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

A classificacdo da hanseniase sofreu uma profunda transformacdo no
curso dos ultimos 150 anos, da classificacdo de Danielsen & Boeck em nodular e
anestésica aquela com cinco pontos de Ridley & Joplin (TALHARI, 1996). Essa
ultima classificacéo é 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 disseminacédo da doenca (forma tuberculéide-TT),
e no polo oposto, aqueles que falham em responder aos antigenos do M. leprae,
0 que resulta em doenga multibacilar e disseminada (forma virchowiana-LL).
Entre esses polos, had pacientes com quadros intermediarios: "borderline”
tuberculéide (BT), "mid-borderline" (BB) e "borderline" virchowiano (BL) (RIDLEY
& JOPLING, 1966; MYRVANG et al.,, 1973; BLOOM & GODAL, 1983). A
correlacdo entre o espectro imunolégico 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; YAMAMURA et al., 1992; KAPLAN, 1993)

Estima-se que em todo o mundo existam cerca de 1.150.000 casos de
hanseniase, com 888.340 casos registrados para tratamento (prevaléncia de 1,54
caso0s/10.000 habitantes) (WEEKLY EPIDEMIOLOGICAL RECORDS, 1997). Ha
uma clara tendéncia de diminuicdo da doenca, exceto nas Américas, onde o

Brasil lidera em numeros de casos e em taxa de prevaléncia (WEEKLY
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EPIDEMIOLOGICAL RECORDS, 1997). Em 1992, a Organizacdo Mundial da
Salde (OMS) elaborou um plano de acédo global para eliminar a hanseniase
como um problema de saude publica, tendo como principal arma a
poliquimioterapia (PQT). Em 1985, antes da implementacdo da PQT em larga
escala, 122 paises apresentavam taxas de prevaléncia acima de 1 caso/10.000
habitantes. Apés a implementacdo global da PQT, a taxa de prevaléncia da
hanseniase tem diminuido em todo mundo, sendo que o nimero de paises com
prevaléncia de 1 caso/10.000 habitantes diminuiu de 122 em 1985 para 55 no
comeco de 1997. O problema tem se tornado cada vez mais focal, com 16 paises
destacando-se como endémicos, onde se concentram 91% dos problemas
referentes a hanseniase no mundo. Apesar da eficacia do tratamento com a PQT,
a dificuldade de se cobrir, com esse tratamento, toda a populacdo infectada,
tornou-se um dos principais impedimentos do cumprimento da meta de
eliminacdo da hanseniase, prevaléncia menor de 1 caso/10.000 habitantes, até o
ano 2000 (NOORDEEN, 1995).

O Brasil ocupa o segundo lugar em nimero de casos de hanseniase no
mundo, suplantado apenas pela india. A situacéo brasileira é alarmante pelo fato
de haver aqui a maior taxa de prevaléncia mundial (6,56 casos/10.000
habitantes), acompanhada de uma tendéncia de aumento da doenca (WEEKLY
EPIDEMIOLOGICAL RECORDS, 1997). No Brasil a populacdo mais afetada € a
da regido Norte e a menos afetada, a da regido Sul. Desde a regido mais rica até
a mais pobre, a prevaléncia, deteccdo e porcentagem de crescimento anual da
hanseniase sao altas, configurando-se num dos nossos principais problemas de

saude publica.
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1. Resposta imunitaria na hanseniase, com énfase a auto-imunidade

A resposta imunitaria em pacientes hansenianos produz um surpreendente
contraste entre os pélos de manifestacdo da doenca, com uma profunda anergia
ou auséncia de resposta imunitaria especifica para o M. leprae no polo
virchowiano e uma forte resposta de células T no pélo oposto, tuberculéide.
Ainda ha muitas controvérsias e debates sobre a anergia que ocorre nesta
doenca, no entanto alguns modelos tém emergido. O modelo mais discutido e
mais citado tem sido o da dicotomia existente entre células T. Vérias
subpopula¢des do compartimento imune celular estdo envolvidas na resposta ao
M. leprae (CHOUDHURI, 1995). Sabe-se que numa resposta imunitaria
especifica o mediador central € a célula T CD4, responsavel por distintos padrdes
de citocinas, padrdes esses que poderiam correlacionar-se com o espectro da

+ w

doenca. As células T CD4" “helper” (Th) 1 produzem IFN-g, linfotoxina e
interleucina (IL-) 2 e promovem predominantemente a imunidade mediada por
células; as células Th2 que produzem IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, promovem forte
resposta de anticorpos, incluindo IgE, e inibicAo de varias funcgdes dos
macréfagos (MOSMANN et al., 1986; MOSMANN & COFFMAN, 1989a; 1989b).
Na hanseniase, a efetiva ativacdo de macrofagos através de resposta Thl
permitiria o controle da infeccao observado no poélo tuberculéide; ja a inducéo de
citocinas Th2 — que reduz a producao de IFN-g, TNF, IL-1 e IL-6 — possibilitaria
a persisténcia e replicacdo do M. leprae dentro de macréfagos, levando a doenca
multibacilar e disseminada (CHOUDHURI, 1995). O paradigma Th1/Th2,
deduzido de estudos em modelos murinos tem motivado o uso de citocinas na

terapia da hanseniase. O uso de IL-2 e IFN-g em lesdes de pacientes

virchowianos, resulta na reconstituicdo da DTH, na diminuicdo na carga bacilar e
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na recuperacao da atividade citotéxica (KAPLAN, 1993; 1994; SAMPAIO et al.,
1996).

Numa resposta predominantemente Th2, como a que se assume ocorrer
no polo virchowiano da hanseniase, ha intensa ativacéo policlonal de linfécitos B,
0 que pode gerar anticorpos contra antigenos proprios (auto-anticorpos)
(CHOUDHURI, 1995; COSSERMELLI-MESSINA & COSSERMELLI, 1995).

Auto-anticorpos anti-proteinas citoplasméticas e &cidos nucléicos,
constituem uma das principais caracteristicas do lupus eritomatoso sistémico
(LES) e doengas relacionadas (CHRISTIAN & ELKON, 1986). Além disso, auto-
anticorpos estdo envolvidos na patogénese das doencas reumaticas ou nas
lesbes obtidas em animais que foram induzidos a desenvolver auto-imunidade
(SCHWARTZ, R.S., 1994). Entretanto, na hanseniase a presenca de auto-
anticorpos nao tem sido relacionada as manifestacdes clinicas especificas,
exceto quando ocorrem depésitos de imunocomplexos (COSSERMELLI-
MESSINA & COSSERMELLI, 1995). Além disso, parece haver comprometimento
auto-imune de nervos periféricos, cuja destruicdo € responsavel pelas
deformidades préprias da hanseniase. O mecanismo da injuria neural ndo é
completamente entendido; sabe-se que células Schwann sdo importantes
reservatorios de infeccdo, e apresentam moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade de classe | e Il. Alguns estudos tém apontado para a
proteina de estresse de 70 kDa (hsp70) de M. leprae % com 47% de identidade
com a de mamiferos ¥ como um antigeno que poderia desencadear resposta
celular e quebrar o estado de tolerancia para a proteina hsp70 do hospedeiro.
Fato similar ocorre em modelos animais onde a proteina de estresse de 65 kDa

de micobactéria produz artrite auto-imune, com clones de células T
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artritogénicas. A apresentacdo de peptideos dessa proteina por células de
Schwann para células T poderia gerar resposta imunitaria celular e humoral
contra o nervo, e contribuir para a neurite observada em pacientes hansenianos
(CHOUDHURI, 1995).

Os auto-anticorpos na hanseniase aparecem em diferentes padrdes que
variam de acordo com a populacdo estudada, os métodos usados e os periodos
em que foram avaliados. Diversos auto-anticorpos tem sido descritos em
pacientes hansenianos, principalmente os virchowianos; dentre eles o fator
reumatoide (GIBSON et al., 1994; COSSERMELLI-MESSINA & COSSERMELLLI,
1997), fator anti-nuclear (GARCIA-DE LA TORRE, 1993), anti-tiroglobulina, anti-
musculo liso, anti-cardiolipina, anti-colageno | e Il, bem como falsa reacado
positiva para sifilis, que indicam a presenca de anticorpos anti-fosfolipidios e/ou
uma reacdo cruzada com componentes antigénicos da micobactéria
(COSSERMELLI-MESSINA & COSSERMELLI, 1995; GUEDES-BARBOSA et al.,

1996).

2. Ensaios para diagndstico da hanseniase

O exame clinico estabelece o diagnéstico da hanseniase, na grande
maioria dos casos. Em casos duvidosos, com manifestagcbes sutis, 0 exame
histopatoldgico da pele e/ou nervo periférico pode evidenciar a presenca de
bacilos alcool-acido resistente e/ou fibrose endoneural e formacédo de granuloma
com reducdo acentuada do numero de fibras. A conveniéncia do diagnéstico
precoce, do monitoramento da eficAcia da quimioterapia e do estudo da
epidemiologia da infec¢do, justifica as tentativas de padroniza¢do de métodos de

investigacao laboratorial da infecgéo pelo M. leprae.
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Um dos primeiros ensaios sorologicos utilizando o M. leprae como
antigeno foi o da deteccdo de anticorpos anti-M. leprae utilizando-se
imunofluorescéncia como marcador de reacdo, sendo incluida uma etapa
preliminar de absorcdo dos soros a serem testados com M. bovis cepa BCG e M.
vaccae (FLA-ABS) (ABE et al., 1980). O teste foi positivo em 100% dos pacientes
baciloscopicamente positivos e em aproximadamente 80% dos pacientes
tuberculbides. Sua aplicacdo na deteccdo de infeccdo subclinica foi proposta a
partir da observacédo de reacdes positivas em algumas criangcas aparentemente
ndo infectadas, mas provenientes de areas endémicas e em alguns contatos
domiciliares de hansenianos. Recentemente esse ensaio e outras técnicas de
sorodiagnéstico foram avaliadas por uma equipe internacional. Concluiu-se que o
FLA-ABS demonstra sensibilidade de 70,6 a 82,4% e especificidade de 83%.
Apesar de ser um marco no sorodiagnostico para hanseniase, seu uso ficou
restrito a detec¢éo de infeccao subclinica na populacao (GUPTE, 1996).

Um ensaio imunoenzimatico (ELISA) foi desenvolvido (CHO et al., 1983),
utilizando o antigeno altamente especifico do M. leprae, o glicolipidio fendlico |
(PGL-1) natural ou seus sacarideos analogos sintéticos. Este ELISA € o teste
mais amplamente empregado com resultados comparados entre diversos
laboratorios. Entre 70 e 100% dos pacientes multibacilares apresentam
anticorpos anti-PGL-I, enquanto que esses anticorpos ocorrem de forma muito
variavel entre os pacientes paucibacilares (GUPTE, 1996; KLATSER et al.,
1996). Os titulos de anticorpos anti-PGL-I diminuem com o curso da
guimioterapia em pacientes baciliferos (CHATURVEDI et al., 1991; CHO et al.,
1991; ROCHE et al., 1991). DAVID et al. (1991), demonstraram haver correlacao

entre niveis dos anticorpos anti-PGL-lI e a induracdo decorrente da reacdo de
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Mitsuda; em pacientes com pequena ou nenhuma induragdo observavam-se altos
titulos de anticorpos anti-PGL-I, e naqueles classificados como Mitsuda positivos
(mais de 6 mm de induracao) os titulos eram baixos.

Ainda utilizando o antigeno PGL-I foram feitas outras tentativas de
sorodiagnéstico da hanseniase, aplicaveis a estudos epidemioldgicos,
correspondentes aos testes hemaglutinacado passiva (PETCHCLAI et al., 1988),
aglutinacdo 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; 1989; SINHA et al., 1985; ASHWORTH et
al., 1986; MWATHA et al., 1988).

Outro estudo sorolégico da hanseniase refere-se a deteccdo de anticorpos
especificos para o complexo antigénico 85 de M. bovis BCG. Este complexo é
separado por isoeletrofocalizacédo, 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;
1994).

Gracas a possibilidade de 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 deteccédo de M. leprae em
amostras obtidas de pacientes hansenianos (GILLIS & WILLIAMS, 1991; JOB et
al., 1997). E possivel utilizar a PCR para o diagnéstico da hanseniase, a partir de

diferentes tipos de amostras clinicas (SANTOS et al., 1993; 1997). Deteccéo de
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portadores nasais de M. leprae em populacdes nas quais a hanseniase é
endémica, contribui para a teoria de uma ocorréncia disseminada do M. leprae
nessas populacdes, além de aumentar a chance de se detectar precocemente a

hanseniase (KLATSER et al., 1993; JOB et al., 1997).

3. Reacédo de Rubino

Setenta anos atras, o médico uruguaio Miguel C. Rubino (RUBINO,
1926a), enquanto trabalhava com reacdes de fixacdo de complemento para o
diagnostico de sifilis usando hemécias formolizadas, notou que entre
aproximadamente oitocentos soros testados, um induzia rapida sedimentacao das
hemécias e clarificacdo do sobrenadante. Esse fenémeno, ndo observado
anteriormente por Rubino, o levou a determinar a origem do soro e identifica-lo
como uma amostra de paciente hanseniano.

Rubino passou entdo a (1) estudar a natureza da reacdao, (2) padroniza-la,
(3) determinar as condi¢cdes em que ocorre e (4) aplica-la a um grande namero de
soros de diferentes origens (RUBINO, 1926b; 1929; 1931a; 1931b; 1931c). Ele
reproduziu o fendbmeno em 84% de 38 soros de pacientes com hanseniase,
observando hemossedimentacdo em menos de uma hora (RUBINO, 1929).
Observou-se haver soros de individuos ndo hansenianos causando
sedimentacado acelerada de hemacias formolizadas (em tempo menor ou igual a
uma hora); entretanto esses soros, ao contrario do soros de pacientes
hansenianos, também sedimentavam hemdacias naturais (ndo formolizadas).
Rubino concluiu que a reatividade dos soros de pacientes hansenianos era
caracterizada por um comportamento diferente na presenca de hemacias

formolizadas ou de naturais (RUBINO, 1929; 1931b; 1931c). As observacdes de
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Rubino foram consideradas indicativas da especificidade da reacdo, positiva
somente em pacientes hansenianos. Houve apenas uma excecao dentre 300
soros testados, referente a positividade de um soro de paciente com filariose;
entretanto, o paciente foi considerado suspeito de estar concomitantemente
infectado por M. leprae (RUBINO, 1931a).

Os trabalhos pioneiros de Rubino motivaram o estudo da reagao por
diversos investigadores. MARCHOUX & CARO (1928), testaram 10 soros de
pacientes hansenianos e obtiveram 50% positividade, sem ocorréncia de reacdes
inespecificas. LUZ (1929) detectou 44% de reacdes positivas entre soros de
pacientes com hanseniase, com auséncia de reacdo inespecifica. BIER &
ARNOLD (1935) obtiveram somente uma reacdo positiva entre 954 soros de
individuos ndo hansenianos. Em 1929, RUBINO relatou que ele ja havia testado
mais de 2.000 soros de individuos sadios ou com outras patologias, ndo
observando reacdo positiva em nenhum soro. Evidéncias indicativas da
especificidade absoluta acumularam-se nos anos seguintes (MONACELLI, 1928;
ACANFORA, 1930; FIGUEIREDO, 1931; ADANT, 1932; AMBROGIO, 1932;
FURTADO & LEITE, 1932; HOMBRIA, 1932; LEPINE et al., 1932; TRAVASSOS,
1932; ZEVALLOS, 1932; FLEURI-DA-SILVEIRA & MESQUITA, 1933; ROCA-DE-
VINALS, 1934; BIER & ARNOLD, 1935; BESTA & MARIANI, 1936; IMBERT,
1936). A nao realizacdo de contraprova com hemacias naturais parece ter sido
responsavel pelo relato de inespecificidade da reacéo feita por alguns autores
(PAULLIER & ERRECART, 1926; PELTIER, 1928; AMIES, 1930; SPANNEDA,
1932).

