Capitulo 5

| Testes Laboratoriais
Aplicados a Imunologia Clinica

TESTES SOROLOGICOS OU
IMUNOENSAIOS

Os imunoensaios so técnicas para a detec¢do ou
quantifica¢do de antigenos ou anticorpos, podendo
utilizar reagentes marcados ou nao marcados. Os
ensaios com reagentes ndo marcados possuem sensi-
bilidade de detec¢do menor, pois € necessario que se
forme grande quantidade de imunocomplexos para
que se processe a visualizagdo do fendmeno.

A imunoquimica disponibiliza métodos sim-
ples, rapidos e sensiveis aplicaveis as analises na
rotina laboratorial. Os métodos imunoquimicos
normalmente ndo requerem equipamentos caros e
preservam as caracteristicas do material biologico.
A utilizagdo de sistemas de marcacdo de reagentes
torna possivel a amplificagdo do sinal final e detec-
c¢do através de instrumentos (fotometria, fluorimetria
ou luminometria), elevando a sensibilidade a ordem
de atomol ou zeptomol (101? /10-2").

Nas ultimas décadas os imunoensaios se torna-
ram a tecnologia padrdo em medicina laboratorial.
Houve grande desenvolvimento na tecnologia de
producdo de anticorpos e antigenos empregados,
bem como dos analisadores automatizados. Esses
avangos tecnologicos agregaram baixa variabilidade
inter e intra-ensaios (CV = coeficiente de variacdo)
e rapidez na realizago dos testes.

Apesar do aumento nos processos automatizados
nos laboratdrios clinicos, a interven¢do humana
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¢ requerida em varias fases do processo analitico
e pos-analitico, principalmente no que se refere a
validagdo dos resultados. O processo de validacdo é
chave na preven¢do de erros (imprecisdo e inexati-
dao) e interpretagdo dos resultados.

Neste capitulo relacionamos os principios dos
imunoensaios mais utilizados em diagndstico labo-
ratorial.

REACOES DE PRECIP

As reagdes de precipitagdo envolvem a combina-
¢éo de antigeno soluvel com anticorpo soltivel para
produzir complexos insoluveis que sdo visiveis. As
técnicas de precipitagdo comecaram a ser utilizadas
ha aproximadamente 100 anos por Rudolf Kraus em
Viena e em 1905 Bechhold apresentou seus experi-
mentos sobre a precipitagdo em géis.

Heidelberger e Kendall em 1935 descreveram a
curva parabolica que mostra a quantidade de precipi-
tado (imunocomplexos Ag-Ac) quando é adicionada
quantidade crescente de antigeno a uma quantidade
constante de anticorpo (Fig. 5.1). A reacdo entre o
antigeno e o anticorpo ¢ reversivel e obedece a uma
constante de associagdo (Ka). Dentre varios fatores
fisico-quimicos e imunologicos que interferem na
reacdo, as concentragdes relativas do antigeno e do
anticorpo ¢ um dos mais importantes. Quando as
quantidades de antigeno e anticorpo sdo equivalentes
(zona de equivaléncia) ha a formagdo maxima de
precipitado, decrescendo a medida em que um dos
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dois reagentes estda em excesso: pro-zona ou zona
de excesso de anticorpo e pos-zona ou zona de ex-
cesso de antigeno. Em virtude da reversibilidade da
reacdo, o excesso de um dos reagentes pode induzir
a dissociagdo do precipitado formado, causando
erros de interpretacdo dos resultados. Esta situagio
¢ prevista e minimizada durante os processos de
padronizacdo dos ensaios.

reatividade). A densidade da linha de precipitacdo
e a distdncia em relac@o ao orificio da amostra
pode dar alguma indicacdo da concentrag¢do do an-
ticorpo. Estas reagdes continuam sendo utilizadas
por alguns laboratdrios devido a sua especificida-
de, principalmente no diagnostico de infecgdes
causadas por fungos e para a detec¢do de alguns
auto-anticorpos.

>=
My
VR

de Anticorpo

Excesso

Excesso
Ag

Precipitacao

+ o+ + o+ +
Sobrenadante Ac il -

Zona de Zona de excesso
Equivaléncia de Antigeno
- = + o+ + o+

Antigeno Adicionado

Fig. 5.1 — Curva de formagao de imunocomplexo em funcéo da quantidade de antigeno adicionada. (Fonte:http://www.uoguelph.ca/mbnet/323IMMUN/C2_AGAB.)

A reagdo de precipitagdo, em tubo de ensaio,
pode ser utilizada, por exemplo, para a detecgdo
de imunoglobulinas do soro humanao que se pre-
cipitam a baixas temperaturas (crioglobulinas)
(Fig. 5.2).

Imunodifusao Radial Dupla

Também chamada de difus@o de Ouchterlony, é
um método semi-quantitativo baseado na premissa
que quando ambos os reagentes (um antigeno des-
conhecido e moléculas de um anticorpo poliespeci-
fico) sdo colocados a difundir em um meio suporte,
o ponto onde os reagentes se encontram e formam
pode ser visualizado como uma linha ou banda de
precipitacdo (Fig. 5.3).

Esta reacdo ¢ estritamente qualitativa ou semi-
quantitativa (resultado expresso como a maxima
dilui¢do da amostra do paciente que apresente

Fig. 5.2 — Prova de precipitacdo simples demonstrando presenca de crioglo-
bulinas no soro a direita, em paciente com infeccao pelo virus da hepatite C.
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Fig. 5.3 — Reacdes de imunodifusio radial simples e dupla. (Fonte: http://www.uoguelph.ca/mbnet/ 323IMMUN/C2_AGAB.)

Imunodifusao Radial Simples

E a variagdo quantitativa da imunodifusio radial
dupla. Nesta técnica o anticorpo ¢ uniformemente
distribuido no gel e o antigeno (amostra teste) ¢
aplicado em um orificio. A amostra teste difunde ra-
dialmente no gel, formando um halo de precipitagdo
circular em torno do orificio da amostra (Fig. 5.3).

A difusdo depende do tamanho do orificio,
temperatura, consisténcia do gel, concentragdo
do anticorpo incluido no gel, tempo de difusdo e
outros parametros. O didmetro do halo de preci-
pitagdo formado é proporcional a concentracdo do
analito pesquisado na amostra. Pela comparagdo do
didmetro do halo da amostra-teste com padrdes de
concentrac¢do conhecida (curva padrio), estabelece-
se a concentra¢do do analito na amostra. Esta técnica
pode ser utilizada principalmente na quantifica¢do
de proteinas como imunoglobulinas, fatores do com-
plemento, proteinas de fase aguda, cadeias leves e
proteinas de transporte.

TECNICAS ENVOLVENI
SEPARACAO ELETROF(

Nestas técnicas ocorre a migracdo de particulas
carregadas em um solvente condutor sob a influéncia

de campo elétrico. O movimento das moléculas em
um campo elétrico depende principalmente da sua
carga, que é por sua vez determinada pelo pH do
suporte. Como as moléculas de proteinas se tornam
ionizadas, migram ao eletrodo com carga oposta
(para o polo positivo, se a carga de superficie for
negativa ou vice-versa). Esse € o principio da sepa-
racdo eletroforética de misturas complexas, como
as proteinas do soro (Fig. 5.4). Deste modo, a ele-
troforese de proteinas € adotada para separacdo em
métodos como imunoeletroforese e imunofixagao.

Imunoeletroforese

Combina a eletroforese em gel, seguida da
imunodifusdo e precipitagdo das proteinas. E um
procedimento em duas etapas que primeiro envolve
a separacdo eletroforética das proteinas, seguida de
imunodifusdo de cada componente, a partir do seu
centro de difuso, contra o anti-soro especifico, for-
mando uma linha ou arco de precipitacdo na regido
de equivaléncia. Assim, a caracterizagdo de uma
substancia ¢ feita a partir de suas propriedades ele-
troforéticas (mobilidades diferentes devido a cargas
elétricas diferentes), coeficientes de difusdo e pro-
priedades imunoldgicas (especificidade). O sistema
de imunodifusdo que se obtém aproxima-se de uma
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Fig. 5.4 — Eletroforese de proteinas séricas. Da esquerda para a direita, as
fracdes albumina, aul, o2, 3 e y-globulinas. (Figura cedida pelo Laboratorio
de Patologia Clinica do Hospital Sao Lucas da PUC—RS.)

dupla difusdo bidimensional e, portanto, os padrdes
de precipitagdo obtidos podem ser interpretados
como nas técnicas de dupla difusio .

A imunoeletroforese pode ser utilizada para
detecgio de proteina-M (monoclonal). E tecnica-
mente mais facil e de menor custo quando compa-
rada a técnica de imunofixac¢do, no entanto nio é
tao sensivel.

Imunofixacao

A imunofixa¢@o deve ser realizada quando um
pico ou banda ¢ encontrada na eletroforese de pro-
teinas séricas ou quando ha suspeita de gamopatia
monoclonal. A imunofixagdo combina a eletroforese
e a imunoprecipitagdo. E um procedimento em dois
estagios: primeiro a amostra ¢ aplicada em seis po-
sicdes diferentes do gel de agarose e as proteinas sdo
separadas por eletroforese de acordo com a carga.
Apbs, soros monoespecificos para IgG, IgA, IgM,
cadeia kappa e cadeia lambda impregnados numa
fita de papel ou acetato de celulose sdo colocados
individualmente sobre cada posi¢do, seguidos da
aplicag¢do de solucdo fixadora de proteinas. Se o
antigeno complementar estiver presente em propor-
¢Oes adequadas na amostra, os complexos formados
precipitam e sdo fixados no gel, o que permite sua
identificacdo com o auxilio de um corante (Fig.
5.5). O teste € utilizado na detecg@o precoce de
gamopatias monoclonais, na intervengao terapéu-
tica em casos novos € na recorréncia de mieloma.

