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SOME ASPECTS OF IMMUNOASSAYS APPLIED TO ANALYTICAL CHEMISTRY. In the last
years, the use of antibody-antigen interactions, has earned attention not only for clinical analysis,
but also for food industry and environmental control. Since the scope and diversity of immunoas-
say technology have shown a wide development. Continuous advances in order to analyse complex
matrices, to improve reliability, simplicity (nonseparation) and to get multiple simultaneous as-
says, and extreme sensitivity (lower than zeptomole detection limits) are increasing. Many strate-
gies have been investigated including chemiluminescent enzyme immunoassays, DNA as label and
development of flow injection and immunosensors techniques. This subject became very usefull
and important in nowadays that are taught in the undergraduate courses of chemistry in the
european universities. However in our country are still ignored in the chemistry course.
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INTRODUCAO

Nos dltimos anos, a combinagdo da Imunologia 2 Quimica
Analitica bastante explorada em andlises clinicas'™, tem des-
pertado o interesse de outras 4reas, entre estas, a ambiental>!?,
ocupacional'? ¢ de alimentos®!™1%'6, Uma das razées que tem
influenciado este fato € o crescente rigor nas fiscalizagdes do
meio ambiente e de alimentos, por parte de entidades nacionais
e internacionais, tornando-se urgente a necessidade de desen-
volver técnicas rdpidas e seletivas para uma grande variedade
de analitos.

Uma das primeiras técnicas imunoanaliticas relatadas foi a
imunopreciptacéo. Trata-se de técnica semiquantitativa, que vem
sendo usada até hoje em testes negativo/positivo'”. O radioimu-
noensaio constituiu-se num grande avanco no campo de imuno-
ensaios (IAs) quantitativos'®, seguido pelo surgimento de enzi-
ma-imunoensaios (EIAs) como ELISA (Enzyme Linked Immu-
nosorbent Assays) e EMIT (Enzyme Multiplied Immuno Tech-
nique), tendo enzimas como meio alternativo de detecg§07"3.
Outros avangos como o desenvolvimento de sistemas de injegio
em fluxo acoplados a imunoensaios (FI-IAs)7"9, imunossenso-
res?*2* ¢ cromatografia por imunoafinidade*** complementam
os esforgos empregados até aqui, no aperfeicoamento e utiliza-
¢do de imunoensaios aplicados & Quimica Analitica.

O fator mais marcante. em imunoandlises € o ganho em se-
letividade, dada a grande especificidade de anticorpos (Ac) por
seus antigenos (Ag)?® . De maneira geral, além da seletividade,
os IAs apresentam, também dependendo do marcador ¢ ou sis-
tema de detecgio empregado”®®?, boa sensibilidade?®%,

Entre as principais desvantagens encontradas nos métodos
convencionais de imunoanilises estdo a significativa comple-
xidade associada a sua automagéo e longo tempo de andlise'>26,
Neste sentido, a fusdo de imunoensaios cldssicos com outras
metodologias analiticas’ constitui-se numa safda para superar
estas desvantagens e expressa-se€ no desenvolvimento e aper-
feicoamento de imunossensores*3*, FI-IAs27Y ¢ cromatogra-
fia por bioafinidade***33,

Pretende-se relatar alguns avangos recentes relacionados a
imunoensaios aplicados a diversas 4dreas da Quimica Analitica,
bem como expor brevemente alguns conceitos e principios bési-

s

cos relacionados a imunologia e aos imunoensaios. Convém
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ainda lembrar que, apesar da importancia do tema o mesmo vem
sendo pouco estudado nos cursos de graduagdo e pGs graduagio
em Quimica.

ASPECTOS BASICOS DE IMUNOLOGIA

Imunologia € a ciéncia que estuda os mecanismos de defesa
dos organismos vivos, em particular de humanos ou outros
mamiferos. De uma maneira bem simples, a resposta imunol6-
gica de organismos vivos (exceto plantas) se dd pelo contato
com antigenos, com produgdo de anticorpos. Os antigenos
(substancias imunogénicas) sfo capazes de desencadear reagio
em cadeia (Fig. 1), ativando linfécitos (gl6bulos brancos) e
sintese de anticorpos especificos (sistema imune humoral)®.
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Figura 1. Esquema simplificado de uma resposta imunoldgica.

