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Prefacio

A Imunologia é composta por temas que explicam como
0 nosso sistema imune nos protege contra o desenvolvimento
de diversos tipos de doencas, desde as infecciosas, inflamatérias
e tumorais, bem como na rejeicdo de transplantes e
mesmo na determinagdo da saide. Os exames laboratoriais
complementares, que auxiliam no diagndstico de diversas
patologias, buscam relacionar a presenca e interagao de diversos
componentes celulares e moleculares do sistema imune, em
especial os anticorpos e linfécitos, com moléculas relacionadas
ao agente agressor, conhecidas como antigenos. A interacdo
entre antigeno e anticorpo in vitro é a base dos testes e praticas
laboratoriais imunolégicas e seu entendimento é importante
para compreender como esse intrincado sistema “funciona”.
Técnicas laboratoriais em imunologia auxiliam a entender a
Imunologia como ciéncia e a modifica-la, uma vez que a ciéncia
ndo se copia, e sim se aperfeicoa. Auxiliam ao aproximar o
conhecimento cientifico da aplicabilidade pratica, para pouco a
pouco vencermos aluta contra as doencas. Auxiliam na formacio
de recursos humanos e no desenvolvimento social, com vistas a
promover o direito a saude.

Assim, o Manual Ilustrado de Priticas Laboratoriais em
Imunologia busca integrar a imunologia tedrica com a pratica de
uma forma visualmente atrativa direcionada a diferentes tipos de



leitores: académicos dos cursos de graduagio em Biomédicas, pos-
graduandos e profissionais da drea que queiram conhecer o passo-
a-passo de diversos procedimentos e seus respectivos objetivos. O
Manual inicia com as normas de Biosseguranga para laboratoristas,
mostrando a preocupagio dos autores em “discutir” sobre o alerta
a0 leitor em relagdo a seguranca do profissional e comunidade.
Em seguida, apresenta diversos procedimentos in vitro, como
separagdo de linfécitos do sangue periférico, imunoprecipitagéo,
dosagem de 6xido nitrico, ensaios imunoenziméticos (ELISA) e
rea¢io de imunofluorescéncia indireta (RIFI), entre outros, muitos
deles rotineiramente empregados como recursos no diagndstico de
diversas doengas. Traz informagdes quanto 2 execugio da avaliagio
da resposta alérgica in vive, pelo teste de puntura a acroalérgenos. Em
sua ultima pagina, contém linhas para o leitor fazer suas anotagdes,
comentdrios sobre seus erros e acertos, dividas e sugestdes, indicando
apreocupacio dos autores de que o “Manual”se aproxime do usudrio/
leitor, que seja aperfeicoado por ele e modificado de acordo com as
suas vivéncias, uma vez que a ciéncia nasce e ¢ construida todo dia
com base em cada experimento, de cada nova ideia.

Dessa forma, o Manual Ilustrado de Priticas Laboratoriais
em Imunologia poderd ser uma “ferramenta” e estar préximo a
bancada de trabalho para uma consulta ripida ou mesmo ser um
livro de cabeceira, em que nossos sonhos serdo o limite. Apreciem a
leitura, “risquem e rabisquem”o manual que é de todos e participem
assim da construgio da Imunologia como ciéncia.

Monica Camargo Sopelete

Doutora em Imunologia e Parasitologia Aplicadas, na

area de Aeroalérgenos pela Universidade Federal de Uberlandia,
Pés-doutoranda pela Fapemig no ano de 2006,

Professora Adjunta III do Instituto de Ciéncias

Biomédicas da Universidade Federal de Uberlandia
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1

Biosseguranca:
normas de conduta no laboratério

A palavra laboratério provém da unido de duas palavras
latinas: /abor = trabalho + oratorium = lugar de reflexao.
Assim, o laboratério é um local de trabalho e concentracio. E
um ambiente construido especificamente para a execugio de
experimentos, no qual os cientistas desenvolvem suas atividades
didrias, como o estudo de protocolos para identificagio,
separagdo e determinagdo de substincias, obtencdo de novos
produtos farmacéuticos e formagdo de recursos humanos.
Sdo virios os objetos de estudo de um laboratério de ciéncias
biol6gicas — da pesquisa do funcionamento de organismos ao
desenvolvimento e consequéncias das patologias, bem como a
procura por novos medicamentos. Para ter seguranga e sucesso
na realizagio desses experimentos é necessdrio seguir algumas
normas gerais de conduta.

Objetivo da atividade prética: conhecer o espago do
laboratério e compreender as normas de conduta para a realizagio

de aulas préticas com sucesso e seguranga.
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Procedimento experimental: o professor apresentard o

laboratério e apresentard as normas de conduta para o uso dele.

Normas de gerais de conduta no laboratério:

Vestir o jaleco antes de entrar no laboratério. O jaleco
deve ser longo e de mangas compridas, de preferéncia
confeccionado em tecido de algodao, ja que as fibras
sintéticas sdo altamente inflaméveis e podem reagir
com alguns produtos quimicos. Nio usar saias,
bermudas ou cal¢ados abertos.

Pessoas que tém cabelos longos devem manté-los
presos enquanto estiverem no laboratério.

Seguir as orientagdes fornecidas pelo professor. Procure
solucionar suas ddvidas antes de comegar o trabalho,
lendo atentamente o roteiro.

Todos os experimentos devem ser realizados com o
acompanhamento do professor e/ou monitores.
Comunique ao professor e/ou monitores qualquer
incidente ou acidente, por menor que seja.

Zelar pela conservagio e preservagido dos materiais e
equipamentos.

Nio sentar ou se debrugar na bancada, nem sentar no
chao.

O laboratério é um local de estudo. Ndo se admite
descuidos ou brincadeiras.

Nio comer e beber dentro do laboratério. Evite levar as
mios 4 boca ou ao rosto enquanto estiver trabalhando.
Nunca provar ou cheirar os produtos. Os produtos
quimicos podem provocar danos as pessoas, materiais
e meio ambiente; por isso devem ser manuseados com
o miximo cuidado.

12 « Manual ilustrado de praticas laboratoriais em imunologia



Naio usar frascos para beber nenhum liquido, mesmo
que vocé tenha certeza absoluta de sua limpeza.

Usar os equipamentos de prote¢io individual (EPI)
de acordo com a especificidade de cada experimento.
Quando for necessario, sob orienta¢do do professor e/
ou monitor utilize o lava-olhos e/ou chuveiro.

Nio mexer em trabalhos previamente montados e
outros materiais nio utilizados na aula.

Nio jogar nenhum material dentro da pia ou ralos.
Coloque-os no cesto de lixo apropriado para descarte.
Ao jogar qualquer material liquido nas pias, peca ajuda
ao professor.

Nio abrir nenhum frasco e nem tocar neles sem a
devida orientagdo do professor.

Nio misturar substancias ao acaso.

Nio usar materiais de vidro quebrados ou rachados.
Ter cuidado com o manuseio de material quente.

Nio atender ao celular. O seu uso pode distrair sua
atengdo e causar acidentes.

A organizagio da bancada de trabalho é imprescindivel
para a realiza¢do de um trabalho eficiente e para evitar
acidentes.

Principios gerais das técnicas de laboratério:

Usar sempre uma microponteira, ou pipeta de
pléstico ou vidro para cada reagente a fim de evitar
contaminagdes.

Ap6s o uso das microponteiras, descontamine-as nas
solugdes indicadas pelo professor e/ou monitores, ou
despreze-as nas caixas de papeldo amarelo préprias
para materiais perfuro-cortantes.

Biosseguranga: normas de conduta no laboratério e« 13



Evitar trocas de rolhas e/ou tampas de reagentes.

* Ao aquecer o tubo de ensaio na chama direta (bico
de Bunsen), observar se o tubo esti bem seco, caso
contrério, seque-o antes de efetuar a operagio. Para
que o tubo seja uniformemente aquecido, utilizar
pingas especiais ou um anel de papel para manutengio
do tubo em constante agitagdo. Nunca dirigir a boca
do tubo em diregdo a si mesmo ou ao colega, para
evitar contato com o material trabalhado.

*  Esperar sempre que o vidro quente volte a esfriar antes
de pegi-lo. O vidro quente parece sempre estar frio.

* Ao terminar o uso do bico de Bunsen, verificar se as
torneiras do gds estdo bem fechadas, para evitar assim
explosdes e intoxicagdes.

*  Nunca abrir frascos de liquidos inflamaveis (éter, alcool,
acetona, benzeno etc.) nas proximidades de chamas.

* Ler duas vezes o rétulo dos frascos de reagentes antes
de utiliza-los.

*  Nunca devolver a solugdo para o frasco estoque, porque
pode estar contaminada.

* Antes de introduzir microponteiras, pipetas de plastico
ou vidro nas solugdes, certificar se elas estdo limpas.

* Para preparar solu¢des de dcidos fortes (sulfurico,
cloridrico, nitrico etc.), verter sempre o dcido sobre a
dgua, nunca a 4gua sobre o 4cido, pois pode ocorrer
uma reagio exotérmica violenta.

*  Paraopreparo dassolugoes alcalinas como o hidréxido de
s6dio (NaOH), por exemplo, tome bastante precaugio,
pois a reagdo ¢ exotérmica e corrosiva. Manter o frasco
em banho de gelo para evitar quebras. Nunca aspirar
vapores desprendidos da solugio em questio.

14 « Manual ilustrado de praticas laboratoriais em imunologia



Para verificar o odor da substincia, nunca leve o rosto
diretamente sobre o frasco.

Para preparar solugbes alcodlicas, o dlcool e a dgua
devem ser medidos separadamente e depois reunidos,
porque hé diminui¢io do volume total.

O material volumétrico vem calibrado com dgua
destilada a uma temperatura pré-determinada (15°C,
20°C e 25°C).

Como usar os micropipetadores:

Para volumes entre 0 e 1mL, usar micropipetador de
1mL graduado ao centésimo.

Entre 1 e 2mL, usar micropipetador de 2mL graduado
ao centésimo.

Entre 2 e 5mL, usar micropipetador de 5mL graduado
ao décimo.

Entre 5 e 10mL, usar micropipetador de 10mL
graduado ao décimo.

O liquido no interior da vidraria em contato com o ar
forma um menisco. A leitura deve ser feita na parte
inferior do menisco e na altura da linha dos olhos.
Para medir substincias corrosivas ou téxicas, obturar
a extremidade superior da pipeta com um pouco
de algoddo ou usar uma bureta, que é mais segura.
Recomenda-se também o wuso de pipetadores
automdticos ou do tipo pera.

Ao pipetar sangue, dcido concentrado ou solugdes
alcalinas concentradas, lavar imediatamente com dgua
o material utilizado.

Deixar os materiais contaminados com sangue em
solugdo com hipoclorito de sédio 1% e dgua durante
30 minutos.

Biosseguranga: normas de conduta no laboratério e« 15



Técnicas de higienizagio das maos

Asmios devem receber cuidadosa aten¢io antes e durante as
aulas priéticas, tanto para evitar a contaminagio do material usado
nos protocolos quanto para a prote¢io individual durante todo o
procedimento. A higieniza¢io das mios apresenta as seguintes
finalidades: remogdo da sujeira, suor, oleosidade, pelos, células
descamativas e da microbiota da pele. A eficicia da higienizagio
das méos depende da duragio e da técnica empregada.

I.  As mios devem ser lavadas antes e ap6s a realizagio

dos procedimentos.

II. Recomenda-se a utilizagio de luvas em caso de

rachaduras ou ferimentos na pele das maos, ou quando

houver contato com material infeccioso.

Importante: antes de iniciar a higienizagdo das mados, ¢é
necessdrio retirar joias (anéis, pulseiras, relégio), pois sob tais
objetos podem se acumular microrganismos, por exemplo. Tais
objetos podem ser recolocados apés a higienizagio.

Higienizacao simples das maos:
lavagem com dgua e sabio

Objetivo: evitar a contaminagdo do material do laboratdrio,
removendo microrganismos que colonizam as camadas
superficiais da pele, bem como o suor, a oleosidade e as células
mortas. Duragio do procedimento: 40 a 60 segundos (Figura 1a).

Importante:

--> No caso de torneiras com contato manual para
fechamento, sempre utilize papel-toalha.

16 « Manual ilustrado de praticas laboratoriais em imunologia



--> O uso coletivo de toalhas de tecido é contraindicado,

pois elas permanecem tUmidas, favorecendo a proliferagio

bacteriana.

--> Deve-se evitar dgua muito quente ou muito fria na

higieniza¢do das méos a fim de prevenir o ressecamento

da pele.

Procedimento:

Abrir a torneira e molhar as mios, evitando se encostar
na pia;

Aplicar na palma da mio uma quantidade suficiente de
sabdo liquido para cobrir todas as superficies das maos.
Ensaboar as palmas das mios, friccionando-as entre si.
Esfregar a palma da mio direita contra o dorso da mio
esquerda entrelagando os dedos e vice-versa.
Entrelagar os dedos e friccionar os espagos interdigitais.
Esfregar o dorso dos dedos de uma méo com a palma
da mio oposta, segurando os dedos, com movimento
de vai-e-vem e vice-versa.