Permite a identificacdo de gamopatias biclonais e
de doenga de cadeias pesadas e leves, auxiliando no
diagndstico e na monitoriza¢do de outras doengas
linfoproliferativas.

BECKMAN Paragon® IFE Gel

~N,Oo 0, B W N =
1
o en ) G RO T

SPE 1gG IgA IgM K A
1 2 3 4 5 6

Fig. 5.5 — Eletroforese com imunofixagdo. SPE é a eletroforese de referéncia
e, a seguir, cada campo foi analisado com o anti-soro respectivo (anti-1gG, anti-
IgA, anti-IgM, anti-kappa e anti-lambda). Notamos neste paciente a presenca
de proteina M monoclonal em IgM-kappa. (Figura cedida pelo Laboratdrio de
Patologia Clinica do Hospital Sao Lucas da PUC-RS).

TECNICAS ENVOLVE
A DISPERSAO DA LU

Nefelometria

Uma caracteristica importante das solugdes co-
loidais ¢ a sua pronunciada dispersdo da luz. Quando
um feixe de luz incidente atravessa um meio contendo
particulas, estas interferem com a passagem da luz,
fazendo com que seja dispersa em todas as diregoes.
Este fenomeno, conhecido como efeito 7yndall, ndo
altera o comprimento de onda da luz incidente ¢ ¢
independente do tipo de particula (Fig. 5.6).

Os ensaios nefelométricos se baseiam no princi-
pio de que um imunocomplexo em solucdo dispersa
luz em varios angulos em relagdo a luz incidente.
Um nefeldmetro utiliza uma fonte de luz de alta
intensidade que incide em uma cubeta contendo os
imunorreagentes.

A quantidade e a natureza da dispersdo dependem
da forma e do tamanho das particulas, da concentra-
¢do, do comprimento de onda e do indice de refracdo
do meio. A nefelometria é totalmente automatizada,
de realizag@o facil, rapida e precisa, principalmente
se forem utilizados nefelometros que subtraiam
ruidos, como os causados por lipemia ou hemolise,
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Fig. 5.6 — Esquema do principio fisico da nefelometria e da turbidimetria.

e que garantam leitura na regido de excesso de anti-
corpo. Medidas acuradas s6 podem ser feitas nesta
regido porque é onde existe relagdo linear entre a
concentragcdo da substincia ¢ a densidade oOtica.
Dentre as aplicagdes mais comuns temos as determi-
nag0es de proteinas especificas como alfa-1-antitrip-
sina, alfa-1-glicoproteina-acida, alfa-2-antiplasmina,
1gG, IgA, IgM, C3, C4, apolipoproteinas, beta-2-
microglobulina, anti-estreptolisina O, proteina C
reativa ultrassensivel e fator reumatoide.

Turbidimetria

Este teste esta sujeito as mesmas condi¢des dos
sistemas nefelométricos. O sinal de detecgdo ¢ a
absorbancia e nio a intensidade de luz dispersa (Fig.
5.6). Ndo necessita de aparelhagem especial. As
reagdes podem ser medidas em espectrofotometros
simples utilizados em bioquimica. Pode ser utilizada
para medidas quantitativas de drogas ou biomarca-
dores no soro, plasma ou urina.

REACOES DE AGLUT

A liga¢do cruzada com produgido de agregados
ocorre quando um anticorpo reage com um antigeno

multivalente presente em uma particula (insoluvel).
A particula insolivel pode ser um antigeno insolavel
nativo, antigenos expressos em células (por exem-
plo, antigenos eritrocitarios) ou particulas cobertas
com antigenos (por exemplo, particulas de latex).
As reagdes de aglutinagdo tém boa sensibilidade e
podem ser analisadas por inspecdo visual, no entanto
sd0 mais sujeitas a resultados falso-positivos devido
a aglutinacdo inespecifica.

Reacao de Aglutinacao Direta

Nesta reacgdo utilizam-se particulas antigénicas
insoltiveis em sua forma integra ou fragmentada:
hemacias, bactérias, fungos e protozoarios podem
ser aglutinados diretamente por anticorpo. Sio rea-
lizadas dilui¢des em série do anticorpo frente a uma
quantidade constante do antigeno. Apds um periodo
de incubagio a aglutinagio se completa e o resultado
¢ geralmente expresso como a maxima dilui¢cdo em
que ocorre a aglutinagdo (Fig. 5.7). Exemplos de
reagOes de aglutinacdo direta: tipagem de grupos
sanguineos (antigenos especificos), reacdo de Paul-
Bunnel-Davidson (antigenos heterdfilos), teste de
Widal para salmoneloses, teste de aglutinagdo para
toxoplasmose e tripanossomiase.

Fig. 5.7 — Reacdo de hemaglutinagdo. (Fonte: http://www.uoguelph.ca/mbnet/ 323IMMUN/C2_AGAB.)
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Reacao de Aglutinacao Passiva ou
Indireta

Nas reagdes de aglutinagdo passiva ou indireta,
as hemadcias e as particulas inertes (bentonita, latex,
sepharose, leveduras, gelatina) podem ser sensi-
bilizadas por adsor¢do passiva. Isto pode ser feito
através de contato direto com antigenos soluveis,
por adsor¢do via agentes quimicos soliveis, por
adsor¢do com agentes quimicos, (p. ex. acido tadnico
ou cloreto de cromo) e por conjugacio através de
ligagdes quimicas covalentes. Estes processos de
adsorcdo fornecem reagentes estaveis. Devido a
grande diversidade de antigenos que podem se ligar
as células ou particulas, a aplicagdo dos testes de
aglutinago passiva ¢ muito variada.

Reacao de Inibicao da Aglutinacao

As reagdes de inibicdo da aglutinagio sdo base-
adas na competi¢do entre antigenos particulados e
soliveis por um numero limitado de sitios combi-
natorios em moléculas de anticorpos. A inibi¢do da
aglutinag@o ¢ um indicador de reagdo positiva. Um
exemplo de técnica de inibi¢do da aglutinagio ¢ a
testagem para a presenca do hormonio da gonadotro-
fina coridnica (hCG) como teste de gravidez.

Teste de Aglutinacao do Latex

Particulas de latex sdo esferas de poliestireno
utilizadas como suportes na adsor¢cdo de proteina
soluvel e antigenos polissacaridicos, funcionando
como sistema indicador da reacdo antigeno-anti-
corpo. O teste pode ser empregado na pesquisa de
antigenos ou anticorpos. A aplicagdo mais comum ¢
na detec¢@o de fator reumatdide IgM, dirigido contra
isotipos de IgG, IgAl, IgM ou IgE.

Teste de Aglutinacao de Cristais de
Colesterol

O teste do VDRL (Veneral Disease Research
Laboratory) emprega cristais de colesterol que sdo
sensibilizados com lecitina e cardiolipina para a
pesquisa de anticorpos cardiolipidicos da sifilis ou
na presenca de auto-anticorpos da sindrome anti-fos-
folipide primaria ou secundaria, neste caso em geral
associada ao lupus eritematoso sistémico.

Coaglutinacao
Nos testes de coaglutinacdo estafilocdceica, cepas

de Staphylococcus aureus mortos e intactos sdo
usadas para visualisagdo. A parede celular desses

microrganismos contém proteina A, que se liga a
porcdo Fc do anticorpo IgG, deixando a porgdo
Fab livre para reagir com o antigeno especifico. As
reagdes de coaglutinagdo sdo mais susceptiveis a
aglutinac@o inespecifica. A aglutinacdo visivel das
particulas de Staphylococcus aureus indica a reag@o
antigeno-anticorpo.

ENSAIOS LIiTICOS

Reacao de Fixacao do Complemento

A presenga de anticorpo especifico no soro do
paciente € detectada através da utilizacdo de antige-
no, complemento e eritrdcitos. Se o anticorpo esta
presente, este ira se ligar ao antigeno especifico. O
imunocomplexo formado ativa a cascata do comple-
mento pela via classica e havera consumo de com-
plemento. Na segunda etapa, adiciona-se o sistema
indicador da reagdo que consiste de hemacias de
carneiro sensibilizadas com hemolisina (anticorpo
anti-hemacias de carneiro obtido em coelhos). A
medida da atividade hemolitica do complemento
no sistema indicador permite determinar a presenca
ou ndo de antigeno ou anticorpo na mistura inicial
e sua quantidade. A atividade hemolitica pode ser
quantificada empregando-se dilui¢des seriadas da
amostra a ser analisada. Tanto o anticorpo como o
antigeno ndo podem ter atividade anticomplementar,
isto €, ativar o complemento separadamente.

Em laboratérios de Saude Publica a reagdo de
fixacdo do complemento ¢ usada para tipagem de
isolados virais.

Ensaio de Neutralizacao

E semelhante a reag¢do de fixagdo do comple-
mento, mas ¢ aplicavel somente em certas situagdes
patogénicas onde o anticorpo a ser medido € dirigido
contra uma hemolisina (toxina bacteriana capaz de
lisar diretamente os eritrocitos). Nestas situagoes, a
hemolisina e os eritrocitos reagentes sio adiciona-
dos e, se o anticorpo a hemolisina esta presente, a
lise dos eritrocitos ndo ocorrera. A quantificagdo é
realizada pela diluigdo seriada da amostra

ENSAIOS COM MAR

FLUORESCENTES

Fluorocromo (ou fluoréforo) é uma substancia
que absorve luz de comprimento de onda menor e
emite luz de comprimento de onda maior quando
excitado, fendmeno conhecido como fluorescéncia.