Os anticorpos sdo protefnas de alto peso molecular PM
(~150 kD), j4 os antigenos devem possuir, além de certa com-
plexidade quimica que os diferencie das substincias reconheci-
das pelo organismo, pelo menos 1 kD. Para ilustrar, citam-se
como exemplo o polietileno-glicol que possui PM maior que 1
kD, mas ndio apresenta complexidade quimica necessaria, em
contrapartida muitos agrotéxicos e fdrmacos apresentam com-
plexidade quimica, mas PM muito menor que 1 kD,
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Os anticorpos também sio chamados de imunoglobulinas
(Ig) (Fig. 2) que possuem duas cadeias “leves” (25 kD) e duas
cadeias pesadas (50 kD), as quais s@o ligadas entre si por pon-
tes de dissulfeto, formando estrutura simétrica em Y. As cadei-
as tém sua porgdo amino terminal préxima ao topo da estrutura
em Y, onde se encontra o sitio determinante do anticorpo,
denominado fragmento Fy, 3. As seqiiéncias dos aminodcidos
neste fragmento determinam a especificidade do anticorpo e o
tipo de imunoglobulina, as quais sdo agrupadas em 5 classes
principais (Tabela 1).

do complement’
cadeia
pesada

Figura 2. Estrutura genérica de imunoglobulinas (anticorpo).

Tabela 1. Propriedades e abundincia de imunoglobulinas®®.

Classe  Concentragdo  Propriedades caracteristicas
em soro de adulto
IgG 12 mg/mL lnico que atravessa placenta
IgE 0,3 mg/mL predominante na resposta alérgica
IgM 1,0 mg/mL lisa bactéria por ativagdo de outros
componentes do soro
IgA 1,8 mg/mL encontrado em secreg¢des
(saliva e lagrima)
IgD 30 mg/mL encontrado em linfdcitos

Ji os antigenos podem ser classificados em uni ou
multideterminados e uni ou multivalentes®. Os primeiros re-
lacionam-se a possibilidade de se ter um ou mais tipos de
epitopos (grupos funcionais determinantes na interagdo Ag-
Ac), os segundos se relacionam a repeticio de cada tipo de
epitopo (Fig. 3).

A B
A A
A C
A D
multivalente multideterminado
A

univalente e unideterminado

Figura 3. Classifica¢do de antigenos quanto ao nimero de epitopos
(A,B,C,D).
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A interagdo Ag-Ac é relativamente fraca, envolvendo liga-
¢bes nfo covalentes como Wan der Waals, eletrostdtica, ligagdo
de hidrogénio e ligagdes hidrofébicas*’. Estas interagbes ocor-
rem a curta distancia, de modo que, s6 moléculas contendo de-
terminante antigénico ou muito similares (reatividade cruzada)
ligam ao sitio antigeno ligante do respectivo anticorpo?!

PRINCIPIOS BASICOS EM IMUNOENSAIOS

Considerando que, aproximadamente 500.000 produtos qui-
micos estdo em uso no mundo atual, e centenas de novos produ-
tos sio lan¢ados no mercado anualmente?, a necessidade de se
desenvolver técnicas analiticas de alta seletividade, faz-se inevi-
tdvel. Entretanto a viabilidade do método muitas vezes pode nio
se fazer justificAvel. Antes de se iniciar o planejamento de
metodologia imunoanalitica, deve-se ter em mente alguns prin-
cipios bdsicos. Uma limitacdo ébvia em imunoensaios seria em
relagdo ao PM, uma vez que muitos analitos de interesse em
Quimica Ambiental, de indistrias de alimentos bem como em
anilises clinicas constituem-se em moléculas de PM menor que
1 kD. Este fato impossibilitaria a resposta imunoldgica com
produgdo de anticorpos seletivos para estes analitos. Entretanto,
pode-se solucionar este problema conjugando estas espécies a
macromoléculas (proteinas transportadoras como albumina). As
moléculas dos analitos Pequenas com potencial imunogénico sdo
denominadas haptenos®?. Grupos NH,, COOH, SH, OH, CO ¢
HCO normalmente, sdo os principais pontos de conjugagio en-
volvidos neste evento. Outra dificuldade a ser vencida é a lenti-
ddo das reagdes imunolégicas' 8. O acoplamento a FIA foi re-
centemente revisado'” e constitui-se na melhor solugdo para di-
minuir o tempo de [As.

Outro ponto importante, que deve ser bem pré-estabelecido
no planejamento de imunoensaios diz respeito aos sistemas de
deteccdo. Estes definirdo a escolha de marcadores adequados,
os quais devem apresentar boa estabilidade e sensibilidade,
baixo custo, facil conjugacio e detecgio?®.

