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“A Imunologia Clinica € um campo da ciéncia
médica que desvenda os mistérios do sistema
imunolégico humano, esse intricado
mecanismo de defesa que possibilita nossa
sobrevivéncia diante de uma miriade de
ameacas. Ao explorar os intrincados meandros
da nossa resposta imune, este livro traz a luz a
importancia desse conhecimento para a
humanidade. Compreender como esse sistema
opera € essencial para diagnéstico, tratamento
e prevencao de doengas, assim como para o
desenvolvimento de novas terapias e vacinas.
A cada avango cientifico na area de Imunologia
Clinica, desvendamos novas perspectivas e
promessas para um futuro mais saudavel e
livre de enfermidades. Ao adentrar nas paginas
deste livro, vocé sera conduzido por uma



jornada fascinante pelos fundamentos e
aplicacbes da Imunologia Clinica. Desde os
principios basicos da resposta imune até as
mais recentes descobertas e tratamentos, sera
possivel explorar o papel crucial dessa
disciplina na saude humana. Convidamos tanto
estudantes e profissionais da area da saude
quanto leitores curiosos a se aprofundarem
neste campo interdisciplinar. A imunologia é
uma ciéncia dindmica, que se expande
constantemente com novas pesquisas e
inovagdes tecnolégicas. Esperamos que estas
paginas inspirem e motive a comunidade
cientifica, os estudantes e o publico em geral a
se envolverem ainda mais com a pesquisa € a

promogao de uma saude global”.

Daniel de Azevedo Teixeira



CAPITULO I

INTRODUCAO A IMUNOLOGIA

1- PRINCIPAIS ASPECTOS IMUNOLOGICOS

A palavra Imunidade ¢ derivada do latim, que se referem a “immunitas”,
um termo usado para denominar individuos que estavam livres de pagar impostos
ao império romano. O conceito de imunidade, na atualidade, est4 relacionado a
capacidade do organismo em reconhecer agentes estranhos e desencadear uma
resposta eficiente contra esse agente, minimizando ou extinguindo possiveis
danos. O sistema imunoldgico, também chamado de sistema imune, é 0 que
garante a nossa imunidade. Esse sistema é extremamente complexo e possui

diversas formas de atuagdo na protecéo do organismo.

O sistema imunolégico é provido de inUmeros mecanismos que visam
garantir protecdo contra agentes que podem provocar patologias ou desequilibrio
a homeostasia. Os mecanismos quem compdem a imunidade sdo formados por
moléculas, células, tecidos e 6rgdos que atuam de maneira conjunta para garantir
a protecdo do organismo. As agressdes sofridas pelo organismo ou possiveis
alteracdes no equilibrio da homeostasia podem contribuir para a suscetibilidade

de doencas.

A resposta imunoldgica pode ser classificada inicialmente de duas formas:
inata ou adaptativa. A imunidade inata é considerada como imunidade natural,
configura a resposta imunolégica que o individuo nasce com ela, enquanto a

adaptativa é aquela que adquirimos durante a vida.



2- IMUNIDADE INATA

A imunidade inata é caracterizada por mecanismos que atuam antes da
exposicdo aos agentes agressores e promovem respostas rapidas a estes agentes,
porém através de mecanismos padrdes para todos esses agentes. Os principais
elementos que constituem os mecanismos da imunidade inata sdo: barreiras
fisicas e quimicas, tais como as mucosas e epitélios produtores de substancias
antimicrobianas; células fagociticas e células natural killer (NK); componentes
do sistema complemento, mediadores da inflamatdrios e citocinas, que regulam e
coordenam muitas acdes das células da imunidade inata. E importante salientar
que a resposta inata apresenta uma resposta inespecifica, ou seja, 0s mecanismos
sdo deferidos contra quaisquer agentes agressores, entretanto, a ndao
especificidade da resposta impacta diretamente na eficiéncia da defesa.

Os componentes do sistema imunoldgico que participam na imunidade inata
reagem de forma semelhante perante todas as substancias possivelmente
antigénica, e o reconhecimento dos antigenos ndo varia de pessoa para pessoa.
As principais células efetoras da imunidade inata sdo os neutrofilos, macrofagos,
fagdcitos mononucleares e células NK. Estas células atuam no combate aos
microrganismos que ultrapassam as barreiras ndo imunologicas do hospedeiro e
que possam disseminar pelo organismo. As células NK possuem a capacidade de
promover secrecdo de citocinas que ativam as células efetoras e estimulam a
resposta inflamatoria. As células fagocitarias que divididos em neutrofilos e
macrofagos, sdo células efetoras da imunidade inata que tem como funcéo
identificar, fagocitar e destruir microrganismos. Os neutrofilos constituem a
populacdo mais abundante dos leucdcitos e sdo os principais mediadores da
resposta inflamatoria que por recrutamento chegam até aos locais de infec¢édo por
quimiotaxia mediada por quimiocinas. Toda via, 0s macréfagos apresentam um
papel protagonista na imunidade inata e adquirida, sendo considerados como
elementos fundamentais na aniquilacdo de microrganismos. Diante disso, sdo

considerados verdadeiros guardides do sistema imune dos hospedeiros.



Figura 1 - Tipos de Barreiras ndo-imunolégicas.

Local Mecanismos de defesa

Pele Integridade fisica de protecdo aos agentes invasores

Mucosa Defesa através de secre¢cdes como muco, espirro, tosse,
urina

Microbiota Protecdo por competitividade

Normal

Glandulas Producdo de sebo que impede a proliferagédo de

sebaceas microrganismos

Anticorpo IgA Imunidade passiva por amamentacao

3- IMUNIDADE ADAPTATIVA (resposta imunolégica desenvolvida ao

longo do tempo pelo organismo)

A imunidade adaptativa é aquela que serd adquirida ao longo da existéncia
do individuo. Os mecanismos desenvolvidos para proteger 0s organismos atraves
desta resposta serdo obtidos através da posterior exposicdo aos agentes
agressores. O sistema imune aprende a responder a cada novo antigeno que ele
encontra. Portanto, a imunidade adquirida é especifica contra os antigenos
encontrados por um individuo durante a vida. O ponto chave da imunidade

especifica é a sua capacidade de aprender, de adaptar-se e de lembrar-se.

O sistema imune ap0s 0 primeiro contato com 0s agentes agressores inicia
um processo de registro ou memoria de cada antigeno, seja através dos pulmdes
(respiracéo), do intestino (alimentacdo) ou da pele. Os mecanismos da imunidade
adaptativa configuram uma resposta especifica e por sua vez, mais eficiente em
sua protecdo. A grande referéncia celular da resposta adaptativa sdo os linfocitos,
células duradouras que produzem uma memoria imunoldgica responsiva rapida,
enérgica e especifica contra 0 mesmo. Essa resposta imune especifica explica por
que os individuos ndo apresentam varicela ou sarampo mais de uma vez e

também elucida por que a vacinacdo ¢ tdo eficaz na prevencdo de doencas. Por
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exemplo, para evitar a poliomielite, o individuo recebe uma vacina produzida a
partir de uma forma atenuada do virus da poliomielite. Posteriormente, quando
ele é exposto ao virus da poliomielite, o sistema imune pesquisa seus arquivos de
memoria, encontra os “dados” sobre este virus e ativa rapidamente as defesas
adequadas. Como consequéncia, o0 virus da poliomielite é eliminado por
anticorpos especificos que neutralizam o virus antes que ele tenha a chance de

multiplicar-se e de invadir o sistema nervoso.

Os mecanismos de defesa mais altamente evoluidos sdo estimulados pela
exposicdo aos agentes infecciosos e aumentam em magnitude e capacidade
defensiva em cada exposicao sucessiva a um agente agressor especifico. Diante
disso, entende-se que a resposta adaptativa depende obrigatoriamente de um
primeiro contato com o agente agressor para desenvolver uma resposta adaptada.
As principais caracteristicas que constituem a imunidade adquirida sdo a grande
especificidade onde o organismo reconhece e reage com a producdo de
anticorpos especificos contra determinado agente infeccioso, a diversidade em
que o sistema imunoldgico é capaz de reconhecer milhares de tipos de
microrganismos, bastantes diferentes uns dos outros, e de desencadear contra
cada tipo uma resposta adequada, a sensibilidade onde as células tém uma grande
sensibilidade diante de substincias estranhas que invadem o corpo. A
sensibilidade e especificidade desta resposta é tamanha que mesmo diante de
pequenas quantidades de antigenos, as células se excitam e desencadeiam uma
intensa mobilizacdo da nossa defesa e ainda a aquisicdo de memoria que profere
ao sistema imunologico a capacidade de reconhecer esse agente, mesmo depois

de varias décadas.
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Figura 2 - Principais diferencas entre a Imunidade Inata e Imunidade Adaptativa.

Imunidade Inata Imunidade Adaptativa

Presente desde o nascimento Reacao tardia contra invasores

Resposta padrdo para uma variedade Respostas especificas contra 0s

de organismos antigenos

N&o possui memoria imunoldgica Possui reposta imunoldgica

Os principais elementos atuantes da imunidade adquirida sdo os linfécitos
e seus produtos. As substancias estranhas que induzem respostas especificas ou
que sdo alvos dessas respostas, sdo chamados antigenos. Existem dois tipos de
respostas imunes adquiridas, designada imunidade humoral e imunidade celular.
A Imunidade humoral é mediada por moléculas do sangue, chamadas anticorpos,
que sdo produzidos pelos linfécitos B. Os anticorpos reconhecem
especificamente os antigenos microbianos, neutralizam os ataques patogénicos
microbianos e marcam 0SS microrganismos afim de eliminacdo.
A Imunidade celular é mediada por ceélulas chamadas linfocitos T; os
microrganismos intracelulares, tais como virus e algumas bactérias, sobrevivem e
proliferam dentro dos fagdcitos e de outras células do hospedeiro, onde ficam

inacessiveis aos anticorpos circulantes.

Figura 3 - Principais componentes da imunidade passiva e ativa, que contribuem para a imunidade
celular e humoral.

Imunidade humoral Imunidade celular

Imunidade inata Complemento Macréfagos
Neutrofilos Células Natural Killer
Imunidade adaptativa Células B Células T auxiliares

Anticorpos (produzidos Células T citotoxicas

por plasmacitos)
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A defesa contra essas infeccdes € uma funcdo da imunidade celular, que
promove a destruicdo dos microrganismos que residem nos fagdcitos ou a lise
das células infectadas. A imunidade adaptativa pode ser ativa ou passiva:

4- IMUNIZA(;AO ATIVA

As vacinas sdo o maior exemplo de imunizacdo ativa. O medico rural
inglés Edward Jenner (1749-1823) entrou para a historia por desenvolver a
vacina contra a variola, epidemia que matou grande parte da populacdo mundial.
A “variola da vaca” foi combatida em um experimento simples realizado pelo
médico em expor pacientes sadios a materiais extraidos das lesdes dos pacientes
contaminados. Em sua obra “Investigacdo Sobre a Causa e os Efeitos da Variola
Vacum” ele também descreve que 0S pacientes contaminados ndo apresentavam

novas infeccdes.