A natureza da reacdo de Rubino foi extensivamente estudada por

MARCHOUX & CARO (1928) que atribuiram-na a presenca de um fator
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especifico presente no soro de pacientes hansenianos que era seletivamente
adsorvido a superficie da hemacia formolizada. Observaram ainda que a
adsorcdo desse fator especifico requeria a participagcdo de um segundo fator,
presente até mesmo em soro humano normal, e que hemaécias formolizadas
podiam destituir completamente o soro de hanseniano da substancia ativa. Eles
relataram que nao foi possivel isolar o fator especifico por solubilizacdo do fator
adsorvido a superficie das heméacias formolizadas.

Foram feitas algumas suposicfes referentes as bases fisicas da reacao de
Rubino. RUBINO (1929) considerou que a reacao corresponderia a uma aglutino-
sedimentacdo das hemacias formolizadas, de mesma natureza que as
aglutinacées microbianas e as soro-floculagcées. AMBROGGIO (1932) atribuia a
reatividade a um principio existente no soro positivo que agiria sinergisticamente
com eletrélitos, causando uma mudanca de potencial, aumento da repulsédo entre
os glébulos e consequiente sedimentacdo. BENETAZZO (1933) considerava a
reacao relacionada a altera¢des coloidais do plasma, pelo aumento absoluto das
globulinas. A despeito de fatos e conjeturas sobre a reacao de Rubino, BIER, em
1936, referia-se ao fator responsavel pela reacdo de Rubino como um "fator
enigmético", com independéncia dos fatores imunoldgicos entdo conhecidos.

Todos os estudos realizados invariavelmente indicavam que (1) a reacéo
de Rubino era absolutamente especifica, (2) sua sensibilidade era baixa e
variavel, e (3) sua positividade ocorria somente quando o diagnostico de
hanseniase ja estava implicito. Essas caracteristicas limitaram sua aplicabilidade
como auxilio diagndstico, um fato que justifica o intervalo de quase trés décadas
de auséncia de estudos sobre a reacédo de Rubino.

Em 1962, ALMEIDA demonstrou a auséncia de correlacdo entre a
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positividade da reacdo de Rubino e atividade anti-complementar de soros de
pacientes hansenianos. Durante 0 mesmo ano, CURBAN publicou uma completa
revisdo da literatura, onde enfatizava a importancia desse teste, ndo mais como
uma ferramenta de diagnostico, mas como um campo inexplorado que poderia
contribuir para a compreensao da resposta imune na hanseniase.

Em 1970, ALMEIDA, em uma revisdo sobre sorologia em hanseniase,
referiu-se ao fator responséavel pela reacdo de Rubino como uma gama-globulina,
nao sendo correspondente aos anticorpos fixadores de complemento que
reconheciam uma preparacdo antigénica de M. tuberculosis. O mesmo autor
demonstrou mais tarde que a reacdo era inibida quando feita na presenca de
preparagbes antigénicas de M. leprae ou mesmo outras, mas nao todas,
micobactérias (ALMEIDA & KWAPINSKI, 1974; ALMEIDA, 1978).

SILVA et al. (1976a; 1976b; 1976c) estudaram 60 pacientes com
hanseniase da forma clinica virchowiana e 16 com a forma clinica tuberculéide e
observaram que a reagcdo de Rubino era invariavelmente negativa entre os
pacientes tuberculéides, enquanto alcancava 50% de positividade entre
pacientes virchowianos. Estudando 178 soros de pacientes hansenianos,
OPROMOLLA et al. (1982) confirmaram a negatividade dos soros de pacientes
com a forma tuberculbide e relataram 9% de positividade entre os pacientes
“borderlines”. Em relacédo aos soros de virchowianos e de individuos clinicamente
curados, obtiveram 55% e 6% de reacOes positivas, respectivamente. Essas
observagcbes foram confirmadas pelo mesmo grupo, através de expansdo do
estudo, originando a proposta de existéncia de uma relagdo inversa entre a
positividade da reacdo de Rubino e a resisténcia do hospedeiro ao M. leprae

(ARRUDA et al., 1983); o grupo sugeriu ainda que a reacao de Rubino pudesse
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ser incluida nos critérios de avaliacdo de cura da doenca. A aplicabilidade da
reacdo de Rubino como critério de cura, anteriormente proposta (OPROMOLLA
et al.,, 1982), foi afastada pela posterior deteccdo de positividade em 57% de
pacientes clinicamente curados (ARRUDA et al., 1988).

Certos estudos foram implicitamente baseados na procura de
correspondéncia entre o fator Rubino e componentes especificos do soro de
pacientes com hanseniase virchowiana. Foram observados
hipergamaglobulinemia entre pacientes virchowianos e aumento dos niveis de
IgM, somente em soros Rubino positivos (SILVA et al., 1976a; 1976b). Detectou-
se fator reumatdide em pacientes virchowianos, mas sua presenca ndo se
associava a positividade da reacao de Rubino. Anticorpos anti-tiroglobulina foram
detectados somente em soros de pacientes Rubino positivos (SILVA et al.,
1976¢). Um estudo subseqiente demonstrou que a positividade da reacdo de
Rubino néo correlacionava-se com mudangas no niveis séricos de 1gG e IgM,
uma observacéo interpretada como indicativa da independéncia entre a reacao
de Rubino e esses isotipos de imunoglobulinas (ARRUDA et al., 1987).

O fator especifico responsavel pela reacdo de Rubino (fator Rubino) foi
identificado como uma imunoglobulina do isotipo M (PANUNTO-CASTELO &
ROQUE-BARREIRA, 1995). O fator Rubino/IgM foi isolado de um “pool” de soros
obtidos de 20 pacientes com hanseniase virchowiana. Nesses soros detectaram-
se niveis de IgM maiores do que os de individuos normais, porém similares a de
20 outros soros de pacientes virchowianos, Rubino negativos. Anticorpos anti-
IgM bloquearam a atividade Rubino de soro positivo ou do fator purificado. A
obtencédo do fator Rubino/IgM purificado permitiu a inequivoca demonstracéo da

necessidade de um co-fator, presente até mesmo em soro humano normal, para a
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reacao se processar (PANUNTO-CASTELO & ROQUE-BARREIRA, 1996).

O novo investimento de esforcos na identificacdo de fatores responséaveis
pelo desencadeamento da reacdo de Rubino, cujos resultados sdo ora
apresentado, foi motivado pela expectativa de que eles estivessem envolvidos
nos fendmenos que tornam ndo responsivos 0s individuos acometidos de

hanseniase virchowiana.



OBJETIVOS
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Esse trabalho teve como objetivo a identificacdo e caracterizacdo do co-
fator sérico e do ligante eritrocitario envolvidos na sedimentacdo acelerada de
hemacias de carneiro formolizadas (reacdo de Rubino), e estudar como esses
componentes interagem com o fator desencadeador da sedimentacéo, o fator

Rubino/IgM.



MATERIAL E METODOS



O fator Rubino é uma IgM anti-fosfolipidio dependente de b,-glicoproteina | 19

1. Soros humanos

Soros de pacientes hansenianos foram obtidos no Centro de Salde 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 incubado a 56°C por 30 min para inativacdo de proteinas do sistema
complemento e submetido a reacdo de Rubino; aqueles com reacdo positiva e
gue nao continham heteroaglutininas foram reunidos num "pool" Unico, que foi a
fonte do fator Rubino/IgM. "Pool" de soros de voluntarios sadios estudantes da
FMRP-USP foi utilizado como controle negativo, depois de individualmente

comprovada a negatividade da reacédo de Rubino.

2. Hemacias de carneiros

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 eritrocitos foram separados por centrifugacédo a 280g e
lavados 3 vezes com solucdo salina 0,85%. Apés lavagem as hemacias foram
ressuspensas em volume adequado de solucéo salina 0,85% para obter-se 3,5 a
4,0 x 10° hemacias/mm®. A essas hemacias foi acrescentado formaldeido
(concentracao final 10%, v/v). Apés um periodo de 48 horas, a temperatura
ambiente, as heméacias foram lavadas e novamente ressuspensas em solucéo
salina 0,85%. Heméacias naturais para a deteccdo de heteroaglutininas foram
obtidas pelo mesmo procedimento, excetuando-se o tratamento com formaldeido.
A suspensao de hemécias formolizadas foi mantida a 4°C enquanto a suspensao

de hemacias naturais foi imediatamente preparada antes do uso (RUBINO, 1929;
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1931b).

3. Reacédo de Rubino

Reacdo de Rubino foi realizada com todos os soros ou fracdes séricas
oriundas do processo de purificacdo e processada através do contato do material
a ser testado ou respectivo controle com as hemacias de carneiro formolizadas
(1,75 a 2 x 10° células) por 1 h & 37°C, num volume final de 250 m. Cada soro, ou
fracdo sérica, foi testado na diluicdo final de 1/5. Considerou-se positiva a reacéo
que resultou em sobrenadante claro e hemacias formolizadas sedimentadas
(RUBINO, 1931b; RUBINO, 1931c). Quando testadas as fracdes séricas, o0 meio
foi suplementado com soro humano normal (SHN) (diluicdo final de 1/3) para
garantir a presenca do co-fator sérico envolvido na reacdo de Rubino
(MARCHOUX & CARO, 1928). As amostras a serem testadas quanto a presenca
do co-fator (atividade co-fator) foram incubadas com fator Rubino/IgM purificado e

hemacias formolizadas, por 1 hora a 37°C.

4. Inibic&o da reacao de Rubino

Amostras de soro Rubino positivo foram incubadas (1 h a 37°C) com soro
de coelho anti-lgG humana em concentragées que variaram de 10 ng/ml a 4
mg/ml, com componentes de superficie de hemacias, com soros de coelhos anti-
co-fator na diluicdo final de 1/5, com um painel de agucares (D-glicose, D-
galactose, D-manose, a-L-fucose, a-D-fucose, b-D-metil-galactopiranose, a-metil-
galactopiranose, a-D-metil-manopiranosideo, N-acetil-glicosamina, N-acetil-
galactosamina, acido N-acetil-neuraminico, &cido glucordnico, maltose, lactose,

melibiose, sacarose) em concentracdes que variaram de 1 a 100 mM, ou com
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cardiolipina nas concentracdes que variaram de 2 ng/ml a 2 mg/ml. As amostras
foram incubadas com hemécias formolizadas (como descrito no item 3),

procurando-se observar inibicdo da reacao de Rubino.

5. Precipitacao do fator Rubino/IgM com polietileno glicol

“Pool” de soros Rubino positivos e amostras do processo de purificacdo do
fator Rubino/IgM (item 8) foram submetidos a precipitagdo com polietileno glicol
4.000 (HAO et al., 1980) na concentracao final de 10% (m/v), a partir de uma solucao
estoque a 20% (m/v) do reagente. As misturas foram mantidas sob agitacao
constante por toda a noite, a 4°C, sendo posteriormente centrifugadas a 10.000g por
10 minutos. Os precipitados obtidos desses processos foram ressuspensos ao
volume inicial com PBS (tampéo fosfato 10 mM com NaCl 150 mM pH 7,4) e
ultradiafiltrado em membrana YM-30 (Amicon® Division, W.R. Grace & CO.,

Beverly, MA, USA) contra esse mesmo tampao.

6. Purificag&o do fator Rubino/IgM

Soro Rubino positivo, soro humano normal, precipitado PEG 10% de soro
Rubino positivo — todos destituidos de heteroaglutininas, utilizados na dilui¢do
final 1/2 — e PBS foram incubados com excesso de hemécias de carneiro
formolizadas (7 a 8 x 10 células), por 1 hora & 37°C. A incubacéo do precipitado
PEG 10% de soro Rubino positivo foi realizada na presenca e auséncia de SHN
(1/10). O sobrenandante de cada amostra foi submetido mais duas vezes ao
mesmo procedimento, estando destituida, no final de reatividade Rubino. As
hemacias proveniente dos trés contatos foram lavadas 3 vezes com PBS, sendo,

apos a ultima lavagem, ressuspensas em solucdo de acido acético 100 mM NaCl
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150 mM, e incubadas por 15 min a 0°C (TERNYNCK et al.,, 1991). Apés
centrifugacdo das hemécias, recolheram-se os sobrenadantes, neutralizando-os
com Tris-HClI 1 M pH 8,0. Esse processo foi repetido mais uma vez. Os
sobrenandantes obtidos foram ultradiafiltrados em membrana YM-30 contra PBS,
precipitados com polietileno glicol (conforme descrito no item 4), testados quanto

a reacao de Rubino e analisados por eletroforese e “immunoblotting”.

7. Purificac&o do co-fator sérico da reacdo de Rubino

Precipitacao com polietileno glicol

“Pool” de soro humano normal foi incubado trés vezes, consecutivamente,
com papa hemacias de carneiro naturais por 2 h & 37°C, objetivando-se retirar
possiveis heteroaglutininas. Esse “pool” foi submetido a precipitacdo seriada com
polietileno glicol 4.000 (HAO et al., 1980) na concentracdo de 5%, 12% e 20%, a
partir de uma solucdo estoque a 40% do reagente. As misturas foram mantidas sob
agitacdo constante por toda a noite, a 4°C, sendo posteriormente centrifugadas a
10.000g por 10 minutos. Entre uma etapa e outra de precipitacdo, uma aliquota do
sobrenadante foi guardada para ser testada. Os sobrenadantes (sobrenadante 5%,
sobrenadante 12% e sobrenadante 20%) e precipitados (precipitado 5%,
precipitado 5 a 12% e precipitado 12 a 20%) obtidos desse processo foram
ressuspensos ao volume inicial com PBS e ultradiafiltrados em membrana YM-30
contra esse mesmo tampao. Essas amostras foram testadas quanto a atividade

co-fator, sendo a amostra positiva utilizada como fonte de co-fator.

Precipitacdo com acido perclérico

“Pool” de soro humano normal (100 ml) foi submetido a precipitacdo com
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acido perclérico na concentracao final de 1,75%, a partir de uma solucao estoque a
70% do reagente. A mistura foi mantida sob agitagéo constante por 15 minutos a 4°C,
sendo posteriormente centrifugada a 10.000g por 5 minutos (PRICE et al., 1996). O
precipitado obtido desse processo foi neutralizado com Tris-HClI 1 M pH 8,0,
ressuspenso para 10 ml com tampao Tris-HCI 20 mM pH 8,0 e ultradiafiltrado em
membrana YM-30 contra esse mesmo tampao. A amostra obtida foi utilizada

como fonte de co-fator.