A Tabela 2 mostra alguns dos principais sistemas de detec-
¢do e respectivos marcadores utilizados em [Ag21:3443:44,

Tabela 2. Sistema de detec¢fio e exemplos de marcadores.

Sistema de Detecgio Exemplos de marcadores

Eletroquimicos enzimas: peroxidases, oxidases ...
Radioativos is6topos: %1, '4C, *H
Piezoelétricos* macromoléculas (Anticorpos)
Fluorimétricos fluoresceina, quelatos de lantanideos
Luminométricos  luminol, isoluminol, lucigenina, acridina

* sistema de detecgfio direta, os demais sd0, na maioria, indiretos.

Por fim, dependendo do sistema de detec¢ao empregado,
pode-se definir o formato do imunoensaio, o qual basica-
mente, se divide em homogéneos e heterogéneos. Sendo que
no primeiro caso, para detec¢io ndo se faz necessdria a se-
paracdo, entre espécies marcadas e livres. O fluxograma da
Figura 4 ilustra todas etapas envolvidas no planejamento de
um imunoensaio.

Estabelecidas as estratégias a serem empregadas no imuno-
ensaio, o primeiro passo constitui-se na obtengio de anticorpos
(Ac) num hospedeiro adequado. Existem dois tipos de Ac
empregados em imunoensaios: os policlonais e os monoclo-
nais. Os Ac monoclonais apresentam maior especificidade que
os policlonais, afinidade por um epitopo especifico e menor
probabilidade de reatividade cruzada entre Ag similares®2*444,
A escolha do tipo de Ac depender4, entretanto, do seu destino.
Em geral, em andlise ambiental é preferivel o uso de Ac
policlonais, especialmente quando se quer analisar uma classe
de poluentes na sua totalidade® .
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Obtengiio de Anticorpos
Monoclonal x Policional

PLANEJAMENTO SISTEMA DE DETECCAO
NECESSIDADE MARCADOR
VIABILIDADE ESPECIE BIOLOGICAAQ ou Ac
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Figura 4. Organograma da confec¢do de um imunoensaio.

Os anticorpos policlonais sdo obtidos através de imunizagfo
em hospedeiro adequado. Quando a titulagfio ¢ satisfatéria, o san-
gue € coletado da veia central da orelha ou por pungio cardiaca.
Separa-se o soro por centrifugacio e obtém-se mistura de
anticorpos que se ligam a diferentes epitopos do hapteno conjuga-
do, além de anticorpos oriundos da resposta a outros imunégenos
presentes no organismo®®. Se necessério, pode-se separar o
anticorpo desejado por cromatografia de bioafinidade®?”,

J4 os anticorpos monoclonais sio produzidos por linhagem
segregada e imortalizada de linfécitos B. Num primeiro passo,
imuniza-se um hospedeiro, estimulando-se a populagdo de
linfécitos produtores do anticorpo desejado. Estes, entretanto,
podem sobreviver em culturas por poucos dias. Para contornar
esta limitacdo, células malignas de linfécitos sdo incubadas se-
paradamente. Estas, por sua vez, apresentam limitagGes quanto
4 producio de anticorpos e muitas vezes requerem suprimento
da enzima hipoxantina fosforribosiltransferase (HPRT). As cé-
lulas malignas sdo, entdo, fundidas aos linfécitos B, originan-
do hibridomas, que produzirdo os anticorpos monoclonais e de
maneira permanente. O esquema de producio de anticorpos mo-
noclonais € ilustrado na Figura 5.

Produzidos os anticorpos, a etapa seguinte consiste na apli-
cacdo destes na andlise de antigenos ou haptenos de interesse
através da metodologia pré-estabelecida.

Aplicacdes Analiticas em Imunoensaios: Interag¢bes
Antigeno-Anticorpo.

As interagGes Ag-Ac ou hapteno-Ac sfo classificadas em
primdrias ou secunddrias. Interagdes primarias envolvem ex-
clusivamente a ligagdo do determinante antigénico (epitopo)
com sitio ligante (paratopo) do anticorpo especifico. O equili-
brio quimico destas interagdes primdérias (Fig. 6) pode ser es-
tudado utilizando-se haptenos (H), em razdo de que estes sdo
univalentes e unideterminados*’.

J4 reagdes secunddrias ocorrem entre Ac e Ag multivalentes,
resultando em aglutinagio ou precipitagdo do polimero Ag-Ac
formado (Fig. 7).