Estregar o polegar direito com o auxilio da palma da mao
esquerda, fazendo um movimento circular e vice-versa.
Friccionar as polpas digitais e unhas da mio esquerda
contra a palma da mio direita fechada em concha,
fazendo um movimento circular e vice-versa.

Esfregar o punho esquerdo, com o auxilio da palma da
mio direita, utilizando movimento circular e vice-versa.
Enxaguar as mios, retirando os residuos de sabdo. Evitar
contato direto das méos ensaboadas com a torneira.
Secar as mios com papel-toalha descartavel, iniciando
pelas mios e seguindo pelos punhos. Desprezar o
papel-toalha na lixeira para residuos comuns.

Biosseguranga: normas de conduta no laboratério e« 17



Figura 1b: Procedimento de higienizagio das mios com dlcool.
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Fric¢ao antisséptica das maos: dlcool gel a 70%

Objetivo: reduzir a carga microbiana das méos (nfo hd

remogio de sujidades). A utiliza¢do de gel alcoélico a 70% pode

substituir a higieniza¢do com 4dgua e sabdo quando as mios nio

estiverem visivelmente sujas. Duragdo do procedimento: 20 a 30

segundos (Figura 1b).

Importante:

[0 Para evitar ressecamento e dermatites, ndo higienize as
mios com dgua e sabdo imediatamente antes ou depois
de usar uma preparagio alcodlica.

= Depois de higienizar as maos com preparagio alcodlica,
deixe que elas sequem completamente (sem utilizagdo

de papel-toalha).
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Procedimento:

Aplicar na palma da mio uma quantidade suficiente
de gel alcodlico a 70% para cobrir toda a superficie das
maos.

Friccionar as palmas das miaos entre si.

Friccionar a palma da mio direita contra o dorso da
mio esquerda entrelagando os dedos e vice-versa.
Friccionar a palma das mios entre si com os dedos
entrelacados.

Friccionar o dorso dos dedos de uma mao com a palma
da mio oposta, segurando os dedos e vice-versa.
Friccionar o polegar esquerdo com o auxilio da palma
da mio direita, fazendo um movimento circular e
vice-versa.

Friccionar as polpas digitais e unhas da mio direita
contra a palma da mio esquerda, fazendo um
movimento circular e vice-versa.

Friccionar os punhos com movimentos circulares.
Friccionar até secar. Nio utilizar papel-toalha.

Inferéncias e resultados: o aluno deverd compreender a

importancia de uma boa conduta no laboratério.

Biosseguranga: normas de conduta no laboratério e« 19
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Orgios e células do sistema imune

Nosso ambiente contém uma grande variedade de
patdgenos, os quais em contanto com o hospedeiro podem causar
doengas e até mesmo levar ao ébito. No entanto, observa-se que
a maioria das infec¢des em individuos imunocompetentes tém
uma curta duragio, sem sequelas posteriores ao seu término. Isso
ocorre gragas ao sistema imune, que combate os patégenos.

Os patégenos podem penetrar no organismo por indimeras
vias, a saber, as vias respiratérias, oral, sexual e contato (pele).
Desta forma, os tecidos e érgios do sistema linfoide estdo
estrategicamente espalhados por todo o corpo, e as células do
sistema imune estdo presentes como células circulantes no
sangue e na linfa, a fim de reconhecer e eliminar os patégenos do
organismo pela geracdo de respostas imunes.

Todos os componentes do sangue, incluindo as células
do sistema imune, originam-se de células hematopoiéticas
pluripotentes da medula dssea. Na presenga de citocinas
(mediadores soliveis da resposta imune) e alguns outros sinais

de contato, as células hematopoiéticas pluripotentes da medula
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ossea se diferenciam em células progenitoras mieloides e células

progenitoras linfoides (Figura 1.1).

As células progenitoras mieloides se diferenciam nas

seguintes subpopulagdes celulares:

Megacaridcito: células multinucleadas que se rompem
originando as plaquetas (trombdcitos), que sio células
presentes no processo de coagulagio sanguinea.
Eritroblastos/Eritrécitos: células de multiplicagio
rapida e na circulagio sanguinea originam as hemacias.
Mieloblastos: células que podem se diferenciar em
neutréfilos, baséfilos e eosindfilos.

Monoblastos: células que dio origem na circulagio
sanguinea aos mondcitos e nos tecidos aos macréfagos.
Células dendriticas: sio células especializadas na
captura e apresenta¢io de antigenos aos linfécitos,
sdo consideradas a ponte entre a imunidade inata e
adaptativa.

Em conjunto, os granulécitos, mondcitos e células

dendriticas sdo conhecidas como fagécitos (células capazes de

realizar o processo de fagocitose).

As células progenitoras linfoides se diferenciam nas

seguintes subpopulagdes celulares:

Linfécitos T: sdo células formadas na medula éssea,
mas seu processo de matura¢do acontece no timo. Sdo
as principais células efetoras na resposta imune celular.
Linfécitos B: sdo células com origem e maturagio na
medula dssea e sdo responséveis pela resposta imune
humoral, quando jé estao diferenciadas em plasmdcitos,
que sdo as células que produzem os anticorpos.

Células Natural Killer (NK): tém origem na medula

22 « Manual ilustrado de priticas laboratoriais em imunologia



6ssea e sdo capazes de lisar células com baixa

expressio de moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) de classe I, podendo ser

ativadas também por outros mecanismos.

Figura 1.1- Origem e diferenciagdo das células do sistema imune.
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Fonte: Brigido, P.C
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Os linfécitos T e B sdo células responsiveis pela
imunidade adquirida, originados inicialmente na medula
6ssea. Entretanto, essas células ganham maturidade funcional
em dois 6rgdos linfoides primérios diferentes: os linfécitos T,
no timo, e os linfécitos B, na medula éssea. Assim, o timo e a
medula éssea sio 6rgaos linfoides primarios, ou seja, locais
em que os linfécitos iniciam a expressdo de seus receptores de
antigeno especificos. Apés deixar esses 6rgios, os linfécitos
circulantes no sangue migram para os drgaos linfoides
secunddrios: linfonodos e bago, como ilustrado na Figura
1.2. Essas células podem deixar a circulagio sanguinea por
meio de vasos especializados, denominados veias endoteliais,
migrando para os linfonodos. Nos linfonodos, os linfécitos
ficam aglomerados (cada grama de linfonodo contém 107
linfécitos), sendo esses locais estratégicos para serem ativados
especificamente por meio da apresentagio de antigenos e
colabora¢io de moléculas coestimulatérias. Os antigenos
chegam aos linfonodos carreados por células apresentadoras de
antigenos (APC), como células dendriticas (DC), macréfagos
e linfécitos B.

As APC processam e apresentam os antigenos via MHC
de classe I e/ou II para os linfécitos T, que por sua vez reconhecem
os antigenos por meio de seu receptor de célula T (TCR), o qual
resulta em uma cascata de sinais de transdugio e produgio de
moléculas efetoras da resposta imune celular.
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Figura 1.2 — Localizag¢io dos érgios primdrios e secundérios no
corpo humano.

Timo
Linfonodo

Medula 6ssea

Vasos linfaticos

Fonte: Brigido, P.C.

Os 6rgios linfoides primdrios sio responsiveis pela
origem das células do sistema imune, o timo é um érgio

bilobulado situado no mediastino anterior. Cada lobo é
dividido em multiplos 16bulos por septos fibrosos e cada 16bulo
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¢ constituido de um cértex externo e uma medula interna.
O cértex contém uma densa quantidade de linfécitos T e a
medula é composta por uma populagdo mais esparsa desses
linfécitos. O timo tem um rico suprimento vascular e vasos
linféticos eferentes que drenam os linfonodos mediastinais.
Os linfécitos do timo (ou timdcitos) sio linfécitos T (LT) em
vérios estdgios de diferenciagio.

A medula dssea é um tecido “liquido” gelatinoso, que origina
as células sanguineas pelo processo de hematopoiese. Todas
essas células se originam de um precursor pluripotente comum,
chamado célula-tronco (stem cell) e se tornam gradualmente
comprometidas a se diferenciarem em uma linhagem especifica
por meio do estimulo feito por citocinas.

Os 6rgaos linfoides secundarios sio 6rgios responsiveis
pela proliferagio e maturagio das células do sistema imune.
O bago é um 6rgio localizado no quadrante superior esquerdo
do abdémen humano. E suprido por uma artéria esplénica e
por pequenas arteriolas, rodeadas por linfécitos denominados
periarteriolares. O bago realiza vérias fungdes nio imunolégicas,
como a filtragio do sangue e a conversio da hemoglobina
em bilirrubina. As polpas branca e vermelha constituem os
principais tipos de tecidos esplénicos. A polpa branca linfoide
tem fléculos linfoides centrais, formados principalmente de
linfécitos B. A polpa vermelha serve como um filtro para as
hemdcias danificadas ou envelhecidas e como um local de
reserva para hematopoiese extramedular.

Os linfonodos sio pequenos agregados nodulares de
tecidos linfoides situados ao longo dos canais linfiticos do
corpo. As mucosas dos tratos gastrointestinal e respiratério,
bem como os tecidos conectivos e a maioria dos 6rgios
possuem drenagem linfitica. Os antigenos que entram
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no organismo sio encaminhados aos vasos linfiticos e
transportados aos linfonodos. Cada linfonodo é recoberto por
uma cdpsula fibrosa. Os linfonodos tém um cértex externo
no qual encontramos agregados de células que constituem
foliculos, cujas 4reas centrais sio denominadas centros
germinativos. E nesses centros que os linfécitos B (LB) sio
estimulados pelos antigenos, proliferam e originam a progénie
de células produtoras de anticorpos (plasmocitos). Os LT estio
localizados, predominantemente, entre os foliculos e o cértex
profundo, denominado area parafolicular.

Além desses 6rgios, temos os aglomerados de tecidos
linfoides como:

O tecido linfoide associado & mucosa (MALT): é um tecido
formado por uma colegdo de célulaslinfiticas presentes na submucosa
dos tratos gastrointestinal, respiratdrio, urinario, entre outros.

O tecido linfoide associado ao intestino (GALT): é um
tecido formado pelas placas de Peyer do intestino delgado e por
foliculos linfoides isolados e encontrados, predominantemente,
na submucosa do célon. As placas de Peyer consistem em um
agregado de linfécitos com um foliculo central de linfécitos B
cercado por regides de linfécitos T e macréfagos que atuam
como APC.

O tecido linfoide associado aos bronguios (BALT): é um tecido
encontrado ao longo dos brénquios principais, em todos os lobos
dos pulmées e esta situado, predominantemente, nas bifurcagoes

dos bronquios e bronquiolos.
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Figura 1.3- Localizagdo dos érgios primdrios e secundarios em
modelo murino.

Timo : 7 ‘\f\Vasos linfaticos

Placas de Peyer %
. . -
do intestino——4&

Baco
delgado

- |
meonodo/\

V % Medula dssea

Fonte: Brigido, P.C

Objetivo da atividade pratica: identificar, por meio de
suas caracteristicas morfoldgicas, as células do sistema imune
presentes no sangue periférico humano e observar a distribui¢do
dos 6rgios linfoides primdrios e secunddrios em um modelo
murinho (Figura 1.3).

Procedimento experimental: observar as células do sistema
imune em liminas previamente preparadas e os érgios linfoides
em camundongos eutanasiados e dissecados.
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Inferéncias e resultados: o aluno deverd compreender a
organizagio das células e 6rgios do sistema imune.

Observagio: procedimentos de experimentagdo animal
devem ser aprovados pelo Comité de Etica de Utilizagio Animal
(CEUA) da instituigdo de ensino antes da execugdo da aula pratica.
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Separagio de linfécitos do sangue periférico

O sangue ¢ constituido por hemdcias, leucdcitos, plaquetas
e representa, nos humanos, cerca de 7% do peso corporal. As
hemidcias sdo responsédveis pelo transporte de gases (oxigénio
e gds carbdnico) aos tecidos e os leucdcitos pela defesa do
organismo, ou seja, sdo células do sistema imune e as plaquetas
sdo responsdveis pela coagulagio sanguinea.

As células sanguineas do sistema imune sdo: linfécitos
(T, B, células NK) e APC (células dendriticas, macréfagos e
linfécitos B), sendo que os linfécitos sio células envolvidas na
resposta imune efetora.

O Ficoll-Hypaque consiste de uma mistura de
polissacarideos neutros, hidrofilicos, de alta densidade que se
dissolve prontamente em solugio aquosa. O nome Ficoll-Hypaque
(FH) é uma marca registrada, atualmente de propriedade da GE
Healthcare, Bio-Sciences. Os gradientes de FH sio utilizados
em laboratérios clinicos para separar os componentes celulares
do sangue periférico (eritrécitos, leucdcitos etc.). Na presenca do

reagente FH, os elementos sanguineos podem ser separados de
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acordo com a densidade de cada componente celular. Apés serem
centrifugados, formam duas fases bem visiveis e a separagio ocorre
da seguinte maneira: na fase superior, o plasma e seus constituintes
soluveis; na interface, os leucécitos mononucleares; em seguida o
FH; e no fundo do tubo, sob a forma de um sedimento celular,
os eritrécitos e granulécitos. Os linfécitos obtidos podem ser
observados em suas caracteristicas morfolégicas e contados na
camera de Neubauer ao microscépio 6ptico.

