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Apresentacao

Adisciplina de Imunologia tem como objetivo central estudar as bases fun-
damentais do sistema imune, com enfoque nas principais células, érgaos e
tecidos envolvidos em nossa defesa. Estudaremos o papel de proteinas muito
importantes em nossa defesa, como os anticorpos, as citocinas, o complemen-
to e os receptores presentes na superficie das células de defesa. Estudaremos
as patologias associadas ao sistema imunoldgico e o importante papel das
vacinas, enfatizando ainda mais a importdncia de um sistema imune sadio
para ter uma vida sadia. Os mecanismos envolvidos nas rea¢ées imunoldgicas
(interacdes antigeno—anticorpo) in vivo e in vitro também serao vistos, sendo
destacadas as interagées in vitro que auxiliam no diagndstico.

Motivagao:

« Por que o estudo da Imunologia é importante para o professor de
Biologia?

Todos nds jd sabemos que respostas imunes defeituosas tornam o organis-
mo suscetivel a sérias infecc6es que podem levar a morte. Constantemente nos
deparamos com uma série de questionamentos como estes:

« Por que anticorpos, que deveriam ser nossa principal forma de defesa,
nem sempre nos protegem contra as doen¢as?

« Por que ndo conseguimos produzir vacinas contra muitas doengas impor-
tantes, como AIDS, maldria, herpes, dengue, esquistossomose etc.?

« Por que montamos resposta imune contra materiais inécuos ou monta-
mos respostas imunes inapropriadas (alergias a alimentos, medicamen-
tos, pé, tecidos do corpo e outros)?

« Por que rejeitamos transplantes de érgéos?



« Por que nosso estado emocional, nossa atividade fisica e nossa alimenta-
¢do exercem tanta influéncia sobre nossa resposta imune?

Pois bem, para algumas, mas ndo para todas essas perguntas, encontra-
remos respostas ao estudarmos como funcionam as células e os tecidos en-
volvidos na nossa defesa, e, por essa razdo, é tdo importante que o professor
de Biologia tenha respostas aos questionamentos dos seus alunos ou saiba
explicar por que, para algumas dessas questdes, ndo poderemos dar uma res-
posta definitiva. Sendo assim, esperamos que os contetidos do presente livro
lhes sejam muito uteis e fornecam subsidios para buscar outras respostas a
outros questionamentos que certamente irdo surgir. Desejamos a todos uma
boa viagem ao nosso sistema de defesa.

Célia Regina Monte Barardi
Sonia Gongalves Carobrez

Aguinaldo Roberto Pinto
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Células, drgaos e tecidos
envolvidos na resposta imune

Aqui comega a nossa viagem através do complexo sistema
de defesa de nosso organismo, constituido por células, organi-
zado em vdrios tecidos e érgdos do corpo, além de distribuido
na circulagdo sanguinea e linfdtica. Esse € o trecho inicial de
nossa viagem, e o seu aprendizado serd fundamental para
que compreendamos os demais capitulos que virdo a seguir.
Tudo ird se imbricar em cada capitulo, e muitas vezes volta-
remos a falar das células, dos tecidos e dos érgdos aqui apre-
sentados. Neste capitulo conheceremos as células envolvidas
em nossa defesa, como se formam e se diferenciam e qual
o seu papel na nossa defesa. Aprenderemos também como
¢ importante o armazenamento dessas células nos distintos
orgdos e tecidos linfoides do corpo, enquanto elas ndo estdo
circulando através do sangue e da linfa. Desejamos que vocés
fiquem fascinados por esse mundo da Imunologia e que com-
preendam que o bom funcionamento desse sistema é funda-
mental para a manutengdo de uma vida saudavel, para a
aquisi¢do de defesas contra infecges e para a recuperagdo do
organismo em caso de infec¢oes das mais variadas origens.







Granulacitos

Entende-se por granulécitos
todas as células sanguineas
que possuem granulos

no seu citoplasma e que
possuem seu nucleo em
formato polimorfico, sobre as
quais falaremos logo a seguir.

Células, 6rgaos e tecidos envolvidos na resposta imune _

1.1 Células da resposta imune

Neste primeiro capitulo vamos iniciar o estudo sobre as célu-
las envolvidas em nossa defesa, vamos aprender que todas elas se
originam de unica célula que tem multiplas potencialidades. Essas
células pluripotentes sdo chamadas “progenitoras” ou “células-
tronco hematopoiéticas” e sio produzidas constantemente e em
grandes quantidades na medula 6ssea. Essas células sao realmente
muito versateis e conhecidas como “células-tronco pluripoten-
ciais”. Elas serdo responsaveis pela futura formagao de todas as
células sanguineas envolvidas direta ou indiretamente em nossa
defesa. Isso inclui até as hemacias (células vermelhas do sangue ou
eritrocitos) e as plaquetas (importantes na coagulagdo sanguinea
e responsaveis pela formacao dos trombos venosos). A primeira
diferenciacdo dessas células-tronco sera na formagdo de células
progenitoras denominadas mieloides e de células progenitoras
denominadas linfoides. Neste capitulo estaremos interessados
em estudar as células que derivam do progenitor mieloide e do
progenitor linfoide, e ndo entraremos em detalhes no estudo dos
megacariocitos e dos eritrocitos. Os diferentes tipos de células san-
guineas e suas linhagens estao resumidos na Figura 1.1.

Comecemos pelo precursor mieloide. Os leucdcitos polimorfo-
nucleares (PMN) consistem em uma popula¢ao de células também
denominadas de granulécitos. O precursor mieloide é o respon-
savel pela formacao desses granuldcitos e também pela formagéo
dos mondcitos, dos macréfagos, das células dendriticas e dos



mastdcitos, todos eles superimportantes em nossa primeira linha

de defesa contra muitos agentes patogénicos. Falando um pouqui-

nho de cada uma dessas células e comegando pelos macrofagos,

vamos aprender que essas células constituem uma das principais

(mas ndo unicas) células fagociticas do sistema imunolégico, um

fendmeno sobre o qual ja aprendemos em outras disciplinas e a que

Medula éssea

Células tronco hematopoiética pluripotente

N

Medula 6ssea

Células fagociticas
Células fagociticas

sao aquelas que tém a
capacidade de englobar
agentes estranhos e
degrada-los totalmente ou
em por¢des mais simples que
serao subsequentemente
reconhecidas pelo

sistema imune.

O

O

i

O O
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Figura 1.1 — Células da resposta imune. (Adaptado de MURPHY et al., 2008, p. 4).



Células, 6rgaos e tecidos envolvidos na resposta imune

( ) chamamos de fagocitose, uma palavra que sera

Células muito constante no curso da Imunologia. Em

Macréfagos microgliais geral, células da série dos macréfagos apresen-
alveolares do do cérebro ~ T ~

pulméo tam duas fung¢des principais. Uma fungdo, como

seu proprio nome indica (“macro = grandes e

EﬁL“flfzsr ?](e) Macréfagos fagos = comedoras), ou seja, de engolfar e, com

figado esplénicos o auxilio de todas as enzimas degradadoras em

seus granulos lisossomais, fragmentar os mate-

re'\:i?jc;?tf:?zis riais englobados a aminoacidos simples, aguca-

linfonodos e res e outras substancias para posterior excre¢do

recirculantes Celulas A ou reutilizagdo. Como veremos em capitulos

Células Sﬁ“u)vai;is seguintes, a segunda maior fun¢do dos macré-

precursoras na fagos é englobar agentes estranhos, processa-los

medula ossea por desnaturagio ou digestao parcial e apresen-

ta-los em sua superficie para células envolvidas

. J na resposta imune especifica, que sao os linféci-

Figura 1.2 - Sistema
fagocitario mononuclear.
(Adaptado de MALE et al.,
2006, p. 5).

Os mondcitos sanguineos
desenvolvem-se na medula
dssea, atingem a corrente
sanguinea, circulam por
poucos dias e, finalmente,
deslocam-se para os tecidos
onde se diferenciam em outro
tipo celular denominado
macréfagos, ou seja, os
macréfagos sao a forma
madura dos mondcitos

(ou outros nomes).

tos T especificos, sobre os quais falaremos mais
adiante. Assim, dizemos na Imunologia que os macréfagos tam-
bém funcionam como “células apresentadoras de antigenos”. Os
macrofagos distribuem-se amplamente em muitos tecidos do nos-
so corpo e até recebem nomes diferentes de acordo com o tecido
em que se encontram (Figura 1.2).

Os macroéfagos sdo, na verdade, a forma madura dos mondcitos
sanguineos, ou seja, 0s monocitos sao as células que circulam no

sangue e, quando essas células migram para os tecidos, sofrerdo
novas diferencia¢oes, compondo uma variedade de formas histolé-
gicas que participam da fagocitose. Conforme explicado anterior-
mente, dependendo do tecido em que os macréfagos se encontram,
eles terao um nome e um formato. Exemplos: células de Kupffer
no figado (células grandes com varias projegoes citoplasmaticas);
macrofagos alveolares no pulmao; macréfagos esplénicos no bago;
macrofagos peritoneais presentes no liquido peritoneal; micrdglia
no tecido nervoso central; osteoclastos nos ossos etc. Para resumir
e ficar bem claro, os mondcitos sanguineos, que constituem 5% a
10% das células brancas circulantes e que tém uma vida bem curta
(passam aproximadamente 24h no sangue), logo vao se diferenciar



nos macréfagos teciduais e, com isso, ter uma vida mais longa e ser
mais eficientes na elimina¢do dos agentes estranhos.

As células dendriticas estiao sendo muito estudadas na Imuno-
logia. Elas também sao células fagociticas, mas o seu papel mais
importante nao é o de degradar os agentes estranhos fagocitados,
como fazem os macrdfagos, mas sim processar esses agentes em
formas mais simples e depois apresentar cada uma dessas por¢oes
para os linfdcitos T. Assim, podemos dizer que as células dendri-
ticas sdo as principais células apresentadoras de antigenos do
NOSSO organismo e, por isso, elas estdo sendo tao estudadas. As
células dendriticas podem ser encontradas na circulagdo e tam-
bém residindo em alguns tecidos do corpo. A morfologia dessas
células (nos tecidos, elas se parecem com estrelas-do-mar, e esses
prolongamentos sdo denominados de dendritos e ddo o nome a
essas células) esta relacionada com sua excelente capacidade de
capturar agentes estranhos e depois reapresenta-los, pois isso au-
menta muito a sua superficie de contacto com esses agentes.

Os mastdcitos, cujo precursor sanguineo nao esta bem defi-
nido, também sao células diferenciadas e residentes nos tecidos.
Essas células se localizam principalmente préximo a pequenos va-
sos sanguineos e, quando sdo ativadas pela presenca de um agente
estranho, tém a capacidade de liberar substancias que vao afetar a
permeabilidade desses vasos. Essas substincias ficam armazena-
das em granulos no interior dessas células e sdo muito conhecidas
por desenvolver respostas alérgicas, ou até mesmo o choque ana-
filatico em alguns individuos, dependendo da quantidade liberada
na circulagdo. Sobre isso falaremos mais tarde, quando tratarmos
das reagdes imunes conhecidas como hipersensibilidades.

Voltemos a falar dos granuldcitos ou leucdcitos polimorfonu-
cleares (PMN), aquelas células que recebem esse nome por pos-
suirem granulos densamente coraveis em seu citoplasma e que
possuem nucleos multilobados ou polimorficos. Esses ntcleos
constituem cerca de 65% das células brancas em nosso sangue. Ha
trés tipos de granuldcitos em nosso sangue, todos eles com uma
vida relativamente curta e produzidos em grande quantidade du-
rante as respostas imunes. Nessas horas, eles abandonam a circu-
lagao e conseguem chegar até o local da infecgao ou da inflamacao.



Eles sé@o assim denominados
porque os seus granulos

se mantém relativamente
sem coloragao (neutros)

ao microscapio.

Células, 6rgaos e tecidos envolvidos na resposta imune _

Quando essas células fazem fagocitose e morrem, sao responsaveis
pela formagdo do pus nos locais infectados. Sobre esse fendmeno
também vamos estudar mais adiante. A aparéncia dos granulos
dessas células ao microscépio Optico, apds coloragcao convencional,
da origem a uma posterior subdivisdo. O primeiro e mais abun-
dante tipo de granulécito sdo os neutrdfilos, que representam a

terceira célula fagocitdria do sistema imunolégico e possuem uma
vida média de aproximadamente 12h em circulagdo. Os neutrdfi-
los sdo os elementos mais numerosos (90% a 95% dos granulécitos
sao neutrofilos) e mais importantes de nossa primeira barreira de
defesa, que vamos denominar imunidade inata. Isso é facil de en-
tender quando nos deparamos com deficiéncias genéticas na fun-
¢do dos neutrdfilos que levam a sérias infec¢des bacterianas, que
podem ser fatais se ndo forem corretamente tratadas. Para termos
uma ideia da importancia dessas células, o seu numero na circu-
lagdo varia de 4.000 a 10.000 células/mm?* de sangue. Durante as
infecgoes esse numero chega a valores superiores a 20.000 células /
mm® de sangue, ou seja, esse nimero no minimo dobra.

Granulos corados em vermelho estdo presentes nos eosindfilos,
que representam 3% a 5% dos granulocitos circulantes. Os eosin6-
filos sdo importantes na defesa contra infec¢oes parasitarias, pois o
conteudo dos seus granulos é toxico para os parasitos. O numero
dessas células aumenta na circulagdo quando a pessoa esta com ver-
minose, por exemplo. Granulos com intensa coloragdo azul sao en-
contrados nos basofilos, que representam 0,5 a 1% dos granuldcitos.
A funcdo dos basoéfilos provavelmente é similar e complementar a
dos eosinofilos e mastdcitos. A fungdo dessas células sera mais bem
explicada na secdo em que falaremos do seu papel nas alergias.

Finalizamos a discussdo sobre as células originadas a partir de
progenitoras mieloides. Vamos agora passar a estudar as células ori-
ginadas a partir de progenitoras linfoides, ou seja, os linfocitos.

Como ponto de partida, vamos conhecer as principais caracte-
risticas morfologicas dessas células. Os linfocitos sao células mo-
nonucleares que apresentam uma fina borda de citoplasma quando
se encontram no seu estado de repouso. Uma célula em estado de
repouso é assim considerada quando ainda néo foi estimulada por
um antigeno e, portanto, encontra-se na fase G, do ciclo celular.



Como dito anteriormente, essas células, quando ndo estimuladas
por antigenos, sdo pequenas e apresentam cerca de 6-10 um de di-
ametro, nucleo de cromatina condensada e um citoplasma muito
escasso. No momento em que essas células sdo expostas e intera-
gem com antigenos, elas sdo consideradas ativadas e progridem

para as demais fases do ciclo celular. Na sequéncia, observa-se a .
Linfoblasto

Linfoblasto é uma célula
imatura encontrada na
medula éssea em pequenas
proporcoes, precursora

de linfécitos maduros.

producdo de novas proteinas por essas células. Essas células au-
mentam de tamanho porque o citoplasma se torna mais abundan-
te e rico em organelas. Os linfécitos tornam-se, entdo, linfocitos

grandes, conhecidos como linfoblastos, e chegam a atingir cerca
de 10-12 um de diametro.

Quando ha um grande numero de células em processo de divisao
celular, podemos dizer que ocorreu uma amplificacdo clonal. Esse
processo ¢ observado quando é produzido um grande numero de
células com capacidade de reagir contra os antigenos, que inicial-
mente foram as substancias responsaveis pela ativa¢do celular.

Duas sao as principais populagdes de linfocitos, os linfocitos
T ou células T (timocitos) e os linfocitos B ou células B. Os lin-
fécitos constituem 25 a 35% do total das células brancas (os leu-
cdcitos) presentes no sangue. A presenca dos linfécitos T e B no
sangue obedece, respectivamente, a relagao de 5:1.

Os linfocitos T ou células T se desenvolvem a partir de precur-
sores no timo. Os linfdcitos B ou células B se diferenciam no figa-
do fetal e na medula dssea. Nas aves, essa diferenciacao ocorre em
um 6rgao denominado de Bursa de Fabricius, situado proximo a
cloaca das aves.

Os linfocitos T e B sdo células que desempenham fungdes dis-
tintas, sdo indistinguiveis ao microscépio Optico, contudo apre-
sentam diferencas que podem ser evidenciadas ao microscépio
eletronico e/ou outras técnicas.

Estudemos o processo de desenvolvimento dessas células. Va-
mos iniciar o aprendizado falando sobre os linfocitos T.

Dissemos anteriormente que essas células se desenvolvem no
timo. Cabe lembrar as aulas de Histologia em que foi discutido que
esse 6rgao possui um microambiente proprio para a maturagao e a
producao dos linfocitos T.
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Pela importancia desse 6rgao no sistema imune, cabe recorda-lo
e inserir novos conhecimentos importantes e fundamentais para o
entendimento do sistema imune.

1.2 Orgaos linfoides primarios

1.2.1Timo

O timo ¢é um 6rgdo linfoide primdrio, bilobado (formado por

Os 6rgaos linfoides primdrios
representam o local onde
ocorrem a maturacdo e a
diferenciagdo dos linfécitos.

dois lobos) e localizado no mediastino superior. Quando a cavi-
dade toracica de um camundongo ¢ aberta, os lobos do timo apre-

sentam uma estrutura semelhante a duas pétalas de rosas brancas
que sdo observadas sobre o cora¢ao. Cada um desses lobos contém
varios l6bulos. Esses lobulos apresentam trés regides, denominadas
de zona subcapsular, cdrtex e medular (Figura 1.3). O processo de
diferenciagdo das células no timo ¢é bastante complexo e envolve
varias etapas. As células precursoras dos linfdcitos T, oriundas da
medula dssea, migram para o timo e iniciam o seu processo de ma-
turacdo. Na zona capsular, as células derivadas da medula dssea sao
ditas triplonegativas, uma vez que ndo apresentam moléculas na
superficie celular. Isso significa dizer que essas células nao possuem
ainda moléculas na superficie celular e receptores para antigeno.
Na regido cortical do timo, observam-se células que passam por
rearranjos génicos que resultam na aquisicdo de receptores para
antigenos nas superficies celulares. Esses receptores saio denomi-

nados de TCRs (do inglés, T Cell Receptor, que significa receptor da
CD (do inglés, Cluster of

Differentiation) sdo grupos de
diferencia¢do, nomenclatura
adotada para caracterizar
moléculas que se encontram
na superficie das células e
servem como seus marcadores.
Os linfécitos e outros
leucécitos expressam distintas
moléculas CD na sua superficie
celular, conferindo fun¢ées
diferenciadas a essas células.

célula T). As células T ou timécitos migram da regido cortical para
a regido medular. Durante essa migragao, essas células tornam-se
cada vez mais maduras, podendo ser caracterizadas ndo somente
pela aquisi¢ao do receptor para antigeno na célula T (TCR), mas
também pelo aparecimento ordenado e pela perda de muitas ou-
tras moléculas expressas na superficie da célula T (os marcadores
de superficie). Como exemplos de marcadores de superficie dos
linfdcitos T, citamos o CD3, 0 CD4 e 0 CDS8.

Passemos a entender agora como se da o desenvolvimento dos
linfécitos B ou das células B.
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1.2.2 Medula 6ssea

Medula 6ssea
vermelha

Nos mamiferos, os linfocitos B diferenciam-

Vaso Sanguineo se na medula dssea. Durante a vida fetal, o fi-

gado é também um importante local de desen-
Sistema de

Havers volvimento do linfocito B. Assim como o timo,

a medula 6ssea também ¢ considerada como
um orgao linfoide primario (Figura 1.4). As
células que se diferenciam na medula 6ssea

L passam por diversos estagios de desenvolvi-
Medula

amarela
(tutanog

mento que podem ser explicados pelos rear-
ranjos génicos das moléculas de imunoglobuli-
nas produzidas endogenamente (denominadas
anticorpos de superficie) e pela expressdo de

moléculas de superficie, como, por exemplo, o
CD 19. As moléculas de imunoglobulinas ou

anticorpos expressos na superficie dos linf6-
Figura 1.4 — Medula 6ssea.
(Adaptado de“A MEDULA
OSSEA’, 2005).

citos B agem como receptores de antigenos.
Uma vez maduras, essas células deixam a medula 6ssea, entram na
circulagdo e migram para os 6rgaos linfoides secundarios.

Os linfocitos B representam aproximadamente 5 a 15% dos lin-
focitos circulantes. Nesses locais, os linfocitos B podem se diferen-
ciar em células plasmaticas (plasmocitos), que sao células capazes
de secretar anticorpos (imunoglobulinas). Mais adiante discutire-
mos a propriedade dessas células.

Aprendemos como os linfécitos T e B se desenvolvem e se
As células exterminadoras

naturais ou células NK (do
inglés, Natural Killer Cell)
sdo um tipo de linfécito

maturam.

Resta-nos agora conhecer as caracteristicas das células Natu-

pertencente do sistema ral Killer (NK). As células NK sao originarias de precursores na
imune inato. Tém um papel medula 6ssea. No seu estado de repouso, essas células sao peque-
importante no combate a

infeccées virais e células
tumorais. Identificadas pela
primeira vezem 1975, foram
rotuladas de exterminadoras
naturais (Natural Killer) pela
sua atividade citotoxica contra
células tumorais de diferentes
linhagens, sem a necessidade
de reconhecimento prévio

de um antigeno especifico.

nas em tamanho. Quando sao ativadas, aumentam de tamanho e
passam a ser reconhecidas como células ou linfécitos granulares
grandes, uma vez que o citoplasma é maior e rico em granulos.
Essas células sao consideradas como uma popula¢ao distinta dos
linfécitos T ou B. Nao migram para o timo e atuam na imunidade
inata (como discutiremos adiante). Os seus receptores de superfi-
cie, diferentemente dos linfécitos T e B, podem interagir com por-



¢Oes proteicas, glicosiladas ou lipidicas de glicoproteinas ou ainda
com glicolipideos presentes nas superficies de outras células. As
células NK compreendem 10 a 15% das células no sangue e sdo
responsaveis pela citotoxicidade contra determinadas células-alvo,
e como consequéncia observa-se a lise delas. As células NK atuam
preferencialmente na lise de células infectadas por virus e de célu-
las tumorais ou de células recobertas por IgG.

Concluindo o nosso aprendizado sobre os linfocitos T e B

Uma vez maduros, os linfocitos T e B deixam o timo e a me- . ,
: Locaisem que a reposta

dula éssea, respectivamente, e migram para os orgdos linfoides - imune poderd se estabelecer.

secundadrios.

Quais sdo, entdo, esses 6rgaos linfoides secundarios?

1.3 Orgaos linfoides secundarios

1.3.1 Linfonodos

Os linfonodos sdo estruturas encapsuladas que possuem cerca
de 25 mm de diametro e estdo localizados junto aos tratos linfati-
cos principais. Os linfonodos sao conhecidos como ganglios lin-
faticos ou ainda como nédulos linfaticos. Apresentam uma estru-
tura semelhante a um pequenino feijao. Como exemplo, podemos
citar os linfonodos axilares, encontrados nas axilas; os linfonodos
inguinais, presentes na regido inguinal; e os linfonodos mesentéri-
cos, presentes no mesenteério.

Estruturalmente, as trés principais areas encontradas em um
linfonodo sdo cértex, paracortical e medula (Figura 1.5). Predo-
minantemente encontramos nessas regioes linfocitos B, linfécitos
T CD4", linfocitos T, linfocitos B e macroéfagos, respectivamente.
Em um linfonodo nao estimulado, os linfdcitos B organizam-se
em foliculos primarios no cortex. Apds o estimulo antigénico,
esses foliculos crescem e formam os foliculos secundarios, que
contém areas de grande prolifera¢ao celular chamadas de centros
germinativos. Nos processos infecciosos, os linfonodos aumentam
significativamente de tamanho.



Os capilares linfaticos
formam verdadeiros ple-
X0s que se entrelacam
com os capilares sangui-
neos. Através dos vasos
coletores aferentes, a lin-
fa é coletada para os lin-
fonodos e, através dos
vasos linfaticos eferen-
tes, deixa os linfonodos.

Figura 1.5 — Estrutura morfoldgica
de um linfonodo. (Adaptado de
ABBAS et al., 2007, p. 61).

Canais linfaticos
eferentes

Local de drenagem dos
fluidos dos tecidos que
transporta os antigenos
dos locais de infeccao
para os linfonodos.

Células, 6rgaos e tecidos envolvidos na resposta imune

CélulasB
virgens
CélulaT  CélulaB
o> ©

.
Célula o® ©
dendritica ® ¢§' *
4 E

Vaso linfatico

aferente S,
[~
Zonade célulaT
célulaB virgem
0 Zonade

Artéria

célulaT Vénula de
endotélio alto

Zona de célula
T- cortex
parafolicular

Zona de célula
T - cortex
linfoide

Muitos de vocés certamente ouviram o comentario popular “es-
tou com uma ingua”. Essa “ingua” que é sentida ao ser palpada é
o linfonodo inguinal que “inchou” ou aumentou o seu tamanho.
Esse aumento se deve a ativagao dos linfécitos T e B, que se divi-
dem e proliferam em processos infecciosos.

Falemos sobre a mobilidade dessas células. Como os linfdcitos
que estao na circulagdo penetram nos linfonodos?

Os linfdcitos circulantes entram nos linfonodos através das vé-
nulas de endotélio alto (HEV) no paracértex, migram até a medula
nodular e retornam a circula¢io via canais linfaticos eferentes.



1.3.2 Baco

E um 6rgdo linfoide secundario localizado na regido abdominal
esquerda (hipocondrio esquerdo) e possui muitas outras fungoes
consideradas ndo imunes, que incluem a filtra¢ao do sangue e a
conversao da hemoglobina em bilirrubina.

Ao observar um corte de bago ao microscépio optico, vemos
uma polpa branca que compreende um tecido linfoide denso, no-
dular, envolvendo arteriolas e que contém uma grande quantidade
de linfocitos agregados. Observamos, ainda, uma polpa vermelha
com seios e tecidos reticulares banhados pelo sangue, contendo
hemacias (globulos vermelhos ou eritrocitos) em processo de dis-
tribuigao (Figura 1.6).

Compreendendo a organizagao da polpas:

Polpa branca

Os nddulos desta regido, os foliculos linfoides, sao areas onde se
encontram, predominantemente, os linfécitos B. Devemos desta-
car que é possivel observar no interior desses foliculos a formacao
de centros germinativos contendo células B em processo de divisao
celular. Esses centros germinativos podem ser formados durante
a ativacdo de uma resposta imune. Foi dito anteriormente que a
polpa branca compreende um tecido linfoide denso que envolve
as arteriolas. A camada ou bainha linfocitaria que envolve essas
arteriolas é denominada de bainha linfoide periarteriolar (BLPA).
Nessa drea encontramos predominantemente os linfdcitos T.

Polpa vermelha

Observa-se uma rede de vasos (arteriolas, vénulas e uma rede
de vasos de parede muita fina), os sinusoides. Nesses se obser-
vam monocitos e/ou macrofagos e células dendriticas em grande
quantidade. Além dessas células, podemos encontrar neutroéfilos,
eritrdcitos, linfécitos e plasmocitos. Nessa regido do bago, consi-
derada como um importante filtro para o sangue, percebe-se a he-
mocaterese, que consiste na eliminacao das hemdcias e plaquetas
lesadas ou senescentes pela acdo dos macrofagos.



Figura 1.6 — Estrutura
morfoldgica do bacgo.
(Adaptado de GOLDSBY
etal., 2003, p. 49).
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No bago, diferentemente dos linfonodos, os antigenos e os lin-
focitos atingem o 6rgao pelos vasos sanguineos (filtro do sangue).
Uma das caracteristicas das células no bago € a lenta velocidade de
circulagdo, o que permite um constante monitoramento do san-
gue, principalmente quanto a invasdo por agentes infecciosos. O
baco tem a sua importancia reconhecida, uma vez que, entre ou-
tras fungdes, é um 6rgao importante para a remocdo de antigenos
disseminados pelo sangue.

1.3.3 Tecidos linfoides associados a mucosas

Os tecidos linfoides ndo encapsulados na superficie das muco-
sas gastrointestinais, respiratdria e do trato geniturinario sao co-
letivamente chamados de tecidos associados as mucosas — MALT
(do inglés, Mucosal Associated Tissues). De todos esses tecidos, os
melhores caracterizados sao os tecidos associados ao intestino -



GALT (do inglés, Gut Associated Tissues) —, que compreendem as
Placas de Peyer no intestino delgado e os foliculos linfoides iso-
lados dentro da submucosa intestinal; os tecidos associados aos
bronquios — BALT (do inglés, Bronquio Associated Tissues); e 0s
tecidos associados a nasofaringe - NALT (do inglés, Nasopharynx
Associated Tissues), que compreendem as amigdalas e as adenoides
(Figura 1.7).

As células M sdo encontradas nesses tecidos, sao células epite-
liais especializadas. Os antigenos inalados ou ingeridos sao cap-
tados por essas células M mediante um processo conhecido por
pinocitose (captacdo de pequenos vactolos contendo liquidos
e/ou moléculas). Observam-se ainda nesses tecidos plasmdcitos
produtores de IgA, células T e macréfagos.

Figura 1.7 — (A) Tecidos associados as Adenoide
mucosas adenoide e tonsilas e

(B) Estrutura da Placa de Peyer.
(Adaptado de: (A) MURPHY et al., 2008,
p. 463 e (B) MALE et al., 2006, p. 55).
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Resumo

No presente capitulo, aprendemos que as células envolvidas
na defesa imunoldgica sao derivadas de um unico progenitor co-
mum, formado na medula 6ssea e que recebe a denominagdo de
célula-tronco hematopoiética. Num primeiro estagio de diferen-
ciagdo e ainda na medula Ossea, essa célula-tronco se diferencia
em progenitor mieloide e progenitor linfoide. O progenitor mie-
loide dard origem aos granuldcitos ou células polimorfonucleares,
que possuem granulos em seu citoplasma e um nucleo polimoérfico
(células PMN).

Os PMN sao os neutrofilos (os PMN mais abundantes, respon-
saveis pela fagocitose de antigenos e pela formagao do pus em in-
fecgdes), eosinodfilos (granulos corados em vermelho e envolvidos
na defesa contra parasitas helmintos) e baséfilos (granulos cora-
dos em azul e atuantes em reagdes alérgicas). Também envolvidos
em reagdes alérgicas estdo os mastdcitos teciduais, que possuem
em seu interior granulos contendo histamina e outros componen-
tes importantes em reagdes inflamatdrias e alérgicas. O progeni-
tor mieloide também dara origem aos mondcitos, que posterior-
mente migram para varios tecidos do corpo e se diferenciam em
macrofagos.

