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Imunologia basica

Como vivemos em um ambiente repleto de
microrganismos, parece estranho que ndo tenhamos
infeccoes com maior freqiiéncia. Isso s6 € possivel porque
somos dotados de mecanismos que visam manter nossa
integridade biologica.

O sistema imune faz parte desse importante
processo que, funcionalmente sadio, torna-se um
mecanismo eficiente na defesa contra agentes estranhos e
células neoplasicas. Para que o sistema imune cumpra sua
funcédo, € necessario que os eventuais agressores sejam
identificados, ou seja, que somente moléculas estranhas ao
codigo genético do organismo sejam imunogénicas.

Embora quase todos os tipos de moléculas
biolégicas possam atuar como antigenos (Ag), apenas as
macromoléculas podem desencadear a resposta imune e,
somente uma pequena fracdo dessa macromolécula, é
especificamente reconhecida pelo sistema imune. Essa
porcdo e denominada epitopo ou determinante
antigénico. Geralmente as macromoléculas exibem
epitopos diversos que podem desencadear respostas
imunes diferentes.

Os principais componentes celulares do
sistema imune sao os linfécitos e as células
apresentadoras de antigenos, representadas,

principalmente, pelas células de Langerhans, células
interdigitantes, dendriticas foliculares e macrofagos.

Os linfécitos sdo células responsaveis pela
especificidade da resposta imune, capazes de reconhecer
e distinguir diferentes determinantes antigénicos de
modo a promover a homeostasia do organismo. Essas
células compreendem duas classes distintas em suas
funcées e produtos, denominadas linfécitos B (LB) e
linfécitos T (LT).

a) Linfécitos T

Os LT provém de células indiferenciadas da
medula 6ssea, migram para o timo e passam a expressar
em sua superficie varias moléculas que irdo determinar
as subpopulacdes celulares com funcdes distintas.
Embora a competéncia imune tenha sido adquirida nessa
fase de migracédo, ela somente serad efetiva quando os
linfécitos povoarem os tecidos linféides secundarios
(linfonodos, baco, tecidos linféides das mucosas), onde
residirdao como IT auxiliares (LTH), LT citotoxicos /
supressores (LTC/(LTS).

A analise e identificacdo desses subgrupos de LT
s6 foi possivel devido ao fato de eles expressarem
proteinas de membrana diferentes entre si. Assim, a
maioria dos LTH expressam em sua membrana uma
proteina referida como CD4+ e os LTC /LTS outra,
denominada CD8+ (a nomenclatura CI) significa cluster of
differentiation ou grupos de diferenciacéo e se referem aos
grupos de anticorpos
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monoclonais que se ligam  especificamente a
determinadas glicoproteinas na superficie das células).
Tanto os linfécitos citotéxicos como os supressores sdo
considerados CD8+*

Os linfocitos T auxiliares (LTH CD4+)
compreendem as células efetoras do sistema imune que
participam no desenvolvimento da resposta celular e
humoral. De modo geral, a inducdo da resposta imune
compreende quatro etapas: l-processamento do Ag; 2-
reconhecimento do Ag pelos LT CD4+; 3-ativacdo dos LT
CD4+ e 4-liberacdo de citocinas, que agem sobre os
proprios LT, e sobre outros tipos celulares, incluindo LB,
macroéfagos e granuldcitos.

As citocinas sao responsaveis por um grande
numero de acoes sobre varias células e constituem uma
rede com multiplas interacdées que servem para regular
todos os processos biolégicos importantes, tais como,
crescimento e ativacdo celular, inflamacédo, imunidade,
reparo tecidual, fibrose, morfogénese e algumas sdo, ain-
da, fatores quimiotaticos. Essas citocinas podem atuar
sobre a prépria célula que a sintetizou (acdo autécrina),
agir sobre células préoximas (paracrina) ou oOrgaos
distantes da célula que a produziu (endécrina). Uma
mesma citocina pode desempenhar varias funcoes e
varias citocinas podem ter a mesma funcao.

Atualmente, é possivel compreender melhor a
funcado das subpopulacdes de linfécitos regulados pelas
citocinas. Hoje sabemos que Li CD4* na presenca de
interleucina-12 (IL-12) e auséncia de IL-4 se diferenciam
em LTH 1 (LT helper 1). Esse subtipo de célula secreta
principalmente dois tipos de citocinas: a IL-2 e IFNy 7
(interferon gania), envolvidas na ativacdo da imunidade
celular frente a infeccdées causadas por bactérias, virus,
fungos e protozoarios. Por outro lado, os LT CD4* em
contato com a IL-4 se transformam em LTH 2 (LT helper
2), outro subtipo de célula que esta envolvida na ativacao
da imunidade humoral. Esses linfocitos secretam princi-
palmente as IL-4, IL 5, IL-6 e IL-10.

O subtipo LTHO é o menos conhecido, mas
parece incluir células que secretam tanto citocinas
liberadas pelas TH1 como pelas T112.

Tem sido sugerido que a ativacdo diferencial de
LTH1 ou LTH2 poderia ser responsavel pelos aspectos
clinicos e patolégicos de certas doencas infecciosas.
Assim, € possivel que a lesdo granulomatosa observada
nas infeccdes causadas por micobactérias esteja
relacionada a estimulacdo de LTH1. Por outro lado,
respostas descontroladas de LTH 1 e LTH2 poderiam
causar doencas auto-imunes e alergias.

Os linfécitos supressores (LT CD8*) tém como
funcdo a inibicdo da ativacdo da resposta imune. Seu
desempenho assume grande importancia tanto prevenindo o
desenvolvimento de resposta aos Ag proprios, como a
resposta exacerbada aos Ag estranhos. Os mecanismos,
através dos quais os LTs executam suas funcgdes, ndo estao
totalmente esclarecidos. A purificacdo dessas células em
numero suficiente para analises bioquimicas e a clonagem
molecular dos fatores supressores liberados por elas
também nao tém tido sucesso. Portanto, ainda nao foi
possivel construir um modelo para a



especificidade, modo de acdo ou funcdo dessas células. E
possivel, ainda, que as células supressoras nao formem
uma populacado distinta, mas na verdade expressem
funcoées imunes diferentes que dependem das
concentracoes de citocinas.

O mecanismo de acdo mais conhecido dos LT
CD8* € a producado de citocinas que, ao serem liberadas
em excesso, atuam com efeito inibitério. Como as
citocinas exercem efeitos estimulantes ou inibitérios
sobre linfécitos, a natureza e a resposta imune global
sera dependente de suas concentragdes. Assim, por
exemplo, o excesso de TGFp (fator transformador do
crescimento-beta) podera inibir a resposta imune e as
células que secretam grandes quantidades dessa citocina
poderao funcionar como células supressoras.

Os LT CD8* citotoxicos sdo especializados na
morte de células que expressam Ag endégenos (Ag
produzidos no interior da prépria célula alvo) associados
as moléculas de <classe T do MHC (magjor
histocompatibility complex).

Dessa forma, células que apresentam Ag
codificados por virus ou genes anormais séo
reconhecidos e eventualmente destruidos pelos LTc.
Portanto, sdo importantes células de defesa nas infeccoes
virais, rejeicao de enxertos e tumores. Como a funcao
desses linfocitos € a morte da célula alvo, durante o
processo de diferenciacao, desenvolvem todo um aparato
necessario para realizar suas func¢oes. O processo de lise
consiste em cinco fases: 1- inicialmente, é necessario que
o linfécito reconheca o Ag na. superficie da célula alvo,
junto com moléculas de classe Ido MHC, e a ele se una; 2
- essa ligacdo resultara na ativacdo do LTC e 3 - no
chamado "choque letal"; no qual os linfécitos liberam
granulos de perforina (proteina presente dentro do
granulo que em contato com concentracoes
extracelulares de calcio pode polimerizar e formar poros
na membrana celular) e granzima B (serina-protease que
cliva principalmente substratos de proteinas nos residuos
de acido aspartico). Na fase 4 - ocorre a separacao do
linfocito + célula alvo, resultando em 5 - citdlise da
célula-alvo por apoptose e lise osmotica.

Cabe ainda lembrar, a existéncia de um subgrupo
de linfocitos encontrados no sangue e tecidos linfoides,
denominados células matadoras naturais ou natural killer
(NK). Seu papel na imunidade nédo estad bem esclarecido,
mas € amplamente admitido que essas células sejam
filogeneticamente TS primitivos que ndo possuem receptor
especifico para o reconhecimento de Ag. As células NK tém a
capacidade de matar células tumorais, principalmente as de
origem hematopoiéticas, células normais infectadas por
virus e células transplantadas. O papel das células NK na
resposta imune nédo estd completamente consolidado.
Admite-se que as células NK servem para lisar células
infectadas por virus em menos tempo que os LTC, durante
os primeiros dias da infeccao viral.

b) Macroéfagos

Os macroéofagos sdo células que pertencem ao
sistema mononuclear fagocitario (SMF) e que se
originam a partir de uma célula primitiva presente na
medula éssea (MO), que por sua vez for
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orara sucessivamente o monoblasto, o promonécito e o
mondcito sangiineo. Do sangue periférico, o mondcito
migra para os tecidos diferenciando-se localmente; dessa
forma, encontram-se representantes celulares desse
sistema em diversos compartimentos, distribuidos em
varios tecidos, Orgaos e cavidades serosas. Embora a
maior parte dos macréfagos se origine da migracdo de
monocitos do sangue, uma pequena pProporcao (menos
que 5%) pode se multiplicar localmente nos tecidos.