As aplicagdes analiticas das interagdes secundérias sdo li-
mitadas, reduzindo-se a reagdes de aglutinagdo e de precipita-
¢do em reagOes semiquantitativas, como por exemplo, a deter-
minagio da tipagem sangiifnea'”**, Um cuidado a ser tomado
em reacgdes de aglutinagdo € o efeito da dilui¢do, havendo com-
prometimento da mesma, tanto em concentragdes elevadas
(prozona), quanto muito dilufdas do soro*®* (Fig.8).

INTERACOES PRIMARIAS

Em imunoensaios quantitativos utilizam-se exclusivamente
reacQes primdrias entre anticorpos e haptenos; estes podem ser
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Figura 8. Efeito da diluigdo em rea¢ies de aglutinagdo.

classificados com base nos seguintes aspectos: a) homoge-
neidade, considerando-se, homogéneos quando ndo sdo neces-
sdrias separagdes para medi¢io, ou heterogéneos quando se
requer um passo adicional de separacdo; b) sobre qual espécie
Ac ou Ag serd introduzido um marcador; c) o tipo de marcador
ou detecg¢io empregado; d) o tipo de anticorpo utilizado,
monoclonal ou policlonal; €) e finalizando se o ensaio serd
competitivo ou nio competitivo®!*2936

Imunoensaios heterogéneos
Constituem a maioria dos imunoensaios, necessitando para

a quantificagdo precisa, de etapa adicional para separagdo das
fragdes livres e ligadas da espécie marcada (Ag ou Ac).

QUIMICA NOVA, 22(6) (1999)



Estes ensaios sdo caracterizados pela inércia fisico-quimica
do marcador(¥*), ou seja ndo ocorre mudangas significativas no
sinal que seria emitido pelo marcador ap6s a complexagéo (Ac-
Ag* ou Ac*-Ag), fato este que justifica a etapa de separagdo
para quantificacio®®, Estes imunoensaios sio, na maioria, en-
saios competitivos.

nAc + xAg + yAg* ¢« (=n-y)Ac-Ag + (=n-x)Ac-Ag*

Exemplo de imunoensaio heterogéneo ndo competitivo € o
ensaio tipo sanduiche (Fig. 9) que segue as seguintes etapas:

a) Preparagdo de fase sélida com excesso de Ac.

b) Incubagdo com analito (Ag).

¢) Incubagdo com excesso de Ac*.

d) extragdo do Ac* livre e medigdo.

Ac Ac-Ag Ac-Ag-Ac*
extragdo ou
Ac [Ag] Ac Ac* Ac scpa%m;ﬂo
Ac Ac-Ag ~OXCERSR Ac-Ag-Ack  WACTIVE gy
Ac Ac-Ag Ac-Ag-Ac*

Figura 9. Esquema de imuno ensaio tipo sanduiche.

O tipo de deteccdo dependerd do marcador utilizado, sendo
os mais comuns os radioimunoensaios e enzima-imunoensaios.

a - Radioimunoensaios (RIAs)

Sdo em geral, imunoensaios competitivos, em que o nivel
de analito é extrapolado na curva de calibracio.

Os radioligantes sdo contados em niveis de sensibilidade da
ordem de picogramas. Estes limites de detecgdo, que chegam até
10714 M, dependem dlretamente da sens1b111dade dos is6topos.
Entre os mais utilizados tem-se '?°I, *H e '*C com radioativida-
des especificas de 2170 Ci/mmol, 29,2 Ci/mmol e 62,4 Ci/mmol,
respectivamente®™!. Embora o 12SI apresente maior nivel de
radioatividade especifica, hd a desvantagem deste diminuir a
similaridade entre o radioligante e o hapteno a ser analisado. As
principais vantagens deste método sdo o baixo custo do equ1pa-
mento utilizado para detecgio e a vasta literatura disponivel'®,

b - Enzima-imunoensaios (ElAs)

Enzimas sdo os marcadores mais utilizados na atualidade, com
as vantagens de ndio apresentarem riscos associados & exposicdo
de radioisétopos, bem como outras como a possibilidade da am-
plificacdo catalitica (uma Unica enzima pode gerar vdrias espé-
cies detectdveis) e da associagdo com outros marcadores, como
por exemplo os quimiluminescentes e fluorescentes, resultando
em ensaios de baixo limite de detec¢io®2,

O exemplo significativo mais classico de EIAs heterogéneos é
o ELISA. Este método emprega anticorpos imobilizados em placa
de poliestireno com ntimero varidvel de pogos de ensaio (Fig.
10). Este método ¢é realizado em 8 etapas: 1- ativagdo da placa, 2-
lavagem, 3- imobiliza¢do dos anticorpos, 4- lavagem, 5- incuba-
¢do, 6- lavagem, 7- adi¢do de substrato cromogénico e §- leitura
dptica dos pogos. Este sistema de placas possibilita a realizagio
do ensaio ensaio de maneira com que garanta a uniformidade de
todas as etapas tanto para as amostras e referéncias, condi¢do
essencial para a confiabilidade dos dados. Outro ponto € que de-
vido a alta sensibilidade do método, o mesmo € feito em
microescala, o que o torna bastante econémico dado a reduzida
quantidade de reagentes utilizada, além da rapidez do método.