Os mondcitos e os macréfagos constituem o chamado sistema
fagocitico mononuclear, sendo os macréfagos células muito impor-
tantes na fagocitose de antigenos, destruindo-os ou processando-os
para que sejam reconhecidos pelos linfocitos. Do progenitor mie-
loide também derivarao as células dendriticas, que, juntamente com
os macrofagos e com os linfdcitos B, constituirao células apresenta-
doras de antigenos para os linfdcitos T na imunidade especifica.

Também na medula dssea estdo os progenitores linfoides, que
dardo origem aos linfocitos B, aos linfdcitos T e as células NK. A
medula 6ssea, por fazer parte da formacao de todas essas células,
recebe a denominagdo de 6rgao linfoide primario. Aprendemos
neste capitulo que, para que os linfécitos T migrem para a circula-
¢a0 e os tecidos linfoides, eles precisam passar pelo timo apds sua
pré-formacdo na medula 6ssea, sendo este também um 6rgao lin-
foide primario. Todos os outros drgaos e tecidos linfoides, e dentre



os quais destacamos o bago, os linfonodos e os tecidos linfoides
associados a mucosas respiratoria e intestinal, sio denominados
secundarios. Esses sao locais de armazenamento de linfdcitos para
onde sdo drenados os antigenos para que ocorra a maioria das in-
teragcdes dos antigenos com os linfocitos na imunidade especifica.
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Resposta imune inata e
inflamacao

O que tem a ver nossa pele, pelos do nosso corpo, lagri-
mas, saliva, muco, batimento dos cilios, tosse, espirro, fluxo
urindrio, enfim, o que todos esses elementos tdo fisiologicos
tém a ver com a nossa imunidade? Pois bem, esses elementos
tém tudo a ver com a nossa imunidade, pois sdo eles, jun-
tamente com células e proteinas, que constituirdo a nossa
primeira linha de defesa: aquela que jd nasce com a gente,
aquela que nos protege no dia a dia e que impede que adoe-
camos constantemente, mesmo estando rodeados de micro-
organismos patogénicos no ar, na dgua, nos alimentos etc.
E é sobre esses componentes da chamada imunidade inata
que ndés vamos discorrer neste capitulo. A esses elementos,
muitas vezes, s6 damos a devida importincia quando nos
faltam ou estdo funcionando mal: uma pele lesada por um
corte ou uma queimadura é a porta de entrada aberta para
uma infecgdo e inflamagdo nesse local; a secura dos olhos por
entupimento do canal lacrimal é uma conjuntivite se insta-
lando. Nessas horas veremos que a imunidade inata é mesmo
o0 nosso escudo principal de defesa. E a inflamagdo, a febre
que se instala quando a inflamagdo estd ocorrendo, tém essas
coisas relagdo com a nossa defesa? Sobre esse tema também
estudaremos neste capitulo.







Resposta imune inata e inflamacéao

2.1 Introducao

A imunidade inata é conferida por aqueles elementos com os
quais o individuo nasce e que estdo sempre presentes e disponi-
veis no intuito de protegé-lo de invasores externos. Assim, a imu-
nidade presente ao nascer ¢ denominada INATA (uma excegdo a
ser discutida mais tarde é o conjunto de anticorpos protetores que
os bebés adquirem de suas maes). Chamamos essa imunidade de
primeira linha de defesa contra micro-organismos invasores. Os
elementos da imunidade inata incluem componentes internos e
externos, como a pele, as membranas mucosas, os cabelos e pelos
do corpo e os reflexos da tosse, o espirro, o fluxo urinario etc., que
constituem barreiras fisicas efetivas aos agentes do meio ambiente.
Influéncias quimicas como pH e acidos graxos secretados também
constituem barreiras efetivas contra a invasdo por varios micro-
organismos. A falta de especificidade levou ao uso do termo imu-
nidade nao especifica (Figura 2.1).

Para melhor organizar o estudo da imunidade inata, podemos
dizer que dessa imunidade participam trés componentes funda-
mentais: fisico-quimicos, humoral e celular.
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2.2 Componentes fisico-quimicos

Sao as barreiras fisicas como a pele e as mucosas, as secre¢des
que continuamente lavam e limpam as superficies mucosas e os
cilios que ajudam na remocdo de residuos e matéria estranha.
Vocé ja pensou na importincia da pele na sua protecao? A pele
¢ um envoltdrio semipermeavel que reveste todas as superficies
externas do corpo e serve como um escudo protetor do nosso or-
ganismo. A maioria dos organismos e das substancias estranhas
nao pode penetrar na pele intacta, mas pode entrar no corpo se a
pele apresentar alguma lesao. Quando as pessoas sofrem acidentes
(queimaduras extensas, por exemplo) e perdem parte desse escu-
do protetor, esta aberta uma porta para a entrada de milhoes de
bactérias e fungos patogénicos que podem causar infec¢des graves
e comprometer a vida do acidentado.

Alguns micro-organismos também podem entrar através das
glandulas sebdceas e dos foliculos pilosos. Da mesma maneira,
pessoas em tratamento de tumores que perdem os cabelos e os pe-
los do corpo durante o tratamento (até mesmo os cilios caem) fi-
cam muito susceptiveis a infeccdes oculares e respiratdrias, ja que
todo o trato respiratorio é revestido por cilios. O consumo de al-
cool, o fumo de cigarros e os narcéticos também podem suprimir

Figura 2.1 — Barreiras fisicas

e bioquimicas presentes na
imunidade inata. (Adaptado de
MALE et al., 2006, p. 8).
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por completo esse sistema de defesa. Outro componente envolvido
na protecao em diferentes areas do corpo, dentre os quais os tratos
respiratdrio e gastrointestinal, esta relacionado com o simples fato
de que as superficies dessas dreas estdo cobertas por muco. Nessas
areas, a barreira das membranas mucosas serve como armadilha
para os micro-organismos, os quais sdo arrastados por células epi-
teliais ciliadas em direcdo as aberturas externas.

2.3 Componentes humorais

Fatores imunologicamente ativos, presentes nas secre¢des das
mucosas, no sangue e no liquido cerebroespinhal (os humores),
sao denominados humorais. Esses componentes serdo estudados
com mais detalhes ao longo do estudo da Imunologia, mas pode-
mos iniciar aqui com alguns exemplos desses componentes, que
sao as proteinas (citocinas) produzidas por células que atuam na
fagocitose, as proteinas de complemento que serdo estudadas
mais adiante, as proteinas de fase aguda (Figura 2.2) produzidas
no figado durante infec¢des, entre tantas outras.

Muitas dessas proteinas tém a fun¢do de opsoninas, e esse termo
deve ser compreendido desde cedo no estudo da Imunologia. As en-
zimas proteoliticas (por exemplo, a lisozima presente nas lagrimas,
na saliva e no suor que quebra as proteoglicanas da parede de bac-
térias em um ponto preciso, clivando ligacdes entre a N-acetilglico-

samina e o acido N-acetilmraminico) matam as
bactérias e, por isso, também sao importantes

Opsonizacao

Opsonizagao em Imunologia é o processo que
facilita a acdo do sistema imune por fixar op-
soninas na superficie bacteriana, permitindo
a fagocitose. Opson é uma palavra grega que
significa condimento, tempero, molho, ou seja,
algo que facilite a digestao. Se for feita uma
analogia, esse processo seria como passar mel
em um ladrao e coloca-lo num quarto fechado
cheio de ursos. Nesse caso, 0s ursos seriam 0s
macréfagos e granuldcitos e o bandido seria o
invasor do organismo.

componentes humorais da imunidade inata.

Outro componente humoral extremamente
importante na imunidade inata sao os interfe-
rons do tipo I, mais precisamente o interferon
alfa (IFN « ou interferon leucocitario consti-
tuido por aproximadamente 20 proteinas re-
lacionadas) e o interferon beta (IFN 8 ou in-
terferon de fibroblastos e células epiteliais).
Quando células do organismo sdo infectadas
por virus, elas sdo imediatamente estimuladas
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a biossintetizar esses IFNs. Ambos possuem o papel de inibir a

replicagao viral, aumentar a expressao de MHC de Classe I e ativar
células NK (Figura 2.3).
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Figura 2.2 — Proteinas de fase aguda.
(Adaptado de MURPHY et al., 2008, p. 93).
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Estima-se que a popu-
lacao total de linfécitos
possa reconhecer mais
de um bilhao de antige-
nos diferentes; todos os
receptores da imunida-
de inata provavelmente
reconhecem menos de
mil padrdes moleculares
microbianos.
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O ambiente do trato gastrointestinal também ¢ hostil a varios
micro-organismos, pois diversos fatores contribuem para a baixa
sobrevivéncia das bactérias: enzimas hidroliticas da saliva, enzi-
mas hidroliticas e bile no intestino delgado e baixo pH do esto-
mago. Alids, o baixo pH de outros locais do corpo, como vagina e
pele, também contribuem para essa baixa sobrevivéncia.

2.4 Componentes celulares

Uma vez que um micro-organismo tenha atravessado as varias
barreiras fisioldgicas e quimicas, a proxima linha de defesa con-
siste em varias células especializadas cujo propdsito ¢ destruir o
invasor. Esses componentes da imunidade inata sdo os neutroéfi-
los, os macréfagos, os eosindfilos, os mastdcitos e as células NK.
No Capitulo 1, o papel dessas células ja foi explicado, e em outros
momentos voltaremos a falar nelas, pois participam ativamente da
defesa de nosso organismo, seja na imunidade inata, seja na imu-
nidade especifica. Essas células também sdo extremamente impor-
tantes na inflamacgao, de que trataremos em seguida.

2.5 Inflamacao

A inflamagdo é conhecida desde a Antiguidade. O primeiro a
descrevé-la em seus constituintes fundamentais foi Aurélio Corné-
lio Celso, na Roma Antiga, cerca de 50 a.C. Ja no século XIX, o
patologista alemao Rudolf Virchow introduziu o conceito de perda
funcional e estabeleceu as bases fisiopatoldgicas do processo infla-
matorio. A inflamacao (do latim, inflammatio, que significa atear
fogo) ou processo inflamatdrio é uma resposta do organismo a uma
agressao sofrida e o principal componente dos mecanismos de de-
fesa do organismo. Entende-se como agressao qualquer processo
capaz de causar lesdo celular ou tecidual. Essa resposta-padrao é
comum a varios tipos de tecidos e ¢ mediada por diversas substan-
cias produzidas pelas células danificadas e pelas células do sistema
imune que se encontram eventualmente nas proximidades da lesao.
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Dessa forma, uma importante funcdo das células fagociticas e da
fagocitose € sua participacdo na inflamagao. A maioria das células
envolvidas na resposta inflamatoria é constituida de células fagociti-
cas, consistindo principalmente, em sua maior parte, em leucécitos
polimorfonucleares. Esses se acumulam dentro de 30 a 60 minutos,
fagocitam o invasor ou o tecido prejudicado e liberam suas enzimas
lisossomais na tentativa de destruir o invasor (Figura 2.4).

Se a causa da resposta inflamatoria persistir além desse ponto,
dentro de 56 horas a area serd infiltrada por células mononucleares
que incluem macréfagos e mondcitos. Os macrofagos vao intensifi-
car a atividade fagocitica dos polimorfonucleares, amplificando as-
sim a defesa da area. Os sinais marcantes (conhecidos como sinais
cardinais) da inflamagao descritos ha quase 2.000 anos sdo o edema
(tumor), a vermelhidao (rubor), o calor, a dor e a perda da fun¢ao
da area inflamada. Dentro de minutos ap6s o ferimento, o processo
inflamatdrio inicia-se com a concentragdo e o aumento da concen-
tragao de substdncias farmacologicamente potentes (Figura 2.5).

Fagécito
PMN

Ativagdo
histamina,

Diapedese trombina

Quimiotaxia

Leucotrieno D4 Inflamagéo
C5a

N-formil-metionina

Figura 2.4 — Ativacao, quimiotaxia e diapedese de neutrdéfilos para o sitio inflamatério.
(Adaptado de: MAYER, 2010).
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Resolugao

Inflamacao
Crbnica

Mediadores InIJmatérios

Figura 2.5 — Sinais cardinais da inflamacao e suas consequéncias. (Adaptado de: <http://1.bp.blogspot.com/
_8tS29hVtT-Q/STknUBSIgUI/AAAAAAAABIE/Ik7rX5nkWto/s320/desenho+inflama%C3%A7%C3%A30.jpg>)

Pode-se classificar a inflamacdo em dois tipos principais, con-
forme sua velocidade de instala¢do: a aguda e a crdnica. Inflama-
¢do aguda é aquela que se instala rapidamente, como, por exemplo,
apos um acidente em que ocorre lesdo tecidual de forma subita.
Algumas vezes, ¢ dificil ou impossivel remover as causas da in-
flamacao. Assim, a inflamac¢ao cronica se instala de forma lenta
e insidiosa, como, por exemplo, nas doengas reumatolédgicas, na
tuberculose, na glomerulonefrite e em doengas autoimunes. Essa
classificagdo nao diz respeito a gravidade do processo, mas ape-
nas, como ja dito anteriormente, a velocidade de instalagao. Des-
sa forma, podem existir processos inflamatdrios agudos de baixo
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grau ou alto grau de gravidade, o mesmo ocor-
rendo com a inflamagdo cronica. Dependendo
da duragdo da inflamagéo, essa resposta é su-
plementada e multiplicada por elementos da
imunidade especifica ou adquirida, que sera
tratada em capitulos subsequentes deste livro.
Esses elementos incluem anticorpos e imu-
nidade mediada por linfécitos T. Um ponto
importante a ser destacado é que a cascata de

Inflamacao aguda

Dura de 8 a 10 dias, nao deixa sequelas e seus
sintomas geralmente estao localizados onde
predominam as células polimorfonucleares.

Inflamacéo croénica

Dura 2 semanas, pode gerar sequelas como ci-
catriz e perda de funcdo, provém de uma infla-
macdo aguda, dela participam macréfagos e
linfécitos e deixa uma fibrose como cicatriz.

ativacdo das proteinas de complemento tam-

bém ¢ ativada, e disso também trataremos em

capitulos subsequentes. Essas proteinas ativadas aumentam a per-
meabilidade vascular, a dilatag¢do capilar e as substancias quimio-
taticas que atraem e ativam células polimorfonucleares adicionais
e linfdcitos antigeno especificos.

Febre durante a inflamagao: a febre funciona como um me-
canismo adaptativo proprio dos seres vivos e é uma das manifes-
tagdes mais comuns da infec¢ao e da inflamagdo. As células fago-
citicas, ao exercerem suas fungdes, liberam proteinas conhecidas
como pirogenos enddgenos. Dentre essas proteinas citamos as
interleucinas 1 e 6 (IL-1 e IL-6), o fator de necrose tumoral (TNF)
e os interferons do tipo I. A sensa¢do ruim que sente a pessoa febril
faz com que ela poupe energia e descanse. Além disso, o aumento
da temperatura corporea para além dos 37,5°C inibe a proliferacdo
de bactérias.

Resumo

Neste capitulo aprendemos que a imunidade inata é a primeira
linha de defesa conferida por aqueles elementos com os quais o
individuo nasce e que estdo sempre presentes e disponiveis no in-
tuito de protegé-lo de invasores externos. Os elementos da imuni-
dade inata incluem componentes internos e externos, como a pele,
as membranas mucosas, os cabelos e pelos do corpo e os reflexos
da tosse, o espirro, o fluxo urinario etc., que constituem barreiras
fisicas efetivas aos agentes do meio ambiente.
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Influéncias quimicas como pH e acidos graxos secretados tam-
bém constituem barreiras efetivas contra a invasdo por varios mi-
cro-organismos. Além desses elementos, hd ainda alguns fatores
imunologicamente ativos, presentes nas secre¢des das mucosas, no
sangue e no liquido cerebroespinhal (os humores) e denominados
fatores humorais. Sdo importantes formas de defesa na imunidade
inata. Dentre esses se destacam as citocinas produzidas por células
que atuam na fagocitose e as proteinas de complemento e de fase
aguda produzidas no figado.

Vimos também o papel de enzimas proteoliticas (por exemplo, a
lisozima presente nas lagrimas, na saliva e no suor que quebra pa-
redes de bactérias) e dos interferons do tipo I (IFN « e IFN f$) pro-
duzidos por células infectadas por virus e que possuem o papel de
inibir a replicagao viral, aumentar a expressaio de MHC de Classe
[ e ativar células NK. O termo “opsoniza¢ao” foi introduzido neste
capitulo e refere-se ao processo que facilita a fagocitose por fixar
opsoninas (algumas proteinas produzidas durante as infec¢des) na
superficie dos patdgenos.

Novamente neste capitulo voltamos a falar de células como os
neutrofilos, os macréfagos, os eosindfilos, os mastocitos e as cé-
lulas NK, de seu papel na defesa inata e também na inflama-
¢d0. Vimos que a inflamagdo ¢ uma resposta do organismo a uma
agressdo sofrida e o principal componente dos mecanismos de
defesa do organismo. Ela é mediada por diversas substancias pro-
duzidas pelas células danificadas e pelas células do sistema imune
que se encontram eventualmente nas proximidades da lesao.

Aprendemos que os sinais marcantes (conhecidos como sinais
cardinais) da inflamacao descritos ha quase 2.000 anos sdo o edema
(tumor), o vermelhidao (rubor), o calor, a dor e a perda da fungio
da area inflamada, podendo ser aguda ou cronica. Por fim, apren-
demos que a febre durante a inflamacao representa um mecanismo
adaptativo dos seres vivos e ocorre porque as células fagociticas, ao
exercerem suas funcodes, liberam proteinas conhecidas como piro-
genos enddgenos. Dentre essas proteinas vimos o papel das inter-
leucinas 1 e 6 (IL-1 e IL-6), do TNF e dos interferons do tipo I. Esse
mecanismo de defesa faz com que o organismo poupe energia por
exigir descanso, além de inibir a proliferacdo de bactérias.
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Linfocitos B, anticorpos e
complemento

No presente capitulo compreenderemos que os termos ‘es-
pecificidade” (capacidade de distinguir cada um dos compo-
nentes de um agente estranho), “memdria” (capacidade de
“lembrar” um contacto prévio com um antigeno) e “discri-
minagdo entre o proprio e o ndo préprio” (capacidade de res-
ponder a antigenos “ndo proprios” e evitar respostas a anti-
genos que fazem parte do proprio organismo) fardo parte da
resposta imune mediada por linfécitos T e B. Neste capitulo
aprenderemos que os linfocitos B sdo as tinicas células capa-
zes de produzir anticorpos. Conheceremos os passos dessas
células até a sua diferenciagdo final. Saberemos que os anti-
corpos na superficie do linfécito B terdo uma especificidade
unica para cada determinante antigénico antes do contacto
com qualquer antigeno. Aprenderemos sobre a estrutura e a
fungdo de anticorpos. E, por fim, saberemos que os anticorpos
sozinhos ndo vdo proteger muito e que precisardo de outras
proteinas presentes no nosso soro, as proteinas de comple-
mento. Essas proteinas sdo tdo importantes que, mesmo na
imunidade inata (antes mesmo de termos anticorpos no soro
para aquele agente invasor), ja contaremos com essa defesa.
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3.1 Introducao

Quando estudamos a imunidade inata, aprendemos que essa é a
nossa primeira linha de defesa contra micro-organismos invasores
e que também ¢é conhecida como imunidade nao especifica. Nos
Capitulos 3 e 4, abordaremos com mais detalhes o desenvolvimen-
to dos linfdcitos B e T, que sdo as células responsaveis pela resposta
imune especifica, e as proteinas associadas a essas respostas. As
principais caracteristicas dessa resposta imune que nao esta pre-
sente na imunidade inata sao:

a) especificidade: é a capacidade de distinguir cada um dos com-
ponentes de um agente estranho (que chamamos de antigenos)
e de montar uma resposta especifica para cada um deles (cada
um dos componentes antigénicos de um antigeno ¢ denomina-
<« 4 s A . b2l
do “epitopo antigénico”);

b) memdria: ¢é a capacidade de se “lembrar” de um contacto pré-
vio com um determinado antigeno, de maneira que uma expo-
sicdo subsequente leve a uma resposta imune mais potente e
mais rapida; e

c) discriminagao entre o préprio e o nao proprio: é a capaci-
dade de responder aqueles antigenos que sdo “nao proéprios”
(estranhos) e de evitar respostas (ficar tolerante) aqueles outros
antigenos que fazem parte do “préprio”. Claro que esses me-
canismos as vezes falham e por isso alguns individuos podem
desenvolver doencas autoimunes por reconhecerem elementos



de seu préprio corpo como estranhos e montarem uma respos-
ta imune contra eles.

Sendo assim, para reconhecer e lutar contra uma grande varie-
dade de patégenos que um individuo possa encontrar, os linfdcitos
do sistema imune adaptativo desenvolveram-se para reconhecer
uma imensa variedade de antigenos diferentes provenientes de
bactérias, virus, fungos, parasitas e outros agentes causadores de
doengas. Algumas vezes esses linfocitos reconhecem até mesmo
agentes indcuos como po, pdlen de flores, fezes de acaros, entre
outros agentes, e esses antigenos podem ser a causa de reagdes
alérgicas importantes sobre os quais discutiremos mais tarde.

3.2 Linfdcitos B

Os linfdcitos B sio um componente da resposta imune adqui-
rida que possuem caracteristicas de especificidade e memoria. Os
papéis mais importantes dos linfocitos B sao:

1. assegurar a produgdo de anticorpos contra antigenos-alvo
apropriados com a ajuda dos linfocitos T; e

2. apresentar antigenos aos linfocitos T e proporcionar sinais para
a ativacdo dos linfécitos T.

Refor¢ando o aprendizado, as moléculas de reconhecimento de
antigenos que ficam na superficie das células B sdo as imunoglobu-
linas ou Ig, ou popularmente conhecidas como anticorpos. Essas

proteinas sao também sintetizadas pelos linfécitos B com uma am-

Epitopo

Entende-se por epitopo a
menor parte de um antigeno
capaz de estimular resposta
imunolégica ligando-se ao
anticorpo. Sao areas nas
moléculas dos antigenos
que se ligam aos receptores
celulares e aos anticorpos.
Um antigeno possui varios
epitopos.

pla variedade de especificidades antigénicas, sendo cada linfécito
B responsavel pela sintese de uma imunoglobulina de especificida-
de unica para um unico epitopo antigénico. Ap6s reconhecerem o
epitopo antigénico, essas células sao ativadas e proliferam gerando
muitos clones idénticos e produzindo Ig com a mesma especifi-
cidade para o mesmo epitopo antigénico inicial. Algumas dessas
células se diferenciam num tipo celular denominado plasmdcito

que, em vez de conter a Ig em sua membrana, excreta essa prote-
ina, conferindo o que chamamos de imunidade humoral, ou seja,
uma imunidade que pode ser medida no soro dos individuos pelo
anticorpo ali presente.
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Processo de maturacao e diferenciacao

O processo de maturagio e diferenciaciao dos linfocitos B ¢
regido pela expressao da imunoglobulina de sua superficie. As cé-
lulas mais precoces da linhagem B sdo conhecidas como células
pro-B por serem as células progenitoras com capacidade de autor-
renovac¢ao limitada. Essas células sdo derivadas de um precursor
pluripotente denominado célula-tronco hematopoiética, confor-
me ja estudamos na se¢ao 1.

O primeiro passo da diferenciagdo dessas células ocorre por ex-
pressao de uma das cadeias da molécula de anticorpo denominada
cadeia pesada mi (). Quando a célula B passa a expressar essa
cadeia da imunoglobulina, é chamada de célula pré-B. A expressao
dessa proteina pela célula pré-B sinaliza para que essa célula pare
os rearranjos génicos de cadeia pesada de Ig e passe a expressar ca-
deias leves. Quando uma proteina de cadeia pesada se unir a uma
proteina de cadeia leve, forma-se uma molécula completa de imu-
noglobulina denominada IgM (o M vem da designagdo p da cadeia
pesada), cujas propriedades serao estudadas mais tarde. Quando
uma molécula de IgM aparece na superficie da célula B, esta passa
a ser denominada de célula B imatura.

Todo esse estagio de matura¢ao ocorre no interior da medu-
la dssea e ¢ independente de estimula¢do por qualquer antigeno.
Nesse estagio, as células imaturas estdo sujeitas a selecdo para a
tolerdncia aos antigenos do préprio corpo e para a sua capaci-
dade de sobreviver no sangue periférico. Somente células B com
essa capacidade podem deixar a medula 6ssea e chegar ao sangue

periférico. Células que interagem com antigenos proprios
(autorreativas) sofrem um processo denominado delegio
clonal e entram em apoptose. Células que ndo interagem
com autoantigenos passam a coexpressar também em sua
superficie uma molécula de IgD (com cadeia pesada delta d)
juntamente com a molécula de IgM, passando a chamar-se
células B maduras, também conhecidas como células B vir-
gens. Assim, essas células podem permanecer em circulagao

Figura 3.1 — Diferenciacao dos linfécitos B

dependente da expressdo da molécula de

imunoglobulina. (Adaptado de BENJAMINI
etal., 2002, p. 80).

ou alojadas em drgaos linfoides até que sejam estimuladas
pela ligacdo a um antigeno (Figura 3.1).



A produgio diaria de 10-20 x 10° novas células B corresponde
somente a 5-10% das células B que vao para o sangue periférico e
os orgaos linfoides, ou seja, 90 a 95% dessas células morrem dia-
riamente. Cinquenta por cento das células maduras que chegam ao
sangue periférico sobrevivem aproximadamente trés dias. O res-
tante sobrevive um pouco mais de tempo, sem ser estimulado por
antigenos, principalmente se adentrar nos foliculos linfoides dos
o6rgaos linfoides. Mas essas células so terdo vida longa caso sejam
estimuladas por antigenos. Os resultados importantes da ativag¢ao
do linfécito B sdo a expansdo clonal, com a geragao de linfécitos
B de memédria e células plasmdticas (ou plasmocitos). Quando um
linfécito B € ativado por um antigeno, a primeira resposta é a pro-
dugdo de IgM, comecando a aparecer no sangue periférico do in-
dividuo apds cinco a dez dias da estimulagdo (Figura 3.2).

Portanto, percebam que, ap6s uma infecgdo, demoramos um
tempo para detectar anticorpos no soro do individuo, a isso deno-
minamos “janela imunoldgica”, ou seja, o individuo esta com uma
infeccdo, mas ainda ndo pode ser diagnosticado pelo teste sorolo-
gico (deteccao de anticorpos no soro). Nessa fase o individuo pode
estar infectando outros sem que saiba de sua doenga. Em alguns
casos, como, por exemplo, na infec¢do pelo virus HIV, isso é muito
sério e disso falaremos mais tarde no capitulo sobre o HIV. A du-
racao da janela imunoldgica ¢é variavel e depende do antigeno em
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Figura 3.2 — Selecéo e expanséo clonal de linfcitos B apds o contato com o antigeno, com
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questdo. A primeira imunoglobulina detectada no soro de classe
IgM é chamada de imunoglobulina de resposta imune primaria, e,
apos alguns dias de seu aparecimento, a classe da imunoglobulina
sera alterada. Isso serd discutido no capitulo em que discorrere-
mos sobre as classes das imunoglobulinas e seu papel fisiologico.

O papel dos linfécitos B na protecao do hospedeiro pode ser
exemplificado através de uma doenga geneticamente rara conhe-
cida como agamaglobulinemia ligada ao cromossomo X. Criangas
portadoras dessa sindrome ndo possuem linfocitos B circulantes.
Nenhum linfécito B significa nenhum anticorpo, e os pacientes
sofrem de infec¢des recorrentes das vias aéreas superiores e infe-
riores, além de enterites e ma absorcao de nutrientes. A mortali-
dade se relaciona principalmente a doenc¢as pulmonares cronicas
e infecgdes virais do sistema nervoso central.

3.2 Estrutura e funcao dos anticorpos

Quando a fragdo do sangue constituida pelo soro (sangue co-
letado sem a presenga de anticoagulante) ou pelo plasma (sangue
coletado em presenga de anticoagulante) é submetida a uma ele-
troforese simples e ndo desnaturante (separa¢do de proteinas num
campo elétrico), as proteinas ali presentes podem ser separadas de
acordo com a carga positiva ou negativa dos aminoacidos que as
constituem (Figura 3.3). Dentre as proteinas soltveis presentes no
sangue destacam-se a albumina (a mais abundante) e as globuli-
nas (divididas em fragdes Alfa, Beta e Gama globulinas). Dentre
essas, a fracdo gamaglobulina do soro apresenta majoritariamente
propriedades que contribuem especificamente para a imunidade e
a protecdo contra uma substancia estranha. Podemos assim dizer
que essas sdo glicoproteinas soliveis que apresentam capacidade
de ligar antigenos. Por terem essa funcdo, essas glicoproteinas sdo
chamadas de anticorpos ou imunoglobulinas (Ig).

A partir de agora vamos usar os dois termos como sinénimos
neste capitulo. Conforme ja estudamos, as tnicas células capazes
de conter imunoglobulinas ligadas em sua membrana sao os linf6-
citos B. Nessa fase a imunoglobulina presente na membrana da cé-
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(Adaptado de MAYER, 2010).

lula B esta associada com duas outras proteinas diméricas chama-
das de Iga/Igf3. Esse conjunto todo ¢ que ird permitir ao antigeno
a sua ligacdo especifica na Ig e também a estimulagao dessa célula
B, anteriormente chamada de LB virgem. Esse conjunto ¢ denomi-
nado receptor de célula B ou, conforme o termo em inglés, BCR (B
Cell Receptor) (Figura 3.4). Ja os anticorpos secretados no sangue
sao produzidos pelos plasmocitos, que na verdade sao os linfocitos
B em seu estagio final de diferenciagdo e que servem como verda-
deiras fabricas de anticorpos.

