voluntarios sadios estudantes da FMRP-
USP, foi utilizado como controle negativo, depois de individualmente comprovada a
negatividade da reacdo de Rubino. Todos os soros utilizados foram inativados (30
minutos a 56°C) e submetidos a reacdo de Rubino. Amostras de soros de pacientes
virchovianos (20 soros Rubino positivos e 20 soros Rubino negativos) e de controles
negativos (5 soros humanos normais) foram submetidas a quantificacao de IgM através

de método nefelométrico (Beckman Instruments, Inc., Fullerton, USA).

2. Hemacias de carneiros: foram obtidas de animais sadios mantidos no Biotério
Central do Campus da USP de Ribeirdo Preto, a partir de sangue colhido em solucao
de Alsever; os eritrécitos foram separados por centrifugacédo a 280g, lavados 3 vezes
com solucado salina 0,85%. Apds lavagem as hemécias foram ressuspendidas em
volume adequado de solucéo salina 0,85% para obter-se 3,5 a 4,0 x 106 hemacias/ml.
A essas hemacias acrescentou-se formaldeido (concentragdo final 10%, v/v). Apdés um
periodo de 48 horas a temperatura ambiente, as hemacias foram lavadas e novamente
ressuspendidas em solucéo salina 0,85%. Hemacia naturais foram obtidas pelo mesmo
procedimento, excetuando-se o tratamento com formaldeido. A suspensdo de
hemécias formolizados (3,5 a 4,0 x 106 hemacias/ml) foi mantida a 4°C enquando a
suspensdao de hemécias naturais foi recentemente preparada antes do uso

(RUBINO,1931).
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3. Reacgdo de Rubino: realizada com todos os soros ou fracdes séricas oriundos de
processos de precipitacdo e/ou cromatograficos, constituiu-se basicamente de um
teste com hemacias de carneiro formolizadas e um contra teste com hemacias de
carneiro naturais, processados através do contato do material a ser testado ou
respectivo controle com as hemacias de carneiro (suspenséo final de 7 a 8 x 105) por 1
hora a 37°C, num volume final de 1 ml. Cada soro ou fracdo sérica foi testada nas
diluicbes finais de 1/2 e 1/10. Considerou-se positiva a reagdo que resultou em
sobrenadante claro e hemacias formolizadas sedimentadas, e estando em suspensao
as heméacias do contra-teste; quando o contra-teste proporcionou sobrenadante claro e
heméacias sedimentadas, sugerindo a presenca de heteroaglutininas, nao se
considerou o teste positivo (RUBINO, 1931). Quando fracbes séricas foram testadas, o
meio foi suplementado com SHN (diluicdo final de 1/3) para garantir a presenca do

fator sérico inespecifico (MARCHOUX & CARO, 1928) envolvido na reagdo de Rubino.

4. Anti-soros: 0s seguintes anti-soros e conjugados foram utilizados: soro de coelho
anti-cadeia y de IgG humana, anti-cadeia a de IgA humana, anti-cadeia u de IgM
humana (Behringwerke AG, Marburg, Germany), anti-ao-macroglobulina humana
(Dako A/S, Glostrup, Denmark), anticorpo monoclonal (IgG4) anti-proteina de 65 kDa
de M. leprae (gentilmente cedido pelo Prof. Célio Lopes Silva, FMRP-USP), IgG de
cabra anti-cadeia pu de IgM humana conjugado com peroxidase (Sigma® Chemical
Company, St. Louis, USA), IgG de cabra anti-cadeia y de IgG humana conjugado com
peroxidase (Sigma® Chemical Company, St. Louis, USA), IgG de carneiro anti-lgG de
coelho conjugado a peroxidase e IgG de coelho anti-lgG de camundongo (WILSON &

NAKANE, 1978).
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5. Dosagem de proteina: obtida por estimativa, onde estabeleceu-se uma relacao
entre a densidade 6ptica (DO, absorbancia 280 nm) e concentracao protéica (1 de
DO = 1 mg de proteina/ml); ndo foram utilizadas para o célculo de estimativa DOs
inferiores a 1 e superiores a 2, ajustando-se assim as amostras para se obter leitura de

DO entre 1 e 2.

6. Precipitacao de soros com polietileno glicol (PEG): o "pool" de soros Rubino
positivos foi submetido a precipitacdo seriada com polietileno glicol 4.000 nas faixas de
concentragcdo 0-5%, 5-12% e 12-20% (HAO et al., 1980). Em cada etapa de
precipitacdo o material foi mantido por uma noite sob agitacdo constante, a 4°C e
centrifugado a 10.000g por 10 minutos. ApOs ressuspensao em volume
correspondente ao volume inicial de soro precipitado e ultradiafiliracdo contra PBS
0,01 M NaCl 0,15 M pH 7,2 em membrana YM-30 (Amicon® Division, W.R. Grace &
CO.,MA, USA), amostra de cada um dos precipitados obtidos foi submetida a reacao

de Rubino. As preparac¢des Rubino positivas foram aliquotadas e conservadas a -80°C.

7. Atividade Rubino apds digestdo enzimatica: amostras (0,5 ml) de precipitados
PEG 5% (6 mg de proteina) obtidos de "pool" de soros Rubino positivos (teste) e de
soros humanos normais (controle negativo), foram incubadas com pronase (2 mg) a
20°C (volume final 1ml). Os mesmos precipitados foram incubados com solucéo salina
0,85% em condi¢des semelhantes as anteriores (controles da atividade Rubino). Apés
24 horas de incubacado as amostras foram suplementadas com soro humano normal

(1/3, v/v) e testadas quanto a atividade Rubino.

8. Atividade Rubino na presenca de EDTA: precipitado PEG 5% (dilui¢do final 1/2)
de "pool" de soros Rubino positivos ou de soros humanos normais (controle),

suplementado com soro humano normal (1/3, v/v), e hemécias de carneiro
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formolizadas (diluicdo final de 1/5) foram incubados na presenca de EDTA
(concentragao final de 10 mM) (volume final 1ml) por 1 hora a 37°C. Procedeu-se a

leitura das reag¢des como descrito no item "Reac¢do de Rubino".