A imunidade ativa ¢é a protecdo conferida pela estimulacdo antigénica do
sistema imunolégico com o desenvolvimento de uma resposta humoral (producéo
de anticorpos) e celular. Esta estimulacdo pode ocorrer por infeccdo natural ou
pelo uso de vacina. A vantagem da protecdo conferida pela imunizacéo ativa é
sua caracteristica duradoura, justificada pela existéncia de uma memoria
imunoldgica (permanéncia de linfocitos B na circulacdo e medula dssea que se
replicam e produzem rapidamente anticorpos quando h& novo contato com o
antigeno). Uma limitacdo deste tipo de imunidade é a demora que hé entre a
administracdo do antigeno e a producdo de anticorpos, isto €, ndo ha imunidade
imediatamente apos a inje¢do do imunobioldgico. Devendo a vacinacdo ocorrer
antes da exposicdo ao patdgeno (antigeno) para garantir imunidade (protecéo)
adequada. Ter infeccdo natural (exposi¢do natural ao patégeno —antigeno- com
ou sem adoecimento clinico) é uma forma de adquirir imunidade ativa também.
Apobs ter certas doencas (varicela, sarampo, hepatite A) o individuo fica
imunizado (protegido) ndo tendo mais o risco de adquiri-las, mesmo se exposto
ao agente infeccioso novamente. O mesmo principio acontece na administracao
de vacinas: o uso de um antigeno (microrganismo, parte dele ou um produto

modificado a partir deste microrganismo) com o objetivo de mimetizar a infec¢éo
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natural sem causar adoecimento, conferindo assim imunidade de forma segura.

Muitos fatores podem interferir na resposta imunoldgica a vacinacao.

Figura 4 - Imagem ilustrativa da vacina para Covid-19.

5- IMUNIDADE PASSIVA

A imunidade passiva é a protecdo conferida pela transferéncia de anticorpos
(imunoglobulinas, 1g). Estas podem ser transmitidas artificialmente por
administracdo parenteral (oriundas do processamento de soro humano ou animal)
ou naturalmente como a transmisséao transplacentaria de anticorpos maternos para
o feto. A vantagem conferida por este tipo de imunidade € sua acdo imediata, isto
. disponibilidade de anticorpos no organismo do paciente logo apds a
administracdo do imunobioldgico. A desvantagem deste tipo de imunidade é seu
carater temporario, pois 0s anticorpos circulantes sdo degradados em semanas ou
meses, ndo restando imunidade depois da diminuicdo do nivel sérico de anticorpo
transferido. Em acidentes com animais pegonhentos € necessaria a rapida
disponibilidade de anticorpos circulantes para neutralizacdo do veneno. Isso é
obtido pela administracdo do soro heterélogo, que contém anticorpos contra a
peconha inoculada, logo apds o acidente. De forma semelhante ocorre no uso de
imunoglobulina contra hepatite B em profissionais de satde ndo imunizados que
sofrem acidente perfurocortante com fonte HBSAg positivo. A imunizacao

passiva, isto é, o uso de imunoglobulinas, é utilizada:
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« Como profilaxia pré-exposi¢do: em pessoas que ndo podem ser vacinadas
(contra-indicacéo e falta de tempo habil entre imunizacdo e exposicdo ao
patdgeno)

« Como profilaxia p6s-exposicdo: em pessoas suscetiveis e expostas a certas
infeccdes, tendo assim risco de adoecimento.

« Como terapia: para neutralizar os efeitos de toxinas (botulismo, difteria e

tétano) e peconhas.

Figura 5 - Extracgdo de secre¢do venenosa da peconha de cobra.

A imunidade inata e a imunidade adquirida ndo sdo independentes uma da
outra. Cada sistema atua em relacdo ao outro e o influencia, seja diretamente ou
através da inducdo de citocinas (mensageiros). Raramente um estimulo
desencadeia uma resposta isolada. Ao contrario, ocorrem Varias respostas,
algumas das quais podem atuar em conjunto ou, ocasionalmente, podem conflitar
entre si. De todos os modos, todas as respostas dependem dos trés principios

basicos: reconhecimento, mobilizacdo e ataque.
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RECONHECIMENTO

Antes do sistema imune conseguir responder a um antigeno, ele deve ser
capaz de reconhecé-lo. Ele é capaz de fazer isto por meio de um processo
denominado processamento de antigenos. Os macrofagos sdo as principais
celulas processadoras de antigenos, mas outras células (p.ex., linfocitos B)
também podem processa-los.

MOBILIZACAO

Apbs um antigeno ser reconhecido por uma célula processadora de
antigenos e por um linfocito T, ocorre uma série de eventos para mobilizar o

sistema imune.
ATAQUE

Grande parte da maquinaria do sistema imune tem como finalidade
destruir ou eliminar os micrébios invasores assim que eles sdo reconhecidos. Os
macrofagos, os neutrofilos e células assassinas naturais sdo capazes de eliminar

muitos invasores estranhos.

Estes dois tipos de imunidade encontram-se relacionados e atuam em

simultaneo.
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Figura 6 - Esquema representativo do processo de reconhecimento e atuacgéo das células
imunoldgicas.
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1.1soladamente, uma célula T nao
consegue reconhecer um antigeno que
circula no organismo porque o antigeno
nao se encaixa ao receptor das célulasT,
uma molécula especial localizada na
superficie das células T.

2.Uma célula capaz de processar os
antigenos, como uma célula dendritica,
ingere o antigeno.

3. As enzimas da célula processadora de
antigenos decompdem o antigeno em
fragmentos,

4. Alguns fragmentos do antigeno sao
recolhidos pelas moléculas dos antige-
nos de leucécitos humanos (HLA), depois
desses fragmentos se reunirem no
interior da célula processadora de antige-
nos.Em sequida, as moléculas de HLA
com fragmentos de antigenos sao trans-
portadas para a superficie da célula.

5.0 receptor das células T pode reco-
nhecer o fragmento do antigeno quando
é conectado a este fragmento de
antigeno e apresentado por uma
molecula de HLA. O receptor das células
T adere de imediato a parte da molécula
de HLA, que apresenta o fragmento do
antigeno, encaixando nela de forma
semelhante ao encaixe de uma chave
numa fechadura. A célulaT é, por conse-
guinte, ativada e pode comegar a
combater os invasores que contém
aquele antigeno.



Figura 7 - Esquema representativo dos mecanismos envolvidos na imunidade inata e imunidade
adquirida.
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CAPITULO II

1- ENSAIOS SOROLOGICOS

Os ensaios ou testes sorolégicos foram elaborados baseados na proposta
da ligacdo antigeno anticorpo. Os antigenos sdo estruturas diversificadas
compostas por proteinas e sdo capazes de estimular a producdo de anticorpos.
Portanto, os anticorpos se ligam aos denominados determinantes antigénicos.
Estas ligacGes entre antigeno e anticorpo permite que haja imunidade cruzada,
isto €, quando a reacdo imune se dirige a0 mesmo tempo contra duas moléculas
que, embora diferentes, apresentam epitopos iguais ou semelhantes. Os
anticorpos sdo proteinas produzidas por uma célula do sangue chamada de
plasmacito quando o sistema imunoldgico entra em contato com um antigeno,
que pode ser um virus, protozoario, fungo, bactéria, etc., levando a producdo de

anticorpos especificos contra ele.

Portanto, testes soroldgicos sdo métodos utilizados com o objetivo de
detectar anticorpos e ou antigenos para o diagnostico de doencas. A deteccdo de
anticorpos é realizada para tentar elucidar processos patolégicos com sintomas e
sinais clinicos confundiveis, contribuir na diferenciacdo da fase da doenca
atraves da pesquisa de diferentes classes de anticorpos, caracterizar a presenca de
doenca congénita, selecionar doadores de sangue, avaliar o prognéstico da
doenca, avaliar eficicia da terapéutica, avaliar imunidade, etc. A pesquisa de
antigenos é utilizado como criterio de cura de algumas doencas, na definicdo da
etiologia da doenca, na selecdo de doadores de sangue, em inquéritos

epidemiologicos.

Diante disso, no contexto das anélises clinicas os ensaios soroldgicos
possuem fundamental importancia no processo de investigacdo clinica e como
auxiliares no diagndstico de uma suspeita clinica principal. Toda via, 0s
resultados obtidos podem apresentar alteracbes de acordo com fatores

relacionados com a resposta imune do hospedeiro e com as variagfes antigénicas
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do patogeno. Esses fatores podem levar a resultados falsos positivos pela
possibilidade de reacGes cruzadas contra determinantes antigénicos comuns
presentes nos parasitas, contra antigenos ubiquitarios (presentes em varios locais
do meio ambiente) ou devido a uma resposta imunologica exacerbada do
hospedeiro, ou resultados falsos negativos pela auséncia de resposta imunologica
contra epitopos dos parasitas.

A investigacdo clinica através de ensaios sorologicos é constantemente
trabalhada pela ciéncia no intuito de promover resultados assertivos com alta
eficiéncia e baixo custo. As validagdes dos testes sdo importantes para
estabelecer critérios que possam ser acurados na composi¢cdo de um teste ideal
para a metodologia proposta. A metodologia ideal ou o ensaio sorolégico melhor
indicado para uma investigagdo clinica ¢ determinado “TESTE PADRAO
OURO?”, ou Standart Gold Test. A escolha do Teste Padrdo Ouro avalia diversos
fatores como os parametros soroldgicos, que sdo rigorosamente analisados para
que a definicdo do processo infeccioso seja a mais proxima do verdadeiro estado

clinico do paciente.

Figura 8 - Imagem representativa de tubos de coleta para amostra bioldgica.
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O conhecimento dos parametros soroldgicos é fundamental na interpretacéo e

valorizacdo de um teste soroldgico. Assim, as caracteristicas e limitages dos

testes soroldgicos sdo determinadas pelos seguintes parametros:

Sensibilidade: ha dois conceitos diferentes de sensibilidade. A
sensibilidade técnica que é a menor quantidade que o teste consegue
detectar e a sensibilidade clinica que corresponde a porcentagem de
pacientes doentes com teste positivo detectados em populagéo
sabidamente infectada. E o chamado indice de positividade.
Especificidade: ¢ definida pela porcentagem de individuos “sadios” com
teste negativo em populacdo sabidamente ndo infectada. Entende-se como
individuo sadio é aquele ndo portador de afeccdo para a qual o diagndstico
do teste é destinado. A especificidade do teste pode ser influenciada por
inimeros fatores que levam a falsos resultados positivos. O teste de
enzimaimunoensaio (ELISA) para detectar a presenca de anticorpos contra
o0 virus HIV, por exemplo, pode apresentar resultados falsos positivos, em
alguns casos, pela interferéncia de alguns fatores, tais como portadores de
artrite reumatoide, doencas autoimunes, infeccdo viral aguda, doenca
imunoldgica da tiredide, etc. Individuos polinfectados por parasitas
intestinais, muito comum em nosso meio, apresentam um somatorio de
componentes antigénicos que reagem cruzadamente com indmeros
antigenos-alvo dos kits diagndsticos.

