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1.

Imunoglobulinas - sao Glico-Proteinas de
conformacao globular (Imunoglobulinas) que
sao 0s principails mediadores da Resposta
Imune Adquirida Humoral (RIH), sendo nesse
caso denominadas Anticorpos (Acs) e que
reagem especificamente com os (Ags) que
estimularam a sua producao.

. Imunoglobulinas - podem ser encontradas sob

a forma secretada em fluidos biologicos (plasma
/ Soro sanguineo, secrec0es mucosas),0Ss
chamados Acs, ou ancorados na membrana de
Linfocitos B (= Receptores de Linfocitos B -
BCR)




IMUNOGLOBULINAS e ANTICORPOS

Foreign Viruses Bactesia Parasites Fungi
proteins
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g =S Plasmécito
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Correntemente, quando falamos em imunoglobulina referimo-nos tanto a
imunoglobulina como a anticorpo. No entanto, imunoglobulina é aquela que esta
expressa na membrana do linfécito B, que la esta acoplada: ja ouvimos falar da IgM de
membrana bem como da IgD de membrana. No entanto, nés sabemos que por
capacidade de mudanca de isotipia a célula B vai conseguir produzir imunoglobulinas
de isotipos diferentes. Quando estas sao secretadas nés chamamos de anticorpos.
Portanto anticorpo é a forma secretada da imunoglobulina de membrana.
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Js anticorpos sdo conhecidos como gamaglobulinas por causa do seu
comportamento de migracao na eletroforese de proteinas do soro.

Posicéo do soro antes da

eletroforese

Posigao do soro apds a
eletroforese
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Eletroforese: processo de migracao de proteinas em um campo elétrico




Albumina

Separacéo por eletroforese em gel de agarose das principais fracoes de
proteinas do soro sanguineo, com destaque para as fracdes que contém os
principais isotipos de anticorpos (1gG, IgA, IgM e IgD).



Gel electrophoresis of serum proteins
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Anticorpos e Imunoglobulinas

2- Propriedades Fisicas, Quimicas e Antigénicas dos Acs e Igs.

2.1.- Quanto a Solubilidade em Solucbes Saturadas de Sais Neutros
(Sulfato de Amonio e Sulfato de Sédio = Globulinas.

2.2.-Quanto a Carga Eletrostatica = Acs e Igs tendem a apresentar
cargas positivas, migrando na eletroforese na fracdo gama globulina.

2.3.- Quanto ao P.M. e ao Tamanho = Acs e Igs apresentam P.M.
variando de 150 a 900 kda e coeficiente de sedimentacao variando de 7
a 19S.

2.4.-Quanto a Estrutura Antigénica = Os Acs sdo proteinas e atuam como
excelentes Ags e imunogenos entre diferentes espécies de animais, podendo ser
usados na producao de antissoros, que servirao para caracterizar diferentes
epitopos presentes em diferentes cadeias peptidicas e regidoes que compdem as
moléculas de Acs/lgs. Dessa forma, foi verificado que os Acs existem sob formas
diferentes de classes ou subclasses/isotipos de Igs (*Ppais. Classes sdo 1gG,
IgM, IgA, IgD e IgE).




Estrutura basica de uma molécula de Anticorpo
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Anticorpos e Imunoglobulinas

3- Estrutura Basica das Moléculas de Acs e Igs

3.1.-Organizacao molecular da Ig protétipo de modelo para estudo -
1gG

3.2.-Fragmentos gerados por clivagem enzimatica com Papaina e
Pepsina e cadeias polipeptidicas liberadas por reducéo e alquilacdo das
pontes dissulfeto das moléculas de Acs/Igs.

3.3.-Arelacao entre cadeias polipeptidicas liberadas por quebra das
pontes dissulfeto ou dos fragmentos gerados por clivagem enzimatica
na montagem de uma molécula padréao de Ac/lg.

