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1. Introducdo a Imunologia

A imunologia € uma ciéncia recente. Sua origem € atribuida, por alguns
autores, a Edward Jequerem 1796, verificou protecao induzida pelo
cowpoxkvirus da variola bovina) contra a variola humana, nomeando tal pro-
cesso da vacinacdo. No entanto, é sabido que, na antiguidade, os chineses ja
inalavam o p6 das crostas secas das pustulas de variola ou as inseriam em
pequenos cortes na pele, em busca de protecao.

O sistema imune € o conjunto de células, tecidos, 6érgdos e moléculas
gue 0s humanos e outros seres vivos usam para a eliminacéo de agentes ou
moléculas estranhas, inclusive coc@recdinalidade de se manter a
homeostasia do organismo. Os mecanismos fisioldgicos do sistema imune con-
sistem numa resposta coordenada dessas células e moléculas diante dos orga-
nismos infecciosos e dos demais ativadores, o que leva ao aparecimento de
respostas especificas e seletivas, inclusive com memaria imunitaria, que também
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pode ser criada artificialmente, através das vacinas. Na auséncia de um sistema
imune funcional, infecces leves podem sobrepujar o hospedeiro e leva-lo a
morte.dém, mesmo com um sistema imune funcional, sgmemem, por e

plo, pode adquirir uma doenca infecciosa quaois a&esposta imune

especifica, diante de um agentelageessapo para se desenvolver e,

além disso, tanto organismos estranhos, como células neoplasicas, desenvol-
vem mecanismos de evasao para fugir da resposta imune.

Neste capitulo, serdo abordados conceitos basicos dos principais com-
ponentes do sistema imune, 0os mecanismos de resposta especifica ante os
diversos agentes infectoparasitarios, como também a investigacdo dos vestigios
da passagem desses agentes, por meio de métodos laboratoriais para pesquisa
de antigenos e anticorpos especificos, principal propdsito desse texto, uma
vez que se destina a alunos de escolas técnicas de nivel médio.

2. Orgéos, tecidos e células
envolvidos na resposta imunitaria

2.1. Células que participam do sistema imunitério

As respostas imunes sdo mediadas por uma variedade de células e por
moléculas que estas oglubssanigiira 1). Okucocitasio as ceélulas
gue desempenham as principais acdes, mas outras células, que se encontram
nos tecidos, também participam da resposta imunitaria, enviando sinais e rece-
bendo estimulos dos leucécitos. As células que participam do sistema imunitario
se originam na medula 6ssea, onde muitas evoluem para a fase adulta. A partir
da medula, e por meio de vasos sanguineos, elas migram junto com todos 0s
elementos celulares do sangue. Inclusive as hemacias, que transportam o oxigé-
nio, e as plaquetas que participam da coagulacdo, uma vez que estes elemen-
tos se originam das células-tronco progenitoras da medula. As células que
derivam do progenitor mieloide e do progenitor linfoide sdo as que mais
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interessgrara o entendimento das acfes do sistema imunitario, de modo
gue, neste texto, ndo serdo considerados os megacariocitos e os eritrocitos.

O progenitor mieloide € o precursor dos granulécitos, fagécitos
mononucleares (macrofagos), células dendriticas e mastocitos do sistema imu-
ne. Osnacrofagsdo as células fagocitarias mais relevantes. Estas células sao
a forma diferenciada dos mondcitos sanguineos, que se encontram estrategica-
mente distribuidos em varios tecidos para darsteigenfiagocitario
mononucle&@s microgliécitos sdo os macréfagos do cérebro, as células de
Kupffer sdo os macréfagos do figado, os macrofagos alveolares fazem parte do
tecido pulmarertre outros macréfagos residentes em diferentes tecidos. As
funcBes dos macréfagos se caracterizam pela neutralizacdo, ingestédo e destrui-
cao de particulas, incluindo os biopatégenos, além de processar e apresentar
antigenos para os linfédiest& contd, sdo aflulas dendritiaas
mais especializadas na captura e na apresentacao de antigenos para os linfocitos
T As células dendriticas imaturas migram do sangue para residirem nos tecidos
e realizam tanto a fagocitose quanto a micropinocitose. Apés 0 encontro com
um patdgeno, maturam rapidamente e migram para os nodulos linfaticos, onde
encontram o ambiente adequado para a apresentacao de antigenos.

Os granulécitoscebem essa denominacdo por possuirem granulos em
seu citoplasma gue se coram densamente por corantes hematoldgicos tradicio-
nais. Sao também chambam®dios polimorfonucleasedo as formas
de seus nucleos. Existem trés tipos de granuldcitos, sendo eles os neutrofilos, os
eosindfilos e os basofilos; todos com um tempo de vida relativamente curto e
produzidos em grande nimero durante as respostas inflamatorias.

Os neutrofilpassim como os macrofagos e as células dendriticas, séo
representantes do grupo de células fagocitarias do sistema imunitario, mas,
diferentemente destas células, ndo apresentam antigenos.para os linfécitos T
Os neutrofilos sdo os elementos celulares mais numerosos e importantes da
resposta inata.
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Os eosinofilogarecem ser importantes, principalmente na resposta
diante de infeccbes parasitarias ou processos alérgicos, ja que seu namero
aumenta no curso destas reacoes.

A funcao ddmsofiloprovavelmente € similar e complementar a dos
eosinofilos e mastocitos.

Os mastécitpsujo precursor parece ser comum aos basofilos,
devido a semelhancas funcionais, também se diferenciam ao chegar aos
tecidos onde residem. Eles se localizam principalmente a margem dos
vasos sanguineos e liberam mediadores que agem nas paredes vasculares
guando ativados.

Hgura 1. Células que participam do sistema inunitario
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O progenitor titfe comum déa origem aos linfoditdscisao
as células que reconhecem, especificamente, os antigenos. Sua morfologia tipica
consiste em uma pequena célula redonda com nucleo esférico. Apesar da aparén-
cia uniforme a microscopia otica, varios tipos de linfécitos podem ser distinguidos
com base nas suas propriedades funcionais e proteinas especificas que expressam.
A distincdo mais fundamental consiste na classificacdo destas células em duas
linhagens principais, conhecidas como linfocitos.B e linfocitos T

Oslinfocitos Bambém chamados de células B (de bursa ou bolsa de
Fabricius, nas aves, e derivadas da medula 0ssea, nos mamiferos), quando
ativados, proliferam e se diferenciam em células plasmétitas, ou
gue séo as células efetoras da linhagem B, cuja fungéo principal é a secrecao de
anticorpos. @sfocitos, Du células T (derivados do timo), se apresentam
em duas classes principais. Uma se diferencia, quametus/dda, em
CD8+ oucitotdéxicague matam as células infectadas, ao passo que a outra
classe de célulahdmadas a#dulas T CD4®uauxiliareatuam na
ativacdo de outras células, como os linfécitos B e os macréfagos, além de
coordenar a resposta imunitaria.

O receptor de antigeno da céBIGM) (Fgura 2) € umanfierde
anticorpo ligada a membrana que a célula B pasg@a guadiziacao
e diferenciacdo em célula plasmatiteoiPssiio moléculas agrupadas
em uma classe de substancias demumogidbslinaso receptor de
antigeno do linfocito B é também conhetmdmogiobulina de mem-
branaA imunidade humoral @riacipal funcdo das células B e dos
plasmacitos, e consiste em secretar anticorpos no sangue e em outros liquidos
organicos, resultando efeitos protetores, mediados por liquidos teciduais.

O receptor de antigeno da cé{ii2R)) (kgura 2) constitui uma
classe heterogénea de proteinas de membrana que, embora estejam relaciona-
das evolutivamente com as imunoglobulinas, sdo diferentes delas, ja que estédo
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adaptadas para detectar antigenos derivados de proteinas estranhas ou
patdégenos que entram nas células hosgadigiyasi Tontraste com as
imunoglobulinas, os TCRs nunca sdo secretados, de modo que a célula T
precisa migrar até as areas de leséo para exercer seus efeitos protetores, por
meio de contato direto com a célula alvo ou para influenciar as atividades de
outras células do sistema imunitario. Juntamente com os macréfagos, as
células T desenvolvem uma categoria de resposta imimerdenominada
dademediada por células

Rgura 2. Esturas basicas do receptorfigesdparélula B e do receptor T
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A maioria dos linfocitos virgens possui uma sobrevida muito curta,
sendo programpdra morrer em poucos dias apos ter saido da medula
0ssea ou do timo. No entanto, se uma dessas células receber sinais indican-
do a presenca de um imundgeno (antigeno que estimula uma resposta imune
especifica), ela padesponder por meio de um fenébmeno conhecido
comativacdalurante o qual pode sofrer varios ciclos de divisédo celular

2D
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Algunaslas células-filhas retomam ao estado de repouscéliornando-se

las de memornpie podem sobreviver por varios anos. Estes linfocitos de
memaria representam uma grande proporcao das células do sistema imunitario.
A outra progénie do linfocito virgem ativado difepéthaiassefetgras

gue sobrevivem apenas alguns dias, mas que, durante este periodo, executam
atividade que resultam em defesa.

Outra classe de células linfoides, che¢éhadda dwtadoras natu-
raisou célulasatural killéNK), € desprovida de receptores antigeno-
especificos, sendo parte do sistema imune inato. Essas células circulam no
sangue como grandes linfécitos, com diferentes granulos citotoxicos, e sao
capazes de reconhecer e matar algumas células anormais, tais como células
tumorais e células infectadas por virus. E parecem ser importantes na defesa
contra biopatdgenos intracelulares na imunidade inata.

2.2. Os o6rgaos linfoides e a rede linfatica

Oséméaos linides(Hgura 3) sdo tecidos organizados que contém
grandes quantidades de linfocitos em um ambientelabidélsilas ndo
Nesses 0rgaos, as interacdes que os linfocitos tém cdmtadelulas ndo
sdo importantes, tanto para o desenvolvimento dos linfécitos e o inicio da
resposta imune adaptativa, como para a manutencaao§rmesmos. T
gaos podem ser divididosyéos lioifles centraigprimariogrodu-
tores de linfocitosrgaos liotles periféricoasecundarjague de-
sempenham a funcdo de maximizar o encontro entre os linfocitos e os
produtos processados pelas células apresentadoras de antigenos, dando ini-
cio a resposta imune. Os orgadsslinéntrais sdoemlula 6ssea
vermelr@otimg um grande 6rgéo localizado na porgéo superior do térax.
Tanto os linfécitos B como as células T surgem na medula éssea, mas apenas
os linfocitos B ali se diferenciam. Os linfocitos T migram para o timo para
sofrer seu processo de difgientima vez completada sua maturagéo
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celulaos dois tipos de linfocitos entramenige g@nguinea, migrando

para os orgaos linfoides periféricos. Durante a vida figealgterina, o
fetaldesempenha o papel que a medula 6ssea vermelha passa a desenvol-
ver plenamente apds o nascimento.

Os orgaos linfoides periféricos sao especializados na captura do
antigeno para possibilitar o inicio das respostas imunes adaptativas. Os
microrganismos patogénicos podem penetrar no hospedeiro por muitas
portas de entrada, instalando o processo infeccioso em qualquer sitio, mas
o encontro do antigeno com os linfécitos acontecera nos 6rgédos linfoides
periféricos: os nddulos linfaticos, o baco e varios tecidos linfoides associa-
dos as superficies das mucosas. Os linfécitos estdo em continua recirculacéo
entre esses tecidos, para 0s quais o antigeno também é carreado, vindo de
todos os locais de infeccao, primariamente dentro de macréfagos e células
dendriticas. Dentro dos 6rgéos linfoides, células especializadas, como as
células dendriticas maduras, apresentam o antigeno para os linfécitos.

A rede linfaticeonsiste em um extenso sistema de vasos que
coletam o liquido intersticial, fazendo-o retornar para o sangue. Esse
liquido intersticial é produzido continuamente pela passagem de agua e
solutos de baixo peso molecular através das paredes vasculares que pe-
netram no espaco intersticial, pela secrecéo celular e outros fatores de
excrecdo. Ao ser parcialmente drenado para os vasos linfaticos, passa a
ser chamado de linfa. A linfa flui lentamente pelos vasos linfaticos prima-
rios, desdgua em vasos linfaticos de calibre progressiyanente maior
convergem para o ducto toracico, e desemboca na veia cava superior
gue, por sua vez, devolve todo o volume para a corrente sanguinea, num
fendbmeno denomimadioculacao

Localizados em pontos de convergéncia da redaddscular
los linfaticaonstituem uma série de 6rgaos encapsulados em forma de
“caroco de feijao”, que se distribuem ao longo dos vasos linfaticos. Os



Imunologig 27

vasos linfaticos aferentes drenam o fluido dos tecidos e carregam antigenos
e células infectadas aos seios dos nédulos linfaticos, onde os antigenos sdo
capturados. Gsiosao revestidos por orificios mindsculos, que permi-

tem a linfa e seu conteudo atravessarem o ndédulo linfatico e entrarem em
contato com os linfécitos. Nos nddulos linfaticos, os linfécitos B se locali-
zam em foliculos nas areas corticais, também aeasntimadas
independentes células T sdo mais difusamente distribuidas em torno das
areas paracorticais, também conhecidas como zonasatealulas T ou
timo-dependentédguns dos foliculos de células B contém areas cen-

trais, denominadas centros germinativos, onde ocorre intensa proliferacao
dos linfécitos B, apds seu encontro com o antigeno especifico e células T
auxiliarer®im, a linfa sai por um vaso linfatico eferente no lado oposto

do ndédulo linfatico, numa regido conhecida como hilo.

O bacoencontra-se situado atras do estébmago e filtra o sangue da
mesma forma como os nodulos linfaticos filtram a linfa e coletam antigenos.
Também captura e se desfaz de cékilsssveenescentes. A massa
principal deste 6rgdo é composta pela polpa vermelha e os linfocitos cir-
cundam as arteriolas que o penetram, formando areas da polpa branca, cuja
regido mais inéeé dividida em uma camada linfoide pecamteriolar
tendo principalmente células T e revestidas por uma coroa de células B.
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Fgura 3. Orgéos, tecidos e células envolvidos na resposta imunitaria.
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2.3.Tecido linfoide associado a mucosa

A expressdiecido linfoide associado a nidsd = mucosal-
associated lymphoid tissme descricao geral para os tecidos linfoides nédo
encapsulados, gustem nas regides subjacentes as mucosaseOs MAL
distribuem anatomicamente e seus componentes individuais incluem:

» Anel de \VEldeyer Anel de esituras linfoides que circunda a
faringe. E formado pmiagas adenoides

« Tecido linfoide associado aos br@B@iiios bronchial-associated
lymphoid tispu@gregados linfocitarios semelhantes, mas organizados
difusamente, que protegem o epitélio respiratoério.
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« Tecidos linfoides associados ao if@Atifoc= gut-associated
lymphoid tisuesclueroliculos linfoides isoladoapéndice
cecalalém de estruturas especializadas do intestingatdgado, as
de Ryer

« Tecido linfatico urogenital
« Entre outros MAd(Fgura 3).

Coletivamente, estima-se que o0 sistema imune de mucosa contenha
tantos linfcitos quanto o resto do corpo. Esses linfocitos formam um grupo
especial de células que seguem leis um tanto diferentes. Embora notavelmente
diferentes em sua aparéncia, os nédulos linfaticos, o baco e os tecidos linfoides
associados a mucosa demonstram a mesma arquitetura basica. Cada um deles
opera segundo 0 mesmo principio, capturando o antigeno nos locais de infec-
céo e apresentando-o a pequenos linfocitos migratérios para, assim, induzirem
as respostas imunes adaptativas. Os tecidos linfoides periféricos também proveem
sinais de sobrevivéncia aos linfécitos que ndo encontram seu antigeno especifi-
co. Isto é importante para manter o niamero correto de linfocitos T e B
circulantes, e assegura que somente os linfocitos com o potencial de responder
ao antigeno estranho sejam mantidos.

2.4. Recirculagdo de linfécitos

Os pequenos linfécitos T e B que se diferenciaram na medula 6ssea e
no timo, mas que ainda ndo se encontraram com o antigeno, sao referidos
comdinfdcitos virgems em repouso. Estes elementos circulam continua-
mente do sangue para os tecidos linfoides periféricos, nos quais penetram por
meio de interagcdes adesivas especiais com 0s capilares e retornam para o
sangue através dos vasos linfaticos ou, no caso do baco, diretamente ao
sangue. Na presenca de uma infeccao, os linfécitos que reconhecem o agente
infeccioso sao retidos no tecido linfoide, onde proliferam e se diferenciam em
células efetqreapazes de controlar a infeccgéo.
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Quando ocorre uma infeccao tecidual, os antigenos séo capturados por
células dendriticas, que se deslocam do sitio da infec¢éo pelos vasos linfaticos
aferentes para os nédulos linfaticos. Nos nédulos linfaticos, essas células pro-
cessam e apresentam o antigeno aos linfécitos T que estéo recirculando, 0s
guais elas ajudam a Asweglulas B que encontram o antigeno, a medida
gue migram através do nédulo linfatico, também séo detidas e ativadas com o
auxilio de algumas células T ativadas. Uma vez que esses linfocitos especificos
tenham passado por um periodo de proliferacéo e diferenciacéo, eles deixam
os nddulos linfaticos como células efetoras através dos vasos linfaticos eferentes.

3. Células T. desenvolvimento, diversidade e ativacao

Os linfécitasio as Unicas células do organismo que expressam recepto-
res altamente diversificados para o antigeno, o que permite o reconhecimento
de uma grande variedade de substancias estranhas. Essa diversidade é gerada
durante o processo de desenvolvimento dos linfécitos T e B, a partir de células
precursoras. O desenvolvimento dos laffadietab) e gama delta
(gd segue estagios sequenciais, consistindo na recombinacdo somatica e ex-
pressao dos gene€8mpfoliferacéo celsédecao induzida pelo antigeno
e aquisicao de fenodtipos de capacidade funcional. Essas células se originam de
precursores do figado fetal ou da medula 6ssea de adultos e completam o seu
desenvolvimento no timo. As células T em desenvolvimento no timo séo
chamadastohedcitoA maioria dos timécitos imaturos ndo expressa o TCR
ou os correceptores CD4 e CD8 e migram através do cértex, onde os eventos
de maturacado ocorrem quando expressam pela primeira vez o TCR e iniciam a
maturacdo em células CD4 ou CD8.

Os niveis de proliferacdo e apoptose sédo extremamente altos nos timocitos
corticais, onde cerca de 95% morrem antes de chegar a regido medular do
timo. O resultado desse processo seletivo € a restricdo ao MHC proprio e a
tolerancia a muitos autoantigenos. A diferenciag¢ao funcional e fenotipica em
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células T CD4 ou CD8 ocorre na medula timica, e as células T maduras sao
liberadas para a circulagao.

3.1. Receptores de antigenos e moléculas
acessorias dos linfécitos T

Os linfécitos T respondem aos antigenos peptidicos, que sdo expos-
tos pelas células apresentadoras de antigenos (APCs). O inicio desta res-
posta requer o reconhecimento especifico do antigeno, pelas células T
adesdo estavel das células T as APCs e a transduc¢ao dos sinais ativadores.
Cada um desses eventos € mediado por moléculas distintas, expressas pelas
células As moléculas de MHC e os peptideamfam compiea
membrana plasmatica das APCs. O receptor que reconhece esse complexo
peptidedHC é o TR fHgura 2), que é distribuido clonalmente, ou
seja, os clones de linfocitos que apresentam diferentes especificidades ex-
pressam distintos TCRs. Os sinais bioquimicos, que sao acionados na célula
T pelo reconhecimento do antigeno, ndo sao transduzidos pelo TCR, mas
por proteinas nao variaveis chamadas@b3que estdo ligadas de
forma ndo covalente ao receptor do antigeno para formar o complexo TCR.
Portanto, nas célulagdconhecimento do antigeno € basicamente realiza-
do por dois grupos de moléculas: um receptor para 0 antigeno altamente
variavel, o TCR, e proteinas sinalizadoras néo variaveizjCD3 e cadeia
Outras moléculas acessorias funcionam como moléculas de adeséao para esta-
bilizar a ligacdo das células T as APCs, permitindo que o TCR mantenha
intimo contato com o antigeno durante o tempo suficiente para a transducao
dos sinais necessarios a ativacdo dessas células.

As células T que expressam jd PERencem a uma linhagem
distinta das células T restritas ao MHC. A percentagemdias células T
muito variavel nos diferentes tecidos das diferentes espécies, normalmente nao
excedendo mais do que 5%. Elas ndo reconhecem os antigenos peptideos
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associados as moléculas MHC e né&o séo restritas ao MHC. Alguns clones
dessas células reconhecem uma pequena molécula que pode ser apresentada
por moléculas similares as da classe | do MHC, ou seja, uma apresentagc&o nao
classica de moléculas normalmente encontradas nas microbactérias e em outros
microrganismos. A diversidade limitadajdasumfdudague os ligantes

desses receptores sao bem conservados. Elas podem iniciar a resposta imune
contra um pequeno numero de microrganismos antes mesmo do recrutamento
das células T antigeno-espécificas

Além dos componentes do complexo TCR, as células T apresentam
varias proteinas de membrana, as quais exercem papel crucial na resposta
destas células no reconhecimento do antigeno. Essas moléculas presentes
na membrana de linfocitos ligam-se especificamente a outras moléculas da
membrana de outras células, como as APCs, células do endotélio de
vasos e da matxizaeeluldEssas moléculas ndo apresentam regioes
variaveis, ndo sao polimérficas, sao idénticas em todas as células T de
todos os individuos de uma mesma espécie, e sdo responsaveis pela
transducao de sinais bioquimicos para o interior Basecplolais-T
edade assegura que as células T e as APCs permanecam ligadas o tempo
suficiente paranpér aosSCRs a oportunidade de lqgoa@carhecer
e responder ao complexo peptideo-MHC na APC.