Pode operar de forma competitiva (Fig. 9) ou ndo compe-
titiva. Na versdo competitiva, antigenos marcados com
enzimas competem com antigenos livres (analito) por nimero
limitado de anticorpos imobilizados. Depois do periodo de
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Figura 10. Kit para ensaio ELISA.
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incubacio (1 a 4 horas) a placa é lavada para remogdo de
espécies nido ligadas. Em seguida, adiciona-se excesso de
substrato e mede-se a atividade enzimdtica. Esta serd inversa-
mente proporcional a concentracio do analito. Nesta
tecnologia, a curva de calibragdo e a andlise propriamente
dita sdo feitas simultaneamente sob condi¢des padronizadas.
Atualmente utilizam-se, tanto para ensaios competitivos,
quanto ndo competitivos, sistemas que fazem, além de leitu-
ras automatizadas dos diferentes pogos, dilui¢des em série e
réplicas das amostras®

Ha4, ainda, fluoroimunoensaios que podem ser desenvolvi-
dos independentemente de rea oes enzimdticas, para modelos
heterogéneos e homogéneos!”?,

Imunoensaios homogéneos

Imunoensaios homogéneos sio menos freqiientes que os
heterogéneos, pois requerem interagcdes Ac-Ag* ou Ac*-Ag,
que provoquem mudancas significativas de sinal para o
marcador!”. Enzimas e fluor6foros representam os marcadores
mais comumente utilizados nestes expenmentos

A técnica mais utilizada entre os enzima- 1munoensaios ho-
mogéneos € o EMIT. Neste ensaio, a atividade da enzima
conjugada ao hapteno ¢ modulada pelo ligante.

Fluoroimunoensaios sdo, em geral, baseados na transferén-
cia de energia de excitagdo do antigeno ou hapteno marcado
para o anticorpo também marcado. Este efeito resulta em in-
tensificagio da fluorescéncia e ou pode ter efeito reverso re-
sultando na supressdo da fluorescéncia no caso de interagdo
entre espécies marcadas com espécies nio marcadas. Fluores-
cefna e rodamina sdo utilizados, respectivamente, como
marcadores doadores e aceptores'”

De um modo geral, imunoensaios homogéneos apresentam
como vantagens menor mimero de etapas, o que resulta em
maior precisdo e ganho em tempo. Entretanto, enzima-imuno-
ensaios convencionais, como EMIT, CEDIA (Cloned Enzyme
Donor ImmunoAssay), bem como alguns fluoro-imunoensaios
apresentam limitagdo, quanto a sensibilidade®®

Apesar disto, por estes ensaios ndo requererem etapas de
separagiio, sdo focos de intensas investiga¢Ges. Especialmente
o desenvolvimento de 1munoensalos ‘Para deteccdo de analitos
como agrotéxicos!”* e farmacos'> em matrizes complexas
como amostras brutas (ambientais® e sangue™, entre outras)
sem a necessidade de tratamento da amostra por separagdo ou
lavagens tem sido alvo de muita investigacdo®®

29

RECENTES UTILIZACOES DE IMUNOENSAIOS
APLICADOS A QUIMICA ANALITICA

Basicamente, os avangos no desenvolvimento de imunoensai-
os tem como meta satisfazer necessidades analiticas, como a
simplicidade (imunoensaios homogéneos)?*?’**  sensibilidade
(>zeptomoles, 1 zeptomol = 602 moléculas)”**3% andlises
multiplas (reagdo cruzada para um grupo ou classe)*!*%, uso de
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marcadores ndo radioativos
do sistema (sistemas reutilizdveis)'%