Cromatografia de afinidade em coluna de heparina imobilizada

Amostra obtida da precipitacdo de soro humano normal com acido
perclérico foi submetida a cromatografia de afinidade em coluna de heparina-
imobilizada (volume leito de 1 ml) (Pierce Chemical Co., Rockford, USA)
(MCNEIL et al., 1990), a 4°C. O material ndo adsorvido a coluna foi retirado com
tampao Tris-HCI 20 mM pH 8,0, enquanto o material adsorvido foi eluido com o
mesmo tampao contendo 0,4 M de NaCl. Todas as fragbes (2 ml cada) tiveram
determinada a absorbéancia em 280 nm (DU®-70 Spectrophotometer, Beckman
Instruments, Inc., Fullerton, USA). O material ndo ligado foi recromatografado 5
vezes. Os materiais adsorvidos e eluidos dos seis procedimentos cromatograficos

foram colecionados em um “pool”.

Cromatografia de afinidade em coluna de proteina A e G imobilizadas

A amostra obtida da precipitacdo de SHN com PEG na faixa de 12 a 20% e
a amostra obtida da precipitacdo de SHN com acido perclérico, seguida de
cromatografia de afinidade em coluna de heparina imobilizada, foram submetidas

a cromatografia de afinidade em coluna de proteina A (Amersham Pharmacia
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Biotech, Uppsala, Sweden). Utilizou-se Tris-HCI 20 mM NaCl 0,5 M pH 7,2 para
equilibrar a coluna e eluir o material ndo adsorvido. O material adsorvido foi
eluido com tampao glicina-HCI 100 mM pH 2,5 e neutralizado com Tris-HCI 1 M
pH 8,0. Todas as fracdes (2 ml cada) das cromatografias tiveram determinada a
absorbancia em 280 nm. Os materiais ndo ligados foram colecionados em “pools”
e submetidos a cromatografia de afinidade em proteina G-agarose, nas mesmas
condicbes descritas para proteina A-agarose. Os materiais ndo ligados as
colunas foram ultradiafiltrados contra Tris-HCI 20 mM pH 8,0, em membrana YM-
30, testados quanto a atividade co-fator, conforme descrito no item 3, e

submetidos a cromatografia de troca ionica.

Cromatografia de troca ibnica

Materiais ndo ligados as colunas de proteina A e G em tampéao A (Tris-HCI
20 mM, pH 8,0), foram submetidos & cromatografia de troca anidnica
(HIMMELOCH, 1971) em coluna Mono Q® HR 5/5 (Amersham Pharmacia
Biotech, Uppsala, Sweden), equilibrada e inicialmente eluida com 15 ml de
tampdo A, a temperatura ambiente, com fluxo de 1 ml/min. Gradiente (30 ml) de
forca ibnica crescente (até 1 M de NaCl) foi utilizado na eluicdo dos materiais
retidos na coluna. O volume de cada fracdo coletada foi de 1 ml. As corridas
foram monitorizadas pela absorbancia 280 nm (Variable Wavelength Monitor,
Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden) e pela reacdo de Rubino, onde
utilizou-se aproximadamente 10% de cada fracdo. Do material eluido que tornou
a reacado de Rubino positiva selecionaram-se as fracbes 19 e 20, que foram
reunidas em um "pool" Unico, ultradiafiltrados em membrana YM-30 contra Tris-

HCI 50 mM NaCl 150 mM pH 7,4 e concentrados para um volume de 400 mi.
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Cromatoqrafia por filtracdo em gel

Material com atividade co-fator (em Tris-HCI 50 mM NaCl 150 mM pH 7,4)
obtido por troca anibnica, foi submetido a filtracdo em gel em coluna Superdex®
200 10/30 (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden), equilibrada e
eluida com o mesmo tampdo da amostra, fluxo de 0,5 ml/min, coletando-se
fracdes de 1 ml. Determinaram-se a absorbancia 280 nm e reatividade Rubino,
utilizando-se aproximadamente 10% do volume de cada fracdo. A coluna havia
sido previamente calibrada (ANDREWS, 1965) com azul de dextran 2000 (BD,
~2.000 kDa) e proteinas de massas moleculares (MM) conhecidas (tiroglobulina -
Tir, 669 kDa; ferritina - Fer, 440 kDa, catalase - Cat, 232 kDa; aldolase - Ald, 158
kDa; albumina sérica bovina - BSA, 67 kDa; albumina de ovo de galinha - Ova, 43

kDa; quimiotripsinogénio - Cmt, 25 kDa; Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala,

Sweden).
SHN
Precipitacdo com acido perclérico v
. i Precipitacdo com PEG
precipitado -
Cromatografia em coluna de - precipitado

heparina imobilizada

v v

Cromatografia em coluna de proteina Ae G
material ndo retido l material ndo retido
A4

Cromatografia de troca ibnica em coluna Mono Q

v

Cromatografia por filtragcdo em
gel em coluna Superdex 200

Esquema 1: Esquema de purificacdo do co-fator sérico da reacédo de Rubino.
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8. Anédlise eletroforética e “immunoblot”

As andlises eletroforéticas foram realizadas em gel de poliacrilamida (10
ou 12,5%) em condi¢cdes dissociantes (SDS-PAGE) (LAEMMLI, 1970), em
sistema "Mini V-8.10 Vertical Gel Electrophoresis System" (GIBCO BRL,
Gaithersburg, USA). Amostras foram ressuspensas em tampéao Tris-HCI 0,5 M pH
6,5 com SDS a 2% (m/v) e aplicadas no gel. Algumas amostras foram
adicionalmente reduzidas por mercaptoetanol a 3,5% (m/v). As corridas
eletroforéticas tiveram duragcdo aproximada de 40 minutos (80-120 mA, 200 V).
Os géis foram corados pelo método da prata (BLUM et al., 1987). Em uma das
pistas de cada eletroforese foi aplicado uma mistura de marcadores com MM
conhecidas: fosforilase B (97 kDa), soro albumina bovina (67 kDa), albumina de
ovo de galinha (43 kDa), anidrase carbonica (30 kDa), inibidor de tripsina de soja
(20 kDa), lactoalbumina (14,4 kDa) (Pierce Chemical Co., Rockford, USA).

As eletrotransferéncias de diferentes amostras, cujos componentes
protéicos haviam sido separados por SDS-PAGE, para membrana de
nitrocelulose foram feitas em cuba contendo Tris 24 mM, glicina 198 mM, pH 8,3,
e 10% de metanol, por 1,5 hora (85-135 mA, 150 V - "Mini V-8.10 Vertical Gel
Electrophoresis System”, GIBCO BRL, Gaithersburg, USA) (TOWBIN et al.,
1987). As membranas de nitrocelulose foram incubadas com bloqueador [gelatina
a 3% em PBS-Tween 20 0,05% (PBS-T)] por 2 h a temperatura ambiente, sendo
a seguir lavadas 3 vezes com PBS-T. Quando o material separado e transferido
foi o co-fator, incubou-se a membrana com soro Rubino positivo (diluido 1/100 no
bloqueador), por 2 h a temperatura ambiente. A membrana foi novamente lavada
3 vezes com PBS-T e incubada com IgG de cabra anti-lgM humana conjugada a

peroxidase (diluido 1/2500 no bloqueador) por 1 h a temperatura ambiente. Ja o
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fator Rubino separado e transferido para nitrocelulose foi incubado somente com
IgG de cabra anti-lgM humana conjugada a peroxidase (diluido 1/2500 no
blogueador), por 1 h a temperatura ambiente. A reacdo antigeno-anticorpo foi
detectada com diaminobenzidina (DAB) (Sigma® Chemical Company, St. Louis,
USA) na presenca de peréxido de hidrogénio 0,03% (Sigma® Chemical
Company, St. Louis, USA).

As eletrotransferéncias das bandas protéicas obtidas por SDS-PAGE da
amostra purificada de co-fator para membrana de PVDF (polivinil difluoreto)
(Imobilon™, Millipore, Bedford, MA, USA) foram feitas em cuba contendo tamp&o
CAPS (CAPS 10 mM, metanol 10%, pH 11), por 2 horas a temperatura ambiente
(85-135 mA, 150 V - "Mini V-8.10 Vertical Gel Electrophoresis System”, GIBCO

BRL, Gaithersburg, USA) (TOWBIN et al., 1987).

9. Producéo e purificacdo de anticorpos anti-co-fator da reacdo de Rubino

Imunizacdo do coelho

Dois coelhos da raca New Zealand, com peso corporal médio de 2,5 kg, seis
meses, receberam 3 doses de 100 ng do co-fator [bandas de 50 kDa obtidas do
gel 10% (SDS-PAGE)]. Na primeira preparacdo o antigeno foi emulsificado em
adjuvante completo de Freund e injetado intramuscularmente. Nas duas doses
seguintes (21 e 28 dias apdés a primeira injecdo), o antigeno foi emulsificado em
adjuvante incompleto de Freund e injetado subcutaneamente. Oito dias apdés a Ultima

injecao os animais foram sangrados.

Precipitacdo com sulfato de amobnia

Soro de coelho anti-co-fator (30 ml — item 14) foi submetido a precipitacao
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com solucédo saturada de sulfato de amdénia na concentracéo final de 45%, por 3
horas a 4°C. Apés centrifugacdo, 10.000g por 10 min, o precipitado foi
ressuspenso para o volume inicial (30 ml) em agua, sendo o processo repetido
mais duas vezes. O precipitado final foi ressuspenso em 30 ml de PBS e

ultradiafiltrado em membrana YM-30, contra 0 mesmo tampao.

Cromatografia de afinidade em coluna de proteina A

A amostra obtida da precipitacdo do antissoro de coelho com sulfato de
amonia foi submetido a cromatografia de afinidade em coluna de proteina A.
Utilizou-se Tris-HCI 20 mM NaCl 0,5 M pH 7,2 para equilibrar a coluna e eluir o
material ndo adsorvido. O material adsorvido foi eluido com tampéo glicina-HCI
100 mM pH 2,5 e neutralizado com Tris-HCI 1 M pH 8,0. Todas as fra¢des (2 ml
cada) da cromatografia tiveram determinada a absorbancia em 280 nm. Dialisou-
se o material eluido contra PBS, sendo a concentracdo protéica determinada
através da relacdo entre absorbancia em 280 nm e o coeficiente de extincdo da

IgG (10 mg/ml de IgG = 13,6 de absorbancia em 280 nm).

10. Sequenciamento dos amino&cidos N-terminais e identificacdo do co-
fator da reacdo de Rubino

Bandas de 50 kDa (identificada como co-fator da reacdo de Rubino)
obtidas de 8 pistas, correspondentes ao material com atividade co-fator, foram
recortadas e submetidas ao sequienciamento de aminoacidos pela degradacao
automatica de Edman (EDMAN, 1950a; 1950b; TARR et al., 1986), em um
sequenciador construido no Centro de Quimica de Proteinas, FMRP, USP

(gentilmente sequienciada por José César Rosa do Centro de Quimica de



O fator Rubino é uma IgM anti-fosfolipidio dependente de b,-glicoproteina | 29

Proteinas, FMRP, USP).

A proteina sérica identificada a partir do sequlienciamento, como
correspondente ao co-fator foi purificada por protocolo convencional (PRICE et
al., 1996) e essa nova preparacdo, apdés comprovacao da atividade de co-fator,
foi submetida ao sequenciamento de aminoacidos pela degradacdo automatica
de Edman (EDMAN, 1950a; 1950b; TARR et al., 1986), em um sequenciador
automatico de proteina (Applied Biosystems Procise Sequencer - modelo 491,
Perkin Elmer Corporation, Norwalk, USA) (gentiimente sequienciada por José
César Rosa do Centro de Quimica de Proteinas, FMRP, USP).

A identificacdo e comparacdo das sequéncias obtidas foram realizadas
através do sistema BLAST (Basic Local Alignment Search Tool -

http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/), empregando o programa blastp.

11. Clivagem por brometo de cianogénio (GROSS & WITKOP, 1962)
Aproximadamente 400 ng de co-fator purificado foi dialisado contra agua e
seco (Heto Vac, Heto Lab Equipment A/S, Birkergd, Denmark). A proteina seca
adicionamos 1 ml de uma solucdo de brometo de cianogénio a 0,2 M em &cido
formico 70%. Apds 18 horas a 37°C, adicionou-se agua (9 ml) a solugdo. O
material foi liofilizado e novamente ressuspenso em 1 ml de agua, sendo utilizado
10% dessa amostra para analise eletroforética (experimento desenvolvido no
laboratorio do Prof. Dr. Eduardo Brandt de Oliveira, do Departamento de

Bioguimica da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto - USP).

12. Biotinilizacdo do fator Rubino/IgM e b,-glicoproteina |

Fator Rubino/IgM (200 ng/ml) foi obtido como descrito no item 5 (purificacdo
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do fator Rubino/IgM). b,-glicoproteina | (100 ng/ml) foi obtida pela precipitacdo com
acido perclérico, deplecdo de IgG pela passagem em coluna de proteina A e G
imobilizadas, cromatografia de afinidade em coluna de heparina-agarose e
cromatografia de troca idnica em coluna de MonoQO. Ambas as amostras foram
divididas em duas aliquotas de 1 ml, sendo uma aliquota dialisada contra PBS
(fatores ndo marcados) e outra contra tamp&do carbonato 100 mM pH 8,5. As
aliquotas em tampé&o carbonato adicionaram-se 10 m NHS-SS-biotina (10 mg/ml) por
30 min a 4°C, sob agitacdo constante. Logo ap6s as amostras (fatores marcados)
foram ultradiafiltradas em membrana YM-30 contra PBS para remog¢éo do excesso

de biotina.

13. Citometria de fluxo

Fator Rubino/IgM biotinilado (200 ng/ml) foi incubado na presenca e auséncia
de by-glicoproteina | (100 ng/ml) com avidina-ficoeritrina (20 ng/ml) (Pierce Chemical
Co., Rockford, USA) e hemécias formolizadas (4 x 10° células), num volume final de
250 m. Ao mesmo tempo b,-glicoproteina | biotinilada (100 ng/ml) foi incubada — na
presenca, ou ndo, de fator Rubino/IgM (200 ng/ml) — com avidina-ficoeritrina (20
my/ml) (Pierce Chemical Co., Rockford, USA) e hemacias formolizadas (4 x 10°
células), num volume final de 250 m. As hemacias foram lavadas 3 vezes com PBS e
ressuspensas para concentracdo de 1 x 10° hemacias/ml. Hemacias formolizadas
foram selecionadas por tamanho e granulosidade em citometria de fluxo, sendo a
auto-fluorescéncia dessas células usada como controle. Todas as analises foram

realizadas em FACSort (Becton and Dickinson, San Jose, USA).



O fator Rubino é uma IgM anti-fosfolipidio dependente de b,-glicoproteina | 31

14. Preparacédo de estromas de hemacias naturais

Hemacias de carneiro sem tratamento com formaldeido (obtidas a partir de
1 litro de sangue), foram lavadas 3 vezes com PBS, e ressuspensas em 10 litros
de solucdo de acido acético glacial a 0,04% em agua (v/v) (KABAT & MAYERS,
1961), sendo mantidas toda a noite com agitacdo constante, a 4°C. Os estromas
de hemacias, obtidos por decantacdo, foram lavados em tampédo acetato 1 mM

pH 4,2. Realizaram-se duas lavagens finais com agua.