4.- Polimorfismo das Igs

- classes ou subclasses/isotipos de Igs (*Ppais. Classes sdo 1gG, IgM, IgA, IgD e
IgE).
- Alotipos de Igs.

- Idiotipos de Igs.




Separacao dos Principais
Fragmentos por digestédo
com enzimas proteoliticas
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Relagdo entre Imunoglobulinas e Linfocitos
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Propriedades das Imunoglobulinas (BCRs) dos Anticorpos (Acs)

« Acs sao sintetizados pelos linfocitos B apds o estimulo antigénico

« BCRs sao sintetizados durante o desenvolvimento de linfs. B e ndo
dependem de estimulo antigénico

BCRs - Ligados a membrana

Immunoglobulin

Acs-Secretados *{ }‘

1

B lymphocyte




Fig. 1 Estrutura da Molécula de Anticorpo
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Regiao de dobradica das Imunoglobulinas

Permite flexibilidade a ligacao

Antigenos de superficie distantes Antigenos de superficie proximos

Cn2 / Hinge\ N
e




Fig.- A Regido da Dobradiga e a Flexibilidade dos
Sitios Combinatorios dos Anticorpos

@ 1997 Current Biology Ltd. / Garland Publishing, Inc.




Anticorpos e Imunoglobulinas

9.1.- Conceito e Funcdes dos Dominios da Moléecula de
Imunoglobulinas =

a) Dominio VL-VH: Reconhecimento do Ag (Sitio combinatorio /
Paratopo)

b) Dominio CL e CHI: Ligacdo ndo covalente entre as cadeias L e H;
funcéo de "espacador" entre o sitio combinatorio e Fc.

c) CH2-CH2: Fixacdo do componente Clg do Sistema Complemento,
interacdes com receptores de Imunoglobulinas da membrana de fagoécitos
(polimorfonucleares e mononucleares).

d) CH3-CH3: Citotropia para Macrofagos, Monaocitos, Ceélulas K e Linfo
citos. Citotropia Heterologa para Mastocitos. Ligacdo ndo covalente entre
as cadeias H.

e) CH4-CH4: Citotropia Especifica para as Membranas de Mastocitos e
Basofilos, (no caso de IgE).




Funcoes Bioldgicas dos Anticorpos

Antibody promotes
phagocytosis

@© 1997 Current Biology Ltd. / Garland Publishing, Inc.



1- Neutralizacao de microbios

Sem anticorpo Com anticorpo
Infeccao da célula micro-organismo
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2- Inibe a disseminacao do micro-organismo

Sem anticorpo Com anticorpo
Liberacao do micro-organismo da célula |
infectada e infeccao da célula adjacente O anticorpo
Liberag3o do bloqueia a infeccao
Micro-organismo da célula adjacente
Celula da odlula
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nao
infectada




3- Neutralizacao de toxinas

Ex: Toxina tétano — inibe transmissao neuromuscular — paralisia
Toxina diftérica — inibe sintese proteina — morte celular.

—S_em anticorpo—

Efeito patologico da toxina
Efeito patologico
“m da da toxina (p. ex..
necrose celulat)

celulaf

" Com anticorpo.

O anticorpo bloqueia

a ligacao da toxina
ao receplor celular




4- Opsonizagao e Fagocitose de Micro-organismos
Interacao Fc IgG/receptor

Opsonizacéao Ligacéo de micro- Sinais do Fagocitose Morte de
de micro- organismos opsonizados receptor 48 micio- micro-
ismos aos receptores Fc Fcativam anismoe organismos
por IgG (FcyRI) de fagocitos  fagécito 9 ingeridos

o8-89 -«

Degradacao patdgeno - eliminagao
Macrdéfago/ neutrdfilo

Apresentacao peptideos LT CD4
Macrdfaaos / células dendriticas




5.1- Citotoxicidade Celular Dependente de Anticorpos (ADCC)
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5.2- Citotoxicidade Celular Dependente de Anticorpos