3.2.1 Estrutura da molécula de imunoglobulina

Em 1959, tiveram inicio os estudos para determinar a estrutu-
ra-chave da molécula de imunoglobulina. Um dos experimentos
envolveu a clivagem da molécula com enzimas proteoliticas. A
enzima papaina cliva a molécula de imunoglobulina em trés frag-
mentos aproximadamente iguais. Ao serem isolados, descobriu-se
que dois desses fragmentos retinham a capacidade de se ligar ao
antigeno de forma altamente especifica. Eles foram entdo nome-
ados de Fab (fragment antigen binding ou fragmentos ligantes de
antigenos). O terceiro fragmento era homogéneo e sua purificagao
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permitiu que fosse cristalizado em uma solucao. Isso o levou a ser
batizado como Fc (fragmento cristalizavel). Embora esse fragmen-
to ndo ligue antigenos, ele é o responsavel pelas fungdes biologicas
da imunoglobulina, como ligar em diversos tipos celulares. Ou-
tro experimento-chave para desvendar a estrutura da Ig foi feito
por exaustivos tratamentos quimicos com f3mercaptoetanol, um
agente capaz de reduzir pontes dissulfidicas das proteinas. Esse
tratamento levou ao isolamento de todas as cadeias de imunoglo-
bulinas, e concluiu-se que ela é composta de duas cadeias idénticas
de peso molecular de aproximadamente 53.000 ddltons cada uma e
outras duas cadeias idénticas de 22.000 daltons. As cadeias maiores
foram batizadas de “pesadas” (o termo é Heavy em inglés e a sigla,
portanto, é H) e as cadeias menores, de “leves” (o termo é Light em
inglés e a sigla, portanto, é L) (Figura 3.5). Dois pesquisadores,
Porter, por descobrir as porgdes Fab e Fc, e Edelman, por desco-
brir as cadeias H e as cadeias L, dividiram o Prémio Nobel por
elucidarem a estrutura da molécula de Ig.
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Figura 3.5 — Fragmentos da imunoglobulina: relagao estrutura—funcao. (Adaptado de
MAYER, 2010).

De acordo com o modelo proposto, todas as moléculas de Ig
sao constituidas por uma unidade basica (monomero) de quatro
cadeias polipeptidicas, duas cadeias H idénticas e duas cadeias L
idénticas, conectadas entre si por ligagdes bissulfidicas e contendo
mais ou menos residuos de carboidratos associados a elas. E im-
portante ainda ressaltar que o mondmero de Ig possui regides de-
nominadas de constantes (C) onde se concentram as propriedades
bioldgicas da classe de Ig e sdo idénticas para todos os anticorpos



de uma mesma classe e de uma regiao va- Ponte dissulfeto

riavel (V), que sera o sitio de ligacao da Ig
ao epitopo antigénico (Figura 3.6).

Através do uso combinado de técnicas
bioquimicas e soroldgicas foi demonstrado
que, em quase todas as espécies de animais
estudadas, sdo encontrados dois tipos de
cadeias leves, conhecidos como kappa (x) e
lambda (\). Cada individuo de uma espécie
produz as duas classes de cadeias L, x e A,
sendo encontrada num mondémero de Ig a
cadeia L k (aproximadamente em dois ter-
¢os dos casos) ou a cadeia A (o tergo restan-
te), e nunca os dois tipos juntos. Com relagdo as cadeias H, foi de-
monstrado que em todas as espécies sdo encontradas cinco classes
de imunoglobulinas diferentes. Essas cadeias H diferem umas das
outras quanto a sua quantidade de carboidratos associados, ao peso
molecular, ao nimero de ligagdes bissulfidicas e, principalmente,
a fungao biolodgica da Ig. Essas cadeias sao conhecidas pelas letras
gregas mi (u), delta (5), gama (M), alfa («) e épsilon (). Elas sao de-
nominadas isotipos de imunoglobulinas, sendo, respectivamente,
conhecidas como IgM, IgD, IgG, IgA e IgE (Figura 3.7). A natureza
de cada um desses isotipos de Ig definido pela cadeia H vai confe-
rir propriedades como meia-vida em circulagdo, habilidade para
ativar outras proteinas e capacidade de se ligar em receptores em
outras células apos ligar-se com o antigeno. Com relagdo a IgG e a
IgA, foram ainda definidas subclasses distintas com modificagdes
estruturais e bioldgicas sutis entre elas. IgG ¢ assim subdividida em
IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4, e as IgA, em IgA1 (93%) e IgA2 (7%).

3.2.2 Importancia da regiao variavel da Ig

O grande desafio dos imunologistas era desvendar a pergunta de
como a regido variavel podia gerar tantas especificidades individuais
capazes de ligar uma variedade muito grande de epitopos antigéni-
cos distintos. Seriam mais de 10” possibilidades distintas de regides
variaveis capazes de interagir virtualmente com qualquer antigeno
com que o individuo viesse a entrar em contacto em sua vida.

Carboidrato

Regido de dobradica

Figura 3.6 — Estrutura basica do
monodmero de imunoglobulina.
(Adaptado de MAYER, 2010).
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3.3 Diversidade genética

De uma forma bem simplificada, a expressao dos genes que co-
dificam a molécula de Ig é que é a responsavel por essa enorme
diversidade que permite a ligacdo dos mais distintos antigenos.
Os genes que codificam para as por¢des constantes e variaveis das
Igs sdo constituidos por um complexo génico dividido em por¢des
(chamadas de segmentos ou fragmentos génicos), que, quando
corretamente agrupadas, originardo o gene final responsavel pela
transcricdo do RNA mensageiro codificador da proteina final. Te-
mos o grupo de segmentos génicos que codificam para a regido va-
riavel da molécula (chamados de V); genes que codificam a regiao
constante (C); genes responsaveis pela parte da molécula que faz
a jungdo dessas duas regides (chamados de J); e ainda genes que
fazem uma contribui¢io adicional a diversidade da molécula (cha-
mados de D). Esses genes de cadeias leves k e A e genes de cadeias
pesadas encontram-se ainda em cromossomos distintos dentro da
espécie humana, sendo o cromossomo 2 para a cadeia k, 0 cromos-
somo 22 para a cadeia A e o cromossomo 14 para a cadeia pesada.
Imaginem que, somente para a cadeia pesada, existem cerca de
250 a 1.000 segmentos génicos V, aproximadamente 12 segmentos
génicos D e 4 segmentos J. Cada encontro de um segmento V, D,
J e C forma uma cadeia pesada distinta. Assim, podemos fazer a
conta aproximada de 1.000 x 12 x 4 = 48.000, que, quando com-
binados com genes de cadeias leves k e A, chegam a 55 milhdes de
RNA transcritos que gerardo essa quantidade de moléculas de Ig
distintas para cada antigeno (Figura 3.8).

3.4 Troca de classe de imunoglobulina

Conforme ja estudamos, a IgM sera a primeira Ig a aparecer na
superficie do LB e a expressdo dessa molécula, associada finalmen-
te a coexpressdo de IgD, fara parte do processo de maturacgao des-
sas células na medula dssea. Assim, todo e qualquer epitopo anti-
génico ird interagir inicialmente com uma IgM na superficie do
LB maduro e virgem, por isso chamamos essa Ig de resposta imu-
ne primaria. Quando essa interacdo acontece, dizemos que essa
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Figura 3.8 — Segmentos génicos de cadeia pesada e cadeia leve das imunoglobulinas responsaveis pela diversidade genética
dessas moléculas. As linhas que separam as caixas coloridas representam os introns que ndo sao traduzidos em proteinas.
(Adaptado de MAYER, 2010).

célula B deixa de ser virgem e passa a ser uma célula ativada. Uma
das consequéncias dessa ativagdo é a mudanca da classe de cadeia
pesada expressa pelo linfocito B ativado. Isso vai fazer com que a
célula B passe a expressar, alternativamente a IgM, as moléculas
de IgG, IgA ou IgE durante a resposta imune secunddria, sem que
isso altere a especificidade da interagdo com o epitopo antigénico



que antes se ligava a IgM. Uma coisa interessante que ocorre é que
os anticorpos da classe IgM produzidos apds a interagdo primaria
com o antigeno tendem a ter uma baixa afinidade com o antigeno.
Entretanto, a afinidade da IgG ou de outra classe de Ig de resposta
imune secunddria serd muito maior, e a isso denominamos matu-
ragdo de afinidade. A seguir vamos estudar as fung¢des bioldgicas
e um pouco mais das caracteristicas estruturais de cada uma das
classes de Ig.

3.4.1 Imunoglobulina M (IgM)

Conforme ja explicado exaustivamente, a IgM ¢é a primeira Ig
a ser sintetizada pelo LB no seu processo de maturacao. Quando
presente na superficie dessa célula, é denominada sIgM ou IgM de
superficie celular. Assim que comeca a ser excretada pelo plasmo-
cito, essa Ig passa a ser produzida como um pentamero, compos-
to de cinco monomeros idénticos de Ig. Isso significa que essa Ig
possui dez sitios funcionais para ligar ao antigeno e é um potente
ativador das proteinas de complemento, das quais falaremos mais
tarde. Isso é uma vantagem fundamental da resposta imune pri-
maria. Niveis elevados de IgM no soro normalmente indicam uma
infec¢ao recente ou uma exposi¢ao recente ao antigeno. A IgM nao
consegue atravessar a placenta, mas ¢ a unica classe de imunoglo-
bulina sintetizada pelo feto a partir do quinto més de gestacao.
Niveis elevados de IgM no feto podem indicar a presenga de uma
infeccdo congénita no bebé em formagao. Em consequéncia dessa
estrutura pentameérica, que compensa a menor afinidade ao anti-
geno, as IgM sdo anticorpos com fun¢ao aglutinadora muito efi-
ciente, ou seja, formam pontes entre epitopos antigénicos, fazendo
com que os antigenos se aglutinem e sejam mais facilmente fago-
citados pelas células fagociticas. Conforme estudado no capitulo
de grupos sanguineos, os anticorpos IgM incluem as chamadas
isoemaglutininas naturais contra os antigenos das hemacias dos
grupos sanguineos ABO. Assim, reagdes de transfusao resultantes
de incompatibilidade ABO podem ter consequéncias desastrosas
quando os anticorpos presentes no receptor reagem com as hema-
cias recebidas do doador.
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3.4.2 Imunoglobulina D (IgD)

Conforme ja estudado, a IgD € coexpressa com a IgM na su-
perficie dos linfocitos B maduros e sua presenca serve como um
marcador da diferenciacdo de células B maduras. Essa é a menos
caracterizada das imunoglobulinas do ponto de vista funcional.
Estd presente no soro em concentragdes muito baixas como con-
sequéncia de ndo ser excretada pelos plasmdcitos e de ser extre-
mamente vulneravel a digestdao por enzimas proteoliticas, sendo
rapidamente degradada. Sua fungdo parece estar mais relacionada
com a eliminagdo de células B capazes de reagir com autoantige-
nos, ou seja, pode deixar as células B autorreativas anérgicas (sem
rea¢do), sendo essas posteriormente eliminadas.

3.4.3 Imunoglobulina G (IgG)

Esta ¢ a imunoglobulina mais frequente e presente no sangue
(constitui 15% das proteinas totais do plasma), na linfa e no liqui-
do cerebroespinhal e peritoneal. As IgGy, IgG, e IgG,4 apresentam
a maior meia-vida no soro de todas as outras Igs (cerca de 23 dias).
A IgG tem a propriedade de opsonizar patdégenos de forma muito
eficiente, tornando-os mais facilmente fagocitaveis. Muitas células
fagociticas (macrdfagos e polimorfonucleares) possuem recepto-
res para a por¢ao Fc da IgG. Essas células aderem as bactérias re-
vestidas de anticorpo IgG através de seus receptores Fc. Isso leva
ao engolfamento e a morte do patégeno. As IgGs também ativam
as proteinas do Sistema Complemento. Conforme sera estudado,
essas proteinas ativadas podem lisar ou opsonizar os patégenos,
levando a uma alta eficiéncia de sua elimina¢do. As moléculas de
IgG (com excegao do isotipo IgG,) sdo a unica classe de Ig ca-
paz de atravessar a placenta, o que possibilita a mae transferir sua
imunidade ao feto, passando a ele uma resisténcia consideravel a
varias infecgdes. Somente trés ou quatro meses apds o nascimento,
quando o nivel de IgG materna comeg¢a a cair, o recém-nascido
comega a produzir suas proprias moléculas de IgG. Conforme sera
abordado no capitulo 8 (Intera¢do antigeno-anticorpo), a trans-
feréncia de IgG materna de mées Rh negativo sensibilizadas com
sangue Rh positivo para bebés Rh positivo pode levar a consequ-
éncias desastrosas de anemia hemolitica ao bebé.



Outra caracteristica importante das IgGs é a sua capacidade de
neutralizar toxinas de bactérias (tétano, botulismo etc.), toxinas de
venenos (cobras e escorpides) e também virus. Estando neutrali-
zados, esses antigenos ndo podem entrar nas células-alvo e serem
lesivos a elas, sendo assim inativados.

3.4.4 Imunoglobulina A (IgA)

Depois da IgG, a IgA é a segunda imunoglobulina mais abun-
dante. E a principal imunoglobulina presente nas secrecdes exter-
nas como saliva, muco, urina, suor, suco gastrico, lagrimas, colos-
tro e leite materno. Sendo assim, a IgA é uma importante linha
de defesa imunoldgica primadria contra infec¢des locais em areas
como tratos respiratdrio e gastrointestinal, além de ser a principal
fonte de protecdo contra patégenos no intestino dos bebés. Em
todos os tecidos secretdrios, as IgAs apresentam forma dimérica,
ou seja, duas unidades monoméricas de Ig unidas por uma cadeia
J que faz a jun¢ao delas da mesma forma como faz para os penta-
meros de IgM. Essa constituicao faz com que essa classe de Ig seja
eficientemente transportada para a luz intestinal e bronquial e ain-
da confere a ela uma grande resisténcia a degradagao por enzimas
proteoliticas, muito frequentes nos ambientes de mucosa. Como
a molécula de IgA ndo contém receptores para o complemento,
ela ndo pertence as imunoglobulinas ativadoras de complemento.
Entretanto, possui atividade bactericida contra micro-organismos
Gram-negativos, além de inibir a penetragdo de virus em células
hospedeiras. Isso porque as IgAs impedem a adesao das bactérias
ou toxinas as células epiteliais.

3.4.5 Imunoglobulina E (IgE)

A IgE é também conhecida como anticorpo reaginico e pos-
sui a meia-vida mais curta de todas as imunoglogulinas do soro
(somente dois dias). Esta presente no sangue e nos liquidos ex-
tracelulares em niveis extremamente baixos (na faixa de mg/ml),
aumentando na resposta a infec¢des por parasitas e em individuos
atépicos (com algum tipo de alergia). Esses niveis muito baixos
nos liquidos corpdreos se devem a dois fatores: primeiro devido a
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baixa taxa de sintese dessa classe de Ig e segundo porque a por¢ao
Fc da IgE tem afinidade de ligacao extremamente alta em mastoci-
tos e basoéfilos, podendo ficar retida por essas células por semanas
ou meses, mesmo em auséncia do antigeno. Quando o antigeno
reaparece, sua ligacdo a por¢ao Fab das IgEs ja ligadas as células
efetoras faz com que a ativagdo dessas células seja imediata. No
caso dos mastdcitos ativados pelo antigeno, irdo liberar o conte-
udo de seus granulos citoplasmaticos constituidos de histamina,
prostaglandina, heparina e leucotrienos. Isso desencadeia reagdes
de hipersensilibidades agudas ou brandas ou mesmo choques ana-
filaticos, de que trataremos mais tarde. A IgE também pode se ligar
com afinidade mais baixa em eosinéfilos, e isso oferece protecao
contra determinados parasitas (como vermes). Essa prote¢do se da
pela ativagdo de uma resposta inflamatéria aguda. Niveis elevados
de IgE podem ser observados no soro de individuos com infecgdes
por Ascaris (lombrigas).

3.5 Ativacao das proteinas do Sistema
Complemento

Aprendemos neste capitulo que as IgG e as IgM sdo imunoglo-
bulinas capazes de ativar as proteinas do Sistema Complemento
e que essa ativagdo ¢ muito importante na defesa do organismo.
Mas, afinal, o que sdo essas proteinas presentes no nosso sangue,
por que elas sio chamadas de “complemento” e qual a sua real im-
portancia na nossa defesa?

Muito bem, isso foi desvendado no final do século XIX, quando
os cientistas que estudavam a reagdo do corpo as infec¢des por
bactérias observavam que, se as bactérias fossem injetadas na cir-
culagdo de cobaias e o sangue dos animais fosse retirado poste-
riormente, essas bactérias desapareciam da circulagdo. O mesmo
experimento foi feito in vitro quando descobriram que o soro de
animais que tinham sido infectados com um micro-organismo
podia, a seguir, aglutinar (ou seja, agregar) e, apds, lisar as mesmas
bactérias em um tubo de ensaio. Essa lise era inibida pelo preaque-
cimento do soro a 56°C por 30 minutos, o que comprovava a sua



fragilidade. Isso nao era devido ao decaimento ou a inativagao dos
anticorpos presentes nesse soro, ja que eles eram estaveis ao aque-
cimento. Essa atividade era restabelecida quando se adicionava
soro fresco de animais ndo imunizados, o que comprovava que elas
ndo eram especificas para um determinado antigeno. Concluiu-se,
entdo, que deveriam existir no soro componentes termossensiveis
que “complementariam” a func¢ao litica desse soro. Por essa razao,
esses componentes foram designados complemento. Hoje ja se sabe
que o complemento ndo é uma Unica proteina, mas sim um siste-
ma de proteinas funcionalmente ligadas que interagem umas com
as outras de uma forma altamente regulada. Essas proteinas sdo
enzimas proteoliticas inativas (zimdgenos) que se tornam sequen-
cialmente ativadas a partir do momento em que sao clivadas. A
ativagdo s6 ocorre em sitios localizados e é finamente regulada por
varias proteinas associadas as membranas celulares, que inibem a
sua ativacao em multiplos passos. Esse sistema esta composto de
aproximadamente 30 proteinas sintetizadas no figado e de macro-
fagos e tem inicio de sintese no primeiro trimestre da vida fetal.
Ha trés maneiras para ocorrer ativagao (Figura 3.9):

o via classica, depende de formagao do complexo
antigeno-anticorpo;

o via alternativa; e

o via das lectinas.

Via classica

Via da lectina

Via alternativa

|
Ativacdode C3 e
Geracao de C5 convertase
I
Ativacao de C5

Via do ataque litico

Figura 3.9 —Vias de ativagao das proteinas de complemento.
(Adaptado de MAYER, 2010).
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As fungoes gerais dessas proteinas sdo:

a) citolise: através do Complexo de Ataque a Membrana (“MAC”)
formam-se poros na membrana do antigeno-alvo, rompendo a
integridade da bicamada lipidica da membrana plasmatica;

b) opsonizagao: através de C3b, opsoniza¢ao de micro-organis-
mos estranhos ou mesmo de particulas. Os leucécitos fagociti-
cos possuem receptores especificos para essas opsoninas;

c) ativagdo de mediadores de inflamagao: componentes C4a,
C3a e C5a sdo mediadores de processos inflamatdrios, ativam
mastocitos e aumentam a permeabilidade vascular. Os recep-
tores para C3a e C4a estdo expressos na superficie dos masto-
citos, dos basdfilos, das células da musculatura lisa e dos lin-
focitos. Os receptores para C5a estdo localizados na superficie
dos mastdcitos, dos neutrofilos, dos mondcitos/macrofagos e
das células endoteliais. Os principais efeitos provocados pela
ligacao das anafilatoxinas na superficie dos mastdcitos e dos
basofilos sdo a exocitose de granulos tais como histamina, que
aumenta a permeabilidade vascular e estimula a contrac¢ao da
musculatura lisa visceral e da musculatura lisa em geral. C5a ¢
o mais potente mediador desses efeitos, C3a ¢ 20 vezes menos
potente e C4a ¢ 2.500 vezes menos potente. C5a também age
estimulando a liberacao de TNE, atua diretamente no endotélio
das células vasculares incentivando a contragdo, causa extra-
vasamento e exocitose vascular e estimula neutréfilos promo-
vendo a quimiotaxia, contribuindo para aumentar a resposta
inflamatoria provocada pela ativagdo do complemento; e

d)limpeza de imunocomplexos: os imunocomplexos opsoni-
zados encontram receptores na superficie dos eritrocitos que
podem carred-los ao bago e figado para fagocitose. Quando
presentes na circula¢do, os imunocomplexos podem se acumu-
lar em pequenos vasos e danificar os tecidos por mediarem a
liberagdo de enzimas proteoliticas pelos macrofagos ativados
por esses complexos.



3.5.1 Via classica

Essa forma de ativagdo em cascata € ativada pela interacao entre
o antigeno e o anticorpo (que fique claro que tem que ser IgG ou
IgM), formando o complexo antigeno-anticorpo. Esse complexo
provoca uma mudanga conformacional na molécula do anticor-
po, que, por sua vez, permite a ligagdo do primeiro componente
do complemento denominado C1 (composto de trés subunidades
C1qg-Cl1r2-Cls2). Essa ligacdo requer pelo menos uma molécula
de IgM ligada ao antigeno ou no minimo duas moléculas de IgG.
Entre as imunoglobulinas humanas, a ordem crescente de ligar-se
e ativar C1 € IgM>IgG3>IgG1>1gG2, ou seja, IgG2, IgA, IgE e IgD
nao se ligam ou ativam C1. Uma vez ativada, a enzima Cls atua so-
bre dois componentes seguintes dessa cascata: C4 (clivado em C4a
e C4b) e C2 (clivado em C2a e C2b). Quando os dois fragmentos
de maior tamanho (C4b e C2b) se unem na superficie do antige-
no, forma-se o complexo C4b2b, que é chamado de complexo C3-
convertase da via classica (Figura 3.10).

Sua atividade mais importante ¢ clivar um grande nimero de
moléculas de C3 em C3b e C3a. Essas moléculas de C3b recobrem
(opsonizam) a superficie do patégeno (antigeno), a0 mesmo tem-
po que os componentes C4a e C3a (principalmente) iniciam uma
resposta inflamatdria local. Nesse ponto, o patégeno revestido de
C3b pode ser fagocitado pelas células fagociticas que reconhecem
C3b por terem receptores para ele em sua superficie (desses, o re-
ceptor CR1 é o mais bem caracterizado). Caso a fagocitose nao
seja completa ou totalmente eficiente, o proximo passo na casca-
ta é a producao de C5-convertase formada pela jungao de C3b,
C4b e C3b (C3b4b3b) na superficie do patdgeno. Isso provoca a
clivagem do componente C5, marcando o inicio da montagem
dos componentes terminais para formar o Complexo de Ataque a
Membrana do patégeno. C5 ¢ clivado nos componentes C5a (ou-
tro componente inflamatdrio importante) e C5b, este iniciando a
montagem do ultimo componente do complemento e sua inser¢ao
na membrana do patdgeno (Figura 3.11).
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Figura 3.10 — Ativacdo das proteinas de complemento até a formacédo de C5-convertase e opsoninas de C3b.
(Adaptado de MURPHY et al., 2008, p. 66).
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Figura 3.11 — Ativacdo do Sistema Complemento pelas vias classica e alternativa até a formacdo de C5a e C5b.
(Adaptado de MURPHY et al., 2008, p. 73).

Primeiro, uma molécula de C5b liga-se a uma de C6, formando
C5Cé. Essa ligacao ativara o componente C7, que ird se inserir na
bicamada lipidica do patégeno e, ao mesmo tempo, permitir a ex-
posigao de sitios hidrofébicos de C8 e C9. C9 na verdade ira poli-
merizar-se através da unido de 10 a 16 moléculas de C9, formando
um poro na membrana e permitindo a passagem livre de solutos
e agua através da bicamada lipidica (Figura 3.12). Essa ruptura da
bicamada leva a perda da homeostase celular, a penetragio de en-
zimas hidroliticas e a morte do patdgeno.
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Figura 3.12 — Formacao do Complexo de Ataque a Membrana (“MAC").
(Adaptado de: MURPHY et al., 2008, p. 77).

E importante dizer que, dos trés componentes (C4a, C3a e C5a)
que provocam reagdes inflamatdrias, o componente C5a ¢ o mais
estavel e o que possui a maior atividade bioldgica. Esses compo-
nentes induzem contragdo de musculatura lisa, aumentam a per-
meabilidade vascular e ativam mastdcitos, por isso eles sdo chama-
dos de anafilatoxinas do Sistema Complemento, ja que sua inje¢do
sistémica pode conduzir ao choque anafilatico.

3.5.2 Via das lectinas

Esta via de ativacao é considerada similar a via classica, mas nao
necessita da formagdo do complexo antigeno-anticorpo e nem
dos componentes iniciais C1, C4 e C2. Dessa via participam as
lectinas do soro, que sdo ligantes de residuos de manose da su-
perficie de alguns patdgenos. Essas sdao chamadas de MBL (Ma-
nose Binding Proteins), que se ligam aos residuos de carboidratos
na superficie da bactéria ou outra substancia e passam por uma
mudanca conformacional. Dessas proteinas, as chamadas MASP1
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e MASP2 (Manose Binding Associated Proteins) tornam-se ativa-
das e clivam C4 e C2 (ou seja, mimetizam Clr e Cls) para formar
C4b2b. A partir dessa formag¢ao do complexo C3-convertase, essa
via se comporta de forma idéntica a via classica.

3.5.3 Via alternativa

Conforme ja comentado, o componente C3 é bastante abun-
dante no soro e, durante algumas infec¢des, pode ocorrer uma
hidrélise espontanea desse componente, gerando C3(H,O). Essa
conformacdo alterada de C3 permite sua liga¢do a um componen-
te do soro denominado Fator B. A unido do fator B ao C3(H,0)
permite que uma protease plasmatica denominada fator D clive o
fator B, gerando Ba e Bb. Forma-se um complexo C3(H,O) Bb que
¢ uma C3-convertase soluvel (ndo ligada a superficie do patoge-
no), mas que é capaz de gerar a clivagem de muitas moléculas de
C3, levando a formag¢ao de muitas moléculas de C3b e C3a. Muitas
moléculas de C3b geradas sao rapidamente clivadas, mas outras
permanecem ligadas ao patégeno, unem fator B e formam C3bBb,
que ¢ uma C3-convertase ativa que cliva C3, gera muitas molécu-
las de C3b e C3a e, portanto, um feedback positivo de formagao
dessas opsoninas (C3b) e anafilatoxinas (C3a). Quando se forma o
complexo C3bBb3b na superficie do patdgeno, ele é denominado
C5-convertase da via alternativa. Isso vai levar a clivagem de C5
em C5a e C5b e a posterior formagdo de MAC, com lise do pato-
geno, como nas outras vias de ativagao (Figura 3.13).

3.5.4 Deficiéncias do complemento

As deficiéncias das proteinas de complemento podem ser gené-
ticas, mas mesmo individuos normais também podem ter alguma
deficiéncia.

o As deficiéncias genéticas podem ser em nivel de Clq, Clr, C4,
C2, C3, properdina e Fator D. A deficiéncia de C3 pode ser
muito grave e estar associada com infecgdes bacterianas pio-
génicas que podem ser fatais. As deficiéncias dos primeiros
componentes do complemento podem estar associadas com
doengas autoimunes como lipus eritematoso sistémico — SLE
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Figura 3.13 - (A) Funcao dos
pequenos componentes do
complemento em promover
reacoes inflamatdrias e aumentar
a fagocitose. (B) Funcdo de C3b
atuando também na limpeza

de pequenos imunocomplexos,
evitando que eles se depositem
em pequenos vasos e outros locais
do corpo. (Adaptado de MURPHY
etal., 2008, p. 76 e 409).
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(mais de 50% dos pacientes com deficiéncia em C2 e C4 sdo
portadores de SLE).

o As deficiéncias em nivel de C5, C6, C7, C8 e C9 também foram
descritas. Esses pacientes nao podem formar MAC e, conse-
quentemente, nao lisam micro-organismos invasores.

3.5.5 Regulacao da cascata de ativacao do complemento

As células dos mamiferos, em condi¢des normais, expressam
proteinas reguladoras que inibem a ativagdo do complemento.
Dessas proteinas destacam-se o Fator H, que desloca o Bb impe-
dindo a formagdo de muitos C3-convertases; o Fator I, que cli-
va C3b gerado; e o fator de acelera¢do do decaimento (DAF), que
compete com o fator B pela unido ao C3b, deslocando também
o Bb de uma C3-convertase que acabou de se formar. Tudo isso
ocorre para impedir uma lesdao das células do hospedeiro mediada
pelo complemento.