A porcentagem de linfécitos, suas caracteristicas
morfoldgicas e fungdes estdo diretamente relacionadas ao estado
de satde ou doenga do individuo.

Objetivo da atividade pritica: separar as células
mononucleares de outras células sanguineas com base em

amostras do sangue periférico.

Procedimento experimental (Figura 2):

*  Coletar 0,5mL de sangue periférico animal ou humano,
utilizando EDTA (4cido etilenodiaminotetricetico) a
4% como anticoagulante.

*  Diluir o sangue com 0,5mL de solugio salina fisiolégica
(NaCl10,9%).

*  Depositar cuidadosamente pelas paredes do frasco,
com pipeta Pasteur, ImL de sangue diluido sobre
0,5mL de solugio de FH.

*  Centrifugar a solugdo final obtida a 1500rpm, por 20
minutos a temperatura entre 18°C/20°C.

* Retirar o tubo cuidadosamente da centrifuga e com
uma pipeta Pasteur coletar a nuvem de linfécitos que se
formou na interfase entre o plasma e o reagente de FH.

*  Lavar as células recolhidas 3x para um volume final de
10mL de solugdo salina.
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*  Centrifugar a cada lavagem 1500rpm por 10 min.
*  Ressuspender o pellet celular formado ao final em
0,5mL de solugio salina.

Com a pipeta automatica, colocar uma gota da suspensio
entre lamina e laminula e observar ao microscépio Gptico ou
preencher uma cimara de Neubauer e contar o nimero de células.

O procedimento para a contagem de células na cimara de
Neubauer estd descrito no Anexo 1.

Figura 2-Separagio de linfécitos do sangue periférico por
gradiente em Ficoll-Hypagque.

A ‘ 0.5 mL sangue, COM EDTA (4%)
0,5mL de solugio fisiologica;
0,5mL de solugdo de Ficoll-Hypaque,
C}O,SmL de solugdo de salina;

S o e

+ o Plasma
o off
Sangue diluido em 1500 fprrf por M. Ol’(l:oéll’llll.llglse T
solugio fisiologica 20 minutos
Ficoll-Hypaque

Sangue Celulas Vermelhas
Ficoll-Hypaque

P ——

Lavar 3X

< D
L 0w

b 47

1500 rpm por 10 minuto

Fonte: Brigido, P.C
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Estimulag¢do do Sistema Imunolégico

Um antigeno é qualquer substincia que pode ser
especificamente reconhecida como ndo prépria por uma molécula
de anticorpo ou receptor de célula T. Anticorpos podem reconhecer
como antigenos quase todos os tipos de moléculas bioldgicas,
incluindo metabdlitos intermediarios, agtcares, lipideos e horménios,
bem como macromoléculas, como proteinas, carboidratos complexos,
fosfolipidios e dcidos nucleicos. Ao contririo, de uma maneira geral,
os linfécitos reconhecem apenas os antigenos na forma de peptideos e
somente macromoléculas podem estimular linfécitos B. Os antigenos
podem ser soliveis (ex: proteinas, carboidratos, lipoproteinas,
nucleoproteinas, glicoproteinas, entre outras moléculas), associados a
membranas ou particulados (ex: células, bactérias, protozodrios, virus,
helmintos, entre outras estruturas).

As moléculas antigénicas que estimulam respostas imunes
sio chamadas de imundgenos. Em contrapartida, moléculas
com baixo peso molecular que se ligam aos componentes do
sistema imune, mas ndo sdo capazes de estimular uma resposta

imunoldgica, ndo sdo imunogénicas e sio denominadas haprenos.
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Os haptenos podem atuar como imundgenos desde que
ligados a uma macromolécula biolégica denominada carreador.
Para ser considerada imunogénica uma molécula necessita de
quatro caracteristicas bésicas:

*  Ser estranha ao organismo (nio prépria).

Ter alto peso molecular (> 600kDa).

+  Ter complexidade quimica.

»  Capacidade de sofrer degradagio enzimitica.

Outros fatores também influenciam a imunogenicidade de
uma substancia:
*  Composi¢io genética de um individuo.
*  Repertério de células T e B.
*  Dosagem e a via de administragdo do antigeno e o
numero de doses administradas.

Geralmente, as macromoléculas biolégicas sdo maiores que
a regido de ligacdo aos receptores do sistema imune adaptativo,
como o TCR e BCR e anticorpo. Em relagio a esses tltimos, todos
os anticorpos se ligam apenas a uma por¢io da macromolécula
antigénica, chamada de determinante antigénico ou epitopo.

As macromoléculas antigénicas contém  multiplos
determinantes antigénicos, alguns dos quais podem estar
repetidos, e cada um deles pode se ligar a um anticorpo.

A presenga de multiplos determinantes idénticos em um
antigeno ¢ referida como polivaléncia ou multivaléncia.

Para potencializar uma resposta imune contra um
determinado imundgeno, utilizamos diversos aditivos ou veiculos
denominados adjuvantes (do latim: adjuvare, “ajudar”). Um
adjuvante ¢ uma substincia que aumenta a resposta imune contra
um imunégeno quando adicionada a este. E importante salientar
que um adjuvante nio confere imunogenicidade a haptenos.
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Objetivo da atividade prdtica: compreender como os

antigenos estimulam o sistema imunoldgico e a importincia de

uma resposta imune eficaz para a prote¢do do organismo.

Procedimento experimental:

Imunizagio de animais para producio de anticorpos

policlonais

Realizar sangria prévia nos animais: para camundongos,
coletar cerca de 100 a 200pL de sangue por animal, sem
anticoagulante, via plexo retro-orbital, centrifugar e
armazenar o soro para utilizar em experimento futuro,
como avalia¢io do controle do sucesso da imunizagio.
Para imunizag¢do de camundongos, utilizar o antigeno
na faixa de 5 a 50pug/mL de solugio proteica.

Preparar a emulsio com adjuvante completo de Freund
(ACF) mais a solugio proteica na mesma propor¢io de
(1:1) com auxilio de uma seringa de vidro.

Inocular a emulsdo nos animais por via subcutinea
(200 a 500pL) ou no coxim plantar (50pL). Para
antigenos sem adjuvantes oleosos ou particulados,
pode-se utilizar a via intraperitoneal ou endovenosa
(200 a 500pL), representagio esquematica Figura 3a.
A cada 2 ou 4 semanas apés a primeira imunizagio (1*
dose), deve-se dar um reforgo com a mesma dose (ou
metade da dose), volume e via, utilizando adjuvante
sem Micobacterium sp, ACF ou hidréxido de aluminio.
Realizar sangrias de prova (Figura 3b) no periodo das
imunizagdes (cerca de sete dias apés o ultimo reforco).
Ao atingir um titulo considerdvel de anticorpos (32 a
64, ensaios por Imunodifusio ou ELISA), realizar a
sangria final.
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O quadro abaixo apresenta os principais adjuvantes em uso

para vacinas humanas licenciadas e em testes experimentais.

Relagio de adjuvantes

Experimental®
Tipo de adjuvante De uso rotineiro ou téxico

p/ animais/humanos#

Hidréxido de aluminio
Sais inorganicos Fosfato de aluminio | Hidréxido de berilio
Fosfato de cilcio

Lipossomos*
ISCOMS*

Sistemas de liberagio BCG

Formulagoes de

liberagdo lenta*

Mycobacterium bovis e

Bordetella pertussis Oleo (adjuvante
Produtos
. (com toxoides completo de Freund)
bacterianos
diftéricos ou tetinicos) | Muramil-dipeptideo
(MPD)#
o 1L-1; IL-2; 1L-12;
Citocinas

IFN-g

Inferéncias e resultados: o aluno deveri compreender
como estimular o sistema imunolégico, as diferentes vias de
inoculagio de antigenos, o uso dos adjuvantes e a produgio de

anticorpos policlonais.
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Figura 3-a- Vias de inoculagdo de antigenos para imunizagio
dos camundongos. b- via de coleta de sangue (sangria) em
camundongos.

A. Vias de inoculagao

= )
-
Intra-muscular
e A ? Endovenosa
Intra-peritoneal Subcutanea
B. Vias de sangtia
[ 2
9

é

Plexo retro-orbital Puncio cardfaca Sangria parcial

pela veia caudal

Fonte: Brigido, P.C
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Isolamento de Imunoglobulinas do Soro

O sangue ¢ um tecido conjuntivo liquido circulante por
um sistema de vasos fechados do sistema vascular em espécies
com sistema circulatério fechado. O sangue é composto pelos
elementos celulares (células e fragmentos celulares) e o plasma.
O plasma humano ¢ a parte liquida do sangue obtida apés a sua
centrifugacio, o qual contém proteinas, eletrélitos, nutrientes,
metabélitos e vitaminas. Sendo assim, as proteinas sdo os
componentes mais expressos, como as proteinas carreadoras,
anticorpos, enzimas, inibidores enzimdticos, fatores da
coagulagio e proteinas com outras fung¢ées. Diversas patologias
clinicas agudas e cronicas sio diagnosticadas na andlise de
exames laboratoriais das concentragdes de proteinas séricas e as
propor¢des das diferentes fragées de proteina no plasma.

O isolamento de imunoglobulinas/anticorpos, totais
ou especificas do soro de pacientes, é necessdrio para avaliagio
clinica. As imunoglobulinas (IgA, IgG, IgM, IgE e IgD) diferem
entre si em tamanho, cargas elétricas, composi¢do de aminodcidos

e no contetdo de carboidratos.
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O isolamento de imunoglobulinas de soro geralmente é

realizado por fracionamento sequencial das proteinas, envolvendo:

* Precipitagio das gamaglobulinas em sulfato de
amonio saturado.

O fracionamento de proteinas por precipitagio ¢ utilizado
como uma etapa preliminar da purificagio, em razio do seu baixo
custo e capacidade de processar grandes volumes/massas em um
curto espago de tempo. J4 o método de separagio por cromatografia
¢ a técnica mais refinada para obten¢do de uma biomolécula com
alto grau de pureza, baseado na separagio das moléculas de acordo
com suas caracteristicas fisico-quimicas, como peso molecular,
carga elétrica e ligantes especificos (Figura 4).

Cromatografia por troca idnica: sio aquelas em que as
resinas sdo carregadas com cargas positivas ou negativas. As
com carga negativa repelem moléculas com carga positiva
e vice-versa. A retirada das moléculas retidas na matriz
é feita pelo aumento da forga i6nica do tampio (adigio
gradativa de sal ao tampdo de equilibrio) ou altera¢io do
pH do tampido de equilibrio.
Cromatografia de gel filtragao: sio resinas que separam
moléculas de acordo com o tamanho. Moléculas de
peso molecular menor entram pelos poros e passam
mais vagarosamente pela coluna. Moléculas de peso
molecular maior percorrem a resina paralelamente aos
poros e saem primeiro.

Cromatografia de afinidade: a resina de afinidade

contémmoléculas deinteresse especificas covalentemente

ligadas a elas.
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Nas amostras bioldgicas estdo presentes moléculas com
afinidade com essa molécula especifica, as quais se ligam a matriz
e posteriormente sio eluidas por gradiente de sal ou alteragio
de pH. Por exemplo, a resina de proteina A tem como ligante a
proteina A, que é um componente da parede celular de Eszafilococos,
a qual se liga as regides Fc (Cg2 e Cg3-domNios constantes) da
maioria das imunoglobulinas das subclasses de IgG.

Figura 4. Métodos de separagio cromatogrificos usados na
purifica¢do de biomoléculas.
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Fonte: Brigido, P.C.

Objetivo da atividade prética: separar anticorpos presentes
na fragdo gamaglobulinica das demais proteinas do soro.

Material:
*  Soro de animal ou humano.

*  Solugio de sulfato de amodnio a 80% de saturagio a 4°C.

*  Solugio salina (NaCl 0,9%) a 4°C.
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*  Frascos, bastio, pipetas, gelo, agitador magnético,

tubos de ensaio, centrifuga.

Procedimento experimental (Figura 5):

*  Pipetar ImL de soro (humano ou animal) com auxilio de
micropipeta em um tubo de ensaio e colocd-lo no gelo.

*  Completar o volume para 3,0mL com solugio salina.

*  Colocar a mistura no agitador magnético.

* Adicionar, gota a gota, sob agitagio magnética,
3,0mL de solu¢do fria de sulfato de amonio a 80% de
saturagdo (4°C); centrifugar a mistura a 3.000 rpm por
15 minutos.

*  Ressuspender o sedimento em 6,0mL de solugdo de
sulfato de amonio a 40% de saturagio (4°C).

*  Centrifugar novamente até obter um sedimento livre
de contaminantes. No pe/let resultante estd presente a
fragdo contendo as imunoglobulinas.

Comentirios: ap6s a obtengdo do sedimento, realizar a
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) para anilise
da pureza da amostra obtida e proceder ao fracionamento
cromatogréfico para isolar a fragio de interesse.