15. Extracdo de componentes de estromas de hemacia

Antes da extracdo, os estromas foram secos (Heto-Vac, Heto Lab
Equipment A/S, Birkergd, Denmark). A extracdo foi feita em quatro passos: (1)
cloroférmio: metanol (2:1 - v/v), (2) cloroférmio: metanol (1:2 - viv), (3)
cloroférmio: metanol:agua (10:20:8 - v/v) e (4) 1l-butanol 9% (Esquema 1). Em
cada passo foram realizadas trés extracdes de 2 horas cada, a temperatura
ambiente, com o0s sobrenadantes das extracOes separados em funil de vidro
poroso. Os estromas foram secos com fluxo de nitrogénio, entre cada passo. As
trés amostras obtidas foram agrupadas, secas e posteriormente ressuspensas em
20 ml de cloroférmio: metanol (2:1 - v/v). Uma aliquota (1 ml) dos produtos de
extracdo foi seca e ressuspensa em agua, sendo o processo repetido duas
vezes. Essas aliquotas foram ressuspensas no final com 1 ml de PBS. Essas
preparagdes (diluigédo final de 1/2, 1/5, 1/10 e 1/50) foram sonicadas e incubadas
com soro Rubino positivo (diluicdo final 1/10) por 1 h a 37°C; logo apéds, foram
incubadas com hemécias formolizadas, procurando-se observar inibicdo da

reacdo de Rubino.
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Hemacias de carneiro
(sem formalizag&o)
lavadas
lisadas
secas

Estromas de hemécias

Extracdo com
cloroférmio:metanol (2:1)
(3 x 10 volumes)
}funil de vidro poroso
[
Filtrado Estromas dle hemécias
C:M (2:1) }seco em N,

Extracdo com
cloroférmio:metanol (1:2)
(3 x 10 volumes)
}funil de vidro poroso

[ ]
Filtrado Estromas de hemécias

C:M (1:2) |»seco em N,

Extracdo com
cloroférmio:metanol:agua (10:20:8)
(3 x 10 volumes)
}funil de vidro poroso
[ |
Filtrado Estromas de hemacias
C:M:A (10:20:8) }seco em N,

Extracdo com
1-butanol 9%)
(3 x 10 volumes)
tfunil de vidro poroso
[ |
Filtrado Estromas de hemacias
1-BUTANOL 9%

Esquema 2: Esquema de extracao de componentes de hemacias de carneiro
com mistura de solventes orgéanicos.

16. Particédo de Folch

A fracdo extraida de estromas de hemacias com cloroférmio: metanol (1:2),
volume final de 40 ml [em C:M (2:1)], foram adicionados 8 ml de solugédo aquosa
de KCI 0,1 M (0,2 volumes). A mistura foi agitada vigorosamente e deixada
separar a 4°C. Apds a separacio, as fases foram colecionadas separadamente
(FOLCH et al., 1957). A fase inferior ou organica (26 ml) foi adicionado metanol:

solugdo aquosa de KCI 0,1M (1:1; v/v) (20 ml - substituindo a fase aquosa),
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agitando-se vigorosamente e deixando-se separar, a 4°C. Apds separagdo das
fases, repetiu-se o processo mais uma vez (SCHNAAR, 1994). A fase organica foi
seca e ressuspensa em 6 ml de cloroférmio: metanol (2:1). Uma aliquota de 2 ml
desta mistura foi seca novamente e posteriormente ressuspensa em 0,5 ml de
PBS. A fase aquosa foi seca, ressuspensa e dialisada contra PBS em membrana
YM-3. O material dialisado foi ressuspenso para um volume de 3 ml. Ambas as
amostras em PBS (dilui¢ao final de 1/2, 1/5, 1/10, 1/50, 1/100) foram sonicadas e
incubadas com soro Rubino positivo (diluicdo final 1/5) por 1 h a 37°C, sendo,
logo apds, incubados com hemécias formolizadas, procurando-se observar

inibicdo da reagéao de Rubino.

17. Cromatografia de camada delgada de alta resolucéo (HPTLC)

Uma fase movel

Amostras [10 ml em cloroférmio:metanol (2:1)] foram aplicadas em forma de
banda de 1 cm em uma placa Silica-gel 30 (20 x 10 cm) (Merck, Darmstadt,
Germany), a 1,5 cm de altura. Esta placa foi colocada em uma camara de vidro
saturada com o solvente do sistema (100 ml, aproximadamente 0,5 cm de altura).
Quando o fronte atingiu 1 cm do fim da placa, esta foi retirada, seca e corada

(SCHNAAR & NEEDHAM, 1994).

Duas fases moéveis consecutivas

Amostras [10 ml em cloroférmio:metanol (2:1)] foram aplicadas em forma de
banda de 1 cm em uma placa Silica-gel 30 (Merck, Darmstadt, Germany), a 1,5
cm de altura. Esta placa foi colocada em uma camara de vidro, saturada com a 1°

mistura de solventes organicos (100 ml, aproximadamente 0,5 cm de altura).
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Quando o fronte atingiu 1 cm do fim da placa, esta foi retirada e seca. A placa foi
novamente colocada em uma camara de vidro, saturada, desta vez, com a 2°
mistura de solventes organicos (100 ml, aproximadamente 0,5 cm de altura).
Quando o fronte atingiu 1 cm do fim da placa, esta foi retirada, seca e corada

(FRIED & SHERMA, 1994).

Preparativas

Essas corridas foram processadas de forma similar a HPTLC
unidimensional. A Unica diferenca foi a quantidade de amostra aplicada na placa
de Silica-gel (20 x 10 cm), ou seja 100 mM em 18 cm de placa a 1,5 cm da parte de
baixo da placa. Essas placas foram divididas em faixas, sendo a silica, de cada
faixa, raspada e ressuspensa em cloroférmio:metanol:dgua (10:10:1), para
extracdo dos lipidios. O solvente organico foi coletado e o processo repetido mais
uma vez com 10 ml da mistura de solventes (SCHNAAR, 1994). Os
sobrenadantes foram reunidos, subsequentemente divididos em duas aliquotas e
secos. Uma aliquota foi usada para analises adicionais e a outra testada quanto

a sua capacidade de inibir a reacdo de Rubino.

Protocolo de estudo dos lipidios com HPTLC

Amostra obtida da fase organica da particdo de Folch foi submetida a
HPTLC unidimensional com uma fase moével e HPTLC preparativa has mesmas
condi¢cbes. O mistura usada foi cloroformio :metanol: 4gua (60:30:8). Baseado
nos Rf de bandas, obteveram-se lipidios de 7 faixas da placa [(1) 0 a 0,25; (2)
0,25; (3) 0,25 a 0,35; (4) 0,5; (5) 0,5 a 0,75; (6) 0,75; e (7) 0,75 a 1]. Esses Rf

foram obtidos pela formula: Rf = distdncia percorrida pelo lipidio/distancia
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percorrida pelo solvente (fronte).

Os lipidios obtidos das faixas que apresentavam capacidade de inibir a
reacdo de Rubino, foram submetidos a HPTLC com duas fases moveis
consecutivas. A primeira corrida foi realizada com acetona:éter etilico (1:3) e a
segunda com cloroférmio: metanol: acido acético: agua (60:50:1:4). Baseado nas
bandas visualizadas com vapor de iodo, obteveram-se lipidios de 6 faixas da
placa [(1) 0 a 0,12; (2) 0,12 a 0,31; (3) 0,31 a 0,52; (4) 0,52 a 0,72; (5) 0,72 a
0,86; (6) 0,86 a 1]. Os lipidios obtidos de cada faixa foram testados quanto a

capacidade de inibir a reacdo de Rubino.

Visualizacdo dos lipidios

Utilizaram-se 3 formas de visualizagdo dos lipidios na placa de HPTLC. (1)
Pulverizagdo da placa com orcinol 0,2% em &cido sulfarico 2 M, seguindo-se
aquecimento a 130°C (em estufa) por aproximadamente 5 minutos; (2)
pulverizacdo da placa com acido sulfirico 2 M, seguindo-se aquecimento a 130°C
(em estufa) por aproximadamente 5 minutos; e (3) manutencdo da placa em
camara com vapor de iodo (SCHNAAR & NEEDHAM, 1994; FRIED & SHERMA,

1994). Somente a ultima coloragao é reversivel.

18. Ensaio imunoenzimatico em microplaca
"Cell-ELISA"

Placas de poliestireno com 96 pocos (Dynatech Laboratories, Inc.,
Chantilly, USA) foram ativadas com glutaraldeido 0,1% em PBS 10 mM pH 7,2,
por toda a noite, a 4°C. As placas foram lavadas 3 vezes com PBS e a cada poco

foram adicionadas hemécias de carneiro a 2% (100 pl de formolizadas ou
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naturais/poco) em PBS; as placas foram centrifugadas a 1.000 rpm por 1 minuto,
e as monocamadas de hemacias de carneiro foram tratadas com glutaraldeido
1% (100 pl/poco), a temperatura ambiente por 1 hora. Apés lavagem com PBS e
enxagle com etanol 70%, foi adicionado metanol com peréxido de hidrogénio a
5% (100 pl/pogo). As placas foram incubadas por 20 minutos, a temperatura
ambiente, e logo apos lavadas 3 vezes com PBS. Essas placas foram secas e
usadas imediatamente ou estocadas a -20°C (RAVINDRAN et al., 1988). Em
algumas placas foram omitidas as etapas de enxagiie com etanol e incubacéo
com metanol/H,O..

Os pocos das microplacas, contendo as monocamadas de hemacias de
carneiro, foram bloqueados com leite desnatado a 5% em PBS-tween 20 (0,05%)
e incubados por 1 hora a 37°C com: (a) apenas fator Rubino/IgM purificado; (b)
apenas precipitado PEG 12 a 20% de SHN, destituido de IgG; (c) fator
Rubino/IgM e precipitado PEG 12 a 20% SHN, aplicados concomitantemente; (d)
fator Rubino/IgM (1 h, a 37°C), seguindo-se lavagem dos po¢os e nova incubacéo
com precipitado PEG 12 a 20% SHN (1 h, a 37°C); e (e) precipitado PEG 12 a
20% SHN (1 h, a 37°C), seguindo-se lavagem dos pocos e nova incubacdo com
fator Rubino/IgM (1 h, a 37°C). As placas foram lavadas 3 vezes com PBS-tween
20 (0,05%) e incubadas (1 h, a 37°C) com anticorpo de cabra anti-lgM humana
conjugado a peroxidase (Sigma Chemical Company, St. Louis, USA). Seguiram-
se novas lavagens e revelacdo com peroxido de hidrogénio 1,25% e O-
fenilenediamino (1 mg/ml) em tampéao citrato, pH 5,5. A reacao foi interrompida
pela adicdo de H,SO, 8 N e a densidade 6ptica medida num leitor com filtro de

490 nm (MULTISKAN MMC/340 P Version 2.20) (RAVINDRAN et al., 1988).
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Pocos recobertos com as fracoes lipidicas de eritrécito de carneiro

As fracdes lipidicas obtidas dos estromas de hemacias (fracao |, II, 11l e V)
foram diluidas de 1/2 a 1/512 em tampao carbonato-bicarbonato 50 mM pH 9,6,
sendo adicionadas aliquotas de 50 ni dessas frac6es a cada poco de placas de
poliestireno para ELISA (FluoroNunc MaxiSorp, Nunc A/S, Roskild, Denmark) e
mantidos por 18 h, a 4°C. As placas foram bloqueadas com leite desnatado a 5%
em PBS-Tween 20 0,05% (PBS-T), por 2 h a temperatura ambiente. As placas
foram lavadas 4 vezes com PBS-T, e incubadas com fator Rubino/IgM
suplementado ou ndo com precipitado PEG 12 a 20% SHN (fonte de co-fator),
por 1 h a 37°C. Ambas as preparacdes foram diluidas 1/200 em PBS Tween 20
0,05% BSA 0,5% (PBS-TB) e incubadas previamente a adicdo aos pocos por 2 h
a 37°C. As placas foram lavadas 4 vezes com PBS-T e incubadas com anticorpo
de cabra anti-lgM humana conjugado a peroxidase (1/2.500 em PBS-TA) (Sigma
Chemical Co., St. Louis, USA). As placas foram lavadas 4 vezes com PBS-T; o
excesso de liquido foi removido por inversdo das placas em papel de filtro,
seguindo-se adicdo de 50 ml do reagente quimioluminescente LumiPhos 530
(GIBCO BRL, Gaithersburg, USA) (diluido 1/10 em tampao carbonato-bicarbonato
0,05 M pH 9,6). Apds 5 minutos de incubacdo a temperatura ambiente, as placas

foram lidas em luminémetro (Cambridge, mod. 7710).

Pocos recobertos com cardiolipina (GHARAVI et al., 1987)

Cardiolipina (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA) foi ajustada para a
concentracdo de 50 ng/ml em etanol. Aliquotas de 50 m dessas fracdes foram

adicionadas a cada poco de placas de poliestireno para ELISA e mantidos por
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18 h a 4°C. As placas foram lavadas 3 vezes com PBS-Tween 20 0,05% (PBS-T)
e blogueadas com gelatina a 1% em PBS-T, por 2 h a temperatura ambiente. As
placas foram lavadas 3 vezes com PBS-T e incubadas com diversas diluicbes de
soros de pacientes hansenianos Rubino positivos, negativos e soro humano
normal (gelatina 1% / PBS-T), por 2 h a 37°C. As placas foram lavadas 3 vezes
com PBS-T e incubadas com IgG de cabra anti-IgM humana (1/2.500 em gelatina
1%/PBS-T) ou IgG de cabra anti-IgG humana marcadas com peroxidase (1/100)
(Sigma Chemical Co., St. Louis, USA). Apds 1 h de incubagéo, a 37°C, as placas
foram lavadas 3 vezes com PBS-T. A reacao antigeno-anticorpo foi revelada pela
adicdo de 50 n¥/poco de solucdo reveladora [agua oxigenada (30 volumes, 40 )
(Merck S.A., Industrias Quimicas, Rio de Janeiro, Brasil), ortofenilenodiamino (10 mg)
(Sigma Chemical Company, MO, USA), &cido citrico 0,1 M (6,075 ml), fosfato de
sédio bibasico 0,2 M (6,425 ml) (Merck S.A., Indlstrias Quimicas, Rio de Janeiro,
Brasil) e 4gua destilada (12,5 ml)], com incubacgé&o por 10 minutos ao abrigo da luz, a
temperatura ambiente. A reacdo foi interrompida pela adicdo de 50 mi de &cido

sulfarico 2 M. A leitura de absorbancia feita em comprimento de onda 490 nm.
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1. Novo processo de purificacdo do fator Rubino/IgM

Purificacao do fator Rubino/lgM

O fator Rubino/IgM havia sido previamente purificado por processos de
precipitacdo (PEG a 5%) e cromatograficos (cromatografia de afinidade em
coluna de concanavalina A-Sepharose, cromatografia de troca i6nica em coluna
Mono Q° e, cromatografia por filtracdo em gel em coluna Superose® 6)
(PANUNTO-CASTELO & ROQUE-BARREIRA, 1995). Tentou-se agora utilizar a
propriedade do fator Rubino/IgM de ligar-se a superficie de heméacias para
purificar o fator de forma alternativa. Para tanto promoveu-se o contato de fracao
sérica contendo o fator % precipitado PEG 10% de soro Rubino positivo % com
heméacias de carneiro formolizadas. Ainda que o contato nédo tivesse provocado a
esperada sedimentacao acelerada das hemacias, tentou-se eluir possivel fracédo
adsorvida a superficie eritrocitaria com tratamento acido. O ensaio da atividade
Rubino do eluato foi negativo, mesmo quando se forneceu co-fator da reacéo,
através da adicdo de SHN. A hipétese de que o co-fator fosse necesséario ndo
apenas para propiciar a sedimentacdo acelerada das hemécias, mas também
para a interacdo do fator Rubino/IgM com a superficie da célula, foi entdo
investigada. Hemacias formolizadas foram incubadas com uma das seguintes
preparacdes: (1) soro humano normal, (2) soro Rubino positivo, (3) precipitado
PEG 10% de soro Rubino positivo e (4) precipitado PEG 10% de soro Rubino
positivo suplementado com SHN. Sedimentagdo acelerada foi desencadeada
apenas pelas preparagfes (2) e (4). Novamente utilizou-se o tratamento acido
para eluir eventual fracdo adsorvida as hemécias, em cada um dos
procedimentos. O ensaio da atividade Rubino de cada eluato, na presenca de

SHN, proporcionaram resultados positivos no caso dos eluatos provenientes das
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preparacoes (2) e (4) (tabela 1). A contraposicéo entre a auséncia de reatividade
Rubino do eluato proveniente de precipitado ndo suplementado (3) e a
positividade com o eluato proveniente de precipitado suplementado (4) é
indicativa da participacdo ativa do co-fator, contido mesmo em soro humano
normal, na interacdo do fator Rubino/lgM com a hemacia. Assim, essa
padronizacdo de purificacdo do fator Rubino/IgM por adsorcao as hemacias,
evidenciou ndo apenas a viabilidade dessa estratégia, como também o
requerimento do co-fator para a ligacdo do fator Rubino/lgM a componentes da

superficie do eritrdcito.