Resumo

Dentre os papéis dos LB aprendemos que o principal deles é
o de produzir anticorpos contra antigenos-alvo apropriados. Mas
essas células também podem apresentar antigenos aos linfécitos T
e proporcionar sinais para a sua ativagdo. Sendo assim, as molé-
culas de reconhecimento de antigenos que ficam na superficie das
células B sao as imunoglobulinas ou Ig, popularmente conhecidas
como anticorpos. Os estagios de diferenciagdo dessas células, que
no inicio sdo células-tronco, depois passam a progenitores linfoi-
des, depois a células pro-B, pré-B, imaturas e maduras, tém uma
intima relagdo com a imunoglobulina que serd expressa em sua
superficie. Células B ndo estimuladas por antigenos serdo mortas
rapidamente, e os resultados importantes da ativacao do linfécito
B sdo a expansdo clonal, com a geragao de linfocitos B de memoria
(células de vida longa), e as células plasmadticas (ou plasmocitos),
secretoras de anticorpos. Com relacao a estrutura das moléculas
de imunoglobulinas, aprendemos que todas as moléculas de Ig sao
constituidas por uma unidade basica (monomero) de quatro ca-



deias polipeptidicas, duas cadeias H idénticas e duas cadeias L idén-
ticas, conectadas entre si por ligagdes bissulfidicas e contendo mais
ou menos residuos de carboidratos associados a essas cadeias. Dois
tipos de cadeias leves (kappa-« e lambda-\) sdo conhecidos, mas o
que determina a presenga de cinco classes diferentes de imunoglo-
bulinas sdo as cadeias pesadas. Essas cadeias sdo conhecidas pelas
letras gregas mi (u), delta (5), gama (y), alfa («) e épsilon (¢). Elas
sao denominadas isotipos de imunoglobulinas, sendo, respectiva-
mente, conhecidas como IgM, IgD, IgG, IgA e IgE. A natureza de
cada um desses isotipos de Ig definido pela cadeia H vai conferir
propriedades como meia-vida em circulacgao, habilidade de ativar
outras proteinas e capacidade de se ligar com receptores em outras
células apds se ligar com o antigeno. Dessas imunoglobulinas, as
IgG e as IgM sdo aquelas capazes de ativar as proteinas do Siste-
ma Complemento, e essa ativacao é muito importante na defesa
do organismo. As principais fun¢des dessas proteinas sdo citdlise,
através do Complexo de Ataque a Membrana (‘MAC”) formam-se
poros na membrana do antigeno-alvo, rompendo a integridade da
bicamada lipidica da membrana plasmatica; opsonizagdo, através
de C3b ocorre a opsoniza¢ao de micro-organismos estranhos ou
mesmo de particulas; ativagdo de mediadores de inflamagdo, com-
ponentes C4a, C3a e C5a sao mediadores de processos inflamatd-
rios, ativam mastdcitos e aumentam a permeabilidade vascular;
e limpeza de imunocomplexos: os imunocomplexos opsonizados
encontram receptores na superficie dos eritrdcitos que podem
carred-los ao baco e figado para fagocitose.
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Linfocitos T, citocinas e MHC

Neste capitulo conheceremos a biologia dos linfocitos T.
Essas células sdo essenciais na eliminag¢do de uma série de
micro-organismos que invadem o nosso organismo, confe-
rindo um tipo de imunidade que é conhecido como resposta
imune mediada por células ou imunidade celular. Para que
vocés possam compreender como os agentes infecciosos sdo
eliminados pela ativagdo desse tipo de resposta, torna-se im-
prescindivel o conhecimento sobre os principais estdgios do
desenvolvimento celular, as propriedades funcionais, assim
como o preponderante envolvimento do Complexo Principal
de Histocompatibilidade e das citocinas.
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4.1 Introducao

Os linfécitos T sao células que atuam na resposta imune especi-
fica e sdo responsaveis por uma imunidade denominada “celular ou
mediada por células’, isso porque ha um significativo envolvimento
de diferentes subpopulagdes de linfocitos T, diferentemente, portan-
to, da imunidade humoral (ou mediada por anticorpos), em que na
fase efetora se observa a participacdo de moléculas de anticorpos.

Os linfécitos T, devido as suas propriedades estruturais, funcio-
nais e consequente capacidade de interagdo-regulacao com as de-
mais células do sistema imune, conferem aos organismos distintos
mecanismos imunes que podem contribuir eficazmente com a eli-
minagdo de patdgenos que se utilizam da maquinaria intracelular
dos organismos hospedeiros.

Contudo, para que possamos entender como essas células atu-
am e interagem no sistema imune, é preciso conhecer, inicialmen-
te, a biologia dessas células.

Vamos, entdo, compreender o processo de maturacao dessas
células.

No timo, os linfdcitos T, ainda imaturos, passam por um proces-
so complexo denominado de educagdo celular ou selegao timica.
Essa selecdo timica envolve diferentes etapas, conhecidas como se-
lecao positiva e negativa.

« O que acontece com as células durante a selecio positiva e ne-
gativa no timo e qual a importancia desse processo no desen-
volvimento celular?
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« Ao adentrar no timo, na zona subcapsular desse 6rgao, as cé-
lulas progenitoras apresentam um fenétipo triplo negativo. O
que isso quer dizer?

Isso significa que essas células ndo expressam moléculas de su-
perficie celular, ou seja, CD3/TCR, CD4 ou CD8. Essas estruturas,
como vocés estudario detalhadamente adiante, sao elementos de
superficie celular e fundamentais para o funcionamento delas.

Vamos prosseguir com esse entendimento:

« em contato com o estroma timico (células epiteliais), observa-
se nas células triplas negativas o rearranjo dos genes o/f3 ou y/§
do TCR (TCR, do inglés, T Cell Receptor, que significa “recep-
tor da célula T”), assim como também a sua diferenciagdo em
células duplas positivas (CD4*CD8").

Nessa etapa, cabe destacar a possibilidade da geracao de duas
populagdes de células T, uma que expressa o receptor para o anti-
geno y/8 e outra que expressa o receptor para o antigeno y/d.

Na selecdo positiva, os linfocitos duplo positivos, anteriormen-
te citados, precisam reconhecer, ainda, as moléculas do Comple-
xo Principal de Histocompatibilidade (MHC, do inglés, Major
Histocompatibility Complex, que significa Complexo Principal de
Histocompatibilidade) presentes em células epiteliais do cortex do
timo, com baixa avidez. Devido a sua importéancia, estudaremos a
estrutura e a funcao desse complexo mais adiante.

A intera¢do de um linfécito T duplo positivo (CD4*CD8*) com
uma célula epitelial timica que apresenta uma molécula de Classe
I do MHC faz com que esse linfdcito passe a expressar apenas a
molécula CD8" (linfécito T CD8"). Por outro lado, se a interagao
de um linfécito T duplo positivo ocorrer com uma célula epitelial
timica que apresenta uma molécula de Classe II do MHC, o linf6-
cito passara a expressar somente a molécula CD4".

Na selecao negativa, os linfécitos T duplo positivos (CD4*CD8")
precisam estabelecer uma fraca interagdo com o complexo MHC-
peptideo da célula epitelial timica. Caso a ligagao entre o TCR dos
linfécitos T e o complexo MHC-peptideo da célula epitelial do
timo seja de alta afinidade, espera-se que esses linfocitos sejam eli-
minados por apoptose (morte programada) (Figura 4.1).

TCR

TCR, ou receptores de
células T (eminglés, T Cell
Receptor), assim como as
imunoglobulinas (Ig) ou
anticorpos sao receptores
antigeno-especificos
essenciais para a resposta
imune. Estao presentes
na superficie externa

dos linfocitos T (células
T), mas diferem das
imunoglobulinas.

Complexo Principal de
Histocompatibilidade
Grupo de genes com
multiplos loci codificam
glicoproteinas que

podem ser observadas na
superficie das células e sdo
denominados de antigenos
leucocitdrios humanos
(HLA). Séo eles antigenos
leucocitarios humanos de
Classe l e de Classe Il.
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Figura 4.1 — Selecdo positiva e negativa dos linfécitos T no timo. (Adaptado de ABBAS et al.,, 2007, p.178).

E importante salientar que aproximadamente 95% dos linfoci-
tos T duplo positivos ndo amadurecem. Somente o restante, 5%, é
liberado para a circulagao.

Esse processo de sele¢do positiva e negativa é de extrema im-
portincia, uma vez que favorece apenas a liberagdo das células que
estdo aptas a reconhecer antigenos nao proprios.

No texto anterior, foi explicado que durante esse processo de
educacao celular se observa o rearranjo génico do TCR, ou seja, da
estrutura que atuara como receptora para antigeno nas células T.

Para uma melhor compreensdo, vamos entender a estrutura e o
funcionamento dos TCRs.

Esses receptores fazem parte da superfamilia das imunoglobuli-
nas, tendo uma estrutura semelhante a das moléculas de imunoglo-
bulinas. A maioria dos linfécitos apresenta o receptor do tipo a/p.
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Como ¢ a estrutura desses receptores?

Os receptores do tipo a/P sdo heterodimeros (dimeros), com-
postos de duas cadeias, uma denominada a e outra denominada
B, ligadas por uma ponte SS. Cada cadeia apresenta duas regides,
uma denominada de regido varidvel e outra denominada de regiao
constante. Os receptores para antigeno do tipo o/ nos linfécitos
T estido sempre expressos na membrana e associados a glicoprotei-
nas adicionais, como, por exemplo, com 0 CD3 e o CD4 ou com o
CD3 e o CD8 (Figura 4.2).

Receptor do tipo y/0 apresenta caracteristicas estruturais seme-
lhantes as descritas anteriormente, exceto pela expressao das duas
cadeias, y e 0.

Cabe a observagao de que os linfécitos T expressam o receptor
para antigeno do tipo a/f ou y/d, mas nunca ambos. A maioria
dos linfécitos T presentes no sangue periférico apresenta o recep-
tor antigeno do tipo a/B e somente uma minoria, cerca de 1 a 3%,
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Figura 4.2 — Estrutura do TCR. (Adaptado de ABBAS et al., 2007, p. 142).
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apresenta o receptor do tipo y/d. Os linfécitos T com receptores do
tipo y/8 sao encontrados na pele e no tecido mucoso (intestino).

Vamos agora estudar o papel das moléculas (marcadores de su-
perficie) CD3, CD4 e CDS.

o CD3 - esta molécula esta associada com o TCR e ¢ um elemen-
to importante na transdugdo de sinais, uma vez que sinaliza a
ligacao do antigeno ao TCR para o interior da célula.

o CD4 e CDS8 - sdao marcadores de superficie celular, correcepto-
res. Os linfécitos T que expressam a glicoproteina de membra-
na CD4 reconhecem o antigeno em associa¢ao a moléculas de
MHC de Classe II. As células que expressam a glicoproteina de
membrana CD8 reconhecem o antigeno no contexto de molé-
culas de Classe I do MHC.

A expressao de CD4 ou de CD8 também define duas subpopu-
lagoes funcionais principais de linfdcitos:

o oslinfdécitos T CD4" geralmente funcionam como células T au-
xiliares que atuam ajudando na fungédo de diferentes células do
sistema imune e sao restritas ao MHC de Classe II; e

o o0s linfécitos T CD8" geralmente funcionam como células T ci-
totoxicas responsaveis pela lise de células-alvo e sao restritas ao
MHC de Classe I (Figura 4.3).

0 MHC de classe Il g MHC de classe |

Célula
Célula apresentadora hospedeira
de antigeno (APC) |
Peptideo L ) I (D4 Peptideo @
CélulaT | | CélulaT | |
TCR  Correceptor TCR  Correceptor

Figura 4.3 — TCR, correceptores e restricado com moléculas de MHC expressas nas células. (A) Associagao dos
linfécitos T CD4* com moléculas de MHC de Classe Il expressas em células apresentadoras de antigeno (APC) e
(B) Associacdo dos linfécitos T CD8* com moléculas de MHC Classe | expressas em todas as células nucleadas.
(Adaptado de COICO; SUNSHINE, 2009, p. 128).
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A proporgao de linfdcitos T auxiliares e de linfocitos T citotdxi-
cos em uma amostra pode ser determinada através da analise do
numero de linfocitos T CD4" e de CD8". Essa propor¢ao é de apro-
ximadamente 2:1 no sangue periférico humano normal, mas pode
ser significantemente alterada por determinados tipos de imuno-
deficiéncias, doencas autoimunes e outras doengas.

Pela sua importancia, passemos a compreender o funcionamen-
to das células consideradas como “maestros do sistema imune’, 0s
linfécitos T auxiliadores: CD4".

4.2 Linfocitos T auxiliadores: CD4+

Os linfécitos T CD4* virgens, ndo estimulados pelo antigeno,
sdo denominados linfécitos T 0. No inicio da ativagdo das célu-
las T, os linfécitos T,,0 podem se diferenciar em dois subgrupos
distintos de linfécitos T CD4* auxiliadores: os linfocitos T 1 e os
linfécitos T 2.

Como essas células podem ser distinguidas?

Esses linfocitos sdo distinguiveis pelo perfil de citocinas que se-
cretam. Sabe-se que citocinas sdo produzidas por outras células
(células NK, mastdcitos, células apresentadoras de antigeno) como
consequéncia da exposi¢do ao antigeno.

Na presenga de IL-12 e IFN-y, os linfécitos T, 0 tendem a se
desenvolver em células T ;1. O contato com helmintos parasitarios
leva a liberagdo de IL-4, que pode ser produzida por mastdcitos.
Na presenga de IL-4, as células T, 0 podem se diferenciar para T 2
(Figura 4.4).

4.2.1 Linfdcitos T.1

Estes linfocitos quando ativados pelo antigeno sdo capazes de
secretar Interleucina-2 (IL-2), INF-y (interferon-gama ou imune)
e TNF-f (fator de necrose tumoral beta) em poucas horas apds a
estimulagdo antigénica.

Essas citocinas liberadas pelas células T, 1 atuam auxiliando a
acdo de outras células do sistema imune como, por exemplo, os
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Figura 4.4 — Diferenciacdo da célula TO0emT 1eT2. (Adaptado de BENJAMINI et al., 2002, p. 115).

macréfagos, que podem ser ativados, os linfdcitos T citotdxicos
(CD8%), que exercem acao de citotoxicidade, e as células NK. Por-
tanto, a ativa¢do de linfocitos T, 1, a principio, facilita a imunidade
mediada por células.

Citocinas

Citocinas sdo proteinas de baixo peso molecular secretadas pelos leucdcitos
e por varias outras células no organismo em resposta a inimeros estimulos.
Sao mediadores soltveis responsaveis pela sinalizagcdo entre as células do
sistema imune, regulando seu desenvolvimento e comportamento. As cito-
cinas estdao envolvidas em processos celulares como, por exemplo, ativacao
celular, maturagao celular, proliferacao celular, secrecao de anticorpos, mi-
gracao celular, entre outros.

IL-12 e IFN-y

Células dendriticas, macréfagos e células NK, quando expostos a bactérias
intracelulares (por exemplo, Listeria) e virus, produzem IL-12 e [FN-y.
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4.2.2 Linfdcitos TH2

Estas células quando ativadas pelo antigeno secretam IL-4, IL-5,
IL-10 e IL-13. Entre as diversas a¢des das citocinas liberadas pelos
linfécitos T2, destacam-se a estimulagdo, a proliferagdo de linfo-
citos B, a secre¢do policlonal de moléculas de imunoglobulinas e a
ativacao de mastocitos e de eosindfilos. Desse modo, o produto da
ativagao de linfécitos T ;2 induz a ativagdo da imunidade humoral
ou mediada por anticorpos.

Cabe destacar que as citocinas liberadas por linfécitos T, 1 po-
dem regular o crescimento e as fungdes efetoras dos linfécitos T 2,
e vice-versa. Sabe-se que a IL-4, a IL-10 e o TGF-p, produzidos
por linfécitos T2, inibem a ativagdo e o crescimento de T,1. Do
mesmo modo, o IFN-y produzido pelos linfécitos T, 1 inibe a pro-
liferagdo de linfdcitos T, 2 (Figura 4.5).

- )\
Inibe a
Inibe a proliferagdo
produgdo
IL-10
IFNy
Ativagdo de
5f
macrofago Eosindfilo
Mastdcito
Anticorpo A
incluido a IgE
L J

Figura 4.5 — Acao regulatéria das citocinas sobre os subgrupos de linfocitos T
auxiliadores. (Adaptado de MALE et al., 2006, p. 221).
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Para finalizar, podemos dizer que o envolvimento dos linfécitos
T auxiliadores no sistema imune é fundamental, uma vez que essas
células constituem uma das principais fontes de citocinas, cujas
propriedades sdo essenciais para a estimulagdo e a regulacdo da
resposta imune.

4.3 Linfocitos T citotoxicos: CD8*

Os linfécitos T citotdxicos sdo células que exercem uma agao
de citotoxicidade contra células-alvo infectadas por virus e células
tumorais. Contudo, é preciso lembrar que essas células T CD8*
reconhecem o antigeno que é apresentado por células que expres-
sam, na sua superficie de membrana, glicoproteinas de Classe I do
MHC. Cabe salientar que as moléculas de Classe I sdo encontradas
em todas as células nucleadas do corpo. Os linfécitos T citotdxicos
contém granulos ricos em perforina e granzimas.

A intera¢do especifica do linfécito T com a célula-alvo induz a
degranulacdo desses linfécitos. Como consequéncia, esses granu-
los liberam perforinas e granzimas. As perforinas formam poros
na membrana da célula-alvo. A inser¢do de um numero elevado
dessas moléculas na membrana da célula-alvo pode levar a lise os-
motica da célula. As granzimas (serina-proteases) entram na célu-
la-alvo através de canais, ativando caspases e nucleases que levam
a apoptose da célula-alvo (Figura 4.6a).

Outro mecanismo de citotoxicidade pode ser observado e en-
volve a interagdo especifica do ligante de Fas (Fas-L) ou CD59L
com a molécula de Fas ou CD59. Como é esse mecanismo?

A molécula Fas ou CD59 é observada na superficie de diversas
células do organismo. Os linfécitos T citotoxicos, quando ativa-
dos, passam a expressar na superficie de membrana a molécula
ligante de Fas, o Fas-L ou CD59L. A interagdo entre o ligante de
Fas e a molécula Fas deflagra uma cascata de altera¢des bioqui-
micas intracelulares que resultam na apoptose da célula-alvo (Fi-
gura 4.6b).
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Figura 4.6 — (A) Mecanismos de citotoxicidade dos linfécitos T CD8* e (B) Interagdo FasL-Fas.
(Adaptado de: (A) IMMUNOLOGY ON-LINE; 2010 e (B) ABBAS et al., 2007, p. 254).

4.4 Complexo principal de histocompatibilidade
e processamento antigénico

Todas as espécies apresentam um segmento génico contendo
um grupo de genes firmemente ligados, com multiplos loci, de-
nominados Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC,
do inglés, Major Histocompatibility Complex). Os produtos da
codificagdo desses genes sdo conhecidos como antigenos leucoci-
tarios humanos (HLA, do inglés, Human Leukocyte Antigen, que
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significa antigeno leucocitario humano). Na espécie humana, esse
segmento génico localiza-se no cromossomo 6.

Os estudos sobre o Complexo Principal de Histocompatibilida-
de sdo de evidente importancia, dado o relevante papel nos proces-
sos que envolvem a rejei¢do entre drgaos e tecidos transplantados,
como também nos fendmenos imunoldgicos que envolvem as inte-
ragoes celulares em decorréncia da ativa¢ao de uma resposta imune
adaptativa. Essas interagdes se estabelecem entre células linfoides
distintas e entre células apresentadoras de antigeno e linfécitos.

Os antigenos de histocompatibilidade ou ainda antigenos de
transplantagao, presentes na superficie de células ou em tecidos,
sdo elementos determinantes nas situagdes em que um transplan-
te ¢ indicado. Esses antigenos de histocompatibilidade assumem
grande importincia, uma vez que sdo imundgenos potentes e,
portanto, capazes de induzir uma resposta imune nos organismos
hospedeiros. Sendo assim, a compatibilidade entre os antigenos de
histocompatibilidade do possivel doador e do respectivo receptor
devera ser previamente investigada a fim de se evitar uma rejei-
¢ao do tecido transplantado, ou seja, da lesdo do tecido, provocada
pela ativagdao imunoldgica.

Em transplantes, os antigenos de hiscompatibilidade conside-
rados de grande relevancia sdo os antigenos leucocitarios huma-
nos (HLAs), embora a andlise quanto a compatibilidade entre os
antigenos dos grupos sanguineos do sistema ABO deva ser igual-
mente exigida.

Dada a relevincia desse complexo, vamos entender a sua
estruturagao.

4.4.1 Estruturacao do complexo principal de
histocompatibilidade

O Complexo Principal de Histocompatibilidade humano ¢
constituido por trés subgrupos génicos ou classes, denominadas
de Classe I, Classe II e Classe III. Em humanos, o MHC de Clas-
se I codifica glicoproteinas, conhecidas como HLA-A, HLA-B e
HLA-C. Essas glicoproteinas se ligam a peptideos gerados no cito-
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plasma (antigenos exégenos) e apresentam-nos para os linfécitos
T CD8". Por sua vez, o MHC de Classe II codifica glicoproteinas,
conhecidas como HLA-D, que se ligam a peptideos degradados em
vesiculas celulares (antigenos exdgenos) e sdo apresentadas para
células T CD4*. Ja o MHC de Classe III codifica componentes do
Sistema Complemento e do fator de necrose tumoral (Figura 4.7).

4.4.2 Estrutura das glicoproteinas de classe | do MHC

As moléculas de Classe I do MHC sao heterodimeros constitui-
dos por duas cadeias polipeptidicas: uma cadeia a (cadeia pesada,
com dominios a;, & e a;) codificada pelo MHC; e uma cadeia de
f2-microglobulina (nio codificada pelo MHC). Na extremidade
aminoterminal, a molécula tem uma estrutura em forma de fenda.
Nessa fenda, ocorre a ligagdo com peptideos originados pela frag-
mentacdo de proteinas.

4.4.3 Estrutura das glicoproteinas de classe Il do MHC

As moléculas de Classe II do MHC também sao heterodimeros
constituidos por duas cadeias: uma a (dominios al e a2) e uma 3
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Figura 4.7 — Representac¢ao esquematica do MHC humano. (Adaptado de COICO e SUNSHINE, 2009, p. 119).
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(dominios 1 e B2), ambas codificadas pelo MHC. Na extremida-
de aminoterminal estd presente a fenda, onde se liga o peptideo a
ser apresentado ao sistema imune.

4.4.4 Como se da a distribuicao tecidual dessas
glicoproteinas nas células?

As moléculas de Classe I do MHC sao expressas em todas as
células nucleadas do organismo. As moléculas de Classe II sao
constitutivamente expressas em linfécitos B, células dendriticas e
células do epitélio timico, e manifestadas, sob indugao, em macro-
fagos, células endoteliais e células T ativadas (Figura 4.8).

Tecido MHC de classe | MHC de classe Il
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44
*
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Figura 4.8 — Distribuicao das moléculas de MHC nas diferentes células. (Adaptado de MURPHY et al., 2008, p. 136).
* Somente células T ativadas expressam MHC-II.

1 No cérebro a maioria das células sdo MHC-Il negativas, com exce¢do da microglia, que sao
relacionadas com o macréfago e séo MHC-Il positivas
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4.4.5 Funcoes bioldgicas do MHC

Apresentacao dos peptideos para os linfocitos T

Vamos recordar inicialmente quais sdo as células capazes de
apresentar antigenos. Sdo elas os macroéfagos, as células de Lan-
gerhans na pele, as células dendriticas e os linfécitos B. A apresen-
tacdo do antigeno por essas células se da em associagao com glico-
proteinas de Classe II do MHC. Nessa etapa, a fungdo do MHC se
observa inicialmente no interior das células, onde as moléculas de
Classe II do MHC se ligam aos fragmentos peptidicos e, na sequ-
éncia, conduzem-nos até a superficie celular (Figura 4.9).

As células B reconhecem antigenos na sua forma nativa, como,
por exemplo, proteinas na superficie do patégeno nao processado.
As células T reconhecem apenas antigenos processados, ou seja,
fragmentos peptidicos. Quando é dito que houve processamento
do antigeno, isso significa que a molécula antigénica (molécula de
alto peso molecular) foi exposta a uma série de eventos bioquimi-
cos e o produto final dessa exposi¢do gerou fragmentos peptidi-
cos menores que poderdo se ligar as glicoproteinas do MHC e ser
apresentados para as células T (apresentagdo do antigeno).

Reconhecendo os diferentes antigenos

Devemos destacar a importancia do desencadeamento de uma
resposta imune adequada. Para isso, o sistema imune precisa dis-
tinguir entre os patégenos extracelulares (antigenos exdgenos) e os
intracelulares (antigenos enddgenos). Diante de uma exposigdo a
antigenos exdgenos, ¢ desejavel que o sistema imune seja capaz de
desencadear uma resposta imune diretamente contra o antigeno,
ou seja, através da ativagcdo de mecanismos humorais ou mediados
por anticorpos e da ativagdo das células fagocitarias. Para tanto,
nessa etapa inicial é essencial, como ja vimos, a apresentagdo des-
ses antigenos em associagdo com as moléculas de MHC Classe I1.
Na sequéncia, os eventos secundarios que seguem a apresentacao
desses antigenos sao igualmente importantes, uma vez que as cito-
cinas produzidas determinarao a classe de anticorpos a serem pro-
duzidos e o recrutamento de outros tipos celulares (Figura 4.10).
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Ja a resposta do sistema imune aos antigenos endogenos deve
ser distinta da anteriormente exposta, uma vez que é preciso que
o sistema imune elabore uma resposta que seja capaz de destruir a
célula do organismo onde esses antigenos estdo sendo produzidos.
Desse modo, uma resposta de citotoxicidade que resulta na des-
truicao da célula-alvo é mais apropriada. Essa resposta de citotoxi-
cidade ou lise da célula-alvo ocorre em associa¢ao com moléculas
de Classe I do MHC (Figura 4.11).

Para finalizar, destacamos que as moléculas de Classe I do MHC
apresentam peptideos antigénicos para células T CD8*, enquan-
to as moléculas de Classe II apresentam antigenos para células T
CD4". Por esse motivo ¢é dito que as células T CD4" sao restritas as
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Figura 4.11 — Reconhecimento dos antigenos
intracelulares. (Adaptado de MURPHY et al.,
Figura 4.10 — Reconhecimento dos antigenos 2008, p. 351).

extracelulares. (Adaptado de MURPHY et al.,
2008, p. 351).
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moléculas de Classe II e as células T CDS8", restritas as moléculas
de Classe I do MHC.

MHC e a resisténcia ou susceptibilidade a doencas

A expressao de um alelo especifico do MHC tem sido associada
a resisténcia e susceptibilidade a varios agentes infecciosos, como,
por exemplo, o virus T-linfotrépico humano (HTLV-1), a malaria,
a lepra, a tuberculose, a hepatite B e a rapida progressdo da AIDS.
Adicionalmente, a associagao entre a expressao de certas glicopro-
teinas do MHC e um risco maior de adquirir certas doengas au-
toimunes ou inflamatorias tem sido documentada. Discutiremos
sobre esse assunto com mais detalhes no Capitulo 6.

Resumo

Ja aprendemos que os linfdcitos T sao células que realizam a sua
matura¢do no timo. Contudo, neste capitulo abordamos os dife-
rentes estagios do desenvolvimento, o processo de selecao positiva
e negativa, considerado essencial para a maturagdo e o funciona-
mento adequado dessas células. Os TCRs sao estruturas que atuam
como receptores para antigenos e sio adquiridos durante o proces-
so de maturagdo celular. Eles podem ser do tipo a/p (presentes na
maioria dos linfécitos T) ou y/8. Associadas a essas estruturas, sdo
observadas as moléculas de superficie celular CD3 e CD4 ou CD3
e CD8, que também sdo adquiridas durante os estagios de dife-
renciacao da célula. Esses componentes celulares sdo importantes
para a célula na medida em que auxiliam na transducao de sinais,
na identificacao e na ativacao celular. Cabe ressaltar a importancia
da popula¢ao de linfocitos T CD4". Essas células sao consideradas
células “maestro” do sistema imune, uma vez que funcionam au-
xiliando a agdo de outras células desse sistema. Elas sdo restritas
ao MHC de Classe II. Os linfécitos T CD8* geralmente funcionam
como células T citotoxicas e sdo restritos ao MHC de Classe I. Dois
subgrupos de linfdcitos T auxiliadores sdo conhecidos, os linfdci-
tos T,,1 e os linfdcitos T, 2. Esses linfécitos sdo distinguiveis pelo
perfil de citocinas que secretam. Uma vez liberadas, essas citocinas
serdo responsaveis pelo direcionamento da resposta imune. Cabe
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lembrar que essas subpopulacoes de linfocitos sdo passiveis de re-
gulagdo pela acdo das citocinas liberadas por eles. O envolvimen-
to do Complexo Principal de Histocompatibilidade é de extrema
importancia nos fendmenos que envolvem as interagdes celulares,
como também nos processos que envolvem a rejei¢do a tecidos e
orgdos transplantados. Sabe-se que a expressao de determinadas
glicoproteinas de superficie codificadas pelo MHC esta associada
a resisténcia e a susceptibilidade de certas doengas.
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Soros e vacinas

Embora ja tenhamos ideia da importancia das vacinas, no
presente capitulo vamos aprender por que o uso de soros e
vacinas tem salvado a vida de milhoes de pessoas e reduzido
a incidéncia de muitas doengas infecciosas comuns. Os soros
sdo constituidos de anticorpos, que conferem protecdo ime-
diata contra uma determinada doenga, porém ndo conferem
protegdo em longo prazo. Jd as vacinas sdo constituidas de
antigenos do agente infeccioso contra o qual se deseja induzir
protegdo, além de substdncias inespecificas chamadas adju-
vantes. A resposta imune gerada pelas vacinas aparece algu-
mas semanas apds sua administragdo, porém a imunidade
pode durar por muitos anos. As vacinas podem ser consti-
tuidas de micro-organismos inteiros atenuados ou inativa-
dos ou de macromoléculas purificadas, cada tipo de vacina
oferece vantagens e desvantagens. Atualmente hd intimeras
outras estratégias sendo estudadas na tentativa de se gerar
protegdo contra diversas doengas contra as quais ainda ndo
existem vacinas eficazes disponiveis.







5.1 Introducao

A manipula¢iao do sistema imune na tentativa de proteger os
seres humanos contra doencas infecciosas é muito antiga, embora
somente no século XX tenha se tornado uma pratica rotineira para
grandes populagdes. Durante os ultimos 200 anos, desde quando
o médico inglés Edward Jenner fez a primeira vacinagdo contra a
variola em 1796, inimeras doencas tém sido controladas através
do uso de vacinas. O processo de vacina¢do é muitas vezes tao
eficiente que pode levar a erradicacao de doengas, como aconte-
ceu com a variola, que teve seu ultimo caso natural registrado em
1977, e como deve acontecer com a poliomielite em breve. Por es-
sas razdes, 0 uso de vacinas representa um dos maiores avancos da
medicina.

Na primeira década do século XX, os anticorpos também co-
mecaram a ser utilizados para prevenir doencas, sendo essa for-
mulagdo chamada de soro. Os primeiros soros utilizados em seres
humanos foram contra difteria e tétano. Dessa maneira, duas for-
mas de protecdo ou imunizac¢ao podem ser induzidas: imunizacao
passiva e imunizagdo ativa. A imunizagdo passiva acontece quan-
do ocorre a transferéncia de anticorpos, geralmente produzidos
em outros animais, para impedir a infeccao de uma pessoa que
potencialmente tenha tido contato com o agente infeccioso. Na
imunizagao ativa o individuo recebe o antigeno antes do contato
com o agente infeccioso para montar sua propria resposta imune
protetora (Tabela 5.1).



Tabela 5.1 - Tipos de imunizacao

Ativa Passiva

Natural (transferéncia de anticorpos

Natural (infeccao) pela placenta e pelo colostro)

Artificial (vacinagao) Artificial (soroterapia)

5.2 Imunizacao passiva

A imunizagao passiva ocorre através da transferéncia de anticor-
pos provenientes de um individuo (ou de animal de outras espécies)
que foi previamente imunizado para um individuo receptor. Uma
caracteristica muito importante da imuniza¢do passiva é que ela
confere protecdo imediata, ou seja, logo ap6s a administragdo dos
anticorpos. Além disso, a imunizagdo passiva ndo ativa células do
sistema imune, ndo gerando, portanto, células de memoria, sendo,
entdo, esse tipo de imunidade transiente, ou seja, de curta duracao.
A imunizagdo passiva pode ser dividida em natural e artificial.