Entre as principais funcdes exercidas pelos
macrofagos estdo a endocitose de particulas, a sintese cie
moléculas importantes para a resposta inflamatéria e
imune e o processamento e a apresentacdo antigénica
para os CT e LB.

Endocitose

A endocitose é a capacidade que os monocitos-
macrofagos apresentam de ingerir materiais soltiveis ou
particulados. Da-se o nome de pinocitose a ingestdo de
materiais menores que O0,1/um e fagocitose ao
englobamento de materiais maiores que 0,1 pm.

A fagocitose inicia-se com a aderéncia da
particula a ser fagocitada a membrana celular do
fagocito, acompanhada da emissdo de pseudépodos que
terminam por envolver toda a particula que €
posteriormente interiorizada. Forma-se o fagosoma,
contendo um envoltério de constituicao semelhante a
propria membrana celular. Os lisosomas deslocam-se em
direcdo ao fagosoma e, apés a fusdo desses, forma-se o
fagolisosoma. As enzimas digestivas dos lisosomas
(lisozima, hidrolases acidas, lactoferrina, etc) participam
da digestdo intracelular da particula. A partir da
interacdo da particula com a membrana celular do
fagocito, formam-se substancias altamente toxicas que
participam dos mecanismos microbicidas destas células.

O fendmeno da fagocitose pode ser facilitado por
determinadas substancias denominadas opsoninas.
Particulas revestidas por anticorpos ou por certos
produtos da ativacdo do sistema complemento (SC)
aderem a membrana do fagdcito e sdo interiorizadas mais
rapida e intensamente do que particulas néao
opsonizadas. Na membrana do macréfago, existem
moléculas de superficie, conhecidas por receptores, que
tém afinidade por estas opsoninas. Os macréfagos
possuem receptores para a fracdo Fc das
imunoglobulinas (Ig) TgGl e IgG3, bem como para os
componentes C3b e C4b do SC e, dessa forma, particulas
opsonizadas por moléculas de anticorpos (IgG1l ou IgG3)
ou complemento (C3b ou C4b) passam a ser rapidamente
internalizadas.

Produtos de secrecao dos macréfagos

Os macréfagos produzem e secretam varias
substancias biologicamente importantes para a resposta
inflamatéria e imune como: citocinas, enzimas,
metabolitos do acido aracdoénico, componentes do SC e
reativos intermediarios do oxigénio (reactive oxygen
intermediates - ROI) e cio nitrogénio (reactive nitrogen
intermediates - RNI) .



Os macroéfagos produzem varias citocinas, entre
elas a IL- 1, IL-6 e o fator de necrose tumoral alfa (TNFa ).
A IL-1 atua sobre os IT levando a producado de linfocinas,
especialmente a TL-2, bem como aumentando a expressao
de receptores para IL-2. A IL-6 tem ag¢des muito
semelhantes a IL-1, porem, atua também sobre os LB
promovendo sua diferenciacdo terminal em células
secretoras de Ig. O TNFa apresenta atividades biologicas
diversificadas, isto é, induz a producédo de linfocinas e a
expressdo de receptores para IL-2 pelos IT, aumenta a
producao de anticorpos (Ac) e promove a proliferacao dos
LB, atua como quimiotatico para mondcitos-macrofagos e
induz a producao de IL-1, IL-6 e IL-8 por macréfagos.

Com relacato aos ROI e RNI, sao sistemas
bioquimicos antimicrobianos dos fagécitos mononucleares
de vital importancia na defesa do organismo contra as
infeccoes. Conforme foi citado anteriormente, quando
ocorre a interacdo entre a particula a ser fagocitada e o
fagoécito, observa-se um aumento na respiracdo celular,
conhecido por explosdo respiratoria, sendo gerados o anion
superoxido (O2) e a agua oxigenada (H20,) que podem ser
convertidos para formar o radical hidroxila (OH) e o
oxigénio simples (02). Esses metabdlitos do oxigénio sao
altamente toxicos para os microrganismos e reagem com a
maioria das moléculas organicas, como DNA, proteinas e
lipideos, alterando-as.

Quanto aos RNI, o o6éxido nitrico (NO) foi
recentemente identificado como um novo sistema
antimicrobiano do macréfago. Estudos tém sugerido que o
NO tem acdo antimicrobiana contra certos fungos,
bactérias, protozoarios extracelulares e intracelulares e
células tumorais. Ao que parece, o NO é capaz de se ligar
ao ferro, presente no grupo prostético de enzimas
importantes para a replicacio e desempenho das
atividades vitais do microrganismo, levando-o a morte.

Funcoes do macréfago na resposta imune

O macrofago participa da resposta imune através
de duas grandes vias: aferente e eferente. Em seu papel
aferente, o macrofago atua como uma célula apresentadora
de antigeno (antigen- presenting cell - APC) ao LT.

Resumidamente: a APC endocita o patégeno que é
processado nos vacuolos endociticos no citoplasma pela
acdo das enzimas proteoliticas, gerando peptideos
imunogénicos. Em algum ponto de seu trajeto, vesiculas
contendo moléculas de classe II do MHC se fundem aos
endossomos e se ligam aos peptideos imunogénicos, trans-
portando-os para a superficie da célula, onde se tornam
acessiveis aos LTH (CD4*) especificos para aquela
combinacao particular de epitopo-moléculas de classe II. A
ligacdo do receptor do ET CD4* a esse complexo,
juntamente com a liberacdo de IL-1 pela APC, ativam os LT
CD4+. Essas células ativadas passam a expressar
receptores para IL-2 e a produzirem TL-2, o que estimula o
crescimento dos TT e a producdo de outras citocinas
importantes na ativacdo de outros tipos celulares.

Dentre as linfocinas liberadas pelos LT CD4*, encontra-se o

IFN y, uma linfocina chave na ativacdo macrofagica. Os
macréofagos ativados exercem importante papel na
resisténcia do hospedeiro a patogenos intracelulares
obrigatoérios e facultativos, uma vez que esses patdogenos
podem sobreviver e se multiplicar em macréfagos nao
ativados. Assim, o macréfago ativado participa da
resposta imune através da via eferente.

Os macrofagos ativados apresentam alteracdes
funcionais e morfolégicas, como: aumento de aderéncia e
espraiamento sobre o vidro, modificacées bioquimicas e
enzimaticas, liberacdo aumentada dos ROI e dos RNI e
potencializacdo das funcdes fagociticas, microbicidas e
citotéxicas.

c) Linfécitos B

Os LB se originam a partir de células
indiferenciadas da medula o6ssea, onde sofrem re-
arranjos e alteracdes estruturais. Ao sairem da medula,
vao povoar os tecidos linféides periféricos e interagir com
proteinas, acidos nucléicos, polissacarideos, lipideos ou
pequenos agentes quimicos. Quando ocorre essa
interacdo, os LB sofrem modificacoes tornando-se os
plasmoécitos secretores de Ig, também chamadas de
anticorpos. Outros LB maduros entram em laténcia e
persistem como linfécitos de memoria; quando ocorrer
uma segunda exposicdo ao Ag que lhes deu origem, essas
células se ativam e secretam Tg que, ligando-se aos Ag,
iniciam varias funcobes efetoras do sistema imune. Esse
tipo de resposta é denominada resposta imune humoral,
uma vez que as substancias envolvidas estdo presentes
nos fluidos corporais (humores). A imunidade humoral é
desencadeada particularmente contra microrganismos
extracelulares e suas toxinas que, livres nos tecidos ou
circulacao, sofrem a ligacdo com as Ig facilitando sua
remocao.

A unidade basica da Ig € o monémero, que ao ser
determinada por cristalografia de raio-X e microscopia
eletrénica, apresentou-se como uma molécula em forma
de Y. Um mondémero compreende duas cadeias
polipeptidicas maiores denominadas cadeias pesadas (H -
heavy) e duas menores, denominadas cadeias leves (L -
light). Cada cadeia leve é fixada a uma cadeia pesada por
pontes de dissulfeto. As duas cadeias pesadas também se
ligam entre si pelas mesmas pontes. A molécula de Ig tem
funcées distintas: uma regido é responsavel pela ligacao
ao Ag (Fab - f ragment antigen-binding), enquanto a outra
regido (Fc - fragment cristalline) se liga ao tecido das
células do hospedeiro e ao primeiro componente do SC.

Apesar de todas as moléculas de Ig serem
construidas da mesma maneira, a partir de quatro
cadeias polipeptidicas, elas podem ser divididas em
classes ou subclasses distintas de acordo com pequenas
diferencas fisico-quimicas, tais como tamanho e solubili-
dade. Os seres humanos apresentam cinco classes de Ig
designadas como IgM, IgG, IgA, IgE e IgD. As classes IgA
e IgG apresentam ainda subclasses denominadas IgAl,
IgA2, IgA secretora e IgG1, 1gG2, IgG3, 1gG4.
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Imunoglobulinas

IgG

Constitui 70-75% do total das Ig do soro, sendo a
principal Ig sintetizada durante a resposta secundaria.
Pela sua propriedade em atravessar a placenta, ¢é
importante na defesa contra infeccoes durante as
primeiras semanas de vida do recém nascido. A classe IgG
tem distribuicdo uniforme nos espacos intra e
extravasculares, mas se difundem com maior facilidade
nos compartimentos extravasculares, onde neutralizam
toxinas bacterianas e se ligam a microrganismos,
facilitando a fagocitose (opsonizacao). As IgG sao eficazes
nas reacdoes de precipitacdo, aglutinacdo e fixacdo de
complemento, embora nas duas ultimas a IgM seja mais
eficiente.