A liberacdo de energia na fluorescéncia ¢ imedia-
ta. Os fluorocromos sdo moléculas organicas com
comprimento de onda de excitagdo caracteristico.
O intervalo de tempo entre a absor¢do de energia e
a emissao da fluorescéncia € muito curto, da ordem
de nanosegundos.

Testes fluorescentes homogéneos de
modulacao direta

Sao baseados na capacidade da molécula de
fluoresceina em emitir luz polarizada em um plano
apos excitagdo. O sinal emitido ¢ modificado quan-
do o antigeno marcado se liga ao anticorpo, como
por exemplo no sistema Fluorescense Polarization
Immunoassay (FPIA). Neste, um composto mar-
cado com fluoresceina (normalmente um farmaco
ou droga) compete com o composto nio marcado,
da amostra analisada, pelo sitio de ligagdo em um
anticorpo especifico. Quanto menor a quantidade do
composto na amostra, maior a quantidade de com-
posto marcado ligado ao anticorpo especifico em
solugdo, com retencdo da luz polarizada incidente.
Este ensaio ¢ adequado para a detecgdo de moléculas
pequenas e € muito utilizado para a monitorizag¢ao
terapéutica ou dosagem de drogas de abuso, sendo
rapido e reprodutivel.

Testes Fluorescentes Heterogéneos
(Fig. 5.8)
Reacao de Imunofluorescéncia Direta

E a deteccio direta de antigenos usando anti-

corpo antigeno-especifico marcado com substancia
fluorescente. Pelo fato de ser utilizada para detectar
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antigenos em tecidos biologicos (material de bi-
opsias, virus, bactérias, células etc.), € raramente
quantitativa. Essa técnica ¢ muito utilizada para a
pesquisa de virus respiratérios (influenza, parain-
fluenza, virus sincicial respiratdrio e adenovirus).

Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta

No teste de imunofluorescéncia indireta o anti-
corpo presente na amostra do paciente reage com
um antigeno especifico fixado em uma lamina de
microscopia. Um passo de lavagem ¢ realizado ¢
um anticorpo anti-humano (conjugado) marcado
com substancia fluorescente é adicionado. Ap6s um
segundo passo de lavagem, para remover o conju-
gado ndo ligado, a observacdo de fluorescéncia ao
microscépio ¢ indicativa da presenga do anticorpo
em estudo na amostra do paciente. O conjugado ¢
isotipo-especifico, sendo assim possivel distinguir
reacdes condicionadas pela presenga de IgG, IgA
e IgM.

A imunofluorescéncia indireta € o teste de re-
feréncia na sorologia de muitas doengas, como as
infecciosas e auto-imunes (Figs. 5.9 ¢ 5.10). E sensi-
vel, especifica em sua reagdo molecular, reprodutivel
e de padronizagdo e execugdo simples. O mesmo
conjugado pode ser utilizado em sistemas diferentes.
A necessidade de microscopio de fluorescéncia, a
qualidade do sistema de ilumina¢do empregado a
subjetividade na leitura podem ser fatores limitantes.
O teste é muito utilizado para a pesquisa de auto-
anticorpos em doencas difusas do tecido conjuntivo,
nas vasculites sist€émicas (ANCA) e no diagndstico
de infec¢des pelo Treponema pallidum, Tripanosoma
cruzi, para as diversas Chlamydiae, entre outros.

(a) Método direto
com fluorocromo
ligado a anticorpo anti-mAg

dCélulas Eom antig/;fnos Anticorpo priméario
e membrana (mAg) _~" Anti-mAg
v
\
l F Fi \.
[ A
v A |
o P% o VI,
' F Fl Antlcorp
Anticorpo secundarlo ™ Protefna A
primario -ﬁ antiisotipo

(b) Método indireto
com fluorocromo
ligado a anticorpo antiisotipo

(c) Método indireto
com fluorocromo
ligado a proteina A

Fig. 5.8 - Testes fluorescentes heterogéneos: em (a) imunofluorescéncia direta (IFD), em (b) imunofluorescéncia indireta (IFI) com anticorpo antiisotipo e em (c),
[FI com proteina A marcada com substancia fluorescente. (Fonte: http://www.uoguelph.ca/mbnet/ 323IMMUN/C2_AGAB)
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Fig. 5.9 - Imunofluorescéncia indireta em células de epitelioma humano (HEp-
2) mostrando padrao nuclear pontilhado grosso e células em metéfase igualmente
decoradas, caracteristicas da presenca de auto-anticorpos anti-centrmero. Estes
auto-anticorpos sao vistos na esclerose sistémica, cirrose biliar primaria e em
alguns casos de sindrome de Sjogren.

Citometria de Fluxo

E a aplicacio das técnicas de imunofluorescénica
na identificag@o de determinadas células em suspen-
sd0, ou seja, na identifica¢do de antigenos em células
vivas. Quando uma suspensdo de células marcadas
¢ colocada em um separador de células ativado por
fluorescéncia (FACS), o aparelho determina a inten-
sidade da fluorescéncia de cada célula. As células
sdo separadas conforme sua emissdo fluorescente
caracteristica. Esta técnica permite, além da analise
fenotipica e funcional de subpopulagdes celulares, o
isolamento de diferentes populagdes celulares com
distintos antigenos de superficie corados por diferen-
tes anticorpos fluorescentes (Fig. 5.11).

A citometria de fluxo ¢ ferramenta diagndstica
e progndstica na avaliagdo de doencas malignas e
benignas, transplante de érgdos e tecidos, imuno-
deficiéncias primarias e adquiridas. Exemplos da

Fig. 5.10 - Imunofluorescéncia indireta positiva para borreliose de Lyme. Soro
de paciente contendo anticorpos IgM, na fase aguda da doenca.

aplica¢@o sdo a quantificagdo de populacdes celu-
lares (CD4+, CD8+), identificacdo de antigenos
leucocitarios como HLA B27, HLA DR4 e imuno-
fenotipagem.

Ensaios de Citometria de Fluxo Baseado em
Particulas Multiplex

Ensaio desenvolvido recentemente que combi-
na a citometria de fluxo com microesferas. Varias
destas microesferas sdo produzidas por diferentes
empresas. Um destes sistemas consiste de 100 di-
ferentes tipos de microesferas produzidas de forma
uniforme, com proporg¢des e niveis de fluorescéncia
do vermelho e laranja (detectado em um equipa-
mento FACScan) distintas. Cada microesfera forma
a base de um ensaio individual, eis que apresenta
enderego espectral especifico, usando a fluorescéncia
verde para analisar os resultados (FL1). Assim, um
primeiro feixe de laser 1€ qual a esfera especifica
que esta passando pelo detector, e o segundo feixe
1€ a reacdo em sua superficie. Este sistema facilita
o desenvolvimento de ensaios multiplexados, que
simultaneamente medem diferentes analitos em um
pequeno volume de amostra (Fig. 5.12). Eles sao
rapidos, ndo requerem lavagem para separagdo da
fase livre daquela ligada e podem ser realizados em
menos de 2 horas.

ENSAIOS DE IMUNC

Imunoperoxidase

E um ensaio semelhante a imunofluorescéncia
indireta em que a presenca de anticorpo ¢ identifi-
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Fig. 5.11 - Esquema de separacdo de populagio de células expressando ou ndo antigenos A e B marcados, identificados por anticorpo marcado com molécula
fluorescente. Apds analise computadorizada as populacdes celulares sao representadas graficamente em funcao da fluorescéncia emitida apés marcacao. (Fonte:

http://www.uoguelph.ca/mbnet/ 323IMMUN/C2_AGAB).
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Fig. 5.12 - Representacio esquematica dos reagentes utilizados no ensaio de citometria de fluxo baseado em particulas Multiplex. As linhas azuis representam a

luz excitatdria incidente, as linhas das demais cores, os padrdes de emissao.

cada visualmente no substrato antigénico. Contudo,
na imunoperoxidase indireta, em vez de o conjugado
ser um anticorpo marcado com uma substancia flu-
orescente, o conjugado ¢ marcado com uma enzima
(principalmente peroxidase), que reage com o seu
substrato correspondente produzindo um produto
que pode ser visto em um microscopio otico, e eli-
minando teoricamente o custo do microscopio de
imunofluorescéncia.

Imunocitoquimica

Envolve a avaliagdo microscopica computadori-
zada apds ensaio de imunofluorescéncia ou imuno-
histoquimica em material de biopsia. H4 aumento
na especificidade com a remoc¢do da subjetividade
do observador, podendo ser realizada a avaliagdo
quantitativa atraves da analise de cor, intensidade e
concentraco.
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ENSAIOS COM MARC#

RADIOATIVOS

Radioimunoensaio

Os testes radioativos utilizam um reagente
marcado, antigeno ou anticorpo, para quantificar
0 antigeno ou o anticorpo da amostra. O composto
desconhecido pode ser determinado pela medida da
radioatividade emitida. O termo radioimunoensaio
(RIE) € utilizado usualmente quando o componente
marcado ¢ o antigeno e ensaio imunorradiométrico
(IRMA) quando o componente marcado € o anticor-
po. O radioisétopo mais utilizado € o iodo-125. A
sensibilidade do método ¢ da ordem de nanogramas
ou picogramas.

“Radioallergosorbent Test”

E 0 nome dado para o método in vitro que detecta
anticorpos IgE (ou IgG) alergeno-especificos. Uma
matriz de carboidratos (chamada sorbent) € revestida
de alergeno, podendo ser detectados utilizando anti-
anticorpo marcado com um radioisotopo.

