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The plague at Ashdod
Nicolas Poussin, 1630




“Aqueles que sentiam mais pena pelos doentes e pelos que morriam
eram agueles que haviam tido a praga eles proprios e ndo haviam
morrido dela. ....eles se sentiam seguros, uma vez que ninguem
adquiriu a mesma doenca duas vezes, ou, se adquiriu, o segundo
ataque nunca foi fatal. Estas pessoas se sentiam afortunadas
.................... e imaginavam gue elas poderiam nunca morrer de

nenhuma outra doenca no futuro.”

Tucidides, A guerra do Peloponeso, 430 a.C.



EVOLUCAO DO SISTEMA IMUNE
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SISTEMA IMUNOLOGICO

Formado por um conjunto de Orgéos e células

TIMO

Responsavel pela producao de
linfocitos T(glébulos brancos).

GANGLIOS LINFATICOS

Produzem mais células para o
combate de infec¢bes; aumentam de
tamanho quando estimuladas.

GANGLIOS LINFATICOS

Retém microrganismos; Composto
z pelo tecido linfécitos (glébulos
MEDULA OSSEA brancos); é rico em macréfagos
O sangue é o grande responsavel pela (células que reconhecem
eficacia do sistema imunoldgico, ja o patdbgenos); em citocinas (proteinas
que transporta as células de defesa BA(;O produzidas quando o macréfago é
para todo o corpo. infectado e que ativam o sistema
imune “chamando” mais células até

o local.
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CELULAS QUE PARTICIPAM DA RESPOSTA IMUNE
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RESPOSTA IMUNE
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Componentes moleculares:

Citocinas, quimiocinas, proteinas do sistema complemento

v' Citocinas: proteinas que medeiam diversas
respostas celulares, como ativacéao, inibicéo,
diferenciacdo e crescimento;

v Ligam-se a receptores especificos

presentes na superficie das células.

v Quimiocinas: proteinas de baixo peso

molecular; recrutam leucdcitos para os locais

de infeccao e tecidos linfoides;
v' Também atuam via ligacdo a receptores

especificos na superficie celular.



Componentes moleculares:

Citocinas, quimiocinas, proteinas do sistema complemento

Proteinas do complemento: sdo plasmaticas;

Atuam na amplificacédo da fagocitose e da inflamacéo;

v

v

v" Eliminam agentes infecciosos;

v Principal mecanismo efetor da imunidade humoral e inata;
v

Sintese majoritaria no figado e nas células da resposta inflamatéria.
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INTERACAO CELULA X PATOGENO

v' A resposta imune inata depende do reconhecimento de estruturas

evolutivamente conservadas em patdgenos:

v Ex: LPS, CpG, RNA de dupla fita, Acido lipoteicéico, etc.

v Padrbes moleculares associados a patdégenos (PAMPS).

v  Niumero limitado de receptores de reconhecimento de padrdes

codificados em linha germinal (PRRs).

v' Familia de receptores Toll-like (TLRs) tem sido as mais estudada.




SISTEMA COMPLEMENTO

v' O Sistema Complemento € composto por ~30 proteinas de membrana

plasmatica e sollveis no sangue.
v Inicio de sintese: Primeiro trimestre da vida fetal.
v Figado e macrofagos.
v’ Participam das defesas inatas (natural) e adquiridas (memaria).

v’ Ativacao
v Via Classica - Depende de anticorpo
v’ Via Alternativa

v" Via lectina



ATIVACAO DO COMPLEMENTO

VIA CLASSICA VIA LECTINA |
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C

ATIVACAO DO COMPLEMENTO

RECRUTAMENTO DE| | OPSONIZACAO DE LISE DE
CELS INFLAMAT. PATOGENOS PATOGENOS




MECANISMOS EFETORES: FAGOCITOSE E INFLAMACAO
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MECANISMOS EFETORES: FAGOCITOSE E INFLAMACAO

INFLAMACAO
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1. Fagocitos residentes reconhecem
PAMP de microrganismos através dos
seus receptores PRR e fagocitam os
agentes infecciosos, que sao englobados
dentro de fagossomos que por fim se
fundem a lisossomos (fagolisossomos).