A imunizagdo passiva natural é quando ocorre a transferéncia
de anticorpos da mae para o bebé, seja através da placenta (IgG),
seja através do leite e do colostro (IgA). Esse tipo de imunizagao é
muito importante, pois, a época do nascimento, o sistema imunolo-
gico dos bebés ainda ndo esta totalmente formado e, portanto, esta
suscetivel a infecgdes. A transferéncia de todo o repertoério de IgGs
maternas contra os mais diversos patdgenos ocorre através da pla-
centa durante a gestacdo e, dessa forma, confere protecdo ao bebé
contra todas as infeccdes a que a mae tem imunidade. Por isso é
muito importante que a mae esteja imunizada contra as mais diver-
sas doengas (tétano, sarampo, polio, difteria etc.), pois assim pode
prover prote¢do para a crianca nos primeiros meses de vida. Outra
forma muito importante de transferéncia de anticorpos da mae para
a crianga é através da amamentacdo. Principalmente anticorpos do
tipo IgA (e também IgG e IgM, porém em quantidades bem meno-
res) sdo encontrados no leite materno, sendo sua maior concentra-



¢do encontrada no colostro (primeiro leite), imediatamente apos o
parto. Esses anticorpos se aderem a toda superficie do trato diges-
torio e conferem protecao principalmente contra patégenos entéri-
cos, como bactérias dos géneros Escherichia, Salmonella e Shigella,
bem como contra virus da polio e rotavirus, dentre outros.

A imunizagdo passiva artificial, também chamada de sorotera-
pia, é a administracdo de anticorpos na forma de soros, bastante
utilizados contra venenos de animais peconhentos e toxinas bacte-
rianas. O uso de soros é muito importante, pois rapidamente neu-
traliza venenos e toxinas. Os anticorpos geralmente sao obtidos de
outros animais, geralmente cavalos e coelhos, que sio imunizados
com os patdgenos contra os quais se deseja produzir o soro. Em-
bora a utilizagdo de soros seja de fundamental importancia para
prevenir diversas doengas, deve-se lembrar que os anticorpos pro-
venientes de outros animais podem ser reconhecidos pelo siste-
ma imunoldgico humano como uma molécula estranha, levando
a uma resposta imunoldgica que conduz a rapida elimina¢ao da
circula¢do dos anticorpos provenientes do soro, impedindo a neu-
tralizacdo do veneno ou de toxinas, além de poder gerar processos
inflamatérios, como a chamada doencga do soro, e reagdes alérgi-
cas. Uma alternativa para evitar tais efeitos indesejados é o uso de
anticorpos humanos que podem ser obtidos de seres humanos que
se recuperaram da infec¢do contra a qual se deseja utilizar o soro
ou que tenham sido previamente imunizados. A Tabela 5.2 mostra
o0s soros mais comumente utilizados atualmente.

Tabela 5.2 - Soros mais comumente utilizados

Doenca Soro
. Antitoxina tetanica origem
Tétano .
equina ou humana
Botulismo Antitoxina produzida em cavalos
Difteria Antitoxina produzida em cavalos
Raiva Imunoglobulina antirrabica de
origem equina ou humana
Picada de cobras Antiveneno produzido em cavalos
Picada de aranha viliva-negra Antiveneno produzido em cavalos
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5.3 Imunizacao ativa

A imunizacdo ativa é resultado da producédo de anticorpos, bem
como da ativagdo de linfécitos T, dirigida contra o agente infec-
cioso ou contra seus produtos téxicos. Esse tipo de imunizagio
confere protecao de longa duracao, pois induz a geragao de linfo-
citos de memoria, que podem perdurar por muitos anos. Porém,
a protecdo conferida por esse tipo de imunizacao nado é imediata,
diferente dos processos de imuniza¢ao passiva, levando algumas
semanas até que ela se desenvolva completamente. A imuniza¢ao
ativa também pode ser dividida em natural e artificial.

A imunizagao ativa natural acontece quando o individuo ad-
quire uma infec¢do e se cura, tratando-se, portanto, de uma imu-
niza¢do ndo intencional. Em muitas infec¢oes, quando o indivi-
duo se cura, ele permanece com uma resposta imune protetora
por muitos anos e, caso venha a entrar novamente em contato com
aquele agente infeccioso, ndo adoecerd novamente. E por isso que
muitas doencas sao adquiridas somente uma vez na vida, como
caxumba, rubéola, sarampo, dentre outras. Quando as vacinas sao
utilizadas para prevenir uma doenca, tem-se a imunizagao ativa
artificial, que é uma forma de imuniza¢ao intencional.

Varias caracteristicas sdo essenciais em uma vacina para que ela
possa ser considerada eficaz o suficiente para ser administrada em
grandes populagdes, a saber:

o a protecdo proporcionada pela vacina deve ser duradoura, ou
seja, durar varios anos;

« avacina deve induzir a protecdo efetiva contra o agente infec-
cioso, porém sem o perigo de causar doenga ou efeitos adver-
SOS graves;

» a vacina deve estimular o tipo de resposta imune protetora
mais eficaz contra o agente infeccioso (por exemplo, induzir
anticorpos neutralizantes ou estimular linfécitos T); e

 a vacina deve ser estavel para permitir o armazenamento, o
transporte e o uso, bem como ter um baixo custo, permitindo,
assim, que seu uso seja viavel para ampla utilizagdo.



Micro-organismos inteiros
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5.4 Tipos de vacinas

As vacinas contém, em sua formulagdo, antigenos, que sdo mo-
léculas especificas derivadas do micro-organismo contra o qual se
deseja induzir uma resposta imune protetora, bem como adjuvan-
tes, que sao moléculas inespecificas cujas fungdes serdo explicadas
adiante ainda neste capitulo. Existem diferentes maneiras pelas
quais as vacinas podem ser preparadas. Podem ser empregados
micro-organismos inteiros inativados ou atenuados, ou pode ser
utilizada apenas uma molécula do agente infeccioso, ou pode tam-
bém ser utilizado DNA na forma de plasmideo. As caracteristicas
gerais de cada tipo de vacinas sdo apresentadas a seguir, sendo na
Tabela 5.3 listadas algumas mais comumente utilizadas, bem como
o tipo de prepara¢do vacinal utilizado.

Tabela 5.3 - Classificacdao de algumas vacinas
de uso em seres humanos

Doencas causadas por bactérias

Antrax Inativada
Colera Inativada
Coqueluche Inativada
Peste Inativada
Tuberculose Atenuada

Doencas causadas por virus

Influenza Inativada

Raiva Inativada
Poliomielite (vacina Salk) Inativada
Poliomielite (vacina Sabin) Atenuada
Caxumba Atenuada

Varicela zoster Atenuada

Febre amarela Atenuada




Toxoides
Difteria Exotoxina inativada
Tétano Exotoxina inativada
Polissacarideos capsulares

Polissacarideo capsular

Haemophilus influenzae tipo B . )
conjugado com proteina

Neissera meningitidis Polissacarideo capsular

Streptococcus pneumoniae Polissacarideos capsulares

Macromoléculas purificadas

Antigeno recombinante

Antigeno de superficie viral

Hepatite B -
epatite recombinante

Vacinas de micro-organismos inativados

Contém os agentes infecciosos inteiros em sua formula¢ao, po-
rém esses micro-organismos devem ser previamente tratados com
agentes fisicos (radiagao UV, calor etc.) ou quimicos (formol, por
exemplo). Os micro-organismos perdem a capacidade de repli-
cagdo, porém ainda sdo capazes de induzir resposta imune. Essas
vacinas sao bastante seguras, mas requerem que sejam adminis-
tradas varias vezes para que seja induzida uma resposta imune
satisfatoria.

Vacinas de micro-organismos atenuados

Também contém micro-organismos inteiros, porém estdo vi-
VOs, ou seja, preservam a capacidade de replicagdo, mas ndo tém a
habilidade de causar doengas. Diz-se que esses micro-organismos
estdo atenuados e esse processo de atenuagdo pode ser obtido de
diversas maneiras, por exemplo, através do crescimento do agente
patogénico em condi¢des adversas. Essas vacinas sdo bastante imu-
nogénicas, e, muitas vezes, uma unica dose ¢ suficiente para confe-
rir prote¢ao por longo tempo. Entretanto, sdo menos estaveis que
as preparadas com micro-organismos inativados e, em algumas
situagdes, podem causar a doenga que elas deveriam proteger.



Vacinas de macromoléculas

Diferem das anteriores, pois sua formulagdo consta de molécu-
las derivadas e purificadas de micro-organismos. Atualmente trés
categorias de vacinas podem ser encontradas nessa subdivisao:

a) toxoides: vacinas preparadas a partir de exotoxinas bacterianas;

b) polissacarideos capsulares: utilizam antigenos polissacaridicos
da capsula bacteriana fusionados com antigenos proteicos; e

c) antigenos recombinantes: utilizam proteinas preparadas através
de engenharia genética.

Vacinas de DNA

Sao constituidas por um plasmideo bacteriano que, além de ou-
tros componentes essenciais, deve conter o gene que codifica um
antigeno importante contra o qual a resposta imune serd induzida.
A intencao é que as células do individuo vacinado captem o DNA
e passem a expressar o antigeno do patégeno. Embora considerada
uma vacina segura, barata e de facil obtencao, esse tipo de vacina
induziu respostas imunes muito fracas em seres humanos. Atual-
mente estdo licenciadas duas vacinas de DNA para uso veterinario:
uma para proteger cavalos contra o virus do Oeste do Nilo e outra
para proteger salmdes contra o virus da necrose hematopoiética
infecciosa. Ainda ndo ha nenhuma vacina de DNA licenciada para
uso humano.

5.5 Adjuvantes

Além do antigeno proveniente do patégeno contra o qual se de-
seja induzir resposta imune, as vacinas contém em sua composi-
¢ao outra substincia chamada adjuvante. Os adjuvantes tém como
fungao aumentar o efeito das vacinas. Muitas vacinas, sem a pre-
senga de adjuvantes, estimulam uma resposta imune fraca que nao
confere prote¢do. Os adjuvantes geram uma inflamagao no local
da administra¢ao da vacina, e isso leva a ativacao de macrofagos
e ao recrutamento de células inflamatérias. Além disso, os adju-
vantes retardam a destruicdo do antigeno vacinal, fazendo com



que a vacina permane¢a estimulando os linfécitos por tempo mais
prolongado.

Existem diversas substidncias e preparagdes utilizadas como
adjuvantes em vacinas de uso veterindrio, muitas vezes contendo
componentes bacterianos em suspensdes oleosas que sao proibi-
dos para uso humano. Até o presente momento, o tnico adjuvante
aprovado para uso em vacinas humanas é o alumen, uma forma
de hidroxido de aluminio. Embora o alimen ndo seja o adjuvante
mais potente conhecido, ele é utilizado em detrimento de outros,
pois é o mais seguro. Os outros adjuvantes induzem muitas rea-
¢oes adversas. A fung¢do de adjuvante pode também ser fornecida
pelos componentes bacterianos das vacinas, como os componen-
tes da parede celular de Bordetella pertussis na vacina DPT e da
Mycobacterium na vacina contra tuberculose. Atualmente existem
muitas pesquisas sendo conduzidas na tentativa de desenvolver
adjuvantes mais eficientes e seguros.

5.6 Vacinas humanas em uso

Embora a Organizagdo Mundial da Saude recomende um es-
quema de vacinagdo, cada pais adota o esquema que julgar mais
apropriado. No Brasil existem trés calendarios: o de Vacinagao da
Crianca (Tabela 5.4), o de Vacina¢do do Adolescente e o de Vaci-
na¢ao do Adulto e do Idoso. As vacinas presentes nos calendarios
vacinais sdo gratuitas e disponiveis a todos os brasileiros. Além
disso, alguns individuos podem receber vacinas adicionais (Tabela
5.5) quando existe a possibilidade de exposi¢ao a agentes infeccio-
sos em situagdes bastante particulares, como € o caso de viajantes
para areas endémicas de algumas doencas, de profissionais da area
de saide ou de militares. Atualmente também existem vacinas que
nao estdo no calendario vacinal oficial, mas que podem ser ad-
quiridas em clinicas particulares por quem desejar. E o caso, por
exemplo, da vacina contra o HPV (virus do papiloma humano),
que previne o cancer de colo de utero.
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Tabela 5.4 — Calendario brasileiro de vacinacao da crianca

Dose Unica de BCG

12 dose da vacina triplice bacteriana
+ vacina contra Haemophilus

12 dose da vacina oral contra pélio

12 dose da vacina oral de
rotavirus humano

22 dose da vacina triplice bacteriana
+ vacina contra Haemophilus

22 dose da vacina oral contra pélio

22 dose da vacina oral de
rotavirus humano

32 dose da vacina triplice bacteriana
+ vacina contra Haemophilus

32 dose da vacina oral contra poélio

3a dose da vacina contra hepatite B

Dose inicial da vacina
9 meses
contra febre amarela
_ Dose Unica da vacina triplice viral
Reforco da vacina oral contra pélio
15 meses . aF
10 reforgo da vacina triplice
bacteriana (DPT)

2° reforco da vacina
triplice bacteriana

Refor¢o da vacina triplice viral

Reforgo da vacina contra
febre amarela

10 anos

Formas graves de tuberculose
Difteria, tétano, coqueluche, meningite
e outras infec¢des causadas pelo
Haemophilus influenzae tipo B

Poliomielite

Diarreia por rotavirus

Difteria, tétano, coqueluche, meningite
e outras infec¢des causadas pelo
Haemophilus influenzae tipo B

Poliomielite

Diarreia por rotavirus

Difteria, tétano, coqueluche, meningite
e outras infec¢des causadas pelo
Haemophilus influenzae tipo B

Poliomielite

Hepatite B
Febre amarela

Sarampo, rubéola e caxumba

Poliomielite

Difteria, tétano e coqueluche

Difteria, tétano e coqueluche
Sarampo, rubéola e caxumba

Febre amarela




Tabela 5.5 — Vacinas de usos em circunstancias especiais

Veterinarios, tratadores de animais, .
. .. Raiva
vitimas de mordeduras de animais

Tratadores de animais e pessoas
que trabalham com pele, 0ssos, Antrax
|a e cerdas de animais

Militares Meningococo, febre amarela, antrax

Individuos que vivem e
trabalham em regides de floresta
contendo carrapatos infectados
com Borrelia burgdorferi

Doenca de Lyme

Meningococo, febre amarela,
Viajantes para determinadas areas colera, febre tifoide, peste,
encefalite japonesa B

Adaptado de: BENJAMINI et al., 2002, p. 256.

5.7 Impacto das vacinas

O impacto das vacinas foi tdo benéfico que muitas pessoas atu-
almente desconhecem os perigos das doengas por elas prevenidas.
Isso faz com que em algumas partes do mundo um numero cada
vez maior de pais ndo deseje vacinar seus filhos. Além disso, exis-
tem evidéncias de que as vacinas possam induzir rea¢oes adver-
sas severas. Essas reacOes adversas sio muito variaveis, podendo
ir desde eventos leves e passageiros, como febre e dor no local da
aplica¢do, até causar a propria doenca que deveriam prevenir. Esse
evento é chamado de reversdo de patogenicidade, que pode ocor-
rer quando vacinas atenuadas sdo utilizadas em individuos com
algum quadro de imunossupressdo. Existem indicios que ainda
carecem de confirmagdo relacionando o uso de vacinas com o au-
mento de incidéncia de doengas autoimunes e alergias.

Embora tenha havido uma queda enorme no numero de caso
de doencas contra as quais existem vacinas, ha varias doengas que



causam muitas mortes e contra as quais ainda nao existem vacinas,
como AIDS, maldria, esquistossomose, hepatite C, dentre outras.
Mesmo que muitas pesquisas estejam em andamento na tentativa
de obtencdo dessas vacinas e se conhe¢a muito mais do funcio-
namento do sistema imune hoje do que na primeira metade do
século XX, quando a maioria das vacinas atualmente utilizadas fo-
ram descobertas, tem sido muito dificil desenvolver novas vacinas.
Com frequéncia, a dificuldade para se desenvolver uma vacina
nova esta relacionada as caracteristicas do agente infeccioso, que
geralmente apresenta mecanismos de escape do sistema imune. O
uso de ferramentas de Biologia Molecular tem sido uma estratégia
diferente daquelas utilizadas no passado, cada vez mais recorrente
para desenvolver novas vacinas, embora, até agora, bem poucas
vacinas tenham sido desenvolvidas com essa abordagem. Outra
estratégia que tem sido bastante pesquisada ¢ a utilizacao de virus
recombinantes como carregadores de antigenos, mesmo que até o
presente momento nenhuma vacina para uso humano utilizando
essa estratégia tenha sido licenciada.



Resumo

O uso de soros e vacinas tem salvado a vida de milhoes de pesso-
as e reduzido a incidéncia de muitas doencas infecciosas comuns.
Os soros sdo constituidos de anticorpos que conferem protecao
imediata contra uma determinada doenca, porém nao conferem
protecdao em longo prazo. Ja as vacinas sao constituidas de antige-
nos do agente infeccioso contra o qual se deseja induzir protecao,
além de substancias inespecificas chamadas adjuvantes. A respos-
ta imune gerada pelas vacinas aparece algumas semanas apds sua
administragdo, porém a imunidade pode durar por muitos anos.
As vacinas podem ser constituidas de micro-organismos inteiros
atenuados ou inativados ou de macromoléculas purificadas, cada
tipo de vacina oferece vantagens e desvantagens. Atualmente ha
inumeras outras estratégias sendo estudadas na tentativa de se ge-
rar protecao contra diversas doengas contra os quais ainda nao
existem vacinas eficazes disponiveis.
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Hipersensibilidades e doencas
autoimunes

Ao estudar este capitulo, vocé compreenderd os mecanis-
mos imunoldgicos envolvidos em algumas reacées imunes
consideradas inapropriadas, visto que, em vez conferirem
protegdo, provocam alguns sintomas e sinais clinicos indese-
javeis e conhecidos por vocés, como a rinite alérgica, a asma
e a incompatibilidade Rh. Estamos nos referindo ds reagoes
de hipersensibilidade. Elas sdo de quatro tipos, ou seja, tipo
L II, 111 e 1V. As reagées de hipersensibilidade do tipo I, II e
III sdo mediadas por anticorpos, enquanto a reagdo de hi-
persensibilidade do tipo IV é mediada pelas células T. Dis-
cutiremos também a autoimunidade e os fatores que podem
contribuir com a manifestagdo de doencas autoimunes. Essas
doengas envolvem a ativagdo de mecanismos imunoldgicos
que também sdo indesejdveis na medida em que colaboram

com o comprometimento ou a destrui¢do do(s) érgdo(s) e/ou
do(s) tecido(s) envolvido(s).







Alérgenos

Sao substancias que em alguns indi-

Hipersensibilidades e doencas autoimunes

6.1 Introducao

Ha fendmenos imunoldgicos que nem sempre implicam na pro-
tecdo dos organismos. Neste capitulo abordaremos mecanismos
imunoldgicos que, por vezes, sdo exacerbados e, ao contrario de
conferirem prote¢do, podem gerar respostas que levem a lesdo de
certos tecidos dos organismos.

Vamos iniciar o nosso estudo com as reagdes de hipersensi-
bilidades. Elas podem ser de quatro tipos: I, II, III e IV. De um
modo geral, podemos dizer que as reagdes de hipersensibilidades
do tipo L, II e III sao mediadas por anticorpos, enquanto as rea-
¢oes de hipersensibilidades do tipo IV sao mediadas por células.
Cada uma delas deflagra mecanismos distintos que podem causar
diferentes doencas.

6.2 Hipersensibilidade do tipo |

viduos tém a capacidade de induzir a

producdo de anticorpos IgE especificos Comecemos pela reacao de hipersensibilidade do
em humanos [anticorpos anafilaticos tipo I. Essa reagdo ¢ também conhecida como reagao
(do latim, ana = contra, filaxis = prote- de hipersensibilidade imediata ou anafilética.

¢ao)]. Essas substancias sao encontra-

das no meio ambiente e podem inva- Como dito anteriormente, essa reagdo é considera-
dir os organismos por diferentes vias, da genericamente como “mediada por anticorpos” A

ou seja, através da inalacao, de compo-
nentes da dieta ou até mesmo da ad-
ministracdo de certos farmacos.

classe de anticorpo envolvida nessas reagoes ¢ a IgE.
Essas reagdes sdo causadas pela ligagdo cruzada de an-
tigenos, nesse caso os alérgenos, as moléculas de IgE,
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que, por sua vez, estao ligadas ao FceRI na superficie dos mastoci-

tos e basofilos. Mas como isso acontece?

Vamos detalhar o processo. Ap6s a primeira exposi¢ao ao alér-
geno, alguns individuos respondem ativando fortemente linfécitos
T CD4" do tipo T, 2, que, por sua vez, induzem a produgio de an-
ticorpos preferencialmente da classe IgE. A sintese de IgE pode ser
regulada por diversos fatores: hereditarios e ambientais (exposi¢ao
natural ao alérgeno). Cabe destacar que a IgE tem uma alta afini-
dade pelo seu receptor FceRI (FceRI, do inglés, High Affinity IgE
Receptor, que significa receptor de alta afinidade para a porgao Fc
de IgE), que é encontrado na superficie de mastocitos e basdfilos.
As moléculas de IgE, uma vez produzidas, podem se ligar aos re-
ceptores presentes nessas células. Os mastdcitos e os basoéfilos sao
essenciais nessa etapa e, por esse motivo, sio conhecidos como
componentes celulares primarios. Exposices sucessivas ao mesmo
alérgeno podem deflagrar uma reagdo de hipersensibilidade caso
o alérgeno forme uma ponte (ligagao de forma cruzada) com duas
moléculas de IgE adjacentes que estdo ligadas aos mastdcitos ou
basofilos. Quando isso acontece, observam-se a degranulagio e a
liberagdo de mediadores quimicos estocados em mastdcitos (ou
basofilos) (Figura 6.1).

A liberagao desses mediadores quimicos requer energia, e uma
série de eventos é observada:

a) aumento no influxo de célcio nos mastdcitos;
b) ativagdo da enzima fosfodiesterase intracelular;

¢) queda nos niveis intracelulares de monofosfato ciclico de ade-
nosina (AMPc);

d) migracao dos granulos citoplasmaticos contendo os mediado-
res para a superficie da célula;

e) fusdo das membranas dos granulos com a membrana celular; e

f) liberacdo do conteudo dos granulos (mediadores quimicos)
para o exterior da célula (exocitose).

Os sintomas decorrentes da reacao de hipersensibilidade do
tipo I, mediada por IgE, sao explicados pela acao dos mediadores
quimicos liberados pelos mastdcitos (ou basoéfilos) ativados.

Estasigla é utilizada para
se referir ao receptor

ao qual a por¢do Fc da
molécula de IgE se liga.
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Antigeno Esses mediadores quimicos responsa-
veis pelas reagdes anafilaticas sdo divididos
em dois grupos: os pré-formados e os neo-
formados (Tabela 6.1).

y/ Anticorpo da classe Os mediadores pré-formados sao aque-

IgE (anti-antigeno) . ) .
g g les sintetizados previamente pela deflagra-

¢do da reagdo e armazenados nos granu-

é/FceRl los de mastdcitos (ou baséfilos). Sao eles
E a histamina, a serotonina, os fatores qui-
A miotaticos, a heparina, as enzimas e oS

proteoglicanos.

Os mediadores neoformados incluem
os mediadores lipidicos e varias citocinas.

Os mediadores lipidicos sao formados pela
acdo da enzima fosfolipase. Apos a degra-

Figura 6.1 - Degranulacao nulacdo dos mastocitos (ou baséfilos), as alteragdes nas mem-
de mastdcitos mediada pela . . .

ligagio cruzada do antigeno branas celulares fazem com que a enzima fosfolipase A2 libere o
as moléculas de IgE adjacentes acido araquidonico. O acido araquidonico é subsequentemente
ligadas ao receptor FceRl. d dad ia 1i . il . 1 tri
(Adaptado de COICO; SUNSHINE, egradado, via lipo-oxigenase ou ciclo-oxigenase, a leucotrienos
2009, p. 223). ou prostaglandinas e mediadores tromboxanos, respectivamente.

A lisofosforilcolina acetilada forma o fator ativador de plaqueta
(PAE, do inglés, Platelet-activating Factor). Dentre as citocinas
(mediadores neoformados) merecem destaque TNF-q, IL-1, IL-4,
IL-5, IL-6, IL-13, IL-3 e GM-CSE

Em suma, os efeitos farmacoldgicos decorrentes da liberagao
desses mediadores quimicos sio o aumento da permeabilidade
vascular, a contragdo da musculatura lisa e o influxo de eosindfilos.

Choque anafilatico

Um quadro bastante grave e que pode ser letal é 0 “choque anafilatico”. Nes-
se caso em particular, hd uma ativacao disseminada de mastdcitos que, apos
a degranulacéo e a liberacao dos mediadores quimicos (histamina em alta
concentragao), provoca um aumento da permeabilidade vascular, o liquido
do espaco vascular é, entao, extravasado para o extracelular e ha significati-
va queda no tonus vascular e da pressao sanguinea, constricao das vias res-
piratdrias e fechamento de epiglote, causando o sufocamento.
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A reacgdo da “fase tardia” se caracteriza por uma resposta inflamatoéria a
componentes da matriz granular dos mastdcitos, que pode ser potencia-
lizada pela agdo de citocinas responsaveis pelo recrutamento de eosiné-
filos e pelo aumento da expressdo de moléculas de adesdo celular.

Tabela 6.1 - Principais mediadores da anafilaxia

Mediadores

Histamina

Serotonina
(roedores e herbivoros)

Pré-formados

Citocinas

Caracteristicas
estruturais

[ imidazol
etilamina
PM 111 kDa

5-hidroxitriptamina
PM 176 kDa

TNF
PM 51 kDa

Funcoes principais

Contragao de musculo liso

Aumento da
permeabilidade vascular

Producdo de muco

Contragao de musculo
liso, aumento da
permeabilidade vascular

Recrutamento de leucdcitos

Leucotrienos, C4,D4,E4

Prostaglandina D2

PAF (Platelet-activating
Factor, do inglés, fator
ativador de plaquetas)

Neoformados

Citocinas (TNF, IL-1, IL-4,
IL-5, IL-3 e GM-CSF)

Derivados do 4cido
araquidonico (via
lipoxigenase)

Derivados do 4cido
araquidonico (via
ciclo-oxigenase)

Fosfolipideos derivados
da fosforilcolina

Hormonios proteicos
PM < 26 kDa
TNF (trimero)

PM 51 kDa

Contragao prolongada de

musculo liso, aumento da

permeabilidade vascular,
producdo de muco

Vasodilatacao e
broncoconstricao

Aumento da
permeabilidade vascular,
broncoconstri¢ao, migragao
e ativacao de leucécitos

Recrutamento e
ativacao de leucocitos,
producao e maturagao

de células efetoras

Adaptado de CALICH; VAZ, 2009, p. 215.

A Tabela 6.2 a seguir apresenta um sumdrio que relaciona a pato-
logia com os alérgenos, a via de entrada e as reagdes observadas nos

0rganismos.
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Tabela 6.2 - Sumario relacionando a patologia, os alérgenos, a via
de entrada e as reacoes de hipersensibilidade do tipo |

Anafilaxia drogas, soro, edema, aumento de permeabilidade
P venenos, Intravenosa vascular, oclusdo da traqueia, colapso
sistémica : . s
sementes do sistema circulatorio, morte
. venenos de .
Anafilaxia local . Subcutanea edema local
insetos

vasodilatacdo e edema da mucosa

- o 6len, fezes < - .
Rinite alérgica pde Scaros Inalagao nasal, obstrucao nasal e espirros,
aumento da secrecdo de muco
contracao da musculatura
- polen, fezes < lisa, reducao do fluxo aéreo,
Asma bronquica . Inalagao <
de acaros aumento da secre¢ao de muco,
inflamacao das vias respiratdrias
Oral — estes alérgenos precisam
Alergia a produtos leite, trigo, ser absorvidos atraves da coceira, urticaria, vomito
glaak ovos, frutos mucosa da boca e dos labios L L
da dieta . . diarreia, anafilaxia
do mar ou ser resistentes a enzimas

digestivas e ao pH baixo

Adaptado de MURPHY et al., 2008, p. 557.

Na nossa rotina, o contato com as substancias (alérgenos) é fre-
quente. A pergunta que surge ¢ a seguinte: por que somente em
algumas pessoas essas substincias ativam mecanismos imunes
exacerbados, caracteristicos de reagdes de hipersensibilidade do
tipo I?

Para responder a esse questionamento, devemos considerar va-
rios fatores, entre eles o genético e o ambiental. Ao que parece, ha

Atopia uma predisposi¢do genética as doengas atdpicas. Vale aqui uma
Atopia é palavra grega que
significa “singularidade”

e é usada para as reagdes
de hipersensibilidade do
tipo | mediadas por IgE.

A atopia é influenciada

por indmeros genes.

explica¢ao sobre o termo atopia. Ha evidéncias que sugerem que
as reagoes de hipersensibilidade mediadas por IgE sejam genetica-
mente controladas por genes ligados ao MHC que se encontram
no cromossomo 6. Outros genes de grande importancia sdo aque-

ee 0o 0000000000000

les responsaveis pela regulagdo da expressao da molécula de IgE. A
cadeia B do receptor de IgE de alta afinidade, o FceRlI, é codificada
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pelo gene localizado no cromossomo 11. Ressaltam-se, ainda, os
grupos de genes localizados no cromossomo 5 que sdo envolvidos
no direcionamento da resposta T, 2/IL-4, que inclui a expressdo de
varias citocinas responsaveis pelo switch (troca) de classe da IgE,
pela sobrevivéncia de eosindfilos e pela proliferacao de mastdcitos,
como a IL-3, IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 e GM-CSE Em pacientes ato-
picos verifica-se que polimorfismos no promotor do gene da IL-4
estdo associados a um aumento nos niveis de IgE.