ENSAIOS LUMINESCE

Ensaios Quimioluminescentes

Sdo baseados na emissdo de luz produzida em
algumas reacdes quimicas de oxidacdo, aqui inclui-
dos agentes quimioluminescentes derivados biolo-
gicamente. A emissdo de luz pode ser detectada ou
medida utilizando-se lumindmetros com tubos foto-
multiplicadores, diodo de silicone em estado solido
ou filme fotografico como detector. As reacdes de

quimioluminescéncia mais utilizadas envolvem rea-
¢oes de oxidagdo do luminol e do isoluminol, ésteres
de acridina e decomposicdo catalisada pela fosfatase
alcalina de adamantil 1,2-dioxetano aril-fosfato. Sdo
altamente sensiveis ¢ o nivel de detecgdo € da ordem
de atomol ou zeptomol .

Eletroquimioluminescéncia

A eletroquimioluminescéncia, também chamada
de quimioluminescéncia eletrogerada, envolve re-
acdes de transferéncia de um elétron na superficie
de um eletrodo com geragdo de composto instavel
(excitado) que emite um foton de luz (Fig. 5.13).
Ocorre como uma reac¢io de oxidacdo-reducdo em
ciclo. O sistema mais utilizado envolve a aplicagio
de voltagem em um eletrodo na presenca de um lu-
minoforo eletroquimioluminescente como o ruténio
Ru(bpy),*" em presenca da tripropilamina (TPA).
A eletroquimioluminescéncia encontra aplicagio
em imunoensaios e analise de DNA. Este sistema ¢
utilizado para a dosagem de hormdnios, marcadores
tumorais, marcadores cardiacos e detec¢do de anti-
corpos em algumas doengas infecciosas.

ENSAIO COM MARCA

ENZIMATICOS

Enzimaimunoensaio

E o termo genérico para um grande niimero de
testes que permitem ensaios quali- ¢ quantitativos,
para a detec¢@o tanto de antigenos quanto de anti-
corpos. Estes testes usam o produto da mudanga de
cor da interagdo da enzima com o seu substrato para
medir a reag¢do entre o antigeno e o anticorpo.

Diffusion

Electrode

Fig. 5.13 - Esquema da reacdo de eletroquimioluminescéncia. A microparticula magnética (fase solida) suporta a estrutura do imunoensaio, em que o marcador é
amolécula de ruténio. O marcador participa de uma reacao de oxidagao-reducao com a tripropilamina (TPA). (Fonte: Roche do Brasil — Divisao Diagndstica.)



“Enzyme Multiplied Immunoassay Technique”
(EMIT)

E um teste de enzimaimunoensaio homogéneo
(fase inica) em que o antigeno a ser medido com-
pete, com um antigeno marcado com enzima, por
um numero limitado de anticorpos. O anticorpo
reagente tem a capacidade de bloquear a atividade
enzimatica ao ligar-se ao antigeno marcado, impe-
dindo a formac¢do do produto ao ser adicionado o
substrato. O antigeno marcado livre resultante da
competi¢do com o antigeno da amostra reage com o
substrato e forma um produto corado proporcional
a concentracdo de antigeno presente na amostra. E
um teste similar ao FPIA, com ampla aplicag¢@o no
monitoramento terapéutico e pesquisa de drogas de
abuso. Pode ser utilizado sangue total, soro ou urina.
A vantagem do EMIT sobre o FPIA ¢ que pode ser
facilmente adaptavel a analisadores automaticos de
pardmetros bioquimicos. Em nosso meio o sistema
EMIT tem sido utilizado na dosagem de ciclosporina
em transplantados.
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“Enzyme Linked Immunosorbent Assay” (ELISA)
(Fig. 5.14)

Trata-se de técnica imunoenzimatica sensivel, he-
terogénea (multiplas fases), para a quantificagdo de
antigenos ou anticorpos. Um dos reagentes ¢ imobi-
lizado na fase solida, enquanto outro pode ser ligado
a uma enzima, com preservacdo tanto da atividade
enzimatica como da imunoldgica do anticorpo.

A fase sdlida pode ser constituida por particulas
de agarose, poliacrilamida, dextrano, poliestireno,
etc. Placas plasticas sdo as mais difundidas por
permitirem multiplos ensaios e automacao. O teste
detecta quantidades extremamente pequenas de an-
tigenos ou anticorpos, podendo ter elevada precisdo
se os reagentes e os parametros forem bem padroni-
zados. Para a pesquisa de antigeno o anticorpo espe-
cifico correspondente ¢ imobilizado a fase sélida. Os
conjugados enzimaticos devem ser preparados com
anticorpos de alta afinidade e muito purificados. Os
substratos cromogénicos empregados pela degra-
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ser medido
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=
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Fig. 5.14 - Esquemas dos testes enzimaticos heterogéneos do tipo indireto (a), sanduiche (b) e captura (c). (Fonte: http://www.uoguelph.ca/mbnet/ 323IMMUN/

(2_AGAB.)
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dagdo enzimatica ddo origem a produtos soltveis
coloridos, cuja determinacdo ¢ feita medindo-se a
densidade otica da solucdo por espectrofotometria.
Para a peroxidase, o substrato ¢ o peroxido de hidro-
génio e os cromogenos ou doadores de hidrogénio
mais utilizados sdo a ortofenilenodiamina (OPD),
acido S-amino-salicilico, ortotoluidina, 2,2’-diazino
do acido etilbenzotialino sulfonico (ABTS) e tetra-
metilbenzidina (TMB).

ELISA Direto é uma técnica para a medida de
antigeno baseada na competi¢@o entre o antigeno
da amostra e o antigeno marcado com enzima pelo
anticorpo. ELISA Indireto, ou ensaio imunométrico,
mede a concentragdo de anticorpo usando o antigeno
ligado a fase solida, onde o anticorpo da amostra se
ligara. O imunocomplexo sera evidenciado pelo anti-
anticorpo marcado com enzima (pode ser isotipo-
especifico: IgG, IgA, IgM) e a subseqiiente adi¢do
do substrato/cromdgeno. A especificidade do ensaio
de ELISA indireto para a detec¢@o de anticorpos
da classe IgM em doengas infecciosas é limitada,
ocorrendo resultados falso-positivos devido a in-
terferéncia do fator reumatoide na presenca de anti-
corpos IgG especificos. O uso de imunoadsorventes
comerciais pode minimizar este problema.

ELISA com Captura de IgM

Foi desenvolvido para solucionar o problema
descrito da interferéncia do fator reumatoide na pre-
senca de anticorpos IgG especificos. Neste ensaio,
anticorpos anti-IgM sdo adsorvidos a fase solida,
capazes de fixar todos os anticorpos de isétipo IgM
da amostra do paciente. Apds, o antigeno ¢ adicio-
nado, ligando-se ao anticorpo especifico da amostra
anteriormente imobilizado. Um segundo anticorpo
anti-antigeno marcado com enzima ¢ adicionado e,
subseqiientemente, o substrato/cromogeno, resul-
tando em um produto corado de intensidade propor-
cional a concentracdo de IgM especifica presente na
amostra. Esta técnica ¢ o método de escolha para a
deteccgdo de anticorpos IgM especificos.

Enzimaimunoensaio com Microparticulas (MEIA)

E uma técnica imunoenzimatica em que o supor-
te solido consiste de pequenas microparticulas em
suspensdo liquida.

Western Blotting

E um procedimento em que as proteinas sdo
separadas pelo tamanho por eletroforese e, apos

separagdo, transferidas para uma membrana de
nitrocelulose onde ficam imobilizadas. Essa mem-
brana ¢ utilizada como suporte so6lido para um
ensaio imunoenzimatico, semelhante ao método da
imunoperoxidase.

Essa técnica pode ser empregada para a pesquisa
de antigenos ou de anticorpos, sendo um importante
auxiliar no diagnodstico de doengas infecciosas e
auto-imunes. Utilizando-se este teste, pode-se deter-
minar se héd antigeno ou anticorpo na amostra e qual
¢ a sua especificidade, se o preparado ¢ puro ou nio,
quais proteinas estdo sendo reconhecidas por um
anticorpo, distinguir diferentes perfis de anticorpos
de acordo com a fase da doenga ou infecc¢do ou, de
acordo com a presenca ou ndo de infeccdo, dife-
renciar entre cepas patogénicas e ndo patogénicas.
E também utilizado como teste confirmatério na
investigacdo de doengas infecciosas e auto-imunes
(Fig. 5.15).

IMUNIDADE CELULAR E
FUNCOES FAGOCITICAS

A presente secgdo pretende apresentar os ensaios
disponiveis para avaliar laboratorialmente aspectos
importantes da fungdo imunologica, como a resposta
imune celular e as fungdes de quimiotaxia e explo-
sdo oxidativa de células fagociticas. Estes temas
foram assim distribuidos:

m Avalia¢do da Imunidade Celular
e Avaliacdo da fungdo das células T:
— Contagem absoluta de linfécitos.
- Contagem das subpopulagdes de linfocitos.

- Analise funcional dos linfocitos (a citometria
de fluxo na avaliagao da ativacdo e prolifera-
¢éo dos linfocitos).

- Teste cutdneo de hipersensibilidade tardia
(delayed-type hypersensitivity-test — DHT).

- Produg@o de citocinas.

- Ensaios de citotoxicidade.

m Alguns Exemplos da Aplicagdo Clinica dos Testes
de Avaliagdo da Imunidade Celular

e Avaliacdo das Fungdes Fagociticas: Oxidagdo e
Quimiotaxia

— Indicagdes clinicas para os ensaios de avalia-
¢do da funcao fagocitica.