TABELA 1. Atividade Rubino dos eluatos acidos de heméacias formolizadas sensibilizadas com
diferentes preparacoes.

Eluato &cido de hemacias formolizadas Reacéo de Rubino

sensibilizadas com

Soro Rubino positivo +
Ppt. PEG 10% de Rubino positivo suplementado com SHN +
Ppt PEG 10% de Rubino positivo sem suplementacéo -

Soro humano normal -

Hemacias de carneiro formolizadas foram incubadas com diferentes preparagdes, por 1 h a 37°C.
Apo6s centrifugacao e lavagem as hemdacias foram ressuspensas em tampo acido (contato 15 min
a 0°C), centrifugadas e os sobrenadantes neutralizados e dialisados contra PBS. Os materiais
eluidos das hemécias foram suplementados com SHN e submetidos a reagdo de Rubino.

Andlise da homogeneidade do fator Rubino/lgM purificado por afinidade a

hemacias formolizadas

Avaliou-se, em seguida, por critérios eletroforéticos, a homogeneidade do
fator Rubino/IgM eluido de heméacias formolizadas. Para tanto, uma preparacéo
foi obtida a partir do contato das heméacias com soro Rubino positivo; o eluato
acido foi precipitado com polietileno glicol 10%. Paralelamente, como controle,

reproduziu-se o procedimento substituindo o soro Rubino positivo por soro
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humano normal (SHN) ou PBS. O procedimento experimental propiciou a
recuperacao da atividade Rubino no material purificado; esta preparacao, bem
como as preparacdes controle Rubino negativas, foram submetidas a andlise
eletroforética. Em condicbes redutoras, duas bandas foram proeminentemente
reveladas (figura 1A). A de migracdo mais rapida, correspondente a 28 kDa, foi
compartilhada pelas preparacdes experimental (pista c) e controle (pistas a e b),
tratando-se, provavelmente, de hemoglobina. A banda de menor migracdo era
exclusiva da preparacédo ativa (pista c) e sua massa molecular % 70 kDa %
compativel com a cadeia pesada de IgM. A confirmacdo dessa hipétese foi
proporcionado por "immunoblot” que mostrou ser a banda de 70 kDa reconhecida

por anticorpos anti-lgM humana (figura 1B).
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FIGURA 1 SDS-PAGE (10%) e “immunoblotting” das preparacbes desadsorvidas de
hemacias formolizadas incubadas com (a) soro humano normal, (b) PBS e (c) soro
Rubino positivo. Todas as amostras foram submetidas a tratamento redutor com
mercaptoetanol. O gel foi corado pelo método da prata (A). Os materiais separados
por eletroforese foram transferidos para nitrocelulose, incubados com IgG anti-cadeia
m de IgM humana marcado com peroxidase (B). A migracdo eletroforética de
proteinas com massas moleculares conhecidas (expressa em kDa) esta indicada na
figura.
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2. Estudo do ligante da hemacia envolvido na reacdo de Rubino

Sugestdo da natureza lipidica do ligante

A busca de identificar e mensurar, através de metodologia de sensibilidade
alta, a contribuicdo de cada uma das intera¢cdes envolvidas na reacdo de Rubino
levou a utilizacdo do “cell-ELISA”. Nesse procedimento o revestimento celular
dos pocos da microplaca € submetido a tratamento com metanol. As hemacias
formolizadas e tratadas que revestiam os po¢os nédo eram reconhecidas pelo fator
Rubino/IgM, ainda que em presencga de co-fator; foram reconhecidas, entretanto,
por anticorpos anti-hemacia. Como as preparacdes de fator Rubino/IgM e co-fator
eram ativas no teste convencional, em tubo, pensou-se que o ligante da
superficie celular pudesse ter sido solubilizado da monocamada de hemécias na
etapa de tratamento com metanol. Essa hipétese foi reforcada por duas
observacdes adicionais, feitas a partir de ensaio em tubo: (1) heméacias
formolizadas, ap6s tratamento com solventes organicos % cloroférmio/metanol ou
metanol % deixaram de ser aceleradamente sedimentadas por fator Rubino/IgM
e co-fator; e (2) a tripsinizacdo de hemacias formolizadas néo interferiu na
sedimentacdo acelerada provocada pelo fator Rubino/IgM e co-fator. Esse
conjunto de resultados foi considerado sugestivo de que o ligante do fator

Rubino/IgM na superficie da heméacia tivesse natureza lipidica.

Inibicdo da reacdo de Rubino com uma fracdo extraida de estromas de hemacias

naturais
Para a investigacao da natureza lipidica do ligante de heméacias, tentou-se
extrai-lo através de tratamento com misturas de solventes organicos.

Procederam-se extracfes seriadas de estromas de hemécias de carneiro,
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produzindo 4 fracdes: fracdo | - extraida com cloroférmio:metanol (2:1), fracdo Il -
extraida com cloroformio:metanol (1:2), fracdo Il - extraida com
cloroférmio:metanol:dgua (10:20:8) e fracdo IV - extraida com 1-butanol 9%. A
presenca do ligante, em cada fracdo, foi ensaiada por inibicdo da reacdo de
Rubino. Somente a fracao Il foi capaz de inibir a reacdo de Rubino (tabela 2),
demonstrando que o ligante eritrocitario é solubilizado por mistura de solventes

organicos comumente usada para extracdo de lipidios.

TABELA 2: Inibicido da reacdo de Rubino por fragfes extraidas com solventes
organicos da superficie de hemécias naturais.

Fracdes Testadas Extraida com Inibicdo da Reacao de

Rubino

I Cloroférmio:metanol (2:1) -
I Cloroférmio:metanol (1:2) +
11 Cloroférmio:metanol:-agua (10:20:8) -

v 1-Butanol 9% -

O efeito das frac¢des I, Il, 1l e IV sobre a reagéo de Rubino foi testado incubando cada
fracdo com soro Rubino positivo, por 1 h & 37°C, seguindo-se incubagéo com hemacias
de carneiro formolizadas, por 1 h a 37°C. Observou-se a ocorréncia de inibicdo da
reacdo de Rubino.

Ensaio imunoenzimatico com as fracdes extraidas de estromas de hemadacias

naturais

Tencionando investigar se uma das fracdes extraidas das estromas de
heméacias ligava-se especificamente aos fatores séricos envolvidos na reacéo de
Rubino, pogos de placas de ELISA foram revestidos com as diversas fragdes e
incubados com fator Rubino/IgM suplementado ou ndo com co-fator. Somente a
fracdo Il reagiu com os fatores envolvidos na reacdo de Rubino (fator Rubino/IgM
suplementado com o co-fator), determinando um claro efeito dose-resposta

(figura 2). A reatividade foi reduzida em até 41% quando o fator Rubino/IgM né&o
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foi suplementado com o co-fator. Supde-se que o fator Rubino/IgM sozinho néo
seja capaz de desencadear a reacdo de Rubino, e que a reatividade observada

seja atribuivel a co-purificacado de co-fator no isolamento do fator Rubino/IgM.
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FIGURA 2: ELISA quimioluminescente das fracfes extraidas de estromas de hemacias
de carneiro.
Placas de ELISA foram sensibilizadas com fracGes extraidas de estroma de
hemécias. Fracdo |, cloroférmio:metanol (2:1) [C:M (2:1)]; fragdo |

cloroférmio:metanol (1:2) [C:M (1:2)]; frac&o Ill, cloroférmio:metanol:dgua (10:20:8)
[C:M:A (10:20:8)]; e fragdo IV, 1-butanol 9%. As placas foram incubadas com fator
Rubino/IgM suplementado (FR + CF - simbolos fechados) ou ndo (FR - simbolos
abertos) com co-fator, sendo as reagfes reveladas com anticorpos anti-lgM humana
marcados com peroxidase. As diluicdes das fracBes estdo representada pela formula
x*, onde x é o valor representado no eixo das abscissas.

Componentes de superficie de hemacias de carneiro extraidos com mistura de

solventes organicos: perfil da separacdo por cromatografia em camada delgada

de alta resolucdo (HPTLC)

Os componentes do estroma de hemaéacias extraidos com
cloroférmio:metanol (1:2) foram separados em cromatografia de camada delgada
de alta resolucdo (HPTLC) (figura 3) com a fase movel composta de

cloroférmio:metanol:solucdo aquosa de CaCl, 0,2% (60:30:8). A partir da
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coloracdo com orcinol 0,2% em &cido sulfdrico 2 M, observaram-se componentes
corados em marrom, uma propriedade geral dos lipidios, desenvolvida em
presenca de acido sulfarico. Nao se observou qualquer componente corado pelo

orcinol (tonalidade résea), que seria indicativa da presenca de glicolipidio.
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FIGURA 3 Cromatografia em camada delgada de alta resolu¢do (HPTLC) dos componentes
de superficie de hemacias de carneiro extraidos com mistura de solventes organicos
[(cloroférmio:metanol (1:2)]. A condigdo de corrida foi cloroférmio:metanol:solucao
aquosa de CaCl, 0,2% (60:30:8). O lipidios foram corados com orcinol 0,2% em
acido sulfarico 2 M.

Teste de inibicao da reacdo de Rubino com acucares

O fato de ndo serem detectados glicolipidios na fracdo contendo o ligante
eritrocitario ndo era suficiente para eliminar a possibilidade de envolvimento de
um glicoconjugado na reacdo de Rubino. Assim, tentou-se inibir a reatividade
através de um painel de 11 monossacarideos e de 4 dissacarideos. Inibicdo da

reacdo somente ocorreu com acido N-acetil-neuraminico (NANA). Tal inibig&o foi
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atribuida a um mero efeito de carga desse acucar, uma vez que a reacdo de
Rubino processada na presenca de outro acucar carregado negativamente, o

acido glucor6bnico, também foi inibida (dados ndo mostrados).

Isolamento do ligante da heméacia envolvido na reacdo de Rubino

O efeito inibitério exercido pelas cargas dos acucares sobre a reacdo de
Rubino motivou a pesquisa do envolvimento de gangliosidios % glicolipidios que
apresentam pelo menos um residuo de acido sialico ¥ nessa reacdo. Os
componentes dos estromas de hemacias extraidos com cloroférmio:metanol (1:2)
foram submetidos a particdo de Folch (FOLCH, 1950; SCHNAAR, 1994) que
proporciona uma fase aquosa rica em gangliosidios e uma fase organica,
contendo os demais lipidios (SCHNAAR, 1994). A reacao de Rubino, na presenca
desses materiais, mostrou que somente os lipidios da fase orgénica sao capazes
de inibir a reacdo de Rubino. A fase organica foi entdo separada por
cromatografia de camada delgada de alta resolucdo (HPTLC) analitica e
preparativa, nas mesmas condicdes de fase movel descritas anterioriormente
[cloroformio:metanol:solucdo aquosa de CaCl, a 0,2% (60:30:8)]. O material
migrou todo para o fronte da placa (dado ndo mostrado) e quando extraido da
corrida preparativa mostrou-se capaz de inibir a reacao de Rubino.

Uma vez que os acucares carregados negativamente inibem a reacao de
Rubino e que os gangliosideos ndo parecem corresponder ao ligante eritrocitico,
procedeu-se uma HPTLC em condicdo adequada para separar fosfolipidios %
um grupo de lipidios que apresentam carga negativa. Os lipidios extraidos da
HPTLC preparativa descrita anteriormente, destituido de gangliosideos, foram

submetidos a HPTLC em 2 fases mdéveis consecutivas. Na primeira fase foi feito
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um arraste de lipidios altamente apolares com acetona:éter etilico (1:3). Na
Segunda, houve a separacéo propriamente dita, com cloroférmio: metanol: acido
acético glacial:agua (60:50:1:4). Como visto na figura 4, houve boa resolucédo na
separacdo dos lipidios. Essa placa preparativa foi dividida em seis faixas Os
lipidios extraidos de cada faixa da placa, foram testados em sua capacidade de
inibir a reacdo de Rubino. Somente o material extraido da faixa 3, que
correspondia ao Rf de 0,31 e 0,52, inibiu a reacdo de Rubino, indicando que o

ligante eritrocitico envolvido na reacao de Rubino correspondia a um fosfolipidio.

FIGURA 4: Cromatografia preparativa em camada delgada de alta resolucdo (HPTLC), dos
lipidios inibidores da reacdo de Rubino extraidos da placa de HPTLC preparativa
anterior. As condicBes da corrida foram: primeira corrida (arraste de lipidios
fortemente apolares) - acetona:éter etilico (1:3), e segunda corrida (separacgédo) -
cloroférmio:metanol:acido acético glacial:agua (60:50:1:4). Os lipidios foram corados
com vapor de iodo.
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A identificacdo paralela do co-fator da reacdo de Rubino descrita a seguir,
proporcionou uma segunda evidéncia % indireta % da natureza fosfolipidica do

ligante eritrocitico envolvido na reacdo de Rubino.

3. Isolamento e caracterizagao do co-fator da reacdo de Rubino

Precipitacdo do co-fator com polietileno glicol (PEG)

Para que ocorra a reacdo de Rubino dois fatores séricos sao requeridos: fator
Rubino/lgM, que corresponde a IgM especifica de pacientes hansenianos e um co-
fator, de natureza desconhecida, presente em todos os soros, incluindo o de
individuos normais. Os estudos desse co-fator foram iniciados submetendo-se SHN,
colecionados em um "pool", a precipitacdo seriada com diferentes concentracées de
PEG. Estabeleceu-se assim que a atividade co-fator do soro era recuperada na faixa
de precipitacdo de 12 a 20% de PEG, sendo capaz de desencadear a sedimentacao
acelerada de hemacias de carneiro formolizadas sob efeito do fator Rubino/lgM
(tabela 3). A precipitacdo com PEG 12 a 20% passou a constituir etapa inicial da

purificacdo do co-fator sérico responsavel pela positividade da reacéo de Rubino.