Quanto aos fatores ambientais, ha evidéncias que sugerem a as-
sociagdo desses fatores a um aumento da incidéncia de alergias
no mundo. Essas evidéncias levaram a formula¢do da “hipdtese
da higiene”, que é baseada em algumas constatagdes, como, por
exemplo, a indugdo da ativa¢do de linfécitos T CD4* do tipo T 1
decorrente da exposi¢ao a micro-organismos na infancia que leva
a uma diminui¢do no risco do desenvolvimento de doengas alérgi-
cas; a asma € rara nas areas em que a tuberculose é comum; crescer
em fazendas e estar exposto ao gado diminuem o risco de asma.
Todos esses relatos servem de subsidio para as pesquisas que bus-
cam ainda uma melhor compreensao sobre esse tema.

Tratamento
o Identificar, evitar e remover os alérgenos.

o Terapia de dessensibilizagdo ou hipossensibilizagcdo — consiste
na administragdo de quantidades muito pequenas do alérgeno.
Com o tempo, a quantidade de alérgeno é aumentada de forma
progressiva. Esse procedimento leva a formagao de anticorpos
da classe IgG que se ligam ao antigeno. Desse modo, a ligagao
do antigeno as moléculas de IgE fica impedida, evitando-se,
assim, o desencadeamento de reagdes anafilaticas. Esse tipo
de tratamento muitas vezes é eficaz, uma vez que induz uma
mudanga, um desvio de uma resposta T, 2 (IgE) para T 1, re-
duzindo os niveis de IgE e o nimero de mastdcitos no local da
reacgdo alérgica.

o Uso de bloqueadores dos efeitos finais da liberagdo do media-
dor - agonistas 2 adrenérgicos — por exemplo, o salbutamol
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simula os efeitos do sistema nervoso simpatico e atua evitando
a contracdo da musculatura lisa dos bronquios em pacientes
asmaticos.

o A epinefrina (adrenalina) é utilizada no tratamento da anafila-
xia quando a pressdo arterial sofre uma queda significativa pelo
extravasamento do liquido dos vasos para os tecidos, causado
pelo aumento na permeabilidade vascular. A epinefrina au-
menta a pressao arterial e reverte a obstrucdo das vias aéreas.

o Acredita-se que a atuagdo do cromoglicato de sodio seja na es-
tabiliza¢io dos mastdcitos e na redu¢do da sua degranulagio. E
utilizado principalmente nas crises de asma.

 Os corticosteroides atuam de modo a evitar a reagao de hiper-
sensibilidade imediata, a fase tardia e a inflamagdo alérgica
cronica.

 Os anti-histaminicos bloqueiam os receptores de histamina
especificos.

« Os bloqueadores de receptores de leucotrieno, os inibidores da
ciclo-oxigenase e os broncodilatadores sdo, por vezes, utiliza-
dos para aliviar os sintomas alérgicos.

6.3 Hipersensibilidade do tipo Il

Passemos agora a abordar as reag¢des de hipersensibilidade do
tipo II ou citotoxica.

Essas reagdes também sdo mediadas por anticorpos. Os anticor-
pos sdo da classe IgG ou IgM, que se ligam a superficie celular ou a
matriz extracelular (membrana basal). Como consequéncia dessa
ligacdo, a célula-alvo é danificada ou destruida. Os mecanismos
que levam a destruicao da célula-alvo sao os seguintes:

1. Reagdes que envolvem a participagao do Sistema Comple-
mento: a ligacdo dos anticorpos a superficie celular pode le-
var a ativagdo do Sistema Complemento. Como consequéncia
da ativacdo da cascata do complemento, observa-se a lise da
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célula-alvo ou a opsonizagdo, ou seja, a fagocitose facilitada,
mediada por receptores para a por¢ao Fc ou para o componen-
te C3b, que leva a destruigao das células-alvo por macréfagos
e neutrdfilos;

2. Citotoxicidade dependente de anticorpos: as células-alvo
recobertas por anticorpos sdo lisadas pela agdo de células ci-
totéxicas dependentes de anticorpos (ADCC, do inglés, Anti-
body-dependent Cell-mediated Cytolysis, que significa citdlise
mediada por célula, dependente de anticorpo) que possuem na
superficie de membrana receptores para porc¢ao Fc de IgG; e

3. Disfun¢do celular mediada por anticorpos: a produgdo de
anticorpos especificos para receptores pode levar a perda fun-
cional normal desses receptores. Como exemplo, citamos os
autoanticorpos produzidos contra os receptores de acetilcolina
presentes nas sinapses das placas motoras dos musculos esque-
léticos. Esses autoanticorpos, ao se ligarem aos receptores de
acetilcolina, impedem a ligagdo da acetilcolina nesses recepto-
res, interferem na atividade funcional desses receptores e pro-
vocam fraqueza muscular (Figura 6.2).

As reagdes de hipersensibilidade do tipo II ou citotoxicas se ve-
rificam nas seguintes situacdes:

« A incompatibilidade do sistema ABO: quando a transfusao
de sangue ¢ realizada entre individuos incompativeis no sis-
tema ABO, observa-se a destrui¢do das hemacias do doador.
Essa destruicdo é explicada pela ligagdo dos anticorpos naturais
presentes no receptor. Como esses anticorpos naturais sao da
classe IgM e sendo essa molécula altamente eficiente na ativa-
¢do do Sistema Complemento, o resultado desse procedimento
desastroso ¢ a lise das hemacias (hemolise).

+ A incompatibilidade com o fator Rh: a sensibiliza¢gdo de uma
mae Rh- podera ocorrer durante a primeira gestagdo. Essa
sensibilizacdo podera acontecer se o feto for Rh+ e se alguns
eritrécitos desse bebé atingirem a circulagdo materna durante
o parto. A mae, ao ser exposta a esses eritrocitos Rh+, produ-
zira anticorpos contra o fator Rh da classe IgG. Sabemos que
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essa molécula é capaz de atravessar a placenta. Desse modo,
em uma segunda gestacao de um filho Rh+, esses anticorpos
poderdo atravessar a placenta, ligar-se aos determinantes Rh+
e promover a destruicdo dos eritrdcitos do feto pelo efeito op-
sonizante da por¢ao Fc de IgG, que interage com os receptores
para a por¢ao Fc presentes em células fagociticas do bago e do
tigado. Esse quadro ¢ conhecido como doenga hemolitica do
recém-nascido.

4 R
e Mediado pelo complemento o
A ataque a
—— membrana —y. @
+ Ac (anticorpo) L
+ Complemento Lise osmética
‘ o— C3b
Célula alvo y . Fagocitose pelo
Receptor Fc Receptor “N macrofdgo
A
b Q-r
Macréfago x_)
Opsonizagao
9 ADCC (célula citotéxica dependente de anticorpo) @ Anticorpos anti-receptor
Célula alvo
Acetilcolina
“ Placa motora em
0/)00 *
g y 2o
Do —>
Apoptose da
Receptor Fc célulaT
célula NK
. J

Figura 6.2 — Mecanismos imunolégicos envolvidos nas rea¢des de hipersensibilidade do tipo II.
(Adaptado de COICO; SUNSHINE, 2009, p. 238).
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» Reagoes induzidas por drogas: algumas drogas sdo haptenos.
Alguns farmacos se ligam a células ou a outros componentes do
sangue e induzem a produgao de anticorpos. A ligacao desses
anticorpos as células revestidas com essas drogas pode levar a
destruicao das células-alvo pelos mecanismos citados nos itens
anteriormente.

» Reagdes autoimunes: esta situacdo se verifica quando ha a
produgdo de autoanticorpos contra componentes do proprio
organismo. A ligacdo desses autoanticorpos aos componentes
proprios pode levar a sua destruicao. Um exemplo é a purpura
trombocitopénica idiopatica. Nesses casos, os anticorpos siao
produzidos contra as plaquetas do préprio individuo. Como
consequéncia dessa ligagdo, as plaquetas sao destruidas pela
ativacao do Sistema Complemento (lise) ou pela acao de cé-
lulas fagociticas (opsonizagdo). A perda de plaquetas leva ao
sangramento, cujo quadro clinico é conhecido como purpura.

6.4 Reacoes de hipersensibilidade do tipo Il

Esta reacdo é mediada por anticorpos que sdo produzidos
apos a exposicdo a antigenos de natureza soluvel. A ligagdo des-
ses anticorpos aos antigenos soliveis pode levar a formagao de
imunocomplexos.

Em geral, os imunocomplexos sao formados quando a quantida-
de de antigeno ¢ superior a dos anticorpos. Esses imunocomplexos
podem causar varios tipos de danos ao organismo. Destacam-se 0s
casos em que se observa um excesso de antigeno, como, por exem-
plo, em infec¢des persistentes ou em doengas autoimunes. Nessas
situagoes, verifica-se a formagdo de imunocomplexos soliveis na
corrente sanguinea que se depositam na parede das arteriolas, glo-
mérulos e juntas (Figura 6.3).

Outra possibilidade de forma¢do de imunocomplexos é verifi-
cada nas situagdes em que pacientes sensibilizados sao expostos
a inalagdo repetida de antigenos. Nessa situacdo observam-se a
formacdo e a deposi¢do extravascular dos imunocomplexos nos
tecidos.

Haptenos

Substancias de baixo peso
molecular que, por si s6,
nao sao imunogénicas;
contudo, se acopladas a
um carreador, tornam-se
potentes imunégenos.



Figura 6.3 — Mecanismos
imunolégicos envolvidos nas
reacdes de hipersensibilidade
do tipo Ill. (Adaptado de COICO;
SUNSHINE, 2009, p. 242).
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As reagdes de hipersensibilidade do tipo III podem ser sistémi-
cas ou localizadas:

Reacao sistémica (doenca do soro)

Previamente ao advento dos antibidticos, o soro imune de equi-
nos (soroterapia) era utilizado no tratamento de pacientes com
infecgdes. Transcorrido um periodo equivalente entre sete e dez
dias da inje¢ao do soro heterdlogo, observavam-se nesses pacien-
tes a formacéo e a deposi¢cdo de imunocomplexos nos tecidos, se-
guidas de reagdes inflamatdrias intensas. Os pacientes apresenta-
vam sinais clinicos caracterizados por febre, calafrios, adenopatia,
vermelhiddo, artrite, dores nas articulacdes e, em alguns casos,
glomerulonefrite.

Hoje sabemos que a inje¢do de grandes quantidades de soro he-
terologo de uma espécie diferente é capaz de induzir no organismo
receptor a produ¢do de anticorpos contra a imunoglobulina nao
propria (presente no soro heterélogo previamente administrado).
Quando esses imunocomplexos sao formados, observam-se os
sintomas conhecidos da doenca do soro.

O conhecimento sobre esses mecanismos que levam a formacao
desses imunocomplexos e as respectivas consequéncias clinicas as-
sume grande importancia atual, uma vez que anticorpos monoclo-
nais produzidos em camundongos ou ratos sdo utilizados em pa-
cientes com neoplasia, doengas autoimunes e rejeicao de enxerto.

Reacao localizada (reacao de Arthus)

Esta reacao tem essa denominagdo porque foi constatada pelo
pesquisador francés Arthus, que, em 1903, observou reagdes cada
vez mais graves em coelhos a medida que o soro de cavalo era
repetidamente injetado nesses animais, por via intradérmica. Ini-
cialmente, nas primeiras 24 horas ap6s a inje¢ao do soro de cava-
lo, observavam-se nos coelhos, no local da inje¢do, vermelhidao e
edema. Contudo, com as inje¢cdes subsequentes do soro de cavalo,
lesdes hemorragicas acompanhadas de necrose eram percebidas.
Esse tipo de reagao de hipersensibilidade do tipo III caracteriza-se
pela formac¢ao de imunocomplexos localizados.
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Cabe ressaltar que a ativagdo do complemento, a migracao e o
acumulo de leucdcitos polimorfonucleares sao eventos observa-
dos nas reagdes de hipersensibilidade do tipo III, quer sejam essas
sistémicas ou localizadas.

Reagdes de hipersensilidade do tipo III sdo observadas, ainda,
em pacientes que apresentam certos tipos de doencas autoimunes.
A formacao de imunocomplexos é observada em pacientes que
desenvolvem, por exemplo, o lupus eritematoso sistémico. Nessa
condicao, antigenos endégenos como o DNA pode servir de alvo
para autoanticorpos. Do mesmo modo, pacientes com artrite reu-
matoide apresentam no soro o fator reumatoide, que é um autoan-
ticorpo (IgM) que se liga a por¢ao Fc de IgG normal.

6.5 Reac¢oes de hipersensibilidade do tipo IV
ou tardia

Este tipo de reacdo de hipersensibilidade, diferentemente das
reagdes de hipersensibilidades previamente estudadas, ¢ mediado
por linfécitos T antigeno-especificos.

Por que chamamos essa reagdo de tardia?

A razdo é temporal. Apo6s ainoculagao do antigeno, cercade uma
trés dias sdo necessarios para que a resposta imune seja observada.

Um exemplo cldssico dessa reagdo é o teste tuberculinico (teste
de Mantoux), que ¢ utilizado com o objetivo de avaliar se o indi-
viduo foi previamente infectado ou vacinado com Mycobacterium
tuberculosis. Para tanto, uma pequena quantidade de antigeno,
usualmente o extrato proteico de M. tuberculosis, o PPD (do in-
glés, Purified Protein Derivative), é inoculado por via intradérmi-
ca. A reacdo se desenvolve lentamente entre 12 e 24 horas apds a
injecdo do antigeno e atinge a reatividade mdxima apds 24 a 48
horas. Observam-se inicialmente eritema (vermelhiddo) e um in-
filtrado neutrofilico. Posteriormente, um infiltrado constituido de
células mononucleares (linfocitos e macrofagos) é acompanhado
de enrijecimento da regiao do indculo.
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Mecanismos celulares envolvidos nessa reagao

Essa reagdo ¢ mediada por linfocitos T do tipo T ,1, que migram
para o local da inoculagdo e reconhecem os peptideos antigéni-
cos associados as moléculas de Classe II do MHC. Varias citoci-
nas inflamatdrias sdo liberadas, entre elas destacamos IFN-vy, IL-8,
TNF-a, IL-3 e GM-CSE Essas citocinas promovem aumento na
permeabilidade vascular, eritema, recrutamento e ativagdo de ma-
créfagos no local da inoculagao. Outra citocina liberada por essas
células é a IL-12, que tem a propriedade de inibir T 2, direcionan-
do, portanto, a resposta para T 1, que libera citocinas que ativardo
macrofagos.

Consequéncias da reacao de hipersensibilidade tardia

o Destrui¢do dos antigenos pelos macrdfagos (ingestao, ativagao
de macréfagos pelo IFN-y e degradacao dos antigenos pela
acdo de enzimas lisossomais e por produtos derivados da ex-
plosao respiratoria).

» Nos casos em que o antigeno encontra-se protegido (ovo de - Necrose caseosa
Necrose caseosa ou necrose

de caseificacédo é outra forma
observa-se um acimulo de macrdfagos que leva ao agrupa- - peculiar de necrose que

- recebe esse nome porque

. a estrutura necrosada

las gigantes e contribuir para o granuloma. Como pode haver a assemelha-se grosseiramente

esquistossoma e microbactérias encapsuladas com lipideos),
mento de células epitelioides que se fundem para formar célu-

substitui¢ao de tecido normal por granulomas, isso pode levar :  amassa grumosa do queijo
. branco, fresco (caseum).

a necrose caseosa.

Classificacao das reacoes de hipersensibilidade do tipo IV

As reagdes de hipersensibilidade do tipo IV se classificam em:

1. contato;

2. tuberculina; e As variantes das reagdes de hipersensibilidade do tipo IV

3. granulomatosa. Reacdo tardia Tempo maximo de reacdo

. ~ Contato 48 - 72 horas
Essa classificagao é baseada no tempo, -

em sintomas clinicos e nas observagoes Tuberculina 48-72 horas
histolégicas (Figura 6.4).

Granulomatosa 21 - 28 dias

Figura 6.4 — As variantes das rea¢6es de hipersensibilidade do tipo
tardia. (Adaptado de MALE et al., 2006, p. 478).
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Os linfécitos T CD8* podem estar presentes nas reagdes de hi-
persensibilidade tipo IV e causar dano aos tecidos através da ativa-
¢do de mecanismos de citotoxicidade. Isso se observa com certos
agentes quimicos, soluveis em lipideos, que sdo capazes de induzir
respostas de hipersensibilidade tardia. Esses agentes quimicos, ao
atravessarem a membrana celular, reagem com proteinas citosoli-
cas e geram peptideos modificados. Esses peptideos sdo transloca-
dos para o reticulo endoplasmatico, expostos na superficie celular
e associados as moléculas de Classe I do MHC. As células apresen-
tando esses peptideos podem ser destruidas pela agdo dos linféci-
tos T CD8*. Como exemplo citamos a substancia quimica da hera
venenosa, o pentadecilcatecol (Figura 6.5).

Estimulacao Doenca

continua
\ Granuloma

Hipersensibilidade

Antigeno de contato o
o
N —
Resposta a I _
tuberculina g
Intradémica /soltvel Diagnostico £ N N

Figura 6.5 — Papel dos linfécitos T auxiliadores especificos nas reagdes de
hipersensibilidade do tipo IV. (Adaptado de MALE et al., 2006, p. 483).

6.6 Doencas autoimunes

Primeiramente precisamos ter clareza sobre o conceito de doen-
¢a autoimune e de autoimunidade. E importante entender o signi-
ficado desses termos e saber distingui-los.

Certo numero de doengas sio consideradas autoimunes pela
sua natureza. Isso significa dizer que os mecanismos imunoldgicos
observados nessas patologias sdo resultantes de uma “falha” na to-
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lerancia aos constituintes proprios do organismo. Esses mecanis-
mos imunolégicos podem envolver a participagao de linfocitos T e
de moléculas de anticorpos e afetar (danificar) varios 6rgaos e/ou
tecidos do organismo. Nessas doengas, um ou mais de um tipo de
reagdes de hipersensibilidade podem ser observados.

Autoimunidade, diferentemente da doenca autoimune, pode
ser entendida como uma resposta do organismo que nem sempre
¢ prejudicial e pode ser observada durante o desenvolvimento de
uma resposta imune. Como exemplo citamos o reconhecimento
dos idiotipos préprios por anticorpos anti-idiotipos, essenciais
para a diversificacdo e a regulacdo das respostas imunes.

Passemos a entender as causas da autoimunidade:

Existe uma série de fatores que, de forma individual ou associa-
dos e sob certas condi¢oes, podem contribuir para o desenvolvi-
mento de uma doenca autoimune. Dentre eles citamos os fatores fi-
sicos e quimicos, a idade, o sexo, os fatores hormonais e bioldgicos/
infecciosos, a exposi¢do a estimulos estressores e a predisposicao
genética. A Figura 6.6 mostra a associagdo entre algumas moléculas
do MHC e o desenvolvimento de certas doengas autoimunes.

Os mecanismos imunopatologicos que podem levar a doencas
autoimunes sao varios, entre eles citamos as anormalidades na se-
lecao dos linfdcitos (ja discutidas no Capitulo 4, em que foi vista
a biologia dos linfécitos T), a alteragdo na tolerdncia periférica, a
ativagdo linfocitaria policlonal, as reagdes cruzadas entre antige-
nos estranhos e préprios ao organismo, a regulagdo anormal de
respostas linfocitarias e a formagdo de neoantigenos ou liberagao
de antigenos sequestrados, previamente nao apresentados para a
tolerancia imunolégica.

As doencas autoimunes podem ser classificadas em doencas or-
gao/tecido especificas ou sistémicas.

Nas doencas autoimunes 6rgao/tecido especificas, a resposta
imune ¢ dirigida contra antigenos associados a um dérgao/tecido-
alvo e, nas doengas autoimunes sistémicas, as rea¢des imunes sao
dirigidas contra antigenos associados a varios 6rgaos/tecidos-alvo.
Na figura 6.7 temos um sumario dessas doencas.
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Figura 6.6 — Associacdes HLA em doencas. (Adaptado de MALE et al., 2006, p. 368).

Com relagao ao diagnostico dessas doengas autoimunes, o que
devemos considerar?

As evidéncias clinicas (sintomas e auséncia de outra causa ou
de uma reagao secundaria) devem ser acompanhadas de uma ava-
liagdo criteriosa da presenca de reagdes autoimunes. Para tanto,
ensaios imunoloégicos que permitam a detecgdo de autoanticorpos
e/ou células auto-T reativas devem ser conduzidos. Os testes imu-
noldgicos, comumente utilizados para essa finalidade, sdo os de
imunofluorescéncia, ELISA e radioimunoensaio, embora, em al-
guns casos, testes bioquimicos sejam também solicitados.

Como é feito o tratamento das doencas autoimunes?

O tratamento das doengas autoimunes envolve diferentes
abordagens:
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Colite ulcerativa
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Sindrome de Sjogren
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Figura 6.7 — O espectro das doencas
autoimunes. (Adaptado de MALE et al.,
2006, p. 367).

1. administracdo de drogas anti-inflamatérias ndo esteroidais,

drogas anti-inflamatérias esteroidais e drogas citotdxicas

il’l’lul’lOSSl.lpI' €ssoras;

2. administragdo de drogas que atuam no controle metabdlico.

A vitamina B12 é administrada em pacientes que apresentam

anemia perniciosa;

3. drogas anticolinesterase e timectomia, indicadas na Miastenia

gravis. A Miastenia gravis é uma doen¢a neuromuscular que
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leva a fraqueza e fadiga muscular anormalmente rdpida dos
musculos voluntarios. A fraqueza é causada pela ligagdo de
anticorpos aos receptores de acetilcolina presentes na jungao
neuromuscular pds-sindptica, bloqueando, portanto, a liga¢ao
da acetilcolina no referido receptor;

4. plasmaferesis (terapia que envolve a remocao do plasma, que é
substituido por albumina do soro normal ou por plasma). Pode
ser indicada no tratamento de doengas como a de Guillain-Bar-
ré, no lupus eritematoso sistémico, na sindrome de Goodpas-
ture. A sindrome de Goodpasture é também conhecida como
doenca de Goodpasture e doenca antimembrana basal glome-
rular. E uma rara condicdo caracterizada por répida destruicao
dos rins e por hemorragia dos pulmées; e

5. esplenectomia (doencas hemoliticas e na purpura trombocito-
pénica idiopatica).

Resumo

Aprendemos que as reacoes de hipersensibilidade do tipo I sao
mediadas por anticorpos. Nessa resposta, os alérgenos induzem a
ativacao de linfécitos T, 2. Essas células liberam citocinas que re-
sultam na produc¢ao de anticorpos da classe IgE. Esses anticorpos
se ligam a receptores presentes em mastdcitos e/ou basofilos. Apds
sucessivas exposi¢oes a0 mesmo alérgeno, poderemos observar a
ligacdo cruzada de duas moléculas de IgE adjacentes, e tal evento
podera estimular a liberacdo de mediadores quimicos presentes
nos granulos de mastocitos e basdfilos. Esses mediadores quimi-
cos sdo responsaveis pelo aumento da permeabilidade vascular,
pela contra¢do da musculatura lisa e pelo recrutamento de eosiné-
filos. O resultado dessas reagdes provoca quadros de rinite alérgi-
ca, alergia a alimentos, asma e reagdes sistémicas graves, como o
choque anafilatico.

As reagdes de hipersensibilidade do tipo II sdo mediadas por
anticorpos da classe IgM e IgG. Esses anticorpos se ligam a super-
ficie das células-alvo e causam danos através da ativacao de me-
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canismos que envolvem a ativagdo do Sistema Complemento e a
ativagdo de células fagociticas (opsonizagao) e de células citotoxi-
cas dependentes de anticorpos. Um exemplo bastante conhecido
desse tipo de reacgdo é a incompatibilidade do sistema ABO e Rh.

As reagdes de hipersensibilidade do tipo III, igualmente, sdo
mediadas por anticorpos. Sao formados complexos imunes (an-
tigenos—anticorpos) que tém a propriedade de ativar o Sistema
Complemento. Uma vez liberados, alguns componentes desse sis-
tema poderdo causar o aumento da permeabilidade vascular e a
quimiotaxia e favorecer a fagocitose. Esses eventos sao observados
nas reagdes de hipersensibilidade que podem se manifestar de for-
ma sistémica ou localizada.

As reagoes de hipersensibilidade do tipo IV sao mediadas por
linfécitos T. Essa reagdo envolve a participagdo de linfécitos T ;1
e a secre¢do de citocinas e quimiocinas que levam a ativagao
de macrofagos. As reagdes de hipersensibilidade sao classifica-
das em reagdes de hipersensibilidade de contato, tuberculinica e
granulomatosa.
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HIV/AIDS

O que vem a ser AIDS? O que diferencia um individuo
com AIDS de um individuo portador do virus HIV? Os casos
de AIDS comegaram a aparecer mesmo na década de 1980,
quando o virus foi descoberto, ou sdo muito anteriores a essa
data? Por que os anticorpos anti-HIV ndo sdo capazes de
acabar com o virus e curar o individuo? O que se usa para
conter a replicagdo do HIV? Por que ndo se consegue desen-
volver uma vacina contra o virus HIV? Por que a prote¢do
fisica continua sendo a melhor forma de se conter a infec¢do
pelo HIV? Por que devemos estudar o HIV durante o curso de
Imunologia? Muito bem, essas sdo perguntas que serdo res-
pondidas ao longo deste capitulo, que iniciard com um bre-
ve historico que precedeu a descoberta desse retrovirus e que
nos mostrard o quanto a Virologia e a Imunologia tiveram
que evoluir para entender a forma como esse virus se replica,
adquire tantas mutagoes e, se ndo for contido, deteriora por
completo o sistema imunoldgico dos infectados.
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7.1 Como surgiu o HIV?

Ha evidéncias de que a infec¢do pelo virus HIV teve seu inicio
em tribos africanas subsaarianas isoladas. O virus da imunodefi-
ciéncia simia (SIV), que infecta uma subespécie de chimpanzés
africanos, apresenta uma similaridade muito estreita com o HIV,
apontando para a hipotese de que ambos evoluiram de uma es-
pécie comum. Provavelmente, o estabelecimento da infecgdo em
humanos foi resultado da transmissdo interespécie. Alguns estu-
dos sorolégicos tém sugerido que o HIV passou a infectar os seres
humanos entre as décadas de 1940 e 1950, na Africa. Nio se pode
precisar quanto tempo o virus ficou latente nas células humanas
das tribos africanas. Recentemente, pesquisas sobre variagdes ge-
néticas de alguns genes do HIV, com simulagdes em computador,
sugerem que o ano provavel do aparecimento do virus foi 1931.
O fato real é que somente quando o virus comecou a se espalhar
e chegou aos paises desenvolvidos na década de 1980 ¢ que ele foi
isolado e a sindrome da imunodeficiéncia humana foi desvendada.
Hoje, dois tipos de virus HIV estdo descritos: o HIV1, difundido
mundialmente, responsavel por 99% dos casos e mais virulento;
e o HIV2, encontrado principalmente na Africa Ocidental e em
algumas regides da Europa, sendo esse tipo de uma laténcia mais
prolongada. Parece que o responsavel pela disseminagdo do virus
HIV2 é o macaco da espécie Cercocebus atys.




7.2 Historico da descoberta do virus HIV

Em 1981, a agéncia norte-americana Centro de Controle e
Prevencao de Doengas (CDC) recebeu um alerta sobre o apare-
cimento de uma nova doenga: em apenas oito meses haviam apa-
recido, na area de Los Angeles, Estados Unidos, cinco casos de
uma pneumonia extremamente rara causada por um protozoario
(Pneumocystis carinii). Essa era uma infeccdo oportunista que até
aquele momento s6 tinha sido detectada em pessoas com alto grau
de comprometimento do sistema imune (cancer e usuarios de far-
macos imunossupressores). Para se ter uma ideia da raridade des-
sa infec¢do, entre 1967 e 1979 haviam sido diagnosticados apenas
dois casos dessa infecgdo e, entao, repentinamente, cinco homos-
sexuais masculinos foram afetados.

Nesse mesmo periodo, o CDC recebeu a notifica¢ao de 26 casos
de Sarcoma de Kaposi, um tipo de cancer que envolve os vasos san-
guineos da pele ou dos drgdos internos extremamente raro e que
pode acometer pessoas com alto grau de comprometimento imu-
noldgico. Em 1982, sem saber exatamente o que estava causando
essas doengas raras, os cientistas apontaram, como causa do seu
aparecimento, a auséncia de linfocitos T CD4" nos pacientes. Por
essa razao, nesse mesmo ano, essa auséncia de linfocitos T CD4*
que nao tinha origem genética foi denominada AIDS (em inglés,
Acquired Immunodeficiency Syndrome) ou Sindrome da Imunode-
ficiéncia Adquirida. O que marcava essas doencas, no inicio de
seu aparecimento, era a homossexualidade, a maioria das pesso-
as acometidas era homossexual do sexo masculino. Mas logo as
doencas comecaram a ser relatadas e levaram a 6bito hemofilicos e
usuarios de drogas injetaveis, apontando para alguma infec¢do por
via sanguinea e por contacto sexual. Em 1982, comecaram a ser
diagnosticados os primeiros casos de AIDS no Brasil, inicialmente
em Sado Paulo e no Rio de Janeiro.



7.3 Isolamento do virus da imunodeficiéncia
adquirida ou HIV

Em 1983, dois grupos de pesquisadores, um deles liderado pelo
Dr. Robert Gallo do National Institute of Health (NIH, EUA) e ou-
tro liderado pelo Dr. Luc Montaigner do Instituto Pasteur (Franga),
isolaram linfonodos de pacientes que haviam morrido pela AIDS,
um virus que foi denominado HIV (sigla internacionalmente acei-
ta cujo termo em inglés significa Human Immunodeficiency Virus
ou Virus da Imunodeficiéncia Humana). A partir dessa data, co-
mecou a contagem do tempo para os casos de individuos infecta-
dos pelo HIV no mundo todo.