De acordo com as diferencas antigénicas das
regides constantes das cadeias pesadas, as TgG foram
subdivididas em IgGl, IgG2, IgG3 e IgG4. A concentracao
dessas classes no soro é de aproximadamente 66%, 23%,
7% e 4% respectivamente. A IgG3 é a subclasse que fixa
melhor o complemento.

IgM

Aproximadamente 10% das Tg séricas normais
pertencem a classe IgM. Essa molécula consiste em um
pentamero abrangendo cinco subunidades unidas por uma
cadeia polipeptidica denominada cadeia J. Esses Ac
encontram-se em grande parte confinados no espaco
intravascular e sdo os primeiros que se formam em
resposta aos patégenos antigenicamente complexos.
Possuem alto poder aglutinante e fixam complemento. As
hemaglutininas anti-A e anti- B e muitos dos Ac "naturais"
pertencem geralmente a classe IgM.

IgA

A IgA secretora (IgAs) aparece seletivamente na
saliva, lagrima, fluidos nasais, suor, colostro, secrecdes
pulmonares e trato gastrointestinal. Em humanos, a
molécula secretéria de IgA constitui-se de duas
subunidades de IgA, um componente secretor (para
facilitar o transporte e proteger da acdo proteolitica) e
uma cadeia J (necessaria para unir as duas subunidades).
Essa Ig esta envolvida nos mecanismos de defesa primaria
contra infeccbdes locais. Parece que sua principal funcao
nao é a destruicao dos microorganismos, mas sim impedir
sua aderéncia a superficie das células mucosas, inibindo
a penetracao dos patégenos nos tecidos.

A IgA sérica contribui com aproximadamente 15-
20% do total de Ig séricas humanas e encontra-se,
normalmente, sob a forma monomeérica ou polimérica.

IgE

No soro, a IgE é encontrada em concentracdes
muito baixas, compreendendo apenas 0,004% do total das
Ig séricas. Embora em pequenas quantidades, apresentam
uma ligacdo de alta afinida-
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de nas superficies dos mastocitos e baséfilos em todos os
individuos. Qualquer Ag que estimule a producéo de IgE é
denominado genericamente de alérgeno. A IgE se fixa aos
tecidos pela fracdo Fc e ao alérgeno pela porcdao Fab.
Quando em contato com o Ag, a IgE desencadeia a
liberacdo de histamina e diversas enzimas, responsaveis
pelo fenéomeno anafilatico. O papel bioldgico de defesa das
IgE ainda nao esta bem definido, mas tem-se evidenciado
elevacdo do nivel sérico de IgE em certas parasitoses,
particularmente nas infestacoes por helmintos.

IgDh

Constitui menos de 1% do total das Ig séricas, mas
estd presente, juntamente com a IgM, em grandes
quantidades na membrana de LB. Até ha pouco tempo, ndo
havia qualquer evidéncia de IgD com atividade de Ac.
Atualmente, existem alguns dados sobre IgD com atividade
para certos Ag como insulina, penicilina, proteinas do leite,
toxoide diftérico, Ag nucleares e tiroidianos.

Anticorpos Monoclonais

Considerando que um Ag possui varios epitopos e
que cada LB reconhece apenas um deles, a introducédo de
um Ag em um animal imunologicamente competente,
resulta na formacdo de varios clones de células B. Os
varios Ac resultantes dessa estimulacao sdo denominados
Ac policlonais, enquanto que os Ac resultantes da
estimulacdo de cada LB em particular, sdo denominados
Ac monoclonais.

Recentemente, a descoberta da possibilidade de
fusao entre LB e células do mieloma maultiplo (que se
caracterizam pela proliferacdo anormal de plasmoécitos)
possibilitou aos imunologistas a preparacdo e utilizacdo de
quantidades ilimitadas de Ac homogéneos, denominados
anticorpos monoclonais.

Em 1975, Kohler & Milstein publicaram o sucesso
obtido na producdo de células hibridas, capazes de
produzir Ac monoclonais. A técnica em si é relativamente
simples e se encontra resumida no esquema abaixo:

Um animal é imunizado para se obter grandes
quantidades de Ac. Ap6s essa primeira estimulacdo, o
animal é novamente provocado com dose maior do Ag, dois
a quatro dias apo6s a ultima estimulacdo; as células sao
coletadas e fundidas com células de mieloma. Dessa fusao
resultam células hibridas que contém imaterial genético
dos dois tipos celulares. Desse modo, as células hibridas
retém, das células cio mieloma, o potencial de replicacao e
dos LB a capacidade de producéao de Ac.

Em meio de cultura seletivo, as células nao
fusionadas morrem e as hibridas sobrevivem. Nesse
estagio, as hibridas sao separadas e, apés 7 a 14 dias, o
crescimento é suficiente para que se possa evidenciar a
existéncia de células capazes de liberar Ac contra o Ag
usado na imunizacdo. Em seguida, os Ac monoclonais
podem ser arquivados em meio de cultura, para serem
usados posteriormente.



d) O sistema complemento

A interacao entre o Ag e a fracdo Fab da Ig da
origem a diversos eventos que visam a eliminacdo do
agente invasor. A ativacdo cio SC é o mecanismo efetor
fundamental desse fenéomeno.

O SC compreende um grupo de substancias do
soro, que funcionam como mediadores da resposta
imune. Esse sistema basicamente €& composto por
proteinas, que atuam de forma sequencial logo apos a
ativacao do primeiro componente (Clq), que ira ativar
varias moléculas dos componentes seguintes e, a
ssim, sucessivamente

Existem duas vias totalmente independentes que
conduzem ativacao da porcdo terminal do complemento: a
via alternativa e a via classica. A via alternativa é ativada
pela fracdo C3, na auséncia de Ac, portanto, sem a
necessidade da resposta imune especifica, constituindo um
importante mecamsmo da imunidade inata. A via classica é
iniciada pela ligacdo cio primeiro componente do com-
plemento (Clg) as porcoes Fc das moléculas de Ac que
tenham se ligado aos Ag, servindo como um mecanismo
efetor da imunidade adquirida especifica.

A lise de diversos tipos de células, bactérias e virus,
a fagocitose e os efeitos pro-inflamatorios sdo algumas
consequéncias biologicas da ativacao do SC.

Resumidamente, a ativacdo de C 1 q desencadeia a
ativacdo dos componentes C4, C2 e C3. Inicialmente, Clq
promove a quebra de C4 em dois fragmentos C4a e C4b.
Alguns fragmentos de C4b se ligam a receptores presentes
na membrana celular e a eles se unem o C2. Apds essa
uniao, C2 é fragmentado em C2a e C2b. O fragmento C2a
se une ao C4b, formando uma nova enzima o C4b2a, o
qual tem como substrato a fracao C3. Essa fracao, ao se
ligar ao C4b2a, desdobra-se em dois fragmentos: C3a e
C3b. O fragmento C3a cai na circulacdo e atua como
mediador da inflamacado (quimiotaxia para neutrofilos,
anafilatoxina) enquanto o C3b se une a um receptor na
superficie celular, localizado proximo ao C4b,2a. Nesse
local, forma- se uma nova enzima: C4b,2a,3b que atua
sobre C5, quebrando-o em CSae C5b. O fragmento C5a
desempenha atividades semelhantes aquelas
desenvolvidas pelo C3a, enquanto o fragmento C5b se
combina com fracoes C6 e C7. Depois de formado, o
complexo C5b,6,7 se une a membrana celular, em local
proximo ao C3b. Desse modo, na membrana celular se
observam complexos C4b,2a,3b,5b,6,7. Sobre eles se
unem, seqUencialmente, as fracdoes C8 e C9. Neste estagio
ocorre a lise celular.

Efeitos biolégicos do complemento
As atividades biolégicas cio complemento podem
ser divididas em benéficas e deletérias ao hospedeiro.

As principais atividades benéficas compreendem:

1. Destruicéo de patégenos por citélise;
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2. Opsonizagdo €  promoc¢ao de  fagocitose de
microrganismos;
3. Liberacio de mediadores dos mastocitos

(anafilatoxinas - C3a, C4a, C5a);
Depuracao fagocitaria dos complexos imunes;
3. Regulacdo das respostas imunes humorais

B

A respostas deletérias podem ocorrer se o sistema
complemento for:

1. ativado sistematicamente em larga escala (sepse por
bactérias Gram- negativas);

2. ativado por uma resposta imune contra tecidos do
hospedeiro.

e) Consideracao Final

A inducao da imunidade depende de uma série
de fatores que, em conjunto, podem determinar quais
tipos de linfocitos serao estimulados e, desse modo, o tipo
de resposta a ser desenvolvida. O equilibrio entre a
atividade e a tolerancia dos linfocitos € que vai garantir a
saude ou influenciar o curso da doenca.

O envolvimento do sistema imune na hanseniase

Introducao

Os mecanismos pelos quais determinados
agentes estimulam o desenvolvimento da resposta imune
ainda nao se encontram totalmente esclarecidos. O tipo
de resposta desencadeada ira depender de varios fatores
incluindo natureza, viruléncia, metabolismo, modo de
multiplicacdo do agente agressor, dose do inéculo e porta
de entrada do hospedeiro. Parasitas que se multiplicam
extracelularmente ativam principalmente o ramo immoral
cio sistema imune, e aqueles com multiplicacao
intracelular ativam a imunidade mediada por células. As
principais células envolvidas nesse processo sao o0s
linfocitos, fagocitos mononucleares (FMN) e
polimorfonucleares (PMN).