Prevaléncia: é definida como a porcentagem de individuos infectados em

uma populagéo.

Quando se conhece a prevaléncia da doenca, a sensibilidade e a

especificidade do teste que estd sendo utilizado se podem calcular a

probabilidade de ocorréncia ou ndo da doenca.
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Fatores epidemiologicos de validacdo dos ensaios soroldgicos:

« Valor Preditivo Positivo (VPP): determina a probabilidade de doenca
considerando que o resultado do teste é positivo. E obtido pela seguinte

formula:
VPP= Positivos Verdadeiros + (Positivos Verdadeiros + Positivos Falsos)

« Valor Preditivo Negativo (VPN): determina a probabilidade de néo

ocorréncia de doenca considerando que o resultado do teste é negativo.
VPN = Negativos Verdadeiros + (Negativos Falsos + Negativos Verdadeiros)

« Limiar de Reatividade: é a regido de corte do teste sorologico, trata-se
do ponto onde séo identificados os individuos doentes dos ndo doentes.
Quando aplicamos uma curva de distribuicdo de frequéncia de resultados
em uma populacdo vamos observar que haverda uma regido onde a curva
de individuos ndo doentes imbricard com a curva de individuos doentes.
Esta regido é representada por individuos falsos positivos e falsos
negativos. Os falsos positivos ocorrem por reacles inespecificas de
anticorpos a diferentes estimulos antigénicos, principalmente relacionados
com epitopos comuns encontrados em inUmeros microrganismos parasitas

da microflora normal ou em individuos poliparasitados.

Do exposto, é preciso considerar que diante das limitagdes determinadas
pelos parametros soroldgicos seus resultados tém valor de probabilidade, que
deverd ser associado a probabilidade clinica para a correta interpretacdo no

diagndstico das diversas doencas infecciosas.

Na pratica clinica deveriam ser utilizados testes com limiar de reatividade
diferente para a finalidade a que se propde o teste. Por exemplo, nos bancos de
sangue o0 objetivo principal é ndo deixar ocorrer falsos resultados negativos para
que a doenca ndo seja transmitida em eventuais transfusbes, nessa ocasido

deveriam ser realizados testes de maxima sensibilidade, ou seja, com limiares de
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reatividade baixos. Toda via, para fins diagnosticos nos laboratorios clinicos
onde a finalidade do teste € confirmar os achados clinicos dos pacientes ou para
seguimento de terapéutica instituida, o que sugere a necessidade de utilizar testes

de maxima especificidade, portanto, com limiares de reatividade mais altos.

E importante salientar que todo teste de alta sensibilidade acarreta um
comprometimento na sua especificidade e vice-versa. Portanto, ndo existe um
teste soroldgico que seja 100% sensivel e 100% especifico. Logo, os métodos
utilizados para a deteccdo de anticorpos/antigenos possuem esta caracteristica e
deverdo ser interpretados com cautela, uma vez que é bem conhecida a

possibilidade de ocorréncia de falsos resultados positivos.

Figura 9 - llustragdo alusiva a investigacéo epidemiolégica de patologias clinicas.

2- ENSAIOS DE PRECIPTACAO

Os ensaios de precipitacdo sdo métodos para a deteccdo ou quantificacéo
de antigenos ou anticorpos, podendo utilizar reagentes marcados ou nao
marcados. Os ensaios com reagentes ndo marcados possuem sensibilidade de
deteccdo inferior aos reagentes marcados, isso ocorre devido a necessidade de
formar grande quantidade de imunocomplexos (interacdo antigeno-anticorpo)

para que se processe a visualizagdo do fendmeno. Estes testes sdo amplamente
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utilizados por serem métodos simples, rapidos e sensiveis aplicaveis as analises
na rotina laboratorial. Os ensaios de precipitacdo normalmente ndo requerem

equipamentos caros e preservam as caracteristicas do material bioldgico.

As reacles de precipitacdo envolvem a combinagdo de antigeno soluvel
com anticorpo soltvel para produzir complexos aglutinados que sdo visiveis. A
reacdo entre o0 antigeno e o anticorpo é reversivel e obedece a uma constante de
associacdo (Ka). Dentre varios fatores fisico-quimicos e imunoldgicos que
interferem na reacéo, as concentrac@es relativas do antigeno e do anticorpo é um
dos mais importantes. Quando as quantidades de antigeno e anticorpo sao
equivalentes (zona de equivaléncia) ha a formacdo méaxima de precipitado,
decrescendo a medida em que um dos dois reagentes estad em excesso: pro-zona
ou zona de excesso de anticorpo e pds-zona ou zona de excesso de antigeno. Em
virtude da reversibilidade da reacédo, o excesso de um dos reagentes pode induzir
a dissociacdo do precipitado formado, causando erros de interpretacdo dos
resultados. Esta situacdo € prevista e minimizada durante os processos de
padronizagdo dos ensaios.

Figura 10- Curva de formacao de imunocomplexo em funcéo da quantidade de antigeno
adicionada.
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(Fonte:http://www.uoguelph.ca/mbnet/323IMMUN/C2_AGAB.)
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A reacdo de precipitacdo que geralmente é realizada em método simples
de tubo de ensaio demonstra perfeitamente a visualizacdo através da formacéo do

precipitado.

Figura 11-Imagem ilustrativa da prova de precipitacao de crioglobulinas na investigacéo de
Hepatite C.

Prova de precipitacdo revelando a presenca de crioglobulinas no soro a
direita, em paciente com portador de hepatite C. (fonte: Testes-

Laboratoriais-Aplicados-Imunologia-Clinica.pdf)

3- IMUNODIFUSAO RADIAL SIMPLES

A imunodifusdo radial simples, € um método semi-quantitativo baseado na
premissa que quando ambos 0s reagentes (um antigeno desconhecido e
moléculas de um anticorpo poliespecifico) sdo colocados a difundir em um meio
suporte, 0 ponto onde 0s reagentes se encontram e formam pode ser visualizado
como uma linha ou banda de precipitacdo. Esta reacédo é estritamente qualitativa
ou semi-quantitativa (resultado expresso como a maxima diluicdo da amostra do
paciente que apresente € um método semi-quantitativo baseado na premissa que

quando ambos o0s reagentes (um antigeno desconhecido e moléculas de um
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anticorpo poliespecifico) sdo colocados a difundir em um meio suporte, o0 ponto
onde os reagentes se encontram e formam pode ser visualizado como uma linha

ou banda de precipitagéo.

A amostra teste difunde radialmente no gel, formando um halo de
precipitacdo circular em torno do orificio da amostra. A difusdo depende do
tamanho do orificio, temperatura, consisténcia do gel, concentracdo do anticorpo
incluido no gel, tempo de difusdo e outros parametros. O didmetro do halo de
precipitacdo formado € proporcional a concentracdo do analito pesquisado na
amostra. Pela comparacdo do didmetro do halo da amostra-teste com padrdes de
concentracdo conhecida (curva padrdo), estabelece-se a concentracdo do analito
na amostra. Em uma descricdo pratica, a placa de gel é fixada com anticorpos
IgG onde ¢ adicionado o Soro humano (amostra a ser analisada), em caso de
positividade ocorre fixacdo. Quanto maior o alo de precipitacdo, maior a
quantidade de 1gG detectada. Esta técnica pode ser utilizada principalmente na
quantificacdo de proteinas como imunoglobulinas, fatores do complemento,
proteinas de fase aguda, cadeias leves e proteinas de transporte. O teste possui

baixa sensibilidade analitica, pois necessita de muito analito.

Figura 12 - Imagens ilustrativas do ensaio de Imunodifuséo radial simples.

4- TECNICAS ENVOLVENDO SEPARACAO ELETROFORETICA

Esta técnica consiste na migracdo de particulas carregadas em um solvente
condutor sob a influéncia de campo elétrico. O movimento das moléculas em um

campo elétrico depende principalmente da sua carga, que € por sua vez
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determinada pelo pH do suporte. Como as moléculas de proteinas se tornam
ionizadas, migram ao eletrodo com carga oposta (para o polo positivo, se a carga
de superficie for negativa ou vice-versa). Esse é o principio da separacdo
eletroforética de misturas complexas, como as proteinas do soro. Deste modo, a
eletroforese de proteinas € adotada para separacdo em métodos como

contraimunoeletroforese, imunoeletroforese e imunofixacao.
5- CONTRAIMUNOELETROFORESE

A contraimunoeletroforese é a mais antiga das técnicas de separacdo
eletroforética e possui metodologia que difere em parte das técnicas de
imunoeletroforese e imunofixacdo. O método baseia-se em fixar no polo positivo
da placa o antigeno e no polo negativo depositar a amostra investigada (liquor),
em caso de positividade ocorre a integracdo antigeno-anticorpo em arraste no

centro da placa.
6- IMUNOELETROFORESE

A técnica de eletroforese em gel é a combinacédo da técnica de eletroforese
com a técnica de dupla difusdo em gel de agar. O método caracteriza-se por ser
uma técnica que permite a discriminacdo de substdncias presentes em uma
mistura complexa com base nas suas cargas elétricas, pesos moleculares,
tamanhos, formas, concentragdes e propriedades antigénicas. Portanto, realiza-se
uma comparacdo de misturas complexas de Antigenos que sdo separados em gel
de &gar ou de agarose depositados sobre laminas, apos a aplicacdo da amostra em
uma cavidade no gel e colocacdo dessa lamina em uma cuba apropriada
submetida a um campo elétrico. As moléculas presentes na mistura migram para
0s polos positivo ou negativo na dependéncia de suas cargas elétricas. Uma
canaleta é recortada entre 0s po¢os e preenchida com um anti-soro contendo
Anticorpo com especificidade para um ou mais Antigenos presentes na mistura a
ser analisada, e esses Anticorpos se difundem até encontrar as moléculas de
Antigenos e reagir com 0os mesmos. Os imunocomplexos Antigeno-Anticorpo

formam linhas ou arcos de precipitagéo.
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A imunoeletroforese pode ser utilizada para deteccdo de proteina-M
(monoclonal), detectar gamopatias monoclonais, mieloma mdltiplo e
macroglobulinemia. E tecnicamente mais facil e de menor custo quando

comparada a técnica de imunofixacao, no entanto néo é tao sensivel.
7- IMUNOFIXACAO

A imunofixacdo deve ser realizada quando um pico ou banda é encontrada
na eletroforese de proteinas sericas ou quando ha suspeita de gamopatia
monoclonal. A imunofixacdo combina a eletroforese e a imunoprecipitacio. E
um procedimento em dois estagios: primeiro a amostra é aplicada em seis
posicdes diferentes do gel de agarose e as proteinas sdo separadas por
eletroforese de acordo com a carga. Apds, soros monoespecificos para I1gG, IgA,
IgM, cadeia kappa e cadeia lambda impregnados numa fita de papel ou acetato
de celulose sdo colocados individualmente sobre cada posi¢do, seguidos da
aplicacdo de solucdo fixadora de proteinas. Se o antigeno complementar estiver
presente em proporcdes adequadas na amostra, os complexos formados
precipitam e sdo fixados no gel, o que permite sua identificacdo com o auxilio de

um corante

Figura 13 - Esquema representativo do método de contraimunoeletroforese.