P. ex. Eosinofilos e Mastocitos

| Interacao Fc IgE/receptor

) IgE Eosinophil
High-affinity
FeeRl
= e Ya
Helminth B

Granulos: Proteina basica




6- Ativacao Sistema Complemento

Opsonizacao
// A\\
( 43 Recrutamento
~ celulas

C5b 1nicia a formacéao do Complexo litico da
membrana

O CLM insere-se na membrana alvo
Rompimento das membranas por lise osmaética




VARIABILIDADE NA COMPOSICAO DAS
CADEIAS POLIPEPTIDICAS DAS Igs / Acs:-

*Isotipos
*Alotipos
Ildiotipos



Isotipos de Cadeias polipeptidicas de Igs / anticorpos

Cadeias leves <

& o
Q
-

o - IgA
( O-1gD
Kapa (k) Cadeias pesadas < ¢ - IgE
| Lambda (1) y-19G
- IgM
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Principais Isotipos de Imunoglobulinas e de Acs

elS



Estrutura da rmolécula de anticorpo

Os anticorpos se dividem em classes e subclasses de acordo com suas
propriedades fisico-guimicas e antigénicas:

{¢) IgE

- Solubilidade;

- Carga eletrostatica;

- Peso molecular:;

- Estrutura antigénica.




TABELA 5-2 Isdtipos dos Anticorpos Humanos

Concentragho  Meia-vida
Isdtipo do  Subtipas Sérica Sérica
Anticorpp  (Cadeia H) (mg/mL) (dias) Forma Secretada Fungdes
lgA IgA1,2 35 B IgA {dimero) Imunidade de mucosa
{1 ou a2} Mondémaero,
dimerag, trimero
gD Nenhum Trago 3 Nenhuma Receptor de antigena do
(8} linfécito B virgem
IgE Nenhum 0,05 2 IgE Defesa contra parasitas

{e) Monémero helmintos, hipersensibilidada

imediata
lgG IgG1-4 135 23 Ig61 Opsonizagéo, ativagao do

(¥1, 2, y3 au Manémearo sistema complemento,

) citotoxicidade mediada por
células dependente de
anticorpo, imunidade
neonatal, autoinibigdo do
linfécito B

lgM Nenhum 15 5 IgM Receptor de antigeno do
() Pantdmera linfocito B virgem, ativagdo

do sistema complemento




Principais funcoes das classes de

Imunoglobulinas
IgM
*Pentamérica Grande
«Cadeia J
«Componente secretor

*Funcoes
 Ativacao do sistema complemento
» Neutralizacdo
+ Aglutinacéo
» Receptor de Ag do Linfs. B adultos (BCR)

Primeira Ig a ser produzida




19G
*Maior concentracao no sangue
*Predomina nas respostas secundarias
*Funcoes

 neutralizacéo

* 0psonizacao

« ADCC
 Ativacéo do sistema complemento

*Presente no feto e recém-nascido




IgA
» Imunidade de mucosas — presente nas
secrecoes (colostro, saliva, trato
respiratorio, gastrointestinal, urinario e 5 g
genital) /
. * SrexTgiel «
Monomérica, dimérica* (predominante) WO\C“‘SZ
* Fungao J chain
— neutralizacao
— aglutinacéo




IgE
*Associada a receptores de mastocitos e
basofilos
*Funcao
* resposta anti-parasitaria (helmintos)

-Envolvidos em processos alérgicos (reagdes de
hipersensibilidade do tipo | ou anafilatico)




gD
» Presente na membrana
de linfocitos imaturos

« Nao é secretado
 Funcao desconhecida



O Tabela 16-2 Titulos de Imunoglobulina
Sérica em Anim
Domésticos e em Humanos

NIVEIS DE IMUNOGLOBULINAS (mg/dI)
ESPECIES IgG g™ IZA IRE
Equinos  LO001500 100-200 60350  4-106
Bovinos® 17002700 250-400  10-50
Ovinos 17002000 150-250  10-50
Sulnos 1.700-2900 100-500  50-500
Canines  1.0D0-2.000 70270 20150 2342
Felinos' 4002000 30:150 304150
Galinhas. 300700  120-250  30-60
Humanos 8001600  50-200 150-400 0,002-0,05

*Os howimos mostram difersndas saonaly sagnificativas nos tiukos sdricos de
nunogiobalings.