Imunoensaios homogéneos

Técnica mais recente empregada com o intento de se au-
mentar a sensibilidade destes imunoensaios ¢ a LOCI (Lumi-
nescente Oxygen Channeling Immunoassay)™®. Esta técnica
utiliza duas populagGes de microparticulas (250 nm) adsorvidas
em cadeias distintas dos pares que formam anticorpos mono-
clonais. Uma populagdo é preenchida com corante “bromos-
quaraine” e a outra com um precursor de molécula quimilumi-
nescente (tioxeno), juntos com um fluoréforo (quelato de
eurdpio). Um antigeno TSH (thyroid stimulating hormone) for-
ma ponte entre diferentes particulas como resultado da ligagdo
do par de cadeias emparelhadas de anticorpos monoclonais.
Irradiacdo da mistura reacional com laser produz oxigénio
singlete na superficie da partfcula carregada com corante e esta
espécie ativa difunde-se para particulas adjacentes, gerando
dioxetano, que decompde e transfere energia para o fluoréforo,
o qual entdo emite luz. Este processo sé ocorre em particulas
ligadas ao antigeno. Qualquer oxigénio singlete gerado em
solugdo é inapto a interagir com a particula contendo tioxeno
(precursor do dioxetano). Este ensaio apresenta rapidez (12
min) e alta sensibilidade, com limite de detec¢do para TSH
menor 0,0125 mUI/L (0,002 ng/mL)*,

Ensaios homogéneos foram desenvolvidos também basea-
dos em sistemas amperométricos de detecgio®®,

Recentemente, foram desenvolvidos ensaios homogéneos,
NEEIA (Nonseparation Electrochemical Enzyme ImmunoAs-
say), com formatos nfo-competitivo (tipo sanduiche)®6? ¢
competitivo’®. Estes ensaios basearam-se no uso de eletrodo
de ouro com microporos, o qual funcionou, tanto como ele-
trodo de trabalho, quanto como fase sélida para imobilizacdo
de anticorpos através de uma camada quimissorvente
polimérica®. A versdo competitiva deste imunoensaio ¢ ilus-
trada na Figura 11.
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Figura 11. Esquema da versao competitiva do NEEIA.

No ensaio representado na Figura 11, utilizou-se a enzima
fosfatase alcalina como marcador do analito. O analito marca-
do compete, entdo, com analito livre por um nimero limitado
de anticorpos imobilizados na interface do eletrodo. Apés
perido de incubagdo de 30 a 60 min, adiciona-se substrato (p-
aminofenilfosfato) que € catalisado a p-aminofenol, espécie
eletroativa em contato com o eletrodo.

Este método foi utilizado na detec¢do de glicosideos
cardiotonicos como digoxina e digitoxina, com limites de de-
teccdo de 0,1 nM e 10 nM, respectivamente. Verificou-se que
em amostras brutas de soro ndo houve perda de sensibilidade
para concentragdes acima de | nM>,

Sistemas de injecdo em fluxo acoplados a IAs (FIIA)

Entre os avangos nas automatiza¢des de imunoensaios, in-
cluem-se o desenvolvimento de sistema acoplados a FIA, os
quais contribuem enormemente para o aumento da velocidade
de imunoensaios'”*'%, Estes tém sido usados tanto em IAs ho-
mogéneos quanto em heterogéneos.
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Além da redugio do tempo de andlise, uma das vantagens
oferecidas por estes sistemas, especialmente quando acoplados
a JAs heterogé€neos € a redugio dos passos de lavagem e o fato
de que o imunorreator age concentrando a amostra'’. A fase
s6lida € usualmente feita ligando-se um anticorpo ou antigeno
a particulas pré-ativadas, membranas, capilares ou outras ma-
trizes de alta drea superficial’®. O glutaraldeido é um dos rea-
gentes bifuncionais mais utilizados na imobilizagdo destas es-
pécies nestes tipos de suporte’. A escolha do suporte para o
qual o Ac ou Ag serd imobilizado € de fundamental importan-
cia. Adsorgbdes ndo especfficas devem ser mantidas a valor
minimo, evitando-se, assim, influéncia nos valores de
“background” e na sensibilidade do método!®, bem como na
durabilidade da fase sélida'®.

Embora a imobilizagdo de antigenos apresente vantagens
sobre a imobilizacdo de anticorpos, esta requer reagdes especi-
ficas e orientagdo adequada, fato este que dificulta sua opera-
¢a0%, Entre os suportes mais comumente empregados na con-
fecgdo destes imunorreatores estdo: agarose, celulose, resinas,
polimeros, sflica modificada'®. Estes imunorreatores séio tam-
bém referidos como colunas de imunoafinidade. Entretanto, ndo
se pode generalizar, a comparagdo de FIA com cromatografia
por imunoafinidade?.