1- Separacio de antigenos

o 00

— e

2- Anti-soro na canaleta

canaleta . . .

28



3- Difusao e precipitacao
900
V> e
®

T~

r;A lg‘/ ‘;G

8- TURBIDIMETRIA

Este teste esta sujeito as mesmas condi¢bes dos sistemas nefelométricos.
O sinal de deteccdo é a absorbancia e ndo a intensidade de luz dispersa. Nao
necessita de aparelhagem especial. As reagcbes podem ser medidas em
espectrofotdmetros simples utilizados em bioquimica. Pode ser utilizada para

medidas quantitativas de drogas ou biomarcadores no soro, plasma ou urina.
9- NEFELOMETRIA

Uma caracteristica importante das solucdes coloidais é a sua pronunciada
dispersdo da luz. Quando um feixe de luz incidente atravessa um meio contendo
particulas, estas interferem com a passagem da luz, fazendo com que seja
dispersa em todas as dire¢Oes. Este fendmeno, conhecido como efeito Tyndall,
nédo altera o comprimento de onda da luz incidente e é independente do tipo de
particula. Os ensaios nefelométricos se baseiam no principio de que um
imunocomplexo em solucdo dispersa luz em varios angulos em relacdo a luz
incidente. Um nefel6metro utiliza uma fonte de luz de alta intensidade que incide
em uma cubeta contendo 0s imunorreagentes. A quantidade e a natureza da
dispersdo dependem da forma e do tamanho das particulas, da concentracéo, do

comprimento de onda e do indice de refracdo do meio.
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Figura 14 - Imagem representativa dos métodos de Nefelometria e Turbidimetria.
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10-REACOES DE AGLUTINACAO

A ligacdo cruzada com producdo de agregados ocorre quando um

anticorpo reage com um antigeno multivalente presente em uma particula

(insolavel). A particula insolavel pode ser um antigeno insoluvel nativo,

antigenos expressos em células (por exemplo, antigenos eritrocitarios) ou

particulas cobertas com antigenos (por exemplo, particulas de latex). As reacdes

de aglutinagdo tém boa sensibilidade e podem ser analisadas por inspegéo visual,

no entanto sdo mais sujeitas a resultados falso-positivos devido a aglutinacédo

inespecifica.

11-REACAO DE AGLUTINACAO DIRETA

A reacdo de aglutinacdo direta € mediada pelo uso de particulas

antigénicas em sua forma integra ou fragmentada: hemacias, bactérias, fungos e

protozoarios podem ser aglutinados diretamente por anticorpo. S&o realizadas

diluicbes em série do anticorpo frente a uma quantidade constante do antigeno.
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Apo6s um periodo de incubacdo a aglutinacdo se completa e o resultado €
geralmente expresso como a maxima diluicdo em que ocorre a aglutinacdo.
Exemplos de reacBes de aglutinacdo direta: tipagem de grupos sanguineos
(antigenos especificos), reacdo de Paul-Bunnel-Davidson (antigenos heterofilos),
teste de Widal para salmoneloses, teste de aglutinagdo para toxoplasmose e

tripanossomiase.

Figura 15 - Imagem ilustrativa do método de Hemaglutinacéo.
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Reacao de hemaglutinacao. (Fonte: http://www.uoguelph.ca/mbaet/ 323IHMUN/C2_AGAB.)

12-REACAO DE AGLUTINACAO PASSIVA OU INDIRETA

As reacOes de aglutinacdo passiva ou indireta, as hemacias e as particulas
inertes (bentonita, latex, sepharose, leveduras, gelatina) podem ser sensibilizadas
por adsorcdo passiva. Isto pode ser feito através de contato direto com antigenos
solUveis, por adsorcdo via agentes quimicos soltveis, por adsor¢cdo com agentes
quimicos, (p. ex. acido tanico ou cloreto de cromo) e por conjugacao atraves de
ligacOes quimicas covalentes. A aglutinacdo passiva resume-se na fixagdo de
antigenos em particulas inertes no objetivo de pesquisar no soro dos pacientes
anticorpos. Os resultados positivos serdo observados através de aglutinacdo

presente.
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Figura 16 - Imagem representativa do método de Aglutinacao passiva indireta.
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13-REACAO DE AGLUTINACAO PASSIVA REVERSA

A reacdo de aglutinacdo passiva reversa € caracterizada pela fixacdo de
anticorpos as particulas inertes semelhantes as utilizadas na Reacdo passiva
citada anteriormente. Esse método prioriza investigar no soro do paciente
possiveis antigenos, a positividade da reacdo ocorre através da aglutinacdo

detectada.

Figura 17 - Imagem representativa do método de Aglutinagdo passiva reversa.
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14-REACAO DE INIBICAO DA AGLUTINACAO

As reacdes de inibicdo da aglutinacdo s&o baseadas na competicdo entre
antigenos particulados e soliveis por um ndmero limitado de sitios

combinatérios em moléculas de anticorpos. A inibicdo da aglutinagdo € um
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indicador de reacdo positiva. Um exemplo de técnica de inibicdo da aglutinacdo é
a testagem para a presenca do horménio da gonadotrofina coriénica (hCG) como
teste de gravidez. Os anticorpos presentes nos Kits sdo utilizados em uma
primeira etapa para exposicdo ao soro do paciente na busca da presenca de
antigenos. Havendo positividade os anticorpos do Kit ira aglutinar aos antigenos
presentes. Inicia a segunda etapa, onde a solucdo previamente aglutinada sera
exposta a outro kit com particulas inertes fixadas com antigenos (o Kit possui
antigenos previamente quantificados). Portanto, caso ndo aconteca a aglutinacéo,
é deduzido que os antigenos pesquisados inicialmente ja estavam aglutinados,

indicando positividade.

Figura 18 -Imagem representativa do método de Inibicéo da Aglutinacéo.
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15-TESTE DE COOMBS DIRETO

A realizacédo do teste de Coombs Direto utiliza no reagente a antiglobulina
(Coombs direto) para determinar se o anticorpo de ligacéo de eritrocitos (IgG) ou
complemento (C3) esta presente nas membranas dos eritrocitos. Os eritrocitos do
paciente sdo incubados com anticorpos anti-lgG humana e C3. Portanto, caso
exista a presenca dos anticorpos IgG ou o C3 ligados as membranas dos
eritrocitos, ocorrerd aglutinacdo, caracterizando o resultado como positivo. Um

resultado positivo sugere a presenca de anticorpos (auto-imune) nos eritrocitos.
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Figura 19 -Imagem esquematica do método de Coombs Direto.
f |
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16-TESTE DE COOMBS INDIRETO

O teste de Coombs Indireto e realizado utilizando a antiglobulina
(Coombs indireto) para detectar anticorpos IgG antieritrécitos no plasma de um
paciente. O plasma do paciente é adicionado a um reagente para eritrocitos; a
seguir o soro de Coombs (anticorpos contra IgG humana ou anti-lgG humana) €
acrescentado. Se ocorrer aglutinagdo, anticorpos IgG (anticorpos ou
aloanticorpos) contra eritrocitos estdo presentes. Este teste é tambem utilizado

para determinar a especificidade de um aloanticorpo.
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Figura 20 - Imagem esquematica do método de Coombs Indireto.
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17-REACAO DE IMUNOFLUORESCENCIA DIRETA (RID)

As reacdes de imunofluorescéncia sdo caracterizadas pela utilizacdo
anticorpos marcados com substancia fluorescentes para a deteccdo de antigenos
especificos. A imunofluorescéncia direta baseia-se na exposicdo imediata da
reacdo fluorescente em caso de positividade. A reacdo tem por principio ser
qualitativa devido ao fato de ser utilizada para detectar antigenos em tecidos
bioldgicos (material de biopsias, virus, bactérias, células etc.), é raramente
quantitativa. Essa técnica é muito utilizada para a pesquisa de virus respiratorios

(influenza, parainfluenza, virus sincicial respiratorio e adenovirus)
18-REACAO DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (RII)

A reagédo de imunofluorescéncia indireta diferem a metodologia da RID
pois 0 objeto de pesquisa sdo 0s anticorpos presentes na amostra do paciente. Os
anticorpos reagem com antigenos especificos fixados em uma lamina de
microscopia. Apos a fixacdo a lamina € submetida a um processo de lavagem e
um anticorpo anti-humano (conjugado) marcado com substancia fluorescente é

adicionado. A lamina é exposta a mais uma etapa de lavagem no intuito de
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remover o conjugado caso ndo haja positividade. Portanto, a reacéo € considerada
como positiva quando observada a fluorescéncia no microscopio o0 gque sugere a
presenca do anticorpo em estudo na amostra do paciente. Os conjugados
utilizados séo isotipo-especifico, portanto, sdo eficientes para a distin¢éo entre 0s
anticorpos 1gG, IgA e IgM. A imunofluorescéncia indireta é considerada padrédo
ouro para o diagnostico de muitas doencas como infec¢bes pelo Treponema

pallidum, Tripanosoma cruzi, Chlamydiae, entre outros.

Figura 21- Imagem esquematica das Reagdes de Imunofluorescéncia Direta e Indireta.
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Figura 22 - Imagem ilustrativa da Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI — 1gG) positiva,
com antigeno de Trypanosoma cruzi
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19-ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

O teste denominado ELISA trata-se de uma abreviatura do termo em
inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ou para 0 portugués: Ensaio
Imunoenzimatico. Este método revolucionou os meétodos de diagndstico
imunoldgico pois apresenta grande precisdo em quantificar a concentracdo de
antigenos e anticorpos, sendo também considerado um teste de grande

sensibilidade e especificidade.