9. Cromatografia de afinidade: amostras obtidas por precipitacdo de soro com PEG
5% foram submetidas a cromatografia de afinidade em 6 colunas diferentes: D-
galactose-agarose (Pierce Chemical Co.,Rockford lllinois, USA); D-manose-agarose
(Pierce Chemical Co.,Rockford lllinois, USA); goma de guar (D-galactomanana -
preparada e gentiimente cedida pelo Prof. Renato Moreira da UFCe); proteina A-
agarose (Pharmacia LKB Biotechnology, Uppsala, Sweden); jacalina-agarose
(preparada em nosso laboratério e gentilmente cedida pela Prof. Laura Maria de
Vasconcelos); e concanavalina A-agarose (Con A-Sepharose; Pharmacia LKB
Biotechnology, Uppsala, Sweden). Esta ultima resina foi submetida a cross-linking com
glutaraldeido na presenca de D-manose (SCHER et al., 1989). Utilizou-se PBS 0,01 M
NaCl 0,5 M pH 7,2 para equilibrar as colunas e eluir o material ndo ligante. O material
ligante a cada uma das 6 colunas, foi eluido com: solugdo de D-galactose 0,1 M (D-
galactose-agarose); solucadto de D-manose 0,1 M (D-manose-agarose);
sequencialmente, solucdo de D-galactose 0,1 M e tampao glicina-HCI 0,1 M pH 2,5
(goma de guar); tampéo glicina-HCI 0,1 M pH 2,5 (proteina A-agarose); solugéo de D-
galactose 0,1 M (jacalina-agarose); solucdo de D-manose 0,1 M (Con A-Sepharose).
Todas as fracdes (2 ml cada) das 6 cromatografias foram avaliadas pela absorbancia
280 nm (DU®-70 Spectrophotometer, Beckman Instruments, Inc., Fullerton, USA).
Constituiram-se dois "pools" de fragdes eluidas de cada cromatografia - nao ligante e
ligante. Cada um dos "pools" foi ultradiafiltrado contra PBS 0,01 M NaCl 0,15 M pH 7,2
em membrana YM-30 (Amicon® Division, W.R. Grace & CO.,MA, USA) e concentrado
para o volume inicial (1,5 ml), sendo a seguir submetido a reacdo de Rubino conforme

descrito no item "reacédo de Rubino".
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Cromatografia de afinidade em Con A-Sepharose, quando empregada na
sequéncia de procedimentos necessarios a purificacdo do fator Rubino, foi procedida
aplicando-se uma preparacao do precipitado PEG 5% (12 mg de proteina), eluindo-se
o material ndo ligante com PBS (aproximadamente 40 ml) e ou material retardado com
solugédo de D-manose 0,1 M em PBS 0,01 M NaCl 0,5 M pH 7,2 (aproximadamente 22
ml). ApGs regeneracao da coluna (conforme recomendacao do fabricante), o material
nao ligante foi recromatografado e o procedimento descrito, repetido. Recromatografias
foram repetidas até obtencdo de leitura zero de absorbancia 280 nm nas fragdes
eluidas com D-manose. Os materiais eluidos com D-manose foram reunidos em um
"pool" Unico, ultradiafiltrados em membrana YM-30 (Amicon® Division, W.R. Grace &

CO.,MA, USA) contra Tris-HCI 0,02 M pH 8,0 e concentrados para um volume de 2 ml.

10. Cromatografia de troca idnica: eluato D-manose (4,5 mg) proveniente da
cromatografia de afinidade do precipitado PEG 5% em coluna de Con A-Sepharose,
dialisado e ressuspendido em tampao A (Tris-HCI 0,02 M, pH 8,0), foi submetido a
cromatografia de troca anibnica (HIMMELOCH, 1971) através de sistema de média
pressao (HPLC) em coluna Mono Q® HR 5/5 (Pharmacia LKB Biotechnology, Uppsala,
Sweden), equilibrada e inicialmente eluida com 10 ml de tampéo A, a temperatura
ambiente, com fluxo de 1 ml.min-1. Um gradiente (20 ml) de forca idnica crescente (até
1 M de NaCl) foi utilizado na eluigdo do material retardado na coluna. O volume de
cada fragédo coletada foi de 1 ml. A corrida foi monitorizada pela absorbancia 280 nm
(Variable Wavelength Monitor, Pharmacia LKB Biotechnology, Uppsala, Sweden) e
pela reacdo de Rubino, onde utilizou-se aproximadamente 10% de cada fragao,
conforme descrito no item 3. Os materiais eluidos que apresentavam reac¢ao de Rubino
positiva foram reunidos em um "pool" Unico, ultradiafitrados em membrana YM-30
(Amicon® Division, W.R. Grace & CO.,MA, USA) contra PBS 0,01 M NaCl 0,15 M pH

7,2 e concentrados para um volume de 200 ul.
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11. Cromatografia por filtragdo em gel: material (1,0 mg de proteina em 200 ml)
Rubino positivo obtido por troca anibnica, foi submetido a filtracdo em gel em coluna
Superose® 6 HR 10/30 (Pharmacia LKB Biotechnology, Uppsala, Sweden), equilibrada
e eluida com o mesmo tampao da amostra, fluxo de 0,1 ml.min-1, coletando-se fracoes
de 1 ml. A corrida foi monitorizada pela absorbancia 280 nm (Variable Wavelength
Monitor, Pharmacia LKB Biotechnology, Uppsala, Sweden) e pela reacao de Rubino,
onde utilizou-se aproximadamente 10% de cada fragéo, conforme descrito no item 3. A
coluna foi previamente calibrada (ANDREWS, 1965) com Blue dextran 2000 (BD,
~2.000 kDa) e proteinas de PM conhecidos (IgM purificada - IgM; 950 kDa; Sigma®
Chemical Company, St. Louis.; USA; Tiroglobulina - TIR, 669 kDa; Ferritina - FER, 440
kDa; Aldolase - ALD, 158 kDa; Albumina Sérica Bovina - BSA, 67 kDa; Pharmacia LKB

Biotechnology, Uppsala, Sweden).