2. Dentro dos fagolisossomos, 0s
microrganimos sdo destruidos pela acao
das enzimas liticas lisossomais e das
espécies reativas de oxigénio (ROS) e
nitrogénio  (6xido  nitrico -  NO)
(Fagocitose).

3. Os fagocitos ativados produzem
mediadores inflamatérios que induzem a
expressdo de moléculas de adesdo e
receptores na superficie  endotelial
(selectinas e receptores para integrinas)
gue facilitam a adesdo dos leucdcitos
circulantes (neutrofilos, inicialmente).

4. Em resposta a quimiocinas produzidas
no local, os leucécitos migram para o sitio
de infeccdo nos tecidos por diapedese
(Inflamag&o), onde reconhecem o<
microrganismos e exercem suas funcies
na tentativa de eliminé-los.



A maioria dos agentes infecciosos induz respostas inflamatorias

ativando a imunidade inata

Invasao bacteriana
ou dano no tecido
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Assim...

v Aresposta inata € boa, porém apresenta limitacdes.
v Nao é especifica.
v Curto prazo.
v E dependente de genes herdados, portanto ndo pode responder a
novos antigenos desconhecidos hereditariamente.
v’ Deve haver um sistema inteligente que compense isto.
v' A resposta adaptativa
v Resposta a antigenos desconhecidos pode ser montada.

v Mutacoes e repertorios “vastos”.



OS SISTEMAS SE INTERAGEM
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RESPOSTA IMUNE ADAPTATIVA

v’ Terceira Linha de Defesa - Celular:

- Linfocitos T: T helper ou auxiliares (TCD4*) e T citotoxicos (TCD8);
- Linfocitos B: Células B de memoria e plasmaocitos;

- Células apresentadoras de antigeno: Macrofagos, monocitos,

células dendriticas .

v'_ Humoral: Anticorpos especificos, Via Classica do Complemento e

Citocinas.

L(//z//[))” oria et >



CARACTERISTICAS DA RESPOSTA IMUNE ADAPTATIVA:

‘Reconhecimento ' Ativagao ' "Eiiminaq:éo' ' Contracao - .M om éria‘
do antigeno do linfécito do antigeno  (homeostasia)
C(iz)lglat Linfocito T
produtora fet
de antigeno 4%- S

Célula
apresentadora
de antigeno

Anticorpos

e células Células
T efetoras de memobria
sobreviventes

Linfocito B Apoptose
imaturo

Dias ap0s exposi¢ao ao antigeno

7 14 21




RESPOSTA IMUNE ADAPTATIVA

Os linfocitos estdo envolvidos em duas respostas

o ® - Virus
[s)

Numa classe de resposta, as
células B secretam anticorpos que
neutralizam o virus

No outro, uma resposta mediada
por células, as células T destroem

virus-infecte < . ,
plohonas as células infectadas pelo virus.

l host cell
RESPOSTA IMUNE HUMORAL RESPOSTA IMUNE CELULAR
innate immune virus:
responses
antibody cell-mediated
response response
8 cell T..‘cclt
.}' ; @
D& »
- i

dead virus-infected cell



RESPOSTA IMUNE ADAPTATIVA
Resposta imune celular

Linfocito B: Neutralizacdo do microrganismo, estimulo da fagocitose e

ativacao do sistema complemento.

A()*
D

Anticorpo

Micro-organismo
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ABBAS,A.K.; LICHTMAN,A.H.; PILLAI, S. Imunologia Celular e Molecular. Rio de Janeiro: Elsevier. 2011.



RESPOSTA IMUNE ADAPTATIVA
Resposta imune celular

Linfocito T auxiliar (CD4%): Ativacdo dos macrofagos e ativagcao dos

linfdcitos T e B.

i N
7\ .

ABBAS,A.K.; LICHTMAN,A.H.; PILLAI, S. Imunologia Celular e Molecular. Rio de Janeiro: Elsevier. 2011. 4



RESPOSTA IMUNE ADAPTATIVA
Resposta imune celular

Linfocito T citotoxico (CD8*): Destruicao da célula infectada.

g0t -8

ABBAS,A.K.; LICHTMAN,A.H.; PILLAI, S. Imunologia Celular e Molecular. Rio de Janeiro: Elsevier. 2011.
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RESPOSTA IMUNE ADAPTATIVA
Resposta imune celular

CELULAS APRESENTADORAS DE ANTIGENO (APCs)

v' As células apresentadoras de antigenos (APCs) sdo um grupo heterogéneo de
células imunes que medeiam a resposta celular por processamento e

apresentacdo dos antigenos para linfocitos T.

v As APC classicas incluem células dendriticas, macrofagos, células de

Langherans e células B.