O teste de ELISA destaca 4 tipos principais: ELISA direto, ELISA
indireto, ELISA sanduiche e ELISA de competicdo. O ELISA direto €
caracterizado pela pesquisa do antigeno ligado a placa, e a adicdo de um
anticorpo primario conjugado a um cromogeno.
Toda via, 0 ensaio de ELISA indireto também objetiva a pesquisa de antigenos,
entretanto, o método ocorre em duas etapas: 1- é adicionado um anticorpo
primario especifico para o antigeno fixado; 2-Posteriormente adiciona-se um
anticorpo secundario anti-anticorpo humano com a adicdo do cromdgeno.
Existe um método menos utilizado que é o ELISA de competicdo. Esse método
pode detectar um antigeno com baixo peso molecular ou com poucos epitopos de
ligagdo. Utiliza um antigeno marcado para competir com o antigeno alvo, ent&o,
0 antigeno marcado se liga menos quanto tem menos antigenos alvos na amostra.
Dentre os testes supracitados outro método que se destaca € o ELISA sanduiche.
Esse tipo é realizado em alguns passos — primeiramente, anticorpos de captura
sdo ligados ao fundo da placa, para evitar que nenhum outro anticorpo interfira

na reagdo com os antigenos alvo que possivelmente estardo presentes na amostra.
ELISA INDIRETO- Método

O A placa possui antigeno aderido.
O Preenche os espagos vazios com proteina inerte.

O Caso haja anticorpos se ligara ao antigeno
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O Lava-se a placa com PBS e Tween.

O Adiciona-se anticorpo anti-anticorpo humano + peroxidase.
O Incuba-se por 45 min a 37 graus e lava-se a placa.

O Adiciona-se o0 substrato e Stopper

O Lé-se absorbancia. Amarelo positivo

Figura 23 - Imagem esquematica do método de ELISA INDIRETO
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Posteriormente, adiciona-se outro anticorpo especifico para o antigeno.

Toda via, na etapa final é adicionado um terceiro anticorpo ligado a enzima

(cromogeno). Essa enzima ira reagir com o substrato adicionado, gerando cor. A

intensidade da reacdo (cor mais fraca ou mais forte) é proporcional a quantidade

de antigeno presente.

Figura 24 - Imagem esquematica dos diferentes tipos de método ELISA
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20-CITOMETRIA DE FLUXO

A citometria de fluxo é uma técnica com grande capacidade de medir
multiparametros (2 a 30 ou mais) em uma amostra e sua capacidade de coletar
informacdes de milhdes de células em questdo de segundos. A técnica utiliza
imunofluorescénica na identificacdo de determinadas particulas em
suspensdo, portanto, permite aferir com grande precisdo células vivas,
fenotipagem e demais analises celulares. Portanto, o aparelho faz a distingdo
de células (particulas) por fluorescéncia, a suspensao de células marcadas é
colocada em um separador de células que afere a intensidade da fluorescéncia
de cada célula. A separacdo de células ocorre devido a leitura da
fluorescéncia especifica. Através da citometria é possivel determinar
configuragdes fenotipicas e funcionais de subpopulacGes celulares, o
isolamento de diferentes populacdes celulares com distintos antigenos de
superficie corados por diferentes anticorpos fluorescentes. A técnica permite
uma analise diagnéstica e prognostica na avaliacdo de doencas malignas e
benignas, transplante de 6rgdos e tecidos, imunodeficiéncias primarias e
adquiridas.

Figura 25 - Imagem esquematica do ensaio de Citometria de Fluxo para identificagéo células
leucocitérias.
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21-FATOR REUMATOIDE (FR)

O fator reumatdide é um fenbmeno que interfere diretamente na precisao
dos resultados soroldgicos. O grupo de pacientes portadores de doengas auto-
imune dentre as principais: artrite reumatoide (presente em 80%) e sindrome de
Sjogren (presente em quase 100%) representam a maioria dos casos de fator
reumatoide. O processo de FR é caracterizado pela formacdo de anticorpos IgM
(anti-anticorpo-humano) que irdo promover ligacbes com o anticorpo IgG
(reacdo auto-imune) formando imunocomplexos que destroem tecidos saudaveis,

como articulagdes e cartilagens.

Figura 26 -Placa de identifica¢do do ensaio de Fator reumatodide.
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22-WESTERN-BLOT

Owestern blot e ouimunoblot é um método em biologia
molecular amplamente utilizada para detectar proteinas especificas em uma
amostra. Essa técnica combina a separacdo de proteinas por eletroforese em
gel sua transferéncia para uma membrana de nitrocelulose ou PVDF. Uma vez
na membrana sdo usados como sonda anticorpos especificos para a proteina
alvo. A passagem de electroforese em gel é incluida nas analises de western blot
para resolver o problema da reatividade cruzada dos anticorpos. Como resultado,

0s pesquisadores podem examinar a quantidade de proteina em uma dada
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amostra e comparar 0s niveis entre diversos grupos. O western blot é uma técnica
versatil e sensivel que permite detectar e quantificar proteinas especificas em

uma amostra no objetivo de diagnostico e pesquisa.
23-PCR- REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR, na sigla em inglés) é uma técnica de
biologia molecular usada para amplificar regides especificas de DNA em
laboratorio. O método PCR é amplamente utilizado em varias areas, como
diagnostico de doencas genéticas, medicina forense, pesquisa cientifica e
biotecnologia. Uma das variacdes mais utilizadas da técnica € o RT-PCR (PCR-
Real Time-tempo real) que foi muito destacado no protocolo de diagnostico da
Covid-19. O método apresenta grande importancia no diagndstico de doencas

infecciosas devido a especificidade e precisdo dos resultados.
O processo de PCR consiste em varias etapas principais:

1. Desnaturagédo: A primeira etapa envolve aquecer a amostra contendo o DNA
alvo, para separar as duas fitas de DNA originais. Isso € feito a uma temperatura
elevada (geralmente cerca de 95°C), que quebra as ligac6es de hidrogénio entre
as fitas.

2. Anelamento: Ap0s a desnaturacao, a temperatura é reduzida para permitir que
os primers, os oligonucleotideos complementares as sequéncias de DNA
desejadas, se liguem as fitas de DNA alvo especificas. Os primers atuam como

iniciadores para a replicacdo do DNA.

3. Extensdo/elongacdo: Uma enzima chamada DNA polimerase é adicionada a
mistura, juntamente com os nucleotideos de construcdo do DNA (dATP, dCTP,
dGTP e dTTP). A DNA polimerase sintetiza novas fitas de DNA
complementares as cadeias alvo usando os primers como modelo. Essa etapa
ocorre em uma temperatura ideal para a atividade da enzima (geralmente em
torno de 72°C).
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4. Ciclagem: As etapas de desnaturacdo, anelamento e extensdo sdo repetidas
varias vezes em ciclos, geralmente de 20 a 40 vezes. Cada ciclo duplica a
quantidade de DNA alvo presente na amostra inicial, resultando em uma

amplificacdo exponencial.

No final do processo de PCR, a quantidade acumulada de DNA amplificado pode
ser usada para varias finalidades, como analise genética, sequenciamento de
DNA, deteccdo de mutagdes, confirmacdo de presengca de organismos

patogénicos, entre outros.

A PCR é uma técnica altamente sensivel e especifica, capaz de detectar pequenas
quantidades de DNA-alvo em uma mistura complexa. E uma ferramenta
essencial na area da biologia molecular, permitindo que ocorra uma amplificacdo

de sequéncias de DNA especificas para posterior analise e pesquisa.

Figura 27 - Imagem esquematica das etapas do método de PCR.
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CAPITULO Il

1- IMUNOPATOLOGIA

O desenvolvimento de doencas esta diretamente relacionado com a
vulnerabilidade de mecanismos efetores do sistema imunolégico. Considerando o
sistema imune como o complexo de defesa do organismo, entende-se que a
desarmonia dos processos homeostasicos ou o simples desenvolvimento de

patologias estdo associados a ineficiéncia da reposta imunoldgica.

Embora o organismo de qualquer ser manifeste em sua existéncia diversas
doencas, existem mecanismos e estruturas especificas para evitar que isso
aconteca. Alem disso, as condi¢bes genotipicas e fenotipicas entre outros fatores

podem determinar o perfil de vulnerabilidade e resisténcia dos individuos.
Os principais mecanismos imunopatoldgicos sao:

1. Hipersensibilidade: é uma reacdo imunoldgica exagerada e inadequada a um
antigeno especifico. Pode ser classificada em quatro tipos (I, I, I e 1V) de
acordo com 0s mecanismos envolvidos. A hipersensibilidade tipo | €
caracterizada pela liberagdo excessiva de histamina e outros mediadores da
inflamacdo, resultando em sintomas como urticaria, broncoespasmo e anafilaxia.
A hipersensibilidade tipo Il envolve a destruicdo de células pelo sistema
imunoldgico, causando doencas como anemia hemolitica autoimune e doenca
hemolitica do recém-nascido. A hipersensibilidade tipo Il ocorre quando 0s
complexos antigeno-anticorpo se depositam nos tecidos, desencadeando uma
resposta inflamatdria. Exemplos incluem a glomerulonefrite e a vasculite. A
hipersensibilidade tipo IV, também conhecida como reagédo de hipersensibilidade
tardia, envolve a ativacdo de linfocitos T e a liberacdo de citocinas, resultando
em uma resposta inflamatoria retardada. E observada em doengas como a

dermatite de contato e a tuberculose.
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2. Autoimunidade: € o0 processo em que o sistema imunoldgico ataca
erroneamente os tecidos do proprio organismo. Acredita-se que a autoimunidade
ocorra devido a uma combinacgéo de fatores genéticos e ambientais. Exemplos de
doencas autoimunes incluem ldpus eritematoso sistémico, artrite reumatoide,

esclerose maltipla e diabetes tipo 1.

3. Imunodeficiéncia: € caracterizada pela incapacidade do sistema imunolégico
de funcionar adequadamente, tornando o individuo mais suscetivel a infecgdes.
Pode ser adquirida, como no caso da infec¢do pelo HIV, ou hereditaria, como a
sindrome de imunodeficiéncia combinada grave (SCID) ou a sindrome de

DiGeorge.

4. Tolerancia imunoldgica: € 0 mecanismo que previne o sistema imunolégico de
atacar células e tecidos proprios. A tolerancia central ocorre durante o
desenvolvimento dos linfocitos no timo (para células T) e na medula dssea (para
células B), eliminando os linfécitos que reconhecem antigenos proprios. A
tolerdncia periférica ocorre nos tecidos periféricos, onde as celulas imunes
suprimem a resposta imunoldgica a antigenos proprios, impedindo assim a

autoimunidade.

Dentre as principais estruturas que compBem a atuacdo imunoldgica
destaca-se a participagdo dos linfocitos. Os linfécitos desempenham um papel
fundamental na resposta imunoldgica do corpo. Existem dois tipos principais de

linfécitos: linfécitos B e linfécitos T.

Os linfocitos B sdo responsaveis pela producdo de anticorpos, que sao
proteinas especificas que se ligam a antigenos (substancias estranhas ao corpo) e
ajudam a elimina-los do organismo. Os anticorpos produzidos pelos linfocitos B
podem neutralizar os antigenos diretamente ou marcar as células infectadas ou
invadidas por antigenos para serem destruidas por outras células do sistema

imunolégico.
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Ja os linfocitos T sdo responsaveis por coordenar e direcionar a resposta
imune. Eles sdo capazes de reconhecer células infectadas por virus, células
tumorais ou células que foram invadidas por bactérias intracelulares. Os
linfécitos T podem matar diretamente essas células infectadas ou liberar
mensageiros quimicos chamados citocinas, que ativam outras células do sistema

imunoldgico para eliminar a infeccéo.