— Procedimentos laboratoriais:

Isolamento de neutréfilos e mondcitos.
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Fig. 5.15 - Western Blot de soros de criancas com diagnéstico de lupus eritematoso sistémico juvenil. Em 1, soro controle negativo, em 2 e 3, soros controle positivos,
conforme indicado. Entre 4 e I7, fitas com reagdes individuais de auto-anticorpos. Perceber a presenca de auto-anticorpos contra proteina P ribossomal (rRNP) em
4 a7, bem como a grande variedade de bandas representativas da presenca de mais de um auto-anticorpo nos casos juvenis de lupus. Em I8, soro reagindo com o
antigeno NOR-90 (human upstream binding factor), proveniente de crianca com fendmeno de Raynaud.

Ensaio de atividade microbicida.
Ensaio de quimiotaxia.

Ensaio em lamina do NBT.
Ensaio com a diclorofluoresceina.
Imunofenotipagem.

— Passos na investigacdo da fun¢do fagocitica.

AVALIACAO DA IMU

A compreensdo do sistema imune é melhorada
pela detec¢@o de anormalidades discretas em pacien-
tes com suspeita de deficiéncia imune. Estes avangos
vieram de estudos da fung¢ao e diferenciacdo celular
normais, da delecdo génica experimental e da ana-
lise detalhada das sindromes de imunodeficiéncias
humanas. Novas abordagens experimentais tém
ajudado a elucidar os mecanismos e bases funcionais
da desregulacdo imune em pacientes com mutagio
genética primaria (congénita) do sistema imune ou
infecgdes secundarias (adquiridas). Em geral, as
deficiéncias imunes ndo podem ser distinguidas pela
apresentacdo clinica das infecgdes. A informacio

genética é um componente cada vez mais importante
da testagem e interpretagdo diagndstica. O papel do
laboratorio de imunologia clinica € o de traduzir os
novos rumos da pesquisa em testes relevantes para
a investigagdo individual do paciente!'.

Quando Fazer a Avaliacao da
Imunidade Celular?

Os testes que avaliam a funcdo celular podem ser
caros ¢ demorados. A escolha do teste depende da
suspeita clinica. Existem poucos testes totalmente
especificos e os seus resultados devem ser interpre-
tados com cautela.

A decis@o de investigar a resposta imune em
um paciente normalmente comeca devido a uma
aumentada suscetibilidade a infec¢des, aumento na
gravidade de infecgcdes comuns ou por reagdo atipica
a imunizacdes. Desta forma, os testes de triagem
iniciais devem incluir a presenga de infec¢do pelo
HIV.

Alteragdes imunes podem acompanhar muitas
entidades clinicas, incluindo doengas malignas e
tratamento da hemofilia, doengas hematolégicas,
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trombocitopenia auto-imune, doengas linfoprolifera-
tivas, hemoglobinopatias e anormalidades cromosso-
micas, como por exemplo a sindrome de DiGeorge
e a sindrome de Down. Doengas auto-imunes como
a doeng¢a mista do tecido conjuntivo, o lupus eri-
tematoso sistémico, o diabetes tipo 1, a esclerose
amiotrdfica lateral, a esclerose multipla e a miastenia
gravis podem estar associadas a alteragdes imunes
celulares.

Avaliacao da Funcao das Células T

Os testes de triagem para a avaliagdo da fungéo
das células T sdo freqiientemente seguidos por testes
adicionais para completar a avaliagdo da imunidade
celular. Dada a complexidade destes testes comple-
mentares, eles normalmente s6 sdo disponiveis em
grandes centros com laboratdrios especializados de
imunologia.

Os testes disponiveis para a avaliacdo das células
T incluem:

m Contagem absoluta de linfocitos.

m Contagem das subpopulacdes de células T.
®m Analise funcional das células T.
[

Teste cutaneo de hipersensibilidade tardia (de-
layed-type hypersensitivity — DHT).
Produgéo de citocinas.

Ensaios de citotoxicidade.

Contagem Absoluta de Linfécitos

As células T constituem 3/4 do pool de linfdcitos
circulantes, assim, uma diminui¢do substancial na
quantidade de linfécitos T circulantes resulta em
redugdo na contagem dos linfécitos. E um dado
facilmente obtido.

E bom lembrar que a contagem absoluta de linfo-
citos difere significativamente entre bebés, criancas
e adultos. Assim, ¢ importante avaliar a contagem
absoluta de linfocitos na faixa referencial idade-
especifica.

Contagem das Subpopulacoes de Linfocitos

A fungdo imune diferencial é realizada por cito-
metria de fluxo, em que os linfocitos T sdo separados
pela expressao do seu receptor CD3. Este receptor ¢
essencial para a ativagdo da populagdo de células T.
Linfdcitos B sdo identificados pela sua imunoglobu-
lina de superficie (detectada por anticorpos mono-
clonais como anti-CD19 e anti-CD20). A expressio
de moléculas do MHC de classe II também pode

ser detectada por citometria de fluxo utilizando-se
anticorpos anti-HLA-DR ou anti-HLA-DQ. E uma
marca caracteristica da deficiéncia de moléculas de
MHC classe IT! (Tabelas 5.1 ¢ 5.2).

A citometria de fluxo ¢ muito utilizada para
avaliar o estado funcional dos leucocitos, e pratica-
mente todos os aspectos de sua vida (e morte) sdo
acessiveis através da técnica. A citometria de fluxo
disponibiliza a imunofenotipagem multiparamétrica,
ensaios funcionais celulares, achados moleculares da
superficie celular, além de processos intracelulares
como a produgdo de citocinas e a fosforilagdo de
proteinas. A visualizagdo e quantificag@o direta de
células T antigeno-especificas utilizando a tecno-

Tabela 5.1. Imunofenotipagem: Subpopulacdes de

Linfocitos

Painel basico em sangue periférico (sangue total, lisado de
células vermelhas)

CD45/CD14

Controles isotipo imunoglobulinas de rato
CD3/CD19

CD3/CD4

CD3/CD8

CD3-/CD56 e 16

Painel de ativacdo: isolado de células mononucleares
CD45/CD14

Controles isotipo imunoglobulinas de rato
CD3/CD25 (Receptor de interleucina 2 IL-2-R)

CD3/HLA-DR

Tabela 5.2. Painel de Ativacao de Células T5

Componentes Valores de Referéncia
CD2 75% a 92%

CD3 63% a 84%
CD69 e CD3 0% a 2%

CD25 2 CD2 0% a 5%

CD71 e CD2 0% a 8%
HLA-DR e CD3q 1% a 9%

Receptor de célula T(TCRa.—B) 59% a 84%

Receptor de célula T (TCRy—38) 0% a 10%



logia do tetramero peptideo-MHC, em combinagio
com os ensaios funcionais, proporciona o estudo de
subpopulacdes de células T especificas que sejam
de interesse.

Andlise Funcional dos Linfocitos (a Citometria
de Fluxo na Avaliacao da Ativacdo e Proliferacao
dos Linfécitos )

Uma metodologia baseada na citometria de fluxo
pode ser utilizada para avalia¢do dos linfécitos nas
varias fases do seu ciclo celular. Em geral, a analise
do ciclo celular € realizada pela medida do nivel de
intensidade de fluorescéncia emitida apds a mar-
cagdo do DNA. A marcagdo mais utilizada ¢ com
iodeto de propidio (a intensidade de fluorescéncia é
proporcional a quantidade de DNA na célula). Utili-
zando um complexo modelo matematico, é possivel
medir o percentual de células contendo DNA entre
2ne 4n, o que se correlaciona com o percentual de
células na fase “S” do ciclo celular. Os linfocitos
do sangue periférico geralmente estdo na fase de
repouso do ciclo celular, com menos de 5% das
células na fase “S”.

Alguns laboratdrios tém substituido o ensaio com
a incorpora¢do da timidina triciada por uma combi-
na¢do de ensaios de indugdo de marcadores de su-
perficie celular e a medida do percentual de células
nas varias fases do ciclo celular apds ativagdo.

Teste Cutaneo de Hipersensibilidade Tardia
(Delayed-type Hypersensitivity Test — DHT)

O procedimento in vivo mais utilizado para ava-
liar a imunidade celular € o teste cutaneo simples.
Um teste cutaneo positivo a uma resposta tipo hi-
persensibilidade tardia implica numa resposta imune
celular intacta, bem como uma intacta quimiotaxia
monocitica. Embora os testes cutaneos sejam facil-
mente realizaveis, os resultados negativos sdo de
dificil interpretag@o, especialmente em criangas pe-
quenas. Um teste cutaneo nao é tao sensivel quanto
um ensaio de estimulagio linfocitaria in vitro.

O DHT utiliza antigenos aos quais o individuo
tenha sido previamente exposto, como por exemplo
o toxdide tetanico, os antigenos da Candida albi-
cans ¢ da caxumba etc. A falha na resposta pode
refletir disfuncdo nas células T (anergia das células
T, Tabela 5.3). Quando o teste cutaneo for utilizado
para avaliar a imunidade celular, deve-se atentar
para o fato de que o paciente seja inoculado com
um antigeno ao qual certamente tenha sido exposto
anteriormente, caso contrario, um teste negativo se
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dara nao pela anergia da célula T, e sim pelo fato da
falta de exposi¢@o anterior. Normalmente ¢ indicada
a aplica¢@o de mais de um tipo de antigeno no DHT
para superar este tipo de problema.

O DHT depende da preparacdo do antigeno
(qualidade), aplicagdo e interpretacdo da resposta
(avaliag@o0), o que requer treinamento cuidadoso dos
profissionais envolvidos na sua realizagao.