Inferéncias e resultados: ao final da aula pritica, o
aluno deverd ser capaz de explicar o processo de isolamento de
imunoglobulinas no soro e a importancia desse procedimento em

estudos de casos clinicos.
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Figura 5. Ilustragio do procedimento de purificagio de
imunoglobinas do soro.
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3000 rpm por 15 minutos 3000 rpm por 15 minutos

Fonte: Brigido, P.C.
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Reagoes imunolégicas
no diagnéstico de patologias

As reagdes imunoldgicas baseadas na interagdo molecular
entre antigeno e anticorpo nos ensaios imunes com reagentes
nio marcados detectam e quantificam as consequéncias da
interagio antigeno-anticorpo (precipitagdo, aglutinagio e
atividade hemolitica). J4 os ensaios com reagentes marcados
detectam e quantificam diretamente a intera¢do antigeno-
anticorpo por meio de marcadores fluorescentes, por exemplo,
os ensaios de ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay),
imunofluorescéncia, imuno-histoquimica, slos-blot, Western

blotting e citometria de fluxo.

Ensaios imunes baseados em reagentes nao marcados
Reagoes de aglutinacio

A reagio de aglutinagio se caracteriza pela formagio de
agregados visiveis como resultado da interagdo de anticorpos
especificos e particulas insoliveis que contém determinantes

antigénicos em sua superficie.
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A aglutinagdo pode ocorrer tanto com particulas que
apresentam determinantes antigénicos naturais em sua superficie
(hemdcias, bactérias, protozodrios etc.) como com as que
apresentam particulas inertes (particulas de litex, poliestireno,
bentonita etc.), ou mesmo com células antigenicamente nio
relacionadas (hemadcias, bactérias) as quais se adsorvem ou se
fixam antigenos soluveis.

A aglutinagio ocorre porque os anticorpos sio pelo menos
bivalentes, ou seja, tém pelo menos dois sitios Fab de intera¢io
com o antigeno. Os dois sitios na imunoglobulina e os multiplos
sitios no antigeno resultam na malha antigeno-anticorpo.

As reagoes de aglutinagio sio muito empregadas no
diagnédstico laboratorial de patologias causadas por virus,
bactérias, protozodrios e fungos, doengas autoimunes, na detec¢io
de hormonios, na tipagem de grupos sanguineos (sistemas ABO
e Rh) etc. Os testes de aglutinagio podem ser realizados em tubos

ou placas e as reagdes de aglutinagdo podem ser direta ou indireta.
Teste de aglutinagio ativa ou direta

Na reagio de aglutinagio direta ativa se utilizam particulas
antigénicas insoluveis em sua forma integra ou fragmentada, por
exemplo, hemdcias, bactérias, fungos e protozodrios podem ser
anticorpos especificos realizados empregando-se dilui¢des em
série do anticorpo, anteuma quantidade constante de antigeno.

Ap6s um periodo de incubagio, a aglutinagdo se completa
e o resultado é geralmente expresso como o titulo do antissoro,

isto ¢, a maxima diluig¢do em que ocorre a aglutinagio.
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O sistema ABO

O sistema ABO foi descrito por Karl Landsteiner em
1901. Os grupos sanguineos sio baseados na ocorréncia de
antigenos naturais (isoaglutininas) contra os antigenos A e
B (aglutinogénios) expressos na superficie das hemdcias. Sio
conhecidos diversos tipos de sistemas sanguineos. O sistema
ABO ¢ o de maior importincia na pratica transfusional por ser o
mais antigénico, ou seja, por ter maior capacidade de provocar a
produgio de anticorpos, seguido pelo sistema Rh.

Os genes do sistema ABO estio localizados no brago
longo do cromossomo 9. Individuos do tipo A tém anticorpos
contra antigenos do grupo sanguineo B. Esses anticorpos que sdo
capazes de aglutinar e lisar hemadcias revestidas com antigenos
B sio chamados anticorpos anti-B. Os individuos do tipo B
tém anticorpos contra antigenos do grupo sanguineo A que sdo
chamados anticorpos anti-A. Em individuos tipo AB ambos
os antigenos A e B sdo expressos nas hemdcias e os anticorpos
anti-A e anti-B ndo estdo presentes no soro. Os individuos do
tipo O ndo expressam ambos os antigenos A e B nas hemaicias e
os anticorpos anti-A e anti-B estdo presentes no soro (Figura 6).

Objetivo daatividade pratica: determinar o tipo sanguineo
de cada amostra teste.

Reagentes e Solugdes:
* 1 gota de sangue para reagir com cada um dos

anticorpos.
+  Aglutininas: anticorpos:
* anti-A
* anti-B
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Procedimento experimental:

1. Colocar uma gota de sangue total em cada extremidade

de uma lamina de vidro.

2. Sobre uma delas, adicionar uma gota do reagente

anti-A, e sobre a outra uma gota do reagente anti-B.

3. Homogeneizar cada reagdo com misturador diferente

(ponteira), cuidando para ndo misturar uma a outra.

4. Observar a aglutinagio apés dois minutos.

Tipo Antigeno ou ) o
3 o Anticorpo ou aglutinina
sanguineo Aglutinogénio
Anti-A Anti-B
A A + _
B B - +
AB AB + ¥
(o) - - -

(+): presenga da aglutinagdo (-): auséncia da aglutinagio

Inferéncias e resultados: o aluno deverd ser capaz de
determinar o tipo sanguineo de cada amostra de acordo com a
figura 6 e compreender a importincia da tipagem sanguinea para

as transfusoes sanguineas.
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Figura 6: Tipagem sanguinea: sistema ABO.

‘ Gota sangue total

* . o~
7‘;,_? / Reagente Anti — A ‘ 5] ‘ C)
L ¥
£ Reagente Anti — B
Nio reagente Sangue tipo A Aglutinogénios tipo A
Sangue Tipo B Aglutinogénios tipo B
Reagente Sangue tipo AB Aglutinogénios tipo A ¢ B

o

e &

Q Sangue tipo O Sem aglutinogénios

Fonte: Brigido, P.C

Teste de aglutinagido passiva ou indireta

Para o teste de aglutinagio passiva ou indireta, as hemdcias
e as particulas inertes (litex, bentonita, sepharose, leveduras
etc.) podem ser sensibilizadas por adsor¢do passiva, em virtude
do contato direto com os antigenos soliveis ou por adsor¢io via
agentes quimicos, como dcido tanico, cloreto de cromo e por
conjugacio do antigeno, por meio de ligagdes quimicas covalentes,
fornecendo reagentes estaveis. Em razdo da grande diversidade de
antigenos que podem se ligar as células ou particulas, a aplicagio
dos testes de aglutinagdo passiva é muito variada.
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Classificagio Rh em tubos (Du)

Tipagem em lamina (Figura 7):

1. Colocar sobre uma limina de microscépio uma gota
da suspensio de hemidcias a 5% (H5%) em contato
com uma gota do anticorpo anti-Rh (anti-D).

2. Se houver aglutinagio: fator Rh positivo.

3. Se ndo houver aglutinagdo: fator Rh ainda nio
determinado.

Figura 7: Tipagem em lamina para determinagio do fator Rh.
‘ Suspenséo de (H5%) 4
h Reagente Anti — D

&

Aglutinagao:
Fator Rh POSITIVO

Sem aglutinagao:
Fator Rh nao determinado

Fonte: Brigido, P.C

Passar entdo para:

4. Tipagem em tubos (Figura 8):

5. Em tubo de hemdlise, colocar 2 gotas de soro anti-D
+ 2 gotas de (H5%) + 2 gotas de soro albumina bovina
(BSA). Centrifugar 2 1000rpm por 1 minuto. Agitar
suavemente e observar a aglutinagio. Neste ponto da
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detecgio, caso a aglutinagio seja positiva, o Rh ji estd
determinado (Rh positivo).

Figura 8: Tipagem em tubos para determinagio de fator Rh.

1000 rpm por 1 minuto

‘ ‘ 2 gotas de H5% &‘ % ?

2 gotas de Soro anti-D

2 gotas de BSA (Soro Albumina Bovina)

' .
T gl @ w
¢e.®
A < @
e® ©.©
A @
Sem aglutinagao: Aglutinacao:
Fator Rh nio determinado Fator Rh Positivo

8

Fonte: Brigido, P.C.
Caso contririo, prosseguir o ensaio:

Pesquisa do fator Du:

* Incubar o tubo a 37 °C por 15 minutos.

*  Acrescentar 3mL de salina e centrifugar 2 1000rpm
por 1 minuto.

* Desprezar o sobrenadante e repetir este passo de
lavagem com salina mais duas vezes; apds a ultima
lavagem, decantar a salina e adicionar 2 gotas de soro
de Coombs (Soro Antiglobulina Humana - soro de
coelho previamente imunizado com globulinas ou soro
humano).

*  Centrifugar a 1000rpm por 1 minuto.
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*  Agitar suavemente para observar a aglutinagio.
*  Resultado: presenca de aglutinagio-fator Rh positivo.

Figura 9: Pesquisa do fator Du para determinagio do fator Rh.

'
s 1000 rpm por 1 minuto
(Descartando o sobrenadante
apos cada centrifugacio)

v 4

15 minutos;

E 3,0 mL de salina
2X ’

u 1000 rpm por 1 minuto

< D

Incubar o pellet com
2 gotas de soro de Coombs

Agitar suavemente e analisar

~,6
e e .
%ce .
.-. A .,.?.
K . of
Sem aglutinacio: Aglutinagao:
Fator Rh nao determinado Fator Rh Positivo
]

Fonte: Brigido, P.C.
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7

Reagio de microaglutinagio: diagnéstico VDRL

A sifilis é uma doenca infecciosa sistémica causada pela
bactéria Treponema pallidum. A sifilis pode ser transmitida
durante relages sexuais, por transfusées sanguineas com sangue
contaminado e/ou via transplacentdria (mde infectada para o
bebé durante a gestagdo ou o parto).

Cerca de 7 a 20 dias apds o contato inicial se apresentam
os primeiros sintomas da doenga. Os érgios sexuais apresentam
pequenas feridas e carocos nas virilhas (inguas) indolores,
ausentes de pus e coceira, cicatrizando mesmo sem tratamento e
nio deixam cicatrizes visiveis. No entanto, a pessoa continua com
a patologia, que se desenvolve e, em estdgio mais avangado, causa
queda dos cabelos e manchas pelo corpo (inclusive mios e pés).

Apés algum tempo, que varia de pessoa para pessoa,
as manchas também desaparecem, dando a ideia de melhora.
A doenga pode ficar estacionada por meses ou anos, até o
momento em que surgem complicagdes graves como cegueira,
paralisia, doenga cerebral e problemas cardiacos, podendo,

inclusive, levar 2 morte.
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O diagnéstico da sifilis é baseado em avaliagdo clinica e
testes soroldgicos. O recurso diagndstico mais frequentemente
utilizado € o teste soroldgico, visto que o paciente, na maioria
das vezes, ao procurar o servio de saide jd ndo se encontra mais
na fase inicial da doenga, que se caracteriza pelo surgimento da
tlcera ou cancro. As provas soroldgicas constituem o Gnico meio
de identificagio para a forma latente da sifilis adquirida, nas quais
nio sdo observados quaisquer sinais ou sintomas clinicos que
sugiram na presenca da doenga. Dois grupos de testes sorolégicos

sdo utilizados para o diagnéstico:

+ Testes antigénicos ndo treponémicos ou  testes
lipoidicos:
VDRL (Venereal Disease Research Laboratory);
RPR (Rapid Plasm Reagin).

* Testes treponémicos ou pesquisa de anticorpos
verdadeiros:
FTA-ABS (Fluorescent Treponema Antigen Absorvent);
MHA-TP (Micro hemagglutination for Treponema
pallidum),
EIA/ELISA (Enzyme immunoassay for antibody anti-
Treponema); PCR (Polimerase Chain Reaction)

O treponema tem uma fragio lipidica, comparivel a
cardiolipina (fosfolipidio) em sua constitui¢do antigénica. Os
testes ndo treponémicos ou lipidicos utilizam reagbes tendo
por base a cardiolipina, na qual se detectam os anticorpos
denominados reaginas.

Processos  patolégicos, como doengas autoimunes,
determinadas infecgbes bacterianas e virais, algumas protozooses
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e outras situagdes, como a gravidez, idade avangada e dependéncia
quimica, também podem liberar antigenos lipidicos, os quais
levam a produgio de reaginas, traduzindo-se em resultados falsos
positivos para sifilis, demonstrando assim a nio especificidade das
reagbes nio treponémicas.

Os testes treponémicos utilizam antigenos de 7. pallidum
por meio de reagdes imunoldgicas de elevada sensibilidade e
especificidade. So testes confirmatérios, tteis para exclusio de falsos
positivos a sorologia nio treponémica. No entanto, por utilizarem
procedimentos mais complexos, sio testes de alto custo e, por
consequéncia, nio estdo disponiveis como exames de rotina e sdo
considerados inadequados para avaliagdo da resposta terapéutica.