“En gatos v de patdpencs, 05 titukas g imuna globubingg (30 cerra de metade
des encontrados nos gatos de estimacio.

Veterinary Immunology - Tizard 9th Edition



O Table 16-3 | Immunoglobulin Classes and
Subclasses in Selected

Mammals

IMMUNOGLOBULIN CLASSES

SPECIES IgG IgA IgM  IgE IigD

Horses G1, G2, A M E D
G3, G4,
G5, G6,
G7

Cattle G1, G2, A M E D
G3

Sheep G1, G2, Al, M E D
G3 A2

Pigs Gl, G2a, A M E D
G2b, G3,
G4

Dogs G1, G2, A M El, E2 D
G3, G4

Cats G1, G2, A M (E1,E2?) ?
G3,
(G4?)

Mice G1, G2a, Al, M E D
G2b, G3 A2

Chimpanzees GIl, G2, A M E D
G3,

Humans G1, G2, Al, M1, E D
G3, G4 A2 M2

Veterinary Immunology - Tizard 9th Edition
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Indugdo da Produgdo de Anticorpos

Plasmﬁcito
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Mudancas Qualitativas na Producao de Acs
durante as Respostas Imunes Humorais 12 e 22

Total IgM 1gG Ac

e Class variation — A || A
—1°-IgM
—2°-19G, IgAor IgE

1°Ag 2° Ag

l l

Ab Titer

Days After Immunization



Eventos Celulares na RIH Primaria
aos Ags T-dependentes
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Eventos Celulares na RIH Secundaria
aos Ags T-dependentes
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Fig. 11 — A Transcitose de Acs nas Cels Epitelais da Mucosa do
Intestino do Isotipo IgA de Acs é Mediada por um Receptor de
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Class

IgG

IgM

IgA

IgD

IgE

Heavy
Chain

Desig-
nation

PHYSICAL AND BIOLOGICAL PROPERTIES
OF HUMAN IMMUNOGLOBULIN CLASSES.

Number Mean

of Serum
Sub- Concen- Molecular Mean Biologic
classes  ration Weight  Survival Activity

mgld! daltons days

4 1250 150,000 23 1. Opsonin
2, Fix complement
3. Crosses placenta

1 120 890,000 5 1. Fix complement
2. Agglutination
3. Antigen receptor

2 280 170,000 b 1. Secretory antibody
2. Agglutination
2 3 160,000 3 1. Antigen receptor
1 0.03 196,000 2 1. Anti-parasite antibody

2. Allergy antibody



Bases da Especificidade do Sitio Combinatorio dos Anticorpos

A superficie do sitio
combinatorio do Ac,

especialmente ao nivel das
UL CDRs de VH e de VL sao as
partes mais importantes
v para conferir especificidade
H na interacao especifica com

| cada epitopo de um Ag

A forma e as cargas elétricas das CDRs de VH e de VL que consituem o sitio

combinatério de um dado Ac determinam qual o epitopo que sera ligado pelo
mesmo.

A forma e as cargas elétricas dependem das sequéncias de Aminoacidos que
compdem cada CDR.

«Haptenos se combinam com sitios combinatorios com a forma de fendas ou depressoes.

*Pequenos Peptideos se combinam com sitios combinatérios com a forma de ranhuras.

*Proteinas / Polissacarideos grandes se combinam com uma ampla area do sitio combinatério




Nos dominios variaveis da cadeia leve e da pesada existem 3 regides
hipervariaveis (HV), que formam as regibes determinantes de
complementariedade (CDR ou RDC) e sdo apresentados na superficie de uma
molécula de anticorpo.