A hanseniase é uma das doencas
granulomatosas, cujo agente etiolégico, o Mycobacierium
leprae (M. leprae), é um parasita intracelular obrigatoério,
o que torna a defesa ao agente agressor dependente da
imunidade celular. Essa dependéncia é bem peculiar;
pois é a capacidade imune cio hospedeiro que ira
determinar a sua posicao no espectro clinico da doenca.

Existe uma forma com resisténcia alta,
denominada hanseniase tuberculdide (HT), que &
paucibacilar. As lesdes sdo hem delimitadas, com raros
bacilos e os pacientes podem se curar espontaneamente.
No lado oposto, encontra-se a forma de baixa resisténcia,
denominada hanseniase virchoviana (HV), que ¢
multibacilar Apresenta numerosas lesoes, mal definidas
com excessiva multiplicacao de bacilos e disseminacao
das lesdes para visceras e nervos. Pacientes desse tipo,
quando néo tratados, pioram progressivamente.

Entre esses dois pélos, existe o grupo da hanseni-
ase dimorfa (HD) que apresenta manifestacoes clinicas,
baciloscopicas e



imunologicas intermediarias; predominando lesdées bem
delimitadas como na HT e/ou lesbdes disseminadas da
HV, de acordo com o grau de resposta imune ao 1W.
leprae. A HI) pode adquirir caracteristicas tuberculéides,
denominada hanseniase dimorfa tuberculéide (HDT) ou
virchoviana (HDV) ou permanecer Como hanseniase
dimorfa dimorfa (HDD), dependendo do potencial da
resposta celular do hospedeiro.

A fase inicial da doenca €é denominada
hanseniase indeterminaria (HI) e pode evoluir para uma
das formas descritas acima, na dependéncia da resposta
imune do hospedeiro ou curar-se espontaneamente.

Reacao de Mitsuda

A presenca de resposta imune pode ser
determinada pela reacdo de Mitsuda. Procurando
elementos de auxilio ao diagnéstico da hanseniase,
Mitsuda (1919) preparou uma suspensdo de material
cutédneo proveniente de hansenianos com a forma
tuberosa (virchoviana) da moléstia. Essa preparacao,
contendo bacilos mortos pelo calor, quando injetado por
via intradérmica, reagia diferentemente conforme a forma
clinica dos pacientes. Hayashi (1933) descreveu com
detalhes os procedimentos utilizados para o preparo da
suspensao de Mitsuda, bem como os critérios para
avaliacao clinica da reacao.

A partir dos relatos dos dois pesquisadores,
varios estudos foram realizados sobre a reacao de
Mitsuda e, hoje, existe unanimidade no que se refere a
positividade da reacao, predominantemente na forma HT,
sua negatividade na HV e frequentemente no grupo HI).
No grupo HT, a reacdo varia de acordo com o grau de
resisténcia do individuo. Assira uma resposta positiva ao
Mitsuda € uma indicacdo de que a evolucdo sera para o
tipo HT da doenca.

O antigeno utilizado consiste de um Ag bruto, nao
purificado, preparado a partir de hansenomas obtidos de
pacientes baciliferos. Esse material é processado e, ao
final, obtém-se uma suspensdo composta de M.leprae e
restos teciduais do doador. A emulsdo tem recebido
varias denominacdes, entre elas, lepromina, lepromina
integral, lepromina H, antigeno de Mitsuda, ou
Mitsudina. Tecidos de tatus infectados com o Al leprae
também tém servido como fonte de bacilos no preparo do
antigeno, denominado lepromina A (armadillo) .

A injecdo intradérmica do antigeno cie Mitsuda
origina duas respostas independentes, conhecidas como
reacdo precoce e reacdo tardia. A reacdo precoce ou
reacdo de Fernandez é caracterizada por eritema e
induragao local 48-72 horas, ap6s a introducdo do Ag.
Sao consideradas positivas induragcées com diametros
maiores que 10 mm. Induragdes com diametros inferiores
sdo consideradas como respostas aos Ag comuns do M.
leprae e outras micobactérias. Pelo quadro que apresenta,
a reacao de Fernandez € considerada uma reacao de
hipersensibilidade tardia, tipo tuberculinica, s6 se
manifestando, portanto, em organismos previamente
sensibilizados, mas isso € discutivel. A reacao tardia ou de
Mitsuda processa-se gradualmente
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e atinge sua intensidade maxima por volta de 28 dias.

O critério de leitura clinica das duas reacbes é
baseado no diametro da induragdo que ocorre no local
quando se injeta 0,1 ml do Ag por via intradérmica, com
uma seringa tipo insulina, na face anterior do braco ou
antebraco. O critério adotado para a leitura foi formulado
em 1948 no Congresso Internacional de Leprologia de
Toéquio, como segue:

negativo = auséncia de resposta;

duvidoso = infiltracdo com diametro < 3,0 mm;

positivo (+) = infiltracdo com diametro entre 3,0 e 5,0 mm;
positivo (++) = infiltracdo com diametro > 5,0 mm;

positivo (+++) = infiltracdo com didmetro > 10 mm e
ulcerado.

A classificacdo histopatolégica da Mitsudina
relatado por Bechelli et al., 1959, e Azulay et al., 1960, sao
coincidentes e apresentam variacdes de grau com maior ou
menor detalhe. Em 1983, Michalany & Michalany
publicaram um trabalho minucioso sobre a reacdo de
Mitsuda em adultos sadios ndo comunicantes de
hansenianos, rio qual empregaram a seguinte classificacao:

negativo = auséncia de infiltrado inflamatério. Bacilos
presentes;
duvidoso = infiltrado inflamatério nao granulomatoso.

Bacilos raros ou ausentes;

positivo fraco (+) = infiltrado inflamatério granulomatoso
tuberculéide incompleto com células epitelidides, mas sem
arranjo folicular. Bacilos raros ou ausentes;

positivo moderado (++) = infiltrado inflamatério
granulomatoso tuberculdide incompleto ou tuberculédide
completo, com esboco de arranjo folicular. Bacilos
ausentes;

positivo forte (+++) = infiltrado granulomatoso tuberculéide
completo com arranjo folicular. Bacilos ausentes.

Dos muitos trabalhos presentes na literatura,
admite-se que a reacdo de Mitsuda seja especifica,
manifestando-se em resposta a Ag insoltiveis presentes no
M. leprae. Desse modo, a reacdo de Mitsuda positiva, tanto
em individuos sadios como em pacientes paucibacilares,
reflete a capacidade do organismo em reagir contra o
bacilo. Do mesmo modo, sua negatividade é indicativa da
falta de resisténcia ao parasita.

Em 1953, no 6° Congresso Internacional de Madri,
a reacdo de Mitsuda foi definitivamente incorporada aos
critérios de classificacdo da hanseniase, definindo
pacientes HT como Mitsuda positivos, e os HV e a maioria
dos HI) como Mitsuda negativos. No grupo HI, a
intradermoreacao varia de acordo com a capacidade imune
do individuo. Assim, uma resposta positiva é indicativa de
que a evolucgao clinica sera para o tipo HT da doenca. Em
individuos sadios, a freqiéncia de positividade a essa
reacdo aumenta com a idade, chegando a atingir em média
90% dos individuos na fase adulta. Contudo, em cerca de
10% da populacéo, ela se apresenta persistentemente ne-
gativa.

Por ser a Mitsudina um Ag rudimental; hoje, muitos pes-



quisadores tém se empenhado na obtencdo de Ag
especificos extraidos do Al leprae que possam ser
utilizados em testes diagnésticos e na profilaxia da
hanseniase. A pesquisa de Ag, recombinantes do M.
leprae  que possam ser utilizados nos testes
intradérmicos, € uma das prioridades da Organizacao
Mundial da Satde (OMS). A obtencdo dos Ag permitiria o
preparo de grandes quantidades de reagentes, com
purificacdo simples, menor risco de contaminacdo e
padronizacao mais facil.

Alteracoes da imunidade celular

A semelhanca do que ocorre em outros processos
infecciosos, cujos agentes sdo intracelulares obrigatérios,
a imunidade celular € um importante mecanismo no
controle da infeccédo pelo M. leprae. O comprometimento
imune observado na forma HV é especifico ao bacilo e,
ainda, nao se encontra totalmente esclarecido.

Os testes cutaneos sdo instrumentos importantes
para avaliar a capacidade da resposta celular de cada
individuo. Em hansenianos os testes cutaneos com PPD,
candidina, tricofitina e estreptoquinase demonstraram
respostas iguais aos controles sadios. Entretanto, alguns
autores descreveram uma depressao da resposta a esses Ags
nos pacientes HV, quando comparados aos grupos controles.

Trabalhando com extrato de Candida albicans ,
Nakayama et al., (1961), demonstraram que pacientes
hansenianos respondiam da mesma maneira que
controles sadios. Entretanto, outros autores encontraram
resposta diminuida na HV e HT.

Guinto & Malabay (1962), realizando
intradermoreacao com tuberculina, encontraram
positividade em 47,7% na HV, 78,6% na HT e 81,3% nos
controles. A diminuicdo da resposta nos pacientes HV foi
confirmada por alguns autores, embora outros nao
tenham sido capazes de evidenciar diferencas entre os
grupos estudados.

Convit et al. (1971) verificaram que nado havia
diferencas significativas nas respostas dos pacientes HV e
da populagdo normal, quando a intradermoreacdo de
tricofitina era testada. Esses resultados foram
confirmados por Mota (1973) e Rea et al. (1976). Contu-
do, Mendes et al. (1974) descreveram uma diminuicao da
resposta a esse Ag, quando pacientes HV eram
comparados aos controles sadios.