A prova do VDRL ¢ um dos testes ndo treponémicos
utilizados rotineiramente no imunodiagnéstico da sifilis. Em
virtude do baixo custo e praticidade quanto a sua realizagio,
ele é utilizado em larga escala na maioria dos laboratérios de
unidades de atengdo primdria de saide. Apresenta uma técnica
rapida de microfloculagdo, na qual utiliza antigenos extraidos
de tecidos como a cardiolipina, um fosfolipidio derivado do
coragio de bovinos. A cardiolipina, quando combinada com
lecitina (fosfolipidio fosfatado) e colesterol, forma um antigeno
sorologicamente ativo, capaz de detectar anticorpos humorais
presentes no soro durante a infec¢do sifilitica, de uma a quatro
semanas apds o aparecimento do cancro primadrio.

As dosagens quantitativas do VDRL, expressas em
titulos, em geral se elevam até o estdgio secundario. A partir do
primeiro ano da doenga, os titulos tendem a diminuir, podendo a
reatividade desaparecer mesmo sem tratamento. Com a infecgio
corretamente tratada, o VDRL tende a se negativar entre 9 e
12 meses, embora a reatividade em baixos titulos (<1:8) possa
perdurar por vérios anos ou até por toda a vida. Essa reatividade
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residual se denomina “memoria” sorolégica. Dessa maneira,

titulos baixos podem significar doeng¢a muito recente ou muito

antiga, tratada ou nio.

Objetivo da atividade pratica: realizar o teste de

diagnéstico para sifilis.

Procedimento experimental:

Diluir o soro do paciente a 1:2; 1:4; 1:8; 1:16; 1:32
(dilui¢oes seriadas).

Colocar uma gota de soro puro e uma gota de cada uma
das dilui¢des seriadas numa lamina escavada e, a seguir,
adicionar 1 gota do reagente de VDRL (antigeno),
Misturar cada reagio com um misturador diferente e com
movimentos rotacionais por mais ou menos 4 minutos.
Ler a reagdo a olho nu ou sob a luz de um microscépio
éptico.

Fazer um controle negativo com solugio salina.
Relatar o titulo do soro do paciente, que serd
determinado pela maior diluicio onde ainda se
observou floculagio.

Interpretagio dos resultados: consideramos o feste positivo

quando encontramos particulas agrupadas em médios e grandes

grumos. Muitas vezes, encontramos o fendmeno de pri-zona, em

que grumos comegam a aparecer somente a partir das dilui¢des

de 1:2 ou 1:4. Isso ocorre quando os titulos do soro sdo superiores

a 1:32 e os anticorpos especificos em alta concentragio no soro do

paciente promovem a inibi¢4o da floculagio.
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Figura 10: reagdo de microaglutinagio para o diagnéstico VDRL.

Fortemente reativo
Soro

Reagente VDRL (antigeno)

Fracamente reativo

Soro 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32

Nio reativo

Controle negativoJ

Salina

Fonte: Brigido, P.C.
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Imunoprecipitagio

A precipitagio é uma técnica usada para mensurar
a presenga e a concentragio de antigeno-anticorpo. Essa
técnica pode ser realizada em meio sélido (imunodifusio
radial, imunoeletroforese) ou em meio liquido (turbidimetria e
nefelometria).

A difusio de uma substéncia solivel em um meio fluido ¢
um processo pelo qual a substincia é transportada de uma parte
para outra, como resultado do movimento molecular ao acaso.
A difusdo pode ser efetuada em meio gelificado, o que impede
a formagdo de correntes, por diferencas de temperatura. Se os
poros do gel sdo consideravelmente maiores do que o tamanho
das particulas, a difusdo se realiza em meio fluido. Quando os
imunoprecipitados (complexo antigeno-anticorpo) sio formados
no gel de dgar, o tamanho dos agregados fica maior do que o
didmetro dos poros e se evita a difusio dos complexos de
antigeno-anticorpo.

A formagido do precipitado depende de eletrdlitos usados

no tampio, do pH, da temperatura, do tempo de reagio, da
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pureza do 4gar e, especialmente, das concentragdes do antigeno
e do anticorpo.

A precipitagio méxima ocorre em dreas de equivaléncia,
ou seja, concentraces semelhantes de antigeno e anticorpo,
diminuindo em dreas de excesso de um dos componentes.

A imunodifusio ¢ uma técnica que pode realizada por
difusdo simples ou dupla. Na imunodifusio simples, o antigeno
ou o anticorpo incorporado ao meio sélido (dgar) e amostra
teste se difunde, formando o complexo antigeno — anticorpo
(imunocomplexo) até ocorrer sua precipitagio. Ja na imunodifusio
dupla, tanto o antigeno como o anticorpo incorporado ao meio
s6lido se movem um em dire¢do ao outro, até haver a precipitagio
do imunocomplexo. A imunodifusio em ambos os casos pode ser

linear (unidimensional) ou radial (bidimensional).
Imunodifusio radial simples

Reagio de Carbonari-Mancini:

Esta técnica se baseia na difusio de um antigeno solavel
por meio de um gel ao qual ji se encontra incorporada uma
concentragdo conhecida de anticorpo especifico. O dgar ¢
misturado com a dilui¢do apropriada do anticorpo especifico
para determinado antigeno e, em seguida, a mistura é colocada
em placa de Petri ou limina de vidro. Em locais apropriados do
gel so feitos orificios, nos quais se pipetam volumes adequados
das solugdes de antigeno a serem testadas, bem como solugdes-
padrio com pelo menos trés concentragdes conhecidas do
antigeno. A reagio ¢ incubada em cAmara imida de 48 a 72 horas
para que ocorra a difusdo. Apés a incubagio, a drea do halo de
precipitagdo formado é medida com auxilio de uma régua. Para
uma dada concentragio de anticorpo, a drea do halo formado ao
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término da difusdo ¢é diretamente proporcional 4 concentragio do

antigeno (Figura 11). A sensibilidade do teste pode variar com a

concentragdo de anticorpos no soro. Uma concentragio baixa de

anticorpos aumenta a sensibilidade, mas nio permite a medida de

concentragdes de antigeno em excesso. Por outro lado, uma alta

concentragio de anticorpos diminui a sensibilidade, mas permite

a quantifica¢do de concentragdes maiores de antigeno.

Objetivo da atividade prdtica: determinar e quantificar a

concentragio de antigeno e anticorpo por meio da imunodifusio

de imunocomplexos.

Reagentes e Solugoes:

Solugio de dgar 1%:

1g de dgar em 100mL de H,O destilada.

Aquecer a solugdo de dgar no micro-ondas até sua
completa fusdo (coloragdo transparente).

Resfriar até aproximadamente 55°C antes da adi¢do do
anticorpo.

Procedimento Experimental:

Incorporar a uma solugdo de dgar a 1% o anticorpo
antiantigeno preestabelecido.

Distribuir a solugdo sobre uma placa de acrilico
dividida em quatro quadrantes.

Apés a solidificagdo do dgar, fazer um orificio no centro
de cada quadrante com o auxilio de um molde (em anexo).

O
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Preencher esses orificios com o antigeno, sendo que
trés deles serdo ocupados com concentragdes definidas
que servirdo como referéncia para a curva-padrio (Ex:
padrdes de Img/mL,2mg/mL e 3mg/mL).No 4° orificio
colocar o antigeno de concentrag¢io desconhecida.
Cobrir a placa e incubar a 4°C por 24 horas.

Efetuar a leitura observando a formagdo dos halos de
precipitagio (Figura 11).

O didmetro de cada halo com o auxilio de uma régua.
Em papel milimetrado, construa a curva-padrio
colocando nas ordenadas o didmetro elevado ao
quadrado e nas abscissas a concentra¢do dos padrdes.
A concentragio do antigeno desconhecido serd definida

pela medida do seu didmetro e proje¢do no grafico.

Figura 11: Imunodifusio Radial Simples (Reagio de Carbonari-

Mancini).

Agar incubado com anticorpo

V

Img/mL

V

3mg/mlL

= &

(V) o
VALY,

>

Incubar a 4°C por 24 horas

V

1
2mg/mlL Halo formado

Antigeno de
concentragao
desconhecida

Fonte: Brigido, P.C.
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Imunodifusio Radial Dupla

Reagao de Outcherlony:

Essa técnica se baseia na precipitagdo que ocorre na regiao
de equivaléncia quando o antigeno e o anticorpo se difundem no
dgar. O complexo antigeno-anticorpo se apresenta sob a forma
de linha ou arco de precipita¢io. O teste ¢ realizado colocando-
se uma camada de dgar em laminas de vidro ou placas de Petri
previamente recobertas com uma fina camada de dgar. Apés a
solidificagdo, sdo feitos orificios no dgar, de acordo com o sistema
a ser analisado. As soluc¢es contendo o antigeno e o anticorpo sdo
pipetadas nos orificios do dgar, as placas ou liminas sdo incubadas
em camara umida de 18 a 24 horas. Cada linha em um espectro
de precipitag¢do corresponde a um complexo antigeno-anticorpo.
A auséncia do antigeno ou do anticorpo ¢ indicada pela auséncia
da linha. Cada precipitado funciona como uma barreira para os
reagentes que o formam e impede sua difusdo além do sitio da
precipitagdo. Essa barreira ¢ imunoespecifica e a difusio de outros
reagentes nio ¢ impedida, a menos que a densidade dos agregados
provoque um obsticulo mecanico.

O método de Ouchterlony permite a comparagio
de virios sistemas antigénicos, desde que colocados em
orificios adjacentes contra um mesmo sistema de anticorpos,
formando vérios padrées que indicam a existéncia, ou nio, de
determinantes antigénicos comuns. As linhas formadas podem
ser completamente coalescentes, no caso de antigenos com os
mesmos determinantes (identidade total); podem apresentar um
“espordo”, como no caso de antigenos parcialmente relacionados
(identidade parcial); ou podem formar uma intersecio, indicando
a auséncia de relagio entre os antigenos (ndo identidade); (Figura

12). Quando os reagentes estio em quantidades equimolares, a
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linha de precipitagdo formada terd a curvatura voltada para o
orificio que contém a substincia de maior peso molecular, que se
difunde mais lentamente.

Esta técnica pode ser utilizada para avaliagdes semiquantita-
tivas, quando se conhece a especificidade das linhas de precipitagio,
por exemplo, na titulagio de antigenos ou de anticorpos. Podem-se
caracterizar antigenos de vérios agentes infecciosos empregando-se
anticorpos de especificidade e reatividade conhecidas. A formagio
de uma tnica linha de precipitagio indica a pureza do antigeno ou
do anticorpo, porém de um modo nao muito preciso.

O método apresenta algumas limitagdes, como baixa
sensibilidade quando comparado a outras técnicas baseadas na
reagdo antigeno-anticorpo, o tempo de incubag¢do para que a
reagio se processe, no sendo til em casos em que se necessita de
um método ripido de diagnéstico.

Procedimento experimental:

1. Colocar 4mL de uma solugio a 1% de dgar sobre duas
laminas de vidro.

2. Esperarasolidificagdo da solugdo de dgar a temperatura
ambiente.

3. Com o auxilio de um molde, fazer trés orificios como
mostra a figura:

O O

*  Nos dois orificios superiores, aplica-se os antigenos 1 e
2, respectivamente. No orificio inferior, colocar o soro
imune a ser testado.
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* Incubar a reagdo 4°C por 24 horas, em cimara imida.

*  Observar a formagio de linhas de precipitagio.

1. Determinar o padrio de identidade dessa reagdo de
acordo com o esquema da figura 12.1.

Comentarios:apés a determinagio daidentidade imunoldgica
entre antigeno e anticorpo testados, realizar a titulagdo do soro para

uma melhor caracterizag¢io da reagio de imunoprecipitagio.

Figura 12.1: Determina¢io de identidade entre antigeno e
anticorpo pelo método de Imunodifusio Radial dupla (Reagio
de Reagdo de Outcherlony).

Soro Imune Padroes
de identidade.
Antigeno 1 .
Identidade Total
Antl'geno 2 Antigenos 1 Antigenos 2

r Soro imune /\

Soro imune

J L Identidade Parcial
Antigenos 1 Antigenos 2 Antigenos 1 Antigenos 2
Incubar a 4°C por 24 horas, em camara umida. /\

|-> Soro imune Soro imune

Auséncia de Identidade

Antigenos 1 Antigenos 2

Antigenos 1 < L Antigenos 2

. R Soro i
Linhas de precipitacio 010 fmune

Fonte: Brigido, P.C.
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Titula¢io do soro:

a. Com o auxilio de um molde, fazer orificios.

o © o
o ° o
o

*  Diluir o soro nas proporg¢des: 1:2,1:4,1:8,1:16 e 1:32.

*  Aplicar as diluigdes em cada um dos orificios, sendo
que no ultimo deve-se colocar o soro puro.

*  Preencher o orificio central com o antigeno.

* Incubar a 4°C por 24 horas em cdmara imida.

*  Observar as linhas de precipitagio.

* O titulo de anticorpos no soro corresponde a maior
dilui¢do onde ocorreu precipitagio.

Figura 12.2: Titulag¢do da reagdo entre antigeno e anticorpo pelo
método de Imunodifusio Radial dupla (Reagio de Reagio de
Outcherlony).

Soro Imune

LA

O A . .
Soro 122 Incubar a 4°C por 24 horas, em cimara umida.