TABELA 3. Precipitacdo com PEG do co-fator sérico da reagcdo de Rubino

Faixa de Precipitagéo Atividade co-fator
(%) Precipitado Sobrenadante
0Oab - +
5a12 - +
12 a20 + ]

“Pool” de soros humanos normais foi precipitado seriadamente com PEG, sendo as preparacfes
obtidas, dialisadas e incubadas com fator Rubino/IgM e hemacia formolizada, por 1 h a 37°C.
Atividade co-fator foi observada nas amostras que tinham a capacidade de tornar positiva a
reacao de Rubino, ou seja, sedimentar aceleradamente hemacias formolizadas.
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Purificacdo do co-fator

Na tentativa de purificar e caracterizar o co-fator, a precipitacdo com PEG
foi seguida de procedimentos cromatograficos: destituicdo de IgG da amostra
através de cromatografia de afinidade em proteinas A e G, cromatografia de troca
anidnica e cromatografia por filtragdo em gel.

O precipitado PEG 12 a 20%, ap6s adsor¢cdo em colunas de proteinas A e
G, foi submetido & cromatografia de troca aniénica em coluna Mono Q°. Os
materiais retardados foram eluidos com gradiente de NaCl variando de 0 a 1 M; a

atividade co-fator foi eluida com 0,2 M de NaCl (figura 5).
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FIGURA 5: Cromatografia de troca idnica em coluna Mono Q® HR 5/5 (sistema FPLC),
do precipitado PEG 12 a 20% de SHN, precipitado este destituido de IgG. A
coluna foi equilibrada e inicialmente eluida com 15 ml de tampé&o A (Tris-HCI 20
mM pH 8,0); fluxo de 1 ml/min, a temperatura ambiente. O material retido foi
eluido através de gradiente (30 ml - linha tracejada) de 0 a 1 M de NaCl em
tampé&o A. A cromatografia foi monitorizada pela absorbéncia a 280 nm. De cada
fracdo coletada (1 ml) foram retirados 100 n para determinacdo da presenca do
co-fator. O sombreado indica a fragdo com atividade co-fator, detectada conforme
descrito no item 3 do capitulo Material e Métodos.
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Das fragcOes ativas da cromatografia de troca ibnica selecionaram-se as de
namero 19 e 20. Reunidas, foram submetidas a cromatografia por filtracdo em gel
em coluna Superdex® 200 (figura 6). Detectou-se um pico Unico de absorbancia a
280 nm, no qual recuperava-se a atividade co-fator. O volume de eluicdo do

material ativo era muito proximo ao da BSA (67 kDa).
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FIGURA 6: Filtracdo em gel em coluna Superdex® 200 HR 10/30 (sistema FPLC) das
fracbes com atividade co-fator obtida da cromatografia de troca ibnica em
coluna Mono Q®. Coluna equilibrada e eluida com Tris-HCI 50 mM NaCl 150 mM
pH 7,4; num fluxo de 0,5 ml/min, a temperatura ambiente. A cromatografia foi
monitorizada pela absorbéncia em 280 nm. De cada fragdo coletada (1 ml) foram
retirados 100 m para deteccéo da atividade co-fator (Material e Métodos, item 3). O
sombreado indica a fracdo ativa. A coluna foi previamente calibrada com proteinas
de PM conhecidos (tiroglobulina - Tir, 669 kDa; ferritina - Fer, 440 kDa; Catalase -
Cat, 232 kDa; aldolase - Ald, 158 kDa; albumina sérica bovina - BSA, 67 kDa;
albumina de ovo de galinha - Ova, 43 kDa; quimiotripsinogénio - Cmt, 25 kDa;
Pharmacia LKB Biotechnology, Uppsala, Sweden), cujos volumes de eluicdo estdo
assinalados na figura.

Anélise eletroforética e “immunoblotting” do co-fator

Dentre as fracdes coletadas na Ultima etapa do processo de purificacao do
co-fator (cromatografia por filtracdo em gel em Superdex® 200), selecionou-se o

material eluido no volume de 14 ml para ser submetido a analise eletroforética.
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Detectaram-se duas bandas principais cujas migracbes correspondem a
tamanhos moleculares de 70 kDa e 50 kDa (figura 7A, pistas a).

Tencionando-se identificar qual das duas bandas correspondia ao co-fator
da reacdo de Rubino, e ao mesmo tempo definir se o fator Rubino/IgM liga-se ao
co-fator, eletrotransferiram-se os componentes da fracdo 14, separados por SDS-
PAGE, seguindo-se incubacdo com fator Rubino/IgM e revelagdo com anticorpo
anti-lgM humana conjugado com peroxidase. O fator Rubino/IgM ligou-se apenas
ao componente de 50 kDa (figura 7B, pista b).

A imunizacdo de coelhos com fatia recortada do gel de poliacrilamida
contendo a banda de 50 kDa, proporcionou anticorpos capazes de inibir a reacéo
de Rubino, fenbmeno ndo observado com soros controles ou soro pré-imune
(dados n&o mostrados). Esse resultado vem contribuir com a indicagcdo de

correspondéncia entre o co-fator e proteina sérica de 50 kDa.

Andlise da seqiiéncia N-terminal do co-fator da reacéo de Rubino

Amostra com atividade co-fator (fracdo 14) obtida da udltima etapa do
processo de purificacdo (cromatografia por filtracdo em gel em Superdex® 200),
foi submetida a nova eletroforese e transferéncia para membrana de PVDF. A
sequéncia N-terminal (doze residuos) da proteina de 50 kDa foi determinada
(tabela 4). Excluindo-se as duas lacunas de residuos nao identificados (posi¢cdes
4 e 11), houve 100% de identidade da proteina de 50 kDa com b,-glicoproteina |
(também denominada apolipoproteina H) (figura 8). Tal resultado foi considerado
relevante em funcdo da descricdo prévia de b,-glicoproteina | como dotada de
propriedade ligante de fosfolipidios anibnicos — cardiolipina e fosfatidilserina —

e como co-fator para ligacdo de anticorpos anti-fosfolipidio (GALLI et al., 1990;
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MATSUURA et al., 1990; MCNEIL et al., 1990).
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FIGURA 7 (A) SDS-PAGE 10% da fracéo 14 obtida da Ultima etapa do processo de purificacao
do co-fator (cromatografia por filtracdo em gel em Superdex® 200) (a). Gel corado
pelo método da prata.

(B) “Immunoblotting” da fracdo 14. Essa fracdo foi separada por eletroforese e
transferida para nitrocelulose, incubada com fator Rubino/IgM purificado e anticorpo
anti-lgM humana conjugado com peroxidase (b) ou incubada somente com anticorpo
anti-lgM humana conjugado com peroxidase (c).

A migracdo eletroforética de proteinas com massas moleculares conhecidas
(expressa em kDa) esta indicada na figura.

TABELA 4: Sequéncia N-terminal do co-fator da rea¢@o de Rubino.

Ciclos Sequéncia Quantidade (pmol)
1 Gly 28.47
2 Arg 23.20
3 Thr 4.82
4 X —
5 Pro 16.83
6 Lys 11.10
7 Pro 20.07
8 Asp 13.00
9 Asp 16.00

10 Leu 11.48
11 X —
12 Phe 3.27

Amostra: banda de 50 kDa (co-fator) em membrana de PVDF
Método: Edman
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1 GRTXPKPDDLXF 12 — co-fator da reacdo de Rubino
GRT PKPDDL F

1 GRTCPKPDDLPF 12 — b,-glicoproteina |

gi | 250135 anticardiolipin cofactor, beta 2-glycoprotein | [human, Peptide Partial, 25 aa]
length = 25

Figure 8: Identificacdo e comparacédo de seqiiéncias obtida pelo sistema BLAST" (Basic Local

Alignment Search Tools). Homologia entre a seqiiéncia de aminoacidos N-terminais
do co-fator da reacdo de Rubino e a sequéncia de aminoacidos da b,-glicoproteina I.

Anélise da seqiiéncia N-terminal de nova preparacao do co-fator

A partir da identificagdo do co-fator da reacdo de Rubino como de b,-
glicoproteina |, resolveu-se purifica-lo conforme procedimento convencional,
descrito na literatura (precipitacdo de soro com &acido perclérico, cromatografia
em coluna de heparina-Sepharose, destituicdo de IgG em coluna de proteinas A
e G imobilizadas, e cromatografia em coluna de troca ibnica) (PRICE et al.,
1996). A preparacdo obtida apresentou atividade co-fator e sua analise
eletroforética revelou banda Unica com massa molecular de 50 kDa (dados néo
mostrados). Ao contrario do seqiienciamento anterior, usou-se a proteina na
forma solivel. Dessa vez, o sequenciamento N-terminal determinou os
aminoacidos que ocupam as onze posic¢des iniciais, revelando corresponder a
prolina o residuo da posicdo 11 (tabela 5). Confirmou-se assim a identidade do

co-fator da reacdo de Rubino com b,-glicoproteina I (figura 9).

! http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
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TABELA 5: Sequéncia N-terminal do co-fator da reag&o de Rubino.

Ciclos Sequéncia Quantidade (pmol)
1 Gly 326,10
2 Arg 270,70
3 Thr 322,39
4 X —

5 Pro 231,73
6 Lys 370,52
7 Pro 240,54
8 Asp 218,85
9 Asp 282,45
10 Leu 210,99
11 Pro 211,15

Amostra: b,-glicoproteina | (260 mg/ml)
Método: Edman

1 GRTXPKPDDLP 11 — co-fator da reacdo de Rubino
GRT PKPDDLP

1 GRTCPKPDDLP 11 — b,-glicoproteina |

gi | 250135 anticardiolipin cofactor, beta 2-glycoprotein | [human, Peptide Partial, 25 aa]
length = 25

Figure 9: Identificacdo e comparacdo de seqiiéncias obtida pelo sistema BLAST' (Basic Local
Alignment Search Tools). Homologia entre a seqiiéncia de aminoacidos N-terminais do
co-fator da reacéo de Rubino e seqiiéncia de aminoacidos da b,-glicoproteina I.

4. Interacdo entre fator Rubino/IgM, co-fator e ligante eritrocitico

Inibicdo da reacdo de Rubino por cardiolipina

Uma vez que o ligante eritrocitico envolvido na reacdo de Rubino
corresponde a um fosfolipidio e o co-fator da reacdo de Rubino a b,-glicoproteina
I, uma proteina ligante de fosfolipidio, considerou-se haver uma clara indicacao
de que a reacdo de Rubino é uma reacdo de anticorpos anti-fosfolipidio
dependente de b,-glicoproteina |. Baseados nesses resultados, resolveu-se testar
a inibicdo da reacdo de Rubino com cardiolipina (difosfoglicerolipidio). A inibicédo

foi determinada pela concentracdo minima de 2 ng/ml (tabela 6), reforcando a
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indicacdo de correspondéncia entre o ligante da hemacia envolvido na reacéo de
Rubino e fosfolipidio. Além disso, o0s resultados sugerem que a
hemossedimentacdo acelerada seja desencadeada pela ligacdo de fator
Rubino/IgM a by-glicoproteina |, complexo esse fixado nas hemacias formolizadas

através da ligacao a fosfolipidios da superficie celular.

TABELA 6: Inibig&o da reacéo de Rubino por cardiolipina.

Tubo Cardiolipina (rmg/ml) Inibicéo da reacdo de Rubino
1 2.000 +
2 200 +
3 20 +
4 2 +
5 0,2 -
6 0,02 -
7 0,002 -

Soro Rubino positivo (diluicdo final de 1/5) foi incubado com hemacias formolizadas (1,5 a 2 x
10° células) e cardiolipina em diversas concentracdes, num volume final de 250 m, por 1 h a
37°C. Considerou-se positiva a reacdo que resultou em sobrenadante claro e hemacias
formolizadas sedimentadas.

Ligacdo do co-fator e do fator Rubino/IgM as hemacias formolizadas

A mutua dependéncia do fator Rubino/IgM e co-fator/b,-glicoproteina | na
ligacdo a hemécia foi avaliada utilizando fator e co-fator purificados e
biotinilados. Heméacias foram incubadas com fator e co-fator % onde apenas um
desses componentes era biotinilado % e com conjugado avidina-ficoeritrina. A
marcacao celular reflete a ligacdo dos componentes a heméacia. A andlise por
citometria de fluxo (figura 10), evidenciou que a marcacdo era dependente da
presenca concomitante do fator e do co-fator, independentemente de qual deles

era biotinilado (painéis C e D, linha azul). Observou-se fluorescéncia similar a do
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controle (painel B) quando um dos componentes estava ausente (painéis C e D,

linha preta).
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Figure 10: Ligacdo do co-fator e do fator Rubino/lgM a hemacias formolizadas analisada
por citometria de fluxo. Suspensao de hemacias formolizadas foram analisadas por
tamanho (abscissa) e granulosidade (ordenada) (A), o que permitiu selecionar as
condicbes de analise das preparacdes experimentais. Em todas as situacdes, apos a
reacdo, as hemacias foram lavadas e ressuspensas para 1 X 10° células/ml e
analisadas quanto a fluorescéncia em FACSort. A auto-fluorescéncia dessas
hemacias foi usada como controle (B). O painel C mostra o perfil obtido quando
hemacias foram incubadas com b,-glicoproteina | biotinilada e avidina-ficoeritrina, na
presenca (linha azul) ou na auséncia (linha preta) de fator Rubino/IgM ndo marcado,
por 1 h & 37°C. O perfil mostrado em D foi proporcionado pela mesma reagéo quando
0 componente biotinilado era o fator Rubino/IgM, na presenca (linha azul) ou na
auséncia (linha preta) de co-fator ndo marcado.
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Deteccdo imunoenzimatica de anticorpos anti-fosfolipidio em soros de pacientes

hansenianos

Anticorpos anti-fosfolipidios podem ser classificados em dois tipos: (1) os
gue se ligam diretamente ao fosfolipidio e (2) os que se ligam ao fosfolipidio
através de um co-fator (b,-glicoproteina 1) (MCNEIL et al., 1990; AMIRAL et al.,
1996). A identificacdo do fator Rubino/lgM como anticorpo anti-fosfolipidio €
fundamentada no seguinte conjunto de observacdes: (1) a necessidade do co-
fator para a reacdo ser processada, (2) correspondéncia entre o co-fator e b,-
glicoproteina 1, (3) natureza lipidica do ligante na hemacia e (4) inibicdo da
reacao de Rubino pela cardiolipina. O fator Rubino/IgM foi entdo submetido a um
ensaio imunoenzimatico para deteccdo de anticorpos anti-fosfolipidios. Estudo
piloto de titulacdo de alguns soros em placas revestida com cardiolipina dirigiu a
escolha da diluicdo 1/400 para os ensaios seguintes. Um padrdo arbitrario de
positividade da reacado foi estabelecido: absorbancias, a 490 nm, inferiores ou
iguais a 0,25 foram consideradas negativas; leituras superiores foram
consideradas positivas. A figura 11, mostra que 0s soros de pacientes
hansenianos Rubino positivos em sua maioria (4/6) proporcionaram reacdes
positivas quando reveladas por conjugado anti-lgM e negativas quando
conjugado anti-IgG foi usado na revelagdo. A grande maioria dos soros de
pacientes hansenianos Rubino negativos e todos os soros humanos normais
proporcionaram reac¢des negativas com ambos 0s conjugados. A reacdo negativa,
com ambos os conjugados, proporcionada por 2 soros Rubino positivos pode
refletir a dificuldade prépria de um sistema que depende da ligagdo concomitante
de diversos ligantes: fosfolipidio, IgM ou IgG e b,-glicoproteina I. Concentracdes

séricas eventualmente baixas de b,-glicoproteina | podem comprometer a
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deteccdo dos anticorpos anti-fosfolipidio, variavel esta passivel de correcdo pela

adicao de b,-glicoproteina | exégena.