Além disso, os linfécitos T também desempenham um papel importante na
regulacdo da resposta imune, controlando e suprimindo a atividade de outras
células imunes para evitar respostas autoimunes (quando o sistema imunoldgico

ataca tecidos saudaveis do proprio organismo).

Em resumo, os linfocitos desempenham um papel central na resposta
imunoldgica, seja pela producdo de anticorpos para eliminar antigenos ou pela

coordenacdo e direcdo da resposta imune através da atividade dos linfocitos T.

Figura 28 - Imagem fotogréafica de lamina citologica com glébulos vermelhos e células leucocitérias.
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2- FUNCOES DOS LINFOCITOS CD4 e CD8

Os linfocitos CD4 e CD8 séo subtipos linfdcitos T, que sdo células sistema
imunoldgico responsaveis pela defesa do organismo contra patdgenos, como
virus, bactérias fungos. Os linfocitos CD4, também conhecidos como células T
auxiliares, desempenham um papel central na resposta imunolégica. Eles sao
ativados quando entram em contato com um antigeno especifico apresentado por
uma célula apresentadora de antigeno, como um macrofago. Os linfécitos CD4
ativados secretam citocinas, moléculas que sinalizam e coordenam a resposta
imune. Essas citocinas estimulam a proliferacdo de outros linfécitos T e de
células B, que produzem anticorpos. Além disso, os linfécitos CD4 também
ajudam a regular a resposta imune, promovendo a ativacdo de células do sistema

imune quando necessario e inibindo a resposta quando ndo é mais necessaria.

Os linfocitos CD8, também s@o conhecidos como células T citotoxicas e
possuem a responsabilidade de eliminar células infectadas por patégenos. Eles
reconhecem antigenos apresentados na superficie de células infectadas, ligam-se
a essas células e liberam granulos que contém proteinas toxicas, como perfurinas
e granzimas. Essas proteinas induzem a apoptose (morte celular programada) nas
celulas infectadas, impedindo a replicacdo do patdgeno e evitando a

disseminacao da infeccao.

Assim, enquanto os linfocitos CD4 coordenam a resposta imune e auxiliam
na producdo de anticorpos, os linfocitos CD8 tém a funcdo de eliminar
diretamente as células infectadas. Juntos, esses dois subtipos de linfécitos T

desempenham papéis cruciais na defesa do organismo contra infeccdes.
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Figura 29 - Imagem representativa da interacao entre linfécitos CD4 e CD8 com uma célula
apresentadora de antigenos APCs e célula tumoral.
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3- PERFIL DE RESPOSTAS TH1 E TH2

As respostas thl e th2 sdo dois tipos diferentes de respostas imunoldgicas
que ocorrem no organismo em resposta a diferentes estimulos. A resposta thl
envolve a ativacdo dos linfécitos T helper do tipo 1 (Thl) e é caracterizada pela
producéo de citocinas como interferon-gama (IFN-gama) e interleucina-2 (IL-2).
Essa resposta € ativada principalmente por infeccdes intracelulares, como as
causadas por virus, bactérias intracelulares e protozoarios. As celulas Thl
ajudam a ativar os linfocitos T citotoxicos e promovem a resposta imunologica

celular, que envolve a destruicdo direta das células infectadas.

Em contraste, a resposta th2 envolve a ativacdo dos linfécitos T helper do
tipo 2 (Th2) e é caracterizada pela produgdo de citocinas como interleucina-4
(IL-4), interleucina-5 (IL-5) e interleucina-13 (IL-13). Essa resposta é ativada
principalmente por infeccbes parasitarias e alergias. As celulas Th2 ajudam a
ativar os linfocitos B e promovem a resposta imunolégica humoral, que envolve

a producéo de anticorpos para combater os patdégenos.
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As respostas thl e th2 sdo mediadas por diferentes tipos de citocinas e
desempenham papéis distintos na defesa imunoldgica. Enquanto a resposta thl é
mais eficaz contra infecgdes intracelulares, a resposta th2 é mais eficaz contra
infeccOes parasitarias e alergias. No entanto, um desequilibrio entre as respostas
thl e th2 pode levar a vérias doencas autoimunes e imunodeficiéncias.

Figura 30 - Imagem representativa dos mecanismos imunoldgicos de regulacdo dentre as respostas
Thle Th2.
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4- PRINCIPAIS CITOCINAS E SUAS FUNCOES

As citocinas sdo proteinas produzidas pelas células do sistema
imunolégico e desempenham um papel fundamental na regulacdo da resposta

imune. Algumas das principais citocinas e suas fungdes sao:

1. Interleucina-1 (IL-1): Promove a inflamacéo, estimula a producdo de outras

citocinas e inicia a resposta imune.

2. Interleucina-2 (IL-2): Estimula a proliferagdo de células T e aumenta a

atividade das células T citotoxicas.
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3. Interleucina-4 (IL-4): Atua na ativacdo de células B e na produgdo de

anticorpos.

4. Interleucina-6 (IL-6): Induz a producdo de proteinas de fase aguda, regula a

resposta inflamatdria e promove a diferenciacdo de células B.

5. Interleucina-10 (IL-10): Tem um efeito imunossupressor, reduzindo a resposta

inflamatoria.

6. Interferon-gama (IFN-gama): Estimula a atividade de células T citotdxicas e
células natural killer (NK) e desempenha um papel importante na resposta

antiviral.

7. Fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa): Desempenha um papel importante

na resposta inflamatoria e possui atividade antitumoral.

8. Fator estimulador de col6nias de granulocitos (G-CSF): Estimula a producéo e

maturacdo de granulécitos, como neutrofilos, baséfilos e eosinofilos.

9. Fator estimulador de colénias de macréfagos (M-CSF): Estimula a producédo e

maturacdo de macréfagos.

10. Fator estimulador de col6nias de células-tronco (SCF): Estimula a formacéo e

maturacdo das células progenitoras hematopoéticas.

Essas séo apenas algumas das principais citocinas, e existem muitas outras
que desempenham papéis importantes na resposta imune. E importante ressaltar
que as funcdes das citocinas sdo complexas e interconectadas e podem variar

dependendo do contexto celular e da resposta imune especifica.
5- A RESPOSTA INFLAMATORIA COMO FATOR DE PROTECAO

A inflamacdo é uma resposta complexa e essencial do sistema
imunoldgico para proteger 0 organismo contra agentes invasores. Quando o

corpo € exposto a uma lesdo, infeccdo ou estresse, o sistema imunoldgico é
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ativado e libera substancias quimicas, como citocinas e histaminas, que causam
vasodilatacdo e aumento da permeabilidade dos vasos sanguineos na area
afetada. 1sso resulta em um aumento do fluxo sanguineo local e na migragédo de
celulas imunoldgicas, como os leucocitos, para o local da inflamacdo. Essas
células ttém a funcdo de identificar e destruir agentes invasores, como bactérias,

virus, fungos e células cancerigenas.

Além disso, a inflamagdo também promove a reparacdo e a regeneracao
do tecido danificado. Aumenta a producdo de células de defesa, facilita a
remocao de detritos e toxinas, estimula a producédo de colageno e de novos vasos
sanguineos, e protege a area afetada contra uma possivel disseminacdo da

infeccéo.

Embora a inflamacdo seja um mecanismo de defesa fundamental, ela
também pode ter efeitos negativos se ndo for devidamente controlada. Uma
inflamacdo cronica ou excessiva pode causar danos aos tecidos saudaveis e levar
a doencas autoimunes, como artrite reumatoide, asma, doenca inflamatdria

intestinal e doencas cardiovasculares.
6- O PAPEL REGULATORIO DO SISTEMA IMUNOLOGICO

O sistema imunoldgico é regulado por varios mecanismos que garantem
sua eficicia e evitam respostas imunes excessivas ou inapropriadas. Esses
mecanismos de regulacdo incluem diversos processos, dentre eles a Tolerancia
imunoldgica. Tolerancia imunoldgica: é a capacidade do sistema imunolégico de
ndo atacar os proprios tecidos do organismo. Isso ocorre porque durante o
desenvolvimento dos linfocitos, as células que reconhecem antigenos proprios
(auto-antigenos) sdo eliminadas ou tornadas inativas. A tolerancia também pode
ser induzida por células supressoras que inibem a resposta imunoldgica contra
celulas proprias. Outro fator importante € o equilibrio entre citocinas pro-
inflamatorias e anti-inflamatorias. Citocinas pré-inflamatérias como o interferon
gama e a interleucina-1 estimulam a resposta imune, enquanto as citocinas anti-

inflamatérias, como o interleucina-10 e o fator transformador de crescimento
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beta, desligam ou inibem a resposta imune. O equilibrio entre essas citocinas é

essencial para evitar a inflamacgéo excessiva ou cronica.

A Coestimulacdo e supressdo imunoldgica sdo processos que durante a
ativacdo de linfdcitos, sdo necessarios sinais adicionais chamados de
coestimulacéo, fornecidos por moléculas presentes nas células apresentadoras de
antigenos. Sem o sinal de coestimulacdo adequado, o sistema imunolégico pode
se tornar tolerante ou em estado de anergia, ou seja, incapaz de responder
efetivamente a um estimulo. Além disso, células supressoras podem inibir a

resposta imune, evitando danos aos tecidos proprios.

Outro fator importante € a remocdo de células autoimunes, existem mecanismos
de remocdo de células autoreativas, ou seja, células do sistema imunolégico que
reconhecem antigenos proprios. 1sso ocorre através da apoptose (morte celular
programada) dessas células ou pela atuacdo de células supressoras que
neutralizam seu efeito. Toda via é importante considerar a regulacdo pelo sistema
complemento: o sistema complemento é uma parte do sistema imunoldgico que
aumenta a resposta imune contra microrganismos invasores. No entanto, a
ativacdo desregulada do sistema complemento pode levar a danos aos tecidos
préprios. Existem mecanismos reguladores que controlam a ativacdo do

complemento para evitar danos desnecessarios.

Esses sdo apenas alguns dos mecanismos de regulacdo do sistema
imunoldgico. E um sistema altamente complexo e delicado, e a falha em
qualquer um desses mecanismos pode levar a doencgas autoimunes, alergias ou

imunodeficiéncias.
7- REGULACAO E CELULAS T REGULATORIAS (TREG)

As celulas T regulatdrias (Tregs) sdo um subtipo especializado de células
T que desempenham um papel fundamental na regulacéo e supressdo do sistema
imunoldgico. Seu principal objetivo € prevenir e controlar respostas imunes

excessivas, evitando que o sistema imunoldgico ataque as proprias células do
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corpo (autoimunidade) ou responda excessivamente a agentes externos, como

alérgenos.