12. Adsorgao do fator Rubino a resinas com anticorpos imobilizados: Sepharose®
ativada com brometo de cianogénio (1 ml cada) (Pharmacia LKB Biotechnology,
Uppsala, Sweden) foi conjugada a IgG de coelho anti-lgM humana ou a IgG de coelho
anti-ao-macroglobulina (aoM) humana (ambas as IgG de coelho foram purificadas em
coluna de proteina A imobilizada). Precipitados PEG 5% (~6 mg de proteinas) de
"pool" de soros Rubino positivos e soros humanos normais foram submetidas a
adsorcdo a esses anticorpos imobilizados. O material ndo adsorvido foi recuperado
pela lavagem com PBS 0,01 M NaCl 0,5 M pH 7,2. O material ligado foi eluido com
tampao glicina-HCI 0,1 M pH 2,5, sendo posteriormente neutralizado com Tris-HCI 2 M
pH 8,0. Recromatografias do material ndo adsorvido foram repetidas até obtencao de
leitura zero de absorbancia 280 nm (DU®-70 Spectrophotometer, Beckman
Instruments, Inc., Fullerton, USA) nas fragbes eluidas com tampéao glicina-HCI 0,1 M

pH 2,5. As fragdes do material ndo ligado e ligado obtidas de cada procedimento foram
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colecionadas em "pools", ultradiafiltradas em membrana YM-30 (Amicon® Division,
W.R. Grace & CO.,MA, USA) contra PBS 0,01 M NaCl 0,15 M pH 7,2, concentradas
para o volume inicial e testadas quanto a atividade Rubino. Amostras dos materiais
nao adsorvido e adsorvido a coluna de IgG de coelho anti-IlgM humana imobilizada
foram analisados por SDS-PAGE e "immunoblot", utilizando-se anticorpos de coelho

anti-IlgM humana, anti-IgG humana e anti-ooM humana.

13. Ensaios de inibicao do fator Rubino contido no soro: precipitado PEG 5% de
"pool" de soros Rubino positivos (diluicdo final 1/10) e hemacias de carneiro
formolizadas (diluicao final de 1/5) foram incubados na presenca de IgM humana (50
ug) (Sigma® Chemical Company, St. Louis.; USA), preparacao de glicolipideo fendlico-
I (1 e 10 pug) (PGL-I gentilmente cedido pelo Prof. Célio Lopes Silva, FMRP-USP),
anticorpos de coelho anti-lgM humana, anti-IgG humana, anti-IgA humana ou anti-aoM
humana (100 pg) (volume final 1ml), por 1 hora a 37°C. Todas as fragdes testadas
foram suplementadas com soro humano normal (1/3, v/v). Procedeu-se a leitura das

reacdes como descrito no item "Reacgao de Rubino".

14. Ensaios de inibicdo do fator Rubino adsorvido em hemacias sensibilizadas:
precipitado PEG 5% de "pool" de soros Rubino positivos (diluicao final 1/2) foram
submetidos a contato com hemé@cias formolizadas (diluigéao final 1/5) (volume final 1 ml)
por 1 hora a 37°C, com intuito de sensibiliza-las com o fator Rubino. Apds a incubacéo,
as hemé@cias formolizadas sensibilizadas foram lavadas (trés vezes) com PBS 0,01 M
NaCl 0,15 M pH 7,2 e ressuspendidas nesse mesmo tampao, contendo os inibidores a
serem testados (veja item 12); o meio foi entdo suplementado com SHN na diluicao
final 1/3, com intuito de fornecer o fator sérico inespecifico necessario para o
desencadeamento da reacdo de Rubino (volume final 1 ml) (MARCHOUX & CARO,

1928). Controle positivo correspondeu a meio contendo PBS e SHN, e controle
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negativo, apenas PBS. Procedeu-se a leitura das reacbes como descrito no item

"Reacéao de Rubino".

15. Analise eletroforética e "immunoblot": as anadlises eletroforéticas foram
realizadas em gel de poliacrilamida (7 ou 10%) em condicbées dissociantes (SDS-
PAGE), em sistema "Mini V-8.10 Vertical Gel Electrophoresis System" (GIBCO BRL,
Gaithersburg, USA) ou em "Phast Gel Gradient Media" (8-25%) no "Phast System"
(Pharmacia LKB Biotechnology, Uppsala, Sweden) (LAEMMLI, 1970). As amostras
foram ressuspendidas em tampao Tris-HCI 0,5 M pH 6,5 com 2% de SDS e em
algumas circunstancias, adicionado de mercaptoetanol a 3,5%. As corridas
eletroforéticas tiveram duracdo aproximada 30 minutos (80-120 mA, 200 V) no sistema
BRL e 20 minutos no "Phast System" (10 mA, 100-250 V). Os géis foram corados com
com PhastGel Blue R (Pharmacia LKB Biotechnology, Uppsala, Sweden) ou pelo
método da prata (BLUM, 1987).

As transferéncias das bandas protéicas obtidas por SDS-PAGE para membrana
de nitrocelulose foram feitas em "Mini V-8.10 Vertical Gel Electrophoresis System"
(GIBCO BRL, Gaithersburg, USA) ou "Phast System" (Pharmacia LKB Biotechnology,
Uppsala, Sweden). Quando se utilizou o sistema Mini V-8.10, a eletrotransferéncia foi
feita em cuba contendo Tris-glicina 0,02 M pH 8,3 por 1,5 hora (85-135 mA, 150 V);
quando se utilizou o Phast System, a eletrotransferéncia foi feita em camara semi-
umida de transferéncia por 15 minutos (25 mA, 0-20 V). O material transferido foi
colocado para reagir com anticorpos primarios respectivamente: (1) IgG de coelho anti-
cadeia p de IgM humana, (2) soro de coelho anti-aoM humana, (3) soro de coelho anti-
albumina humana e (4) I9gG monoclonal de camundongo anti-"heat shock protein" 65
kDa de M. leprae. Seguiu-se incubacdo com anticorpo anti-lgG de coelho ou
camundongo conjugado a peroxidase. Em alguns procedimentos o "immunoblot" foi

revelado diretamente com IgG de cabra anti-cadeia y de IgG humana ou anti-cadeia p
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de IgM humana. A reacdo antigeno-anticorpo foi detectada com diaminobenzidina
(DAB) (Sigma® Chemical Company, St. Louis, USA) na presenca de perdxido de
hidrogénio 30 volumes (Sigma® Chemical Company, St. Louis, USA).

16. Analise estatistica: os resultados obtidos nos diversos grupos foram comparados

pelo teste "t" de Student (p<0,05) e pelo teste ndo paramétrico de Wilcoxon.



Resultados
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1. Algumas caracteristicas do fator Rubino

Soros Rubino positivos colecionados em um "pool" foram submetidos a
precipitacdo seriada com diferentes concentracées de polietiieno glicol (PEG),
estabelendo-se que no precipitado obtido com a concentracao final de 5% de PEG a
atividade Rubino era recuperada, passando a constituir etapa inicial da purificacdo do
componente responsavel pela positividade da reacao de Rubino (fator Rubino).

Com a finalidade de investigar algumas caracteristicas do fator Rubino,
incubou-se o precipitado PEG 5% de "pool" de soros Rubino positivos com pronase por
24 horas, ou com o quelante EDTA. A reacdo passou a ser negativa apdés o
trtatamento enzimatico, mantendo-se positiva no respectivo controle (precipitado PEG
5% incubado apenas com salina). A presenca do quelante EDTA nao alterou a
atividade Rubino do precipitado PEG 5%.