INTERAGAO DA CELULA APRESENTADORA - LINFOCITO

Antigeno
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RESPOSTA IMUNE ADAPTATIVA
Resposta imune celular

APRESENTACAO DE ANTIGENOS - LINFOCITOSTEB

v Ligacdo de antigenos especificos através de um receptor complementar >
ativacao e auto-amplificacdo - maturacdo para se ligar especificamente ao

antigeno particular do patégeno infectante.
v Cada célula expressa apenas um tipo de receptor de antigeno.

v Células T e B sao ativadas quando reconhecem pequenos componentes de

antigenos, chamados epitopos, apresentados por APCs.

Epitopo

— Antigeno




RESPOSTA IMUNE ADAPTATIVA
Resposta imune celular

APRESENTACAO DOS ANTIGENOS

v’ Captura e digestao dos microrganismos;

v' Apresentacdo dos peptideos via MHC-I (Ag. endégenos) e MHC-1I (Ag.
exogenos);
v" Qualquer coisa que ajude este processo é chamada de adjuvante

v Migracédo para ganglios satélites e 6rgaos linfoides;

v  Apresentacdo dos peptideos microbianos pelas APCs aos linfécitos
TCD4 (T helper ou auxiliares) e TCDS8 (T citotoxicos) naives.

Célula Apresentadora Antigénio Linfécito T
de Antigénio



CD4* T cells

Epitope CD4

Antigen presenting immune cell

1. When a CD4* helper T cell
binds MCH ll-antigen complex
on an antigen-presenting cell,
both the antigen-presenting cell
and the T cell release cytokines.

L — Cytokines

Activated
Helper T cell

2. In response to
cytokines the
T cells clones
itself.

CD8* cell becomes
cytotoxic

3. The cloned T cells
produce different
cytokines that activate
B cells and CD8* cells.




MOLECULAS MHC

Reconhecidos
. somente por
células T helper

v A apresentacdo de Ag exégenos depende da endocitose (ou fagocitose) do
patdgeno.

v' A fagocitose leva a hidrélise das proteinas a oligopeptideos que se ligardo as
moléculas de MHC de classe Il e serdo exocitadas e expressas na superficie, onde
serao encontradas pelas células T CD4*.

v O MHC classe Il s6 vai permitir a ligacao do peptideo antigénico apés a clivagem da

cadeia invariante, que ocupa o sitio de ligacdo para o Ag.



RESPOSTA IMUNE
APRESENTACAO DE ANTIGENOS EXOGENOS

Ag EXGGENO VIA EXOGENA
MHC CLASSE Il
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CD8* T cells
Granzymes

1. When a cytotoxic
T cellinteracts with the
MHC I|-epitope complex
on an infected cell it
produces granzymes
and perforins.

[ 9
ﬂnfected
I: ’ - \

cell

: /‘/‘
b\ %

2. The perforins form
pores in the plasma
membrane. Granzymes
enter the cell and break
down proteins, lysing
the cell.




MOLECULAS MHC

Reconhecidos

. somente por
células T

citotoxicas

v A apresentacdo de Ag enddgenos (p. ex.: virus, neoplasias etc.) depende da
presenca de peptideos endogenos que serdo transportados pelo complexo TAP /
Tapasina (proteina transportadora de oligopeptideos) que os ligardo as moléculas
do MHC de classe | que transportardo 0s peptideos para a membrana por
exocitose.

v' A partir dai a célula alvo pode ser reconhecida pelo linfécito T CD8+.