3.2. Correceptores CD4 e CD8: Receptores envolvidos na
ativacao

As moléculas CD4 e CD8 séo proteinas das células T que se ligam as
regides nao polimérficas das moléculas de MHC e transduzem os sinais que,
juntamente com os sinais liberados pelo complexo TCR, iniciam a ativacéo das
células Nomalmente, as céluasniaduragsmessam CD4 ou CDS,
embora existam referéncias da expressao de ambos os marcadores. Esses
correceptores interagem com as moléculas de MHC, quando o TCR reconhe-
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ce de forma especifica o complexo peptideo-MHC na APC. Cerca de 65%
das célulagfl maduras do sangue e dos tecidos expressam o correceptor
CD4 e 35% do CD8.

4. Natureza dos antigenos

O antigen@o gregantgontra gengerar) é qualquer substan-
cia soluvel, celular ou particulada que pode ser especificamente ligada por
um anticorpo ou por um receptor de antigeno. s @itilgenos
possuem duas propriedadesandgenicidadee € a capacidade
de induzir uma resposta imune especifcdigeicddadue é a
capacidade de interagir com os linfécitos T ou linfocitos B ja sensibilizados.
Assim, todas as substancias imunogénicas sao também antigénicas. As mo-
léculas que desencadeiam a resposta imune saontheigadas de
Requenas substancias quimicas nao sao capazes de estimular uma resposta
e, portanto, recebem o notmeptendPara ter capacidade de induzir
uma resposta imune, o hapteno é ligado a uma macromolécula, que é
chamada dareadorad compb® haptenoareadgmo contrario do
hapteno livre, pode atuar como um imundogeno.

4.1. Determinante antigénico

Os sitios de ligacdo dos anticorpos e dos TCRs interagem com uma
area muito pequena das macromoléculas antigénicas, que € chamada de
deteminante antigérocepitopo Portanto, é a menor por¢cdo-da mo
lécula responsavel pela ligacdo ao linfécito ou anticorpo. A presenca de
varios determinantes iguais é chamada de polivaléncia eu multivaléncia
cada um pode ser ligado por uma molécula com regiao variavel. As super-
ficies celulares, incluindo os microrganismos, geralmente possuem uma grande
guantidade de determinantes antigénicos.



34 | Conceitos e Métodos parma¢ao dedfissionais em Laboratorios de Saude

4.2. Relacao filogenética dos antigenos

A estimulacéo de linfocitos de galinhas com proteina de pato resulta em
uma resposta imune muito dyaowrd’lado, se inoculadas em galinhas,
proteinas de coelho, a resposta imune é bastante elevada. Isto acontece porque
guanto mais proxima for a relacéo filogenética, menor sera o estimulo e vice-
versa. Existe pouca diferenca entre as proteinas de galinhas e patos e muita
diferenca entre as proteinas de aves e mamiferos. Embora este conceito da
relacéo filogenética reflita boa parte das aplicacdes imunoldgicas, ndo pode ser
tomado como regra. A inducdo de uma resposta imune muito especifica € funcao
direta da semelhanca biologica entre a fonte do antigeno e,o animal receptor
ainda gue seja menos intensa. Lebres e coelhos pertencem a mesma familia e sdo
bastante semelhantes, téoitoigicarquanto fisiologicarogatéoPao se
injetar proteinas de coelho em lebre, podera se obter anticorpos muito especifi-
COS, Ou seja, anticorpos que so reagem contra proteina de coelho.

4.3. Peso molecular e complexidade molecular

Na maioria dos antigenos, quanto maior for a molécula, maior sera o
nimero de epitopo; e quanto maior a complexidade, maior sera a
imunogenicidade. Um antigeno complexo contém varios determinantes
antigénicos, onde alguns dos quais sdo mais eficientes na inducéo da resposta
imune e sdo chamados imunodominantes.

4.4. Configuragéo espacial e acessibilidade

A imunogenicidade e a antigenicidade de uma proteina ndo depende
apenas de @sirutura primaria (isto €, da sequéncia de aminoacido), mas
também das estruturas secundarias, terciarias e até quaternarias. Assim, se tratar-
mMos uma proteina pelocotadmentes quimicos desnaturantem@sinocular
esta em um animal, poderemos obter a formacao de anticorpos com especificidade
diferente do que se inoculassemos a proteina intacta. A configuracao espacial de
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diversos epitopos em uma Unica molécula de proteina pode influenciar a ligacao
do anticorpo de variasfBigura 4). A area importante para a imunogenicidade
deve ficar acessivel, na superficie da molécula.

Hgura 4. Distribuicdo dosndie@mtes antigénicos sequenciais e nao
seguenciais em uma macromolécula proteica

Determinantes
nao-sequenciais

Determinantes
sequenciais

4.5. Forma de administracdo e adjuvantes

A dose do antigeno, a via e o0 esquema de imunizac¢do, assim como o
uso de adjuvantes, séo fatores atuantes na inducédo da resposta imune. As
vias de inoculacao subcutanea, intradérmica e intramuscular levam geralmente
0s imunogenos para os nodulos linfaticos regionais, e, mais frequentemente,
induzem a imunidade.dekibartigenos inoculados por via endovenosa e
intraperitonial acumulam-se predominantemente no baco, e mais frequente-
mente induzem a uma imunidade humoral. O adjuvante melhora a
imunogenicidade de compostos com ele misturado, sem interferir na
especificidade da resposta. Em medicina preventiva, sdo muitas vezes adicio-
nados as vacinas para reduzir a dose e a frequéncia de inje¢cbes dos antigenos
utilizados para a imunoprofilaxia de doencas infecciosas. Normalmente, o
antigeno é aprisionado por ele, formando depdsitos, o qual é liberado aos
poucos por periodo de tempo mais extenso. Com isso, ha o aumento do
tempo de exposicdo do antigeno no organismo pelo retardamento de sua
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destruicadestimulan@ssim, a migracao de células para o local de inoculacao

e aumentando a interacdo destas células com o mesmo. O tipo de adjuvante
mais comumente usado em gptrdusrdais € o adjuvanteude,F

gue pode ser classificado em dois tipos: AlF (Adjuvante Incompleto de
Freund), que é constituido por 6leo mineral neutro e lanolina ou Arlacel; e o
ACF (Adjuvante Completordend), que além do 6leo mineral neutro

mais lanolina, é adicionado um componente bacteriano, normalmente o
Mycobacteriumprto pelo caldiém desses, outros adjuvantes sao utiliza-

dos, como o sulfato de aluminio, o hidréxido de aluminio, a IL-12, entre
outros. Dependendo da composic¢éo, adjuvantes podem ou ndo ser usados em
seres humanos.

Bases quimicas da especificidade antigénica

Anticorpos formados contra determinadas substancias tém uma reagao
forte contra elas, principalmente se 0s anticorpos interagem com os antigenos
especificos que induziram a sua éoigegis homolpgoas podem
reagir com a mesma ou menor intensidade com outros antigenos, que sao
chamados aetigenos heterélogosgem com estrutura semelhante. Essas
reacfes com antigenos heterélogos sao deacheis anazadss
reacoes cruzadas podem ocorrer basicamente em fungéo da similaridade entre
dois diferentes determinantes antigénicos, ou ainda pelo fato de dois antigenos
diferentes apresentarem o mesmo determinante antigénico.

5. Diversidade das imunogobulinas

Osanticorpasio conceituados como glicoproteinas globulares com
funcéo imunitaria e pertencem a superfamilia das imunoglobulinas. Séo sinte-
tizados por linfocitos B e, principalmente, por plasmadcitos, em resposta ao
estimulo imunogénico. Interagem, especificamente, com os imundgenos, que
estimulam sua biossintese; desencadeiam varios mecanismos na fase efetora
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daresposta imune que, frequentemente, resultam em anular a acao de
biopatégenos, por meio da ativacédo do sistema complemento, opsonizacao
dos antigenos para fagocitose, citotoxicidade celular dependente de anticorpo
(ADCC), em que 0s anticorpos marcam 0s microrganismos para serem destruidos
pelas células do sistema imune inato e reacdes de hipersensibilidades, entre
outras ocorrem.

Estas funcdes sao estruturalmente separadas na molécula e a regido de
ligacdo ao antigeno varia amplamente, sendo conhecida como regido variavel ou
regiao.\A regido molecular que participa da funcéo efetora € conhecida como
regiao constante ou C, e ndo varia do mesmo modo, encbara apresente
formas principais que se especializaram na ativacao de diferentes mecanismos.

A notavel diversidade das moléculas dos anticorpos € consequéncia de
um mecanismo altamente especializado, pelos quais 0S genes expressos sao
reunidos por rapjos de DNAue juntam dois ou trés diferentes segui-
mentos para formar um gene de regido variavel durante o desenvolvimento das
células B. Subsequentes rearranjos nucleicos podem reunir o0 gene composto
da regido variavel e qualquer gene da regido constante, produzindo assim
anticorpos de cada um dos 5 isotipos.

Estnturalment@giifa 5), a imunoglobulimagdampor duas cadeias
leves (ligheve), idénticas, constituidas de polipeptideos de cerca de 25
mil Daltons e de duas cadeias pegaasgiiesado), também idénticas,
com peso molecular de 50 mil Daltons ou mais. Cada cadeia leve esta ligada a
uma cadeia pesada por pontes dissulfidricas. O nimero exato e as posi¢des
destas pontes entre as cadeias diferem entre as classes e subclasses de
Imunoglobulinas. Além disso, ambas as cadeias, leves e pesadas, possuem
uma regido variavel e outra cowstante, & imunoglobulina possui na
cadeia leve uma regido consjaatert@ variavel)(\D mesmo na
cadeia pesada, uma regiao congtantmgGrariavel)(\Existem dois
tipos de cadeias levieappdk) e alambd@ ). Em humanos, 60% das
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cadeias levas do tipc&appae 40% s&o do tigambddDs primeiros

110, ou mais, aminoacidos da regido aminoterminal das cadeias leves ou
pesadas variam muito entre os anticorpos de especificidade diferentes e por
isto sdo chamadas de regido variavel.

A molécula de imunoglobulina pode ser digerida por enzimas
proteoliticas. A digestao pela papaina quebra a molécula em trés fragmentos
(FRgura 5): dois fragmentos ch&ahd&agment antingen bjnglireg
se liga ao antigeno especifico, e um fragmentoFdd fraagnewib
ciystallizabfeagmento cristalizavel),mpar torstais quandazgnado
em locais frios. Os fragmabtsed&d-0s que contém as cadeias leves (L)
completas, emparelhadas com os dominios V (variavel) e C (constante) da
cadeia pesada, enquanto o Fc, contém apenas o dominio C (constante). A
papaina cliva a molécula na porcdo aminoterminal das pontes de enxofre,
permitindo que as metades carboxiterminais da Fc permanecam unidas, dei-
xando o fragmento Fc livre. Ja a pepsina, cliva na mesma regido, mas na
porcao carbteminal das pontes dissulfridicas, prodab)jdoralé-
os dois bracos dos Ac permanecem unidos

Hgura 5. Estua basica de uma imunoglobimaag&ofdos fragmentos
pela digestdo enzimatica.
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5.1. Geragéao da diversidade na resposta imune
humoral e maturacdo da afinidade

Mesmo a resposta a um Ag simples é diversa, com muitas moléculas de
lgs, cada uma com afinidade Unica e especificidade acurada. Durante a organi-
zacao dos diferentes segmentos genéticos necessarios para produzir uma molé-
cula de Ig, combinagdes ao acaso dos diferentes componentes génicos produ-
zem uma enorme diversidade potencial.

Durante as fases iniciais do desenvolvimento do linfécito B, a IgM de
membrana € produzida como.rAceptianca de isotipo em células B
ocorre ao serem estimuladas pelo antigeno. Isto assegura a manutencédo da
mesma regiao variavel, garantindo a especificidade ao Ag correspondente,
expressa nos diferentes isotipos, aos quais orientam diferentes funcdes efetoras.
Uma diferenca basica entre o Ac produzido na resposta primaria e na res-
posta secundaria € a sua afinidade. O Ac da classe IgM, produzido para um
Ag na resposta primaria, tende a ser de afinidade relativamente baixa e pode
contar com uma avidez adicional, causada por sua estrutura pentameérica, para
ligar-se eficientemente ao Ag. Entretanto, a IgG e outras classes produzidas
na resposta secundaria tendem a ter uma afiviidiadesseltar que o
aumento gradual da afinidade do Ac pelo Agueduttrserdo no
curso de uma resposta, acontece no nddulo linfatico. Este fenébmeno
(maturacdo da afinidade) é a consequéncia da hipermutacdo somatica dos
genes de Ig acoplada com a selecéo das células B com Ig de superficie de
alta afinidade. A maturacéo da afinidade, no curso de uma resposta imune,
pode ser encarada como um processo darwiniano, requerendo primeiro a
geracdo de variabilidade nos receptores de células B e entdo a selecdo
daqueles com maior afinidade pelo Ag. Apds esse processo, as células B,
que se ligam ao Ag de modsuoeniido e sobrevivem a selecdo, saem
do centro germinativo do nodulo linfatico para tornarem-se células B de
memoria ou células plasmaticas secretoras de Ac.
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5.2. Distribuicdo e propriedades dos isotipos

Os agentes infectoparasitarios devem achar seus caminhos para a maior
parte dos locais do organismo hospedeiro, e 0s anticorpos também devem ser
amplamente distribuidos para conté-los. Os anticorpos séo distribuidos por
difusdo através de mecanismos especiais, para leva-los, por exemplo, para os
pulmdes e o intestino. Anticorpos de diferentefyisatifp®Eram
em locais diferentes. Os primeiros anticorpos a serem produzidos numa res-
posta imune humoral sdo sempre as IgMs. Estes sdo produzidos antes que a
célula B tenha sofrido hipermutacdo somatica; portanto, tendem a ser de baixa
afinidade, como visto anteriormente. Estas moléculas formam pentameros, cujos
10 sitios de ligacdo com o Ag podem se unir simultaneamente a antigenos
multivalentes, tais como os polissacarideos de parede celular bacteriana. Esta
estrutura pentamérica também torna a IgM capaz de ativar o complemento de
maneira mais eficaz, o que contribui para o controle mais eficiente de uma
infeccdo. Quanto a IgD, ndo se conhece muito bem a sua fung¢éo, mas parece
exercer um papel na diferenciacdo dos linfécitos B induzida pelo Ag. O
principal isotipo de imunoglobulina no sangue e nos fluidos extracelulares é a
IgG, considerando todas as subclasses (IgG1, 1gG2, IgG3 e IgG4). A lgG
tem propriedades diversas, dentre as quais, confere protecao ao feto, pois € a
Unica classe de imunoglobulina humana que pode ser transportada através da
placenta diretamente para a corrente circulatoria do feto. A IgG também atua
na neutralizac&o de toxinas, imobilizacéo de bactérias, sensibilizacdo para NK,
ativacdo do complemento e opsonizacao.

A IgA é a principal imunoglobulina presente em secrecdes externas,
como saliva, muco, suoo gastrico e lagrimas. Além disso, € a principal
imunoglobulina contida no colostro e no leite, e deve ser no neonato a
principal fonte de protecdo contra patdgenos no intestino. A IgA se divide
em duas subclasses, IgAl e IgA2. A IgA presente no plasma é encontrada na
forma monomérica e em pequenas concentracdes, enquané a forma dimérica
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encontrada em grandes concentracdes nas regides mucosas do organismo.
Estas previnem a invasao de bactérias ou a penetracéo de toxinas nas células
epiteliais. A IgE esta difundida de maneira moderada nos espacos extravasculares
e tem como principal propriedade a sensibilizacdo de mastdcitos e basofilos,
promovendo reacéo inflamatoria, através da liberacdo de mediadores quimicos
como a histamina, que, por sua vez, promove vasodilatacdo, permitindo a
passagem de Acs do vaso para a area lesada, e fatores quimioatraentes que
recrutam fagocitos para o local de infec¢do. Além disso, podem estar envolvi-
das em processos alérgicos e na ajuda para eliminacdo de helmintos, quando
sensibilizam eosinofilos.

Hgura 6. Estura dos cinco principais isotipos de imunoglobulinas humanas

5.3. Polimorfismo das imunoglobulinas

Quando uma Ig € usada como Ag, ela é tratada como qualquer outra
proteina estranha e faz desencadear uma respdstasaigidzido
Ac anti-lg que reconheca aminodcidos caradsetiptiim#\dainjeta-
do. Bmbém é possivel gerar Acs que reconhecem diferencas no Ac de
membros da mesma espécie e tal fenbmeno se deve a variacdo genética ou
polimdismo.ais variantes alélicas sao chaalatipg®lecpresentam
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pequenas diferencas polimorficas nos loci, que codificam as regifes constantes
das cadeias leves e pesadas. Contrastando com os Acs anti-isotipos, 0os Acs
anti alotipos reconhecerao Ig de um dado isotipo em alguns representantes de
uma dada espéaialiente, as variagdes na sequéncia dos epitopos de uma
Ig s&o conhecidas amhatipogHgura 7).

Rara a producao de Acs altamente especificos, a clivagem pela papaina
(Hgura 5) € essencial, pois esta enzima, como ja fonditteantetéor
a molécula antes das pontes de sulfeto, 0 que mantém a porcéo Fc inteira, e a
producdo dos Ac serdo altamente especificas contra a regido Fc daquele isotipo.
Quando se deseja uma molécula de Ac que nao reaja com o sistema comple-
mento e ndo se ém receptores para Fc dewupelulativa-se a Ig
com a pepsina, que corta depois das pontes de sulfeto, o que mantém a
fracdo @B’), integra, peitindo a ligacao especifica com o alvo desejado e
impossibilitando as a¢des efetoras caracteristicas do isotipo.

Hgura 7. Localizacdo das variacdes isotipicas, alotipicas na molécula de
imunoglobina.
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5.4. Anticorpos monoclonais

Em 1975, Georges Kohler e Cesar Milstein planejaram um método para a
preparacaoatdicorpo monocl¢Aalimg, através da fusdo da célula B ativada
normal produtora de anticorpo com uma célula do mieloma (uma célula plasmatica
cancerosa). Neste evento, produziram uma célula hibrida (hibridoma), que possuia
as propriedades de crescimento imortal da célula do mieloma e secretava o Ac
produzido pela célula B.

Os clones resultantes das células do hibridoma que secretam grandes quanti-
dades d&c m@odem ser indefinidamente cultivadas. Os hibridomas de células B
séo produzidos utilizando polietilenoglicol (PEG) para fusionar as células do mieloma
com as células B de animais que foram imunizados com o Ag, através do qual se
deseja produzir os anticorpos. As células do mieloma contribuem para o crescimen-
to imortal das células fusionadas, e as células B contribuem com a informacéo
genética para a sintese do Ac especifico de interesse. As condi¢cdes do procedi-
mento devem permitir seletivamente a sobrevivéncia e o crescimento somente dos
hibridomaar®tal, é utilizado o meio(Ripmantina, aminopterina e timidina).
Neste meio, a aminopterina bloqueia a sintese de DNAopelavia de
presenca de aminopterina, as células devem usar a via de salvamento, onde as
enzimas catalisadoras séo a fosforribosiltransferase hipoxantina-guanina (HGPRT) ou
a timidina quinase (TK), para produzirldniXNAutacdo em qualquer uma
destas duas enzimas blogueia a habilidade da célula em usar a via de salvamento.
Portanto, células do mieloma sorerfaspow séo deficientes para as enzimas
HGPRT ou TK, essenciais para a via de salvamento. Somente as hibridas irdo
sobreviypois a célula B contribui com a enzima que falta para a via de salvamento.
Embora as células B néo fusionadas sejam capazes de sobFeviver no meio HA
estas ndo vivem por periodosiextérsaaorrem.

ApOs a obtencao dos hibridomas, estes devem ser diluidos e distribuidos em
placas de cultura apropriada huma concentracéo de h§a@hlla por
procedimento nos dara a certeza de que o Ac produzido seja oriundo de
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um unico clone, pois como ndo existe meia célula, teoricamente, teremos um
pOCO vazio e outro com apenas umeitoélssa, Eada hibridoma, apos
multiplicacéo e producéo de Ac, sera examinado por teste sorolégico, tendo em
vista a identificacdo dos hibridomas desejados, ou seja, aqueles que sintetizam o
anticorpo monoclonal que reaja com o Ag correspontente. Uma vez identifica-
dos, os hibridomas sao induzidos a proliferacéo, tornando-se assim uma fonte
inesgotavel de anticorpos altamente especificos.

Os Ac mosao muito Uteis como reagentes para diagnostico, exames de
imagem e procedimentos terapéuticos na clanaaliagaasiicB, podem
ser utilizados na deteccao de gravidez, diagnostico de numerosos microrganismos
patogénicos, medidas de niveis sanguineos de varias drogas, tipagem sanguinea,
tipagem de antigenos de histocompatibilidade, caracterizacao fenotipica de diversos
tipos celulares e detec¢éo de antigenos produniicsdus ideteras. P
exemplo, para esse propésitaradiomarcados podem ser uiiliz@&dos
na deteccao ou localizacdo de antigenos tumorais, permitindo diagnésticos precoces
de alguns tumores primarios ou metastaticos nos pacientes.Aa imunoterapia, o
moespecifico para um determinado Ag tumoral de superficie, acoplado com um
guimio ou radioterapico, pode ser potente agente terapéutico.