A resposta cutdnea ao veneno de hera e outras
reagdes de hipersensibilidade de contato sdo equi-
valentes ao teste cutaneo DHT.

Tabela 5.3. Causas de Anergia no Teste Cutaneo

e Falta da histéria antigénica adequada, quando o painel
aplicado nao inclui ativadores de amplo espectro

¢ Imunodeficiéncia primaria

¢ Infecgoes virais

¢ Ma nutricdo

¢ Doenca granulomatosa cronica

* Neoplasias

Producao de Citocinas

O estudo dos mecanismos imunologicos de de-
senvolvimento de auto-imunidade, alergias, doengas
hematoldgicas e imunodeficiéncias ¢ impossivel
sem uma avaliagdo quali-quantitativa da produgio
de citocinas. Em um numero de doengas do sistema
imune, a quantificagdo de citocinas no soro ¢ no
meio de células sangiiineas estimuladas ¢ essencial
para determinar o estagio imunopatogenético do
desenvolvimento de uma doenga, para escolher a
imunoterapia adequada e estimar a eficacia da imu-
nocorregdo especifica.

Conseqlientemente, o desenvolvimento de novos
métodos para estimar o nivel de citocinas em meio
fisioldgico ou meio de cultura de células ¢ importan-
te ndo somente na pesquisa, mas também na pratica
médica.

Existem kits comerciais disponiveis para a
dosagem de citocinas através de metodologia imu-
noenzimatica (ELISA), radioimunoensaio (RIA),
quimioluminescéncia (CLIA) ou eletroquimiolu-
minescéncia (ECLIA). Atualmente, estdo disponi-
veis em laboratorios de referéncia a dosagem das
seguintes citocinas: IL-1, receptor antagonista de
IL-1, IL-2, receptor soluvel de IL-2, IL-3, IL-4, IL-
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5,IL-6, IL-7,IL-8, IL-9, IL-10,IL-11, IL-12, TNF-q
¢ IFN-y. Também estdo disponiveis as dosagens de
a e B-quimiocinas (moléculas com fung¢ao de recru-
tamento e ativagdo de leucocitos), prostaglandinas
e leucotrienos.

Alteracdes nas cadeias protéicas dos receptores
especificos das citocinas podem estar associadas a
infecgdes recorrentes por microrganismos oportu-
nistas, como o Mycobacterium avium.

Ensaios de Citotoxicidade

A atividade citotdxica de linfocitos T, células
matadoras naturais (NK) e células matadoras ati-
vadas por citocinas ¢ usualmente testada através
de ensaios radioativos, que detectam a liberagdo de
contetdos citoplasmaticos apos a desintegragdo da
célula-alvo agonizante. Em contraste a esta avalia-
¢do indireta da citotoxicidade, foi descrito um ensaio
de fluorescéncia baseado na analise direta quali-
quantitativa por citometria de fluxo de dano celular
a um unico nivel celular. Nesta técnica, células-alvo
sdo coradas com PKH-26, corante lipofilico que se
integra & membrana celular e permite a distingdo
entre célula-alvo e célula efetora. Apds 3 horas
de incubagdo in vitro, uma outra coloragdo com
anexina V-FITC (ann-FITC) e iodeto de propidio
(PI) permite a discriminacdo entre células vivas,
em apoptose ou necrdticas. A andlise de dados ¢
realizada primeiramente nas células-alvo PKH-26
positivas, seguida da analise das subpopulacdes ann-
FITC e PI positivas. O percentual de citotoxicidade
na populag@o de células PKH-26 ¢é calculado pela
subtracdo de células-alvo ann-FITC ou PI positivas
ndo-especificas, medida em controles apropriados
sem a célula efetora.

A colorag¢io da membrana da célula-alvo como
células de melanoma primario ou blastos leucémicos
revelou impregnacio alta e estavel do PKH-26, sem
alterar a viabilidade ou imunogenicidade das células.
Usando linfocitos T citotoxicos antigeno-especificos,
foi demonstrado que a técnica com citometria de flu-
x0 ¢ sensivel e se correlaciona com o ensaio padrio
de liberagdo do cromo 51, sendo 0 novo ensaio mais
simples e altamente reprodutivel.

Similarmente, a proteina fluorescente verde
enriquecida (enhanced green fluorescent protein
— EGFP) foi utilizada para avaliar a citotoxicidade
de células matadoras naturais (NK) sobre células de
eritroleucemia humana (linhagem K562) por cito-
metria de fluxo. Esta nova técnica para avaliagdo de
citotoxicidade de células NK mostrou forte associa-
cdo a técnica padrio que utiliza marcagdo radioativa

com Cr®, sem a necessidade de pré-coloragdo ou
pré-marcagdo das células-alvo.

ALGUNS EXEMPLOS
CLINICA DESTES TE

SOFISTICADOS DE A
IMUNIDADE CELU

O monitoramento da resposta celular & imuno-
terapia do cancer pode ser avaliado. Muitos ensaios
clinicos estdo testando a viabilidade de estimular o
sistema imune para tratar o cancer. A eficacia desta
abordagem sera determinada pelo desfecho, no qual
a avaliacdo da magnitude e atividade da resposta
imune ¢ um importante ponto intermediario no de-
senvolvimento destas estratégias imunoterapicas.

Outra aplicacao clinica sdo os ensaios com célu-
las NK no progndstico do diabetes tipo I. O diabetes
tipo 1 € uma doenga caracterizada pelo disturbio na
homeostasia da glicose, que resulta da destruicdo
auto-imune de células B produtoras de insulina no
pancreas. O ataque auto-imune ainda ndo esta total-
mente caracterizado, mas exibe componentes tanto
da alterag@o dos auto-antingenos quanto da falha nos
mecanismos de autotolerancia.

Deficiéncias nas células NK tém sido identifi-
cadas em modelos animais de diabetes tipo 1. O
trabalho de Poulton e Baxter, citado abaixo, sugere
um relacionamento similar em humanos, podendo
existir associagdo entre deficiéncias em células NK
e diabetes tipo 1. Os autores descrevem métodos
apropriados para a avaliag@o clinica das células NK
e discutem os passos necessarios na testagem e va-
lidacdo de ensaios com células NK como um fator
prognostico no diabetes tipo 1.

Estudos de laboratorio sdo essenciais para a ava-
liagdo do estado funcional imune. O uso prudente
destes testes requer, contudo, que ndo somente
sejam usados de maneira organizada, comecando
com os testes simples de triagem, mas que também
sejam selecionados de acordo com os indicios clini-
cos obtidos no historico e exame fisico do paciente.
Além disso, os resultados sdo relativamente faceis
de interpretar quando estdo claramente normais
ou totalmente anormais. A dificuldade reside em
determinar o atual grau de disfungdo imune quando
os resultados estdo na zona indeterminada. Nestas
situacdes, uma combinacdo de testes laboratoriais
freqiientemente ajuda a esclarecer o stafus imune
funcional, ¢ a interpretacdo deve ser feita por um
especialista em desordens imunes.



As avaliagdes de disfungdes na imunidade hu-
moral s3o muito mais compreendidas e os ensaios
para sua avaliagdo mais facilmente disponiveis
nos laboratorios. Com o desenvolvimento da imu-
noterapia e a manipulagdo da imunomodulagio,
os testes de avaliagdo da imunidade celular serdo
cada vez mais necessarios para monitorar a eficacia
e estimar o grau de intervencdo durante a terapia.
Com estes recursos, deveremos estar cada vez mais
familiarizados

AVALIACAO DAS FU

FAGOCITICAS: OXID
QUIMIOTAXIA

A disfunc¢@o fagocitica, atribuida aos leucocitos
mononucleares (monocitos/macréfagos), polimorfo-
nucleares ou ambos, € classificada como intrinseca
ou extrinseca.

Os defeitos intrinsecos sdo devidos, em parte,
a deficiéncias herdadas em enzimas-chave da via
glicolitica ou da hexose-monofosfato. Estas rotas
metabdlicas sdo responsaveis pela producio de
radicais de oxigénio como mecanismo microbicida,
tanto nos polimorfonucleares (PMN) quanto nos
mononucleares. Outros defeitos intrinsecos estdo
associados a deficiéncias das moléculas de adesdo
da superficie celular (CD11b, CD18), necessarias a
migracdo da célula ou fagoécito.

Os defeitos extrinsecos que comprometem a
fungdo fagocitica incluem hipogamaglobulinemia,
deficiéncias de complemento, doengas auto-imunes,
imunodeficiéncia adquirida e varias terapias imu-
nossupressoras.

Indicacoes Clinicas para os Ensaios
de Avaliacao da Funcao Fagocitica

As situacdes clinicas em que algum tipo de
avaliacdo das fungdes dos monoécitos/macréfagos
ou neutrofilos € necessaria € muito variada, indo
de um paciente pediatrico com histéria de infecgio
cutdnea cronica, abscesso perinatal ou episodios
multiplos de pneumonia a um adulto com processo
retardado de cicatrizacdo. Com o advento da terapia
com citocinas, um auxiliar a terapia pos-radiagdo e
quimioterapia para doencas malignas, ou no trata-
mento da imunodeficiéncia adquirida, novos testes
de laboratorio sdo necessarios para avaliar a eficacia
do tratamento. O pacientes pediatricos com suspeita
de disfung¢ao neutrofilica sdo primeiramente triados
para avaliagdo da explosdo oxidativa intacta pelo
teste simples em lamina do nitroblue tetrazolium
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(NBT) ou o ensaio com diclorofluoresceina (DCF)
por citometria de fluxo. Se o resultado for anormal,
realiza-se o ensaio de avaliacdo microbicida, que
abrange todos os componentes dos processos fago-
citicos e serve como teste funcional definitivo para
o diagndstico da doenga granulomatosa cronica
(CGD). O transplante de medula 6ssea nos pacientes
com doenga granulomatosa cronica é simplesmente
seguido periodicamente pelo teste do NBT ou pelo
ensaio DCF, para monitorar o bom éxito inicial e
sustentado do enxerto.