A sensibilizacdo por agentes quimicos também
serviu a muitos investigadores como método para o
estudo da imunidade celular. Turk et al. (1969) relataram
sensibilizacdo ao dinitrocloro benzeno (DNCB) em todos
os pacientes HT estudados e 50% na forma HV Mendes et
al. (1974) verificaram depressdo de respostas ao DNCB,
em ambas as forma polares, enquanto, Rea et al. (1976)
nao encontraram nenhuma depressao nos HV estudados.

As diferencas, encontradas entre os
pesquisadores que estudaram a resposta imune celular na
hanseniase, podem ser atribuidas as variantes observadas
nos estudos, tais como duracdo da doenca e da
quimioterapia, classificacdo dos pacientes, fatores raciais,
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idade, ou, até mesmo, diferencas na metodologia de
elaboracao dos Ag testados.

Principais defeitos atribuidos aos macréfagos e
linfocitos T na hanseniase

Os estudos envolvendo os possiveis defeitos na
capacidade microbicida dos mondcitos-macréfagos de
pacientes hansenianos apresentam resultados
discrepantes.

Avila & Convit (1970), estudando a capacidade
digestiva in vitro de macréfagos derivados de mondcitos
do sangue periférico de pacientes HT e HYV,
demonstraram que os macrofagos de pacientes 1-1V
eram deficientes na sua habilidade em digerir o M. leprae
quando comparados aos macréfagos de pacientes HT.
Segundo os autores, essa inabilidade na lise do bacilo era
devida a deficiéncia em certas enzimas presentes nos
lisosomas dos macrofagos de pacientes HV Esses
achados foram contestados por outros pesquisadores que
nao encontraram diferencas no comportamento in vitro de
macroéfagos obtidos de pacientes HV, quando comparados
aqueles obtidos de pacientes HT; com respeito a sua
habilidade em digerir o bacilo.

Com relacdo a pacientes HD, Pisani et al. (1973)
demonstraram que seus macrofagos eram habeis em
digerir o M. leprae, embora em grau menor do que aquele
demonstrado por pacientes HT. Treo & Silva (1963),
contudo, nao observaram diferencas entre atividade
macrofagica de tais pacientes e aquela observada nos
pacientes HV.

Os estudos envolvendo os ROI também
apresentaram resultados controversos. Sharp & Banerjee
(1985) estudaram a producdo de H202, e O02; por
macroéfagos, obtidos de monécitos sanguineos de pacientes
HT e HV e nao encontraram diferencas na producao desses
metabdlitos quando comparados aos individuos sadios.
Assim, sugeriram que os macréfagos dos pacientes
hansenianos eram competentes na producao dos ROL
Nathan et al. (1986), porém, relataram que os macréfagos
de pacientes HV eram deficientes no metabolismo oxidativo
e, consequentemente, na funcao microbicida.

Cabe salientar que oM. leprae parece possuir
uma capacidade inata para resistir aos efeitos toxicos dos
ROI. Nesse sentido, foi demonstrado que o bacilo possui
a enzima superédxido dismutase que, juntamente com o
glicolipideo fendlico-1 (PGL-1), componente da parede
celular, atuariam como inibidores do Oz - . Além disso,
Chan et al. (1992) demonstraram que a presenca do I
ipopolissacarideo da parede celular; a lipoarabinomanana
(LAM), promoveria a diminuicdo da liberacdo do Oz - e
desativacdo da retirada do OH-. Desse modo, o bacilo
estaria bem equipado para lutar contra os metabélitos
toxicos do oxigénio produzidos pelos mondcitos-
macrofagos.

Com relacdo aos RNI, Adams et al. (1991), ao
estudarem in vitro os efeitos do 6xido nitrico, produzido
por macréfagos murinos ativados, sobre o M. leprae
verificaram que esse metabolito inibia a multiplicacdo do
bacilo e sugeriram que os RNI se constituiriam em



um possivel sistema antimicrobiano de macréfagos
ativados contra o M. leprae.

Alguns pesquisadores admitem ainda um possivel
defeito na apresentacdo antigénica do M. leprae aos IT.
Os estudos realizados sugerem que, apoés o
processamento do bacilo no interior do macréfago, o
epitopo se associaria a diferentes moléculas de classe II
do MHC, de modo que os pacientes apresentariam
respostas diferentes ao bacilo. Nesse sentido, foi
demonstrado uma predominancia do antigeno HLA-DR3
nos pacientes HT. Esses estudos, porém, nédo foram
conclusivos. (Mais detalhes sobre o assunto ver em
"Imunogenética da Hanseniase").

Quanto a producdo de citocinas por macroéfagos,
tanto a TL- 1 como o TNFa parecem desempenhar um
importante papel na defesa do hospedeiro e na
patogénese das doencas micobacterianas. Watson et al.
(1984), ao estudarem a producédo de IL-1 por monécitos
do sangue periférico de pacientes com hanseniase,
verificaram producao deficiente nos pacientes HV
Resultados semelhantes foram encontrados por Ridel et
al. (1986). Cabe lembrar que a IL-1 esta envolvida na
ativacao dos LT CD4* e que uma producao deficiente
compromete o desenvolvimento da resposta imune
celular.

A producédo de TNFa pelos mondcitos sanguineos
na hanseniase foi investigada por Silva & Foss (1989) e
Foss et al. (1995). Esses estudos verificaram que
pacientes HV exibiam deficiencia na producao dessa
citocina quando comparados aos HT e aos controles
sadios, sugerindo que a depressdo da resposta
macrofagica esta associada a presenca do bacilo e/ou de
seus componentes.

Silva et al. (1993) demonstraram que o PGL-1
diminui a liberacao de IL-1, IL-6 e TNFa em sobrenadante
de cultura de células mononucleares estimuladas com
lipopolissacarideo (LPS), levando a diminuicdo da
atividade macrofagica e, consequentemente, favorecendo
a multiplicacdo do bacilo em seu interior.

Alguns pesquisadores tém direcionado seus estudos
aos LT e sugerido que a incapacidade dos macréfagos de
pacientes HV em destruir o M. leprae seria devida a secrecao
defeituosa de IFNy pelos LT CD4*, de modo que os
macroéfagos ndo seriam adequadamente ativados.

Dentro desse contexto, existem alguns estudos
demonstrando que os LT CD4* sao deficientes na
producao de IL-2, bem como na expressdo de receptores
para essa linfocina.

Recentemente Mutis et al. (1993), estudando a
producao de citocinas por CF do sangue periférico de
pacientes hansenianos, encontraram clones desses
linfécitos com atividades semelhantes aos LTH1 e TH2.
Segundo os autores, nos pacientes HT os bacilos estimu-
lariam os linfocitos TH1 a produzirem altos niveis de
IFN7, a linfocina chave na ativacdo macrofagica,
enquanto que nos pacientes HV a estimulacdo dos LTH2
levaria a producao de niveis elevados de IL-4, a linfocina
que atua sobre os LB levando a producdo de Ac.

34

A caracterizacao da populacao celular das lesdes
cutaneos de pacientes com hanseniase, através de
meétodo imunohistoquimico, tem demonstrado
predominio de LT CD4* nos pacientes HT, em contraste
com predominio de LT CD8* com fendétipo supressor em
pacientes HV Desse modo, nas lesées do tipo HT ha
grande quantidade de IL-2 e IFN / devido ao predominio
de LT CD4+, contribuindo para a resisténcia imunologica
do paciente; enquanto que nas lesdes HV ha aumento de
IL-4 que estimula a proliferacao de TH2 e producao de
niveis elevados de Ac.

A avaliacdo de subpopulacoes de LT realizada por
Modlin et. al. (1983) demonstrou que nos fragmentos
cutaneos da HT as células T presentes no centro do
granuloma epitelibide eram CD4* e no manto
circunjacente, CD8*. Na forma V as células CD4+ e CD8*
estavam misturadas com histiécitos vacuolados sem
definir um manto linfocitario. Para os autores, a
disposicao entre LT CD4+* e CD8* na HT estaria associada
a maturacdo dos mondcitos, lise bacilar e resposta de
hipersensibilidade tardia. Por outro lado, na IV a
distribuicdo ao acaso de LT CD4+ e CD8* poderia sugerir
uma  nao apresentacao do Ag as células
imunocompetentes, como também supressdo na
maturacao dos monécitos para células epitelidides.

Recentemente, foi observado que as lesdes de
pacientes HV apresentam grande quantidade de TGFp ,
enquanto que em lesdes IT essa citocina nao foi
encontrada. Cabe salientar que o TGFB é um potente
inibidor da ativacdo de macréfagos, inibe a proliferacao
de LT CD4* e pode promover a proliferacdo de LT CD8*
conduzindo, desse modo, a depressdo da resposta imune
celular, caracteristica dos pacientes HV.

Conforme foi exposto, muitos sdo os defeitos
imunologicos apontados pelos pesquisadores para
explicar a imunodeficiéncia que acomete os pacientes HV;
cabe salientar, entretanto, que essa deficiéncia da
imunidade celular é especifica ao M. leprae, de modo que
os pacientes HV exibem resposta imune celular para
outros microrganismos. Até o momento, os fatores
responsaveis pela imunodeficiéncia especifica nos
pacientes HV ainda nao se encontram totalmente
elucidados.