7.4 Caracteristicas do virus HIV

O virus HIV é um retrovirus humano da familia dos lentivirus.
Esses virus possuem como caracteristicas marcantes um envelope
constituido por uma bicamada lipidica e o genoma constituido por
RNA, que é reversamente transcrito a DNA (chamado de DNA pro-
viral) apds infectar a célula-alvo por uma enzima viral denominada
transcriptase reversa. Preste muita atengdo: varios outros virus cau-
sadores de doengas também tém o seu genoma constituido de RNA
em vez de DNA, mas somente nos retrovirus esse RNA ¢é transcri-
to a DNA, que se integra ao DNA (genoma) da célula hospedeira
e fica assim “escondido” da resposta imunolégica e silencioso, até
que, por qualquer estimulacao da célula infectada, o DNA proviral
é transcrito a RNA viral e assim sdo traduzidas as proteinas virais,
completando-se o ciclo de replicagdo do virus. Podemos, entdo, di-
zer que todos os retrovirus sdo virus de genoma RNA, mas nem
todos os virus de genoma RNA sdo retrovirus. O genoma do HIV
¢ constituido por duas fitas unicas e idénticas de RNA gendmico,
sendo, portanto, um virus de genoma diploide (ateng¢do, quando o
virus infecta a célula-alvo, somente uma das fitas de RNA ¢ trans-
crita a DNA, a segunda fita fica como “reserva’ para o virus caso
ocorra algum problema durante a transcri¢ao reversa). Esse geno-
ma esta localizado no interior do nucleocapsideo viral, onde tam-
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bém se localizam trés enzimas muito importantes para a replica-
¢do desse virus: a transcriptase reversa, a integrase e a protease. No
envelope do virus, que é derivado da membrana da célula que foi
infectada, estdo ancoradas duas glicoproteinas muito importantes
para o processo infeccioso viral: gp 120 e gp 40. Sendo assim, os
constituintes do virus sdo identificados por p (quando tratamos de
proteinas virais) e gp (quando tratamos de glicoproteinas virais),
seguidos de seus respectivos pesos moleculares (Figura 7.1).

Transcriptase
reversa

Figura 7.1 — Estrutura do HIV: lentivirus, uma das trés subfamilias dos retrovirus.
(Adaptado de MURPHY et al., 2008, p. 531).

O genoma do HIV estd dividido em trés regides que codificam
as proteinas estruturais do virus: uma regido codificadora das
proteinas de capsideo interno do virus, denominada regido gag;
uma regido codificadora das enzimas virais (protease, transcriptase
reversa e integrase), denominada pol; e uma regiao codificadora das
proteinas do envelope viral (gp 120 e gp 40), denominada env. Va-
rios outros genes codificam proteinas de regula¢ao viral, incluindo
os genes tat, vif e nef, os quais também sao alvos das terapias antivi-
rais das quais trataremos mais adiante neste capitulo (Figura 7.2).

VPR REV REV
I
I ul i

GAG VIF TAT VPU TAT  NEF
I I

LTR POL ENV LTR

Nucleocapsideo

Envelope

Figura 7.2 — Genoma do HIV (9.749
nucleotideos). (Adaptado de
MURPHY et al., 2008, p. 536).
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7.5 HIV e sistema imune

Por que estudamos o virus HIV na disciplina de Imunologia?
Para responder a essa pergunta, temos que entender como o virus
infecta a célula hospedeira e qual o seu caminho de replicagao e
espalhamento para as outras células. A gp 120, que ¢é a glicoprote-
ina de envelope viral, apresenta uma alta afinidade de ligag¢ao na
proteina CD4. Assim, todas as células que possuem CD4 em sua
superficie, ou seja, os linfocitos T helper CD4 (estes majoritaria-
mente), os macréfagos, os mondcitos e as células dendriticas (estas
expressando baixos niveis de CD4) sao alvos em potencial para o
virus. Se a via de infec¢do envolveu mucosa (por exemplo, a via
sexual), o virus ficara estocado nos tecidos linfoides associados a
mucosa cujas células servirdo como reservatorios virais.

Agora vamos entender o que acontece para que o virus infecte
a célula hospedeira: lembram-se das glicoproteinas gp 120 e gp 40
presentes no envelope viral e quando estudamos que essas prote-
inas sdo importantes no processo de entrada do virus na célula?
Pois bem, apds a ligagdao da gp 120 viral ao receptor CD4 da célula
hospedeira, a gp 40 promovera a fusdo do envelope viral com a
membrana celular, promovendo a entrada do genoma viral e das
enzimas associadas a ele dentro da célula infectada. Uma vez pre-
sente no interior da célula hospedeira, o RNA viral serd convertido
em DNA pela enzima transcriptase reversa (chamamos esse DNA
de DNA complementar ou cDNA). Essa enzima sera responsavel
tanto pela sintese da primeira como da segunda fita de DNA pro-
viral. Aqui vale comentar que a enzima transcriptase reversa ¢ uma
DNA polimerase que comete muitos erros durante a sintese do
DNA a partir do RNA viral molde e também durante a sintese da
segunda fita de DNA proviral, usando a primeira fita como molde.
Isso significa que cada vez que a transcriptase reversa copiar fitas
de DNA, essas fitas geradas sdo alteradas, criando, com isso, muitos
mutantes virais. Imaginem que num mesmo individuo durante todo
o curso de infecgdo pelo HIV podem surgir mais de 1.000 mutantes
virais diferentes!!! Por essa razdo, a resposta imune, que é altamente
especifica, nunca consegue resolver a infec¢do, pois sempre tera
que gerar uma nova resposta contra os novos mutantes virais.




Apos a fase de sintese do DNA dupla fita, ele atravessara a mem-
brana nuclear e integrar-se-a ao genoma da célula, ficando, dessa
forma, latente ou “escondido’, e isso pode durar muitos anos. A
enzima viral responsavel por essa integracdo ¢ chamada de inte-
grase. E como sera que o virus, que esta com o seu genoma de
DNA proviral “escondido” no genoma da prépria célula e, por isso,
“invisivel” a resposta imune, ira continuar sua replica¢io, formar
novos virus e infectar outras células? Isso ocorre porque, quando
a célula que estd infectada for ativada por qualquer antigeno esti-
mulador (lembrem-se de que essas sao células da resposta imune
e nada impede que elas sejam estimuladas), uma cascata de rea-
¢Oes resulta na transcricao do RNA viral pela RNA polimerase do
proprio hospedeiro, ou seja, em vez de a RNA polimerase celular
transcrever RNA celular para sintese de proteinas celulares, ela
passa a transcrever o RNA do préprio virus. Fica, assim, selado o
destino de destrui¢ao para essa célula. Assim que o RNA ¢é trans-
crito, tem-se inicio a sintese das proteinas virais, a replicacao do
RNA e a montagem de novas particulas virais.

Durante a sintese das proteinas virais, elas sdo formadas como
pré-proteinas precursoras. E, durante a montagem das particulas
virais, outra enzima tem um papel fundamental no processo - a
protease viral -, que cliva as pré-proteinas e permite a jun¢ao das
proteinas maduras que irdo empacotar o genoma viral e finalizar a
particula viral madura. Por exemplo, quando sintetizadas as pro-
teinas de envelope, forma-se uma pré-proteina precursora de 160
kd (gp 160). Somente apos a clivagem pela protease viral surgirao
a gp 120 e a gp 40.

Os virus maduros estdo agora prontos para ser liberados e se es-
palhar para outras células. Como se trata de um virus envelopado,
a saida da célula ocorre por um processo denominado de “brota-
mento’, e, neste caso, a hora de passar através da membrana é que
vai ser fundamental para a aquisi¢gdo do envelope glicolipidico na
particula viral. No caso dos macrdfagos, ¢ mais frequente que eles
mesmos sirvam como reservatdrios virais transportando o virus
para outras partes do corpo (tecidos linfoides e sistema nervoso
central). Nas células T CD4, ocorre com mais frequéncia a libe-
ra¢ao de um nimero muito grande de particulas virais, fazendo



com que o nimero de lesdes na membrana causadas pelo brota-
mento do virus seja muito alto, a célula ndo consiga se regenerar
e seja lisada. Ainda ha um agravante de essas células infectadas e
ndo lisadas pela passagem do virus ficarem com gp 120 presas em
suas membranas na hora da passagem do virus por brotamento.
Essa presenga da gp 120 faz com que essas células se liguem em
receptores CD4 de linfdcitos T helper sadios. Formam-se, entao,
células gigantes multinucleadas, denominadas sincicios, que sao
resultados de fusdo de linfécitos T CD4 infectados com linfécitos
T CD4 nao infectados. Ja sabemos que células infectadas por virus
sao alvo de destruicao pelos linfocitos T CD8* pois elas expressam
proteinas virais associadas 8 MHC I em sua superficie. Assim, os
linfécitos T CD8 positivos proliferam para gerar muitos clones de
células que destroem as células T CD4" infectadas pelos virus. Te-
mos, assim, uma diminui¢do progressiva das células T CD4* e um
aumento de linfécitos T CD8* nos pacientes HIV positivos que
estdo em fase de proliferacao viral (Figura 7.3).

4 )
Anticorpos contra a proteina do envelope do HIV
Células T citotdxicas especificadas \
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Anticorpos contra a proteina central do HIV \
/ Virus infeccioso no plasma \
0-1
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Figura 7.3 — Cinética de infeccdo pelo HIV e resposta imune. (Adaptado de MURPHY et
al., 2008, p. 538).

7.6 Transmissao do HIV

O virus da imunodeficiéncia humana pode ser transmitido atra-
vés de trés vias importantes: contacto com sangue contaminado
pelo virus (aqui identificamos as transmissdes por transfusdes de
sangue contaminado que atualmente sdo raras devido aos testes
feitos antes da liberagdo das bolsas de sangue e também as conta-
minag¢des devidas ao compartilhamento de agulhas utilizadas para



injetar drogas); através de fluidos corporais genitais (o contacto se-
xual direto e sem prote¢do permite um intimo contacto com célu-
las de mucosa potencialmente infectadas pelo virus); e a chamada
transmissdo vertical, que ocorre quando a gestante HIV+ transmi-
te o virus através da placenta durante a gestagdo ou durante o par-
to através do contacto com sangue e grande quantidade de fluidos
corpdreos. O que mais assusta é que, apesar das campanhas mas-
sivas feitas pelos agentes de saide governamentais e pelas escolas,
85% das infec¢des atualmente ocorrem por transmissao sexual. O
fato é que duas caracteristicas de transmissao viral mudaram e ad-
quiriram um novo perfil desde o isolamento do virus em 1983: a
heterossexualizagdo (antes a doenga era tipica de homossexuais) e
a feminilizacao (antes a prevaléncia era de homens).

7.7 Janela imunoldgica e o perigo
da transmissao

Apos a infecgdo inicial pelo HIV, muitos pacientes permanecem
assintomaticos, outros apresentam uma doenca semelhante a uma
gripe, caracterizada por febre, dor de cabeca, dor de garganta e
indisposicao geral. Durante esse periodo, ocorre viremia (ou seja,
virus circulantes na corrente sanguinea), com queda brusca dos
linfécitos T CD4". Entretanto, nesse periodo, que pode variar de 2
a 6 semanas, caso o individuo infectado fizesse um teste de soro-
logia para HIV, esse teste seria negativo, pois nessa fase o sistema
imune esta sendo estimulado para gerar uma resposta especifica
contra o virus. Essa fase é denominada de “janela imunolégica”
Com a estimulagdo da resposta imune especifica, células T cito-
toxicas irdo responder ao virus, sendo em parte responsaveis pela
reducdo do numero de células T CD4" infectadas pelo virus. Tam-
bém, nessa fase, células B proliferardo, diferenciar-se-ao em plas-
mdcitos e passardo a excretar anticorpos no soro contra as protei-
nas do HIV. Nesse ponto o paciente é considerado soroconvertido
e o diagndstico da infec¢ao pelo HIV pode ser realizado por testes
sorologicos de procura de anticorpos no soro. Nessa fase, o nu-
mero de células CD4* no sangue periférico aumenta, o individuo
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Morte cera dessa forma por periodos de tempo

] : » ) ' variaveis, podendo chegar a muitos anos.
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Portanto, atengdo: algumas pessoas, quan-

CD4*
1000 CD4*PBL do suspeitam que podem ter sido infecta-
das pelo HIV, por medo de discriminacao,
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Figura 7.4 — Fases da infeccdo
pelo HIV até o aparecimento da
AIDS. (Adaptado de MURPHY et
al., 2008, p. 530).

risco a vida de pacientes inocentes que ne-
cessitam desse sangue para transfusdes. Caso esse doador esteja
na fase de janela imunoldgica, os testes aplicados ndo irdo detectar
o virus, o sangue sera liberado para doagao e contaminara outras
pessoas (Figura 7.4).

7.8 Diagndstico

Os diagnosticos mais comuns de HIV estdo baseados na busca
de anticorpos anticonstituintes virais (proteinas virais) no soro do
paciente, ou seja, o individuo infectado reage contra o virus e pro-
duz anticorpos contra esse virus, por isso se busca em seu soro a
presenca desses anticorpos. O teste de ELISA, que sera estudado
no capitulo 8, é o teste de triagem mais comum usado inclusive
nos bancos de sangue para triagem de sangue de doadores para
serem liberados para transfusdo. Esse teste é bastante sensivel e
utiliza placas de um plastico especial (poliestireno) de 96 pogos
sensibilizados com proteinas purificadas do HIV (usualmente os
kits de diagnostico por ELISA usam as proteinas gp 120, gp 4l e p
24). Se o individuo estiver infectado e nao estiver na janela imuno-
légica, ele terd, em seu soro, anticorpos que se ligarao as proteinas
virais que estao no po¢o da placa e poderao, assim, ser detectados.
Caso o teste ELISA seja positivo, para efeitos de triagem, o san-
gue ndo é usado para transfusdo e é descartado, mas, para efeitos
de diagnostico, outro teste é entdo aplicado: o Western-blotting.
Esse teste, conforme explicado no capitulo 8, é de alta sensibilida-




de e alta especificidade, e dizemos que é um teste confirmatério de
diagnoéstico do HIV. Ele busca a interagao dos anticorpos presen-
tes no soro do individuo com as proteinas virais isoladas gp 120,
gp 41, p 24 e gp 31 (Figura 7.5). Atengdo, esses testes soroldgicos
ndo sdo validos se aplicados para bebés filhos de maes HIV+ até
pelo menos o oitavo més de vida. Lembram-se de que os anticor-
pos da classe IgG podem atravessar a placenta? Pois bem, todo
bebé filho de mae HIV+ é necessariamente soropositivo para o
HIV, mas ndo necessariamente estd infectado pelo virus, que pode
nao ter sido transmitido durante a gestacdo e o parto. Se somente
os anticorpos maternos foram transmitidos, o que ocorrera é que
eles irdo gradualmente desaparecendo do sangue do bebé com o
passar dos meses, conforme ja estudamos. Nesses casos, aplicam-
se testes para buscar a presenca ou auséncia do virus no sangue do
bebé e se busca, entdo, realizar testes de Biologia Molecular base-
ados na amplificagdo do genoma viral por PCR (reagdo em cadeia
da polimerase), que amplifica in vitro o genoma viral e permite sua
deteccdo. Esse teste ¢ mais caro, ndo é usado em testes de triagem
em bancos de sangue e s6 é usado quando indicado, inclusive para
o monitoramento de pacientes HIV+ em terapia antirretroviral.

7.9 Individuo portador do virus HIV
e individuo portador da AIDS

Essa questao é extremamente delicada e devemos saber diferen-
ciar muito bem esses dois termos, pois muitas vezes os individuos
HIV+ sdo tratados com extrema discriminacédo, sendo em alguns
casos afastados do convivio social por ignorancia das pessoas com
as quais convivem. Conforme ja relatamos no curso da infec¢ao
pelo HIV, na fase inicial da infec¢ao pelo virus, ocorre uma dimi-
nui¢ao bastante acentuada de linfécitos T CD4* no sangue perifé-
rico. Para termos uma ideia bem clara, o numero de LT CD4* em
individuos nao infectados varia de 1.000 a 800 células/mm3 de
sangue. Logo no inicio da infec¢cdo (que pode ter alguns sintomas
leves de uma virose ou muitas vezes ser assintomatica), esse nu-
mero cai bastante, podendo chegar a 400 células/mm3 de sangue.
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Mas, assim que a resposta imunologica é ativada, esse nimero de
células sobe, a carga viral (particulas de HIV no sangue) cai e o
individuo entra na fase assintomatica da doenca, que pode se pro-
longar por muitos anos. Muito bem, esse individuo é HIV+, mas
ndo é portador da AIDS!

Com o passar dos anos e com o aumento da estimulagio de cé-
lulas cronicamente infectadas pelo virus (lembram-se das células
que ficam com o DNA proviral escondido em seu genoma?), novas
particulas virais sao liberadas e comeca a ocorrer uma diminuic¢ao
mais acentuada do nimero de linfécitos T CD4". Logo falaremos
dos farmacos antivirais e da estratégia que se esta buscando para
aumentar cada vez mais esse periodo de laténcia e de diminui-
¢ao das particulas virais no sangue, comprovando que o indivi-
duo HIV+ pode passar toda a sua vida sem AIDS. Se o niimero
de linfécitos T CD4* cairem para menos de 400 células/mm3 de
sangue, comeg¢am o ocorrer infec¢des oportunistas, que sao aque- Ny

gue, & & p 4 ! AIDS néo é uma doenca
especifica, e sim uma
sindrome de imunodeficiéncia
causada pela incapacidade
de o sistema imunoldgico
do individuo responder a

qualquer tipo de infec¢do por
estar extremamente deficiente.

las causadas por bactérias, fungos, virus, protozoarios, neoplasias
pouco comuns (por exemplo, Sarcoma de Kaposi), alteragoes neu-
rolégicas, encefalopatias e deméncia. Essa ¢ a fase sintomdtica da
infeccao pelo HIV, que, quando tratada e o individuo responder ao

tratamento, ele ndo esta com AIDS, sendo portador do virus HIV
com presenca de infec¢des oportunistas.

Se o numero de LT CD4* cair em niveis inferiores a 200 células/
mm3 de sangue, as infec¢des tornam-se muito comuns, de varias
origens e concomitantes e o individuo nao tem mais condi¢des de
responder aos tratamentos devido ao seu alto grau de comprome-
timento imunolégico. Nessa fase, e somente nessa fase, dizemos
que o individuo é portador da AIDS.

O virus HIV, diferentemente de varios ou- Para nao esquecer!
tros virus que infectam um determinado 6rgao Quando convivemos com um individuo portador
ou local do corpo causando uma doenga es- do virus HIV e 0 nimero de células CD4* desse in-
pecifica, tem como alvo as células da resposta dividuo estiver baixo, devemos ter extremo cui-
bl

dado para nao transmitir doencas a ele, essa sera

imune. Por isso, nao causa uma doenca espe- .
’ ¢ p a forma de demonstrarmos amor e solidariedade

cifica, mas impede o individuo de lutar contra aos infectados. E nunca podemos usar o termo
qualquer doenga, mesmo as mais benignas e AIDS ou, pior, AIDETICO ao individuo portador
insignificantes para os individuos sadios. do virus HIV, pois essa serd somente a fase termi-

nal dele, que talvez nunca venha a acontecer.



7.10 Monitoramento dos pacientes HIV+

O monitoramento dos pacientes se da pela contagem de linfé-
citos no sangue periférico por citometria de fluxo e também se
medindo a carga viral (ou seja, o nimero de particulas virais no
sangue) por técnicas de Biologia Molecular. A contagem da subpo-
pulacdo CD4" possui um papel importante, pois é o melhor mar-
cador para se avaliar o sistema imune no paciente HIV+. Com
esse parametro, sabe-se quando iniciar o tratamento profilatico e
a manuten¢do dos pacientes sintomaticos, além de fornecer um
segundo parametro no controle da eficacia do tratamento.

7.11 Terapia antirretroviral

A terapia antirretroviral atualmente recebe um nome elegan-
te cuja sigla em inglés ¢ HAART (em inglés, Highly Active Anti
Retroviral Treatment) e cuja tradugdo para o portugués ¢ Terapia
Antirretroviral de Alta Atividade. Pacientes que seguem o coque-
tel denominado HAART com disciplina tém mostrado excelentes
resultados de tratamento. A HAART reduziu a mortalidade em
40-70%, a hospitalizagdo em 80%, além de ter contribuido signifi-
cantemente para o aumento da qualidade e do tempo de vida dos
pacientes. O uso da HAART também reduziu dramaticamente o
numero de recém-nascidos filhos de maes HIV positivas infecta-
dos pelo virus, pois, como a carga viral das gestantes ¢ mantida em
numeros muito baixos, isso reduz a possibilidade de passagem do
virus pela placenta.

Dentre os medicamentos que fazem parte desse “coquetel”, os
andlogos de nucleosideos inibidores da transcriptase reversa sdo
de papel fundamental na composi¢do. Lembram-se de que a trans-
criptase reversa ¢ uma enzima que copia DNA a partir da fita de
RNA molde? Pois bem, para fazer isso, ela precisa dos nucleotide-
os Adenina (A), Citosina (C), Guanina (G) e Timina (T); e esses
nucleotideos ela usa da célula hospedeira que esta constantemente
em processo de duplicagdo de seu proprio DNA. Em sua forma
final, esses nucleotideos sao: ATP, CTP, GTP e TTP. Lembram-se
também de que a transcriptase reversa ndo é uma enzima muito
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seletiva e que comete muitos erros na hora de sintetizar o DNA
viral? Pois bem, os pesquisadores se utilizaram, entdo, de uma es-
tratégia que consistiu em utilizar substancias que “imitam” os nu-
cleotideos, mas que possuem uma diferen¢a muito pequena na sua
composicdo. Se esses andlogos de nucleotideos forem usados pela
transcriptase reversa (e ela os usa), a sintese do DNA nao prosse-
gue e o virus paralisa a sua replica¢ao. Hoje ja estdo disponiveis no
mercado varios desses analogos. O mais famoso deles (e o primeiro
que foi patenteado e entrou no mercado) é o AZT (azidotimidina
trifosfato), um nucleotideo muito semelhante ao TTP (timidina
trifosfato). A DNA polimerase celular nao usa esse andlogo na du-
plicagdo do seu DNA celular, mas a transcriptase reversa viral usa
e com isso bloqueia a replicagdo. Outros analogos disponiveis sdo
0 ddC (analogo do CTP), o ddA (andlogo do ATP), o ddI (analogo
de qualquer nucleotideo) etc.

Outro componente importante do HAART é um composto ini-
bidor da enzima protease. Lembram-se de que a protease cliva as
pré-proteinas precursoras permitindo a montagem da particula
viral madura? Pois bem, com a protease inibida nao ha como cli-
var as precursoras e a particula viral ndo deixa a célula e nao inva-
de as células vizinhas.

Mas se o coquetel anti-HIV funciona tao bem, qual é o proble-
ma em se utilizarem esses medicamentos e por que o seu uso deve
ser criteriosamente estudado para cada individuo? A resposta é
simples: esses medicamentos, como a maioria dos medicamentos
de uso continuo, tém algumas desvantagens, uma delas é que a
transcriptase reversa pode se tornar resistente ou seletiva ao uso
dos analogos de nucleotideos e, assim, preferir o uso dos nucleoti-
deos celulares disponiveis. Existem casos de individuos que ja sao
infectados por cepas de HIV resistentes aos analogos, e isso é um
problema sério no tratamento. O uso de varios deles nos coquetéis
tem permitido um emprego mais prolongado sem indugao de re-
sisténcia, mas esse € um perigo que sempre se corre.

E os efeitos colaterais? Essa é outra desvantagem, pois esses me-
dicamentos possuem muitos efeitos colaterais, como nauseas, vo-
mitos, hepatotoxicidade etc. e seu uso prolongado complica mais
ainda essa administragao.
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A composicao final da HAART pode variar de paciente para
paciente. Existem outros componentes, como inibidores de pro-
teinas regulatdrias do virus, estimuladores da resposta imune do
paciente, soroterapia etc., mas sobre isso ndo entraremos em deta-
lhes neste capitulo.

O que é mais importante é que o tratamento com HAART deve
ser muito bem planejado entre médico e paciente, inclusive o me-
lhor periodo para seu inicio.

Resumo

Aprendemos neste capitulo que o virus HIV é um retrovirus
humano que possui como caracteristicas marcantes um envelope
constituido por uma bicamada lipidica e o genoma constituido por
RNA, que é reversamente transcrito a DNA (chamado de DNA
pro-viral) apds infectar a célula-alvo por uma enzima viral deno-
minada transcriptase reversa. O HIV pode ser transmitido através
de trés vias importantes: contacto com sangue contaminado pelo
virus, através de fluidos corporais genitais (o contacto sexual di-
reto e sem protecdo permite um intimo contacto com células de
mucosa potencialmente infectada pelo virus) e a chamada trans-
missdo vertical, que ocorre quando a gestante HIV+ transmite o
virus através da placenta durante a gestacdo ou durante o parto
através do contacto com sangue e grande quantidade de fluidos
corporeos. A infecgdo pelo virus ocorre porque a gp 120, que é a
glicoproteina de envelope viral, apresenta uma alta afinidade de
ligacdo com a proteina CD4". Assim, todas as células que possuem
CD4* em sua superficie, ou seja, os linfdcitos T helper CD4", os
macréfagos, os mondcitos e as células dendriticas sao alvos em po-
tencial para o virus. Apos a fase de sintese do DNA dupla fita viral,
ele atravessara a membrana nuclear e integrar-se-a ao genoma da
célula, entrando na fase de laténcia viral, que pode durar muitos
anos. Na fase de proliferagao viral ocorre uma diminui¢ao pro-
gressiva das células T CD4"e um aumento de linfécitos T CD8*
nos pacientes HIV positivos. Se o nimero de LT CD4+ cair em ni-
veis inferiores a 200 células/mm3 de sangue, as infec¢des tornam-




se muito comuns, de varias origens e ao mesmo tempo devido ao
alto grau de seu comprometimento imunoloégico e o individuo
estd, dessa forma, portador da sindrome da imunodeficiéncia ou
AIDS. O tratamento baseado na HAART tem mostrado excelentes
resultados, tendo reduzido a mortalidade e a hospitalizagao, além
de ter contribuido significantemente para o aumento da qualidade
e do tempo de vida dos pacientes.
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Interacoes antigeno—-anticorpo

Neste capitulo vocé aprenderd os principios que norteiam
as reagoes antigeno-anticorpo que constituem a base de di-
versos ensaios imunoldgicos. Discutiremos ainda as reagoes
de aglutinagdo utilizadas na determinagdo dos grupos san-
guineos do sistema ABO e Rh, os métodos envolvidos no
diagnéstico da gravidez, os métodos de imunofluorescéncia,
os ensaios imunoenzimadticos, o Western-blotting e a citome-
tria de fluxo.







Interacoes antigeno-anticorpo

8.1 Reac¢oes de hemaglutinacao: grupos
sanguineos ABO e Rh

Foi no inicio do século XX que a transfusdo de sangue adquiriu
bases mais cientificas. Em 1900, foram descritos os grupos san-
guineos A, B e O por Landsteiner e, em 1902, o grupo AB por De
Costello e Starli. A descri¢ao do sistema Rh foi descrito posterior-
mente, em 1940, por Landsteiner e Wiener.

Os grupos sanguineos de maneira geral sdo constituidos por an-
tigenos que sdo a expressao de genes herdados da geracdo anterior.
Quando um antigeno esta presente, isso significa que o individuo
herdou o gene de um ou de ambos os pais e que esse gene podera
ser transmitido para a proxima geragao.

8.1.1 Sistema ABO

Ha varios grupos sanguineos herdados independentemente en-
tre si, sendo conhecidos diversos sistemas de grupo sanguineos.
Entre eles podemos citar os sistemas ABO, Rh, MNS, Kell, Lewis
etc. O sistema ABO ¢é o de maior importéncia na pratica transfu-
sional e no ensino da Imunologia por ser o mais imunogénico, ou
seja, por ter maior capacidade de provocar a produgao de anticor-
pos, seguido do sistema Rh.
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Os antigenos desse sistema estdo presentes na maioria dos teci-
dos do organismo. Fazem parte desse sistema trés genes — A, B e
O -, podendo qualquer um dos trés ocupar o loco ABO em cada
elemento do par de cromossomos responsaveis por esse sistema.

Os genes ABO ndo codificam diretamente seus antigenos espe-
cificos, mas sim enzimas carreadoras que tém a fungdo de trans-
portar agucares especificos para uma substancia precursora na su-
perficie dos eritrdcitos, resultando nos antigenos ABO.

O individuo do grupo AB ¢ possuidor de um gene A e de um
gene B, sendo um herdado da mae e o outro do pai. Ele possui nos
seus globulos vermelhos os antigenos A e B, e seu genétipo ¢ AB.

No caso do grupo O, foi herdado do pai e da mae o mesmo gene
O. As células de grupo O sao reconhecidas pela auséncia de anti-
geno A ou B. Quando o gene O ¢ herdado ao lado de A, apenas o
gene A se manifesta; e, quando ¢ herdado ao lado do gene B, ape-
nas o gene B se manifesta.

Ao realizarmos os testes rotineiros em laboratdrio, ndo podemos
diferenciar os individuos BO e BB, e nem AO e AA. Os simbolos A
e B, quando nos referimos a grupos sanguineos, indicam fendtipos,
enquanto AA, BO etc. sao gendtipos.

E dito homozigoto o individuo possuidor de genes iguais (AA, BB,
OO) e heterozigoto quando os genes sao diferentes (AO, BO, AB).

Regularmente as pessoas expostas a um antigeno que nao pos-
suem podem responder com a produc¢iao de um anticorpo especifi-
co para esse antigeno. Entretanto, hd alguns antigenos que possuem
uma estrutura que se assemelha muito com antigenos de bactérias
e plantas, as quais estamos constantemente expostos. Nesses casos,
ocorre a produgdo de anticorpos a partir do contato com as bacté-
rias e as plantas, e ndo com o antigeno eritrocitario.

Nesse grupo encontramos os antigenos do sistema ABO. Por
esse processo, os individuos com idade superior a seis meses pos-
suem o anticorpo contra o antigeno que nao existe na superficie de
seus eritrocitos, pois ja foram expostos a essas bactérias e plantas
através da alimentagdo. Esses anticorpos sdo chamados de isoaglu-
tininas ou aglutininas naturais e sdo da classe IgM (Tabela 8.1).



Interacoes antigeno-anticorpo _

A classificacao sanguinea ABO

A determinagao do grupo sanguineo desse sistema ¢é feita usan-
do dois tipos de teste:

1. através da identificag¢do da presenga de antigenos nos eritroci-
tos, empregando como reativos anticorpos purificados (anti-A
e anti-B). Essa ¢ a chamada classificagao ou tipagem direta e
sera utilizada na aula pratica; e

2. através da identificacdo da presenca de anticorpos no soro/
plasma, usando como reativos antigenos conhecidos (hemacias

A e hemadcias B). Essa é a classificagdo ou tipagem reversa (ver
Tabela 8.1).