ATIVACAO DA IMUNIDADE ADQUIRIDA
APRESENTACAO DE ANTIGENOS ENDOGENOS

VIA ENDOGENA
MHC CLASSE |




RESPOSTA IMUNE ADAPTATIVA
Resposta imune celular

LINFOCITOS T HELPER — T CD4*

v' Importantes para infeccdes extracelulares - bactérias, helmintos e protozoarios;
v Linfécitos TH reconhecem antigenos especificos exibidos nos complexos MHC-II
de APCs;
v Existem varias populacfes principais de células TH: TH1, TH2, TH17, Treg e Tth;
v' Células TH1 secretam citocinas para melhorar as atividades de macréfagos
e outras células T;
v' As células TH1 ativam a acdo das células T citotoxicas, bem como dos
macroéfagos (inflamacéo);
v As células TH2 estimulam as células B naive a destruir invasores estranhos
através da secrecao de anticorpos;
v' Uma resposta imune TH1 ou TH2 se desenvolve depende dos tipos especificos
de citocinas secretadas pelas células do sistema imune inato, que por sua vez

depende da natureza do patdgeno invasor.



RESPOSTA IMUNE ADAPTATIVA
Resposta imune celular

LINFOCITOS T HELPER — T CD4*

v' Importantes para infeccdes extracelulares - bactérias, helmintos e protozoarios;
v Linfécitos TH reconhecem antigenos especificos exibidos nos complexos MHC-II
de APCs;
v Existem varias populacfes principais de células TH: TH1, TH2, TH17, Treg e Tth;
v' Células TH17 secretam citocinas para melhorar as atividades de neutréfilos
e anticorpos para patogenos extracelulares como bactérias ou fungos
(inflamacéo);
v' As células Treg séo células para desmontar resposta imune adaptativas
desnecessarias, mantendo apenas células de memoria;
v As células Tfh sdo usadas para permitir a selecao de células de memoria
mais eficientes no centros germinativos dos orgéos linfoides.
v’ Isto permite uma resposta diferenciada e que pode ser desativada sem perda da

memoaria especifica e melhorada para um caso de nova invasao.



RESPOSTA IMUNE ADAPTATIVA
Resposta imune celular

LINFOCITOS T helper

v'Quando seu numero é diminuido ou suas funcdes sdo perdidas, o
individuo se torna suscetivel a uma ampla gama de disturbios infecciosos;
v'Na infeccdo pelo HIV, é quando o nimero de células T CD4 no sangue
cai abaixo de 200 /mm; que as infec¢des oportunistas S840 mais provaveis

de ocorrer.

Célula T infectada por HIV



RESPOSTA IMUNE ADAPTATIVA
Resposta imune celular

LINFOCITOS T CITOTOXICOS - T CD8*

v' Atacam e destroem as células infectadas;

v Sao particularmente importantes na protecao contra infeccées virais;

v' 1SS0 ocorre porque 0s virus se replicam dentro das células, onde séao
protegidos do contato extracelular com os anticorpos circulantes.

v' Quando as APCs fagocitam patdégenos e apresentam antigenos incorporados
em MHC-I para células T CD8* naive que expressam TCRs complementares,
as células T CD8* sao ativadas para proliferar de acordo com a selecao
clonal;

v ldentificam e destroem células infectadas antes que o patdégeno possa se
replicar e escapar, parando assim a progressao de infecgdes intracelulares;

v Mobilizam células NK para destruir canceres precoces.



A natural killer (NK) cell recognizes MHC |
on a healthy cell and does not kill it.

MHC |

NK cell Healthy cell

An infected cell that does not
present MHC 1 is killed.

. .

NK cell Infected cell



RESPOSTA IMUNE CELULAR-uNFocITOS T CD8 - T Citotéxico

v" A primeira é a secre¢éo de citocinas, principalmente TNF-a e IFN-y, que tém efeitos

antitumorais e anti-microbianos.

Peptideo CD3 TCR




CELULA-ALVO E MECANISMOS CITOTOXICOS

Ativacdao do complemento
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CELULA-ALVO E MECANISMOS CITOTOXICOS
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RESPOSTA IMUNE ADAPTATIVA
Resposta imune celular

LINFOCITOS B - CD19*

v' As células T e B diferem de uma maneira fundamental:

v' Enquanto as células T ligam antigenos que foram digeridos e
incorporados nas moléculas de MHC pelas APCs = células B
funcionam como APCs gue se ligam a antigenos intactos que néao foram
processados.

v' Embora as células T e B reajam com moléculas que sdo chamadas de
"antigenos", esses linfécitos respondem a tipos muito diferentes de moléculas.
v'As células B devem ser capazes de se ligar a antigenos intactos porque
secretam anticorpos que devem reconhecer o patdgeno diretamente, em
vez de remanescentes digeridos do patdgeno.
v" Moléculas de carboidratos e lipidios bacterianos podem ativar células

B independentemente das células T.