A terapia com citocinas como uma forma de
aumentar os mecanismos de defesa esta se tornan-
do um procedimento freqiiente em pacientes com
predisposicdo transitdria ou cronica as infecgdes.
Alguns exemplos incluem pacientes sob tratamento
de doengas malignas ou tratados com terapia anti-
viral imunossupressora para a sindrome da imuno-
deficiéncia adquirida (SIDA/AIDS). Nestes casos,
a avaliagdo da modulagdo positiva (upregulation)
de mondcitos/macrofagos ou neutrdfilos € realizada
através da presenca de marcadores de superficie
como la, CD11b, CD64(FcR I), CD16 (FcR III) e
CD 18 porque estes marcadores tém um papel im-
portante na resposta inflamatdria e no mapeamento
imune. Eles estdo freqiientemente deprimidos em
pacientes secundariamente imunocomprometidos.

Procedimentos Laboratoriais
Isolamento de Neutrdfilos e Mondcitos

Este procedimento € realizado para o isolamento
de mondcitos e neutrofilos que serdo usados nos
ensaios de quimiotaxia e atividade microbicida.

Principio: Amostra de sangue total heparini-
zado ¢ submetida a gradiente de densidade em
Ficoll/Hypaque sob centrifugacdo. As células
mononucleares (linfocitos e monocitos) situam-se
na interface plasma/Ficoll-Hypaque. Estas células
mononucleares sdo cuidadosamente aspiradas. O
plasma e o Ficoll/Hypaque remanescentes sdo aspi-
rados, permanecendo no tubo as células vermelhas
¢ polimorfonucleares. As células mononucleares
sdo depositadas em frascos cobertos com gelatina,
seguindo a aderéncia dos mondcitos. As células
mononucleares que ndo ficam aderidas (linfécitos)
sdo cuidadosamente decantadas. Posteriormente,
os monocitos serdo soltos da gelatina através de
aspiragdo.

Os eritrocitos e polimorfonucleares sdo ressus-
pensos e ¢ adicionado Dextran 500 a 1%. Apds
centrifugacédo, as células vermelhas sedimentam e
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os polimorfonucleares permanecem em suspensio.
O sobrenadante, rico em polimorfonucleares, € cui-
dadosamente aspirado.

Desta forma, obtém-se células mono e polimorfo-
nucleares separadas para serem utilizadas nos testes
especificos.

Ensaio de Atividade Microbicida

Principio: O ensaio microbicida hd muito tempo
¢ considerado o melhor teste funcional para avalia-
¢do da fungdo fagocitica. O teste € baseado na adi¢do
de concentragdes conhecidas de bactérias opsoni-
zadas a neutréfilos ou mondcitos isolados, seguida
de incubacdo a 37°C com amostragem da reacdo
em intervalos de 30 min até 2 horas. As amostras
entdo sdo colocadas em placas com agar-sangue,
seguida de incubagdo por 12 a 18 h (overnight) a
37°C, para visualizar as bactérias viaveis através do
crescimento visivel das colonias. As colonias sdo
contadas. O numero de colonias em cada fracdo de
tempo ¢ plotado em um grafico semi-log. Alternati-
vamente, o percentual de bactérias mortas em cada
fracdo de tempo é determinado pela reagdo com
misturas contendo somente bactérias opsonizadas.
Uma reagfo controle bactéria-polimorfonuclear deve
proporcionar morte bacteriana superior a 90% em 2
horas de incubacéo.

Ensaio de Quimiotaxia

Principio: A migracdo de mondcitos e neutrofilos
em resposta a um estimulo quimiotatico especifico
¢ o primeiro passo crucial na seqiiéncia de eventos
principais da resposta inflamatdria aguda e cronica.
Receptores de superficie celular para varias fungdes
de estimulo sdo expressos na membrana celular.
Estes eventos resultam na migracdo dirigida de fa-
gdcitos ao local da inflamagéo.

Este ensaio mede a migragdo radial de mono-
citos ou neutrofilos na agarose, em resposta a um
gradiente quimiotatico criado pela difusdo de um
quimioatraente na agarose. Apos permitir a migragio
direta em dire¢do ao quimioatraente e a migragio
randdmica na dire¢do oposta do quimioatraente
aplicado, os mondcitos ou neutrofilos sdo fixados e
corados com Giemsa. Apds secagem, a distidncia da
migracdo e a orientagdo randomica da migracdo dos
fagdcitos corados e fixados é determinada por micro-
projecdo (40 X). A rede de migragdo é determinada
por subtracdo da distancia randomica de migragdo
(em centimetros) da migragdo direta em direcdo
ao quimioatraente. Os valores dos pacientes sdo

comparados com valores de controles obtidos com
fagdcitos-controle avaliados em paralelo.

Ensaio em Lamina do NBT

Principio: Um importante mecanismo micro-
bicida dos fagocitos normais € sua habilidade em
gerar radicais toxicos de oxigénio na fagocitose,
principal mecanismo celular de morte bacteriana.
Um destes radicais de oxigénio, o superdxido (O,),
¢ facilmente detectado na fagocitose estimulada pela
redugdo do NBT a sua forma insoluvel (formazan).
O formazan é observado em microscopia optica
como granulos azuis no citoplasma do fagocito
estimulado. A quantidade de NBT reduzido ¢ dire-
tamente proporcional a quantidade de superoxido
produzido pelos fagdcitos estimulados. A deficiéncia
dos fagdcitos em enzimas-chave da via da hexose-
monofosfato esta prejudicada na sua capacidade de
gerar superoxido.

Interpretacdo: No teste do NBT com estimulo
de fagocitose utilizando-se o Phorbol 12-myristate,
13 acetate (PMA), a amostra controle produz 99%
a 100% de células polimorfonucleares positivas,
enquanto o controle em repouso (sem estimulo) seria
entre 5% e 40% de células positivas.

Pacientes com doenca granulomatosa cronica
ligada ao X ndo apresentam células positivas no
teste do NBT com estimulo com PMA, enquanto
os heterozigotos produzirdo entre 30% e 70% de
células positivas sob estimulo do PMA. Pacientes
com doenga autossdmica recessiva produzirdo 100%
de células positivas, com uma marcada redu¢do na
quantidade de formazan depositado no citoplasma
de cada célula, que pode freqiientemente levar a
uma interpretagdo equivocada no diagnoéstico. Os
carreadores heterozigotos da doenga autossémica
recessiva no sio distinguidos dos individuos-con-
troles normais.

Ensaio com a Diclorofluoresceina (Ensaio DCF)
Principio: O peroxido de hidrogénio ¢ um im-
portante produto microbicida da explosio oxidativa
dos fagocitos estimulados. Este composto € derivado
da dismutagdo do superdxido produzido pela via
da hexose monofosfato. O peroxido de hidrogénio
pode ser medido pela oxida¢do do composto ndo-
fluorescente 2°,7’-diclorofluoresceina (DCFH) a
um composto fluorescente 2°,7’-diclorofluoresceina
(DCF). A forma nio-polar e ndo-fluorescente do
DCFH ¢ 2°,7’-diclorofluoresceina diacetato (DCFH-
DA). O DCFH-DA prontamente se difunde através



da membrana citoplasmatica dos fagocitos e € retido
dentro da célula por clivagem do grupamento acetila
por enzimas citoplasmaticas ao nio-fluorescente,
ionicamente carregado, DCFH. A estimulagdo da
explosdo oxidativa do DCFH ligado aos fagocitos
leva a produgio de perdxido de hidrogénio que oxida
o DCFH a uma forma fluorescente, a molécula de
DCEF. A quantidade de DCF presente no citoplasma
de DCFH ligado, em fagocitos estimulados, pode ser
rapidamente detectada por citometria de fluxo.

A vantagem deste ensaio é a sua capacidade
em avaliar fagécitos em amostras de sangue total,
assim evitando os efeitos estimulatorios encontra-
dos nos procedimentos de purificacdo das células.
Além disso, volumes extremamente pequenos de
sangue total (0,2 mL) s3o necessarios para a ava-
liagdo, o que faz deste ensaio o ideal para pacientes
pediatricos.

A amostra consiste de sangue total anticoagulado
com EDTA (idealmente 0,5 mL). Deve-se colher
simultaneamente amostras do paciente ¢ de um
individuo-controle normal. As amostras podem ser
mantidas a temperatura ambiente e avaliadas em até
24 horas apos a coleta. Este fato torna o teste exe-
quivel nas situagdes em que é necessario enviar as
amostras a laboratorios-referéncia distantes.

Imunofenotipagem

Monocitos/macrofagos e neutréfilos tém um
importante papel nos mecanismos de defesa imune
inata e na regulacio da resposta imune adaptativa
celular e humoral. Estes mecanismos efetores
sdo mediados através de importantes moléculas
de adesdo e receptores celulares na membrana
citoplasmatica dos fagdcitos. Os receptores para
a por¢do Fc da imunoglobulina IgG (CDI16,
FcRIII; CD32, FcRII; CD64, FcRI), bem como os
receptores para os componentes do complemento
(CDI11b, receptor C3bi) t€ém um papel crucial na
ligagdo de antigenos imunocomplexados a super-
ficie das células fagociticas, assim auxiliando o
processo fagocitico e a eliminagdo dos patogenos.
Além disso, a expressdo de moléculas de adesdo
na superficie das células, tais como o CD18, ¢ es-
sencial para a migracdo dos fagocitos aos locais da
inflamacéo. Estes mesmos receptores encontrados
em mondcitos/macrofagos servem para realizar
a internaliza¢do dos antigenos, o que contribui
para o processamento ¢ posterior apresentacao as
células T imunorregulatdrias.