Soro
1:32 1:2

»

1:4
1:16 1:8

Antigeno Linhas de precipitagio
Fonte: Brigido, P.C.
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Imuno-hemolise

O complemento foi descoberto por Jules Bordet e descrito
no soro de animais imunizados como um fator termolabil
responsdvel pela lise de bactérias e eritrécitos. Esse fator foi
denominado “alexina” e, posteriormente, “complemento”, por
complementar a a¢do dos anticorpos.

A primeira fungio atribuida ao complemento foi a sua
capacidade de lisar microrganismos e células. Entretanto, estudos
posteriores demonstraram que o complemento é um sistema com
multiplos componentes, complexo e altamente evoluido que, além
de proteger o organismo contra patégenos invasores, também
contribui para a regulagio de outros sistemas de defesa do hospedeiro,
principalmente aqueles relacionados a imunidade adaptativa.

O sistema complemento participa dos principais
mecanismos efetores da resposta imune humoral. Esse sistema
¢ constituido por proteinas séricas e de membrana, que
interagem de maneira altamente regulada para gerar como
produtos proteinas biologicamente ativas. Essas proteinas

participam em diferentes fungées efetoras envolvidas com a
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eliminagdo de antigeno, tais como: lise osmética de células
estranhas; quimiotaxia; libera¢do de mediadores inflamatérios;
fagocitose e prolifera¢io celular.

Na organizagio e funcionamento do sistema complemento
também se incluem multiplos receptores na superficie de diferentes
células, os quais tém especificidade para os produtos ativos do
complemento, bem como proteinas de membrana reguladoras, as
quais impedem a ativag¢do autéloga do complemento, protegendo
as células do hospedeiro.

A majoria das proteinas do complemento se encontra na
forma inativada na circulagdo ou em baixos niveis de ativagio
espontdnea. A ativagio desse sistema ocorre de maneira
sequencial, pela clivagem proteolitica dos componentes por
enzimas do sistema, ativadas previamente.

O sistema complemento pode ser ativado por trés vias
distintas: via cldssica, via alternativa e via das lectinas. A ativagio
dessas vias converge para a clivagem de C3, componente central
do sistema complemento. As reagdes subsequentes sio comuns
para as trés vias e terminam com a formagio do “complexo de
ataque 2 membrana” (MAC).

O esquema a seguir demonstra como sio desencadeadas
as trés diferentes cascatas enzimadticas do sistema complemento,
as quais sio denominadas vias de ativagdo deste sistema. Estas
trés vias dependem de um unico substrato enzimitico que
¢ o componente C3, que ¢ clivado em C3a e C3b, sendo este
ultimo componente o responsével por desencadear a ativagio dos
componentes terminais destas cascatas enzimadticas, formando
finalmente 0 MAC (Complexo de Ataque a Membrana), que

envolve a participagio dos componentes de C5 a C9.
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Figura 12: Ativagdo do complemento.

A A

}”é‘éx

(ViaAliemativa]  Via da Lectina

Complexo Ligagéo da lectina
Antigeno- a superficie
Anticorpo de patégenos

Quimiotaxia Opsonizagéao
®
C3a, e C5a MAC C3b
Ativacao celular Depuragao complexo imune

Defesa antimicrobiana
Legenda:

MBL=Proteina Ligadora de Manose
MASP= Serina Protease Associada a MBL

Fonte: Brigido, P.C.
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Objetivo da atividade pritica: observar uma das atividades

biolégicas do sistema complemento: lise celular.

Material:
Reagentes e solugdes:

Solugio salina: NaCl (cloreto de s6dio) 0,9%.
Hemaicias de carneiro.

Hemolisina: soro de coelho imunizado com hemicias
de carneiro e inativado a 56°C durante 30 minutos.
Sistema hemolitico: consiste na reagdo do antigeno
(hemicias de carneiro) com o anticorpo (hemolisina)
anti-hemdcias de carneiro produzido em coelho.

Soro de carneiro (sistema complemento).

Preparo das solugdes:

Preparo da solugdo salina: usar 0,9 de NaCl em 100mL
de H,Od.

Preparo da hemolisina: dilui¢do da hemolisina: 100mL
em 12mL de solu¢do salina.

Preparo das hemicias de carneiro:

Lavar a suspensio de hemidcias 3 vezes com salina, em
seguida ressuspender 500mL da “papa” de hemécia em
12mL de salina.

Preparo do sistema hemolitico:

Misturar a suspensio de hemdcias e a hemolisina v/v
(12mL com 12 mL).

Manter a mistura em banho-maria a 37°C (15

minutos).

Procedimento experimental (Figura 13):

Numerar os tubos de ensaiode 1 a 7.
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Em seguida pipetar os reagentes de acordo com o esquema

abaixo:

Solugio salina Sistema Reagio posi-
Tubos | Soro (pL) hemolitico .
(}’-L) tiva

(pL)
1 500 - 500
2 400 100 500
3 300 200 500
4 200 300 500
5 100 400 500
6 50 450 500
7 - 500 500

* Incubar em banho-maria a 37°C por 15 minutos.
*  Centrifugar a 1.500 rpm por 1 minuto.
*  Observagio e relato dos resultados:

Relatar em quais tubos da rea¢do ocorreu a hemdlise
das hemicias. Em seguida, calcular a porcentagem de atividade

hemolitica de acordo com a equagio abaixo:

AH=100x (1-VS/VT)

Onde:
VS: volume de soro no tubo com hemdlise parcial;
VT: volume de soro + salina (500 mL).

Inferéncias e resultados: os valores normais- 90 a 96% de
atividade (tubo 6 ao 8) com hemdlise total ou parcial.
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A auséncia de hemdlise em humanos pode ocorrer em
virtude de alguma deficiéncia em componentes do sistema
complemento, portanto o teste de hemoélise mediada pelo sistema
complemento é usado no diagnéstico para imunodeficiéncias e

quadros patolégicos (Figura 13).

Figura 13: Reac¢do de imuno-hemdlise mediada pelo sistema
complemento.

(0

a Solugao salina -
. . =] Lavar 3 vezes
Hemicias de carneiro

Hemolisina CJ

Sistema hemolitico

Soro de carneiro

1

2 3
- E W

6 -
-
f

-

« . - -
Reacio positiva: Reacio fracamente Reaciao negativa:
positiva:

Fonte: Brigido, P.C.
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Fagocitose

O sistema fagocitico mononuclear (SFM) representa a
segunda maior populagio celular do sistema imune, cuja fungio
principal ¢ a fagocitose. Todas as células do SFM se originam na
medula éssea e apés maturagdo e/ou ativagio podem apresentar
morfologia variada. Os mondcitos representam o primeiro tipo
celular, estdo incompletamente diferenciados ao deixarem a
medula 6ssea e permanecem na circulagio por longos periodos.
Apés penetrar nos tecidos, os mondcitos se diferenciam em
macréfagos teciduais, que podem ser encontrados no tecido
conjuntivo subepitelial, no intersticio dos érgios parenquimatosos,
nos linfonodos, revestindo os sinusoides vasculares do figado
(células de Kupfter) e do bago.

No sistema nervoso central os fagécitos sio denominados
micréglia, nos ossos os fagécitos multinucleados sio denominados
osteoclastos, e nos pulmdes, macréfagos alveolares. Entio, esses
fagdcitos estio estrategicamente localizados nos principais sitios
de entrada de micro-organismos no hospedeiro.
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Os fagdcitos mononucleares apresentam um papel central na
imunidade inata e adaptativa e sdo células efetoras importantes na
eliminagio de micro-organismos. Essas células possuem receptores
na sua superficie que se ligam a micro-organismos: os receptores de
reconhecimento padrio (PAMP) que medeiam sua internalizagio,
como os receptores para manose, que sio lectinas na superficie dos
macréfagos que se ligam a residuos terminais manose/fucose de
glicoproteinas e glicolipideos, que sdo agucares tipicos da parede
celular de micro-organismos, sendo que glicoproteinas e glicolipideos
de mamiferos contém d4cido sidlico ou N-acetilgalactosamina
terminal. Portanto, receptores dos macréfagos reconhecem células
nio proprias (estranhas) ao organismo hospedeiro. Os receptores
para opsoninas promovem a fagocitose de células revestidas por
virios tipos de proteinas (opsoninas), ou seja, moléculas como
anticorpos principalmente da classe IgG; componentes do sistema
complemento (C3) e lectinas.

A fagocitose ¢ um processo de englobamento de particulas
grandes (0,5 mm) dependente do citoesqueleto celular. Apos
a liga¢do do receptor de membrana do fagécito com o micro-
organismo (bactérias, particulas virais), a membrana emite
projecoes que envolvem a particula, formando uma vesicula
membranosa — o fagossoma, no interior do fagécito. Essa vesicula
ird se fundir com lisossomas, formando o fagolisossoma, onde
ocorre a degradagdo do material contido dentro das vesiculas
por meio das enzimas lisossémicas ou de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e 6xido nitrico (NO).

Além da fagocitose, os macréfagos ativados produzem
citocinas, por exemplo, TNF, IL-1, IL-12 e quimiocinas que
induzem a resposta inflamatdria.

Objetivo da atividade pratica: demonstrar o processo de

fagocitose em macréfagos mediada por anticorpos.

76 o« Manual ilustrado de praticas laboratoriais em imunologia



Procedimento experimental (Figura 14):

Sacrificar os animais por deslocamento vertical. Apds
o sacrificio, fazer uma incisdo longitudinal na regido
abdominal, rebatendo a pele para exposigdo do peritonio.
Injetar 2mL de solugdo tioglicolato 3% por via
peritoneal, massagear durante 30 segundos.

Coletar intraperitonealmente, com o auxilio de seringa,
o liquido rico em macréfagos apés 72h de inoculagio.
Colocar 0,1mL dessa solugdo no interior de cada anel,
aderido a lamina de microscopia. Acrescentar de 2 a 3
gotas de suspensio EA (hemicias sensibilizadas com
hemolisina).

Recobrir com laminula e incubar a 37°C durante 30
minutos, em cAmara imida.

Deslocar o anel, mergulhar a limina durante 1 minuto
em solugdo salina para retirar EA ndo fagocitado.
Colocar 1 gota de corante (azul de toluidina a 0,1%) e

recobrir com laminula. Examinar ao microscépio.

Obs.: hemolisina (anticorpos anti-hemadcias).
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Figura 14: Fagocitose mediada por macréfagos.

30 minutos depois de incubar a laminula
em camara imida a 37 °C observamos
o processo de fagocitose

Macrofagos petitoneais

)
Hemicias sensibilizadas
( com hemolisina

Fonte: Brigido, P.C
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Oxido Nitrico

O 6xido nitrico (NO) é uma molécula gasosa encontrada
em pequenas quantidades no ar atmosférico, téxica em virtude
da presenca de radical livre (elétron desemparelhado), espécies
quimicas altamente reativas. O NO diluido sofre oxidagio de
nitrito a nitrato, sendo sua meia vida menor do que 10 segundos.
O NO se liga a hemoglobina e outras proteinas que contém o
nucleo heme, levando ao término de sua atividade bioldgica.

A biossintese do 6xido nitrico (NO) no organismo ocorre
via oxidagdo de L-arginina, catalisada pela enzima NO sintetase
(NOS) na presenga de nicotinamida adeninadinucleotideo
fostato hidrogénio (NADPH) como um doador de elétron e Ca
2* como um cofator, sendo o produto final L-citrulina e NO.

As fun¢des de NO sdo complexas e até mesmo antagdnicas,
e podem ser benéficas ou maléficas dependendo da concentragio.
O NO ¢ um mensageiro intercelular nos mamiferos superiores.
O mecanismo de sinalizagio intercelular desencadeado por NO,
em geral, é realizado por meio de receptores transmembranosos

presentes nasuperficiedamembrananacélula-alvo,desencadeando
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uma “cascata” de sinais intracelulares que finalizardio em uma
mudanga na célula.

Pelas suas caracteristicas quimicas de alta difusibilidade,
a sinalizagio do NO ¢ exercida diretamente em nivel intracelular,
sem receptores transmembranosos. Em razio da sua penetragio
intracelular sem intermedidrios membranosos, o organismo utiliza o
NO em fungdes fisiolégicas em que é necessaria uma resposta rapida.

O NO também faz parte do arsenal de primeira defesa
do organismo com poder microbicida. Assim, estd demonstrada
sua acdo antibacteriana, antiparasitiria e antiviral. Nesses casos,
o NO atua em concentragdes maiores do que as de mensageiro,

sendo téxico aos micro-organismos invasores.

Objetivo da atividade prética: determinar a presencga de
NO em sobrenadante de meio de cultura de esplendcitos (48
horas de cultivo em estufa de CO,), os quais foram estimulados
com as citocinas IFN-g ou IL-4.

Procedimento experimental (Figura 15):

Utilizar placas de plastico rigido de 96 pogos.

*  Adicionar amostras testes ndo diluidas e as dilui¢des
da curva-padrio a um volume de 50pL por pogo.

* A curva-padrio de NO ¢ feita com uma concentragio
inicial de 200pM/mL e em 11 dilui¢des seriadas
subsequentes com fator de diluigdo 2,até a concentragio
final de 0,195uM/mL.