O precipitado PEG 5% de "pool" de soros Rubino positivos também foi
submetido a cromatografia de afinidade em colunas com agucares imobilizados (D-
galactose e D-manose), de goma de Guar (D-galactomanana), de proteina A
imobilizada e lectinas imobilizadas (jacalina e concanavalina A). Dentre os "pools" de
fracdes ligantes nas diferentes cromatografias, apenas o obtido da coluna de
concanavalina A (Con A) imobilizada foi positivo quanto a atividade Rubino. Nas
demais cromatografias, a atividade foi recuperada no "pool" de fragdes nao ligantes.

Esse conjunto de resultados indicam que o fator Rubino tenha natureza
protéica, ndo dependa de calcio e magnésio para efetuar a reagéo, seja glicosilado e,
provavelmente, ndo corresponda a IgG, IgA ou a uma lectina com especificidade para

0s agucares imobilizados testados.

2. Isolamento do fator Rubino
A etapa inicial da purificacdo do componente responsavel pela

positividade da reacdao de Rubino correspondeu ao tratamento do "pool" de soros de
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pacientes Rubino positivos com PEG 5%, que proporcionou a precipitacao de cerca de
10% das proteinas, dentre as quais o fator Rubino.

Com base na observacdo de que o fator Rubino interage com Con A-
Sepharose, 1,5 ml (12 mg) de precipitado PEG 5% foram aplicados em 8 ml de resina;
cerca de 20% da proteina recuperada (~86%) foi retardada na primeira cromatografia
(figura 1). Recromatografia do material n&o ligante proporcionou mais 2 mg de material
retardado. Na segunda recromatografia do material nao retardado, ja nao foi detectada
proteina no eluato D-manose. Um total de 4,5 mg de proteina foram obtidas através do
procedimento descrito.

O material ligante a Con A-Sepharose (4,5 mg) foi submetido a troca
aniénica através de cromatografia de média pressdo em coluna Mono Q® HR 5/5. A
atividade Rubino foi recuperada no material eluido com 40% do gradiente salino (0 a 1
M de NaCl), que continha cerca de 30% do material aplicado (1,3 mg de proteina)
(figura 2). Tentativas de otimizar o gradiente salino, tais como lentifica-lo ou inicia-lo a
partir de fase isocratica com 0,2 M de NaCl, ndo melhoraram a separagdo do material
ativo.

Material Rubino positivo (1 mg) obtido da cromatografia de troca aniénica
(fracdes 20 e 21), foi submetido a gel filtracdo em coluna Superose® 6 HR 10/30,
equilibrada e eluida com PBS. A atividade Rubino foi recuperada nas fracées 10 e 11
(untas continham 200 pg de proteina), correspondentes ao pico de maxima
absorbéncia registrado, e cuja eluigdo € coincidente com a da IgM humana (figura 3).
Esse material foi denominado preparagao Rubino.

O "pool" de soros humanos normais (SHN) submetido a mesma
seqUéncia de procedimentos forneceu perfis cromatograficos préximos aos obtidos
com o "pool" de soros Rubino positivos (dados ndao mostrados). Fracées obtidas a
partir do "pool" SHN correspondentes aquelas que resultaram na preparacdao Rubino,

proporcionaram a preparag¢ao conftrole.
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As preparacdes Rubino e controle foram submetidas a eletroforese em
gel de poliacrilamida a 7% em condic¢des dissociantes (SDS-PAGE) (Figura 4, pista a).
Em ambos os casos observou-se material de alto PM no alto do gel, ndo sendo
detectados componentes que migrassem no gel. Eletroforese das mesmas amostras
(SDS-PAGE 10%), em condicdes redutoras (figura 4, pista b1), revelou componentes
cujas migracdes correspondem a tamanhos moleculares de 70, 65, 55 e 25 kDa, sendo
as trés ultimas pouco visiveis na reproducao fotogréafica do gel.

A preparagdo Rubino submetida a eletroforese foi transferida para
nitrocelulose, seguindo-se revelacdo com anticorpos diversos. Conjugado anti-IgM
humana revelou banda cujo indice de migracao eletroforética coincide com o de cadeia
u (70 kDa; figura 4, pista b2). Anticorpos anti-aoM, anti-albumina humana e anti-"heat
shock protein" (hsp) 65 kDa de M. leprae nada revelaram nessa preparacédo (dados

nao mostrados).
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FIGURA 1: Cromatografia do precipitado PEG 5% (12 mg) do "pool" de soros Rubino
positivos, em coluna de concanavalina A imobilizada (leito de 8 ml),
equilibrada com PBS 0,01 M NaCl 0,5 M pH 7,2, a 4°C. Apéds aplicagéao
da amostra, 42 ml do mesmo tampado foram utilizados para retirar o
material ndo ligante. O material ligante foi eluido com 20 ml de solug&o de
D-manose a 0,1 M em PBS. Foram coletadas fracées de 2 ml e cada uma
delas teve determinada a absorbancia a 280 nm (). A recuperacéo total
do material aplicado foi de aproximadamente 86%. O material adsorvido e
eluido com p-manose corresponde a 20% do material recuperado.



S
[

-1,00

-0,75

-0,50

-0,25

~0,00

(--=--) (W) 10eN

33

=
/
= /
£
c 0,6-
o /
& /
3
o 0,44 %
S
2 /|
[
2
2 0,2 4
< /
/
/
0,0 T — , r
0 5 10 15 20 25 30 35
Volume (mL)
FIGURA 2: Cromatografia de troca iénica em coluna Mono Q® HR 5/5 (sistema

HPLC), do material ligante de concanavalina A imobilizada (4,5 mg de
proteina). A coluna foi equilibrada e inicialmente eluida com 10 ml de
tampdo A (Tris-HCI 0,02 M pH 8,0); fluxo de 1 ml.min-1, & temperatura
ambiente. O material retardado foi eluido através de gradiente (20 ml) de
0 a1 M de NaCl em tampdo A. A cromatografia foi monitorizada pela
absorbancia a 280 nm. De cada fracdo coletada (1 ml) foram retirados
100 ml para determinagdo da atividade Rubino. As hachuras indicam as
frac6es com atividade Rubino positiva; nessas fragdes foram eluidas 30%

do material aplicado.
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Volume (mL)