6. Sistema completo

O nome complemento foi originado a partir da atividade complementar de
proteinas na acdo bactericida de alguns Acs. O sistema complemento € um comple-
X0 proteico existente no plasma, sob a forma inativa, constituido por substancias
termol&abeis e/ou termoestaveis; e que tem como fungéo a eliminacdo de um agente
estranho pela ativacdo de mecanismos inespecificos, que se constitui de:

« Fagocitosapuando algumas proteinas ativadas do complemento unem-se

a bactérias, opsonizando-as para ingestdo pelos fagocitos portadores de
receptores do complemento;
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» Reacdo inflamatogaando os pequenos fragmentos de proteinas
promovem eventos vasculares e recrutam fagocitos ao local da ativida-
de inflamatoria

» Lise quando uma vez desencadeada a cascata, 0s componentes terminais
do complemento lesam certas bactérias, virus e células com a formacéo de
poros na membrana celular

Além dessas trés funcdes, o sistema complemento também € responsavel
peladepuracéo imumge consiste na remocao de complexos imunes da circulacao
no baco e no figado. Este sistema, com cerca de 30 proteinas ou mais, interage por
ativacdo enzimatica. O complemento pode agir sozinho ou com Ac e sao conheci-
das 3 vias, a classica, a alternativa e a via das lectinas. A via classica é ativada por
complexos imunes, enquanto as vias alternativa e das lectinas séo ativadas por
microrganisnum$ad as vias de ativacéo convergem para uma etapa final de reacao
em cadeia denomsmaplegncia confidgura 8).

Hgura 8. Ms de ativacao do sistema complemento
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No processo de ativacao, gue envolve uma série de etapas proteoliticas,
uma proteina precursora inativa é clivada para fornecer um grande fragmento
ativpesta se une a superficie celular e contribui para a préxima clivagem, e
um pequeno fragmento peptidico que é liberado serve como mediador de
resposta inflamatéria. Cada uma das trés vias de ativacao gera uma convertase
de C3 por um caminho diferente, determinando que as principais moléculas
efetoras e os eventos tardios sejam 0os mesmos para as trés vias. E importante
lembrar que a ativacao inadequada e a persisténcia dos efeitos inflamatorios
sao potencialmente prejudiciais ao organismo, de modo que a sua regulagao
precisa ser bem rigorosa. E uma das maneiras de controle se resume ao
pouquissimo tempo que 0s conmyobagaepermanecem ativos (milési-
mos de segundos), a menos que sanhiguaidieie celul&dém da
curta vida-média dos fragmentos do complemento, existem varios pontos na
via de ativacdo, nos quais podem atuar proteinas reguladoras, o que previne
a ativacao inadvertida do complemento sobre células do hospedeiro e evita a
les@o de células do organismo.

Quanto a nomenclatura, todos os componentes da via classica séo
designados pela letra C, seguida por uma designacdo numérica simples: C1,
C2. Os componentes foram numerados pela ordem de descoberta e ndo
segundo a sequéncia de reacbes (C1, 4, 2, 3, 5, 6, 7, 8 € 9). Quanto
aos produtos de clivagem, sdo designados por letras mindsculas, onde o
maior fragmento recebebgéairato o fragmento C2, que recebe a letra
a) e o menarletra Os componentes iniciais danvédiaiEn vede
serem numerados, sao indicados pelas letias Byaa(saudgsodu-
tos de clivagem também séo designadosipelasolet@a® maior
fragment@®e o mendBa Quanto aos componentes ativados, recebem
uma linha horizontal spperisemploBh
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6.1. Ativacdo da via classica

O componente C1 € um complexo formado por trés proteinas C1q,
C1lre Cls. Umavez formado o complexo Ag-Ac, o componente C1q se
liga na regido Fc do Ac, dando inicio a uma reacdo em cascata, onde C1q
ativa duas moléculas de C1r capazes de se ligar a outras duas de Cls,
resultando no comp(&kq-C1s-C1r-C1r-Clgue é uma serina
protease. Desta foGtiaatua em C4 e C2, dissociando-as em C4a e
C4b, C2a e C2b. Nesta etapa, a un@dodeC2b(em alguns livros,

C2a) forma a C3 convertase. ApoOs a forng;dordeertgsesta

cliva C3 em C3a e C3bCQ3¢ a fracdo mais abundante no plasma e o

mais importante entre os componentes do complemento, pois inumeras
moléculas de C3b podem se ligar a superficie de um patdgeno. Alguns
fragmentos C3b se ligam a receptores da membrana e atuam como opsoninas,
facilitando a fagocitose, outros fragmentos de C3b se ligam a C3 convertase,
originando a C5 convertase (C4bC2bC3b) da via igassigp (F

que vai atuar em C5 dissociando-o em C5a e C5b. Com a dissociagao de
C5, inicia-se uma etapa comum a todas as vias de ativacdo do complemen-
to, onde a fracdo C5b interage com C6, que abre um sitio de ligacdo para
C7. Por sua vez, o commple5bC6C7 deposita-se na fétipeda

membrana e abre o sitio de ligacéo para C8, que penetra na membrana da
célula. O C8, entéo, abre um sitio para C9, que, apés a ligacao de vérios
C9, forma um canal transmembranico ou poro hidrofilico, chamado de
complexo de ataque a membrana (MAC), ocasionando lise celular e
desequilibrio osmoético. E importante ressaltar que no curso da cascata do
sistema complemento, os fragmentos menores C4a, C2a, C3a e Cha
liberados no intersticio, sdo potentes mediadores inflamatorios.
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Hgura 9. Ativacdo da cascata do complemento pela via classica.
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6.2. Via das Lectinas

A via das lectinagifFa 10) € semelhante a via classica. As lectinas sao
proteinas, ou glicoproteinas, que se ligam a carboidratos e podem ativar a via
classica do complemento na auséncia do complexo antigeno-anticorpo. A
principal lectina é a proteina ligadora dsiBiangse {az o papel de
Clqg ao se ligar a residuos de carboidratos da superficie de uma bactéria
ativadora ou outras substancias. A MBL esta associada com duas pré-enzimas
MASR1 e MASP2 (Serinar&tease Associada a MBL). Quando a MBL
se liga aosgamentos manasetss nos carboidratos bacterianos, MASP
1 e MASP2 séo ativadas e continuam a ativar a via classica.
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Hgura 10. Ativacéo da cascata do complemento pela via das lectinas

6.3. Via Alternativa

Com xecéo da etapa inicial, os eventos dethadfara 11)
sdo homologos aos da via classica e das lectinas. A via alternativa é constante-
mente ativada, em taxa muito reduzida, a qual aumenta drasticamente na pre-
senca de superficies ativadoras adequadas, como as membranas celulares de
microrganismos. Esta via pode ser ativada pela ligacdo do C3b ou de uma
forma hidrolizada espontaneamente, conhecida como iC3b, a superficie do
patdgeno. Este se liga ao fator B, formando C3bB, componente suscestivel
ao fator D, uma protease do plasma. O fator D cliva o componente B em Ba
e Bb, onde Bb permanece ligado ao C3b, formando a molécula C3bBb que
€ a C3 convertase da via alternada. A C3 convertase da via alternativa produ-
zira mais C3b, tornando o sistema mais ativo, pois muitos fagocitos possuem
receptores para este componente. A C3 convertase da via alternativa é extre-
mamente instavel e, por isso, costuma sofrer rapida dissociacédo. No entanto,
uma proteina plasmatica denominada properdina se liga a esta convertase e a
estabiliza, diminuindo sua degradacao e permitindo a continuacdo da cascata.
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Nesta via, alguns C3b se ligam ao C3bBb e formam a C5 convertase da via
alternadzBh,Bb ou C3bBbC3Este complexo cliva C5 em C5a e C5b,

dando inicio a sequéncia comum, onde C5b inicia o complexo de ataque a
membrana, ligesela C6, C7, C8 e CAdkra 12).

Hgura 11. Ativacdo da cascata do complemento pei@aia alter

Hgura 12. Sequéncia final da cascata do complemento comum a todas as vias
de ativacéo, onde C5b inicia o complexo de atague a membrana, ligando-se a
C6, C7, C8 e C9.
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7. Complexo principal de histocompatibilidade

Todo organismo multicelular possui algum sistema de defesa que distin-
gue agentes infectoparasitarios e elimina-os do hospedeiro. Mais ainda, os
grandes vertebrados tém um sistema imune mais evoluido que pode discriminar
0 gque € estranho e fazer uma resposta seletiva para 0 mesmo. A vantagem de
tal imunidade especifica é a rapida adaptacdo do sistema imune aos agentes
patogénicos que sdo mais frequentemente encontrados no meio ambiente lo-
cal. Esta capacidade € conseguida através do complexo principal de
histocompatibilidade, cujos produtos desempenham um papel no reconheci-
mento intercelular e na discriminac&o entre o proprio e ndo proprio. A identi-
ficacdo das moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC)
aconteceu pela investigacdo da sua funcdo na resposta imunologica aos tumo-
res, na rejeicao de transplantes de pele e no controle da resposta imune.

7.1. Estrutura das moléculas do MHC

Os genes que codificam as moléculas do MHC estéo localizados no
cromossomo 6 humano e no 17 em camundongos, denominados antigenos
leucocitarios humanos) (#lde histocompatibilidade (H-2), respectiva-
mente. O MHC pode ser dividido em quatro subconjuntos de genes ou
classes: classes |, I, |Benidb os de classe | e Il ligados ao processamento
e apresentacao de antigenos, enquanto os genes que compdem as classes lll e
IV codificam para outras proteinas, estando algumas relacionadas com a res-
posta imune, tais como componentes do sistema complemento, algumas citocinas,
etc. Em humanos, existémoityés codificam as moléculas de classe |, os
quais sado denominadasfHHLA-B e HIA-C, e tréfocigénicos do
MHC de classe II, que sdo denominaddRHILA-DQ e HIA-DR
Normalmente, um individuo herda duas copiasudgE nada(um de
cada progenitor). Assim, em humanos,/temdeskese | e fmisle
classe llodos esséxiapresentam alto grau de figiimoou seja,
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apresentam multiplos alelos na populacdo. As moléculas do MHC de classe I,
gue estao presentes na maioria das células nucleadas, sdo reconhecidas princi-
palmente pelo TCR de linfocitos T CD8, ao passo que as moléculas de classe

I, presentes principalmente na superficie das células apresentadoras de antigenos
profissionais, sdo reconhecidas pelo TCR dos linfocitos T CDA4.

7.2. MHC de classe |

As moléculas do MHC de classe | sdo expressas na membrana celular
da maioria das células nucleadas dos vertebrados. Sua estrutura é constituida
por uma cadei@/fade aproximadamente 45kDa, que atravessa a membra-
na plasmatica. A outrdZ anicroglobulina de 12kDa que se encontra
fracamente ligada a membrana. Os genes que codifitamavebdeia
estao localizados dentro da regidao genémica do MHC, enquanto os genes
gue codificam2amicroglobulina (invariavel) estdo localizados fora da regido
do MHC no cromossomo 15 humano. Aacadigienada por trés
segmentas, a2 ea3. A regido em que o peptideo se liga corresponde a
regido amino-terminal e € composta peloa segpegos formam
uma fenda ou bolsa onde ele se encaixa. O tamanho dessa fenda permite ligar
peptideos de 8 a 11 aminoacidos e corresponde a regido do MHC de classe
| que interage cor@B o linfécitoRbr essa razao, os antigenos proteicos
precisam ser processados para gerar peptideos, pequenos o suficiente para se
ligarem a molécula do MHC. A regido invariavel, que corresponde ao seg-
menta3, se liga ao mereptor CD8 do linfécites§a ligacdo confere a
especificidade da molécula de classe | com a c@lulmmiGiag.
também se liga de forncavelente a molé@#aicroglobulina, sendo
esse complexo estabilizado pelo peptideo processado que se liga nos domi-
niosal e a2 (Hgura 13). Somente nessa festavel a molécula do
MHC de classe | é expressa na superficie das células.
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7.3. MHC de classe Il

As moléculas do MHC de classe Il também s&o expressas na membrana
celulaMas estas s#pressas na fisfgede células apresentadoras de antigenos
profissionais. Essas células incluem as células dendriticas, os macrofagos e os linfécito:
B. A molécula de classe Il é formada por amacd@ddiscadeia tem
32-34kDa, enquanto a cadem 29-32kDaiffara 13). As duas cadeias do
MHC de classe Il sé&o codificadas dentro da regido gendmica do MHC e ambas
séo polinfiéas, ou seja, sdo variaveis. Aa edgeiaporcaateacelylar
possuem domélosa?2 ebl eb2, onde a por¢éo variavel das duas cadeias
séo os segmeaniosbl, confane pode ser vistagquad13. Os dominios
al ebl interagem para formar a fenda de ligacéo ao peptideo, que estruturalmen-
te é bastante similar a molécula do MHC de classe I. Esta fenda, ou bolsa é onde
se encaixa o peptideo a ser apresentadassicg)uario é de se esperar
esta também ¢é a regido da molécula do MHC de classe Il que apresenta maior
variabilidade. Na molécula de classe I, as extremidades da fenda de ligacéo do
peptideo séo abertas, o que permite a ligacéo de peptideos de 10-30 aminoacidos,
mas pode ocorrer ligacdo de peptideos maiores, 0 que ndo acontece com a
molécula de classe | que tem as extremidades fechadas.

Hgura 13. As trés classes de genes no MHC huxpaessaoades
produtos de classe | e Il.
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7.4. Processamento e apresentacdo de antigenos as células T CD8

Antigenos apresentados pelas moléculas de MHC de classe | séo, na
maioria das vezes, gerados dentro da mesma célula que produziu a molécula
de classe I. Os peptideos gerados sdo derivados de proteinas que se encon-
tram no citosol da célula, que podem ser da propria célula, de origem viral ou
de outros microrganismos intracelulares e antigenos tumorais. Os antigenos, em
geral proteinas presentes no citoplasma, sdo degradados em peptideos por um
complexo multiproteolitico denominado proteassoma. Esses peptideos sao trans-
portados do citoplasma para o reticulo endoplasmatico rugoso por intermédio
de uma proteina transportadora de Ry@w&ptideos transporta-
dos pelaAP para dentro do reticulo endoplasmatico se ligam a molécula
nascente do MHC classe I, tornando-a estavel. Assim, o complexo resultante,
MHC classe | e peptideo, deixam o reticulo endoplasmatico e movem-se para
o complexo de Golgi, do qual é transportado para a superficie da célula onde
€ reconhecido pela célula T CD8.

7.5. Processamento e apresentacdo de antigenos as células T CD4

As moléculas do MHC de classe Il também se ligam a peptideos
originados da degradacéo proteica, mas, geralmente, os peptideos resultam da
protedlise de moléculas endocitadas ou particulas fagocitadas pelas APC. As
particulas séo internalizadas em vesiculas intracelulares, denominadas endossomas
gue se fundem com lisossomas, contendo enzimas proteoliticas. A vesicula
resultante dessa fusdo é chamada fagolisossoma. O processo de degradacéo
do antigeno ocorre em condicfes acidas, que é o pH 6timo para a acao das
enzimas proteoliticas, e os peptideos originados da degradacéo se ligam na
fenda da molécula do MHC de classe Il. Quando recém-sintetizada no reticulo
endoplasmatico, a molécula do MHC de classe Il tem a fenda protegida por
uma proteina denominada cadeia invariante (li). Desse modo, a fenda do
MHC classe Il ndo pode acomodar peptideos presentes no reticulo
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endoplasmatico. Essa molécula de classe Il €, entdo, direcionada para os
fagolisossomas, onde se encontram 0s peptideos exdgenos resultantes da
protedlise dos antigenos. Nos fagolisossomas, as enzimas proteoliticas digerem
a cadeia Il; porém, ndo totalmente, restando o fragmento chamado peptideo
de classe Il, associado a cadeia invariantéa@SLUIRssociated invariant

chain peptjd€om a remocéo do,QldiPmeio da molécula-BIM,

0 peptideo processado pode se ligar a fenda da molécula de classe Il e ser
reconhecido especificamente pelos linfocitos T CDA4.

8. Resposta celular e resposta humoral

Se a resposta inata for suficiente para anular a acdo de um agente
infectoparasitario, ndo ocorrera ativacao da resposta imune adaptativa e, por-
tanto, ndo foara memadria imunivaati® lado, casoragqoersisténcia
da infeccao, devido aos mecanismos de escape desse agente, havera a neces-
sidade da ativacdo da resposta imune adaptativa. Em fungcdo da natureza do
agente infectoparasitario e da forma com que seus antigenos séo processados,
a resposta imune adaptativa pode seguir dois caminhos distintos, que levam a
proliferacdo de células CD8+ (resposta celular predominantemente Thl) e a
secrecao de anticorpos por células B e plasmacitos (resposta humoral predomi-
nantemente Thady@Fa 14). Thl e Th2 ndo s&o sinbnimos de resposta
celular e humoral. Existe predominio, mas células Th2 sédo funcionais, e existem
anticorpos IgG ligados ao Thl.

A imunidade mediada por células se desenvolve por uma rede de
interacOes que resulta em defesa contra microrganismos que sobrevivem dentro
de fagdcitos ou de outras células. Os antigenos de patdgenos processados no
citosol, fora de vesiculas 4cidas, sdo conduzidos até a superficie celular pela
molécula de classe | e apresentados para as células T CD8+ que eliminam
diretamente a célula infectada, enquanto os antigenos de patégenos processa-
dos em vesiculas acidas sdo apresentados pelas moléculas de classe Il as células
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T CD4+, que podem se diferenciar em dois tipos: CD4+Th1l, que ativam
células mononucleares (macroéfagos e linfocitos) e CD4+Th2, que induzem a
proliferacdo e diferenciacdo das células B em plasmadcitos produtores de
anticorpos.

Hgura 14. Esquema geral da resposta celular e humoral

8.1. Resposta celular e 0 mecanismo de agdo das células T CD8+

Os linfécitos T CD8+ ativados se diferenciam em células T citoliticas
(CTL), que destroem somente as ceélulas portadoras do antigeno associado a
produtos de classe | do MHC, ndo danificando a célula vizinha durante o
evento. O mecanismo de acao pode ocorrer pela lise diesizratiavés das
perforinasgranzimasymo também pela induc@ojpk®sdéNo primei-
ro processo, apos a ligacdo do TCR/CD3 com o antigeno via MHC |, os
microtubulos da célula CD8+ se movem para a area de contato com a célula
alvo, e os granulos contendo as enzimas citoliticas também se aglomeram nesta
regido. Neste contato, as proteinas formadoras de poros (perforinas) entram
em contato com concentracdes de Ca++ e sofrem polimerizacdo. Esta
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polimerizacdo forma um canal permeavel a ions na membrana plasmatica da
célula alvo, levando a um desequilibrio osmdic@ae b3eAEm de

lise direta, as células CD8+ CTL produzequé-dstimula a atividade

fagocitaria de macréfagos, inibe diretamente a replicacdo de virus e induz a
expressao de moléculas de classe I. O segundo mecanismo de destrui¢do de
célula-alvo envolve a interacdo da moléculadjgkemerdmaalsE e

presente no CTL, com a maao@®B5), presente na célula alvo. Essa

interacdo leva a célula-alvo a apoptose, que também pode ser induzida pela
acao das granzimas. Neste evento, as células acometidas condensam o citoplasma
e a cromatina, formando os corpos apoptoticos, que serdo fagocitados rapida-
mente por células vizinhas sem a formacao de reacado inflamatoria adjacente
(Hgura 15). Um efeito adicional da apoptose é a ativacao de enzimas celulares
que degradam genomas virais em até 200 pares de bases e seus multiplos.

Hgura 15. Necrose e apoptose induzidas por células T citotoxicas
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8.2. Mecanismo de acao das células CD4+ Thl e CD4+ Th2

Alguns microrganismos Mgoubacteritspp sdo patdgenos
intracelulares que crescem em vesiculas, onde séo parcialmente protegidos da
acao dos anticorpos e das células CD8 CTL. Estes normalmente inibem a
fusdo destas vesiculas com o lisossomo, prevenindo sua destruicdo. Diante
disso, esses microrganismos séo eliminados normalmente quando estas células
séo ativadas através de citocinas inflamatoriag, prodazdbigelas
células CD4+Th1.