Alteracoes da imunidade humoral

Apesar do comprovado comprometimento
imunologico existente na hanseniase em atividade, a
auséncia de antigenos comprovadamente especificos do M.
leprae, tem dificultado o desenvolvimento de provas
imunologicas que poderiam auxiliar na constatacdo da cura.

De maneira geral, alteracdes sorologicas estdo
hem documentadas na hanseniase principalmente na
forma HV Mas apesar das inumeras tentativas, nao ha,
até o momento, provas sorologicas comprovadamente
especifica para essa moléstia. A UGnica excecdo era até
entdo, a reacdo de Rubino. Ha 70 anos, Miguel C.
Rubino, enquanto trabalhava com reacdo de fixacao de
complemento para diagnéstico de sifilis, utilizando
hemacias formolizadas, notou que



em 800 soros humanos testados havia um que induzia a
hemosedimentacdo rapida e clarificacdo do sobrenadante.
Ele nao havia observado esse fenémeno anteriormente, e
por isso foi verificar a origem do soro, identificando-o ao de
um paciente hanseniano. Rubino, entdo, dedicou seu
tempo em estudar a natureza da reacao.

Até o momento, a natureza e os mecanismos da
reacao tém sido extensivamente estudados, mas nao estao
de todo esclarecidos. Apesar da especificidade apresentada,
essa reacdo é pouco sensivel, ou seja, apenas se apresenta
positiva quando o diagnoéstico ja esta definido e, mesmo
nesse caso, em apenas uma parcela da populacao
hanseniana (55,5% na HV, 21,3% HI) e 8,1% HT).

A reacdo de Rubino consiste na mistura do soro e
de uma suspensdo de hemacias de carneiro formolizadas
incubadas por uma hora a 37° C. A aglutino-sedimentacao
das hemacias, com consequente clarificacdo do
sobrenadante, indica a positividade da prova.

Estudando a especificidade da reacdo, Rubino
observou que soro de pacientes portadores de outras
moléstias, que ndo a hanseniase, poderia aglutino
sedimentar hemacias naturais e em alguns casos também
as hemacias formolizadas. Desse modo, estabeleceu que a
aglutinacdo das hemacias, observada pela acado de soro de
pacientes portadores de outras patologias era devido a
hetero-aglutininas, enquanto que na hanseniase, as
aglutininas atuavam especificamente sobre o sistema
formolado.

O fator especifico responsavel pela reacdo (Fator
Rubino), foi recentemente identificado como uma
imunoglobulina do isotipo M, isolado de um pool de soro de
pacientes HV, cujo nivel de IgM eram mais alto do que os
dos individuos normais. A obtencédo do fator Rubino/IgM
purificado permitiu demonstrar a necessidade de um co-
fator presente, até mesmo em soro humano normal, para a
reacdo se processar. As investigacées demonstraram que o
fator Rubino/ IgM ¢é wum anticorpo anti-fosfolipidio
dependente de P2-glicoproteina 1. 0 componente
eritrocitico ao qual o fator Rubino/TgM e o co-fator 2-
glicoproteina 1 se ligam é um fosfolipidio. Portanto, a
interacdo desses trés componentes desencadeiam a
sedimentacao acelerada da hemacia.

Para Panunto-Castelo (1998), a especificidade da
reacdo de Rubino nao € absoluta para hanseniase como era
até hoje definida, ampliando-se para todo grupo de
pacientes com altos titulos de anticorpos anti-fosfolipidios
dependentes de (2-glicoproteina 1. Isso foi demonstrado
em 45% das soros testados de paciente com altos niveis de
anticorpos anti-cardiolipina que apresentaram reacao
positiva. Devido a sua baixa sensibilidade e ao fato de
apresentar-se positiva somente quando o diagnéstico de
hanseniase ja estava implicito, essas caracteristicas
limitam sua aplicabilidade como auxilio diagnoéstico.

Com relacdo aos aspectos sorolégicos inespecificos,
a hanseniase apresenta uma farta documentacéo,
particularmente referente a forma HV Disturbios dos
padroes  eletroforéticos, elevacdo dos niveis de
imunoglobulinas séricas e auto-anticorpos, sdo achados
comuns nessa moléstia.

o estudo das proteinas séricas de pacientes HV em
atividade tem demonstrado resultados divergentes,
embora a maioria dos autores concordem que, em tais
pacientes, ¢é freqiente o encontro de  hiper
gamaglobulinemia associada a diminuicdo da fracéo
albuminica, quadro esse observado nas doencas
inflamatérias cronicas.

O eletroproteinograma € uma prova inespecifica.
Pelo fato da hanseniase ser uma moléstia cronica que
pode deixar sequielas e que incide com maior freqiiéncia
em populacdes de baixo nivel sécio- econdmico, poderiam
existir muitos outros fatores responsaveis pelo desvio
protéico apresentado pelos pacientes, além daquele
representado pela doenca em si.

A designacéo de fator reumatoéide corresponde aos
anticorpos imunologicamente semelhantes a IgM,
dirigidos contra determinantes antigénicos da IgG,
alterados pelo calor ou pela formacdo de complexos
imunes.

Schubart et al (1959) foram os primeiros
pesquisadores a descreverem a presenca do fator
reumatoéide no soro de pacientes hansenianos. De acordo
com seus dados, a frequéncia desse auto- anticorpo nessa
moléstia ndo se encontra muito diferente daquela
observada em soros de pacientes reumatéides. A partir
desse estudo, varios pesquisadores relataram o encontro
do fator no soro de pacientes hansenianos, principalmente
no polo V. A metodologia empregada pelos autores, para a
deteccao de fator reumatéide, sugere a presenca de dois
elementos semelhantes ao fator reumatéide na
hanseniase: um que reage com a Ig humana que reveste a
particula de latex (prova de latex) e, outra, com afinidade
para a Ig de coelho, com a qual as hemacias de carneiro
séo revestidas, na prova de Waller - Rose.

Outra alteracdo sorolégica observada diz respeito
ao acentuado aumento de producédo das proteinas da fase
aguda da inflamacdo, como a proteina C reativa (PCR),
sintetizadas pelos hepatécitos, seguido ao estimulo
inflamatério. Evidéncias sugerem que a producdo dessa
proteina, em nivel hepatico, seria induzido por citocinas,
entre elas a TL-1, TNF e IL-6 ou IL-1 e IL-6.

A concentracdo sérica de PCR pode se elevar de
niveis inferiores a 1,0 mg/dl até maiores que 400 mg/dl,
nas primeiras 24 - 48 horas da reacao inflamatéria. Pouco
se sabe sobre a participacdo de PCR nas reacoes
imunolégicas presentes na hanseniase. E conhecido que a
concentracdo de PCR é elevada em doencas infecciosas.
Na HV, particularmente nos estados reacionais, esta
consideravelmente aumentada.

Vale salientar os resultados relatados por Foss em
1991, que confirmam os ja descritos com relacdo a
elevada concentracdo sérica de PCR em doentes HV
reacionais e nao reacionais. Outro achado interessante,
observado pela pesquisadora, € a correlacao positiva entre
as concentragcoes de PCR e TNFa nos HV reacionais,
mostrando que quando a concentracdo de TNF aumenta
ocorre aumento de PCR.



A ocorréncia de auto-anticorpos, na hanseniase, é
um dado estabelecido, sendo que as divergéncias entre os
diversos pesquisadores se restringem apenas a freqiiéncia
em que eles ocorrem.

Os auto-anticorpos, na hanseniase, aparecem em
diferentes padroes que variam de acordo com a populacao
estudada, os métodos usados e os periodos em que foram
avaliados. Diversos auto- anticorpos tém sido descritos,
principalmente na HV; dentre eles o fator reumatoéide, fator
anti-nuclear; anti-tiroglobulina, anti-musculo liso, anti-
cardiolipina, anti-colageno I e II, bem como falsa reacao
positiva para sifilis, que indicam a presenca de anticorpos
antifosfolipidio e/ou uma reacdo cruzada com
componentes antigénicos da micobactéria.

O VDRL (Venerai Disease Research Laboratory) é
uma prova de microfloculacdo que utiliza como substrato
antigénico um componente da membrana das mitocondrias
denominado cardiolipina. Couro esse antigeno &
encontrado nas membranas mitocondrias de muitos
tecidos de mamiferos bem como em varios microrganismos,
essa reacdo pode apresentar-se positiva em outras doencas
que nao a sifilis. Na hanseniase, a prova do VDRL apresen-
ta-se positiva em cerca de 30% dos pacientes V estudados.

Na hanseniase, particularmente nas formas
multibaciliferas, uma outra alteracdo detectada é a
elevacdo dos niveis séricos de imunoglobulinas das classes
G, M e A. 0 aumento da IgG sérica é condizente com o
observado em outras infeccées cronicas, nas quais o
sistema imunologico se encontra sujeito a estimulo
constante e por tempo prolongado. Com relacao a IgM, os
autores ndo apresentam uma explicacdo concorde. Para
Lim e Fusaro (1968), esse aumento poderia ser devido a
continua multiplicacao bacilar e a reacdo, por parte do
hospedeiro, frente a uma grande concentracado antigénica.
De acordo com Sagher et al. (1971), o grande numero de
bacilos presentes mnas mucosas, poderiam ser o
responsavel pelo aumento de IgA.