Recentemente, foram desenvolvidas e comparadas duas téc-
nicas de imunoensaios para andlise do herbicida atrazina. Uma
delas seguiu os moldes do ELISA e outra adaptou a mesma 2
FIA”, Nestas investigacdes observou-se ganho em tempo de
andlise de lh para 20 minutos, assim como a possibilidade de
se reutilizar o imunorreator por até 70 vezes, sem perda do
desempenho. O ELISA apresentou alta sensibilidade, detectan-
do limites de até 9 ng/L contra 75 ng/L para o FIIA”. Outro
exemplo de imunoensaio reutilizdvel, emprega coluna simples
de troca i6nica empacotada com sefarose e eluida com 50 mM
de tampdo(malonato) pH 5 para andlise de um alergeno?. Este
ensaio baseou-se na interagcdo entre alergeno 2,4-
dinitrobenzenosulfonato de sédio (DNP) conjugado a albumina
bovina (BSA) e os respectivos anticorpos (IgE) marcados com
isotiocianato de fluorescefna. A intensidade de fluorescéncia
medida mostrou correlagdo linear com a concentragdo do
alergeno na faixa de 0,01-2,00 mg/mL e a separagio baseou-se
nos diferentes pontos isoelétricos dos complexos (Fig. 12).

espectrometro
de fluorescéncia

t’esfduo

®
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T:IgE-FITC ® =DNP-BSA ? = complexo alergeno-anticorpo

Figura 12. Diagrama esquemdtico de FIIA para detec¢do de alérgeno
DNP,

Cromatografia por imunoafinidade

Consiste num dos meios mais eficazes de purifica¢do e deter-
minagdo de tragcos em amostras complexas. Neste sistema o
analito € retido seletivamente pelo respectivo anticorpo imobili-
zado na coluna, enquanto demais componentes séo eliminados
na eluigdo®>™, Basicamente, a diferenga entre fase sélida de
imunorreatores em FIA e matrizes de fase estaciondria estd na
nomenclatura. Resulta daf que as principais matrizes que podem
ser ativadas para imobilizacfio de anticorpos sdo comuns, entre
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estas: agarose, celulose, dextrano, poliacrilamida, trisacril,
alumina e silica®. Apesar da grande seletividade obtida, com
emprego de anticorpos na confecc¢do de fases estaciondrias, ha,
ainda, na maioria dos casos influéncia de interferentes nos li-
mites de detecgﬁo“.

Recentemente, foi desenvolvido um imunoensaio em que se
utilizaram duas micro-colunas aplicadas a detecgdo de insulina
em amostras biolégicas complexas. Na dosagem em questdo
utilizou-se uma segunda coluna de fase reversa em linha com
uma coluna por imunoafinidade. O sistema coletava a fragdo
eluida da coluna por imunoafinidade e injetava na segunda co-
luna, onde eram separados e reconcentrados outros componen-
tes. Esta combinagdo resultou no ganho da seletividade e limi-
te de detecgio (10 fmol), utilizando detector UV, em relagiio a
sistemas com coluna simples4. Outras vantagens destas
microcolunas conjugadas foram o reduzido volume de amostra
(=100 pL) e a rapidez de analise?.

Imunossensores

Anticorpos podem ser utilizados como reagentes altamente
seletivos em biossensores. Enquanto em eletrodos enzimdticos
ou baseados em microrganismos sdo monitorados concentragdes
de substratos ou produtos, os imunossensores sa0 baseados nos
principios de fase sélida de imunoensaios e nos eventos fisico-
guimicos resultantes da interagio Ac-Ag®"*!, Uma das limita-
¢Oes dos imunossensores € que a interagdo Ac-Ag ndo é pronta-
mente reversivel®®. Este fato pode ser contornado utilizando-se
anticorpos de baixa afinidade ou agentes capazes de provocar
dissociagdo do complexo Ac-Ag. Nos imunossensores sido de-
tectadas as concentragdes de Ac ou Ag, tanto por mudangas
diretas no transdutor, quanto por deslocamento no equilibrio de
reagdes (imunoensaios tipicos)®®. Os principais transdutores
empregados sdo os eletroquimicos (amperométricos®” ¥, poten-
ciométricos®®”,  condutométricos’’2),  épticos  (onda
evanescente’7*, ressonéncia superficial de plasma’”, espectros-
copia de interferéncia reflectométrica’®) e os piezoelétricos””’%,