Filtragdo em gel (sistema HPLC) em coluna Superose® 6 HR 10/30, do
material Rubino positivo (1 mg) obtido por cromatografia de troca aniénica
da fracdo ligante de concanavalina A. Coluna equilibrada e eluida com
PBS 0,01 M NaCl 0,15 M pH 7,2; num fluxo de 0,1 mlmin1, a
temperatura ambiente. A cromatografia foi monitorizada pela absorbéancia
a 280 nm. De cada fracao coletada (1 ml) foram retirados 100 ml para
determinagéo da atividade Rubino. As hachuras indicam as fragdes com
atividade Rubino positiva; nessas fracbes foram eluidas 200 mg de
proteina.. A coluna foi previamente calibrada com marcadores de PM
conhecidos: BD, azul de dextran (~2.000 kDa); IgM, imunoglobulina M
(950 kDa); TIR, tiroglobulina (669 kDa); FER, ferritina (440 kDa); ALD,
aldolase (158 kDa); BSA, albumina sérica bovina (67 kDa), cujos volumes
de eluigédo estdo assinalados na figura.
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SDS-PAGE (pistas a e b1) e "immunoblot" (pista b2) da preparacao
Rubino positiva obtida através de processos sequienciais de precipitacao
com PEG, cromatografia de afinidade em Con A-Sepharose (figura 1),
cromatografia de troca i6bnica em Mono Q® HR 5/5 (figura 2) e filtracao
em gel em Superose® 6 HR 10/30 (figura 3). Pista a: preparacao Rubino
nao reduzida (NR); gel (7%) corado pelo método da prata. Pista b1:
preparacao Rubino reduzida (R) pelo tratamento com mercaptoetanol; gel
(10%) corado pelo método da prata. Pista b2: preparacdo Rubino
reduzida (R) pelo tratamento com mercaptoetanol, separada em gel 10%
e transferida para nitrocelulose; seguiu-se revelagdo com anticorpos de
coelho anti-lgM humana conjugado a peroxidase. A migracao
eletroforética de proteinas de PM conhecidos estd indicada na figura.
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3. Evidéncias adicionais da correspondéncia do fator Rubino com IgM, e
auséncia de correspondéncia com agM.

Estando IgM e, possivelmente, aoM presentes no material obtido nas
etapas iniciais de purificacdo do fator, investigou-se a interacao do fator Rubino com
anticorpos anti-IgM ou anti-aoM imobilizados. A atividade foi recuperada no material da
preparacao Rubino retido na coluna de IgG de coelho anti-lgM humana imobilizada, e
no material ndo adsorvido a resina com IgG de coelho anti-aoM humana imobilizada
(tabela 1). Dessa forma, p6de-se demonstrar que o material da preparacdo Rubino
reconhecido pelo anticorpo anti-lgM humana correspondia ao responsavel pela
atividade Rubino. Foi negativa a reacdao de Rubino das fracbes obtidas pela

cromatografia da preparacao controle nas mesmas resinas (dados nao mostrados).
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TABELA 1: Fator Rubino é adsorvido em coluna com anti-lgM humana imobilizada mas ndo em coluna

com anti-oM humana imobilizada.

Colunas Reacao de Rubino com material
Nao Adsorvido Adsorvido
IgG anti-IgM humana negativa positiva
lgG anti-aoM humana positiva negativa

Material Rubino positivo obtido pela precipitagdo com PEG 5% (~6 mg de proteina) de soros de pacientes
foi submetido a cromatografia em colunas de IgG de coelho anti-lgM humana ou anti-aoM humana
imobilizadas. Os materiais ndo adsorvidos foram eluidos com PBS 0,01 M NaCl 0,5 M pH 7,2. O material
adsorvido foi eluido com tampéo glicina-HCI 0,1 M pH 2,5 e neutralizado com tampéao Tris-HCI 2 M pH
8,0. Recromatografias do material ndo adsorvido foram repetidas até obtengao de leitura de absorbancia
280 nm zero nas fragoes eluidas com tampao glicina-HCI 0,1 M pH 2,5. As amostras, ap6s concentragao
e didlise com PBS 0,01 M NaCl 0,15 M pH 7,2, foram submetidas a reagcao de Rubino, de acordo com
descrigao feita em Material e Métodos. Quando os mesmos procedimentos foram utilizados com material

precipitado PEG 5% de soro de individuos sadios, obteve-se reagéo negativa em todos os eluatos.
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Os materiais ndo adsorvido e adsorvido obtidos da cromatografia do
precipitado PEG 5% Rubino positivo em coluna de anti-lgM humana, foram submetidos
a eletroforese em condigdes redutoras. Cada um desses materiais apresentou 3
bandas mais proeminentes, cujas migracdes correspondem ao PM de 60, 50 e 25 kDa
no material ndo adsorvido (figura 5 pista A1) e 70, 50 e 25 kDa no material adsorvido
(figura 5, pista A2). Os materiais separados por eletroforese foram transferidos para
nitrocelulose, revelando-se a banda de 70 kDa do material adsorvido com anticorpos
anti-cadeia p (figura 5, pista B2); os componentes de 50 kDa de ambas os materiais
foram reconhecidos por anticorpos anti-cadeia v (figura 5, pistas C1 e C2). No material
nao adsorvido, duas bandas de migracao eletroforética correspondente a proteinas de
85 kDa e > 97 kDa foram reconhecidas por anticorpos anti-ao-macroglobulina (figura 5,
pista D1).

A reacdo de Rubino foi inibida quando soro positivo e hemacias de
carneiro formolizadas foram incubados na presenca de anticorpos de coelho anti-lgM
humana; nao houve inibicdo na presenca de anticorpos com outras especificidades,
incluindo anti-aoM humana. IgM obtida de soro normal ndo competiu com o fator
Rubino no desenvolvimento da reacao. Resultados coincidentes foram obtidos quando
0s mesmos anticorpos ou IgM foram colocados em contato com o fator Rubino ja
ligado a hemacias de carneiro formolizadas — apenas anticorpos anti-IgM inibiram a
sedimentacdo desencadeada a partir da suplementacao do meio com soro normal. A
hipbtese de que a IgM correspondente ao fator Rubino fosse especifica para PGL-
motivou a tentativa de inibicdo da reacdo de Rubino por esse antigeno do M. leprae.
Nenhuma das concentracbes utilizadas (1 e 10 mg/ml) teve efeito sobre a reacao

(tabela 2).
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SDS-PAGE Immunoblotting
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FIGURA 5: Analise eletroforética e "immunoblot" das amostras obtidas a partir do

precipitado PEG 5% Rubino positivo submetido a cromatografia em
coluna de IgG de coelho anti-IgM humana imobilizada. Utilizou-se o 8 a
25% Phast Gel Gradient Media em condicdes dissociantes. As amostras,
reduzidas pelo mercaptoetanol, correspondem a material ndo adsorvido
(pistas 1) e adsorvido (pistas 2) ao anticorpo anti-IgM. A - SDS-PAGE
corado pelo PhastGel Blue R (comassie blue). B - "Immunoblot” revelado
por conjugado anti-lgM humana. C - "Immunoblot" revelado por
conjugado anti-lgG humana. D - "Immunoblot" revelado por anticorpo
coelho anti-ao-macroglobulina humana e conjugado anti-IgG de coelho. A
migracao eletroforética de proteinas de PM conhecidos esté indicada na
figura.
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TABELA 2: Teste de inibicdo da reagdo de Rubino por preparagdes de anticorpos de coelho, de

proteina sérica humana e de antigeno de M. leprae.