RESPOSTA IMUNE ADAPTATIVA
Resposta imune celular

LINFOCITOS B - CD19*

v Células B estdo no centro do sistema imune humoral adaptativo e séo
responsaveis pela mediacdo da producédo de imunoglobulina especifica
para o antigeno (lg) dirigida contra patdogenos invasivos (tipicamente

conhecidos como anticorpos);

v' A funcdo das células B foi descoberta na década de 1960 por Max

Cooper;

v Véarios subconjuntos distintos de células B foram definidos e possuem

funcdes distintas tanto na resposta imune humoral adaptativa como inata.



SELECAO CLONAL

v' Uma Unica célula B ou T que reconhece um antigeno que entra no corpo é selecionada do conjunto

de células pré-existente, de diferentes especificidades de antigeno e depois reproduzida para gerar

uma populacéo de células clonais que elimina o antigeno
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v" Durante uma resposta imune primaria

de células B, sdo produzidas tanto
células plasmaticas secretoras de
células B de

anticorpos como

memoria.

v' Estas células de memobria levam a

de

plasmaticas e células B de memoria

diferenciacéo mais  células

durante as respostas secundarias.



IMUNIDADE HUMORAL

v A resposta imune humoral é mediada por moléculas de anticorpos

segregadas por células plasmaticas.

v' O antigeno que se liga ao receptor de antigeno das células B

v' Sinaliza células B e é, a0 mesmo tempo, internalizado e processado em

peptideos que ativam células T auxiliares armadas.
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RESPOSTA DA CELULAS B AO ANTIGENO
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ANTIGENOS

v’ Molécula desconhecida ou células anormal;

v’ Proteinas, componentes polissacarideos de

células desconhecidas;

v Células desconhecidas: virus, bactérias, fungos, °

vermes;
v Células anormal: tumor, transplantes;

v’ Epitopos: sitios de reconhecimento ou

determinantes antigénicos;

v Induz a resposta imune quando se liga ao

anticorpo.



ANTICORPO

o ‘o SITIO DE LIGACAO DO ANTIGENO

Cadeia Pesada NH;

Cadeia Leve

SiTIO DE FIXACAO DO COMPLEMENTO

SITIO PARA O RECEPTOR Fc DO MACROFAGO

. R FRAGMENTO Fe




IMUNOGLOBULINAS

IgG:
|g predominante no 1° classe de anticorpo Classe de Ig principal
plasma - 75% das Ig secretado na resposta nas secrecoes — 15%
séricas. primaria - das Ig séricas.

10% das Ig séricas.

IgE: < 1% do total de Ig sérica - reacao alérgica.

IgD: papel na diferenciacdo do linfocito B.



COMO ANTICORPOS PROTEGEM O HOSPEDEIRO
DA INFECCAO?

v'Neutralizacao

v'Aglutinacéo

v’ Aumento da fagocitose

v'Ativacéo do sistema complemento

v'Estimulo de células NK



FUNGAO DAS IMUNOGLOBULINAS

a OPSONIZACAO
Coating antigen with antibody ATIVAGAO DO SISTEMA
enhances is
phagocytos - COMPLE’MENTO
(VIA CLASSICA)
Causes inflammation and cell lysis

Blocks adhesion of bacteria § Blocks

and viruses to mucosa attachment Lysis
) of toxin
z\ﬂr\n
| ’\A‘ -~ Toxh
’~ Bacterium
N

900009



RESPOSTA INATA X ADAPTATIVA

» Inata » Adaptativa
» Presente ao nascer » Resposta especifica
» Nao é especifica » Adguirida com a exposicao ao
» Nao muda de intensidade com agente
a exposicao » Aumenta a intensidade de