O processo de ativacao, através do contato dos macréfagos com as
células CD4+Thl, gera uma série de ac¢des bioquimicas que convertem o
macrofago numa potente célula anti bacteriana. Estas rea¢cfes séo: fusédo do
fagossomo com o lisossomo, expondo as bactérias as enzimas lisossomais;
aumento da expressao de MHC de classe | e classe Il; expressao de receptor
de TNFa e secrecéo de T\ Igue junto com o IgNsinergiza para o
aumento da acéo bactericida, resultando na producéo de 6xido nitrico (NO)

e oxigénio reativg)(@ecrecao de IL-12, que orienta a diferenciacao de

células ThO para Th1l; e secrecdo de IL-10, que inibe a progleicdo de IFN-

serve para amortecer os efeitos lesivos da ativacdo exacerbada de macrofagos
nos tecido®uando um patdégeno resiste aos efeitos iniciais da resposta imune
celulapode-se evoluir para uma inflamacéo cronica, consistindo intenso infiltrado
mononuclear e proliferacdo de tecido conjuntivo caracteristico de inflamacéo
inespecifica ou por um padréo de inflamacéo crénica que se distingue pela
formacgé&o de granuloma que se caracteriza por agregados de macrofagos ativados,
0S quais assumem uma aparénda @ptelidados por linfoches T

guentemente, mas néo invariavelmente, células gigantes multinucleadas, que
derivam da fuséo de varios macréfagos, sdo encontradas em granulomas mais
antigos. As células CD4 Th1l e Th2 participam regulando tais granulomas com
producédo de citocinas inflamatorias e anti-inflamatorias, prevenindo a dissemi-
nacao dos patégenos e lesdes tissulares.
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8.3. Resposta humoral

Muitas bactérias importantes nas doencas infecciosas humanas se mul-
tiplicam nos espacos extracelulares do organismo, e a maior parte dos
patdégenos intracelulares se dissemina de uma célula para outra atraves dos
fluidos extracelulares. A resposta imune humoral conduz a destruicdo dos
microrganismos extracelulares e seus produtos, como, por exemplo, as
toxinas; além de também prevenir ou diminuir a disseminacéo das infeccdes
intracelulares, atravésuticalizacdesses agentes. Os anticorpos tam-
bém facilitam o reconhecimento de microrganismos por células fagocitéarias,
permitindo que assim sejam ingeridos e digeridos, cistenaivam o
complementootencializando a opsonizacéao, recrutando células inflama-
térias para o local da infeccéo e lisando certos microrganismos pela forma-
¢cao dos poros em suas memlyareasq)-

Hgura 16. Alguns mecanismos efetores da resposta mediada por anticorpos
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Nesta resposta, a ativagdo das células B e sua diferenciacdo em células
plasmaticas secretoras de imunoglobulinas é deflagrada pelo antigeno especifico e
requer a participacao de células Ciguieh24}F; que também controlam a
mudanca de isotipo e desempenham papel importante na hipermutacéo somatica, o
gue é necessario para a maturacdo da afinidade dos anticorpos, que ocorre no curso
da resposta humoral. A imunoglobulina de superficie funciona como receptor de
antigenos, ou BCR, e realiza dois papéis na ativacao: a transducéo de sinal direto
para o interior da célula, quando se une ao antigeno e a conducéo desses antigenos
aos sitios intracelulares, para ser degradado e levado a superficie do linfocito B,
onde, por sua vez, sao reconhecidos por CD4 Th2 antigenos especificos. Esta
resposta dependente da célula T é chiemddpatelente (T.0prém,
alguns antigenos, como os lipopolissacarideos (LPS) bacterianos, podem ativar
diretamente linfécitos B, e tal resposta é thawiademndente (TI).

Anticorpos de alta afinidade neutralizam toxinas, virus e bactérias. Mas,
podem nao resolver o problema, pois muitos agentes nao sao neutralizados pelos
anticorpos e devem ser removidos por outros meios. Assim, o papel dos anticorpos
nestas situacdes € ativar outras células (células efetoras acessorias), que tenham
receptores para Fc de Imunoglobulina. Dentre essas, podemos citar macrofagos e
neutrdéfilos, que ingerem bactérias recobertas por IgG; assim como as NK, que
lisam diretamente parasitos recobertos por IgG; e ainda células infectadas com virus,
recobertas também conald&hdmeno acontece por um mecanismo denomi-
nado citat@lade celutiEpendente de anticorpo (ADCC). Além da ADCC,
via IgG, exercida pelaoNHgsmo fendmeno pode ser observado por meio da
IgE, onde as cékitagdxicas sdo os eosinofilos, e a importancia da ADCC via
IgE se deve ao fato de que alguns parasitos ndo sdo mortos diretamente por
fagocitose, somente através dos mediadores liberados por estas células. A IgE
também participa na sensibilizacéo e ativacdo de mastocitos promovendo liberacao
de substancias que dilatam vasos sanguineos e recrutam células inflamatorias.
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9. Resposta imune aos agentes infectoparasitarios

O ambiente em que vivemos é povoado por muitas espécies de
microrganismos onde uma pequena parcela tem a capacidade de causar
doencas. O sistema imune evoluiu no sentido de promover agdes que
resultem na defesa contra estes microrganismos, contribuindo para a recu-
peracdo e manutencdo da homeostase. Os agentes infectoparasitarios dife-
rem em sua patogenicidade e viruléncia. A patogenicidade refere-se a
capacidade de um organismo causar doenca, e a viruléncia € o grau de
patogenicidadettBnto, a patogenicidade depende das caracteristicas do
agente, do estado imunitario do hospedeiro e dos determinantes
socioambientais. Em individuos com sistema imunitario normal, os agentes
infectoparasitarios devem ser suficientemente virulentos para se estabelecer
e causar infeccaooBtro lado, individuos com sistema imunitario debili-
tado, agentes pouco virulentos, tais como 0s comensais, podem causar
lesBes graves. Neste topico serdo abordados os principais mecanismos de
resposta as acdes dos virus, bactérias, protozoarios e helmintos que parasitam
0 organismo humano.

Os virus sdo microrganismos intracelulares obrigatorios, que se repli-
cam no interior das células e podem causar lesao tecidual e doenca, por
varios mecanismgsrégEl7). A replicacéo viraleargerom a sintese e
com as funcdes normais das proteinas celulares, levando a leséo da célula
infectada e a morte. Este é o efeito citopatico, e se diz que a infeccédo é
litica. Virus néo citopaticos podem causar infec¢des latentes, durante as
guais residem nas células do hospedeiro e produzem proteinas estranhas ao
mesmo tempo em que estimulam a imunidade especifica. Em decorréncia,
as células infectadas sé@o reconhecidas e mortas pelas células CTL. As
proteinas virais também podem estimular as reacdes de hipersensibilidade
tardia (DTH), e a leséo celular € uma consequéncia direta das respostas
imunes fisioldégicas contra os virus.



62 | Conceitos e Métodos parma¢ao dedfissionais em Laboratorios de Saude

Hgura 17. Mecanismos pelos quasslesiuitam as células

Os principais mecanismos de imunidade inata aos virus envolvem a
estimulacéo direta de/bfpélas células infectadas, que funcionam inibindo
a replicacéo viral e lise das células infectadas pelas células NK. Além desses
mecanismos, a ativacado do sistema complemento e a fagocitose servem para
eliminar virus de locais extracelulares. Na imunidade especifica, combina-se a
resposta celular com a resposta humoral. Os anticorpos especificos se ligam as
proteinas do envelope ou do capsideo, impedindo a fixacdo do virus na célula
hospedeira e, consequentemente, impedindo suaigemetério (F
Além disso, os anticorpos IgG opsonizantes também podem potencializar a
remocao pela fagocitigsegA6) ou dasgdo das células infectadas atra-
vés da ADCC via células NK. Embora os anticorpos sejam importantes na
imunidade contra virus, eles ndo séo suficientes para eliminar infecgdes virais.
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Contudo, principal mecanismo contra uma infeccéo viral estabelecida é atra-
vés de uma resposta celular via CD8+ citoliticos especificos, que destroem as
células infectadas, estimulam a acdo de enzimas intracelulares que degradam
genomas virais e secretam citocinas com acgao de interferon.

As bactérias extracelulares causam doenc¢a de duas maneiras: induzindo
reacdo inflamatoria que resulta na destruicdo tecidual no local da infeccéo e
produzindo toxinas, que possuem diversos efeitos patoldgicos. Estas podem
serendotoxingsomponentes da parede celular bactexat@®irmas
(ativamente secretadas pelas bamtiends).aB respostas imunes contra
bactérias extracelulares visam eliminar a bactéria e o efeito de suas toxinas.

O principal mecanismo de imunidade inata € a fagocitose por neutrofilos,
monaocitos e macréfagos, mas a resisténcia destas bactérias a fagocitose e a sua
digestdo é um determinante na viruléncia. A ativacdo do sistema complemento
na auséncia do anticorpo é importante, pois a producdo de C3b opsoniza a
bactéria e favorece a fagocitose. O MAC lisa diretamente a bactéria e os
subprodutos do complemento (fragmentos menores), que participam da res-
posta inflamatoria recrutando e ativando leucocitos. A imunidade humoral es-
pecifica € a principal resposta protetora contra essas bactérias e consiste do
reconhecimento de antigenos proteicos por células CD4+ Th2, apresentados
via MHC de classe Il. Os anticorpos especificos, além de neutralizarem bacté-
rias e suas toxinas, impedindo sua ligacdo as ceélulas alvo, ativam o sistema
complemento potencializando suas acoes.

Quanto as bactérias que sobrevivem no interior de células hospedeiras,
as mais patogénicas sdo aquelas que sobrevivem no interior dos macrofagos,
como as microbactéraseiém praticamente inacessiveis aos anticorpos, sua
eliminac&o requer mecanismos diferentes daqueles observados para bactérias
extracelulares. O principal mecanismo de imunidade inata contra essas bactérias
€ através da fagocitose, mas estas podem ativar diretamente ou indiretamente
células NK, que promovem uma defesa precoce contra bactérias intracelulares
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antes da resposta especifica. A principal resposta especifica contra essas bacté-
rias € a resposta ¢eloaratuacao de células Thl (CD4+ e/ou CD8+)

gue estimulam os macréfagos a produzirem diversas substancias bactericidas.
Desta maneira, as células CD4+ Thl e CD8+ Thl atuam em conjunto na
resposta celular contra bactérias intracelulares e o mecanismo exercido por uma
pode complementar o da outra. E importante salientar que a ativacdo de
macréfagos também pode causar leséo tecidual, manifestada pela reacdo de
hipersensibilidade tardia (DTH ou HT), assim como as observadas nas infec-
cOes virais e em outros agentes infectoparasitarios.

Em termos muito genéricos, os anticorpos sdo mais eficazes contra os
parasitos extracelulares e 0s0Gifa s intracelulares. Em outras pala-
vras, as citocinas produzidas pelas células T CD4+ podem ser importantes
na determinacdo do resultado da infec¢cdo, uma vez que as células Thl e
Th2 possuem um perfil de citocinas contrastanteregdiagamtra
mostrando que o papel das células Thl e Th2 na determinacéo do resultado
da infeccdo sugere que as respostas das células Thl levem a morte dos
patdogenos intracelulares e que as respostas das cétnlagsTh2 elimin
patogenosteacelularesddvia, isto € muito mais uma simplificacéo dida-
tica do que o quadro real.

O tipo de resposta que conferira maior protecdo depende da natureza
e da fase evolutiva do parasiteer®plo, o anticorpo por si so, ou
combinado com o complemento, pode danificar alguns parasitos extracelulares,
mas sera sempre melhor quando atuando com uma célula efetora. Diferentes
mecanismos efetores atuardo em uma unica infec¢ao contra os diferentes estagi-
os do ciclo de vida do parasito. Assim, na malaria, os anticorpos contra as
formas livres bloqueiam sua capacidade para invadir novas células, mas as
respostas mediadas por células impedem o desenvolvimento da fase hepatica
nos hepatocitos. A imunidade protetora na malaria néo se correlaciona simples-
mente com 0s niveis de anticorpos e pode até ser induzida na auséncia deles.
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O parasito precisa superar os mecanismos de defesa preexistentes no
hospedeiro, para que possa se estabelecer com sucesso antes da iniciagdo da
resposta imune especifica do hospedeiro. O complemento exerce um papel
nesta fase, uma vez que varios tipos de parasitos, incluindo os vermes adultos
e as larvas infectantes, possuem moléculas em sua superficie de revestimento
gue ativam a via alternativa. Macréfagos, neutrofilos, eosindfilos e plaquetas
constituem a primeira linha de defesa. Anticorpos e citocinas, produzidos
especificamente em resposta aos antigenos parasitarios, potencializam as ativi-
dades antiparasitarias de todas estas células efetoras. Entretanto, os macrofagos
teciduais, monadcitos e granulécitos possuem alguma atividade intrinseca antes
mesmo da potencializagao.

Os tripanossomos e os parasitos da malaria (plasmaédios) que penetram
no sangue sao removidos da circulacéo por células fagociticas no figado e no
baco. Antes de agirem como células apresentadoras de antigenos na iniciacao
de uma resposta imune, os macrofagos atuam como células efetoras que inibem
a multiplicacéo dos parasitos ou até mesmo os destroem. Estas células também
secretam moléculas que regulam a resposta inflamatéria e potencializam a imuni-
dade através da ativacdo de outras células. A fagocitose pelos macréfagos
fornece uma defesa importante contra os parasitos menores; entretanto, estas
células também secretam muitos fatores téxicos que permitem a destruicdo dos
parasitos sem a internalizacdo. Quando ativados pelas citocinas, os macrofagos
podem destruir parasitos extracelulares relativamente pequenos, como 0s esta-
gios eritrocitarios do plasmaodio, e também os parasitos maiores, como 0S
estagios larvais do esquistossomo. Os macréfagos também atuam como células
exterminadoras através da ADCC.

A ativacdo dos neutrofilos e macrofagos € uma caracteristica geral dos
estagios iniciais da infeodas. a funcdes efetoras dos macrofagos sao
potencializadas logo apoés a infeccdo. Embora sua ativacao especifica seja induzida
por citocinas secretadas pelas cémtat-f GM-CSFIL-3 e 11:4,
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mecanismesdependentes também podem ativa-los. Neste caso, células
NK secretam ffefando estimuladas pela IL-12 produzida pelos macréfagos.

As propriedades efetoras exibidas pelos macréfagos também podem ser
apresentadas pelos neutrofilos. Os neutrofilos séo células fagociticas que po-
dem destruir os agressores, seja por mecanismos dependentes de oxigénio,
seja por independentes, como o 6xido nitrico. Os neutrofilos produzem uma
exploséo oxidativa mais intensa do que os macréfagos e seus granulos secretores
contém proteinas altamente citotdxicas. A destruicao extracelular pelos neutrofilos
€ mediada poj0; enquanto os componentes granulares estéo envolvidos
na destruicdo intracelular dos organismos il@ernalinaditiss estdo
presentes nas lesdes inflamatorias causadas por parasitos e provavelmente atuando
na eliminacdo desses parasitos das células rompidas. Como os macréfagos, 0s
neutrofilos possuem receptores para Fc e receptores para complemento e
podem participar das reacdes citotoxicas dependentes de anticorpo, a fim de
destruir as larvassdeistosoma marmangxemplo. Dessa forma, os
neutroéfilos sdo mais destrutivos do que os eosindfilos para varias espécies de
nematddeos, embora a eficacia relativa dos dois tipos celulares possa depender
do isotipo e da especificidade do anticorpo.

Os eosindfilos estdo associados a infec¢des helminticas e se encontram
envolvidos especificamente na defesa contra os estagios teciduais de helmintos,
gue sao grandes demais para serem fagocitados. A reacdo do mastdcito de-
pendente de IgE consta primariamente em localizar os eosinofilos proximos ao
parasito e, entdo, potencializar suas funcfes antiparasitarias.

Os eosindfilos sdo células de menor potencial fagocitico perante os
neutroéfilos, no entanto, sofrem um processo de desgranulacdo em resposta a
distirbios em sua membrandilmiatato o conteldo granular sobre a
superficie dos parasitos. O dano aos helmintos pode ser causado pela proteina
basica principal (MBP). A MBP néo é especifica para um determinado alvo,
mas o dano as células do hospedeiro é muito pequeno, uma vez que a
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proteina fica confinada a um espaco diminuto entre o eosinéfilo e o verme.
Os eosinofilos e os mastocitos podem agir em conjunto na destruicdo das
larvas de helmintos, onde os produtos dos mastacitos potencializam a acao
dos eosindfilos. Desta forma, os antigenos liberados provocam desgranulagéo
local dos mastdcitos dependentes de IgE e a liberacdo de mediadores, que
atraem seletivamente os eosindfilos para o local, potencializando ainda mais
suas atividadegyfa 18).

Hgura 18. Expulsao de helmintos parasitos do lume intestinal

A resposta imune cAntp@nosomazdepende ndo apenas das
células T CD4+ e CD8+, mas também das NK e da producéo de anticorpos.
O mesmo é verdadeiro para a resposta imUo®plasimaacy ons
células NK, estimuladas pela IL-12 secretadas pelos macréfagos, constituem
outra fonte de d-Ms infeccdes cronicas normalmente estdo associadas com
producédo reduzida deg #-provavelmente explicam a alta incidéncia de
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tuberculose e toxoplasmose em pacientes com AIDS, os quais possuem nume-
ros reduzidos de células T CD4+.

Em algumas infeccbes parasitarias, o sistema imunitario ndo consegue
eliminar o parasito, mas reage isolando o organismo com células inflamatérias.
O hospedeiro reage ao antigeno localmente, o que estimula a liberacédo de
citocinas, que por sua vez recrutam as células de defesa para o local afetado.
Na esquistossomose, a formacéo do granuloma é outro exemplo da reacao do
hospedeiro contra o parasito. Essa reacdo € uma resposta cronica mediada por
células aos antigenos sollveis liberados pelos ovos do parasito no figado. Os
macréfagos se acumulam no local e liberam fatores fibrogénicos que estimulam
a formacéo do tecido granulomatoso. Embora essa reacdo possa ser benéfica
para o hospedeiro, no sentido que isola as células hepaticas das toxinas secretadas
pelos ovos dos helmintos, também constitui a maior fonte de dano, provocan-
do alteracdes irreversiveis no figado e perda da funcéo hepética.

Em muitas infec¢des a distingdo entre uma resposta mediada por células
ou por anticorpo pode ser dificil, dado que ambas atuam em conjunto contra o
parasito. A expulsdo de alguns nematddeos intestinais ocorre espontaneamen-
te poucas semanas apo0s a infeccadoapeireanavd? dois estagios na
expulséo, alcancados por uma combinacdo de-derEmismies € T
independentes. Células T (predominantemente Th2) respondem aos antigenos
do parasito e induzem a producéo de anticorpo pelas células que sofreram
proliferacdo. Ocorre proliferacdo dos mastocitos da mucosa e hiperplasia das
células caliciformes secretoras de muco no epitélio intestinal. Os vermes sao
danificados por anticorpo e produtos dos mastoécitos sensibilizados por IgE,
gue desgranulam apds o contato com o antigeno e liberam a histamina que,
por sua vez, aumenta a permeabilidade do epitélio intestinal onde o verme se
encontra. Esses processos nao sao suficientes para eliminar os vermes; portan-
to, moléculas inflamatérias inespecificas, secretadas pelos macréfagos, incluin-
do TNF e IL-1, contribuem para a proliferagcdo das células caliciformes e
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provocam aumento na secrecdo de muco. O muco reveste os vermes e leva a
sua expulséo.

Existem inimeros exemplos de estratégias fisicas simples e protetoras nos
parasitos. Os nematodeos possuem uma cuticula extracelular espessa que 0s
protege da agressao toxica. O tegumento dos esquistossomos sofre um
espessamento durante a maturacao, oferecendo uma protecdo semelhante. A
superficie frouxa de revestimento de muitos nematédeos pode se desintegrar
sob o ataque imune.

A maioria dos parasitos interfere na resposta imune e a imunossupressao
€ uma caracteristica universal da infec¢do parasitaria, comprometendo tanto as
respostas mediadas por anticorpo como as mediadas por células.

Os antigenos sollaveis dos parasitos, quando liberados em enormes
guantidades, podem prejudicar a resposta do hospedeiro por um processo
denominado “distracdo imune”. Assim, os antigenos solUveis de varios agentes
infectoparasitggarecem inativar os anticorpos circulantes, fornecendo uma
“cortina de fumaca” e desviando o anticorpo do parasito. Muitos destes
antigenos de superficie liberados séo formas solUveis de moléculas inseridas na
membrana do biopatdégeno.

Além dos efeitos destrutivos diretos de alguns parasitos e de seus produtos
aos tecidos do hospedeiro, muitas respostas imunes, por si sO, possuem efeitos
patolégicos. Na malaria, na tripanossomose e na leishmaniose visceral, 0 nimero e a
atividade aumentados dos macrdéfagos e linfocitos, no figado e no baco, levam ao
aumento de tamanho destes 6rgaos. Na esquistossomose, grande parte da patolo-
gia resulta dos granulomas dependentes de linfocitos que se formam ao redor dos
ovos no figado. As alteracdes significantes que ocorrem nos individuos com elefantiase
sdo provavelmente resultado de respostas imunopatoldgicas as larvas adultas nos
linfaticos. A formacéo de complexos imunes é comum, eles podem ser depositados
nos rins, como na sindrome nefrética da malaria, e podem dar origem a varias outras
alteracOpatoldgicas.
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A IgE das infec¢des helminticas pode promover desde efeitos bran-
dos a reacbes severas no hospedeiro, por meio da liberacdo de mediado-
res pelos mastocitos, caracterizados por pruridos, eritemas, dificuldades
respiratdrias ou mesmo choque anafilatico.

10. Aplicacdo e importancia do diagnéstico
imunosorolégico das doencas infecto parasitarias

O diagnostico soroldgico das doencgas transmissiveis consiste na in-
vestigacao da infeccdo no individuo ou na populacdo, mediante a deteccéo,
guantificacdo e caracterizacdo de variaveis (imunoglobulinas, antigenos,
citocinas) presentes no plasma/soro sanguineo ou em outros materiais bio-
|6gicos, tais como amostra fecal, urina, saliva, escarro ou tecidos.