* Incubar as amostras testes e a curva-padrio em
temperatura ambiente por 10 minutos com o reagente
de Griess.

*  Proceder aleitura da reagdo calorimétrica em um leitor
de microplacas com filtro de 540nm.
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Figura 15: Dosagem de NO (6xido nitrico) para determinagio de
estresse oxidativo.

Curva-padrio

-~ Amostra teste

0 NO
O Griess

Leitura da densidade ética no comprimento de onda de 540 nm

Fonte: Brigido, P.C
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Teste cutineo de puntura (Prick Test)

Asalergiassio doengasinflamatérias cronicas, heterogéneas,
que afetam a qualidade de vida de milhares de criangas e adultos.
Segundo a Organiza¢io Mundial de Alergia, as doencas alérgicas
afetam de 30 a 40% da populag¢io mundial, e a prevaléncia dessas
doengas estd aumentando em propor¢des epidémicas. Entre as
criangas de paises desenvolvidos, o percentual fica em torno de
40% e essas continuario alérgicas durante a vida adulta, com
sintomas de asma e rinite alérgicas, por exemplo.

As doengas alérgicas sdo caracterizadas por manifestagoes
clinicas diversas desencadeadas pelo contato com substincias
estimulantes, os alérgenos, que para maioria das pessoas é toleravel,
pois apresenta efeito inécuo. Essas manifestagdes clinicas sdo
chamadas de hipersensibilidade do Tipo I ou Imediata e a
alergia, uma dessas manifestagdes, ¢ marcada pela presenca de
mecanismos imunolégicos mediados por células e por anticorpos,
como a IgE.

O diagnéstico de alergia deve ser feito por meio de uma

minuciosa anamnese, acompanhada da determinagio da IgE
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total e do teste cutineo de leitura imediata (prick zest). A IgE total
geralmente € solicitada para avaliagdo de condigdes alérgicas, pois
niveis séricos de IgE total elevados sdo observados na maioria
dos casos de dermatite/eczema atépico e/ou asma alérgica e, mais
raramente, nas rinites alérgicas. E importante considerar que, por
si s6, a IgE total elevada ndo ¢ sinénimo de doenca alérgica. Em
algumas situagdes, quando o alérgeno é conhecido, a determinagio
de IgE especifica complementa o diagnéstico. Entretanto, o teste
cutineo de leitura imediata (prick fest) é considerado o principal
método para confirmagio de sensibiliza¢do alérgica mediada por
IgE. E pouco invasivo e tem boa reprodutibilidade, além disso,
o teste permite que os pacientes visualizem na pele a resposta
inflamatdria alérgica que lhes acomete olhos, nariz, brénquios e
trato gastrointestinal, o que torna o procedimento educativo.

A resposta positiva aos alérgenos colocados na pele é dada
pelo aparecimento de papulas e eritemas iguais ou maiores que
3mm de didmetro acompanhadas de prurido. O teste negativo
nio quer dizer que a substincia testada nio seja o agente
etiolégico primério da manifestagdo em estudo e isso porque nem
sempre hd imunoglobulinas fixadas na derme, mas somente nos
chamados “6rgios de choque”. Para alérgenos alimentares, uma
resposta positiva nio indica necessariamente que o alimento serd
a causa de uma reagio alérgica quando ingerido, mas apenas que
a pele reage ao alimento. O teste pode, entretanto, auxiliar na
determinagio de possiveis alérgenos.

Alguns medicamentos como  anti-histaminicos e
antidepressivos interferem nos resultados do teste alérgico,
portanto, antes dos testes, recomenda-se a interrupgio do uso de
medicamentos por pelo menos 15 dias.

Alguns alérgenos ndo podem ser testados por prick test,
devendo o teste ser feito in vitro, por exemplo, pessoas com
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extrema hipersensibilidade nao devem realizar o teste em virtude
do risco de anafilaxia. A dermatite severa ou eczema também
podem tornar o teste cutineo intoleravel.

O teste tem bateria padrio minima com aeroalérgenos (que
comumente causam alergias nos brasileiros) e alguns alimentos.
Fazem parte da bateria os seguintes alérgenos: Dermatophagoides
pteronissinus, Dermatophagoides farinae, Blomia tropicalis

(presentes na poeira doméstica), fungos do ar, epitélios
de animais (cdo e gato), alimentos como leite, ovo (criangas

principalmente) e, em casos especiais, alguns pélens.

Objetivo da atividade pratica:
observar uma rea¢do de hipersensibilidade tipo I ou

imediata na pele.

Material:

+ Algodio e dlcool 96°.

* Lanceta.

*  Caneta dermogrifica ou qualquer outra para marcag¢io
da pele.

*  Extratos antigénicos.

+  Controle negativo: NaCl 0,9%.

*  Controle positivo: histamina.

*  Régua especifica para teste de puntura.

Procedimento experimental:

1. Assepsiar o antebrago.

2. Aplicar os alérgenos em gotas (distdncia de + 3cm).
Evitar zonas de flexdo e sangramento.

3. Realizar a puntura no local da gota; penetrar somente
a ponta do puntor.
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4. Aguardar de 15 a 20 minutos para leitura.
5. Retirar as amostras de alérgenos com algodio seco.
6. Proceder a leitura e medida das papulas e eritema.

Inferéncias e Resultados: sio consideradas positivas as
reagdes com pdpulas e eritemas iguais ou maiores que 3mm de

didmetro (Figura 16).

Solugoes Papula Eritema

(mm) (mm)

Solugio salina (controle negativo)

Dermatophagoides pteronyssinus

Epitélio de cao

Dermatophagoides farinae

Epitélio de gato

Blomia tropicalis

Barata (mix)

Alternaria sp (fungo)

Lolium perenne (pé6len)

Histamina (controle positivo)

O falso positivo ou falso negativo:

7. O alérgeno pode ter sido usado em baixa
concentragdo, pode ter havido contaminagio, o
alérgeno nio neutro ou nio isotonico.

8. Falha técnica (puntura superficial ou muito profunda,

mistura de alérgenos, material contaminado).
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9. Fatores inerentes ao individuo (sensibilidade ao
veiculo, dermatografismo, infecgdes cronicas ou virais).

10. Execugdo dos testes em periodos refratirios (logo
ap6s crises alérgicas agudas, uso de medicamentos que
interferem nos resultados).

Comentirios: o teste alérgico ¢ um procedimento médico,
portanto deve ser feito com o acompanhamento de um profissional

e em ambiente adequado.

Figura 16: Teste cutaneo de leitura imediata (prick zest).

3 mm
Reacio

positiva

Controle negativo
Controle positivo NaCl 0,9%

histamina

Aplicagao de extratos alergénicos

Fonte: Brigido, P.C
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Ensaios imunoenzimaticos

ELISA (Enzyme — Linked Immunosorbent Assay), o teste de
“ELISA” (do inglés “Enzyme Linked ImmunonoSorbent Assay)
¢ um método de anilise quantitativo desenvolvido inicialmente
por Engvall e Perlman (1971), na Universidade de Estocolmo
(Suécia) e simultaneamente por Van Weeman e Schuurs (1971),
como alternativa ao radioimunoensaio. O teste é baseado na
interagdo antigeno-anticorpo detectdvel por meio de reagdo
enzimdtica. A enzima mais utilizada é a peroxidase, que catalisa
a reagdo de desdobramento da dgua oxigenada (H,O,) em dgua
(H,O) mais oxigénio (O,).

O ensaio pode ser usado para pesquisa de antigenos ou
de anticorpos especificos de determinado antigeno em diversos
tipos de amostras biolégicas (fluidos corporais, sobrenadantes
de cultura de células etc.). Existem vdrios modelos de testes
de ELISA, o mais simples, chamado ELISA direto; indireto e
sanduiche (Figura 17).
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Figura 17: Técnicas de ELISA: direto, indireto e sanduiche.
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Fonte: Brigido, P.C

O ELISA direto é uma técnica utilizada para detec¢do de
antigeno em uma amostra teste, por exemplo, no diagnéstico da
hepatite B.

O ensaio de ELISA indireto detecta o anticorpo em uma
amostra teste e ¢ utilizado no diagnéstico de doengas como aids,
toxoplasmose, doenga de Chagas, dengue, entre outras.

As placas de microtitulagio sdo sensibilizadas com

antigeno correspondente ao anticorpo alvo. Apéds a sensibilizagio,
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as placas sio lavadas para retirar o excesso de antigeno nio
ligado e, em seguida, realiza-se o bloqueio de sitios inespecificos
pela incubagio de uma solugio proteica que ocupar os espagos
vazios do pogo nio ocupados pelo reagente da sensibiliza¢io. A
solugio de bloqueio pode ser leite desnatado, caseina, albumina
sérica bovina (BSA), soro fetal bovino (SFB) e gelatina, nas
concentragdes previamente padronizadas.

Caso o anticorpo esteja presente na amostra teste (por
exemplo, soro humano), ele se ligard ao antigeno, formando o
complexo antigeno-anticorpo, posteriormente detectado pela
adi¢do de um segundo anticorpo reativo contra imunoglobulinas
da espécie, em que se busca detectar os anticorpos (humanos, no
caso), os quais sdo ligados a peroxidase. O anticorpo anti-IgG,
ligado 4 enzima, denomina-se conjugado. Em seguida, adiciona-se
o substrato adequado a enzima (H,O,) e cromégeno, e a enzima
catalisa a sua transformag¢io dando cor a reag¢io. A atividade
enzimitica (intensidade da cor) é proporcional 4 concentragio de
antigeno ou de anticorpo ligado e mensurado por espectrofotdmetro
(leitora de placas), com emissdo de luz no comprimento de onda
adequado para cada cromdgeno. A concentragio do anticorpo
presente na amostra testada pode ser determinada por comparagio
da coloragio do produto da reagio de uma curva-padrio conhecida.

O teste ELISA sanduiche detecta o antigeno em amostra
teste, usado para dosagem de hormonios, proteinas séricas,
citocinas, antigenos tumorais etc.

As placas de microtitulagio sdo sensibilizadas com
anticorpo especifico, lavadas e bloqueadas. Em seguida, adiciona-
se a amostra teste (antigeno de interesse), posteriormente o
conjugado, a solugdo reveladora (enzima + cromégeno) e por fim
a solugio stop (solucdo 4cida). Os resultados sio determinados
como descrito anteriormente.
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iELISA (ELISA indireto) para

diagnéstico da toxoplasmose

O teste para detecgdo de toxoplasmose se baseia na técnica
de ELISA e tem por finalidade detectar anticorpos da classe IgG
para Toxoplasma gondii no soro humano e animal. Neste ensaio,
placas de 96 pogos sio revestidas com antigeno 7. gondii inativado e
purificado. Apés incubagio e lavagem, as cavidades sdo tratadas com o
conjugado, composto de anticorpos monoclonais anti-IgG marcados
com peroxidase. Apés a segunda etapa de incubagio e lavagem,
as cavidades sdo incubadas com o substrato ortofenilenodiamina
(OPD). Uma solugio écida (0,2M de 4cido sulftrico) de interrupgio
¢ adicionada e o grau de reposi¢do enzimitica do substrato ¢é
determinado pela medida de absorbéncia em comprimento de onda
a 492nm. A medida de absorbancia ¢ diretamente proporcional a

concentracio de anticorpos anti- 7" gondii IgG presentes.

Material:

*  Placas revestidas com antigeno 7. gondi.

*  Tampio de ensaio: PBS com detergente nio i6nico
(PBS Tween 20).

* Controle negativo: soro isento de anticorpos anti-
Toxoplasma IgG.

* Controle positivo: soro contendo anticorpos anti-
Toxoplasma 1gG, diluido em tampio a base de proteina
com conservante isento de mercirio.

*  Anticorpo conjugado marcado com enzima: anticorpos
monoclonais marcados com peroxidase anti-IgG.

*  Solugdo cromégena: OPD em tampio citrato com
peréxido de hidrogénio.

*  Solugio de parada: 0,2M de dcido sulfarico.
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Procedimento experimental (Figura 18):

Sensibilizar as placas com 50mL/pogo de uma solugio
de antigenos soltveis de 7. gondii na concentragio de
5mg/ mL, em tampa carbonato-bicarbonato 0,06M
pH 9,6. Incubar a 4°C por 24h.

Lavar as placas 3 vezes com PBS-T 0,1% apés o
periodo.

Diluir os soros teste e controles a partir de 1/2, na
razio de 2, em 1% de molico PBS (0,15M pH 7,2) -
Tween 20 (0,1%).

Adicionar 50ml das amostras dos soros diluidas em
duplicata. Incubar a 37°C por 30 minutos.

Lavar as placas 3 vezes.

Diluir o conjugado enzimitico 1mL (anti-IgG do soro
se testado marcado com peroxidase) em 9mL PBS - T
0,1%.

Adicionar 50mL do conjugado previamente diluido
em PBS T 0,1%. Incubar a 37°C por 30 minutos.
Lavar as placas 3 vezes.

Preparar o substrato enzimatico, consistindo de 5mg de
OPD (orto-fenilenodiamina) em 12,5mL de tampao
citrato-fosfato pH 5,0 e 5mL de H,O, 30%, preparada
na hora do uso.