Recentemente, foi desenvolvido um imunoeletrodo conten-
do anti-IgG finamente disperso em particulas de carbono (cen-
tenas de angstrons)%. O método foi baseado em imunoensaios
do tipo sanduiche (Fig.9), sendo parte do analito marcada com
peroxidase. O método foi combinado a FIA e testado na detec-
¢do de IgG, apresentando limites de deteccdo de 10 pM em
tempo nfo superior a 20 min. A adsor¢do ndo especifica de
protefnas sobre o eletrodo foi praticamente nula e houve boa
reprodutibilidade do sistemaZ,

Outro eletrodo a utilizar carbono como condutor foi o empre-
gado no imunoensaio simultineo de fenitofna e fenobarbital®’,
Neste experimento competitivo (Fig. 13), os analitos foram res-
pectivamente marcados com sais de ferrocenoaménio (0,26 V) e
cobaltoceno (-1,05 V). O experimento, embora nio esteja relaci-
onado diretamente a imunossensores, expde a possibilidade de
desenvolver sistemas para multianalitos usando marcadores de
diferentes potenciais redox®’.

detecgio

imunoreagdo
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Figura 13. Imunoensaio para andlise simultdnea de dois analitos
utilizando eletrodo de pasia de carbono modificado com filme
polimérico anidnico (Nafion).
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O uso de filmes poliméricos na confec¢éio de imunossensores
amperométricos”**!, assim como o desenvolvimento de sistemas
com superficies renovdveis tém sido bastante explorados®®,

O monitoramento ambiental de poluentes em amostras de
dguas por biossensores eletroquimicos (imunossensores, sensores
enziméticos e microbianos) foi recentemente revisado®2.

Os imunoensaios aplicados a detecgdo e quantificagio de
poluentes téxicos no ambiente tem atraido atengfio de mui-
tos pesquisadores. Entretanto, apesar das inimeras vanta-
gens oferecidas por estes métodos, hd poucos exemplos de
detecgdo direta. Experimento baseado em deteccdo direta por
imunossensores piezolétricos foi desenvolvido, recentemen-
te, para o dcido 2,4-fenoxiacético, um agrotéxico. Neste sis-
tema, os cristais piezoelétricos foram modificados com o
hapteno (4cido 2,4-diclorofenoxiacético) conjugado & super-
ficie de eletrodos de ouro ativados com moléculas como
aminotiofenol (Fig. 14), cisteamina, cistina ou outras con-
tendo grupos silanol™,

albumina
A sON:CH(CH2)3CH= NH—L

dcido

aminatiofenol expugudor 2,4-diclorofenoxiacético
(ex:glutaralde(da)

Figura 14. Representagdo superficie do imunossensor piezoelétrico
maodificado com dcido 2,4-diclorofenoxiacético.

No experimento foram testados entre outras modificagdes a
conjugagdo do hapteno com albumina e dextrano. O principio
do método baseou-se na competigdo entre moléculas do
agrotéxico imobilizadas e livres, por anticorpos livres em solu-
¢do. A quantidade de anticorpos que se ligam ao eletrodo é
inversamente proporcional a concentragfo do analito. Esta li-
gagdo, por sua vez, provoca mudangas na freqiiéncia da
microbalanga de quartzo. Em geral os sistemas piezoelétricos
apresentam limita¢gdes quanto a especificidade, entretanto no
experimento em questdo obteve-se boa especificidade, mostran-
do ser bastante promissor para andlise de agrotéxicos®*.

CONCLUSOES

As exigéncias das legislagdes nacionais e internacionais em
questdes ambientais tém aumentado nos dltimos anos. Neste
sentido, € necessdrio contfnuo desenvolvimento e aperfeigoa-
mento de novas técnicas imunoanaliticas para investigagio de
amostras complexas como sangue e amostras ambientais.

As tendéncias atuais da utilizagdo de imunoensaios aplica-
dos a Quimica Analitica apontam para o desenvolvimento de
imunoensaios mais répidos, tais como os homogéneos ou ou-
tros imunoensaios acoplados a FIA ou cromatografia por
imunoafinidade; a utiliza¢do de sistemas de detecgio ndo radi-
oativos, como por exemplo imunossensores, € o desenvolvi-
mento de métodos para andlise de multianalitos.

Vale ressaltar ainda o uso promissor de marcadores como
acetato quinase, moléculas quimiluminescentes ¢ DNA soma-
dos a técnicas como PCR (polymerase chain reaction) e siste-
mas bi-enzimdticos como meios de aumentar a sensibilidade®®.

Outro ponto em relagdo aos imunoensaios diz respeito a
introdugdo deste tdpico no curriculo dos cursos de graduagio e
p6s graduagdo, baseando-se no fato que o mesmo vem sendo
feito em paises desenvolvidos®®.
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