As células Tregs sdo capazes de reconhecer e suprimir as respostas imunes
indesejadas através de varios mecanismos. Elas liberam substancias reguladoras,
como citocinas anti-inflamatorias (por exemplo, interleucina-10 e TGF-beta), que
inibem a ativacdo de outras células do sistema imunologico. Além disso, as
células Tregs podem interagir diretamente com outras células imunes, como

células T efetoras e células dendriticas, inibindo sua funcéo e atividade.

As células Tregs também desempenham um papel importante na
tolerancia imunologica, que é a capacidade do sistema imunologico de
reconhecer e tolerar substancias ndo prejudiciais, como proteinas alimentares e
flora intestinal, evitando respostas autoimunes ou alérgicas. Elas atuam
suprimindo a ativacdo de linfocitos T e B responsaveis por respostas imunes
indesejadas contra essas substancias. Além disso, as células Tregs tém a
capacidade de modular a resposta imune durante a gravidez, evitando rejeicao

fetal induzida pelo sistema imunoldgico da mae.

No contexto de doencas autoimunes, as células Tregs podem estar
presentes e ser funcionais, mas sua supressdo é insuficiente para controlar a
resposta imune patoldgica. Isso pode levar a uma quebra na autotolerancia e ao

desenvolvimento de doengas autoimunes.

Em resumo, as células T regulatorias desempenham um papel crucial na
manutencdo da homeostase imunoldgica, prevenindo respostas imunes
indesejadas e ajudando na prevencéo de doencas autoimunes e alérgicas. Elas sdo
essenciais para modular a resposta imune e garantir uma resposta adequada do

sistema imunoldgico a diferentes estimulos.
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Figura 31 - Participacao das células Treg no controle da resposta imunoldgica.
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CAPITULO IV

IMUNOPARASITOLOGIA
1- MECANISMOS IMUNOLOGICOS EM INVASOES PARASITARIAS

O sistema imunoldgico possui diversos mecanismos para combater
parasitos que invadem o organismo. Aqui estdo alguns dos principais
mecanismos imunoldgicos envolvidos na resposta imune contra parasitos dentre
as principais: 1) Resposta imune inata; 2) Resposta imune adaptativa; 3)
Producdo de anticorpos; 4) Resposta imune mediada por células; 5) Resposta

inflamatoria.

1. Resposta imune inata: A resposta imune inata é a primeira linha de
defesa do organismo contra a invasdo de parasitos. Essa resposta é mediada por
células como macréfagos, células dendriticas e neutrdfilos, que detectam a
presenca de parasitos por meio de proteinas receptoras e iniciam uma resposta
inflamatoria. Essas celulas podem fagocitar os parasitos e liberar substancias

toxicas para elimina-los.
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2. Resposta imune adaptativa: A resposta imune adaptativa € ativada
quando a resposta imune inata ndo é suficiente para eliminar os parasitos. Nesse
caso, células especializadas, chamadas células apresentadoras de antigenos
(APCs), como as ceélulas dendriticas e macrofagos, capturam fragmentos dos
parasitos e os apresentam as células T auxiliares. As células T auxiliares, por sua
vez, estimulam a producdo de anticorpos pelas células B e ativam as células T

citotoxicas para matar os parasitos.

3. Producdo de anticorpos: Os parasitos podem ser alvos da resposta
imune humoral, em que células B produzem anticorpos. Os anticorpos podem se
ligar aos parasitos e neutraliza-los, impedindo sua entrada nas células

hospedeiras e marcando-os para a destruicdo por celulas fagociticas.

4. Resposta imune mediada por células: A resposta imune mediada por
células, principalmente pelas células T, desempenha um papel importante no
combate a parasitos intracelulares. As células T citotdxicas podem reconhecer e
destruir células infectadas pelos parasitos, enquanto as células T auxiliares

auxiliam na ativacdo das células B e na resposta imune adaptativa.

5. Resposta inflamatoria: A resposta inflamatoria desempenha um papel
crucial na eliminacdo de parasitos. Células inflamatorias, como eosindfilos e
basofilos, sdo recrutadas para o local de infeccdo por meio de sinais quimicos
liberados pelas células infectadas. Essas células liberam mediadores
inflamatorios que causam vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular e

recrutamento de mais células do sistema imunologico para combater os parasitos.

E importante ressaltar que a resposta imune contra parasitos pode variar
dependendo do tipo de parasito e do local da infeccdo. Além disso, diferentes
celulas, como mastdcitos e eosinofilos, podem ser ativadas em resposta a
diferentes parasitos. Os parasitos possuem varias estratégias para burlar o sistema
imunoldgico do hospedeiro. Alguns dos mecanismos de evasdo imunoldgica

utilizados pelos parasitos incluem:
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A mudanga de antigenos de superficie é uma alternativa muito presente no
processo de invasdo parasitaria. Muitos parasitos sdo capazes de alterar a
expressdo de antigenos de superficie, dificultando o reconhecimento por parte do
sistema imunoldgico. Isso permite que eles evitem a acdo de anticorpos
especificos. Outro fator importante é promover a supressdo da resposta
imunoldgica. Os parasitos podem secretar substancias que suprimem a resposta
imune do hospedeiro. Essas substancias podem inibir a atividade de células
imunoldgicas, como linfécitos e macrofagos, ou evitar a producdo de citocinas

pré-inflamatorias.

Alguns parasitos sdo capazes de invadir e viver dentro de células
imunoldgicas, como macrofagos ou células dendriticas. Isso lhes permite evitar a
acdo do sistema imunoldgico. Algumas alternativas como o0 mimetismo
molecular também pode contribuir de forma favoravel para o parasito. Os
parasitos podem produzir moléculas que se assemelham as moléculas do

.....

imune pode ndo reconhecer essas moléculas como estranhas.

Esses sdo apenas alguns exemplos dos mecanismos que 0S parasitos
podem usar para burlar o sistema imunoldgico. No entanto, é importante ressaltar
que o sistema imunologico também possui mecanismos de defesa para lidar com

parasitos, e a interacdo entre o parasito e o hospedeiro é complexa e diversa.

2- ASPECTOS IMUNOLOGICOS DA INTERACAO PARASITO
HOSPEDEIRO

As infeccOes proporcionadas por parasitos aos seres humanos possuem
registros milenares. Os fatores imunologicos de cada individuo estéo
relacionados com fatores ambientas, locais endémicos e epidemias, além da
variabilidade bioldgica de cada um. Entretanto, os parasitos em uma constante de
evolucdo adaptativa aprimoram seus fatores de viruléncia no intuito de burlar os

mecanismos de defeso dos hospedeiros. Existem diversos mecanismos de
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interacdo entre parasitos e hospedeiros no processo de estabelecimento das

infeccbes. Alguns dos mais importantes séo:

1. Aderéncia: O parasito adere as células do hospedeiro, geralmente por meio de
estruturas especializadas na sua superficie, como ganchos, ventosas ou outras
estruturas de fixacdo. Isso permite que o parasito se instale e se mantenha no

hospedeiro.

2. Invasdo: Apods a adesdo, o parasito invade as células ou tecidos do hospedeiro.
Essa invasdo pode ocorrer por diferentes vias, como penetracao ativa, através de
complexos de proteinas secretadas pelo parasito, ou por endocitose, na qual o

hospedeiro envolve o parasito em uma vesicula e o internaliza na célula.

3. Burlar o sistema imune: O sistema imunoldgico do hospedeiro ¢ uma das
principais defesas contra infeccBes parasitarias. Por isso, 0s parasitos
desenvolvem estratégias para evitar ou suprimir a resposta imune do hospedeiro.
Isso pode ser feito por meio da producdo de moléculas que inibem a resposta
imune, pela modificacdo de antigenos na sua superficie para escapar do
reconhecimento pelo sistema imunol6gico, ou até mesmo pela invasdo de células

do sistema imune e sua manipulagao.

4. Nutricéo e reproducdo: O parasito depende do hospedeiro para obter nutrientes
e se reproduzir. Para isso, ele pode se alimentar do hospedeiro, utilizando os seus
nutrientes ou células, ou até mesmo se reproduzir dentro do hospedeiro,

produzindo larvas ou ovos que serdo eliminados para infectar outros individuos.

5. Manipulacéo do hospedeiro: Alguns parasitos tém a capacidade de manipular
0 comportamento ou a fisiologia do hospedeiro para favorecer sua propria
sobrevivéncia e reproducdo. Isso pode incluir desde a alteracdo do sistema
nervoso do hospedeiro para induzir comportamentos especificos, como no caso
de toxoplasmose em roedores, até a inducdo de alteracbes hormonais para

favorecer a reproducéo do parasito.
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Esses sdo apenas alguns exemplos dos mecanismos de interagcdo entre
parasitos e hospedeiros no processo de estabelecimento das infeccdes. Cada
parasito possui adaptacdes especificas para se manter no hospedeiro e garantir

sua propria sobrevivéncia e reproducao.
3- MODELO IMUNOLOGICO DOS PARASITOS: LEISHMANIOSE

A leishmaniose é uma doenca causada pelo parasita do género
Leishmania, transmitido por picadas de mosquitos infectados. Quando o parasita
entra no organismo, ele é reconhecido pelas células do sistema imunolégico, que
desencadeiam uma resposta imunoldgica para combaté-lo. A resposta imune na
leishmaniose pode variar entre os individuos e é influenciada por fatores
genéticos e ambientais. Existem dois principais mecanismos de resposta imune

envolvidos na leishmaniose: a resposta Thl e a resposta Th2.

A resposta Thl € caracterizada pela producdo de citocinas como
interferon-gama (IFN-y) e interleucina-2 (IL-2). Essas citocinas estimulam a
ativacao de células do sistema imunol6gico, como os macrofagos, para destruir o
parasita. Os macrofagos ativados aumentam a producdo de 6xido nitrico (NO),
que tem efeito toxico sobre o parasita. Além disso, as células T citotoxicas
também sdo ativadas na resposta Thl e participam na destruicdo direta das

células infectadas pelas Leishmania.

Por outro lado, a resposta Th2 é caracterizada pela producdo de citocinas
como interleucina-4 (IL-4), interleucina-5 (IL-5) e interleucina-10 (IL-10). Essas
citocinas promovem uma resposta imune mais humoral, estimulando a producao
de anticorpos contra as Leishmania. No entanto, essa resposta € menos eficiente
na eliminacdo do parasita e pode até mesmo contribuir para o desenvolvimento

de uma forma mais severa da doenca.
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A resposta Thl é considerada protetora na leishmaniose, pois promove a
destruicdo direta do parasita e a ativacdo de células do sistema imunologico. A
resposta Th2, apesar de sua capacidade de produzir anticorpos, pode ser

associada a um maior risco de progressdo da doenca.