Adicionar 50mL do substrato previamente preparado
e incubar por 10 a 15 minutos em temperatura
ambiente, em cimara escura.

Interromper a reagio enzimdtica adicionando 25mL
de solugdo de H,SO, 2N (1mL de H,SO, e 17mL de
dgua destilada.

Fazer a leitura a 492nm em leitor de microplacas.
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Inferéncias e resultados:
Cut-off = 3 x DP (desvio padrio).
Resultado positivo igual ou superior ao cuz-ogff.

Figura 18: ELISA indireto para detec¢io de anticorpos anti-

Toxoplasma gondii no soro.
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Reagio de Imunofluorescéncia Indireta (RTFI)

Alguns materiais tém a propriedade de absorver energia
quando expostos 4 luz em um determinado comprimento de
onda. A luz emitida tem baixa energia e uma cor diferente da luz
incidente. A luzemitida é chamada de fluorescente e a fluorescéncia
¢ a capacidade de uma substancia de emitir luz quando exposta a
radiagdes do tipo ultravioleta (UV), raios catédicos ou raios X. As
radiacdes absorvidas (invisiveis a0 olho humano) se transformam
em luz visivel, ou seja, com um comprimento de onda maior que
o da radia¢io incidente.

Nos testes de imunofluorescéncia sdo empregados conjugados
constituidos de anticorpos ligados covalentemente a moléculas
reveladoras denominadas fluorocromos. Os fluorocromos sio
substincias que absorvem luz ultravioleta e emitem luz visivel, ou
seja, ficam fluorescentes. O isotiocianato de fluoresceina (FITC)
é o fluorocromo mais utilizado na imunofluorescéncia. O FITC
¢ excitado por uma luz azul de alta energia no comprimento de
onda 450-550nm e emite fluorescéncia na luz amarelo-esverdeada

de baixa energia no comprimento de onda 500-550nm.
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O filtro de excitagio do microscépio de fluorescéncia
restringe a passagem de luz de um comprimento de onda (por
exemplo, 470nm). A luz filtrada é projetada sobre a amostra
fluorescente. A luz fluoresecente emitida no comprimento de
onda 520-550nm passa por um espelho dicroico e por um filtro
de barreira e, entdo, torna-se uma luz visivel ao microscépio.

A técnica de imunofluorescéncia tem como principio a
capacidade das moléculas de anticorpo se ligarem covalentemente
aos fluorocromos; ¢ um método qualitativo e semiquantitativo o
qual permite a detec¢do e localizagdo de antigenos em células
e tecidos utilizando anticorpos especificos, marcados com
fluorocromos, de modo que a localizagdo dos antigenos se torna
visivel a0 microscépio de fluorescéncia. De acordo com o mesmo
principio, podemos detectar e localizar anticorpos em fluidos
biolégicos usando seu antigeno correspondente.

Sdo dois tipos de imunofluorescéncia, a direta e a indireta.
Na imunofluorescéncia direta, os anticorpos estio conjugados com
fluorocromo. Na imunofluorescéncia indireta, o anticorpo secundrio
¢ ligado ao fluorocromo apés a ligagdo antigeno-especifica do
anticorpo primdrio. A imunofluorescéncia direta pode ser usada para
dois ou mais antigenos a0 mesmo tempo. Na imunofluorescéncia
indireta a amostra pode ser fixada para tornar a membrana celular
permedvel para identificagdo de antigenos intracitoplasmaticos.

Imunoflorescéncia indireta para detecgio de
Neospora caninum

N. caninum é um protozodrio intracelular obrigatério
intimamente relacionado com 7. gondii, responsével pela infecgdo
de canideos domésticos e selvagens, ruminantes e outros animais

em todo o mundo. A neosporose, doenga causada pela infec¢do
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com N. caninum tem como consequéncia o aborto e a morte fetal,
especialmente no gado leiteiro, o que causa perdas econémicas.
O diagnéstico laboratorial ¢ realizado pela detec¢io
de anticorpos especificos para N. caninum. Entre os métodos
sorolégicos, sio empregados imunofluorescéncia indireta (IF),
ensaios imunoenzimdticos (ELISA), imunoblotting (IB) e
aglutinagdo direta, usando taquizoitas intactos ou antigenos
de taquizoitas (formas ripidas de multiplicagio do parasito).
A histéria clinica do animal e/ou rebanho também auxilia
no diagndstico correto. Segue a descricio da técnica de
imunofluorescéncia indireta (IF) para detec¢do de V. caninum.

Objetivo da atividade pratica: identificar em uma amostra
biolégica a presenga do parasito Neospora caninum.

Procedimento experimental:

* Fixac¢ao dos antigenos de N. caninum:

1. Formas taquizoitas de V. caninum obtidas por meio
de cultura de células devem ser sedimentadas por
centrifugacio a 720 x g a 4°C por 10 min.

2. Em seguida, lavar o pe/letr 2x com PBS e formalizar
com formol a 4% por 2, posteriormente, lavar 2x com
dgua destilada e pingar a solu¢do de parasitos em

concentragio adequada na lamina.

Bloqueio de sitios inespecificos:
+  Colocar a(s) lamina(s) em uma jarra de Coplin, ou
similar, e incubd-las com 100mM de glicina por 5

minutos no volume de 50mL, em seguida, lavd-la(s)

com PBS.
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Remover a(s) 1dmina(s) do Coplin e retirar o excesso
de PBS, sacudindo-a(s) sobre papel absorvente.
Incubar as liminas com PBS-BSA 3% por 30 minutos.

Permeabilizacio:

1.

Incubar as liminas com PBT (PBS, 3% BSA, 0,1%
Triton X-100) por 20 min.

Reagdo Ag/Ac:

1.

Adicionar o anticorpo primdrio na dilui¢do de 1/25
[soro de camundongo positivo (amostra teste) e soro
de camundongo negativo (amostra controle) para V.
caninum] em um volume final de 10pL por pogo.
Lavar as laminas 3x com PBS.

Adicionar o anticorpo secunddrio (Alexa 488-IgG
anti-mouse produzido em cabra na presenca de azul de
Evans 1% ou Alexa 594-IgG anti-coelho produzido
em cabra na auséncia de azul de Evans 1%).

Lavar as laminas 1x com PBS.

Montar a lamina com 1 gota de glicerina tamponada
sobre cada pogo e cobrir com a laminula para

visualiza¢do no microscépio de fluorescéncia.

Inferéncia e resultados: o aluno deverd ser capaz de

identificar o parasito na limina de imunofluorescéncia.
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Figura 19: Reag¢do de imunofluoréscencia indireta (RIFI) para
detecgio da presenga de Neospora caninum.
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SLOT-BLOT

O slot-blot é uma técnica de biologia molecular usada para
detectar biomoléculas para detecgio, anilise e identificagdo de
proteinas. E uma simplificagio das metodologias Norzhern-
blot, Southern-blot ou Western-blot, nas quais as biomoléculas,
para serem detectadas, sio separadas pela eletroforese e
transferidas para membranas especificas (PVDF - difluoreto
de polivideno e nitrocelulose) e posteriormente incubados com
anticorpo de detec¢io e relevados na presenga de cromégeno
e dgua oxigenada. Enquanto isso, o slor-blot da molécula
a ser detectada é aplicado diretamente na membrana de
nitrocelulose ou PVDF com auxilio de uma bomba de suc¢io
a vicuo, em canaletas pré-definidas no molde do kit. Em
seguida sio adicionados os anticorpos e a solucio reveladora.
Amostras positivas sdo reveladas pelo aparecimento de bandas
de coloragdo marrom-alaranjada. Amostras negativas nio sio
marcadas. E uma metodologia rdpida, no entanto, nio oferece
informagio sobre o tamanho da biomolécula-alvo. Além disso,

se forem detectadas duas moléculas de tamanhos diferentes,
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elas ainda aparecem como um dnico ponto. O slor-blot,

portanto, sé pode confirmar a presen¢a ou auséncia de uma

biomolécula que pode ser detectada pelo anticorpo.

Procedimento experimental:

Cortar a membrana de nitrocelulose em tiras e colocar
em placas para a impregnagio da solugdo antigénica
por meio da sucgio da bomba de vicuo.

Bloquear a membrana com PBS-Tween a 0,05%
contendo leite desnatado (PBS-TM) a 5% por 2 horas
a temperatura ambiente.

Aspirar a solugdo bloqueadora e lavar 1x com PBS-
T™ a 1%.

Adicionar 500 pL dos anticorpos primarios diluidos a
1:50 em PBS-TM overnight a temperatura ambiente.

Lavar com PBS-T a 0,05% por 6 ciclos de 5 minutos.

Incubar com anticorpo secunddrio (marcado com
enzima) na dilui¢do 6tima de uso, em PBS-TM a 1%
por 1 hora a temperatura ambiente.

Lavar com PBS-T a 0,05% por 5 ciclos de 5 minutos e
com apenas PBS por mais 5 minutos.

Revelar com a solugdo cromdgena, substrato com
2,5mg de diaminobenzidina (DAB) em 15mL de PBS
(frasco escuro ao abrigo da luz) e, no momento do uso,
adicionar 225pL de dgua oxigenada a 30%.

Apés o aparecimento de bandas de cor marrom,
bloquear a reagio lavando as tiras com dgua destilada
por virias vezes.

Secar as tiras entre 2 folhas de papel de filtro.
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Interpretacao dos resultados:
Amostra positiva: bandas de coloragio marrom-alaranjada.
Amostra negativa: auséncia de marcagio de bandas.

Figura 20: Técnica de Sioz Blot.
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Anexos

1. Contagem de células em cimara de Neubauer

A camara de Neubauer ou hemocitometro é um
instrumento laboratorial usado para determinar a concentragio
de células numa amostra liquida. A cimara é formada por uma
lamina prépria com duas subcidmaras para inclusio da amostra.

Cada quadrante da cdmara é coberto por uma laminula,
que representa um volume total de 0,lmm’. Como lcm® ¢
equivalente a 1,0mL, a quantidade de células por mL e o nimero
total de células pode ser determinado. A profundidade central da
cimara ¢ de Imm. No desenho figuram, nove grandes dreas de
1mm? As quatro dreas grandes angulares (L) sio subdivididas em
16 dreas com 0,25mm de cada lado. Elas servem para contagem
de leucécitos. A grande drea central ¢ subdividida em 25 grupos
quadrados de 0,2mm de cada lado. Cada grupo é composto de
16 minidreas com 0,05mm de lado, tendo cada drea 0,0025mm?.
Os cinco grupos marcados (E) sdo usados para contagem de

eritrécitos. Observa-se que todas as dreas tém uma borda tripla
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em cada lado. A linha central ¢ o limite e determina quando uma

célula deve ser incluida na contagem ou nio.

Procedimento experimental:

1.

Colocar a laminula sobre a drea marcada na cimara
de contagem. Usar laminulas especiais que fornecem
a profundidade correta da cimara de contagem. Nio
usar laminulas comuns.

Homogeneizar bem a suspensio celular. Retirar uma
aliquota para colocar na cimara.

Encostando a ponta da pipeta na borda da laminula,
preencher cuidadosamente a cdmara de contagem. O
liquido deve preencher apenas um lado da cimara e
nio deve chegar aos canais de cada lado da drea de
contagem (Figura 20).

Deixar as células sedimentarem por 1 minuto.
Focalizar a drea demarcada da cimara de contagem
com a objetiva de menor aumento (Figura 20). Nas
areas 1,2, 3 e 4, o volume com a laminula colocada
corresponde a 0,1mm? (ou 0,1mL/quadrante).
Contar as células nas quatro dreas de um lado da
camara de contagem e dividir o valor por 4 para obter

o nimero médio de células.

Critérios para contagem (Figura 20):

a.
b.

C.

Enumerar células com nicleo bem visivel.

Contar células isoladas como 1 célula (A).

Contar grumos constituidos por células facilmente
distinguiveis por seus nucleos e citoplasmas como
grumos de células isoladas e contar cada célula (B).
Grumos, cujas células sdo dificeis de serem

106 » Manual ilustrado de praticas laboratoriais em imunologia



distinguidas umas das outras, devem ser contados
como um unico grupo (C).

As células que se encontram na linha de grade da
camera devem ser contadas com critério diferenciado.
As células localizadas nas linhas superiores a direita
de um quadrado nio devem ser contadas, as células na
parte inferior esquerda devem ser contadas (D).

A concentragio de células ndo deve ser muito elevada
ou muito baixa!

Se a concentragio for muito elevada, as células
se sobrepordo, dificultando a contagem. A baixa
concentragdo de apenas algumas células por resultados
quadrados implicam em um maior erro estatistico, sendo
necessario contar mais quadrados. As suspensdes que tém
uma concentra¢do muito elevada devem ser diluidas de
1:10, 1:100 e 1:1000. A diluigdo deve ser posteriormente

considerada no cdlculo da concentragio final.
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Figura 21: Procedimento para contagem de células em cimera de
Neubauer.
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2. Anotagdes
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Este Manual busca integrar a imunologia tedrica com a prética de uma

forma visualmente atrativa, direcionada a diferentes tipos de leitores:
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