O desenvolvimento de novas informacgdes cientificas esté relacionado
com 0s progressos ha metodologia pelo desenvolvimento de novos proce-
dimentos, novas técnicas ou instrumentos. Os primeiros métodos de iden-
tificacdo e medida de imunoglobulinas foram dese&fvoRéedwggor
& Kitasgtmfluenciados pekperementos @steur sobresarla dos
Germes, ao encontrarem no soro de animais imunizados contra difteria e
tétano, substancias neutralizantes e especificas qaatieorpmsnaram
As pesquisas desenvolvidas por varios cientistas se voltaram imediatamente
para a caracterizacao bioguimica dessas substancias neutralizantes e o de-
senvolvimento de técnicas capazes de induzir a formacéao de elevadas con-
centracdes de anticorpos em animais de laboratério. Este foi o periodo
fundador do diagnostico soroldgico.

Neste topico, as técnicas soroldgicas serdo abordadas, principal-
mente, sob o ponto de vista dos profissionais que realizam o diagndstico
sorologico das doencas infectoparasitarias.
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10.1. Aplicacdes dos testes soroldgicos

Os testes sorolégicos vém sendo constantemente empregados para
auxiliar na confirmacdao diagnostica das suspeitas clinicas de infeccfes, permi-
tindo a obtencéo de resultados em curto espacgo de tempo, em funcéo de
algumas caracteristicas que incluem a simplicidade de execucao, baixo custo
operacional e a possibilidade de automacéo. Suas contribuicdes, entretanto,
sdo inestimaveis, principalmente quando o patdégeno, ou seus produtos,
dificilmente podem ser demonstrados nos fluidos biolégicos ou na estrutura
histica do hospedeiro.

Estes métodos séo utilizados na qualificacédo e quantificacdo de diversos
componentes, incluindo antigenos, anticorpos, imunocomplexos, enzimas e
horménios, entre outras moléculas relacionadas ao processo inflamatério. O
conhecimento dos fundamentos gerais para adequada aplicacéo e criteriosa
interpretacdo dos resultados exige que estas técnicas sejam realizadas por pro-
fissionais bem treinados, a fim de se prevenir a ocorréncia dos falsos resulta-
dos, que conduzem para o diagndstico e tratamento incorretos dos pacientes.

O método sorologico podpusditativouquantitativ® meétodo
qualitativo indica uma resposta do tipo “ou tudo ou nada”, por exemplo:
aglutinou ou ndo aglutinou, infectado ou néo infectado. O ensaio quantitativo
mede a concentracdo de antigeno ou anticorpos, podendo ser expressa sob a
forma de cruzes, titulacdes, densidades Gticas em reacdes fotocolorimétricas ou
outras unidades de medida que se aplicam. A expresséo do resultado sob a
forma de cruzes, ou por titulagdes, que correspondem a maior diluicdo em que
ainda se observa a rea¢do antigeno-anticorpo, € bastante subjetiva, por retratar
a intensidade de uma reacao determinada visualmente por critérios pessoais. A
utilizacéo de aparelhos que realizam a leitura automatica das rea¢des sorolédgicas
traduz em numeros os resultados obtidos de maneira visual, reduzindo, por um
lado, a probabilidade dos erros, mas por outro, elevando (em alguns casos) o
custo do exame laboratorial.
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10.2. A importancia do diagnéstico individual

O individuo sintomético ou assintoméatico com niveis de anticorpos
especificos detectaveis é denearimaakitivquele que ndo pos-
Sui anticorpos detectaveisrémegativido caso do individuo diag-
nosticado soronegativo (em uma primeira analise), que ao reavaliar a pri-
meira amostra junto com uma segunda, de coleta mais recente (processo
conhecido coswologia pareadano caso de resultado da primeira
amostra se repetir e a segunda resultar positiva, diz-se que ocorreu
soroconversdo diagnostico individual normalmente se realiza com a
finalidade de elucidar processos patoldégicos com sinais e sintomas comuns
a varias doencas, procedimento este ddragnosito diferencial
Como exemplos, podem-se distinguir sorologicamente doengas como a
leishmaniose tegumentar difusa e a hanseniase lepromatosa, a leishmaniose
visceral e a hepatite viral, a hepatite B e a hepatite C, a toxoplasmose e a
rubéola, entre outras.

Em algumas situacdes torna-se importante fdsteoiimea a
da doencgarincipalmente aquelas em que os patdogenos possuem habili-
dade para atravessar a barreira placentéaria e gerar embriopatias ou fetopatias.
A presenca de anticorpos especificos € uma evidéncia da exposicao atual
ou anterior aos agentes infecciosos, caracterizada pela diversidade funcio-
nal das varias classes de imunoglobulinas e a ordem em que se apresentam
nos fluidos biolégicos. Determinada por fatores genéticos, a IgM, regra
geral, & a primeira a apresentar niveis que possibilitam a deteccdo apoés
estimulo imunogénico e caracterizar fase inicial na maioria das infec¢fes. O
seu decréscimo é compensado pelo surgimento da IgG, normalmente en-
contrada ao final de um processo agudo, permanecendo durante a fase
crénica, e podendo ser detectada durante longo periodo no plasma do
hospedeiro, mesmo apés a cura, como imunoglobulina de memaria. Nor
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malmente, nas solicitacdes de exame laboratorial, pedem-se a pesquisa de
IgM e IgG especificasém, em infeccOes recent@opdasma

gondiu por citomegalovirus, a IgM e IgG podem eventualmente resultar
negativas, mas a IgA positiva piiefaliras no diagndsticesas

razdes, imunoglobulinas como a IgE e a IgA especificas tém sido pesquisadas
e utilizadas com maior precisdo na determinagcao de fase inicial das infec-
¢Oes, uma vez que possuem vida média menor e permanecem na circulacéo
apoés o inicio do processo infeccioso, por um periodo ainda mais curto que

o da IgM.

Os testes sorologicos sdo também utilizados para verificagdo do po-
tencial de viruléncia e de invasiogladeeroparasito&néamoeba
histolyticpor exemplo, enquanto parasita o lume intestinal, parece néao
induziou pouco induz, arfacdo de anticorpos espeaodficogrd
lado, a ulceracéo, a penetracao tecidual e a consequente multiplicacéo e
disseminacao deste parasito no hospedeiro, pode proporcionar elevados
titulos de IgG anti ameba no plasma sanguineo, facilmente detectaveis.

Além das imunoglobulin®sotathas dease Agud@Pr),
presentes normalmente em baixas concentracdes no plasma sanguineo, alte-
ram-se em resposta aos estimulos inflamatorios apos lesédo tecidual ou infec-
cao. Em linhas geraisAasoRBtituem um vasto namero de proteinas
plasmaticas de origem hepatica, cuja sintese aumenta em 25% ou mais e
podem ser classificadas em funcdo do incremento de sua producdo apos
estimulo inflamatério (Quadraatlicibnalmente, a quantificacdo da
Proteina CeRtivd PCR na pratica clinica tem varios objetivos, entre
eles, a avaliacao da extensao e a atividade da inflamacé&o, o que permite o
acompanhamento do processo patoldgico, diferenciacdo entre doenca in-
flamatéria e ndo inflamatéria e estimativa de seu respectivo prognaéstico.
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Quadro 1. Caracteristicas cinéticas das proteinas de fase aguda

Proteinas de fase aguda Tempo de resposta entre estimdso molecular (kDa)
e elevagdo dos niveis plasmaticos

Grupo l:aumenta menos de uma vez

Ceruloplasmina 48-72 horas 132
C3 48-72 horas 180
C4 48-72 horas 206

Grupo llaumenta de duas a quatro vezes

a-1- glicoproteina acida 24 horas 41
a-1 - antitripsina 10 horas 54
a-1 - antiquimotripsina 10 horas 68
Haptoglobina 24 horas 86
Fibrinogénio 24 horas 340

Grupo lllaumenta acima de cinco mil vezes

Proteina C reativa 6-10 horas 110
Encefalites viroticas, citomegalia, 2-10 horas 180
herpes sistémica e tuberculose
Amiloide sérico A

Os testes soroldgicos também sao utilizathasqreaado-
res e receptores de sangue e de 6rgaos, ndo s6 no contexto de quem
desempenha a determinacdo de grupos sanguineos ou antigenos de
histocompatibilidade, como também para quem se compromete na deteccéo
e prevencdo de doencas infecciosas transmissiveis por meio da transfuséo
sanguinea e hemoderivados, como tecidos e 6rgaos transplantados. No
Brasil, o Ministério da Saude estabeleceu estratégias de controle apoiadas
na triagem clinica, epidemiologica e soroldgica para prevencao das doencas
transfusionais, que incluem a doenca de Chagas, a sifilis, as hepatites B e
C, a sindrome de imunodeficiéncia adquirida (SIDA/AIDS), o virus da
leucemia T do adulto YHTé I1), em todo o riédrio nacional, e a
malaria, em regides endémicas. As condi¢des que constituem contraindicacéo
absoluta para doacédo de 6rgaos, relacionadas as doencas infecciosas, além
das empregadas na prevencao de doencas transmissivefsipor meio da trans
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sdo sanguinea e hemoderivados, incluem avaliacdo laboratorial de septice-
mia bacteriana ou fungica, ativa.

As moléculas liberadas pelo parasito e os anticorpos correspondentes
encontrados no hospedeiro sdo chamadeslales sorolagiEstes
marcadores podem ser utilizados pgreogwakico de doergaguns
marcadores indicam evolucagpacganto ouaigravamerBaseando-
se nestes principios, pode-seddica@a terapéutica

Os anticorpos protetores, induzidos por parasitos em processos
infecciosos ou por vacinas, podem ser pesquisados e utilizados como
marcadores para avatianalade especifiauralmente adquirida
ou artificialmente induzida por vacinas. Os testes soroldgicos realizados
em paciente pré-natal sdo de fundamental importancia na pesquisa de
doencas congénitas, como a toxoplasmose, a sifilis, a citomegalia, entre
outras; e na avaliacdo da imunidade especifica, principalmente para do-
encas imunopreviniveis com a aplicacao de vacinas (hepatite B, rubéola,
difteria, tétano).

10.3. A importéancia do diagnéstico coletivo

A aplicacédo dos testes sorolégicos em inquéritos epidemioldgicos
denomina-seroepidemiologiaerve para estinsar@prevaléncia,
gue corresponde ao numero de individuos positivos em um periodo de
tempo determinado, sem distinguir os casos novos dos antigos. Como a
soroprevaléncia esta intimamente relacionada com a taxa de infeccdo e a
permanéncia dos anticorpos circulantes, este indicador auxilia nos seguintes
propdésitos em relacdo as doencas infectoparasitarias: estabelecer prevaléncia
soroldgica, identificar os principais problemas sanitarios, estabelecer priori-
dades de vacinagao, demarcar a distribuicdo e verificar a erradicacdo de
doencas, verificar a reintroducdo de doencas em areas consolidadas, deter-
minar a periodicidade das epidemias, avaliar as campanhas de vacinacgao,
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investigar enfermidades descobertas recentemente (doencas emergentes) e
estimar as perdas econdmicas atribuidas a enfermidade.

Testes sorolégicos também sdo aplicados na analise do conteudo
intestinal de insetos hematofagos, para identificacdo das fontes alimentares
dos vetores envolvidos na transmissédo de doencas. Estabelecer o padréo
alimentar dos insetos hematofagos € de grande importancia para o entendi-
mento de sua biologia, além de possuir valor fundamental para a Saude
Publica, no delineamento de estratégias de controle de varios agravos
gerados por esses vetores

11. Fundamentos gerais do imunodiagnéstico

A pesquisa laboratorial da resposta imune pode ser empregada para
a verificacdo da resposta humoral e da respAspesmligar da
resposta humoral pode ser realizada de duas maneiras. Uma dessas manei-
ras refere-se ao emprego de anticorpos especificos para identificar um
antigeno parasitario ou outras substancias que desempenham o papel de
antigenos na reacéao, tais como drogas, horménios, acidos nucléicos,
citocinas, receptores de células, etc. Uma outra maneira é a deteccéo de
anticorpos especificos na amostra a ser testada, passivel de determinar se
um individuo foi exposto a um organismo especifico. A medida das interacdes
entre antigeno-anticorpo com o propésito de diagndstico é conhecida
comomunosorologia

As técnicas imunossoroldgicas fundamentam-se na natureza da
interacdo antigeno-anticorpo, nas quais podem expressar-se de duas formas
distintas, em decorréncia da utilizacdo de imunorreagentes livres de marca-
cdo ou de reagentes marcados. As técnicas em que ndo se empregam
marcadores demonstram-se por fendmermotavikiyas s combi-
nar anticorpos com antigenos soluveis, os complexos resultantes podem
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formar precipitados insollveis. Se os antigenos séo particulados (bactérias,
protozodarios, hemacias), os anticorpos os aglutinam. Se o anticorpo pode
ativar a via classica do sistema complemento e o antigeno se encontra em
uma supmie celular resultado pode ser a citdlise. As técnicas que
empregam imunorreagentes marcados caracterizam-se pela simples combina-
¢cdo do antigeno com o anticorpo, necessitando que um deles esteja marca-

do convenientemente. O imunorreagente pode ser marcado com corantes
fluorescentes ou quimioluminescentes, radioisétopos, enzimas, ouro ou
prata coloidais, entre outros marcadores.

11.1 Reacdes de precipitacdo

As reacdes de precipitacdo ocorrem entre antigenos sollveis e seus
anticorpos correspondentes, com formacéo de agregados insollveis que se
precipitam. Os determinantes mais importantes das reacdes de precipitacdo
consistem nas concentracdes relativas de antigeno e anticorpo. Esta relacéo
é ilustrada esquematicamegieand ¥ Oco precipitacdo maxima
guando a quantidade se antigenos e de anticorpos sdo equivalentes (zona
de equivaléncia), com gquantidades decrescentes nas zonas de excesso de
antigeno ou excesso de anticorpo. O fenpnozoomdere-se a
precipitacdo subdtima, invisivel aos nossos olhos, que ocorre na regido de
exesso de anticorptanto, € necessario que diluicbes de antissoros
reajam com quantidades fixas de antigeno a fim de obter o maximo de linha
de precipitacdo. O fendmeno de prozona pode ser responsavel pelo apa-
recimento de resultados falso-negativos em outros testes sorologicos, além
dos testes de precipitagcdo, como nas reacOes de aglutinacdo. Existem
varios sistemas disponiveis para a pratica da reacao de precipitacdo, dentre
estes, destacam-se a precipitacdo em meios liquidos, meios semissolidos,
Como agar ou agarose, e outros suportes, tais como o acetato de celulose.
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Hgura 19. Cua de fanacdo de imunoceosplesiveis

11.2. Reacao de precipitagdo em meio liquido

Conhecida também como técnica da precipitina ou técnica do anel,
a reacdo de precipitacdo em meio liguiddQff consiste em se
colocar em tubos de ensaio ou em tubos capilares uma solu¢éo de anticorpos
conhecidos (soro hiperimune) e sobre ela seuddidcioramente, a
solucao antigénica que se deseja pesouadara constituir-se uma
interface entre amfmmoléculas da solucdo antigénica irdo difundir-se
através da outra solucado, formando um gradiente de concentracdo. Ao
nivel em que a equivaléncia antigeno/anticorpo for a ideal, se formara uma
faixa de precipitado visivel (um anel de turvacao branco leitoso na interface).
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Hgura 20. Imunodifusdo em meio lepi@defEcipitina)

11.3. Reacao de imunodifusdo simples em meio semissolido

Neste sistema, também chamado imunodifus&o unidirecional ou técnica
de Oudin, a solucdo antigénica é sobreposta a uma ceilanarde agar
tubo de 35 a 45 mm de altura contendo o soro hiperimune. As moléculas de
antigeno penetram no gel e se difundem com velocidade caracteristica para
cada espécie molecular (coeficiente de difusdo) influenciada pela concentracao
do gel. Ao final de certo tempo de difusdo, que em geral € de uma semana,
cada antigeno tera formado, com o seu anticorpo correspondente, um disco
ou zona de precipitacao.

11.4. Reacéo de imunodifusdo dupla
(imunodifusdo de OUCHTERIONY)

Em uma delgada camada de gel sobre uma lamina de vidro escavam-se
pequenos orificios. Em um deles, coloca-se soro ou plasma e, em outro
orificio, coloca-se o antigeno. Um difunde em dire¢cdo ao outro, formando
precipitados brancos em forma de linhas ou arcos, também chamados de
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bandas de precipita¢ggoré-21). Quando a concentracdo de antigenos e
anticorpos € muito peguena, as bandas néo sao visiveis, necessitando, nesse
caso, que se use solucao corante para proteinas. Quando necessario, corar 0
gel para visualizar as bandas deve-se retirar do gel os imunorreagentes que nao
formaram imunocomplexos (imunorreagentes sollveis) por processos de lava-
gem com solucdo fisiolégica. O imunocomplexo (agregado insolavel), em
funcdo do seu tamanho efetivo, fica retido nas malhas do gel, onde, em
seguida, é submetido ao corante adequado, o que possibilita a visualizagédo
das bandas quando formadas. A velocidade de difusao de cada imunorreagente
€ regida pelas leis da difusdo e depende da concentracdo e do tamanho dos
poros do gel, da temperatura, da concentracdo do &gar e de sua pureza.

Hgura 21. Representacdo esquematica da reacdo de imunodifusdo dupla
Ouchterlony
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11.5. Reacéo de imunodifusao radial simples
(imunodifusdo de MANCINI)

Nesta técnica, o anticorpo especifico para determinado antigeno € in-
corporado ao gel e distribuido sobre uma lamina de vidretou placa de P
Em posicdes adequadas, séo feitos orificios onde se colocam solucdes antigénicas
a serem testadas, bem como solu¢des padrdo, com pelo menos trés concentra-
cOes conhecidas do antigeno. A partir desse momento, ocorre difusao radial
do antigeno, resultando na opacificacdo em forma circular (halo ou anel) em
torno do orificio. O diametro deste anel de precipitacdo é proporcional a
concentracao do antigeno e, deste modo, a quantidade deste pode ser deter-
minada por comparacdo com os diametros obtidos por padrées conhecidos
por meio de uma curva de referéncia.

11.6. Reacéo de imunoeletroforese (método de
GRABAR e WILLIAMS)

A imunoeletroforese € uma técnica de imunoprecipitacdo em meio gela-
tinoso que combina a eletroforese com a imunodifusdo radial. A técnica é
realizada em duas etapas: na primeira, 0os antigenos sao fracionados por
eletroforese, enquanto na segunda etapa, ocorre a difusdo dos antigenos
contra o antissoro especifico, presente nas canaletas abertas no gel. A reacéo
antigeno-anticorpo nesse sistema € evidenciada pela formacéo de linhas ou
bandas de precipitacdo no gel, correspondendo cada banda a um complexo
imune especifico.

11.7. Reacao de imunoeletroforese unidimensional simples

Também conhecida como eletroforese de foguete ou técnica de
Laurell, a imunoeletroforese unidimensional utiliza antissoro especifico para
0 antigeno, ou o anticorpo que se quer ginaotificeado ao gel de
agarose, que é colocado em laminas de vidro. Assim como na técnica de
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Grabar e Williams, o pH do gel é determinado de modo que a molécula a

ser analisada figue com carga negativa, migre para o polo positivo e a
substancia incorporada ndo migre ao gel. As amostras a serem guantificadas,
bem como os controles, sédo distribuidos em pequenos orificios do gel e
submetidos a eletroforese. A partir dos orificios de aplicacdo, formam-se
cones de precipitacao, cujas extensdes variam de acordo com as concentra-
cOes das substancias pesquisadas. O padrao de precipitacdo se assemelha
a um foguete, por se formar nas margens laterais do curso da migracao
eletroforética, até que se esgote a substancia em analise, resultando na
convergéncia das margens laterais em forma de ponta.

11.8. Reacao de contraimunoeletroforese

Também chamada de eletroimunodifusdo dupla unidimensional. Nesta
técnica, antigenos e anticorpos migram por eletroforese, simultaneamen-
te, em direcdes opostas, a partir de orificios separados do gel, no mes-
mo eixo, resultando na precipitagcdo no ponto de encontro dos
imunoeagentes entre os orifiaresaRealizacdo deste método,
antigenos e anticorpos devem apresentar diferentes mobilidades
eletroforéticas. Os anticorpos possuem propriedades de migrar para o
polo negativo (catodo) em um campo elétrico, enquanto os antigenos
devem ser previamente tratados com solucao tampao de pH adequado
para otimizar os efeitos eletroendosmaéticos que orientem sua migracao
para o polo positivo (anodo). Este fendmeno pode ser induzido com o
uso de tampdes alcakimusd 22). Este métodonptera realizacdo
de varias analises em uma unica lamina, fornece resultados mais rapidos e
mais sensiveis que a imunodifusdo convencional e pode ser realizado em
outros suportes, como o acetato de celulose.
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Hgura 22. Representacdo esquematica da reacéo de contraimunoeletroforese

11.9. Reacdes de aglutinacao

A aglutinacédo é a formacdo de redes de células ou particulas inertes
(latex ou gelatina), interligadas por pontes moleculares de anticorpos, que se
combinam simultaneamente com dois determinantes antigénicos nas superficies
de células ou particulas adjacentes.

11.10. Reacao de aglutinacéo direta

A aglutinacao direta é a formacéao de agregados suficientemente grandes
gue ocorre entre particulas insoliveis, em sua forma integra ou fragmentada,
contendo antigenos naturais de superficie. Hemacias, bactérias, fungos e
protozoarios podem ser aglutinados diretamente por anticorpos, 0s quais,
sendo bivalentes, formam pontes, ligando determinantes antigénicos nas super-
ficies de particulas viRatease detectar anticorpos especificos, diluicdes
seriadas das amostras sao postas para reagir junto a uma quantidade constan-
te de antigeno. Apos um periodo de incubacéo, a reacdo se concretiza
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(Hgura 23) e o resultado € geralkpeess@ como titulo da amostra, ou
seja, a maxima diluicdo em que ocorre aglutinacao.