Figura 11:

Conjugado anti-IgG humana/peroxidase

Deteccdo de anticorpos séricos anti-fosfolipidio:

Absorbancia em 490 nm

0,6

0,5

0,4 -

0,2 - o O

0 0,2 04 0,6

Absorbancia em 490 nm
Conjugado anti-lgM humana/peroxidase

classes IgG e IgM.
Placas de ELISA foram recobertas com cardiolipina e incubadas com soros (diluicdo
1/400) humanos normais (triangulos fechados), soros de pacientes hansenianos com
reacao de Rubino positiva (circulos cheios) e negativa (circulos vazios). A reacgéo foi
revelada com conjugado anti-lgM humana ou anti-lgG humana marcados com
peroxidase.

relagdo entre niveis de

Fator Rubino/IgM reconhece epitopo topografico dependente de pontes dissulfeto

de b,-glicoproteina |

Com intuito de se isolar um peptideo de b,-glicoproteina | capaz de se

associar ao fator Rubino/IgM, clivou-se a molécula com brometo de cianogénio.

Como a by-glicoproteina | (figura 12) apresenta 4 metioninas bem distribuidas, 5
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peptideos poderiam ser gerados pela clivagem. A andlise eletroforética da
proteina tratada com brometo de cianogénio (condi¢cdes dissociantes nao
redutoras) revelou banda Unica com MM aparente de 50 kDa (figura 13A, pista b).
A manutencdo da massa molecular aparente poderia ser atribuivel a presenca de
cisteina em todos os peptideos produzidos (figura 12), assegurando a unido dos
peptideos por pontes dissulfeto. A reducdo, por mercaptoetanol, das pontes
dissulfetos eventualmente presentes na proteina clivada proporcionou no SDS-
PAGE, 5 bandas com massa molecular aparente de: (1) 50 kDa, (2) 26kDa, (3) 23
kDa (4) 20kDa e (5) 10 kDa (figura 13A, pista a). A banda de 50 kDa deve
corresponder a proteina integra, resistente a clivagem quimica; as demais seriam
correspondentes aos peptideos gerados pela clivagem. Provavelmente o
peptideo menor ndo pdde ser visualizado no gel. Nenhuma das bandas foi
reconhecida por fator Rubino/IgM no “immunoblot” e a proteina clivada n&o inibiu

a reacao de Rubino (dados ndo mostrados).

1 GRTCPKPDDL PFSTWPLKT FYEPGEEI TY SCKPGYVSRG GVRKFI CPLT
51  GLWPI NTLKC TPRVCPFAG LENGAVRYTT FEYPNTI SFS CNTGFYLNGA
101 DSAKCTEEGK WSPELPVCAP || CPPPSI PT FATLRVYKPS AGNNSLYRDT
151 AVFECLPQHA MFGNDTI TCT THGNWIKLPE CREVKCPFPS RPDNGFVNYP
201 AKPTLYYKDK ATFGCHDGYS LDGPEEI ECT KLGNWBAMPS CKASCKLPVK
251 KATWYQGER VKI QEKFKNG M_HGDKVSFF CKNKEKKCSY TEDAQCI DGT
301 | EVPKCFKEH SSLAFWKTDA SDVKPC

Figura 12: Estrutura primaria da b,-glicoproteinall.
As metioninas estdo assinaladas em negrito (M) enquanto as cisteinas estao
sublinhadas (C).

Com intuito de verificar se o reconhecimento de b,-glicoproteina | pelo
fator Rubino/IgM era dependente da conformacéo proporcionada pelas pontes
dissulfeto, foi feito um “immunoblot” com a proteina reduzida ou ndo pelo

mercaptoetanol, revelado por soro Rubino positivo. Como mostra a figura 13B, a
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preservacdo das pontes dissulfeto €é requerida para que ocorra o0

reconhecimento.

A B
—67

i < 67~

il a0 43-

30— amn 30—

20 g
144~

a b c d

Figura 13: (A) SDS-PAGE 12,5% de b,-glicoproteina | clivada com brometo de cianogénio.
As amostras foram reduzidas (pista a) ou ndo (pista b) com mercaptoetanol. Gel
corado pelo método da prata.

(B) “Immunoblotting” de b,-glicoproteina I. by-glicoproteina | foi reduzida (pista c)
ou nao (pista d) com mercaptoetanol, separada por eletroforese (SDS-PAGE 10%),
transferida para nitrocelulose e incubada com soro Rubino positivo. A reacéo foi
revelada com IgG de cabra anti-lgM humana marcado com peroxidase.

A migracdo eletroforética de proteinas com massas moleculares conhecidas
(expressa em kDa) esta indicada na figura.

5. Quebra de um paradigma. Reatividade Rubino do soro de pacientes com
[Gpus eritematoso sistémico

Anticorpos anti-fosfolipidios sao frequentemente detectados em soros de
pacientes com sindrome de anti-fosfolipidio primaria ou com lGpus eritematoso
sistémico. Por essa razdo, soros desses pacientes foram ensaiados quanto a
reatividade Rubino, proporcionando aproximadamente 45% de positividade
(13/29). Essa observacdo permite inferir que a especificidade da reacdo de
Rubino ndo é absoluta para a hanseniase, mas se amplia para virtualmente todo

0 grupo de pacientes com titulos altos de anticorpos anti-fosfolipidios.
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Neste trabalho a reacao de Rubino foi estudada detalhadamente, através
da caracterizacdo dos componentes moleculares nela envolvidos. Uma forma
direta de purificacdo do fator Rubino por afinidade ao ligante eritrocitico é
descrita. Apresentam-se evidéncias de que o ligante eritrocitico corresponde a
um fosfolipidio e o co-fator da reacédo, a b,-glicoproteina |. Dentre as evidéncias
de correspondéncia entre o ligante eritrocitico e um fosfolipidio merecem
destaque: (a) hemécias de carneiro formolizadas tratadas com metanol ou
cloroférmio:metanol perdem a capacidade de sedimentar-se aceleradamente em
presenca de soro Rubino positivo; (b) fracdo lipidica extraida de estromas de
hemécias de carneiro com cloroférmio:metanol (1:2) e fracdo da fase organica da
particdo de Folch inibem a reatividade Rubino; (c) os lipidios da fracdo organica,
inibidora da reacdo de Rubino, sdo separados com boa resolucdo em
cromatografia de camada delgada de alta resolucdo para fosfolipidios; os
componentes da faixa com Rf de 0,31 a 0,52 inibem a reatividade Rubino; e (d)
cardiolipina, um fosfolipidio aniénico, também inibe a reacdo de Rubino. Em
relacdo as evidéncias de correspondéncia entre o co-fator e b,-glicoproteina |
merecem destaque: (a) o material purificado com atividade co-fator tem migracao
eletroforética coincidente com o da by-glicoproteina | (banda de 50 kDa); (b) o
sequenciamento dos aminoacidos N-terminais dessa banda de 50 kDa revela
homologia com b,-glicoproteina I; (c) b,-glicoproteina | purificada através de um
conjunto de procedimentos convencionais descritos na literatura, tem atividade
co-fator da reacdo de Rubino; e (d) a atividade Rubino é abolida pela adicdo de
anticorpos de coelho anti-banda de 50 kDa.

O fato do fator Rubino/IgM ligar-se a superficie de heméacias formolizadas

(PANUNTO-CASTELO & ROQUE-BARREIRA, 1996) fundamentou o investimento
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na purificacdo do fator Rubino/lgM de uma forma mais direta do que aquela
anteriormente descrita, que consistia de etapas de precipitacdo (PEG 5%) e
cromatograficas (cromatografia de afinidade em coluna de concanavalina A-
Sepharose, cromatografia de troca i6nica em coluna Mono Q° e, cromatografia
por filtracdo em gel em coluna Superose® 6) (PANUNTO-CASTELO & ROQUE-
BARREIRA, 1995). Para ligar o fator Rubino/lgM as hemacias formolizadas,
evitando adsorcdes inespecificas de outros componentes, utilizou-se, ao invés de
soro, precipitado PEG 10% de soro Rubino positivo. Apés incubacdo com
precipitado, o eluato &cido das hemacias ndo apresentou atividade Rubino.
Contrastando com tal resultado, recuperou-se reatividade Rubino nos eluatos
acidos obtidos de heméacias incubadas com o mesmo precipitado na presenca de
SHN ou com soro Rubino positivo. Demonstrou-se assim a necessidade de um
segundo componente sérico para que a ligacdo ocorresse. O requerimento de um
co-fator sérico para que a reatividade Rubino se manifeste ja havia sido
previamente destacado por MARCHOUX & CARO (1928) e PANUNTO-CASTELO
& ROQUE-BARREIRA (1995). Agora fica claro que a participacdo do co-fator nédo
se faz apenas no sentido de proporcionar condi¢des fisico-quimicas para que
haja a sedimentacéo acelerada das heméacias formolizadas 3% a exemplo do que
ocorre com algumas reacdes sorolégicas que requerem proteinas catidnicas para
tornar-se positivas ¥ mas sim como um componente ativo da ligagcdo do fator
Rubino/IgM a superficie eritrocitico. A analise eletroforética, em condicdes
redutoras, demonstrou que a fracdo eluida de hemacias sensibilizadas com soro
Rubino positivo, apresentava duas bandas principais cujas migracdes
correspondem a massa molecular (MM) aparente de 70 e 28 kDa (figura 1A, pista

c). A banda de maior migracdo foi compartilhada pelas preparacdes controles
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(material eluido de hemacias incubadas com PBS ou SHN), tratando-se
provavelmente de hemoglobina. A banda de menor migragcédo era exclusiva da
preparacédo ativa (figura 1A, pista c) e sua MM compativel com a cadeia pesada
de IgM. A confirmacgdo dessa hipdtese € derivada de "immunoblot" que mostrou
ser a banda de 70 kDa reconhecida por anticorpos anti-lgM humana (figura 1B).
Quando comparou-se essa forma de purificacdo com o processo anteriormente
descrito, notou-se que 0 NOVO processo proporcionou bom grau de pureza do
fator, maior rapidez na purificacdo e consequente diminuicdo das perdas
decorrentes de longas manipulagdes.

Visando aumentar a sensibilidade da reacdo de Rubino, optou-se por
revestir os pocos de microplacas com hemacias formolizadas, seguindo-se
contato com preparacdes contendo fator Rubino/IgM. As reacdes foram
negativas, o que se constatou ser atribuivel a auséncia do ligante eritrocitico,
eluido por tratamento das monocamadas com metanol, mesmo quando realizadas
na presenca de SHN. Buscando identificar a causa da auséncia da reatividade,
submeteram-se hemacias formolizadas em suspensao aos mesmos tratamentos
alcodlicos aos quais foram submetidas as hemacias que recobriam a placa. As
hemécias formolizadas tratadas com metanol perderam completamente a
capacidade de serem aceleradamente sedimentadas por soro Rubino positivo.
Procederam-se entdo a extracdo e a analise dos lipidios que apresentavam
capacidade de inibir a reacdo de Rubino. Preparacdo extraida do estroma de
hemécias com cloroférmio:metanol (1:2) [C:M (1:2)] foi capaz de inibir a reacao
de Rubino; ndo foram evidenciados glicolipidios nessa preparacdo quando
analisada por cromatografia de camada delgada de alta resolugcdo (HPTLC). A

tentativa de se investigar a participacdo de interacBes proteina-carboidrato na
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reacdo de Rubino, através de um painel de acucares, mostrou que carboidratos
carregados negativamente (acido N-acetil-neuraminico e &acido glucordnico)
inibiam a reatividade Rubino. Por isso, 0 extrato de estroma de heméacia C:M (1:2)
foi submetido a particdo de Folch, procurando separar gangliosidios %
glicolipidios com pelo menos um residuo de acido sialico % na fase aquosa,
desembaragando-se dos demais lipidios, contidos na fragdo organica. No
entanto, somente os lipidios da fase organica foram capazes de inibir a reacéo de
Rubino. O panorama criado por esses resultados motivou a investigacdo de
correspondéncia do ligante eritrocitico com fosfolipidios, um outro grupo de
lipidios que podem ser negativamente carregados. O material da fracdo organica
da particdo de Folch foi submetido entdo a HPTLC preparativa em condi¢des
adequadas para a separacao de fosfolipidios; a resolucdo foi boa e a
recuperacao da atividade inibit6ria foi proporcionada pelo material contido numa
faixa da placa correspondente a gama de Rf de 0,2 a 0,4 (figura 4). Esses
resultados mostram que fosfolipidios correspondem ao ligante eritrocitico
envolvido na reacéo de Rubino.

A escassez de estudos sobre a reacdo de Rubino deixou numerosas
possibilidades abertas em relagdo a natureza do co-fator dessa reacdo. No
isolamento do co-fator verificou-se que a atividade era sequencialmente
recuperada no (a) precipitado PEG 12 a 20% de soro humano normal; (b)
material ndo retido a coluna de proteina A e G; (c) material retardado na coluna
de Mono Q, e eluido na concentracédo de 0,2 M de NaCl do gradiente salino; (d)
volume de eluicdo da filtracdo em gel préximo ao da BSA (67 kDa). Essa
sequéncia de procedimentos proporcionou preparacdo cuja analise eletroforética

revelou duas bandas com MM aparente de 50 e 70 kDa (figura 7A). Apenas a
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banda de maior migracéo foi reconhecida pelo fator Rubino/IgM purificado (figura
7B), transformando-a em candidata natural a co-fator da reagdo de Rubino. A
determinacdo da sequéncia N-terminal (doze residuos) da proteina de 50 kDa
permitiu estabelecer correspondéncia entre essa proteina e by-glicoproteina I,
uma proteina ligante de fosfolipidios anibénicos (figura 8). Excluindo-se as duas
lacunas de residuos nao identificados (cisteina, posi¢éo 4 e prolina, posi¢ao 11),
houve 100% de identidade da proteina de 50 kDa com b,-glicoproteina | Foi
dotada de atividade co-fator uma preparacdo de by-glicoproteina I, purificada
conforme procedimento descrito na literatura (PRICE et al., 1996) % precipitacéo
de soro com &cido perclérico, cromatografia em coluna de heparina-Sepharose,
destituicdo de IgG em coluna de proteinas A e G imobilizadas, e cromatografia
em coluna de troca idnica % confirmando a correspondéncia entre co-fator da
reacdo de Rubino e b,-glicoproteina |. A identificacdo de b,-glicoproteina | na
preparacdo, descrita acima, foi estabelecida através de sequenciamento do N-
terminal dessa proteina. Apenas a cisteina (posicdo 4) nao foi identificada,
residuo detectavel quando a proteina submetida ao sequlienciamento €
previamente reduzida e a alquilada.