A obtencdo de antigenos, para testes sorologicos
sensiveis e especificos, tem sido, ha muitos anos, uma
meta ardua para os pesquisadores, por ser oM. leprae uma
micobactéria nao cultivavel. Os primeiros experimentos
foram limitados pela pequena quantidade de bacilos
obtidos de hansenomas s humanos. Com a descoberta do
tatu como animal capaz de apresentar disseminacao
bacilar, ele serviu de fonte para a obtencdo de grande
quantidade de AL leprae e, com os avancos tecnologicos na
area da imunologia, tornou-se possivel o desenvolvimento
de métodos sorologicos mais sensiveis e especificos.

A caracterizacdo de anticorpos anti-micobacterianos
em hanseniase iniciou-se em 1906, quando Eitner
demonstrou que preparacdes antigénicas obtidas a partir de
hansenomas poderiam fixar o sistema complemento quando
na presenca de soros de pacientes hansenianos. A partir
desse resultado e, empregando outras preparacoes
antigénicas, pdde-se demonstrar que o soro de pacientes
hansenianos exibiam uma boa quantidade de Ac,
principalmente na V e que tais Ac reagiam cruzadamente
com outras micobactérias, que nao o M. leprae. Nesse
sentido, as técnicas que se seguiram a de fixacdo de
complemento, precisaram incluir em sua metodologia a
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absorcao dos soros hansenianos com  outras
micobactérias. Assim se sucedeu com a prova de
imunofluorescéncia indireta (FLA-Abs) em que foi

incluida uma etapa preliminar de absorcdo dos soros a
serem testados coai M. bovis cepa BCG e M. vaccae.
Contudo, apenas alguns dos Ac que reagem
cruzadamente podem ser removidos por absorcao, de
modo que tais provas nao foram totalmente aceitas como
especificas para a infeccao hansénica.

Um dos mecanismos de evasao das bactérias é a
sua capacidade de resistir a eliminacdo no interior dos
fagocitos mononucleares. A composicdo quimica da
parede das micobactérias é complexa e muito importante
na imunogenicidade e patogenicidade. Recentemente,
estudos sobre os antigenos da parede do M. leprae tém
caracterizado certas estruturas que fazem parte da
capsula lipidica que o envolve.

O PGL-1 é constituido de um nucleo lipidico
comum, ligado a uma porgao trissacaridica (carboidrato)
s6 encontrado no M. leprae. Constitui cerca de 2% da
massa total bacteriana, podendo ser encontrado em
grandes quantidades em tecidos infectados humanos e de
tatus. Caracteriza-se por ser um Ag especifico do bacilo;
estimular uma forte resposta humoral em pacientes V;
funcionar como scavenger (removedor) dos ROI, como,
também, ser um dos ligantes responsaveis pela fagocitose
do M. leprae, isto é, o PGL-1 se fixa ao C3 do
complemento que, por sua vez, ira se ligar ao receptor C3
sobre a célula fagocitaria.

O fosfatoidilinositol manose (PDIM) e o
lipomanana (LM), que também sao componentes da
parede micobacteriana, podem suprimir a ativacdo dos
macrofagos induzidos pelo IFNy.

LAM é outro constituinte da parede celular das
micobactérias, inclusive do M. leprae, que desempenha um
papel importante nas alteracdes da resposta celular e na
atividade funcional dos macrofagos na hanseniase. Foi
demonstrado in vitro que Ag solaveis do IAM inibem a
proliferacao e resposta dos clones de LT CD4+ de individuos
normais e hansenianos. Além disso, o IAM pale diminuir a
capacidade microbicida de macrofagos humanos e murinos
quando ativados pelo IFNy e supri- mir a apresentacdo de
moléculas de classe Ia do MHC em macréfagos murinos. As
respostas dos Ac humanos para um epitopo do LAM tém sido
medidas por diversas técnicas, sendo uma delas a técnica de
inibicdo competitiva empregando Ac monoclonais marcados e
através da técnica de ELISA (Enzyme-linked immuno sorbent
alssay).

Em contraste com outras bactérias, O M. leprae
tem poucas proteinas superficiais expostas. Contudo,
devido ao processamento intracelular e a apresentacao
dos Ag protéicos do bacilo, o ser humano produz Ac para
varias proteinas da micobactéria. Essas proteinas sao
denominadas, de acordo com suas massas moleculares,
de 12 kDa, 15-16 kDa, 18 kDa, 22 kDa, 27-28 kDa, 33
kDa, 35 kDa, 36 kDa, 45-48 kDa, 65 kDa e 70 kDa.

Os métodos utilizados para sua deteccdo sao:
ELISA, imunoprecipitacdo, western imunoblotting e
imunoperoxidase em gel de poliacrilamida.


http://prolongado.Com
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Hunter e Bremnan (1981) caracterizaram um PGL-
1 espécie-especifico de figado de tatus infectados pelo M.
leprae. Os estudos imunologicos, que se seguiram apos
essa descoberta, confirmaram sua especificidade e
demonstraram a presenca de Ac dirigidos contra esse Ag
no soro de pacientes hansenianos.

A analise de determinantes antigénicos presentes

nesse glicolipidio revelou que a imunodominancia
encontrava-se no residuo terminal,3-6-Di-O-Inetil-D-
glicopiramosil. Esse fato permitiu a producdo de Ag

sintéticos altamente sensiveis e portanto passiveis de
serem utilizados no diagnoéstico sorologico da hanseniase.

Brett et al.,, em 1983, sugeriram que a técnica de
ELISA, imunoensaio enzimatico, € a mais adequada para se
demonstrar a presenca de Ac contra o PGL-1, e foi
observado que os Ac correspondentes ao Ag eram
predominantemente IgM. Os niveis séricos de tais Ac estao
diretamente relacionados a carga antigénica do hospedeiro.

Young et al (1984) pré incubaram o soro dos
hansenianos com o PGL-1 e mediram a atividade das IgM
desses soros e verificaram que a atividade havia reduzido
em 90%, provando que a resposta imune frente a este Ag é
predominantemente IgM.

Em 1984, Schewerer et al. demonstraram que os
niveis de IgM diminuiram de acordo com a diminuicédo do
indice baciloscopico. Entretanto, no mesmo estudo, os
autores observaram que alguns doentes com indice
baciloscopico baixo apresentaram altos titulos de Ac. Esse
achado poderia sugerir a presenca de doenca ativa em
outras regides, que nao a pele, como nervos e visceras
(figado, baco e testiculos), consistindo no que foi
denominado de "persisténcia bacteriana".

E importante lembrar que o PGL-1 é encontrado em
quantidades muito grande em tecidos infectados, chegando,
no caso da forma V, a atingir 400 mg/gr de tecido.

No decorrer da infeccdo, o ser humano responde a
11 ou mais proteinas extraidas do bacilo de Hansen, com
uma freqiiéncia de Ac significantemente menor comparado
aos Ac dirigidos contra PGL-1 ou IAM. Isso ocorre porque
as proteinas sao Ag soluveis, por= tanto, facilmente
degradadas pelos macrofagos, enquanto que as outras
duas moléculas lipidicas sdo provavelmente resistente a
degradacao lisossomal, persistindo nos tecidos.

Tem sido avaliado detalhadamente a questdo da
utilidade da determinacéo de Ac contra os Ag especificos do
M. leprae no diagnéstico da hanseniase na fase sub clinica
ou no monitoramento da quimioterapia. Parece que, para o
diagnéstico sorolégico, com testes imunologicos baseados,
quer no, glicolipidio fendlico ou nos epitopos espécie-
especifico das proteinas de 35-36 kDa, sdo mais eficientes
na infeccdo e doenca dos multibacilares do que nos
paucibacilares.

Com respeito ao monitoramento da quimioterapia
na hanseniase, os niveis de Ac para os Ag dos glicolipidios
fenolicos, LAM e para os epitopos espécie-especifico da
proteina de 35 kDa, tem-se encontrado um declinio com o
tratamento nos pacientes

multibacilares. Parece que, nos pacientes seguidos
seriadamente, devem-se relacionar com a reducdo do
indice baciloscopico e assim fornecer um resultado
confirmatério util. Mas, mesmo assim, existem variacoes,
além do que a determinacdo do indice baciloscopico € uma
técnica sujeita a varias limitacdes.

Muitos Ag da parede do M. leprae pertencem a uma
familia de moléculas chamadas de proteinas de choque
térmico (heat shok protein - hsp).

As micobactérias fagocitadas pelos macrofagos
sofrem a acdo de enzimas e secretam quantidades elevadas
de lisp. Muitas dessas proteinas sdo Ag imunodominantes,
como a hsp de 65 kDa.

Essa familia de proteinas de choque térmico estao
presentes nas células procariéticas e humanas e séo
induzidas em resposta ao stress celular. Elas séao
classificadas pelo peso molecular e desempenham suas
funcoes celulares normais em associacdo com outras pro-
teinas influenciando-as funcionalmente. As proteinas hsp
65 e hsp70 atuam no desdobramento e dobramento de
proteinas e na reunido de complexos oligoméricos
protéicos. Em adicdo, a hsp70 esta envolvida na
translocacdo e apresentacdao do Ag. Durante as condicoes
de stress, tais como, temperatura elevada, exposicdo a
radicais livres e pH extremos, essas funcoes vém a tona e
sdo necessarias para a sobrevivéncia da célula. Nao
surpreendentemente, no hospedeiro em condicoes de
stress, os microrganismos produzem proteinas de choque
térmico e, por isso, elas sdo com freqiéncia o alvo
antigenico dominante para a imunidade celular e humoral.