Hgura 23. Representacao esquematica da reacao de aglutinacao direta

11.11. Reacéo de inibicdo da aglutinacéo
direta de hemacias por antigenos virais

Diversos antigenos virais encontram receptores na superficie de
hemacias, principalmente hemacias aviarias, e induzem sua aglutinacdo. Esta
propriedade particular de muitos virus € aproveitada para a titulacdo de
anticorpos produzidos contra esses antigenos virais, na vigéncia dos pro-
cessos infecciosos ou na convalescenca, para fins diagnésticos e de seg-
mento evolutivo.

Todas as reacdes de inibicdo baseiam-se na competicéo, seja de dois
determinantes antigénicos semelhantes por um mesmo sitio de combinacéo
ou de dois anticorpos diferentes por um mesmo determinante antigénico.
A reacdao se efetua entre os imunorreagentes que formam o composto mais
estavel. Neste caso, 0 soro do paciente, contendo anticorpos especificos,
em diluicdo seriada, € misturado a quantidades fixas de antigeno viral pa-
dronizado, sendo incubadtCae3’em seguida, as hemacias sdo adici-
onadas ifura 24). grifica-se até qual diluicdo houve neutralizacéo, ou
seja, inibicdo da propriedade aglutinante para hemacia.
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Hgura 24. Representacao da inibicdo da aglutinagdo viral das hemacias

11.12. Reacéo de aglutinacéo passiva de
hemécias e suportes inertes

A reacao se baseia na aglutinacdo de hemacias ou de particulas inertes
(latex, gelatina) que funcionam como suporte, recobertas por um antigeno
especifico soluvel, em presenca de amostra de soro ou plasma contendo os
anticorpos correspondentes. A formacgdo de pontes de anticorpos entre as
particulas adjacentes indicérctxda reacéguiia 25).

Rgura 25. Esquema da reacéo de aglutinacdo passiva de hemacias e suportes inertes

11.13. Reacao de inibicdo passiva de particulas inertes (latex)

Particulas de ¥atndo antigenos ancorados a Soie puoEm
ser aglutinadas pela formacéo de ponte anticorpica, do mesmo modo que a
aglutinacéo direta de heméacias, como ja foi exposto. No entanto, ao se
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misturar antigenos sollveis aos soros contendo anticorpos, havera bloqueio
dos sitios de combinacdo das moléculas de anticorpo e inibicdo da
aglutinagao.

11.14. Reacdao de fixacdo do complemento

A fixacdo do complemento ocorre apds a interacdo antigeno-
anticorpo. O consumo de complemetrpode ser utilizado como
um teste para detectar e medir concentracdes de anticorpos e antigenos. A
reacdo se manifesta em trés momentos: no primeiro, 0 antigeno se combina
com o anticorpo. No segundo, se os imunocomplexos estiverem presen-
tes, os componentes do sistema complemento ligam-se, sendo assim con-
sumidosn@lmente, adiciona-se o sistema revelador que consiste de hemacias
de carneiro sensibilizadas com hemolisina (anticorpo antieritrocitario). Apos
um periodo de incubacao, observa-se se ocorreu ou ndo lise das hemacias
sensibilizadas e a atividade hemolitica pode entdo ser medida, a fim de se
deteminar a quantidade do ireagente pesquisagdarg26).

Ao se pesquisar a presenca de anticorpos em fluidos bioldgicos, a
auséncia de lise do sistema hemolitico indica a sua presencga na amostra,
pois como 0s principais componentes do sistema complemento foram
consumidos na lise do imunocomplexo inicial, ndo estardo disponiveis
para a lise do sistema hemolitico e a reacao seréd positiva.

Tanto os anticorpos como o0s antigenos devem ser destituidos de
atividade agbmplementar para nao ativar o complemento, indepen-
dentemente do imunocomplexo. O complemento é obtido de soro de
cobaia, colhido e estocado de maneira apropriada para preservar a ativi-
dade hemolitica.
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Hgura 26. Representacéo da reacao de fixacdo de complemento

11.15. Reacdes de imunofluorescéncia

A técnica de imunofluorescéncia foi descrita pela primeira vez por
Albert H. Coons e seus colaboradores, em 1941. Estes pesquisadores
objetivavam empregar corantes em técnicas soroldgicas e utilizaram para
isso, além dos corantes comuns, radicais fluorescentes.

Neste periodo, j4 era conhecida a capacidade dos anticorpos de se
ligarem a radicais quimicos sem perder sua caracteristica de reconhecimento
e ligagdo aos antigenos. Ja haviam sido descritos trabalhos utilizando con-
jugados de anticorpos e corantes em técnicas de aglutinacdo. O produto
resultante desta conjugacdo ndo s6 mantinha suas propriedades aglutinantes
originais como ainda colonenos giglutinadosei®, esta coloracéo
foi considerada de fraca intensidade, o que levou Coons a optar pelos
corantes fluorescentes.

Uma das grandes vantagens da técnica é a intensa luminosidade emi-
tida por quantidades muito pequenas de corantes fluorescentes, permitin-
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do identificar estruturas fluorescentes entre varias outras estruturas presen-
tes em cortes de tecidesforgacos.

A técnica de imunofluorescéncia representou um grande avangco no
imunodiagnastico, principalmente no que diz respeito a sorologia. Até a elabo-
racdo deste método, as reacfes ocorridas entre antigeno e anticorpo s6 podiam
ser evidenciadas através de reacOes secundarias, como a precipitacdo ou a
aglutinacao, que geram fenémenos decorrentes da formacéo de imunocomplexos
em grande quantidade ou utilizando particulas relativamente grandes. Uma das
vantagens da imunofluorescéncia foi o fato de ter maior sensibilidade que os
métodos existentes na ocasiao, permitindo distinguir uma Unica célula bacteriana
corada por fluoresceina erttactiias ndo coradas.

S6 foi possivel o desenvolvimento da técnica de imunofluorescéncia
devido a caracteristicas especiais que algumas substancias possuem de armaze-
nar energia luminosa e libera-la mais tarde. A este fenémeno foi dado o nome
deluminescén@a a substancia é capaz de armazenar e emitir luminescéncia
por periodos mais longos, chamafgsf@escencsa o periodo de
emissao da luminosidade € mais curto, chiumaeszansgotre os
corantes fluorescentes mais utilizados destacan@sstiacianato de
tetrametil rodamina — TRIGIlipessceifiaotiocianato de fluoresceina —

FITC), esta ultima supera a primeira por possuir maior eficiéncia quantica, ou
seja, maior capacidade de absorcéo e de emissdo dedwgninosidade. P

com a modernizacdo dos equipamentos, ndo s6 de microscopios como tam-
bém de citbmetros, foram feitas modificacfes para aumentar a eficiéncia quantica
dos demais corantes para utiliza-los em testes que buscam mais de um marcador
em superficies celulares.

A intensidade da luz emitida por este corante sofre grande interferéncia
do meio em que ele se encontra. O pH é um dos fatores que mais interfere,
pois h4 um minimo de fluorescéncia em pH acido e maxima fluorescéncia em



Imunologig 89

pH alcalino, por isso o material deve ser montado em glicerina tamponada
alcalina antes da observacdo em microscopio de fluorescéncia.

Fara se obter bons resultados com as técnicas imunofluorescentes, é
fundamental a utilizacdo de um bom microscépio Gtico equipado com acesso-
rios e filtros que permitam a boa visualizagdo e captacao da fluorescéncia.
Atualmentexistem varios modelos de variadas proaeal@énesasitit
do equipamento que mais se adapte as necessidades do laboratério, deve-se
ter em mente qual o objetivo do teste, que tipo de material sera utilizado
como antigeno ou como amostra (para que seja feita a escolha das objetivas e
oculares), qual o corante ou corantes que serdo utilizados (para que sejam
definidos os filtros do equipamento), quantos exames serao realizados em
média e quantas vezes por semana, uma vez que tal escolha ira interferir na vida
atil e escolha da lampada a ser utilizada, entre outros fatores.

A ligacao quimica de anticorpos a corantes da origem a um composto
chamado conjugado, que associa a capacidade de reconhecimento e ligacao
do primeiro as propriedades corantes do segundo, sem que ocorra nenhum
tipo de prejuizo para ambos. Apesar de processo de conjugacao ser relativa-
mente simples, ha uma série de cuidados que precisam ser seguidos devido as
variagdes que podem ocorrer em cada um dos reagentes a cada associagao.
Um dos cuidados principais € a imunizacdo dos animais com os antigenos mais
purificados possiveis para evitar a reatividade cruzada com outros antigenos.
Atualmente existem no mercado compostos conjugados de extrema pureza e
alta especificidade, direcionados contra os mais variados antigenos e que aten-
dem perfeitamente as necessidades da grande maioria dos laboratorios.

A partir do método descrito por €sens colaboradores, sugiram
numerosas variagoes, dadmuaisflaorescéncia doegamais simples
e a primeira a ser descrita. Nesta técnica, o conjugado reage diretamente com
antigenos presentes rfcgugercélulagFa 27). Como esta técnica se
presta a pesquisa de substancias que atuam como antigenos para o conjugado,
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torna-se necessaria, a cada procura de um antigeno diferente, a producao de
um conjugado diferente. Além disso, de todas as varia¢des da imunofluorescéncia,
esta é a menos especifica, ja que principalmente em tecidos ou esfregacos,
devido a grande quantidade de material na amostra, pode ocorrer a presenca
de antigenos homologos ao que se esta pesquisando. Quando se trata de
células integras, ha certa facilidade no reconhecimento, porém em fragmentos
celulares ou estruturas muito pequenas é necessario grande conhecimento e
intenso treinamento para diminuir a inespecificidade.

Esta variacdo do método ainda € bastante aplicada no diagnéstico de
infeccbes pGhlamydia trachorxatissfregacos cervicais e uretrais. Este
método também foi largamente utilizado na identificacdo de antigenos do
MHC e na tipagem de linfécitos B e linfocitos T

Hgura 27. Esquema da reacao de imunofluorescéncia direita

Outra variedade do métodimé@reofluorescéncia indietta
modalidade, pode-se realizar a pesquisa de anticorpos contra 0s mais variados
antigenos. O conjugado € uma imunoglobulina que reconhece a outra
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imunoglobulina como antigeno, ou seja, € uma anti-imunoglobulina ou anticorpo
secundariagiira.28). A vantagem deste método é que o anticorpo pode

estar ancorado a superficie de qualquer antigeno e ainda assim sera reconheci-
do pelo conjugado. Assim, um Unico conjugado pode ser utilizado na pesqui-
sa de anticorpos contra varias infec¢des diferentes, tornando o método mais
barato. Uma vez que o reconhecimento de uma imunoglobulina por outra se
da pela regido estavel do fragmento cristalizavel (por¢cdo Fc), a ligacdo é
espécie especifica, conferindo ao método grande especificidade. Ele também
€ mais sensivel do que o método direto, porque existem normalmente mais
epitopos na imunoglobulina para o conjug&ums&digeior a quanti-

dade de conjugado maior sera a emissao de fluorescéncia.

Hgura 28. Esquema da reacao de imunofluorescéncia

Esta modalidade do método auxilia o diagndéstico de varias doencas e
permite a pesquisa de diferentes isotipos de imunoglobulinas, sendo que,
neste caso, ha a necessidade de utilizar um conjugado para cada um dos
isotipos. Desta forma, o método € utilizado no acompanhamento da doenca e,
em alguns casos, pode ser também utilizado como critério de cura.
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De uma maneira geral, a técnica de imunofluorescéncia apresenta niveis
de sensibilidade que variam de 70% a 90%, e especificidade que varia de
85% a 99%. Br ser um método cofit peis especifico, este é mais
utilizado em confirmacgdes sorologicas. Deve-se utilizar o método de
imunofluorescéncia sempre aliado a outro método mais sensivel para a realiza-
¢ao da triagem e fornecer os dois resultados em combinag&o. A sua utilizacao
pesquisando IgM e IgG séricas pode aumentar a sensibilidade, uma vez que a
primeira aparece mais precocemente.

11.16. Ensaios imunoenzimaticos - Enzyme-linked
immunosorbent assay - ELISA

Os estudos preliminares que tornaram passiveis de execugdo 0os méto-
dos imunoenzimaticos foram realizados, simultaneamente, em 1966, por Nakane
e Rerce, nos Estados Unidos, e por Avrameas eddga|, ctanFa
utilizacdo garoxidag@orseradish peroxid#RP) para a confeccéo de
conjugados proteicos, tendo como precursor o processo de marcacdo de
proteinas com corantes fluorescentes, criado por Coons, em 1941.

Em 1971, dois grupos de pesquisadores, um holandés, formado por
Van Wéemen e Schurs, e um sueadpfpor Engvadriniann, idealiza-
ram e introduziram, pioneiramente, 0 método imunoenzimatico para deteccao
e quantificacdo de antigenos ou anticorpos especificos. Estes grupos observa-
ram que proteinas poderiam ser imobilizadas em uma superficie solida de
poliestireno e a reacéo imune, ser revelada pela formacao de produtos colori-
dos da reacdo enzima-substrato, na presenca de um componente doador de
elétrons, denominado cromogeno.

O método ELISAuando efetuado em 6timas condi¢cBes (enzimas
altamente ativas, antigenos puros, substratos de alta qualidade, anticorpo e
conjugado), apresenta sensibilidade semelhante ao radioimunoensaio, com a
vantagem de ndo ser necessario utilizar material radioativo. Entretanto, esse
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meétodo apresenta algumas desvantagens, pois alguns substratos usados nessas
reacdes sao teratogénicos e a presenca de enzimas endogenas interferem nos
resultados quando se usa células inteiras como antigenos.

A reacao € desenvolvida frequentemente em placas plasticas de
microdiluicdo (suporte), contendo séries de orificios, onde sdo depositados os
imunorreagentes, antigenos ou anticorpos, dependendo do objetivo do méto-
do. O processo de revestimento da placa com o imunorreagente adequado
denomina-se sensibilizagdosdnsibilizar a placa deve-se tratar o
imunorreagente com solucao alcalina, deixando-o com carga efetiva negativa, e
assim promppassivamente, a adsorcao a placa por interacdes eletrostaticas
(forcas couldmbicas), as quais ocorrem em virtude das cargas positivas do
poliestireno ou poliyioibviny! chlorid®/C) utilizado para confecciona-
las. Além das placas de microdiluicdo de 96 cavidades, também sao utilizados
outros suportes, entre os quais, esferas de sefarose, esferas de poliestireno ou
de PVC, ou tubos de poliestireno ou PVC, que possibilitam a adsorgao
adequada da maioria dos imunorreagentes.

As etapas de lavagem das placas de microdiluicdo interpdem-se as demais
etapas de execucdo do método e servem para retirar excessos de imunorreagentes
nao ligadosidem ser usados procedimentos manuais ou automaticos, que vao
desde o uso de jorradeiras contendo a solugcao de lavagem, ou de pente multicanal
adaptado a um sistema de vacuo (lavadora semiautomatica), até a utilizacao de
lavadoras de placas automaticas, que reduzem o tempo de realizacdo do teste e
proporcionam maior uniformidade ao processo.

O revestimento da $igpemtea da placa de ELIS&o menos
no plano teédrico, ndo é absoluto e, portanto, algumas regidées permanecem
livres de ligacdo. Estes espacos devem ser ocupados com qualquer molécula
alheia ao sistema reacional, no sentidpalemeduzir eyadrgacao
inespecifica, ndo imune, de componentes da amostra, geradores de reacfes
indesejaveis que possibilitam falsas interpretacfes. A cobertura destes espacos



94 | Conceitos e Métodos parma¢ao dedfissionais em Laboratorios de Saude

vazios é chamaddaidpieioEntre as proteinas mais empregadas nesta etapa
destacam-se a soro albumina bovina (BSA), a ovalbumina e a caseina, além de
um complexo proteico, como o soro de cobaia.

Dependendo do material a ser pesquisado, pode-se conjugar antigenos
com enzimas (Ag-E) e anticorposntiampos com enzimas (Ac-E).
Enzimas sdo macromoléculas de natureza proteica, com funcao biologica
de alto poder catalitico de reacBes quimicas e elevada especificidade ao
substrato correspondente. As mais usadas nestes testes sdo a fosfatase
alcalina e a peroxidase.

Rara revelar a presenca da enzimaxndaroatueutiliza-se uma
solucéo reveladora, que consiste em um tampéao adequado, onde se adicionam
o0 substrato correspondente a enzima conjugada e um componente doador de
elétrons (cromogeno). A enzima conjugada quebra o substrato e seus produ-
tos atuam no cromoégeno, alterando a coloracadglosig®ma (F

Hgura 29. Esquema do ensaio imunoenzimatico ELISA indireto,para pesquisa
de anticorpos especificos

A leitura da reacdo em condicOes de trabalho de campo pode ser feita
de forma visual, simplesmente pela observacédo da alteracéo da coloracdo. Em
condicao laboratorial utiliza-se espectrofotdbmetro apropriado para leitura dos
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orificios das placas, que transforma a intensidade de cor em nimeros. Quanto
maior a leitura, maior serd a concentracdo de enzima conjugada e,
consequentemente, maior sera a concentracdo da substancia pesquisada em
técnicas ndo competitivas.

O métod&LISApode ser classificado de acordo com sua atividade
de amplificacéo, ou seja, por métodos diretos ndo competitivos, ou baseados
em sua atividade moduladora, que sdo métodos competitivos.

O ELISA direté mais usado em imuno-histoquimica. Seu fundamento
consiste na utilizacdo de anticorpos primarios marcados com enzima, que se
combinam especificamente aos antigenos presentes em cortes histologicos. A
aplicacdo da solucéo reveladora destaca o material pesquisado.

O ELISA indireté empregado para a pesquisa de anticorpos, onde
amostras de soro ou plasma sao colocadas para reagir com antigenos imobiliza-
dos em uma fase sélida (placas de &itESilagRte, sdo revelados com
auxilio de conjugado enzimatico especifico levando a formacé&o de um produto
corado ao agir sobre substratos cromagemesguiBa de antigenos
presentes em material biol6gico, a amostra € posta para reagir com anticorpos
especificos imobilizados na fase sdlida.

O ELISA competitivonsiste na pesquisa de antigeno, onde o
anticorpo é mobilizado na fase sélida e o antigeno correspondente compete
com uma quantidade padronizada e marcado para sitios de combinacé&o dispo-
nivel. Nesse caso, a reducéo da reacao indica maior quantidade de antigeno
na solucaa@rR pesquisar anticorpos, o antigeno € imobilizado e podera se
ligar ao anticorpo da amostra ou ao ja conhecido e marcado (conjugado
enzimatico), para, assim, decrescer a intensidade de coloracdo da reacéo. Em
ambos os métodos competitjucs 8B), dois procedimentos podem ser
seguidos: a competicdo simultanea, cujo antigeno ou anticorpo marcado é
adicionado junto com a amostra; ou a saturacao sequencial, onde o antigeno
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ou anticorpo € adicionado primeiro, seguido de uma incubacdo com o
imunorreagente marcado.

Hgura 30Modelo de método competitivo, onde antigenos marcados e antigenos
ndo marcados de uma amostra competem pelos sitios de ligacdo dos anticorpos
imobilizados em um suporte

11.17. Western blotting - WB

A técnica déestar Blottingambém chamadardeunoblotting
ouimunoeletrotransferéaciema ferramenta de grande utilidade para a
caracterizacdo de antigenos, ou para pesquisa de anticorpos especificos para
um determinado componente antigénico.

A técnica d&/Bbaseia-se numa combinacéo de trés métodos muito
aplicados em biologia molecular: a separacdo de macromoléculas através de
eletroforese em gel de poliacrilamida, na presenca de duodecil-sulfato de
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sédio 6DS-RGH; suatransferéncia eletrolitica para membranas (geralmente
de nitrocelulose); e o ensaio de revelacao, utilizando anticorpos ou proteina
A, marcados por enzimas, radionuclideos, fluorocromos, metais coloidais ou
complexo biotinina-avidina-peroxidase.

Assim, as proteinas de um dado antigeno sao separadas, transferidas
eletroliticamente para membranas de nitrocelulose e postas a reagir com anticorpos
marcados. No final, a reacdo antigeno-anticorpo € revelada por meio de
imunocomplexos formados com proteinas definidas, e facilmente identificadas
pelos seus pesos moleculares caracteristicos.

A origem do noifester Blottingartiu de uma brincadeira académi-
ca baseada no nome Southern, do autor de um método de eletrotransferéncia
de fragmentos de acidos nucleicos (DNA), que receb&oatheme de
Blot Pouco tempo mais tarde, Alwine e cols conseguiram fazer uma adequa-
cao na técnicaStrithern Blottiapge se consistiu na eletrotransferéncia de
acido ribonucleico (RNA), o qual, por sua vez, foi analisado através de
sondas de DNAssim, seguindo o principio da brincadeira inicial, resolveu-
se chamar a nova técricattier BlottingRouco mais tarde, em 1979,
Towbin, Staehelin e Gordon desenvolveram o método de eletrotransferéncia
de proteinasr® seguir a ja entéo tradicoaaldaeferir-se ao método
resolveu-se batizar a nova tédrstetB/otting

Arazdao para transferirem-se proteinas, a partir de um gel de poliacrilamida
para uma membrana sintética, esta na possibilidade de manuseio continuo do
material para analise, além de se poder trabalhar com varios reveladores ao
mesmo tempo, ou com sondas de elevado pesonaclezujae a
poliacrilamida ndo é um material muito adequado para que moléculas de gran-
de tamanho sejam difundidas.

