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Definicoes

* Imunogeno:
e Substancia que induz uma resposta imune especifica.

Antigeno (Ag):

e Substancia que reage com os produtos de uma resposta imune especifica.

* Hapteno:

* Moléculas de baixo peso molecular, nao imunogénica que pode reagir com 0s
produtos de uma resposta imune especifica quando ligada a uma proteina
transportadora de maior peso molecular

* Haptenos tém a propriedade de antigenicidade, mas ndo imunogenicidade.

e Epitopo ou Determinante Antigénico:
* Porcao do antigeno que combina com os produtos de uma resposta imune especifica.



Estrutura do anticorpo
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Estrutura dos anticorpos

* As diferencas entre as porcoes constantes da cadeia pesada criam
0s isOtipos e subtipos de anticorpos.
e |gA—1gAl e IgA2: cadeias pesadas do tipo a (alfa)
lgD: cadeia pesada do tipo 6 (delta)
IgE: cadeia pesada do tipo € (epsilon)
lgM: cadeia pesado do tipo i (mi/miu)
1gG —1gG1, 1gG2, I1gG3 e IgG4 — cadeia pesada do tipo y (gama)
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Anticorpos

* Anticorpos monoclonais

* Produzidos a partir de um unico clone de um unico linfocito B que passa a
produzir sempre 0s mesmos anticorpos, em resposta a um agente patogénico

* O procedimento foi descrito pela primeira vez em 1975 na revista Nature, por
César Milstein e Georges Kohler.

* Produzidos em laboratorio a partir de linfocitos B gerados por camundongos,
cujos sistemas imunologicos foram estimulados pelos antigenos de interesse.



Anticorpos
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Apos imunizarem ratinhos com determinado
antigeno, as células do baco sdo colhidas.

Sao selecionadas as células B normais,
produtoras de anticorpos, que sdo fundidas
com uma célula de mieloma gerando uma
célula hibrida, denominada hibridoma.

Os clones resultantes de células de hibridoma,
que segregam grandes quantidades de
anticorpos monoclonais, podem ser cultivados
indefinidamente.

Os hibridomas que produzem anticorpos da
especificidade desejada sao identificados e
clonados para uma cultura de células individuais.
Uma vez que cada clone de hibridoma é um
derivado da fusdo com uma Unica célula B,
todas as moléculas de anticorpo que ela produz
sao idénticas em estrutura, incluindo o seu local
de ligacdo ao antigeno e isdtipo.



Anticorpos
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e Aplicacoes: R o

* Identificagdo de marcadores fenotipicos o e

* Imunodiagndstico G,\W»

* Diagnostico e terapia de tumores
* Analise funcional de moléculas de superficie celular e secretadas
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Anticorpos policlonais

* Anticorpos derivados de diferentes linhagens de células B.

* Produzidos por uma variacao de moléculas de imunoglobulinas
secretadas contra um antigeno especifico, cada uma reconhecendo
um epitopo diferente.
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Ligacdao entre antigenos e anticorpos

* Moléculas que podem ser reconhecidas por anticorpos:
* Metabolitos intermediarios de carboidratos, lipideos, hormonios.

* Macromoléculas: carboidratos complexos, fosfolipideos, acidos
nucleicos e proteinas



Ligacdao entre antigenos e anticorpos

* A ligacao do anticorpo ocorre em um sitio especifico no antigeno —
EPITOPO ou determinante

* Uma macromolécula que apresente muitos epitopos iguais € chamada
de polivalente



Ligacdao entre antigenos e anticorpos

e Tipos de epitopos ou determinantes:

* Determinante linear: epitopos formados por sequéncias lineares de
aproximadamente 6 aminoacidos

e Determinantes conformacionais: epitopos formados por
aminoacido que nao estao em sequéncia. Encontrados na forma
proteina dobrada.
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Ligacdao entre antigenos e anticorpos

e Reconhecimento do antigeno pelo anticorpo
* Ligacdo nao covalente e reversivel
* Forcas de Van der Waals, pontes de hidrogénio, interacdes hidrofobicas

* LigacOes multiplas entre o antigeno e o anticorpo garantem que o antigeno
seja ligado fortemente ao anticorpo.