Inibidores testados Reacao de Rubino
Anticorpos de anti-lgG humana positiva
coelho anti-IgA humana positiva
(100 pug) anti-lgM humana negativa
anti-ooM humana positiva
Proteina sérica IgM positiva

humana (50 ug)

Antigeno do PGL-I (1 ng) positiva
M. leprae PGL-I (10 ug) positiva

O efeito de preparagdes de anticorpos de coelho, de proteina sérica humana e antigeno de M.
leprae sobre a reagao de Rubino foi testado obedecendo a dois protocolos:

(a) o contato (1 h, 37°C) de hemacias de carneiro formolizadas (concentragéo final 5%) com soro
Rubino positivo (diluigao final 1/10) foi feito na presencga do inibidor testado, em PBS (volume final
1 ml)

(b) procedeu-se o contato das hemacias de carneiro formolizadas (concentragao final 5%) com soro
Rubino positivo (diluigao final 1/2), em PBS (volume final 1 ml) durante 1 h a 37°C; no final desse
periodo as hemacias foram centrifugadas e lavadas 3 vezes com PBS (volume de cada lavagem
correspondente a 10 vezes o volume de hemécias). As hemdcias sensibilizadas lavadas
adicionaram-se soro humano normal (diluigdo final 1/3) e o inibidor testado (quantidades
indicadas), diluidos em PBS (volume final 1 ml); seguiu-se contato de 1 h a 37°C.

Ambos os procedimentos proporcionaram leituras coincidentes da rea¢do de Rubino frente a

cada inibidor testado.
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4. Dosagem de IgM sérica dos soros testados

A determinagdo dos niveis séricos de IgM humana em 40 soros de
pacientes virchovianos (20 Rubinos positivos e 20 Rubino negativos) e 5 soros
humanos normais, estdo ilustrados na figura 6, demonstrativa de que 50% dos
virchovianos Rubino negativos e 35% dos Rubino positivos tém niveis de IgM
superiores ao limite da normalidade (61 a 248 mg/dl). Ndo ha diferenga
estatisticamente significante entre os niveis séricos de IgM dos individuos Rubino

positivos e negativos.
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FIGURA 6: Niveis séricos de IgM de dois grupos de pacientes hansenianos
virchovianos (40 soros - 20 Rubino negativos e 20 Rubino positivos), e de
individuos sadios (5 soros). As hachuras indicam a faixa de normalidade

e os tracos horizontais a mediana de cada grupo.
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Neste trabalho, descreve-se o isolamento do fator responsavel pela
positividade da reacdo de Rubino a partir de soro de pacientes com hanseniase
virchoviana e apresentam-se evidéncias da correspondéncia entre esse fator e
imunoglobulina M. Dentre as evidéncias merecem destaque: 1) o material ativo
purificado tem perfil eletroforético que coincide com o da IgM humana, sendo a banda
correspondente a cadeia pesada (70 kDa) reconhecida por soro anti-cadeia pu; 2) o
fator Rubino é adsorvido em coluna de IgG de coelho anti-lgM humana imobilizada;
recuperando-se a atividade no material retardado na coluna; e 3) a atividade Rubino de
soro de pacientes hansenianos é abolida pela adicdo ao meio da reacédo de anticorpos
anti-lgM humana. Verificou-se ainda nao ser a IgM correspondente ao fator Rubino
especifica para o glicolipideo fendlico-I de M. leprae.

A escassez de estudos sobre a reacdo de Rubino, deixava inicialmente
abertas numerosas possibilidades em relagdo a natureza do fator responsavel pelo
fenbmeno, ndo podendo nem mesmo se inferir se seria correspondente a um
componente do hospedeiro ou do parasita. Nos trabalhos de isolamento verificou-se
inicialmente a recuperacdo da atividade no precipitado PEG 5%; no material retardado
na coluna de concanavalina A-Sepharose, e eluido com D-manose; no material retido
em coluna Mono Q e eluido no gradiente salino e; no volume de eluicdo de proteinas
de 950 kDa por filtracdo em gel. Essas caracteristicas do fator Rubino sao
retrospectivamente identificadas como coincidentes com caracteristicas da IgM
humana. IgM é precipitada em concentracoes de 10% de PEG (HAO et al., 1980),
interage com concanavalina A (HARRIS & ROBSON, 1963; LEON, 1967; WEINSTEIN
et al., 1972), é retardada em cromatografia de troca aniénica (SAMPSON et al., 1984).
Uma segunda proteina sérica — a an-macroglobulina — compartilha algumas dessas
caracteristicas (STAHLER et al., 1988; SILVESTRINI et al., 1989). A seqiéncia de
procedimentos acima citadas (precipitacdo e cromatografias) proporcionou preparacao

cuja anadlise eletroforética, em condicdes redutoras, revelou uma banda proeminente
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de 70 kDa, que foi reconhecida no "immunoblot" por soro anti-u, e outras menos
intensamente coradas 65, 55 e 25 kDa (figura 4, pista b1 e b2), tornando IgM forte
candidata a responsavel pela atividade Rubino.

A constatacao de que fator Rubino se liga em coluna com IgG de coelho
anti-lgM humana, sendo eluida com tampao acido, indicou correspondéncia entre fator
Rubino e IgM; excluiu-se a participacao de aoM na determinagéo da atividade Rubino
pelo fato de que aoM s6 foi detectada por "immunoblot" no material ndo adsorvido a
coluna de anti-IgM, o qual era destituido de atividade. Confirmacao adicional foi obtida
com a ndo adsorgédo do fator Rubino em coluna com com IgG de coelho anti-aoM
humana.