Tabela 8.1 - Determinantes antigénicos e anticorpos naturais do sistema sanguineo ABO

A + - - + A Anti-B
. + e - B Anti-A
AB + + - - AeB Ausente
0 - - 4 4 - Anti-A e anti-B

Observando o quadro anterior, podemos perceber a presenca
dos antigenos e dos anticorpos em cada grupo sanguineo. E nessa
presenca ou auséncia de antigenos e anticorpos que se baseiam a
tipagem sanguinea e a escolha do sangue a ser transfundido.

As transfusdes podem ser:

o isogrupo - quando doador e receptor sdo do mesmo grupo
ABO; e

o heterogrupo - doador e receptor sio de grupo sanguineo
diferente.

A escolha do sangue se baseia no fato de que o individuo nao
pode ser transfundido com um sangue que possua um antigeno
que ele ndo tem, pois o anticorpo presente no seu plasma contra
esse antigeno iria reagir com essas hemacias transfundidas. Em
vista disso e observando o quadro anterior, fica claro que um indi-
viduo do grupo A nao pode receber sangue B, e assim por diante.
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Nas transfusoes sanguineas, em relacdo ao sistema ABO, ¢ pre-
ciso considerar, inicialmente, que a taxa de aglutinogénios nas
hemacias é significativamente maior que a taxa de aglutininas no
plasma. Dessa maneira, sdo inviaveis as transfusdes em que o san-
gue doado contém aglutinogénios que “encontrardo” no receptor
as aglutininas contrastantes. Isso significa que, se o sangue doado
apresenta aglutinogénios A, o sangue do receptor ndo pode conter
aglutininas anti-A; e que, se o sangue doado contém aglutinogé-
nios B, o receptor ndo pode apresentar aglutininas anti-B. Assim,
exemplificando, um individuo do grupo B ndo pode doar sangue
para outro do grupo O, uma vez que as aglutininas anti-B do re-
ceptor reagiriam com os aglutinogénios B do doador, a semelhanca
de uma reagdo antigeno-anticorpo. Dessa rea¢ao, na qual os aglu-
tinogénios B atuariam como antigeno (“estranho” ao receptor do
grupo O) e as aglutininas anti-B como anticorpos, resulta a aglu-
tinagdo do sangue doado, fato que pode provocar a obstrugdo de
vasos sanguineos, com consequéncias que podem levar o receptor
a morte. No entanto, um individuo do grupo O pode doar sangue
para outro do grupo B. Isso porque o volume de sangue doado nao
contém aglutininas em taxa suficientemente grande para provocar
a aglutinagdo das hemacias do receptor. Observe, entao, que as he-
macias que se aglutinam sao aquelas presentes no sangue doado e,
para tanto, devem conter aglutinogénios (antigenos) “estranhos’,
isto é, que ndo existem no sangue do receptor. No entanto, sempre
que possivel, deve se transfundir sangue isogrupo, pois, se trans-
fundimos um sangue do grupo O a um paciente do grupo A, junto
com as hemacias transfundidas temos uma quantidade de plas-
ma onde ha anticorpo anti-A que podera reagir com as hemacias
desse paciente, causando certo grau de hemdlise maior ou menor,
mas que podera ter um significado dependendo do quadro clinico
do paciente. Cada caso deve ser particularmente analisado pelo
hemoterapeuta (Figura 8.1).

Esse sistema ABO também pode ocasionar incompatibilidade
materno-fetal, com desenvolvimento da doenga hemolitica peri-
natal. Apresenta também importancia em transplantes renais ou
cardiaco, com menor papel nos hepaticos ou de medula 6ssea. Em
alguns processos pode ocorrer a perda parcial do antigeno A ou B,
como em algumas leucemias.
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Figura 8.1 — Caracterizagdo da compatibilidade dos grupos sanguineos ABO.
GIcNAc = N-Acetilglicosamina; Gal = Galactosamina; Fuc = Fucose. (Adaptado de MURPHY et al., 2008, p. 744).

8.1.2 Sistema Rh

O fator Rh é constituido de aproximadamente 40 antigenos, e
essa familia génica ainda ndo ¢ totalmente compreendida. Sabe-se
que cada pessoa herda um gene ou um complexo génico Rh de
cada um dos pais. No sistema descrito por Fisher e Race, os pares
alélicos produzem cinco antigenos (“D”, “C”, “c”, “E” e “¢”). Esses
antigenos sdo lipoproteinas e estdo dispersamente distribuidos na
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superficie das hemacias. Quando dizemos que um individuo é Rh
positivo, quer dizer que o antigeno D esta presente na superficie de
suas hemacias. Isso porque o antigeno D foi o primeiro a ser des-
coberto nesse sistema e inicialmente foi considerado como unico.
Ap6s os antigenos A e B (do sistema ABO), o antigeno D ¢ o mais
importante na pratica transfusional.

Em algumas situagdes podemos ter uma expressao fraca do an-
tigeno D. Isso pode ocorrer por:

o variagdes quantitativas que sdo transmitidas geneticamente;

o efeito de posi¢ao, sendo o mais conhecido o enfraquecimento
do antigeno D quando o gene C esta na posi¢ao trans em rela-
¢aoao D;e

o expressao génica parcial por auséncia de um dos multiplos
componentes do antigeno D.

Esses casos sao chamados na pratica de Rh “fraco” e se referem
ao que era conhecido anteriormente como Du. O antigeno “Du” é
particularmente importante na tipagem de sangue de populagdes
de negros nas quais é mais frequente e pode levar a falsos resulta-
dos Rh negativos e a aloimunizagdes tanto por transfusdes quan-
to por gesta¢ao incompativel.

Ao contrario do que ocorre com os antigenos A e B, as pessoas
cujos eritrdcitos carecem do antigeno D nao tém regularmente o
anticorpo correspondente. A producao de anti-D quase sempre é
posterior a exposi¢do por transfusdo ou gravidez a eritrdcitos que
possuem o antigeno D. Uma alta propor¢ao de pessoas D-negati-
vas que recebem sangue D-positivo produz anti-D.

Se encontrarmos anticorpos desse sistema, podemos con-
cluir que ocorreu uma imunizagao através de uma transfusdo
ou de uma gravidez. Qualquer antigeno desse sistema ¢ capaz de
provocar a produgdo de anticorpos e assim a gerar situagdes de
incompatibilidade.

Aloimunizagdes contra antigenos E, ¢, e, C sao também observadas
em pacientes politransfundidos, mas com uma frequéncia inferior.

A maioria dos casos de doenga hemolitica do recém-nascido
(DHRN) ¢ devida ao anti-D. A profilaxia por imunoglobulinas

Aloimunizac¢ao

A aloimunizacdo ou
isoimunizacdao Rh é uma
condicdo caracterizada pelo
contacto de individuos Rh
negativos com hemadcias Rh
positivas, levando a producdo
de anticorpos contra

0s antigenos presentes
naquelas hemacias. Esses
anticorpos tém a capacidade
de destruir as hemadcias Rh
positivas. No caso de maes
Rh negativas que possuem
anticorpos anti-Rh, esses
anticorpos atravessam a
placenta, entram em contato
com o sangue fetal e tém

a capacidade de destruir

as hemadcias fetais. O
resultado final é a anemia,
que pode ser grave e levar

a insuficiéncia cardiaca e a
edema generalizado.
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anti-D diminuiu o nimero de aloimunizacdées maternas contra o
antigeno D, mas ndo contra E, ¢, e, C.

Na rotina, é realizada a tipagem apenas para o antigeno D nesse
sistema. Os outros antigenos (E, C, ¢, e) sdo determinados apenas
em situa¢des onde ocorre incompatibilidade.

A produgiao de anticorpos contra esses antigenos ocorre de for-
ma semelhante a produgédo de anti-D. A capacidade de provocar a
producao de anticorpos desses antigenos varia. Partindo do mais
imunogénico, temosD >c>E>C>e.

8.1.3 Transfusao

Para efeito de transfusao, é considerado que pacientes Rh posi-
tivos podem receber sangue Rh positivo ou negativo e que pacien-
tes Rh negativos podem receber somente sangue Rh negativo.

Para os pacientes D “fraco’, existem alguns critérios a serem ob-
servados. Se o antigeno D estd enfraquecido por interagdo génica,
estando ele presente integralmente, o paciente podera receber san-
gue Rh positivo ou negativo. Porém, nos casos em que o antigeno
D esta enfraquecido por auséncia de um dos componentes, pode
ocorrer produgao de anticorpos contra o antigeno D na sua forma
completa. Como, rotineiramente, ndo se identifica a causa que leva
a expressao enfraquecida do antigeno, costuma-se dar preferéncia
a usar sangue Rh negativo para os pacientes Rh “fraco”.

Existem situagdes clinicas em que é necessario avaliar o risco
x beneficio e fazer outras opgdes. Nesse momento é necessario o
acompanhamento do hemoterapeuta.

8.1.4 Reacao de hemaglutinacao

A medida direta da ligacdo de um anticorpo ao antigeno espe-
cifico ¢ utilizada na maioria dos ensaios sorologicos. Alguns im-
portantes ensaios estdo baseados na capacidade do anticorpo de
se ligar ao antigeno e essa ligagdo levar a uma alteragao do estado
tisico do antigeno. Essas interagdes secunddrias podem assim ser
detectadas de diversas maneiras. Por exemplo: quando o antigeno
esta presente numa superficie de uma particula grande como, por
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exemplo, uma bactéria ou um eritrdcito, os anticorpos, uma vez
ligados, levam essas particulas a se agruparem num fenémeno co-
nhecido por aglutinagdo. O mesmo principio aplica-se as reagdes
utilizadas para determinagdo dos grupos sanguineos em que os
antigenos encontram-se na superficie das hemadcias, e essa reagdo
de aglutinagdo causada pela ligagdo do anticorpo é denominada
hemaglutinagao (do grego, haima, sangue).

Esse procedimento é utilizado para determinar o grupo san-
guineo ABO e também pode ser utilizado para o grupo Rh, mas
se deve levar em consideragdo que somente 75% dos individuos
Rh positivos (D positivos) podem ser tipados dessa forma, ja que
existem os D “fracos” que necessitam ser testados pela forma de
aglutinacdo indireta (coombs indiretos). Para a tipagem utilizam-
se anticorpos (aglutininas) anti-A ou anti-B e anti-D que se ligarao
nos determinantes antigénicos A, B e D, respectivamente, presen-
tes nas hemadcias (aglutinogénios). Esses aglutinogénios estao pre-
sentes num grande nimero de cdpias na superficie das hemacias,
levando as células a se ligarem cruzadamente entre si quando da
ligacao do anticorpo especifico. Essas ligagcdes cruzadas ocorrem
pela interacao das células e pela ligacdo simultanea de uma mesma
molécula de anticorpo em células diferentes, ja que cada molécula
de Ig possui pelo menos dois sitios de ligagao ao antigeno.

8.1.5 Doenca hemolitica do recém-nascido

Anticorpos maternos da classe IgG podem atravessar a placenta
e lesar as hemadcias fetais. A doenca hemolitica do recém-nascido é
observada com mais frequéncia quando existe incompatibilidade
materno-fetal quanto ao antigeno D. Assim, mulheres Rh nega-
tivas, cujos filhos sdao Rh positivos, podem ser imunizadas pelas
células fetais por ocasido do parto. Geralmente esse primeiro filho
ndo sofrera acdo dos anticorpos maternos, mas um segundo filho
podera ser prejudicado. Os anticorpos maternos, entrando na cir-
culagdo fetal através da placenta, fixam-se as hemadcias e causam
destruicao dessas células. Para compensar a anemia resultante, a
medula fetal responde excessivamente, assim como outros 6rgaos
hematopoiéticos. Como consequéncia evidenciam-se eritroblasto-
se, anemia e hepatoesplenomegalia (Figura 8.2).
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Figura 8.2 — Coombs direto e indireto no diagndstico da anemia
hemolitica do recém-nascido. (Adaptado de MURPHY et al., 2008, p. 749).
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8.2 Imunofluorescéncia

As técnicas de imunofluorescéncia abriram varias perspectivas
para a area de Imunologia e consequentemente para outras areas
do conhecimento, como a Patologia, a Histologia e a Biologia. An-
teriormente a padronizagdo dessas técnicas, as reagdes antigeno-
anticorpo eram evidenciadas por métodos indiretos, mediante a
observacao e a analise de fenomenos secundarios (formagao de
imunocomplexos resultantes da unido entre antigeno e anticorpo),
como precipita¢ao, aglutinagdo, fixacdo do complemento etc.

A ideia de ligar radicais fluorescentes as moléculas de anticorpos
possibilitou a visualizagdo direta desses anticorpos, como também
das estruturas antigénicas.

O sucesso dessa técnica se deve a intensa luminosidade emitida
por quantidades extremamente diminutas de fluoresceina (fluoro-
cromo). Segundo Coons, em 1956, cada célula bacteriana visivel
pela fluoresceina fixa cerca de 3 x 10”7 microgramas de proteinas
de anticorpos, conjugados com 1,5 x 10~ microgramas de fluores-
ceina. Outro fator que contribui com a sensibilidade da técnica é
que ela permite distinguir uma unica bactéria fluorescente entre
107 bactérias nao fluorescentes, isto é, uma em dez milhdes.

Vamos conhecer as propriedades dos fluorocromos.

Fluorocromos sio moléculas que tém a capacidade de ser excita-
das a um estagio energético mais elevado por uma radiagao lumino-
sa de comprimento de onda caracteristico. Com o retorno dos elé-
trons excitados ao seu estado normal, o excesso de energia ¢ liberado
sob a forma de luz. O comprimento de onda da luz emitida é maior
do que o usado para excitar as moléculas. Quando o processo de
excitagdo—emissdo ocorre por um espaco de tempo muito curto, da
ordem de 10 a 10® segundos, ele é denominado de fluorescéncia.

Varios sdo os corantes fluorescentes, entre eles citamos o iso-
tiocianato de fluoresceina e a rodamina. Essas moléculas apresen-
tam comprimentos de onda caracteristicos de excitagdo e emissao.
O isotiocianato de fluoresceina, por exemplo, tem uma excita¢ao
maxima a 490-495 nm e um maximo de emissao a 517 nm. Esse
fluorocromo emite uma luz de cor verde-amarelo.



Interacoes antigeno-anticorpo

8.2.1 Método direto ou em uma Unica etapa

No teste de imunofluorescéncia direta, o anticorpo especifico
para o antigeno ¢ diretamente marcado com o fluorocromo. Como
alternativa, o fluorocromo pode ser conjugado ao antigeno para
deteccdo de anticorpos especificos sintetizados por células ou sec-
¢oes em tecidos. Nesse teste, o material em estudo é incubado por
um periodo de 20 a 60 minutos, com o antigeno ou anticorpo mar-
cado. Apds esse periodo, a lamina contendo a amostra é lavada,
secada e, por fim, examinada ao microscépio de fluorescéncia. Por
exemplo: identificagdo de linfécitos B, bacilo diftérico, sorotipos
de leptospiras etc.

8.2.2 Método Indireto ou em duas etapas

Na imunofluorescéncia indireta, o antigeno é previamente fi-
xado a lamina. O soro do paciente contendo ou ndo anticorpos
especificos para o antigeno fixado na lamina ¢é aplicado sobre a
amostra antigénica. A lamina é incubada por um periodo equiva-
lente a 30 minutos para possibilitar a reagdo entre o antigeno e o
anticorpo. A lamina é lavada para se removerem todas as proteinas
(imunoglobulinas) nao fixadas ao antigeno. Em seguida, um an-
tianticorpo (anti-imunoglobulina) marcado com uma substancia
fluorescente é adicionado a amostra. Novamente, a amostra é sub-
metida a um periodo de incuba¢ao de 30 minutos. Esse procedi-
mento ¢é seguido de lavagem e secagem das laminas. Ao final, as
laminas sao analisadas ao microscopio de fluorescéncia. A técnica
¢ utilizada na pesquisa de anticorpos circulantes no diagndstico
de toxoplasmose, sifilis, doenca de Chagas, anti-DNA, anticorpos
antitireoide etc (Figura 8.3).

E preciso enfatizar que o método indireto tem algumas vanta-
gens sobre o método direto. As justificativas sdo abaixo listadas.

o A fluorescéncia é mais evidente, uma vez que a um determi-
nante antigénico liga-se somente uma molécula de anticorpo e,
quando se aplica o antianticorpo conjugado a um corante fluo-
rescente, varias moléculas podem se ligar ao anticorpo presen-
te no soro do paciente. Muitos anticorpos podem ser pesquisa-
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dos usando o mesmo conjugado marcado, pois a especificidade
ndo ¢é para o antigeno, mas para a imunoglobulina.

o A técnica permite detectar a classe do anticorpo circulante em
determinada fase da infecgdo, pois basta selecionar o antian-
ticorpo especifico para a cadeia pesada caracteristica de cada
classe.

o A realizacao de dilui¢oes seriadas de cada soro nos permite ter
uma ideia semiquantitativa do titulo desse soro.

Devemos destacar que, além dessa técnica de conjuga¢do com
radicais fluorescentes, outros processos de marcagdo sdo utili-
zados: isdtopos radioativos ou substancias eletrondensas. Esses
permitem a identifica¢do e a localizagdo por meio de técnicas au-
torradiograficas e de microscopia eletronica, respectivamente. As
técnicas imunoenzimaticas (ELISA, do inglés, Enzyme Linked Im-
munosorbent Assay) sdo baseadas na ligacdo de anticorpos a enzi-
mas (ELISA). O emprego dessa técnica constitui uma alternativa
vantajosa, visto a sensibilidade satisfatoria dessa técnica e o fato de
ela permitir uma andlise quantitativa das amostras em estudo.

Anticorpo primario

Células contendo antigenos ligado ao Agm
de membrana (Agm) /
C ) C )
Al i
WL <4 |§|// Proteina A
—Fl | \
VARV |
V) rz H A7 TR 1z
Al Fl 1Z S\ SHY FI
L./ v, 'H o P
- Anticorpo
Anticorpo —_ secundério
primario anti-isotipo
C ) C ) C )
Método direto/anticorpo marcado Método indireto/anticorpo anti- Método indireto/proteina A
com fluorocromo e ligado ao Agm isotipo marcado com fluorocromo marcada com fluorocromo

Figura 8.3 — Método direto e indireto de imunofluorescéncia. (Adaptado de GOLDSBY et al., 2003. p.153).



Interacoes antigeno-anticorpo

8.3 Passemos a entender os ensaios
imunoenzimaticos (ELISA)

Estes ensaios sdo desenvolvidos em placas de plastico constitui-
das por pocinhos em que os reagentes sdo depositados. Antigenos
ou anticorpos, dependendo do objetivo do método, sao adsorvidos
a placa. Enzimas sdo conjugadas as moléculas de anticorpos ou an-
tigenos. Nessa condi¢do, quando se aplica o substrato da enzima,
seguido da adigdo de uma substéncia cromdgena, gera-se um pro-
duto colorido que podera ser lido por espectrofotometria. Varias
enzimas podem ser conjugadas, entre elas, citamos a peroxidade e
a fosfatase alcalina. Essa reagdo apresenta alta sensibilidade, espe-
cificidade e custo baixo.

8.3.1 Método indireto

O soro ou amostra contendo o anticorpo primario é colocado
sobre a placa contendo o antigeno adsorvido. Segue-se um periodo
de incubagao de 30 minutos para favorecer a ligacao dos anticor-
pos ao antigeno. Posteriormente, a placa ¢ lavada. Todo o anticor-
po livre, ndo ligado ao antigeno, ¢ desprezado nessa lavagem. Um
anticorpo secundario (antianticorpo) conjugado a uma enzima é
adicionado. Segue-se mais um periodo de incubagdo de 30 minu-
tos. Esse passo é seguido de lavagem para remover os anticorpos
livres. Adiciona-se o substrato para a enzima e o cromogeno. O
produto colorido é quantificado em leitores de placa (espectrofo-
tometros especializados) que medem a absorbancia.

8.3.2 Método sanduiche

O anticorpo ¢ imobilizado na placa de microtitulagdo. A amos-
tra contendo ou nao antigeno é adicionada na placa. Segue-se um
periodo de incubagdo para permitir a ligagdo do antigeno ao an-
ticorpo fixado. Apds esse periodo de incubacio, a placa é lavada
e um anticorpo especifico ligado a uma enzima para os diferentes
epitopos do antigeno ¢ adicionado para permitir a reacdo com o
antigeno ligado. Apds a remocdo dos anticorpos secundarios li-
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vres, o substrato ¢ adicionado, seguido do cromégeno, e o produto
colorido da reacao é quantificado. Esse ensaio permite a detec¢ao
ou a quantificagdo do antigeno.

8.3.3 Método competitivo

Nesta técnica, o anticorpo é primeiramente incubado em so-
lu¢do com uma amostra contendo ou nao o antigeno. A mistura
antigeno-anticorpo ¢ entao adicionada a uma placa coberta pre-
viamente com o antigeno. Quanto maior a quantidade de antigeno
na amostra, uma quantidade menor de anticorpo ficara disponi-
vel para se ligar aos antigenos prefixados na placa. A adi¢ao de
um anticorpo secundario conjugado a uma enzima para o isotipo
do anticorpo primario pode ser usada para quantificar os niveis
de anticorpos primarios ligados na placa, como ¢ feito no ensaio
indireto.

No ensaio competitivo, como geralmente a concentragao de an-
tigeno da amostra original é maior, havera uma quantidade menor
de anticorpos disponiveis para se ligarem aos antigenos fixados na
placa. Com a lavagem, ocorre a remogdo dos antigenos (da amos-
tra original) e dos anticorpos primarios ligados. O anticorpo se-
cundario conjugado a enzima, ndo encontrando o seu ligante, é
removido da lavagem. A adi¢ao do substrato e do cromégeno re-
sultard em um produto nao colorido, portanto a absorbancia sera
menor. Dessa forma, nos ensaios competitivos, ensaios do tipo
inibitorio, a concentragao do antigeno na amostra ¢ inversamente
proporcional a cor produzida no ensaio.

Esses ensaios sdo frequentemente utilizados para o diagndstico
de doengas, a dosagem de antigeno, anticorpo e de substancias,
como, por exemplo, as citocinas (Figura 8.4).

8.4 Western-Blotting

Este método permite a identificagdo de uma proteina em uma
mistura complexa de proteinas. No Western-blotting, a proteina é
separada eletroforeticamente em um gel de poliacrilamida na pre-
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Figura 8.4 — Variagdes do ELISA. (Adaptado de GOLDSBY et al.,2003. p.149).

senca de docecilsulfato de sédio (SDS). As bandas proteicas sao
transferidas por eletroforese para uma membrana de nitrocelulose
(eletrotransferéncia). A deteccdo pode ser feita pela adi¢do de an-
ticorpos monoclonal ou policlonal radiomarcado, e os complexos
antigeno—anticorpos que se formam sao visualizados por radioau-
tografia. Essa técnica esta em desuso, dado que hd outras técnicas
mais seguras, rapidas e de custo mais baixo.
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Outras alternativas para essa detecgdo incluem métodos cuja
marcacao ¢ feita pela ligacao de uma enzima que, apds a adi¢ao de
um substrato, gera um produto colorido que serd visualizado na
membrana.

Outro exemplo ¢ a adigdo de uma enzima, por exemplo, a pe-
roxidase, que é ligada secundariamente em conjun¢do com um
agente quimioluminescente. Os métodos de detec¢ao quimiolu-
minescentes dependem da incuba¢do do Western-blot com um
substrato que fluoresce quando exposto a enzima reveladora no
anticorpo secundario. A luz é detectada por um filme fotografico
ou por cameras que capturam uma imagem digital do Western-
blotting. A imagem ¢ analisada por densitometria, a qual avalia
a quantidade de proteina colorida e quantifica os resultados em
termos de intensidade éptica. O método de detecgdo por quimio-
luminescéncia ampliada é considerado um dos métodos mais sen-
siveis para andlise em blot.

As aplicacdes do método de Western-blotting sdo vistas tanto
em pesquisas bdsicas, clinicas e em diagndstico. Citaremos apenas
alguns exemplos do uso desse método na confirmac¢io de alguns
diagnosticos:

« a confirmac¢do dos resultados positivos encontrados no teste
de ELISA para o HIV ¢ feita através do Western-blotting. Nesse
teste é analisada no soro do paciente a presenca de anticorpos
dirigidos contra as proteinas virais, especificamente, a p 24 ou
p 31, gp 41 e gp 120/160. A presenca de anticorpos para essas
quatro proteinas virais é considerada como prova de infec¢ao
pelo HIV;

e em certos casos, é fundamental analisar se recém-nascidos de
mae soropositivas estao infectados com o virus ou se os anti-
corpos antivirus maternos foram transferidos para o feto; e

o 0 Western-blotting também é um teste definitivo para a doenca
da vaca louca (Figura 8.5).
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Figura 8.5 — Western-blotting. (Adaptado de GOLDSBY et al., 2003, p. 151).
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8.5 Citometria de fluxo

Esta técnica permite a identificacdo, a caracterizacio, a quanti-
ficagdo e a selegdo de células. Como varios parametros podem ser
analisados simultaneamente, a técnica é também conhecida como
citometria de fluxo multiparamétrica. Essas andlises sao realizadas
em um equipamento de alta tecnologia composto de varios com-
ponentes: um sistema fluido (cdmara de fluxo de célula), uma fon-
te de luz, um detector e um conversor de sistema analdgico para
digital (ADC), gerando FSC (do inglés, Forward Scatter, que signi-
fica angulo de dispersao frontal) e SSC (do inglés, Side Scatter, que
significa angulo de dispersao lateral), assim como sinais fluores-
centes, sistema de amplificacdo - linear ou escala logaritmica - e
um computador para andlise de sinais.

Os procedimentos iniciais implicam o tratamento da amostra
celular (marcagdo) com substancias fluorescentes. Essas células
marcadas sdo submetidas a uma camara de fluxo continuo. Elas sao
alinhadas em fila tnica e “forcadas” a passar em fila, uma por uma,
por um feixe luminoso, normalmente laser, de um unico compri-
mento de onda (cor). Essa passagem ¢ garantida por um sistema
de baixa pressao ao redor delas. No equipamento ha detectores
que sdo apontados para o local onde o fluxo passa através do feixe
de luz: um na linha do feixe de luz, o FSC, e varios perpendicula-
res a este, 0 SSC, além de um ou mais detectores fluorescentes. O
FSC fornece dados sobre o volume celular e o SSC, sobre a forma
do nucleo, a quantidade e o tipo dos granulos citoplasmaticos e da

Parametros medidos

Os parametros possiveis de medir sao o volume e
a complexidade morfoldgica das células e dos pig-
mentos celulares como clorofila, DNA (andlise de
tipo de células, cinética celular, proliferacdo etc.) e
RNA; e a andlise e a classificacao de cromossomas,
proteinas, antigenos a superficie celular (marcado-
res CD), antigenos intracelulares (varias citocinas,
mediadores secundarios etc.), antigenos nucleares,
atividade enzimatica, pH, célcio ionizado intracelu-
lar, magnésio, potencial de membrana, fluidez da

membrana, apoptose (quantificacdo, medidas da
degradacao do DNA, potencial da membrana mi-
tocondrial, alterac6es na permeabilidade, ativida-
de da caspase), viabilidade celular, monitorizagao
da electropermeabilizacdo das células, caracteriza-
¢do da multirresisténcia a farmacos em células tu-
morais, glutationa e varias combinacdes (DNA/an-
tigenos de superficie etc.). Essa lista é muito longa
e esta em constante expansao.

(Disponivel em: Wikipédia, a enciclopédia livre; 2009).



Figura 8.6 — Citometria de fluxo.
(Adaptado de GOLDSBY et al.,
2003, p. 155).
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rugosidade da membrana. Com esse sistema, cada célula é “esqua-
drinhada” de forma individual. Cada particula suspensa que passa
através do feixe dispersa a luz de uma forma, e os corantes fluores-
centes encontrados na particula ou juntos a particula podem ser
excitados e emitir luz. Os sinais Opticos gerados sdo convertidos
em sinais eletrénicos e, por fim, digitalizados para posterior anali-
se em computador (Figura 8.6).
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Resumo

Ao final deste aprendizado, vocé sera capaz de realizar e inter-
pretar os testes que envolvem reagdes de aglutinagao, imunofluo-
rescéncia, ELISA, Western-blotting e citometria de fluxo.

Nas reagdes de aglutinagdo, a natureza do antigeno envolvido
na reagdo antigeno-anticorpo é particulada ou insolavel. Como
exemplo citamos as reagdes que envolvem a determinagado dos
grupos sanguineos do sistema ABO e Rh.

Os métodos de imunofluorescéncia sao de dois tipos: o direto
e o indireto. O método direto ¢ utilizado para a detecgdo de anti-
geno ou de moléculas de anticorpos. Nesse método, os fluorocro-
mos sdo conjugados ao anticorpo especifico para a visualizagao
do antigeno. No método indireto ou em duas etapas, o anticorpo
especifico para a molécula antigénica nao ¢ marcado com a subs-
tancia fluorescente. A detec¢do do anticorpo é obtida pela adigao
de antianticorpo marcado com o fluorocromo. A avaliagdo dessas
reacgOes é feita em microscopios de imunofluorescéncia.

Os principios metodologicos que regem os ensaios imunoen-
zimaticos sdo muito semelhantes aos observados nas reagdes de
imunofluorescéncia, exceto pela marca¢dao das moléculas, que nao
é feita pelo uso de substancias fluorescentes, mas sim pela conju-
gacdo de enzimas e pela adi¢do de substrato enzimatico e cromo-
geno. O sistema de leitura é feito por espectrofotometria.

O Western-blotting é uma técnica utilizada para identificar uma
proteina em uma mistura complexa de proteinas, para isso as ban-
das proteicas sdo transferidas por eletroforese para uma membra-
na de nitrocelulose (eletrotransferéncia). A detecgdo pode ser feita
pela adicdo de anticorpos monoclonal ou policlonal marcado com
substancias radioativas, com enzimas, em conjun¢ao ou ndo, com
agentes quimioluminescentes.

A citometria de fluxo permite a identificagdo, a caracterizagéo, a
quantificacdo e a selecdo de células.
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