Em individuos infectados pelo M. leprae, tem-se
mostrado que as proteinas lisp 65, 70 e 10 sdo importantes
na producdo de uma resposta imano celular forte e em
gerar uma memoria imunologica. A proteina lisp 65 foi
detectada ha muito tempo, tanto no Al leprae como no
Mycobacterium tuberculosis, constituindo o Ag mais potente
dessas micobactéria (Ag imunodominantes). Portanto, no
soro de pacientes com tuberculose, ou no soro de pacientes
com hanseniase e ou naqueles individuos vacinados com
BCG, encontram-se Ac contra essas proteinas ou T
especificas a essas proteinas.

Pesquisadores, estudando a interacdo do sistema
imune com essas moléculas de stress, no caso a lisp 65 do
M. tuberculosis, verificaram que o macréfago funciona como
célula apresentadora dessa proteina, apresentando-a tanto
para T CD4+ e como para LT CDS8+. Portanto, todo o
sistema imunolégico é estimulado a induzir uma resposta
imune contra a hsp 65 kDa.

Com um bom mapeamento dos epitopos das
proteinas de choque e dos respectivos receptores dos II,
sera possivel entender detalhadamente a resposta imune
frente a hanseniase e, principalmente, promover um
adequado direcionamento no desenvolvimento de vacinas
na hanseniase.



Surtos reacionais

A ocorréncia de surtos reacionais, provocados pela
resposta imunolégica exacerbada do hospedeiro infectado,
consiste em um dos maiores problemas encontrados
durante a evolucdo da doenca. Os episédios reacionais
podem ocorrer ao longo do curso natural da hanseniase, ou
durante e apoés o tratamento. Essa resposta exacerbada
pode provocar dois tipos de reacdes conhecidas como
reacao reversa (RR) e eritema nodoso hansénico (ENH)

a) Eritema Nodoso Hansénico

O Eritema Nodoso Hansénico ou reacédo tipo 2
(corresponde a reacdo de hipersensibilidade tipo III de Gell
& Coombs) é um episddio reacional verificado em pacientes
hansenianos do pélo V (ocasionalmente do grupo DV). Esse
epifenéomeno pode ser desencadeado pela quimioterapia,
infeccoes bacterianas, fungicas ou virais, vacinacao,
gravidez ou estresse. Caracteriza-se pelo aparecimento de
focos de inflamacdo aguda instalados ao longo dos
granulomas virchovianos, podendo haver
comprometimento inflamatério intenso de vasos do derma
profundo e tecido celular subcutaneo.

Estudos iniciais sobre o ENH sugeriram que os
mecanismos envolvidos na sua patogénese seriam
semelhantes aos da reacdo descrita por Arthus em 1903.
Nesse tipo de reacdo, Ig formam complexos com Ag,
depositam-se em varios locais do organismo e geram uma
série de eventos que resultam em lesdo tecidual. Embora
alguns trabalhos tenham conseguido demonstrar depositos
de Ig e fracoes do complemento nas lesdes reacionais, nao
existe uniformidade nos resultados obtidos pelos que
investigam essa area.

Wemambu et. al. (1969), avaliando a presenca de Ig
e fracdes do complemento em fragmentos teciduais de
ENH, demonstraram depositos fluorescentes de IgG e
complemento localizados perivascularmente em areas
infiltradas por PMN. De acordo com os autores, os
resultados foram compativeis com a hipotese do ENH estar
vinculado a mecanismos semelhantes aqueles verificados
experimentalmente por Arthus.

Mshana et. al. (1982a), utilizando Ac monoclonais,
investigaram a relacdo CD4+/CD8+ de T circulantes em
pacientes HV com e sem ENH. Nesse estudo, pacientes sem
ENH apresentaram aumento de LT CD8+ e ligeira
diminuicdo na porcentagem de T CD4+. Por outro lado,
alguns pacientes reacionais apresentaram diminuicao
significativa de LT CD8+ e aumento de CD4+.

Mshana (1982b), insistindo nesse tépico, enfocou
que os fatores conhecidos por precipitar o ENH sao muitos
e variaveis. Citou, particularmente, a quimioterapia,
sugerindo que o aumento da incidéncia da reacdo em
pacientes tratados néo seria devido somente a liberacao de
Ag, mas poderia estar relacionado a distarbios nas
subpopulacdes de LT e a capacidade individual do paciente
em manifestar essas alteracdes. Propos que a fase de
iniciacdo do ENH seria devido a este desequilibrio,
caracterizando-se pela diminuicdo de ET CD8+.
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Ridley & Ridley (1983), utilizando o método de
imunoperoxidase, pesquisaram a presenca de Ag
bacterianos e varios fatores imunolégicos em lesdes
cutaneas de pacientes com ENH. Verificaram que no centro
da lesdo existia desintegracao de macrofagos e liberacao de
Ag bacterianos que se combinavam inicialmente com IgM,
posteriormente com IgG e estavam associados aos
componentes C1q,C3c,C3d e C4 do sistema complemento.
Os complexos foram observados tanto extra como
intracelularmente em neutréfilos e macréfagos. Para os
autores, os resultados sugeriram ser o ENH um fenémeno
ocasionado por imunocomplexos, que ocorreria no local da
ruptura de pequenos granulomas virchovianos. Sugeriram,
também, que os complexos seriam extravasculares, de
modo que a patogénese do ENH diferiria do classico
fenémeno descrito por Arthus.

Nogueira et al. (1995) investigaram a participacao
dos imunocomplexos na reacdo de ENH, através de
técnicas histopatolégicas de rotina em associacdo com a
técnica de imunofluorescéncia em fragmentos teciduais de
pacientes hansenianos reacionais e nao reacionais. Os
resultados demonstraram depoésitos fluorescentes de IgM
(8%), C3c (40%) e Clq (44%) em vasos do derma profundo
e tecido celular subcutaneo, como também, na zona de
membrana basal da juncdo dermo epidérmica, em areas
reacionais. Para os autores, a presenca de
imunocomplexos nos Vasos em correspondéncia com
alteracoes vistas sob a forma de vasculites sugeriram
envolvimento de imunocomplexos na patogénese do ENH,
embora o mecanismo de participacdo desses elementos
continuassem incertos. Nos fragmentos cutaneos livres de
reacdo, os investigadores observaram depoésitos de C3c e
Clq (15%), restritos apenas a zona de membrana basal,
fato interpretado como resultante da reatividade cruzada
entre Ags do M. leprae e componentes da membrana basal
da epiderme.

O ENH pode ser caracterizado como uma resposta
tipo TH2, apresentando aumento da populacédo de LT CD8+
supressor e sintese elevada de IL-4, IL-5, IL-6, IL-8 e IL-10.
Provavelmente a subpopulacdo TH2 aumenta a producéo
de Ig sintetizada pelos LB, resultando em resposta humoral
exacerbada provocando lesao tecidual.

Sarno et al. (1991) observaram niveis elevados
deTNFa e IL-1 em hansenianos reacionais (50%). Por outro
lado, Foss et al. (1993) relataram aumento da producao de
TNFa , associado com elevacao dos niveis de PCR. Para as
autoras, a citocina inflamatéria TNFa poderia atuar
estimulando a reacéo inflamatéria aguda.

Sampaio et al. (1991) verificaram niveis séricos
elevados de TNFa e sugeriram que durante a reacao
inflamatéria ha ativacdo macrofagica e que a supresséo da
resposta observada fora do surto reacional ndo estaria
associada a incapacidade do macréfago em processar o
bacilo e liberarTNFa . Segundo os autores, o tratamento
dos pacientes com talidomida inibiria a producdo dessa
citocina.



b) Reacao Reversa

A reacdo reversa, classicamente conhecida como
reacdo tipo 1 (corresponde a reacdo de hipersensibilidade
tipo IV de Gell Coombs,1963), é causada por uma
mudanca abrupta na resposta celular do hospedeiro frente
ao M, leprae. Pode ser representada por uma reacdo de
melhora (upgrading), quando a resposta celular do
hospedeiro consegue eliminar o bacilo, mas ocorre
freqiientemente grandes danos nos tecidos e nervos. Por
outro lado, existe a reacdo de piora (dowgrading), quando o
bacilo ndo é morto porque a resposta celular é dirigida
contra determinantes antigénicos irrelevantes para a
sobrevivéncia do M. leprae que continua a se multiplicar.
Nesse caso, ocorre o mesmo dano tecidual porque os
mecanismos imunes envolvidos sdo os mesmos.

Estudos imunolégicos tém demonstrado que a RR é
similar ao padrao TH1, com aumento seletivo de LT CD8+
citotéxico, IL-13, IL-2, IFNy eTNFa e, diminuicao de IL-4,
IL-5 e IL-10.

Conclusoes

Segundo Terencio de las Aguas et al. (1999), a
hanseniase tem-se constituido um paradigma no estudo da
imunologia clinica. O M. leprae apresenta baixa
patogenicidade e os sinais clinicos da doenca sdo quase
exclusivamente devido as respostas imunes e ao quadro
inflamatério do paciente. Também, o bacilo é bem
adaptado ao homem,com epitopos comuns com outras
micobactérias. A composicdo de sua membrana o protege
muito bem dos mecanismos de defesa do hospedeiro

A hanseniase apresenta-se com imano deficiéncias
parciais e totais que afetam a resposta celular e nao existe,
até o momento, nenhuma explicacdo satisfatéria sobre a
natureza e a patogenia desse déficit. Existe,
principalmente, na forma H\; uma grande alteracdo nas
secrecoes das citocinas que ira repercutir sobre a ativacao
linfocitaria e as subpopulacdoes de LT. Assim, na HV
predomina o padrao TH 1 e na HT o padrao TH2.
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