* Forca de ligacao de um Unico sitio de ligacao: afinidade
* Representada pela constante de dissociacao

* Quanto mais baixa a K, maior a afinidade
e Ac produzidos em resposta imune: Kd 107 a 1011



Ligacdao entre antigenos e anticorpos

e Afinidade de um anticorpo

* Forca da reacao entre um uUnico determinante antigénico e um unico sitio de
combinacao no anticorpo.

* E asoma das forcas de atracdo e repuls3o que operam entre o determinante
antigénico e o sitio de combinacao do anticorpo
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Ligacdao entre antigenos e anticorpos

e Avidez o
, . i “]iF
* Somatoria de todas as forcas de ligacao
e Forca de ligacao a todos os sitios: K= 107 L0° 1010
Afmidade Avidez Avidez
Ex: IgM

 Uma molécula de IgM de baixa afinidade pode ter alta avidez em antigenos
polivalentes
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Caracteristicas para o reconhecimento de
antigeno

* Especificidade
* Habilidade de um sitio de combinacao de anticorpo em particular de reagir
com apenas um antigeno.
» Capacidade de distincao de alteracdao em apenas um aminoacido

 Diversidade

* Maturacao de afinidade
* Especializacdao na producado de anticorpos a cada exposicao antigénica
* Anticorpo de resposta primaria: Kd 107 a 10
* Anticorpo de resposta secundaria: Kd 10



Caracteristicas para o reconhecimento de
antigeno

e Alteracao de isotipo durante a reposta imune ou switch

* AlteracOes de segmentos génicos da regiao constante sem
modificacdo da regido variavel alteram as funcdes efetoras

e Ex: IgG para bactérias e virus, IgE para helmintos, IgA em secrecoes,
etc..



Caracteristicas para o reconhecimento de
antigeno

e ReacOes cruzadas:

* Habilidade de um sitio de combinacao de anticorpo em particular de reagir
com mais de um determinante antigénico ou a habilidade de uma populacao
de moléculas de anticorpos de reagir com mais de um antigeno

Reagdes cruzadas
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Testes de reacdo antigeno /anticorpo

* Fatores que afetam a medicao de reacdes antigeno-anticorpo
e Afinidade

* Quanto maior a afinidade do anticorpo pelo antigeno, mais estavel sera a
interacao

e Avidez

* Reacdes entre antigenos multivalentes e anticorpos multivalentes



Testes de reacdo antigeno /anticorpo

* Razdo entre antigeno e anticorpo

il 1

—

Zona de excesso Zona de Zona de excesso de
de anticorpo equivaléncia antigeno (complexos
(complexos pequenos) (complexos extensos) pequenos)

:
ﬁwﬁj%&

1 ® &

7 2; & % L
g |

¥ YT g

Resposta imune eficaz
guando duas ou mais
moléculas de anticorpos
estao unidas pela
proximidade dos sitios
antigénicos



B dEE Yk

- = +

.
100%-- g | i.
Percentual Y %

complexo

imune

Zona de excesso ) Zona de equivaléncial Zona de excesso

precipitado

I
s Q tidade d i lic 4@'




Testes de reacdo antigeno /anticorpo

e Forma fisica do antigeno

* Antigeno particulado - geralmente se observa a aglutinacao do antigeno pelo

anticorpo.

* Antigeno soluvel - geralmente se pesquisa a precipitacao de um antigeno
apos a producado de grandes complexos antigeno-anticorpo insoluveis.




Imunoensalos

* Precipitacao e aglutinacao

* Imunofluorescéncia

e Radioimunoensaio

e ELISA

* Western blotting

* Quimioluminescéncia e eletroquimioluminescéncia
* Imunocromatografia

e Citometria de fluxo



Imunoensalos

* Sensibilidade diagndstica: incidéncia de resultados verdadeiramente
positivos, obtidos quando um teste e aplicado em individuos
sabiamente portadores da doenca em estudo

* Sensibilidade metodoldgica: Propriedade do método analitico de
detectar pequenas diferencas na concentracao do analito ou menor
guantidade, diferente de zero, que o metodo consegue medir.

S= VP/VP+FN VP: verdadeiro +
S=48/48+2 FN: falso -
S=0,96. 100 = 96%



Imunoensalos

* Especificidade diagnostica: incidéncia de resultados verdadeiramente
negativos, obtidos quando o teste € aplicado em individuos
sabiamente nao portadores da doenca

* Especificidade metodoldgica: capacidade do método de mensurar
somente o que se propde medir.

VN: verdadeiro -

E=VN/VN + FP FP : falso +