As membranas mais utilizadasbfmdti@gpao derivadas da
nitrocelulose. Apesar disso, elas sdo frageis e apresentam uma baixa capacida-
de de ligacdo as macromoléculas eletrotransferidas. Asyimembranas de
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sdo muito mais resistentes e ligam-se muito fortemente as proteinas. Sua
capacidade de ligacéo é seis vezes maior que a das membranas de nitrocelulose.
Sua limitacéo esta relacionada a ndo impregnacao por corantes, comumente
empregados na revelacdo de proteinas (azul de Comanssie e negro de
amido), e a grande quantidade de reacdes inespecificas, requerendo, assim,
um bloqueio muito bem feito antes de se desenvolver o ensaio
imunoenzimatico para a reveldéeétB/ottingdutro aspecto muito

importante € a porosidade da membrana. Recomenda-se a utilizacdo de
membranas com 0,45mm para 0 uso geneérico e com diametros bastante
menores (0,2mm) para estrutil@eagrodm pesos moleculares inferio-

res a 20 kDa. As melhores membranas, embora sendo bastante caras, sao as
de difluoreto de polivinilideno (PVDF). Elas combinam a excelente capaci-
dade ligante e a resisténcia mecéanica a manipulacdo necessaria para a elabo-
racao das fitas, contendo proteinas eletrotransferidas.

11.18. Teste imunocromatografico

O dispositivo de imunocromatografia € composto de uma membrana
porosa de celulose modificada e membranas absorventes acessorias de fibra de
vidro, contendo os elementos de reacédo, ajustadas em um involucro plastico
apropriado com uma janela para se acrescentar a amostra de teste e outra para
leitura do resultado da reacdo. O principio de funcionamento do teste
imunocromatografico baseia-se na reacdo especifica antigeno-anticorpo e se
constitui por uma fase sélida (membrana porosa), onde estdo imobilizados
elementos de captura, e por uma fase movel, onde estdo suspensos o conjuga-
do (que pode ser a protejliga&la ao ouro coloidal ou outros conjugados
disponiveis) e a molécula alvo da amostra.

A fase movel migra sobre a fase sélida por efeito de capilaridade,
conduzindo o complexo formado entre a molécula alvo e o conjugado, que,
por sua vez, sera retido na linha de captura da fase soélida, formando um
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complexo macromolecular colorido visivel ao olho humano. Caso a amostra
ndo contenha a molécula alvo, esta linha de reacdo ndo se formara. Uma
segunda linha de reacéo, denominada linha de controle, se forma pela captura
do conjugado livre, que permite a confirmacdo da migracdo da fase mével
(Hgura 31).

Hgura 31.dhcipio de$te Imunocromatografico

11.19. Imuno-histoquimica

A imuno-histoquimica (IHQ) reune a interacdo antigeino anticorpo
vitrg técnicas histologicas e reacdes quimicas, em um método que permite
detectar diferentes estruturas de tecidos, revelados por diversos tipos de pro-
cessos de visualizag&o. E utilizada no diagnéstico anatomopatolédgico de véarias
doencas degenerativas ou parasitarias, bem como na identificacdo de estruturas
normais em estudos de histologia basica. As técnicas de IHQ permitem a
localizacéo de proteinas nas células de uma sec¢éao de tecido, fixados em formol
ou incluido em blocos de parafina. Existe, atualmente, a disponibilidade de um
namero crescente de anticorpos para uso em IHQ, o que vem possibilitado
uma maior precisdo diagndstica.
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Existem dois tipos de técnicas de imuno-histoquimica:

« Técnica diret®s anticorpos primarios séo ligados a um marcador
apropriado, e o corte de tecido, que contém antigenos especificos,

€ incubado com o anticorpo durante algum tempo. ApGs a interagcao
entre 0s anticorpos e as proteinas, 0s anticorpos que néo se ligaram
sédo removidos por lavagem. Dependendo do marcador utilizado, a
leitura da reacdo serd realizada pela microscopia adequada; para
marcadores fluorescentes, por exemplo, o corte é observado por
microscopia de imunofluorescéncia, enquanto para outros marcadores,
utiliza-se a microscopia 6tica convencional.

« Técnica indiretdlesta técnjsa utiliza o anticorpo primario
especifico para uma determinada pariairzancorpo se-

cundario, uma anti-imunoglobulina marcada que reconhece o
anticorpo primario. O corte de tecido é incubado com o anticorpo
especifico para determinada proteina. Depois de lavado, € incuba-
do com o imunoconjugado, que se vai ligar ao anticorpo primario.
Em seguida, ha a observacdo por microscopia adequada, depen-
dendo do marcador utilizado.

A técnica de IHQ pode também estar associada a um processo
enzimatico de coloracdo, como ao complexo avidina-biotina-enzima-
cromoégenéiqura 32). O compbeé fomado pela ligacdo de uma
molécula de estreptavidina com varias de biotina associadas a uma enzima
(peroxidase ou fosfatase alcalina), que tem como fungé&o a converséo de
um cromageno incolor em um produto final colorido. O cromégeno mais
utilizado é o DAB (diaminobenzidina), que conferefeougiaoean
ao precipitado permanente.
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Hgura 32. Amplificacdo de sinal devido ao maior nimero de moléculas de
enzimas biotinaladas ligadas a avidina

O anticorpo marcado com a peroxidase pode se ligar a sitios teciduais
inespecificos, prejudicando a resultado do exame. A utilizacdo de proteinas
inertes alheias ao sistema reacional, tais como soro fetal bovino, soro albumina
bovina ou caseina, ao competirem com o0s sitios de ligacdo inespecificos,
reduzem a reacéao inespecifica. A peroxidase endodgena, encontrada em dife-
rentes tecidos, também pode mascarar uma reacdo e deve ser inibida pela
incubacéao prévia do corte com peroxido de hidrogénio. A fosfatase alcalina
estd amplamente distribuida nos tecidos humanos e é encontrada em altas
concentracfes na mucosa intestinal e nos tubulos proximais dos rins, entre
outros tecidos. A biotina enddgena, assim como as outras proteinas utilizadas
na IHQ, também é encontrada em tecidos, particularmente no figado, pul-
mao, baco, tecido adiposo, glandula mamaria, rim e cérebro. A atividade da
biotina pode ser suprimida pelo uso de tampdes alcalinos, pela pré-incubacao
com avidina ou com leite desnatado.
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A avidina é uma glicoproteina basica com PM de aproximadamente
68 mil, obtidagartir da clara do ovo de varias espécies de aves. A molécula
de avidina é quadrivalente e simétrica, onde cada lado da molécula contém um
par de receptores para a biotina. A estreptavidina, ob&ideptoanicds
avidinipossui ponto isoelétrico proximo ao neutro e mantém as propriedades
de ligacdo da avidina sem apresentar prejuizos ao resultado final. O sistema
avidina-biotina permite a amplificacéo de sinal, pois muitas moléculas de biotina
podem se ligar a um anticorpo. E a adicdo da avidina marcada com corantes
fluorescentes, ou com enzimas, resultam em uma amplificacao da reacéo, facili-
tando a visualizacao do corte corado.

11.20. Citometria de fluxo

A citometria de dit.kcuma técnica utilizada parsecamiaar e
classificar particulas microscopicas suspensas, em fluxo, em um meio liquido.
Remite a analise de varios parametros simultaneamente, sendo conhecida tam-
bém por “citometria de fluxo multiparamétrica”. A versao mais aplicada da
citometria de dléxdenomind@eCS(fluorescence-activated cell sorter
separador de célula ativado por fluorescéncia), que foi projetada para automatizar
a analise e a separacdo das células coradas com anticorpo fluorescente. O
FACS utiliza um dedlelasee um detector de luz para contar as células
intactas Unicas em suspencdo. Através de um aparelho de deteccéo 6tico-
eletrénico sdo possiveis andlises de caracteristicas fisicas e/ou quimicas de uma
simples célula.

Em sistemas celulares, as principais propriedades analisadas séo o tama-
nho relativo, a granulosidade relativa, a complexidade interna das particulas e a
intensidade relativa da fluorescéncia. Essas caracteristicas sao determinadas por
meio de um sistema de acoplamento Optico-eletrénico que registra a forma
como a célula, ou particula, dispersa laskinaidente, emitindo
fluorescénciguiFa 33).
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Hgura 33. Deteccao de linféticos B fluorescente, por citometria de flux

O fundamendo da citometria de fluxo consiste na emissdo de um feixe
de luz (normalmzstgrde Gnico comprimento de onda (cor), direccionado
a um meio liquido em fluxo. Um namero de dectores € apontado ao local
onde o floxpassa através de deixuz. Um na linha de (@mvard
Scattayu FSC) e varios perpendiculareSidesedftar SSC), além
de um ou mais detectores fluorescentes. Cada particula suspensa passando
através do feixe dispersa a luz de uma forma, e os corantes quimicos fluores-
centes encontrados na particula, ou juntos a particula, podem ser excitados,
emitindo luz de menor frequéncia do que o da fonte de luz.

Esta combinacdo de luz dispersa e fluorescente € melhorada pelos
dectetores e, analisando as flutuagdes de brilho de cada detector (uma para
cada pico de emisséo fluorescente), é possivel explorar varios tipos de infor-
macao sobre a estrutura fisica e quimica de cada particula, individualmente.
FSC correlaciona-se com o volume celular e SSC depende da complexidade
interna da particula (Ex: forma do nucleo, quantidade e tipo dos granulos
citoplasmaticos e rugosidade da membrana). Atualmente, alguns citdmetros de
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fluxo tém eliminado a necessidade da fluorescéncia e usado somente dispersao
de luz para sua medi¢éo. Outros citometros de fluxo formam imagens de cada
fluorescéncia da célula, dispersao de luz e transmisséao de luz.

O citdbmetro de fluxo é dividido fundamentalmente em cinco sistemas:

« Sistema fluidd_ocal onde ocorrera a introducéo e o alinhamento
das células por diferenca de pressao, e que serdo interceptadas pela
luz ddaser

« Sistema ¢ptieadContém a fonte de lulaseNomalmente
sdo usadas lampadas de mercurio lagerdacalto poder
(argbnio, kriptorixserde poder baixo (argbnio-488nm, red-
HeNe-633nm, green-HeNe e HeCd-Uageadiodo (azul,
verde, vermelho e violeta).

« Sstemaletrbnice Responsavel por converter os sinais oticos
detectados em sinais eletrdnicos proporcionais, através de um sistema
analogico para digital (ADC), gerando FSC e SSC, assim como
sinais fluorescentes.

- Sistema de amplificag&wndifica e processa as informacdes
recebidas em escala linear ou escala logaritimica.

« Sistema computacioRa&sponsavel pela analise, processamento

dos sinais e emissédo do resultado, sdifeandspecificos.

Existe ainda um filtro e um sistema detector que capta a luz proveni-
ente das células. A emissao de luz frontal mede o tamanho da célula
e a luz lateral avalia a sua granulosidade e complexidade interna.

Modernos citdmetros de fluxo sdo capazes de analisar varias particu-
las em cada segundo, em “tempo real”, e podem separar e isolar particulas
com propriedades especificas. Os parametros possiveis de medir sdo: vo-
lume e complexidade morfolégica das células, pigmentos celulares (como a
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dorofila), DNARNA, analise e classificacdo de cromossomas, prote-
inas, antigenos a superficie celular (marcadores CD) e antigenos
intracelulares, entre outras moléculas.

A hematologia foi uma das primeiras modalidades biomédicas a se
beneficiar das aplicacdes clinicas da citometria de fluxo. Algumas destas
aplicacfes séo utilizadas regularmente para o diagnostico ou o acompanha-
mento terapéutico de diferentes afec¢cdes. Em cancerologia, a deteccéo da
célula tumoral € a aplicacdo mais desenvolvida. Esta deteccdo repousa
essencialmente sobre a medicdo de contetdo anormal de DNA no nucleo
da célula tumoral e da expresséao proteica dos antigenos tumorais.

Atualmente, a imunologia, a biologia molecular e as analises clinicas
sdo as areas da ciéncia que mais utilizam a citometria de fluxo para a deteccéo
ou identificacdo de subtipos de células implicadas na imunidade. A contagem
de linfécitos T consiste em classificar e quantificar as subpopulacdes desses
linfocitos, pela pesquisa imunofenotipica dos CDs, por meio de conjugados
fluorescentes especificos. Dependendo dos fluorocromos que estarédo liga-
dos aos anticorpos monoclonais, as fluorescéncias emitidas por eles, quando
excitados peltaserterdo comprimentos de ondas diferentes e,
consequentemente, cores diferentes. Ha diversos tipos de fluorocromos,
como o isotiocianato de fluoresceina (FITC), a ficoeritrina (PE), a proteina
Clorofil peridininan®P) e dexas Red.

Os sinais eletrénicos sdo usados para analisar as células de acordo
com seus marcadores de superficie, e esta analise € interpretada através de
um grafico de separacéo dividido egg@iHasi(a 34). O citbmetro
fornece o numero absoluto de linfécitos, por exemplo, linfécitos T CD3+/
CD4+ e de linfécitos T CD3+/CD8+, porque em cada tubo de amos-
tra existe um numero conhecido de particulas de referéncia conjugadas com
fluorocromos (valor padrao).
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Hgura 34. Andlise do linfético feita pelo Citbmetrorabestréundo os
Gates e as populacdes marcada&sdeEnediCP

11.21. Testes de hipersensibilidade celular cutanea tardia

Emboraxstam métodoitrgpara oxame da imunidade celular
como, por exemplo, a linfoproliferacéo e a citometria de fluxo, a resposta
celular também pode ser verificddepor meio deestes de
hipersensibilidade celular cutaned&tiedidestes sdo muito simples e
podem ser empregados na avaliacdo geral da imunidade celular em estudos
de deficiéncia imunoldgica e na verificacdo da exposicdo a determinados
agentes infectoparasitarios individuais ou em inquéritos epidemioldgicos. E
importante ressaltar que um teste positivo para um agente infeccioso nao
significa necessariamente diagndéstico de doenca ativa ou infeccéo por este
agente, mas apenas a presenca de células Thl de memoaria, cuja origem foi
induzida por uma infeccdo primaria assintomatica ou de uma doenca curada.
O teste negativo indica que o individuo ndo deve ter tido contato com o
agente que se investiga.
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Estes testes, além de representarem o principal exame complementar
para o diagndstico e acompanhamento do curso de varias enfermidades
infectoparasitarias, sédo indicados também para a avaliacdo da diminuicdo da
imunidade celular Thl, ou anergia, que se configura pela auséncia de resposta
a uma bateria de antigenos comuns, determinada por fatores genéticos ou
ambientais. Como ocorre, por exemplo, em individuos com infeccdes recor-
rentes, com infec¢des causadas por microrganismos que normalmente ndo sao
patogénicos, individuos em uso de imunossupressores, individuos com
imunodeficiéncias primarias ou com doencas que levam a imunodeficiéncia
secundaria, como a AIDS, neoplasias, doencas autoimunes, etc. Na suspeita
de anergia, é feita a aplicacdo na pele, de certos produtos quimicos que
reagem com proteinas que induzem sensibilizac&o sistémica a varios metabdlitos
do agente sensibilizante. O dinitroclorobenzeno (DNCB) é um agente que
tem sido utilizado desta maneira, com a finalidade de testar a imunidade celular
em pacientes com suspeita de anergia. Este ndo deve ser um procedimento de
rotina, e deve ser reservado a pacientes que apresentaram auséncia de resposta
celular aos antigenos comumente testados.

Dentre os antigenos mais utilizados, para a avaliacdo da resposta celular
de hipersensibilidade tardia, figuram os seguintes: a tuberculina, também cha-
mada de PPD (derivado proteico purificado), empregada no teste de Mantoux,
gue é utilizado para a avaliacdo da explgio@aeterium tuberculosis
a lepromina, ou antigeno de Mitsuda ou mitsudina, que é utilizada diante da
suspeita de hanseniase; o exttaishdearsantido no teste de
Montenegro, utilizado no diagndéstico complementar e em inquéritos
epidemioldgicos de leishmaniose tegumentar; aSardideaisicens
candidina ou oidiomicina, empregados diante da suspeita de candidiase; a
tricofitina, para as dermatofitoses causadas por fungos; a paracoccidioidina,
utilizada sob a forma de filtrado de cultura na avaliacdo da resposta celular ao
Faracoccidioides brasikbansi©s.
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O teste se procede pelo in6culo, apds antissepsia da pele com alcool,
de 0,1 mL de antigeno especifico, por via intradémica na face anterior do
antebraco, usando seringas de 1 mL com agulhas n° 8x0,25mm, estéreis e
descartaveis. Como controle, deve-se injetar o0 mesmo volume de solugéo
salina em outro ponto do antebraco. A formacdo de uma pépula pequena e
uniforme indica injecao correta. A injecao subcutanea leva a diluicdo do antigeno
e pode gerar resultados falso-negativos. A leitura é realizada por medi¢do dos
maiores didmetros do eritema e da enduracdo apos 48-72 horas na maioria
dos procedimentos. Enduragcé&o maior que 5 mm de diametro geralmente indica
resposta positiva.

12. Alguns parametros utilizados no controle
de qualidade do diagndstico sorolégico

O controle de qualidade para o diagnéstico soroldgico das doencas
infectoparasitarias, da mesma maneira que para todos 0s outros procedimentos
laboratoriais, deve ser criteriosa em todas as etapas do processo. Comecando
pela fagaré-analiticgue inclui a indicacdo e solicitacdo corretas do teste
adequado, coleta da amostra do paciente convenientemente preparado, além
do transporte e manuseio da amostra em condi¢cdes apropriadas até o laborato-
rio de analise. A fasaliticaompreende a escolha do método adequado,
a realizacdo do teste de acordo com as recomendacdes do fabricante e o
registro do resultado obtido. posmaliticeclui os eventuais céalculos e
a apresentacao do resultado em forma de laudo final. A partir desta fase, deve
ser feita a interpretacdo do resultado, em conjunto com os dados clinicos e
demais exames laboratoriais, para que seja definida a melhor conduta.

12.1. Construgéo de banco de soros

O banco de soros é uma colecéo catalogada de amostras representativas
de uma populacao que se mantém para preservar suas caracteristicas imunologicas.
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Para a adequada constituicdo, € necessario a inclusdo de amostras proveni-
entes de pessoas infectadas e de pessoas néao infectadas. As amostras de
pessoas infectadas, chaordales positivdevem ser pertencentes

as areas endémicas (se a doenca possuir tal caracteristica) e vir com diag-
nostico conclusivo que demonstre o parasito ou por provas que deem tais
indicacbes, como, por exemplo, os testes intradérmicos de hipersensibilidade
celulareacéo de hibridizacéo ou a reacéo polimerasiBaymecasdeia (

Chain ReactidPCR). As amostras de individuos nao infectados, consi-
derados “normais” e chamacostiides negatj\s#o selecionadas

mediante a apresentacdo de resultados negativos obtidos com as mesmas
provas utilizadas para selecdo das amostras positivas e, se possivel for
provenientes de areas ndo endémicas da modalidade estudada. Se houver
a inclusdo de soros provenientes de individuos com outras doencas, para a
verificacdo de respostas cruzadas, as mesmas provas diagnoésticas de certeza
devem ser realizadds.danco de amostras necessita da aprovacéo de
comissédo de ética em pesquisa envolvendo seres humanos, bem como da
aprovacdo de comissao de ética para uso de animais (CEUA), quando
envolve amostras ndo humanas.

12.2. Avaliacdo dos métodos sorolégicos

Ao analisar o comportamento soroldgico de duas populagdes, onde
uma delas seja constituida por amostras provenientes de pessoas infectadas
e a outra de pessoas nao infectadas, ao se comparar os resultados soroldgicos
obtidos em ambas, com frequéncia relativa em porcentagem, encontram-se
duas cuas gaussianas bem defigidas3®).
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Hgura 35. Distribuicao de frequéncias dos titulos sorolégicos de duas popula-
cOes hipotéticas, uma normal A e outra infectada B, encontradas com um teste
soroldgico hipoteticamente ideal

Entretanto, estes dados hipotéticos ideais néo refletem o que se
observa em uma rotina de diagnastico sorolégico. Os resultados dos testes
sorologicos se agrupam em quatro categorias, de acordo com a existéncia
ou ndo da doenca e a positividade ou naoalatgstdqer infeccao
gue se analise, observa-se sobreposicao entre as curvas de distribuicdo da
populacédo nual (A) e a de infectados (B), como se magtna na F
36, onde os soros, com resultados positivos ao teste e provenientes de
pacientes nos quais o diagnoéstico de certeza era positivo, denominam-se
verdadeiros-positi8mos com resultados negativos obtidos de contro-
les normais sdo chameautizsleiros-negatiBmsos com resultados
negativos provenientes de pacientes infectados sadalem®minados
negativos aqueles com resultado positivo ao teste sorolégico, porém
obtidos de controles normaisfa@oopositivos
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Hgura 36. Distribuicdo de frequéncias dos titulos sorolégicos, semelhantes ao
gue se encontra habitualmente: uma normal A e outra infectada B, obtidas
com um teste sorolégico hipoteticamente ideal

Neste exemplo hipotético, a sobreposicédo das curvas € simétrica e a
linha de cortelt offencontra-se marcada ao centro, fornecendo assim, igual
guantidade de resultados falsos-negativos (C) e falsos-positivos (D). Os da-
dos com que se obtém as curvas podem ser extraidos de um quadro de dupla
entrada, como apresentado no Quadro 2.