A partir da observagéo de que heméacias de carneiro formolizadas obtidas
de reacao de Rubino positiva, mesmo depois de lavadas continuavam a sedimentar
aceleradamente quando colocadas em meio contendo soro humano normal, Marchoux
e Caro (1928) propuseram que a reacao era determinada por um fator especifico do
soro de certos pacientes hansenianos, que se liga eletivamente a hemacia de carneiro
formolizada, e de um fator inespecifico, presente em todo soro normal. As observagcdes
de Marchoux e Caro, fundamentaram o ensaio onde tentou-se impedir a sedimentacao
acelerada das hemacias sensibilizadas, com anticorpos de coelho de diferentes
especificidades. Tal hemossedimentagao foi inibida quando anticorpos de coelho anti-
IgM humana foram adicionados ao meio da reagao, fato nao observado quando foram
utilizados anticorpos de coelho com outras especificidades (incluindo anticorpos anti-
aoM humana). Resultados coincidentes foram obtidos quando os anticorpos de
coelhos foram adicionados ao soro de pacientes previamente ao contato com as
heméacias formolizadas. A partir desses resultados de inibicdo da reacédo e daqueles de
adsorcao do fator em coluna com anticorpos imobilizados, determinou-se que o fator

Rubino correspondia a IgM sérica.
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A correspondéncia entre o fator Rubino e IgM demonstrada no presente
trabalho, e a descricao, por diversos autores (TAMBLYN & HOKAMA, 1969; BULLOCK
et al.,, 1970; GUPTA et al., 1978; SAHA et al.,, 1978; AHMED et al., 1983), de niveis
elevados de IgM sérica total em pacientes hansenianos, levaram a hipdtese de
estarem correlacionadas a positividade da reacdo e o aumento de IgM total; a
correlacao nao foi observada (figura 6), confirmando o achado de Arruda et al. (1987) e
contrapondo-se a descricdo de Silva et al. (1976b). A observacdo de que 50% dos
pacientes virchovianos Rubino negativos apresentam niveis elevados de IgM sérica
total e 65% dos pacientes virchovianos Rubino positivos apresentam niveis normais de
IgM sérica total, sugere que o aumento dos niveis de IgM envolva moléculas com
especificidades diferentes da apresentada pelo fator Rubino, e que o atendimento ao
requisito minimo de fator sérico para sedimentar hemacias formolizadas nao seja
dependente do aumento dos niveis de IgM sérica total.

Supode-se que o fator Rubino seja especifico para determinado antigeno
micobacteriano ou auto-antigeno, reagindo também com estrutura presente na
superficie da hemacia formolizada. As modificacbes que ocorrem na hemacia
submetida ao tratamento com formaldeido, basicamente sdo alquilacdo e "cross-
linking" dos glicolipideos e proteinas de membrana, via grupos aminicos (Esquema 1)

(MEANS, 1977; MEHTA, 1980).
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Esquema 1: Em pH basico ou neutro, grupos aminicos de proteinas (I)
reagem, de modo reversivel com formaldeido (ll), num processo de alquilacao que leva
a formacao do ion de carbono (lll). Este ion sofre ataque nucleofilico de centros com
alta densidade eletrénica, como grupos aromaticos (IV) ou o grupo tiol, presentes nas
cadeias laterais de aminoacidos, formando ponte metilénica entre dois aminoacidos
(V). Na superficie de células tratadas com formaldeido, ha formagdo de uma rede de
pontes metilénicas, o que confere aumento da resisténcia e do tempo de conservacao
dessas células.

Desconhece-se a eventual repercussao de tais modificacbes sobre a antigenicidade da
heméacia. Entretanto é possivel conjeturar que o estabelecimento da rede de pontes
metilénicas entre aminoacidos e/ou acucares da superficie da membrana
proporcionem neo-estruturas com epitopo de conformagdao semelhante a do
imundgeno que desencadeou o aparecimento da IgM correspondente ao fator Rubino.
Como descrito anteriormente, as hemacias de carneiro formolizadas obtidas de reacao
de Rubino positiva, mesmo apbés serem lavadas continuavam a sedimentar
aceleradamente. Uma observacao preliminar, ndo mostrada no presente trabalho,

sugere que o fator Rubino tenha especificidade para antigeno carboidrato: o fator é
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eluido da superficie de hemécias formolizadas por tamp&o borato 0,1 M pH 6,5. fons
borato ligam-se a agucares formando complexos (Esquema 2) (KABAT & MAYER,
1961) podendo consequentemente deslocar o fator Rubino supostamente adsorvido a

antigeno carboidrato da superficie da hemacia.

—c‘:—o\B _OH

Esquema 2.

Correspondéncia entre o antigeno reconhecido pelo fator Rubino e o
glicolipideo fenolico-1 (PGL-1) de M. leprae foi sugerida por: a) a por¢céao carboidrato do
PGL-1 € o determinante antigénico da molécula (YOUNG & BUCHANAN, 1983; CHO et
al., 1983); b) PGL-I é um antigeno especifico do M. leprae (HUNTER & BRENNAN,
1981; HUNTER et al., 1982); c) PGL-l é reconhecido predominantemente por IgM
(mais de 80% dos anticorpos especificos) (YOUNG et al.,, 1984). Entretanto, PGL-I,
utilizado nas concentracbes finais de 1 e 10 ug/ml, ndo inibiu a reacdo de Rubino
(tabela 1).

O fator Rubino pode ser um auto-anticorpo. Fenébmenos de auto-
imunidade na hanseniase podem ser decorrentes da resposta do hospedeiro a
proteinas de "stress" do M. leprae, altamente conservadas na escala evolutiva,
levando ao reconhecimento de estruturas proprias (YOUNG & ELLIOT, 1989). A

ativacao policlonal de linfécitos B, outro fenémeno observado na hanseniase (RAMOS
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et al., 1989), também pode levar a formacao de auto-anticorpos, dentre os quais a IgM
correspondente ao fator Rubino.

No presente trabalho, houve tentativas de avaliagdo quantitativa da
atividade Rubino, através da reacao utilizando-se duas diferentes diluicbes do soro, 1/2
e 1/10. Dentre todos os soros testados, 34 (27,4%) produziram reagao positiva em
ambas as diluicdes e 14 (11,3%) apenas na diluicdo de 1/2. Também foram infrutiferas
as tentativas de quantificacao da atividade Rubino das fracées séricas obtidas por
procedimentos cromatograficos; a reacdo s6 se desenvolveu quando se utilizaram
fracbes ndo diluidas. Uma segunda tentativa de quantificar a atividade Rubino
correspondeu ao tempo necessario para que ocorresse a sedimentacdo das hemacias
formolizadas. Nao se obteve éxito, uma vez que as reagdes, tanto do soro bruto como
de fragbes cromatograficas, eram definidas em 15 minutos, sem que ocorresse
diferengas significativas entre os diversos materiais testados, ou entre diferentes
diluicbes de um mesmo material.