Estas CDR formam a superficie de ligacdo para o antigeno.

As CDR sdo ladeadas por seqiiéncias de amino acidos mais conservados,
chamadas de regides “Framework”, responsaveis pela estabilidade estrutural do
dominio de ligacédo do antigeno :

G2 }1 I ( ©Cu2 region binds complement

Fo ¢
& ﬂﬂrﬁ region binds to membranes
c

H_d,' ¢ lg domain




0BS Anticorpo

DRI COR2 ¢ CDRI. CORY sonle spniundd

Regido constante
Regiao variavel :
3 Regides hipervariaveis CDRs
2 Sitios de ligacao de antigeno

\é . Regigo
P variavel

Regiao
constante

CDR: regido determinante de complementariedade D



Fig. 5 — A estrutura e Composicao das Regides Constantes e
Variaveis de Imunoglobulinas

D E B A G F C D E B A G F C GG
@ 1997 Current Biology Ltd. / Garland Publishing. Inc.




Fig. 6 — A composicao e a estrutura das regides V de cadeiaLeHe a
presenca de regides hipervariaveis nos sitios combinatorios dos
anticorpos
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Fig. 7 — As regioes hipervariaveis (CDR’s) constituem alcas que se
projetam na estrutura do sitio combinatorio das Igs
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Fig. 8 — As Forcas nao covalentes que mantém Ags-Acs ligados
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Anticorpo

OBS

Regido constante

Regido variavel
3 Regides hipervariaveis CDRs

2 Sitios de ligacéo de antigeno
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Sumario sobre a estrutura basica dos Acs
Anticorpo

. Light chain Antigen-
2 Cadeias pesadas chain / binding site

2 Cadeias leves ‘N

2 Regides Fab e
1 Regido Fc < D

Regido constante %e

Fab

Regiao variavel Fc receptor/ region
3 Regides hipervariaveis CDRs g?n'gﬁ,'gfgﬁg;‘[ ~ L —re
2 Sitios de ligacdo de antigeno region
Sitios de ligacdo para complemento C @
Glicolipidios

Tall piece /(U; C -
Disulfide bond -~~~

Ig domain ; )



Recapitulando ...l

Funcao dos isotipos de imunoglobulinas

Isotipo Concentracao Média de Atividade biologica
(mg/mL) sobrevivéncia
(dias)
lgG 1250 23 * Opsonizagao - macrofagos e neutrofilos
+ ADCC - NK e macrofagos
= Ativacao via classica do complemento
* Imunidade neonatal
lgM 120 4} = Ativacao via classica do complemento
» Receptor de antigenos de célula B naive
lgA 280 6 * Imunidade de mucosa
* Imunidade neonatal
lgD 3 3 * Receptor de antigeno de célula B naive
lgE 0,03 2 * ADCC - eosinodfilos

* Eliminacao de helmintos
* Hipersensibilidade - alergias













Variabilidade da estrutura de Imunoglobulina

Cadeias pesadas: o, 9, €,7, 1

1 - Isétipo |
Cadeias leves: L e K

\

2 — Alétipo: variabilidade alélica intra-
espécie.

3 — Idiotipo: variabilidade nas regides
hipervariaveis.

(a) Isotypic determinants
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Albumina
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Separacéo por eletroforese em gel de agarose das principais fracoes de
proteinas do soro sanguineo, com destaque para as fracdes que contém os
principais isotipos de anticorpos (IgG, IgA, IgM e IgD). *Obs.- A IgE nao
e detectada por essa técnica de eletroforese por se encontrar em
concentracdes muito baixas no soro sanguineo.



Muitos pesquisadores trabalharam durante uma década para o estabelecimento da
estrutura basica de 1gG. Dois processos foram usados:

Digestao enzimatica Reducao das pontes dissulfeto
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