Quadro 2 — Demonstracdo de popula¢des de individuos infectados e néo
infectados, ondes V erdadeiros-positivos, Falsos-positives;
Falsos-negativbs V erdadeiros-negativos erBvalencia.

INDIVIDUOS
TESTE INFECCAO
PRESENTE AUSEN[TETOTAL
POSITIVO a b a+b
NEGATI\VO Cc d c+d
TOTAL a+c(P) b+d n
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Apesar de testes soroldgicos produzirem muitos resultados verdadei-
ros, alguns resultados falsos, como ja mencionado, podem ser gerados,
sejam eles positivos ou negativos; e, por conseguinte, € comum dizer que
0s testes sorologicos sdo presuntivos, ou seja, de valor probabilistico.
Estes testes, obrigatoriamente, devem ser avaliados para definir parametros
importantes quanto as suas qualidades fixas (sensibilidade, especificidade e
acuracia), uma vez que estes valores independem da prevaléncia da infec-
cao estudada na populacao.

Um teste de triagem soroldgica ideal deve ser capaz de identificar
todos os individuos com a condicéo estudada e de excluir todos os indivi-
duos que ndo apresentem esta condicdo. A probabilidade do teste em
identificar corretamente, em uma populacao, os individuos que apresentem
a infeccdo, denomisarssbilidad8) e pode, também, ser conceitu-
ada como a capacidade de um teste sorologico proporcionar resultados
positivos nos individuos infectados ou, ainda, como a capacidade do me-
todo soroldgico em detectar quantidades minimas do material desejado.
Calcula-se a sensibilidade com a seguinte relacao:

Sensibilidadea: (a+ ¢

De acordo com os dados do quadro 3

Sensibilidade = 300 : 400 = 0,75 ou 75%

Os resultados podem ser apresentados em uma escalade 0 a 1, mas
normalmente sdo expressos em porcentagem.

A capacidade do teste para excluir agueles que ndo séao afetados €
chamadsspecificidaqg), que também pode ser conceituada como a
gualidade que um teste apresenta em distinguir moléculas diferentes, porém,
com elevado grau de homologia. Aproveitando os dados do Quadro 3, a
especificidade calcula-se por:
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Especificidadel=(b+ d) ondeEspecificidade =540 : 600 = 0,9 ou 90%

Quadro 3 — Resultados sorologicos hipotéticos encontrados em duas popula-
cOes de individuos infectados e néo infectados

INDIVIDUOS
TESTE INFECCAO
PRESENTE AUSENTE TOTAL
POSITIVO 300 a 60 b 360 a+b
NEGATINO 100 c 540 d 640 c+d
TOTAL 400 a+c (P) 600 b+d 1000 n

A acuraci@d), também chamada de confiabilidade ou eficiéncia do
teste, refere-se ao somatoério dos resultados verdadeiros positivos e negativos
em relacédo a populacéo estudada.

Acuacia=&+ d):n  onde Acuracia=(300+540):1000=0,84 0u84%

O coeficiente gesvalénc{®) pode ser conceituado como a por-
centagem de individuos infectados, parasitologicamente comprovados em uma
populacdo. Esse conceito difere da soroprevaléncia, (SP) que considera a
porcentagem de individuos soropositivos na populacdo estudada.

Prevalénciazat 9 :n ondeevaléncia = 400 : 1.000 = 40%

Soroprevalénciaa#(b) : n  ondeSoroprevaléncia =360 : 1.000 = 36%

A determinacgéo das qualidades fixas de um teste soroldgico, por si so,
nao satisfaz suficientemente as necessidades do controle sob os resultados
sorologicos, uma vez queaénoizode resultados falsos podenalterar
funcao da prevaléncia de infeccdo. Como as técnicas soroldgicas séo utilizadas
em diversos lugares do mundo em areas com diferentes coeficientes de
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prevaléncia, é importante conhecer a probabilidade de que os resultados
positivos segundo a técnica empregada sejam realmente positivos, bem
como os resultados negativos sejam realmente negativos. Estas probabilida-
des sédo os valores de predicdo (VP) da técnica. O parametro mais fre-
guentemente utilizado é o valor de predicdo de positividade (VPP), que
permite identificar os doentes em um grupo de individuos considerados
soropositivos. O valor de predicdo de negatividade (VPN) € conceituado
como a probabilidade de que a doenca estudada ndo exista em um grupo
de individuos considerados como soronegativos. Disto deduz-se que o
valor de predicdo pode ser dado pelo teorema de Bayes:

VPP=(PxS)(PxS)+(1-P)x(1-E)

VPN=Ex(1-P):Ex(:-P)+(1 -S)xP

Por outro lado, os calculos pogheessar-se de umaaforais
simples, mediante os valores do Quadro 3 apresentado anteriormente:

VPP =a: (a+ b  onde VPP =300: 360 =0,83 (83%)

VPN= d:(c+ d onde VPN =540:640=0,84 (84%)

E feita a aplicacdo do mesmo teste soroldgico, com sensibilidade e
especificidade invariaveis, em duas areas endémicas para uma determinada
doenca, onde a Unica diferenca entre estas populacdes seja a prevaléncia
de infeccédo encontrada, representada por uma populacao (A) de baixa
prevaléncia e uma (B) de alta prevaléncia. A alteracdo no comportamento
do teste se verifica pela modificacéo dos valores de predicédo de positividade
e de negatividade. A partir dos valores apresentados no quadro 4, pode-
se verificar tais modificagoes.
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Quadro 4 - Quadro explicativo para os calculos do valor de predicdo de
positividade em duas populacdes hipotéticas: populacéo A = baixa prevaléncia
e populacéo B = alta prevaléncia, para uma determinada infeccao.

Resulta[da) Prevaléncia de infeccédo =| (B} Revaléncia de infeccédo ={10%
do testgInfectadps N&o infectados tptafiectadps N&o infeclados tgtal

Positivo| 980 990 1970| 9800 900 10700
Negativp 20 98010 98030 200 89100 89300

Total 1000 99000 100000 | 10000 90000 100000

P=1% S=98% SP=99% P =10% S=98% SP =99%
VPP =980/1970 X 100 = 49,7% VPP =9800/10700 X 100 = 91,6%

Conforme demonstrado, embora o teste sorolégico tenha sensibilidade
e especificidade elevadas, 98% e 99% respectivamente, sua aplicacdo em
area de baixa prevaléncia gerou valor de predi¢do de positividade inferior a
50%. Contrariamente, em area de alta prevaléncia o valor de predi¢do de
positividade elevou-se acima de 90%.

O Quadro 5 ilustra, com maiores detalhes, como o valor de predi¢cao
de positividade dos testes soroldgicos, com diferentes niveis de sensibilidade e
de especificidade, sofrem alteragcbes em funcdo dos valores crescentes do
coeficiente de prevalénaialeViregra, o teste sorolégico nédo deve ser
empregado em areas de baixa prevaléncia em consequéncia da geracéo de
numerosos resultados falsos-positivos.

Em técnicas parasitoldgicas dificilmente ocorrem resultados falso-positi-
VOSs, como, por exemplo, a identificagcdo de hemoparasitos em exames micros-
copicos pela extensdo sanguinea em lamina, ou enteroparasitos em fezes, é
definitivo para comprovar uma irdeogdw. l|Bdo, ndo podem ser utiliza-
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dos para estimar a prevaléncia real de infec¢do, por apresentarem resultados
falso-negativos.

Quadro 5 - VPP de testes com diferentes indices de sensibilidade e
especificidade para diversas taxas de prevaléncia

VARIACAO DO \ALOR DE PREDICAO DE POSIAUD

especificidade = 99% sensibilidade = 99%

A sensibilidade % especificidade 999
Frevalencia% ., o0 o8 00 | 70 B0 90 95 99
0,5 2 2 5 933 26 29 31 22 33
1,0 3 5 9 1750 41 45 48 49 50
5,0 15 21 34 51 84 79 81 83 83 84
10,0 27 35 52 69 92 89 90 91 91 92
20,0 45 55 71 83 96 95 95 96 96 96

Valores de predicéo de positividade

Os resultados dos testes soroldgicos também podem ser confrontados
para a verificacdo da copositividade, da conegatividade e da concordancia
bruta. Estes parametros podem ser obtidos em funcéo da distribuicdo dos
resultados dos testes sorologicos, como representados no Quadro 6 de ma-
neira semelhante a sensibilidade, especificidade e confiabilidade. A concor-
dancia ajust&Ggop4K) € um parametro que se baseia na comparacao do
indice de concordancia esperada com o indice de concordancia observada.
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Quadro 6 - Quadro explicativo para os calculos da Copositividade, e da
Conegatividade, Concordancia bruta e Concordangiaméstada —

TESTE 1 €&te de referéncia)
TESTE 2 PRESENTE AUSEN[TETOTAL
POSITIVO | a b a+b (pl)
NEGATIVO c d c+d(ql)
TOTAL a+c(p2) b+d(@2) | a+b+c+d

Copositividade =a : (a+c)
Conegatividade =d : (b + d)
Concordancia bruta=(a+d): (a+b+c+d)

Kappa =[2 (ad + bc) : (p1g2 + p2g1)]

Rode-se utilizar o seguinte critério para conceituar os resultados
do controle de qualidade: v&ldfe8% s&o considerados pobres, de

40,1 até 79,9% regulares, val@eg® a 89,9% sao considerados bons
e3 90% séo considerados excelentes.
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Resumo do capitulo

O sistema imunitario, assim como 0s demais sistemas do organismo,
possui suas proprias células, tecidos, orgaos e moléculas. A principal célula
desse sistema € o linfocito. Os Igdc#sginicas células do organismo
gue expressam receptores altamente diversificados para o antigeno, o que
permite o reconhecimento de uma grande variedade de substancias estranhas.

A ativacao do sistema imune adaptativo depende da apresentacao de
antigenos. Um antigeno é qualquer substancia que pode ser reconhecida por
um anticorpo ou por um receptor de ©él@atienos possuem duas
propriedades: a imunogenicidade e a antigenicidade. Os que nao sao capazes
de induzir uma resposta imune sdo chamados de haptenos e precisam ser
acoplados as moléculas carreadoras para adquirirem tal capacidade. O
determinante antigénico, ou epitopo, € a menor porcdao da molécula e é
responsavel pela propriedade de estimular uma resposta imune. As superficies
celulares, incluindo os microrganismos, geralmente possuem uma grande quan-
tidade de determinantes antigénicos.

Os anticorpos atuam na resposta imune ligando-se especificamente ao
agente patogénico ou seu subproduto, ativando o sistema complemento,
opsonizando para aumentar a fagocitose e a citotoxicidade dependente de
anticorpo, e permitindo, assim, que microrganismos e parasitos sejam destruidos
pelas células do sistema imune.

Os anticorpos se encontram distribuidos por todo o organismo, pois
0s agentes infecciosos podem vencer as diversas barreiras naturais e estabele-
cer uma infeccdo em qualquer parte do corpo. Os primeiros anticorpos a
serem produzidos numa resposta imune séao as IgM e tendem a ser de baixa
afinidade, mas sao muito potentes na ativagao do sistema complemento. A
IgG é o principal isotipo no sangue e fluidos extracelulares, e é transportada
atraves da placenta diretamente para a corrente circulatéria do feto durante a
vida intrauterina. A IgA tem papel importante na protecdo das superficies
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mucosas contra patégenos ou seus subprodutos. A IgE tem como principal
funcao o recrutamento de células inflamatorias através da ativacédo de mastocitos
e basofilos, como também pode estar envolvida na eliminacédo de parasitos e
processos alérgicos.

Existem varios sistemas proteicos de reacdo em cadeia no plasma sangui-
neo, dentre estes, o sistema complemento, que €é um complexo sistema
constituido por moléculas termolabeis e termoestaveis, e que tem como funcéo
a eliminacdo de um agente estranho, facilitando a fagocitose, quando algumas
proteinas ativadas do complemento opsonizam a superficie do patdgeno; por
reacdo Inflamatéria, quando os pequenos fragmentos de proteinas recrutam
fagécitos ao local da atividade inflamatoria; ou por lise direta, quando, uma
vez desencadeada a cascata, 0s componentes terminais do complemento lesam
a membrana dos microrganismos.

Todo organismo multicelular possui algum sistema de defesa que distin-
gue os patégenos e elimina-os do hospedeiro. A vantagem de tal imunidade
especifica € que o sistema imune pode rapidamente adaptar-se aqueles patdgenos
gue sao mais frequentemente encontrados no meio ambiente local. Esta capa-
cidade é conseguida através do complexo principal de histocompatibilidade,
cujos produtos desempenham um papel no reconhecimento intercelular e na
discriminacdo entre o proprio e o nao préprio.

Didaticamente, a imunidade adaptativa se organiza em imunidade humoral
e imunidade celdlamunidade mediada por células se desenvolve por uma
rede de interacbes que resulta em defesa contra microrganismos, 0s quais
sobrevivem dentro de fagécitos ou de outras células. A resposta € iniciada
pelo reconhecimento do antigeno de microrganismos intracelulares por células
T através do complexo principal de histocompatibilidade (MHC). Na respos-
ta via CD8, somente a célula alvo que porte o antigeno associado a classe |
pode ser lisada ou induzida a entrar em apoptose. Em outro mecanismo da
resposta cejudarcélulas T CD4+ Thl ativamygople, macrofagos
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infectados através de citocinas comdudiRNe um patdgeno resiste

aos efeitos dos macréfagos ativados, pode-se desenvolver uma infec¢ao croni-
ca. Ja a resposta imune humoral conduz a destruicdo dos microrganismos
extracelulares e previne ou diminui a disseminagéo das infec¢des intracelulares,
por meio da neutralizac&o, opsonizacgéo e ativacao do sistema complemento.
A ativacdo das células B e sua diferenciagdo em células secretoras de
imunoglobulinas sdo deflagradas pelo antigeno especifico e requer a participa-
céo de células CD4+ Th2, que também controlam a mudanca de isotipo e
desempenham papel importante na hipermutacdo somatica, o que € necessario
para a maturagcao da afinidade dos anticorpos.

Em algumas infecgfes, o sistema imunitario ndo consegue eliminar o
parasito, mas reage isolando o agente com células inflamatdrias. Na
esquistossomose, a formacgéo do granuloma € um exemplo da reacédo do hos-
pedeiro contra o parasito. A maioria dos parasitos desenvolve mecanismos de
escape do sistema imune para garantir sua sobrevivéncia e alguns comprometem
tanto as respostas mediadas por anticorpos como as mediadas por células.

A medida das interacdes entre antigeno-anticorpo com o proposito de
diagnostico € conhecida como imunossorologia. As técnicas imunossorolégicas
fundamentam-se na natureza da interacdo antigeno-anticorpo nas quais podem
expressar-se em duas formas distintas, em decorréncia da utilizacdo de
imunorreagentes livres de marcacao ou de reagentes marcados. As técnicas que
ndo empregam marcadores demonstram-se por fen@rtants visiveis. P
ao se combinar anticorpos com antigenos sollveis, os complexos resultantes
podem formar precipitados insolUveis. Se os antigenos séo particulados (bacté-
rias, protozoarios, hemacias), os anticorpos os aglutinam. Se o anticorpo pode
ativar a via classica do sistema complemento e o0 antigeno se encontra em uma
supdicie celylarresultado pode ser a cildisécnicas que empregam
imunorreagentes marcados caracterizam-se pela simples combinacdo do antigeno
com o anticorpo, necessitando que um deles esteja marcado convenientemente.
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O imunorreagente pode ser marcado com corantes fluorescentes ou
guimioluminescentes, radioisétopos, enzimas, ouro ou prata coloidais, entre
outros marcadores.

Apesar de testes soroldgicos produzirem muitos resultados verdadeiros,
alguns resultados falsos podem ser gerados, sejam eles positivos ou negativos
e, por conseguinte, € comum dizer que os testes soroldgicos sao presuntivos,
ou seja, de valor probabilistico. Estes testes, obrigatoriamente, devem ser
avaliados para definir parametros importantes quanto as suas qualidades fixas
(sensibilidade, especificidade e acuracia), uma vez que estes valores independem
da prevaléncia da infec¢ao estudada na populagao.

Questdes

1) Descreva o processo de maturacao dasdehdas T

2) Comente sobre a importancia das moléculas de adesao na resposta imune.
3) Definamunogenicidagespecificidade

4) Definadjuvante sua fungao na resposta imune.

5) Descreva as principais propriedades das cinco classes de Imunoglobulinas.

6) Como vocé prepararia um anticorpo contra IgG humana?

7) Descreva o processo de ativacdo da via classica e da via alternativa do
complemento.

8) Descreva 0s principais mecanismos de atuacao do sistema complemento na
eliminacdo de patdgenos.

9) Descreva o processamento e apresentacdo de um antigeno intracelular
presente no citoplasma da célula.
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10) Descreva o processamento e apresentacdo de um antigeno, oriundo de
uma bacténdracelulgue foi ativamente fagocitada por um macroéfago.

11) Descreva os principais mecanismos de atuacéo da resposta humoral.

12) Descreva os mecanismos de acéo exercidos pelas células CD8 na resposta
celular

13) Descreva os principais mecanismos de imunidade inata e adaptativa contra
virus.

14) Descreva os principais mecanismos de imunidade adaptativa e especifica
contra bactérias extracelulares e bactérias intracelulares.

15) Como os helmintos parasitas do lume intestinal sédo expulsos do organis-
mo?

16) Sempre que encontramos uma reacdo imunoldgica positiva, ela determina
a presenca do agente etiologico? Justifique.

17) O que é converséao sorologica?

18) Explique o feném@eaona como fazemos sua neutralizagao.

19) O que causa reacédo cruzada em provas soroldgicas? O vocé sugere para
impedir esse fenbmeno?

20) Quais a provas soroldgicas realizadas em banco de sangue para preven-
cao de doencas transmissiveis?

21) Quais as vantagens e desvantagens do uso de anticorpos monoclonais em
provas sorologicas?

22) Como se processam as reacdes de aglutinacao direta? Dé um exemplo de
teste comumente usado para fins de diagnosticos.

23) Qual o fundamento da reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI)?

24) Fale sobre a reacdo Imunoenzimatica (ELISA), quanto ao seu modo de
acao, suas vantagens e desvantagens.
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25) Na etapa de sensibilizacdo das placas plasticas de microdiluicdo, da
reacdo imunoenzimatica, Htilidamos tampdes com pH elevado (por
volta de 9,6) para preparar os antigenos motpiéds. P

26) Com gue propaosito utilizamos caseina (proteina do leite) no desenvolvi-
mento do ELISA?

27) Fale sobre o fundamento do teste de imunoeletroti&asstaréncia (
blotting

28) Conceitue:
a) Sensibilidade; b) Especificidade

Bibliografia consultada

ABBAS, A K. ; LICHTMAN, A H. ; PILIAI, S.Imunologia celular e mokecular
ed. Rio de Janeiro: Els20ia8.

BACAL, N. S, RULHARERM. H. W. Aplicacdo pratica em citometriao.de flux
S&o &ulo: Atheneu, 2003.

BENJAMINI, E. ; COICCR ; SUNSHINE, G/munologié. ed. Rio de Janeiro:
Guanabara Koogan, 2002.

DUARTE, .REnsaio imunoenzin@tit®A) para identificacdo experimental de fontes
alimentares Rmstrongylus megBtmseistel 835 (Hemiptera: Reduviidais)
sertacdo (Mestradaphdacao OswaldozZZRio de Janeiro, 1997.

FERREARW.; AVILA, S.L.M Diagnéstico laboratorial das principais doencas infec-
ciosas e auto-imiexsi. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2001.

HALLIWELL, RE. W ; GORMAM, N. T. Inmunologia clinica veteZianagpza:
Acribia, 1992.

JANEWAY, C. A. J.; et al Imunobiolaggasistema imunolégico na salde e na doen-
ca. 6. ed. &to Alegre: Artmed, 2006.

KINDTT J. ; GOLDSBYR A.; OSBORNE, B. A Imunologia de Kélgd.
Bookman, 2008.

O’CONNOR J. E. et al The relevance of flow cytoimetriochemical analysis.
IUBMBLIifev. 51, n. 4, p. 231-239, 2001.



124 | Conceitos e Métodos parana¢ao dedfissionais em Laboratdrios de Saude

PARHAM, P O sistema imuAeto Alegre: Artmed, 2001.

PEAKMAN, M. ; VERGANI, Dmunologia Béasica e QRinida Janeiro: Guanabara-
Koogan, 1999.

PERER W. A. Manual de transplantes de 6rgdos &teaidodaneiro: Medsi,
1996.

ROIT, I. ; BROSTOFF. ; MALE, D./munologfa.ed. SdodRilo: Manole, 2003.

ROSEN,.F GEHA R Estudos de casos em imuBotatyi@rto Alegre: Artmed,
2002.

SIVA, W. D. ; MOTA, |. Bier: Imunologia basica e aplieatiRio de Janeiro:
Guanabara Koogan, 2003.

TERR, Akt alImunologia médifaed. Rio de Janeiro: Guanabara-Koogan, 2004.
THUSFIELD, Mepidemiologia veteridamagoza. Acribia, 1990.

VAZ, N. M. ; FARIA A. M. C. Guia incompleto de imunobiaiwgriglogia
como se o organismo importasse. Belo Horizonte: COOPMED, 1993.