> N&G tem memdria acordo com a exposicao

» Tem memoria



Resposta
imune geral
contra
infeccdes
virais
agudas. O
modelo da
Influenza

Innate immune response CD8* T cell response

Infected Innate
epithelial cells immune cells
Antiviral
cytokines
—> 0090
oO OO Recognition of
== universally
0 0 -
0o o o t conserved
© 8002 %0 Inflammatory %0 Cytotoxicity heptides

°°g° cytokines P

I

Cytokine storm
Acute Respiratory
Distress Syndrome (ARDS)
Severe disease B cell/Ab response

Reduced HA

head- ifi l Some
Abeiess;::s:; & cross-reactive HA
ﬂ .y stem-specific

Ab responses

Avian HA

N
Y




RESPOSTA IMUNE INATA E ADAPTATIVA EM DOENCAS
RESPIRATORIAS CRONICAS

a b
Environmental stimulus ; Adaptive immune pathway
Infant — Child —> Teen ’
Virus Tobacco Memory cell

Allergens (B cell or

Tcell)

Effector cell
(Eosinophil
or mast cell)

Y

- Genetic susceptibility ] 'S S | N . (S j
I, [@pe 2 cytokings;

Y ‘ 7 —

hyperreactivity

Nature Reviews | Immunology
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RESPOSTA IMUNE CONTRA HELMINTOS

IL4 IL10

Dendritic cell
(APC)

IL41L13

Smooth muscle cell ' ‘

..‘i ;"
.@ *& —
ADCC

Eosinophils Basophils S T
Epithelial cell
Secretion of Increased M
Trigger inflammator IgE Increased mucus Increased
eosinophilia mediators production contractility production permeability

TGFB A
TGFB
IL10, L4
J’ !

5 O

Fibroblast

Fibrosis



RESPOSTA IMUNE CONTRA PROTOZOARIOS

a First responders

T. gondii

’GPI anchors

TLR2 TLR4

Monocyte or
macrophage

[IL-12 and TNF] L J‘iﬁﬂ

b Innate and Y—: IL-10

adaptive

effectors V" 7\——\
‘ ) —|IL-27
\\ / —
NK cell — CD4* and
IFNy| CD8' Tcells
¢ Parasite control [ 1

? IFNYR ? IFNyR
F ~

7[; STATT

!

D T, p——
s ATGS o
IRGs
Monocyte or macrophage Non-haematopoietic cell

Nature Reviews | Microbiology
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RESPOSTA IMUNE CONTRA FUNGOS

T 6w
%@EEW 00 .(LO o 1 oa

lL 12
IL 18 °.o

..........

Nature Reviews | Immunology



RESPOSTA IMUNE CONTRA Mycobacterium tuberculosis

A

Oro/Nasopharyngeal
Microbiota

Lung Microbiota

C

Dysbiosis
and Immune
Dysregulation

\

Gut-Lung AXIS

4
Healthy Microbiota 3¢
and Immune- ’
regulation 27

4 'Gut Microbiota
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Cytokines

icrobial metabolites
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TECNICAS DE ANALISES IMUNOLOGICAS

v IMUNIDADE CELULAR

v'A maioria dos ensaios para a imunidade celular baseia-se na
secrecao de citocinas, como marcador de resposta das

células T.

vIMUNIDADE HUMORAL

v'A maioria dos ensaios para imunidade humoral, baseias na

secrecao de anticorpos.



TECNICAS DE ANALISES IMUNOLOGICAS
ELISPOT

v O ensaio ELISPOT detecta e enumera ELISpot Assay Procedure

Incubats antigen-secrating cells in

células individuais que secretam uma antibody.coated well

proteina particular in vitro. e
YYyyyyYY

v Com base no ensaio imunoenzimatico

(ELISA), o ensaio ELISPOT foi e o e s ——
originalmente  desenvolvido  para - -
analisar células especificas secretoras VY v ¥ YOras AR
de anticorpos, mas foi adaptado para ot opnase corjugeted Cotored spale, T e e
medir as frequéncias de células que oo —) 4 ¢
produzem e segregam  outras Y YXYXYEY yyY Y T&y&xly yyyY

moléculas efetoras, tais como

Y i
CItOCI nas . Secrated Analyte
. -
1] X Bictinylated Antibody >y a == =
@ e - -- - ¢
Ef' Alkaline phosphatase - . = = .-.'
| Conjugated Straptavidin - - ag

&  Color Pradust
BOIPMET



TECNICAS DE ANALISES IMUNOLOGICAS
ELISPOT

TS



TECNICAS DE ANALISES IMUNOLOGICAS

FLUOROSPOT

v O ensaio de fluorospot é uma

modificacdo do ensaio ELISPOT.

v Utiliza  mudltiplas  anti-citocinas
fluorescentes, o que torna possivel
a localizacao de duas citocinas no

mesmo ensaio.