Esse conjunto de observacdes deixava claro que o fator Rubino/IgM é um
anticorpo anti-fosfolipidio. Anticorpos anti-fosfolipidios sdo imunoglobulinas auto-
reativas estreitamente relacionadas entre si que reagem com fosfolipidios
anibnicos. Esses anticorpos sdo chamados de IUpus anti-coagulante (LA) quando
prolongam o tempo de coagulacdo dependente de fosfolipidio ou denominados
anticorpos anti-cardiolipina (ACA) quando reagem com esse fosfolipidio. No
presente trabalho observou-se que cardiolipina inibe a reacdo de Rubino. A

presenca de ACA e LA associa-se a maior ocorréncia eventos tromboembadlicos,
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aborto recorrente, trombocitopenia, o que constitui a sindrome anti-fosfolipidio,
freqUente em pacientes com LES. Tal sindrome acomete também individuos sem
doenca auto-imune detectavel, correspondendo a sindrome anti-fosfolipidio
primaria. (MCNEIL et al., 1991). Esses fendmenos foram apenas raramente
observados em associacdo com doencas infecciosas; apenas um caso de
sindrome anti-fosfolipidio foi descrita na hanseniase (BAKOS et al., 1996). A
ocorréncia da sindrome anti-fosfolipidio em doencas auto-imunes % e ndo em
sifilis, por exemplo % passou a ser explicada a partir da descricao de um co-fator
¥ b,-glicoproteina | % necessério para ligacao do ACA auto-imune a cardiolipina
(GALLI et al., 1990; MATSUURA et al., 1990; MCNEIL et al., 1990). b,-
glicoproteina | complexada com fosfolipidio € o ligante do ACA auto-imune,
fendmeno associado a trombose em LES e sindrome de anti-fosfolipidio primaria
(VALESINI & SHOENFELD, 1992; KARMOCHKINE et al., 1995; LARAKI et al.,
1996; CABRAL & ALARCON-SEGOVIA, 1997; NAGAI et al.,, 1998). Ja os
anticorpos anti-cardiolipina de doencas infecciosas, até hoje descritos, ligam-se a
cardiolipina em fase sélida e liquida, na auséncia de b,-glicoproteina I. O
requerimento, ou nado, de b,-glicoproteina | tem sido considerado elemento de
clara distincao entre os dois grupos de anticorpos anti-fosfolipidios (ORDI et al.,
1993; FORASTIERO et al.,, 1996). Por alguma razdo, essa associacdo de
anticorpos anti-fosfolipidio independentes de b,-glicoproteina | a doencas
infecciosas ndo se mostrou valida para a hanseniase, uma vez que os resultados
aqui apresentados indicam que o fator Rubino/IgM é um anticorpo anti-fosfolipidio
dependente de b,-glicoproteina I. O aparecimento de tais anticorpos pode ser

decorrente de fendmenos auto-imunes e respostas imunitarias aberrantes,
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préprias da hanseniase (COSSERMELLI-MESSINA & COSSERMELLI, 1995).
Uma das razbes a que se pode atribuir a ndo deteccdo de sindrome anti-
fosfolipidio na hanseniase € o fato de ser IgM a classe de anticorpo anti-
fosfolipidio predominante no soro dos pacientes. Soros de pacientes hansenianos
Rubino positivos, em sua maioria (4/6), proporcionaram reagdes anti-cardiolipina
positivas quando reveladas por conjugado anti-IgM e negativas, por conjugado
anti-lgG. A grande maioria dos soros de pacientes hansenianos Rubino negativos
e todos os soros humanos normais proporcionaram reagbes negativas com
ambos os conjugados (figura 11). Num dos poucos trabalhos de deteccdo de
anticorpos anti-fosfolipidios na hanseniase, realizado apos a descricdo de b,-
glicoproteina | como co-fator, os autores detectam IgG anti-cardiolipina em 60
dos 61 soros testados (HOJNIK et al., 1994); os autores verificaram haver
heterogeneidade desses anticorpos quanto ao requerimento de b,-glicoproteina |
para ligacdo ao fosfolipidio. Proporcao préxima foi observada presente trabalho,
onde IgG anti-cardiolipina foi detectada em 21 dos 24 soros testados (figura 13).
A reacdo negativa, com ambos os conjugados, proporcionada por 2 soros Rubino
positivos pode refletir a dificuldade prépria de um sistema que depende da
ligacdo concomitante de diversos ligantes: fosfolipidio, IgM ou IgG e b,-
glicoproteina |. Concentracfes séricas eventualmente baixas de b,-glicoproteina |
podem comprometer a deteccdo dos anticorpos anti-fosfolipidio, variavel esta
passivel de correcdo pela adicdo de b.-glicoproteina | exdgena. E necessario
progredir no desenvolvimento e padronizacdo de ensaios que identifiguem
seletivamente anticorpos anti-fosfolipidios associados com aumento do risco de
trombose, visando estabelecer estratégias terapéuticas apropriadas para a

prevencao das complicacdes tromboembdlicas decorrentes de eventual sindrome
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anti-fosfolipidio (GALLI et al., 1997). O fato de apenas raramente ocorrer a
sindrome anti-fosfolipidio em pacientes hansenianos pode ainda estar associada
a auséncia anticorpos especificos para outros fatores envolvidos no processo de
coagulacdo como anti-trombina, anti-cininogénios, anti-Proteina C e S e anti-
Anexina V (GALLI, 1996).

A b,-glicoproteina | € uma proteina que contem 5 dominios repetidos, com
“motif” denominado proteina de controle do complemento (CCP) ou superfamilia
do dominio-Sushi. O ultimo dominio dessa proteina (dominio V) apresenta uma
ponte dissulfeto adicional as duas pontes encontradas em cada um dos quatro
dominios (ICHINOSE et al., 1990; KATO & ENJYOJI, 1991; STEINKASSERER et
al., 1991). Estudos recentes tém demonstrado que o dominio V é importante para
a ligacao de b-glicoproteina | ao fosfolipidio e, consequentemente, para a
expressao da atividade co-fator (LAUER et al.,, 1993; HUNT & KRILIS, 1994;
MATSUURA et al., 1995). A ligacdo de b,-glicoproteina | aos fosfolipidios poderia
gerar um neoepitopo entre a proteina e o fosfolipidio, ou ainda epitopos cripticos
na estrutura de b,-glicoproteina | ou do fosfolipidio, aos quais os anticorpos anti-
fosfolipidios ligar-se-iam (AMENGUAL et al., 1996). A hipétese do epitopo criptico
no co-fator ligado ao fosfolipidio passou a ser a mais aceita, ap0s a partir da
demonstracdo de ligacdo de b,-glicoproteina | em placas irradiadas (plastico
oxidado), na auséncia de cardiolipina (MATSUURA et al., 1994; INANC et al.,
1997). Entretanto, descreveu-se recentemente que fosfolipidios oxidados formam
neoepitopos com b,-glicoproteina |, os quais sédo reconhecido por anticorpos anti-
fosfolipidios (HORKKO et al., 1997). Apesar da controvérsia, procurou-se obter,

no presente trabalho, fragmentos de b,-glicoproteina | % clivagem com brometo
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de cianogénio ¥ que pudessem conter o epitopo criptico. O fator Rubino/IgM néo
reconheceu nenhum desses fragmentos, em “immunoblot”. Além disso,
observamos que pontes dissulfetos sdo importantes para que o fator Rubino/IgM
reconheca b,-glicoproteina |, evidenciando-se, assim, que o epitopo depende da
conformacéo proporcionada pelas pontes dissulfetos.

Para uma demonstracdo mais direta da interacao entre fator Rubino/IgM e
co-fator/b,-glicoproteina | com a superficie da hemacia, foram realizados analises
por citometria de fluxo, utilizando fator ou co-fator biotinilado. A ligacdo as
hemécias s6 foi constatada quando b,-glicoproteina | ou fator Rubino/lgM
também estavam concomitantemente presentes na reacdo; na auséncia de um
dos componentes, o outro, biotinilado, ndo gerou marcacao celular (figura 10). A
auséncia de marcacdo das hemacias incubadas apenas com by-glicoproteina |
contrasta com a idéia corrente de que essa proteina, por si sO, ligue-se a
fosfolipidios. O fator Rubino/lgM parece estabilizar a ligagcdo a superficie da
heméacia.

A interacdo trimolecular necessaria para a ocorréncia da reacdo de
Rubino, envolvendo o fator Rubino/IgM, o co-fator/b,-glicoproteina | e o ligante
eritrocitico/fosfolipidio levou a analogia com as conhecidas reacdes anti-
fosfolipidios que ocorrem em processos auto-imunes, motivando a que se
submetessem a reacdo de Rubino amostras de soros de 29 pacientes com altos
niveis de anticorpos anti-cardiolipina. Reacdo de Rubino positiva foi
proporcionada por 45% dos soros testados. Essa observacao permite inferir que
a especificidade da reacao de Rubino ndo é absoluta para a hanseniase, como
até hoje referida (CURBAN, 1962; PANUNTO-CASTELO & ROQUE-BARREIRA,

1996), mas se amplia para virtualmente todo o grupo de pacientes com titulos
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altos de anticorpos IgM anti-fosfolipidios, constituindo-se na primeira descricédo
de soros verdadeiramente Rubino positivos nédo provenientes de pacientes
hansenianos.

Conclui-se que o fator Rubino/IgM € um anticorpo anti-fosfolipidio
dependente de b,-glicoproteina |, e que o ligante eritrocitico ao qual esses fatores
se ligam é um fosfolipidio. A descricao de reacfes de Rubino positivas em soros
de pacientes com altos titulos de anticorpos anti-cardiolipina proporcionou a
guebra do paradigma da especificidade absoluta da reacdo para hanseniase.
Estudos dos anticorpos anti-fosfolipidios dependentes de b,-glicoproteina | em
pacientes hansenianos com surtos reacionais, sob tratamento quimioterapico,
bem como associados a outros eventos auto-imunes na hanseniase, poderdo
abrir novas perspectiva na compreensao de alteracdes de resposta imunitaria,

caracteristicas da hanseniase virchowiana.
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Soro de pacientes hansenianos sedimentam aceleradamente hemacias de
carneiro formolizadas, o que constitui a reacdo de Rubino, cuja positividade
ocorre nas formas da doenca com comprometimento da imunidade celular
especifica para o M. leprae. Recentemente, identificou-se e isolou-se, através de
métodos de precipitacdo e cromatograficos, o componente sérico responsavel
pelo fendmeno — fator Rubino — como sendo uma IgM. No presente trabalho a
reacdo foi dissecada, através da caracterizacdo dos componentes moleculares
nela envolvidos. A propriedade do fator Rubino/IgM de adsorver-se a superficie
da hemacia possibilitou sua purificacdo em etapa Unica, sendo sua eluicao feita
com tampao acido. Essa adsor¢cdo, quando feita com precipitado PEG 10% de
soro Rubino positivo, somente ocorreu quando houve suplementacdo com soro
humano normal (SHN). Dessa forma, tornou-se inquestionavel a necessidade,
previamente sugerida, de um co-fator, contido até mesmo em SHN, para a
adsorcédo do fator Rubino/lgM as hemacias. Visando aumentar a sensibilidade da
reacdo de Rubino, optou-se por revestir os pocos de microplacas com hemacias
formolizadas, seguindo-se contato com preparagdes contendo fator Rubino/IgM.
As reacbes foram negativas, o que se constatou ser atribuivel a auséncia do
ligante eritrocitico, eluido por tratamento das monocamadas com metanol.
Procedimentos de identificacdo desse ligante, mostraram ser ele (1) extraido dos
estromas com cloroférmio:metanol (1:2); (2) separado na fase organica da
particdo de Folch, (3) separado em cromatografia de camada delgada de alta
resolucdo para fosfolipidios num Rf de 0,2 a 0,4. Esses resultados sugeriam
correspondéncia do ligante eritrocitico com fosfolipidio, o que foi reforcado pela
observacdo de que cardiolipina era capaz de inibir a reacdo de Rubino.

Procedimentos de purificacdo do co-fator, mostraram ser essa proteina (1)
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precipitada do soro com polietileno glicol (PEG) na concentracédo 12 a 20%; (2)
recuperada na fracdo nao ligante de proteina A e G; (3) eluida em coluna de
troca anibnica Mono Q (pH 8,0) com 20% do gradiente salino (0 a 1 M de
NaCl);(4) eluida na gel filtracdo em Superdex 200, em um volume coincidente
com o da BSA. Esse conjunto de procedimentos proporcionou preparagcdo cuja
analise eletroforética mostrou duas bandas de 50 e 70 kDa, sendo a primeira
reconhecida pelo fator Rubino/lgM em “immunoblot”. Sequenciamento N-terminal
da proteina de 50 kDa evidenciou homologia com b,-glicoproteina |, uma proteina
ligante de fosfolipidios anibnicos. A interacdo trimolecular necesséaria para a
ocorréncia da reacdao de Rubino, envolvendo o fator Rubino/lgM, o co-fator/b,-
glicoproteina | e o ligante eritrocitico/fosfolipidio levou a analogia com as
conhecidas reacdes anti-fosfolipidios que ocorrem em processos auto-imunes,
motivando a que se submetessem a reagdo de Rubino amostras de soros de 29
pacientes com altos niveis de anticorpos anti-cardiolipina. Reacdo de Rubino
positiva foi proporcionada por 45% dos soros testados. Assim, o paradigma da

especificidade absoluta da reacdo de Rubino para a hanseniase foi quebrado.
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Serum from leprosy patients rapidly sediments formalized sheep
erythrocytes, a process corresponding to the Rubino reaction, whose positivity
occurs in the forms of the disease with impairment of M. leprae-specific cell
immunity. The serum component responsible for the phenomenon - Rubino factor
- was recently isolated by precipitation and chromatography methods and
identified as an IgM. In the present study the Rubino reaction was studied in detalil
by characterizing the molecular components involved in it. The property of the
Rubino factor/IgM to adsorb to the surface of formalized erythrocytes has
permitted its purification in a single step, with elution in acid buffer. This
adsorption, when performed with a 10% PEG precipitate of Rubino-positive
serum, only occurred in the presence of supplementation with normal human
serum (NHS). Thus, the previously suggested participation of an obligatory
cofactor, present even in NHS, for the adsorption of Rubino factor/IgM to
erythrocytes has become unquestionable. In order to increase the sensitivity of
the Rubino reaction, microplate wells were coated with formalized erythrocytes
and placed in contact with preparations containing Rubino factor/IgM. The
reactions were negative, a fact attributable to the absence of an erythrocytic
ligand eluted by treatment of the cell monolayer with methanol. Procedures for the
identification of this ligand showed that (1) it is extracted from stroma with
chrloroform:methanol (1:2), (2) separated in the organic phase of Folch partition,
and (3) separated by high performance thin-layer chromatography for
phospholipids at an Rf of 0.2 to 0.4. These results suggest that the erythrocytic
ligand may correspond to a phospholipid, a possibility supported by the
observation that cardiolipin can inhibit the Rubino reaction. Procedures for the

purification of the cofactor showed that it is a protein (1) precipitated from serum
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with polyethylene glycol (PEG) at the concentration of 12 to 20%, (2) recovered in
the unbound fraction to protein A and G columns, (3) eluted through a Mono Q
anion exchange column (pH 8.0) with 20% of the salt gradient (0 to 1 M NaCl),
and (4) eluted by gel filtration on Superdex 200 in a volume coinciding with that of
BSA. This set of procedures led to a preparation whose electrophoretic analysis
showed two bands of 50 and 70 kDa, the first being recognized by the Rubino
factor/IgM by immunoblot. N-terminal sequencing of the 50 kDa protein revealed
homology with by-glycoprotein I, an anionic phospholipid-binding protein. The
trimolecular interaction necessary for the occurrence of the Rubino reaction,
involving the Rubino factor/IgM, the b,-glycoprotein I/cofactor, and the erythrocytic
ligand/phospholipid, showed analogy with the known antiphospholipid reactions
that occur in autoimmune processes. This fact motivated us to submit serum
samples from 29 patients with high levels of anticardiolipin antibodies to the
Rubino reaction, which was positive in 45% of cases. Thus, the paradigm of

absolute specificity of the Rubino reaction for leprosy has been broken.
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