Pacientes com deficiéncias nos receptores de
membrana (CD11b, CD16, CD18) estdo predispos-
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tos a infecgdes. As terapias com citocinas podem ser
utilizadas na indu¢@o de uma regulag@o positiva na
expressao de receptores de superficie. Um exemplo
¢ a terapia com interferon-y, que leva a um aumento
na expressdao de CD64 (FcRI) em monocitos, o que
¢ refletido como um aumento na atividade microbi-
cida, bem como nas respostas linfoproliferativas ao
antigenos.

Estas novas terapias com citocinas tém levado
ao desenvolvimento laboratorial de ensaios que sdo
utilizados ao monitora-las.

A analise multiparamétrica por citometria de flu-
x0 de subpopulacdes de células a partir de amostras
de sangue total avalia quantitativamente a expressao
de receptores de membrana na superficie de mono-
citos e neutréfilos. Esta metodologia ndo somente
detecta a presenca ou auséncia de receptores, mas
também avalia a regulagcdo da expressdo destes re-
ceptores em resposta a varios estimulos. A técnica
utiliza multiplos anticorpos monoclonais marcados
com diferentes fluorocromos que identificam a ex-
pressdo do receptor de subpopulagdes especificas de
fagocitos derivados da amostra de sangue total, ndo
sendo necessario o passo demorado de isolamento e
purificagdo das populagdes celulares.

Os principais receptores celulares avaliados sdo
CD14, CDl11b, CD18, CD64, CD32 e CD16.

Passos na Investigacao da Funcao

Fagocitica

1. Contagem diferencial 1 e morfologica de leuco-
citos.

2. Se forem observadas neutropenia ou anorma-
lidades morfoldgicas, sdo indicados os ensaios
de avaliagdo fagocitica funcional (imunofeno-
tipagem: expressdo de receptores de membrana
e moléculas de adesao por citometria de fluxo e
avaliagdo da explosdo oxidativa através do teste
de NBT ou DCF).

3. Avalia¢do da quimiotaxia.

A avalia¢@o funcional dos fagocitos € uma oti-
ma ferramenta na investigagdo de pacientes com
infec¢des recorrentes ¢ historia de anormalidade
genética nas fungdes fagociticas. Porém, os testes
disponiveis algumas vezes falham em demonstrar
estas anormalidades. Isso de deve a sensibilidade
de cada teste, a observacdo das condic¢des de coleta
e tempo transcorrido até a realizagdo do ensaio. O
diagndstico sera resultado dos achados clinicos,
avaliagdo genética e funcional da imunodeficiéncia
envolvendo fungdo fagocitica.
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DOSAGEM DE CITOCINAS
INTRACELULARES

As citocinas sao polipeptideos secretados por
uma variedade de células em resposta a varios es-
timulos, mediando efeitos autdcrinos, paracrinos e
endécrinos, que sdo pleiotropicos e redundantes.
As citocinas imunologicamente relevantes sdo
principalmente aquelas formadas por células imu-
nes (monocinas e linfocinas) e/ou influenciam a sua
funcéo.

O estudo dos mecanismos imunolégicos do de-
senvolvimento de doengas auto-imunes, alérgicas,
hematolédgicas e imunodeficiéncias € impossivel sem
uma estimativa quali e quantitativa da producdo de
citocinas. Em inimeras doengas do sistema imune, a
quantificag@o de citocinas no sangue ¢ em meios de
cultura de células sangiiineas estimuladas € essencial
para determinar o estagio imunopatogenético do
desenvolvimento da doenca, a escolha da imuno-
terapia apropriada, bem como estimar a eficacia da
imunocorrecdo especifica.

A principio, as citocinas sdo detectaveis em trés
niveis:

1. Pelo uso da reagdo em cadeia da polimerase
(PCR), a expressdo do RNA mensageiro dos
genes das citocinas pode ser detectada e, com
novas técnicas, até mesmo quantificada.

2. Através de bioensaios e enzimaimunoensaios po-
demos estimar a sintese de proteinas. A detec¢éo
da produgdo intracelular de citocinas pode ser
avaliada através de técnica imunocitologica ou
imunoistologica.

3. Deteccdo da formagao de citocinas pela analise
dos produtos da atividade das citocinas.

Sennikov e cols., citados abaixo, descreveram
um método empregando eletroquimioluminescén-
cia (ECLIA) desenvolvido pela IGEN (EUA) para
a dosagem de interleucinas (IL-1, IL-4 e IL-10
e IFN) séricas e em meios de cultivo de células
mononucleares. Outros imunoensaios enzimaticos
e quimioluminescentes também estdo disponiveis
no mercado para a dosagem sérica € em meios de
cultivo de citocinas e seus receptores soluveis.

A demonstracdo da sintese de citocinas habi-
tualmente requer o isolamento de células. Esta
abordagem permite a disseccdo dos mecanismos
moleculares e celulares reguladores da resposta imu-
ne, mas tem limitacdes para aplica¢des em grande
escala, como monitoramento imune em pesquisas
clinicas para avaliagcdo de novas vacinas ou agentes

imunoterapéuticos. Para evitar os problemas rela-
cionados com o uso de células purificadas, culturas
de sangue total foram desenvolvidas especialmente
para o estudo da rede de citocinas humanas em nivel
de proteina ou gene. A medida de citocinas via RNA
mensageiro (mRNA) de células mononucleares em
sangue periférico foi descrita por Stordeur e cols.’?
por PCR, sendo muito sensivel e atrativa, princi-
palmente quando a metodologia PCR real time ¢
utilizada.

A citometria de fluxo também tem sido emprega-
da na avaliagdo da imunidade celular. O mapeamento
de epitopo por citometria de fluxo é uma abordagem
muito moderna que ndo somente identifica os epi-
topos das células T, mas simultaneamente permite
a analise detalhada da resposta das subpopulagdes
das células T, incluindo a linhagem e expressdo de
marcadores de ativacdo, dentre outros. O sistema
mais freqiientemente utilizado ¢ baseado na iden-
tificacdo de citocinas intracelulares em células T
ativadas, seguindo estimulagdo com peptideos ou
pools de peptideos. Um ensaio mais recentemente
desenvolvido analisa a proliferacdo de células T
medindo a diminui¢do na coloragdo do éster de suc-
cimidil-carboxifluoresceina diacetato (CFDA-SE)
em células proliferadas’.

O fascinio do uso da citometria de fluxo para o
mapeamento de epitopos consiste na grande versa-
tilidade deste sistema no que diz respeito ao nimero
de parametros que podem ser obtidos em uma tnica
medida, isto é: marcador de linhagem celular, marca-
dor de ativacdo na superficie e internamente a célula.
Hoftmeister e cols., citados abaixo, descreveram um
sistema baseado na detec¢do da produgao rapida de
citocinas em células T ativadas em curto prazo (tdo
curto quanto 6 horas) — ensaio ex vivo. Neste siste-
ma, além da rapidez, a resposta CD4 ¢ CD8 pode
ser medida no mesmo ensaio € no mesmo tubo de
teste. O uso da coloragdo com o CFDA-SE ¢ simples
e rapido. A intensidade de colorag@o desta proteina
¢ perdida em aumentos regulares, a medida que ha
passagem ao proximo estagio de divisdo celular. O
CFDA-SE ¢é um corante ndo-toxico, fluoresceina-
relacionado, que € capaz de penetrar na célula com
o auxilio de suas duas cadeias acetato laterais. Uma
vez dentro da célula, o grupo acetato ¢ removido
pelas esterases intracelulares e a carboxifluoresce-
ina resultante sai em uma velocidade muito lenta,
seguindo a ligagdo covalente das aminas livres das
proteinas citoplasmaticas, formando ligagdes amino
muito estaveis.

A disponibilidade de técnicas eficientes capazes
de avaliar a imunidade celular tém disponibilizado



estudos em diversas areas. Assim, Pnoskaltsis e
cols. descrevem a quantificacdo e producdo de ci-
tocinas circulantes por células mielodides e linfoides
circulantes na leucemia miel6ide aguda, enquanto
Brown e cols. avaliaram a expressdo de marcadores
de superficie e a producdo de citocinas intracelu-
lares em células T de vias aéreas de criangas com
¢ sem asma’.

Nas doengas auto-imunes, as citocinas pro-infla-
matorias como IL-13 e TNF-a tém um papel central
nos processos inflamatorios cronicos. Laufer e cols.
descreveram um ensaio de triagem in vitro para a
deteccdo de inibidores da sintese de citocinas pro-
inflamatoérias (drogas antiartriticas e modificadoras
da doenga).

A identificagdo e quantificac@o de citocinas,
tanto na forma secretada, quanto intracelular atra-
vés de técnicas rapidas, com alta sensibilidade e
especificidade, aliada a possibilidade de testagem
em grande escala, podem fornecer uma importante
ferramenta de avaliagdo do sfafus imune e ampliar
o uso de imunomoduladores. Constituem um novo
arsenal a disposi¢do do clinico para caracterizar de-
feitos de fun¢do do sistema imunoldgico. Este novo
arsenal a disposicdo do clinico pode ser revisado de
forma abrangente no excelente capitulo de Massey
& McPherson’.
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