(A) (B) Unstimulated Candida albicans
VA.Y
#2 ion reagerx
(with fluorophore )
#1 Detection mAb
(with tag)
Cytokine
Capture mAb
IFN-y ®IiL17A ® L2
(C)  IFN-y (490 /520 nm) IL-17A (640 / 660 nm) IL-22 (550 / 570 nm)




TECNICAS DE ANALISES IMUNOLOGICAS
CITOMETRIA DE FLUXO

v' A citometria de fluxo utiliza os principios de dispersédo da luz e
emissao de moleculas de fluorocromo para a contagem de

células.

v'As células sdao marcadas com um fluorocromo, um corante

fluorescente usado para colorir espécimes biologicos.

v"No estudo do HIV

v'Atualmente, o monitoramento das contagens de células T
CD4* tornou-se um indicador crucial de quando iniciar a

terapia anti-retro viral (ARV).



TECNICAS DE ANALISES IMUNOLOGICAS
CITOMETRIA DE FLUXO

Ami-momxiwim

CD4 antigen

M **’* O
d

CD8 antigen

lol Flow cytometer

Sheath —

W s
¥ N/ 255
\
\ /
— Flow cell  Dichroi
/ i PMT
o}
Laser N
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o[ Bard pass




TECNICAS DE ANALISES IMUNOLOGICAS
HEMAG LUTINAC}AO

v Alguns virus - influenza, sarampo e rubéola, entre outros - carregam na superficie

uma proteina chamada hemaglutinina (HA).
v Quando misturado com eritrécitos (glébulos vermelhos) em uma proporcao
adequada, faz com que as células do sangue se agrupem (aglutinar).
v Isso é chamado hemaglutinacéo.
v Os anticorpos anti-HA podem inibir (prevenir) esta reacao.

v’ Este efeito é a base para o teste de inibicdo da hemaglutinacao (HI, também
HAI), um ensaio para determinar os titulos de anticorpos contra a

hemaglutinina viral.



TECNICAS DE ANALISES IMUNOLOGICAS
HEMAGLUTINAGCAO

hemacia
sensibilizada
com antigeno

i
S
. . 0 ‘.

/A
An AT & Ly
ETAPA 1 ETAPA 2 ETAPA 3

Hemaglutinacao (HA)

Figura 2 - Representacdo esquemdtica da reagdo de hemaglutinagdo indireta (HAI).

* Interpretagao PRIPISIvOIS
- Reagdo positiva: presenca de virus A AN A A

N

:JJJ,,

PN st s N SN0
PN IO PIOIOYEN

A BB B IN D IN 3 ¥
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TECNICAS DE ANALISES IMUNOLOGICAS

ELISA - enzyme-linked immunosorbent assay

I Placa de 96 cavidades I

A. Sensibilizagdo da placa com o Ag |

v' Teste imunoenzimatico que permite a deteccéo N N N A
de anticorpos especificos (por exemplo,
_’
no plasma sanguineo). lg® © gp 00
- R

v’ Utilizado no diagnéstico de  doencas que

C. Adicao do anticorpo marcado com enzima
(ELISA)

induzem a producéo de imunoglobulinas.

v O complexo que conttm o0 anticorpo €

—

|

visualizado pelo acoplamento da enzima ao

anticorpo.

D. Adicao do substrato e

H E. Reagdo enzimatica - reacao colorida - leitura da
cromdégeno —

Densidade otica (DO) no espectrofotometro

v A adicdo de substrato ao complexo enzima-

anticorpo-antigeno resulta num produto colorido,

que € lido por um equipamento especifico.
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