No entanto, € importante destacar que a resposta imune na leishmaniose €
bastante complexa e outras celulas e citocinas também desempenham um papel
importante. Além disso, existem diferentes espéecies de Leishmania, cada uma
com suas caracteristicas imunoldgicas especificas. Portanto, a resposta Thl e Th2
pode variar dependendo do tipo de infeccdo por Leishmania e das caracteristicas

do hospedeiro.

Os mecanismos imunoldgicos descritos anteriormente foram propostos a
partir de diversos estudos experimentais. As contribuicdes cientificas realizadas
por diversos autores foram fundamentais na elucidacdo da relagdo parasito

hospedeiro no estabelecimento da infecgcdo por Leishmania.

Figura 32 - Modelo esquematico na atuacado da resposta Thl e Th2.
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4- PROSPECTOS EXPERIMENTAIS DA RESPOSTA IMUNOLOGICA
NAS INFECCOES POR LEISHMANIOSE

O perfil da resposta imunoldgica desenvolvida pelo hospedeiro poder ser
crucial para o desenvolvimento da leishmaniose. Assim, varios estudos (Pearson
et al, 1983; Howard et al, 1980; Liew et al, 1982) foram realizados com o
objetivo de elucidar os mecanismos de regulacdo das respostas Thl/Th2 na
infeccdo por Leishmania. Um fator importante é que a modulacdo da resposta
Thl e Th2 na leishmaniose em camundongos tém influéncia fundamental na
caracteristica da resposta mediada pelas células T CD4+, podendo separar-se em
subgrupos com base no perfil de citocinas. Experimentos realizados com L.
major utilizando camundongos (BALB/c) susceptiveis a infec¢do, demonstraram
que IL-4 possui um papel importante no desenvolvimento da resposta imune
contra um antigeno especifico da Leishmania denominado LACK (Leishmania
homolog of receptors for activated C Kinase) (Launois et al., 1997), regulando
negativamente a expressdo da subunidade B2 do receptor de IL-12 nas células
Th1l que possui potencial protetor. Assim, a célula ndo reconhece IL-12 e a
producéo de IFN-y e a produg¢do de NO (6xido nitrico) pelos macrofagos é
inibida, impedindo a destruicdo dos parasitos pelos mesmos. A IL-4 também,
promove a diferencia¢do das células Th2 induzindo uma maior secre¢éo de IL-4,
IL-5 e IL-10, entre outras citocinas, bem como a producdo de anticorpos
especificos contra o parasito (Locksley et al, 1991; Scott et al, 1991; Heinzel et
al, 1989; Heinzel et al, 1991; Rogers et al, 2002). Estudos realizados tanto 21 em
L. major (Kopf et al, 1996) e principalmente em L. amazonensis (Afonso &
Scott, 1993; Soong et al, 1997; Jones et al, 2000; Jones et al, 2002), indicaram
que utilizando o mesmo hospedeiro e diferente cepas ou espécies do parasito, a
resposta protetora era sempre dependente da producdo de IFN-y, mas a
susceptibilidade a infeccdo nem sempre dependia da producdo de IL-4. Estudos
em modelos experimentais refletem o que ja se havia observado ha muito tempo
na doenca em seres humanos, ou Seja, que O parasito tem uma participacdo
importante no estabelecimento da infeccdo e na determinacdo de sua forma

clinica. Entretanto, independentemente da necessidade ou ndo do
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desenvolvimento de uma resposta Th2 para o estabelecimento da infeccdo por
Leishmania, um ponto em que varios dos estudos acima citados concordam é que
0s momentos iniciais da infeccdo séo cruciais no estabelecimento da resposta
imune e costumam determinar sua capacidade de controlar ou ndo a infeccdo por
estes parasitos (Jones et al, 2002; Vester et al, 1999). A variabilidade de
manifestacdes clinicas das leishmanioses € causada por estes fatores e pode ser
observado em experimentos com camundongos inoculados com L. major ou L.
braziliensis que desenvolvem lesbes cutaneas simples e evoluem
espontaneamente para cura (Childs et al, 1984; Sacks & Noben-Trauth, 2002).
Entretanto, quando camundongos sdo inoculados com L. amazonensis, embora
ndo desenvolvam a forma difusa da infeccdo, ndo conseguem controla-la e
desenvolvem uma leséo persistente que se torna cronica (Kima et al., 2000).
Estudos sobre a imunopatogénese das leishmanioses cutaneas, demonstraram que
a resisténcia de camundongos aos parasitos do género L. major esta relacionada
com a inducéo e desenvolvimento preferencial das respostas tipo Th-1 (Locksley
et al., 1987). Estas respostas incluem a producdo de IL-2 que ativa a proliferacédo
de linfocitos, a producdo de IFN-y ¢ TNF-a que sdo mediadores da protegdo pela
ativacdo de macrofagos para atividade microbicida através da producdo de 6xido
nitrico (NO) (Wei et al., 1995). Outros fatores podem contribuir para a regulacéo
da resposta imune, células da resposta imune inata, como granulécitos e células
“natural killer” (NK), bem como os queratindcitos e células dendriticas que
secretam citocinas e quimiocinas responsaveis pela diferenciacdo das células T
CD4+, determinando assim, a prevaléncia do perfil Thl protetor ou Th2
susceptivel a infeccdo. As células T regulatérias (Treg) também exercem um
papel importante na resposta imune do hospedeiro aos parasitos, as Treg inibem
ativamente a resposta imune, desempenhando um papel preventivo na
autoimunidade, bem como na regulacdo geral da resposta imune aos tumores e as
doencas infecciosas em geral (Maloy & 22 Powrie, 2001; Sakaguchi, 2004).
Segundo (Jiaxiang et al, 2005) as células T CD4+ e CD25+ representam um
subconjunto de células Treg que representam 5 a 10% da populacdo geral de

celulas T CD4+, esta populagéo de linfocitos possui acdo moduladora no sistema
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imunitario, inibindo as células T CD4+ efetoras, diminuindo a producdo de IFN-y

e contribuindo para o desenvolvimento da infeccdo em camundongos.

Figura 33 - Modelo esquematico no modelo de resposta imunoldgica nos camundongos
C57/BLACKG6 e BALBI/c.
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5- PRINCIPAIS FATORES DE VIRULENCIA DA LEISHMANIA

O estabelecimento da infeccdo por parasitos do género Leishmania
depende da interacdo entre a resposta imune do hospedeiro e a expressdo de
algumas moléculas, denominadas fatores de viruléncia. O lipofosfoglicano LPG,
a proteina homologa de Leishmania de receptores de proteina quinase C ativada
(LACK), a glicoproteina gp63 e as cisteino-peptidases sd@o algumas das
moléculas que desempenham um papel fundamental na imunopatogénese das
leishmanioses. O LPG é um glicolipideo encontrado na superficie celular das
formas promastigotas de Leishmania, capaz de inibir a agdo de monocitos através
do blogueio da adesdo endotelial e da migracgéo transendotelial (Lo et al, 1998).
A gp63 é uma metaloprotease de zinco presente na superficie celular de

promatigotas, que juntamente com a LPG, induzem a fagocitose e contribuem
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para a sobrevivéncia das formas amastigotas no interior dos macrofagos, através
da ligacdo com receptores de Complemento (Brinttingham & Mosser, 1996;
Handman & Bullen; 2002). A proteina LACK se encontra proxima ao
cinetoplasto do citoplasma celular e possui grande homologia entre as diferentes
espécies do parasito. A presenca de um epitopo imunodominante em sua
conformacao ativa linfocitos CD4+ com receptor de células T (TCR) VB4, Va8
produtores de IL-4, que aumentam apos a infeccdo por L. major em
camundongos BALB/c, contribuindo para a susceptibilidade do hospedeiro a
infeccéo, regulando negativamente a expressao da subunidade 2 do receptor de
IL-12 nas células Thl que possui potencial protetor. A participacdo das
moléculas citadas anteriormente no mecanismo de infeccdo por parasitos do
género Leishmania, pode ser de grande importancia para elucidar 0os processos
que envolvem a acdo do parasito, e a resposta imune desencadeada pelo

hospedeiro nas fases inicias da infecgéo.

6- O PAPEL DAS ECTO-NUCLEOTIDASES NA INFECCAO POR
PARASITOS

As E-NTPDases sdo ecto-nucleotidases com atividade apirase e a presenca de
ions bivalentes geralmente Ca2+ ou Mg2+ no meio extracelular, contribui para
sua capacidade de hidrolisar ATP e ADP, resultando na produgéo de AMP
(Plesner, 1995; Zimmermann, 2000). As func¢bes fisiologicas destas enzimas
ainda ndo foram totalmente elucidadas, mas ha hipdteses que sugerem a
participacdo delas em varios processos como: protecdo contra efeitos citoliticos
promovidos pelo ATP extracelular, terminacdo da sinalizacdo purinérgica,
envolvimento na transducdo de sinal e envolvimento na adesédo celular. Estudos
sobre o papel destas enzimas em parasites foram descritas em especies como
Toxoplasma gondii (Asai et al, 1995), Tritrichomonas foetus (Jesus et al, 2002),
Trypanosoma cruzi (Bissagio et al, 2003; Fietto et al, 2004) Leishmania tropica
(Meyer-Fernandes et al, 1997), os resultados obtidos com espécies da familia
Tripanosomatidae, especificadamente as espécies T. gondii e L. amazonensis

demonstraram a participacdo destas enzimas na captacdo de adenina para as vias
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de salvacdo de purinas, necessario para a sobrevivéncia do parasito. As 5’-
nucleotidases sdo enzimas encontradas na forma solivel ou presente nas
membranas de parasitos, bactérias, células vegetais e animais (Zimmermann,
1992). Estas enzimas agem sobre mononucleotideos purinicos e pirimidicos,
apresentam atividade sobre 5’-dinucleotideos, 5’-trinucleotideos e sobre
nucleotideos complexos como UDP-glicose ou Flavina Adenina dinucleotideo
(FAD) e ainda, sdo capazes de hidrolisar AMP resultando na formagédo de

adenosina.

O ATP extracelular é uma molécula que exerce um papel importante na
resposta imune de mamiferos (Launois et al, 1997). Apds o processo de injdria
sdo liberadas altas concentracoes de ATP extracelular, age como “sinal de
perigo” induzindo uma resposta /inflamatoria caracterizada pela liberagédo de
citocinas, tais como IFN-y, IL-12 e TNF (la sala et al, 2003; Langston et al,
2003). Os efeitos podem variar de acordo com a concentracdo, o tempo de acéo e
0 tipo de célula envolvida (Di Virgilio F., 2007). O controle dessas acdes €
realizado pelas enzimas com atividade da familia apirase ¢ 5’-nucleotidase, que
agem sobre o ATP e seus produtos de degradacéo, reduzindo a sua concentracao
no meio extracelular resultando na conversdo em adenosina. A adenosina através
da ativacdo de receptores purinérgicos da familia P1 induz uma resposta anti-

inflamatoria, contraria a resposta promovida pelo ATP.
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