Aproximadamente 50% dos soros de pacientes virchovianos apresentam
reacdo de Rubino negativa (OPROMOLLA et al., 1982; ARRUDA et al., 1988). Tal fato
nao implica na auséncia de fator Rubino no soro desses pacientes, sendo possivel a
sua presenca em uma concentracao inferior aquela requerida para o processamento
da reacdo. Tal suposicdo associada a correspondéncia entre o fator Rubino e IgM
sérica, fundamenta a proposta de um ensaio imunoenzimatico utilizando hemacias de
carneiro formolizadas revestindo pocos de microplacas de ELISA ("cell-ELISA",
RAVINDRAN et al., 1988), servindo para capturar o fator Rubino contido em amostras
testes, cuja presenca seria revelada por anticorpos anti-IgM conjugado a peroxidase.
Além da sua utilizacado para a quantificacéo do fator Rubino, detectando concentracdes
inferiores as necessarias para desencadear a sedimentacdo de heméacias, o "cell-
ELISA" podera ser aplicado a determinacdo da especificidade do fator Rubino. A

hip6tese levantada de que o epitopo reconhecido pelo fator seja de natureza
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sacaridica, seria avaliada testando-se a inibicao da ligacdo do fator Rubino a hemacia

por monossacarideos e oligossacarideos.

A partir do dados obtidos no presente trabalho, concluimos que o fator
responsavel pela sedimentacdo acelerada de hemacias de carneiro formolizadas é
uma imunoglobulina de isotipo M, com especificidade a ser determinada. Dados
preliminares indicam que essa IgM tenha especificidade para um antigeno de natureza
glicidica, sendo provavelmente diferente do glicolipideo fendlico-I, uma vez que a
reacdo de Rubino ndo foi inibida na presenca desse antigeno. Estudos de
determinacado da especificidade desses anticorpos poderdo abrir novas perspectivas
na compreensdo das alteracdes da resposta imunitaria que ocorrem nos pacientes

com hanseniase virchoviana.



Resumo
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Soro de alguns pacientes hansenianos sedimentam aceleradamente
heméacias de carneiro formolizadas, o que constitui a reacdo de Rubino, cuja
positividade ocorre nas formas da doenga com comprometimento da imunidade celular
especifica para o M. leprae. Tal associacao motivou a identificacdo e isolamento do
componente responsavel pelo fenébmeno (fator Rubino). Determinou-se inicialmente
que a precipitacdo do soro com polietileno glicol (PEG) na concentragao final de 5%
era capaz de precipitar esse fator. A partir do precipitado PEG 5%, recuperou-se a
atividade Rubino na fracédo ligante de Con A-Sepharose, eluida com D-manose.
Cromatografia desse eluato em coluna Mono Q (pH 8,0) permitiu eluir o material ativo
com 40% do gradiente salino (0 a 1 M de NaCl). Subsequente filtracdo em gel em
coluna Superose 6 caracterizou o fator Rubino como eluido em volume coincidente
com o da IgM sérica humana. A presenca de IgM foi detectada na preparagao obtida
por tal sequéncia de procedimentos cromatograficos e sua correspondéncia com fator
Rubino foi demonstrada pelas observacbes: (a) o fator Rubino foi adsorvido em
agarose-lgG de coelho anti-lIgM humana; a atividade foi recuperada no eluato acido da
coluna; (b) houve inibicdo da reacao de Rubino quando esta foi procedida na presenca
de anticorpos de coelho anti-IgM humana. Tais efeitos nao foram verificados quando
utilizou-se anticorpo de coelho anti-ao-macroglobulina como controle. A sedimentagéo
acelerada de hemacias de carneiro formolizadas, determinada por soro de pacientes
virchovianos, nao foi inibida na presenca do glicolipideo fendlico-1, sugerindo que a IgM
correspondente ao fator Rubino ndo seja especifica para esse antigeno do M. leprae.
Nao houve correlacdo entre a positividade da reacao de Rubino e o aumento dos
niveis de IgM sérica detectado em 42% dos pacientes virchovianos avaliados, o que
seria esperado se a IgM/fator Rubino representasse uma proporcao alta da IgM sérica
total. A demonstracao de que o fator Rubino é uma IgM permite agora a determinacao
do epitopo por ela reconhecido e seu uso como ferramenta para a compreensao da
auséncia de resposta celular especifica para o M. leprae, prépria da hanseniase
virchoviana.



Summary
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The serum of some leprosy patients causes rapid sedimentation of formolized
sheep erythrocytes, a phenomenon known as the Rubino reaction which is positive only
in forms of the disease involving impaired specific cell immunity for M. leprae. The
Rubino factor precipitated from positive sera by 5% (w/v) polyethylene glycol (PEG) was
bound to a Con A-Sepharose column and eluted with D-mannose. The factor was
eluted from a Mono Q column, pH 8.0, with 0.4 M NaCl. Subsequent gel filtration on a
Superose 6 column indicated that the Rubino factor was eluted in a volume which
coincided with human serum IgM. IgM was present in the preparation obtained by this
sequence of chromatographic procedures and its correspondence with the Rubino
factor was demonstrated by the following observations: (a) the Rubino factor was
adsorbed to rabbit IgG anti-human IgM-agarose and the activity was recovered in the
acid eluate of the column; (b) the Rubino reaction was inhibited when carried out in the
presence of rabbit anti-human IgM antibodies. These effects were not observed when
the same procedures were carried out using anti-apo-macroglobulin antibodies as a
control. The rapid sedimentation of formolized sheep red cells caused by the serum of
lepromatous patients was not inhibited by phenolic glycolipid-l, suggesting that the IgM
responsible for Rubino reaction is not directed to this antigen which is specific of M.
leprae. There was no correlation between positivity of the Rubino reaction and increase
in total serum IgM levels observed in 42% of the lepromatous patients evaluated. This
would have been expected if Rubino factor IgM represented a large fraction of total
IgM. The demonstration that Rubino factor is an IgM now permits the determination of
the epitope recognized by it and this can be used as a tool to understand the specific
cell immune unresponsiveness which characterizes lepromatous leprosy.
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