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RESUMO

Neste trabalho iniciou-se 1 caracterizacio de um novo
tipo de svporte para imobilizogao de antigenos e anticorpos que
foi descrito pela primeira vez por Bittencourt et al em 1983,
Este suporte € constituide por tecidps sintéticos  recobertos
com resinas reticulfvels que apresentam grupos N-metilol capa
zes de reagir covalentemente com grupos funcionais caracteris-
ticos de proteinas,como grupos amine e hidggxila,

Imunosorventes preparados com antféenos de diversas
patologias, cono Daeﬁga de Chagas e Toxopi&smcse {doengas pa
rasitdrias) e Rubéola {virose), mostraram eicelente desempenho
no diagndstico soroldgico, em testes imunoenzimaticos do tipo
ELISA {Enzyme-Linked Immunosorbent ﬁssay}.;

Os e¢studos realizados, sugerem que a reagac de imobi-

lizagho ¢ controlada pela area superficial disponivel, asso
ciada a peometria da molécula, Os resultados indicam que a
1igacdo «da proteina se di superficialmente sobre a resina,

em uma primeira camada, por ligagdo covalente com grupos N-me
tilol, presentes em excesso, ou por adsorgfo guimica. Segue~
-s¢ . entdo, a formacao de multicamadas de proteina, 1liga
das por forgas mals fracas. A Iscterma de Adsorgdo obtida pa
ra a imobilizacgdo do anticorpo humano, IgG, apresentou um for
mato sigmoidal, correspondente a modelos como o B.E.T., & oOu-~
tros, que assumem adsorg¢ao em multicamadas.

Para supevficies de poliestireno, que Sdo atualﬁente
05 suportes mails utilizados na preparagdo de imunosorventes,

para Testes ELISA, as isotermas obtidas foram consistentes com



a de Langmuilr., O mesmoe ocorreu parda as isotermas de captaglo,
do anticorpo humano IgG em solugéio, por imunosorventes prepa
rados com Suporte-Resina e Anti-Igt imobilizado, demenstrando
o carvater de adsorc¢io em monocamada.

Variaveis relevantes na reagdo de imobilizacio, tais
como: pH, concentragao de eletrdlitos, temperatura, tempo de rea
cdo e concentragdo da imunoproteina, foram estudadas para se
estabelecer as condigoes de reagdaoc mais adequadas.

Um estudo sistemdtico do desempenho do imunosorvente
desenvolvido, em Teste ELISA para Doenga de Chagas, mostrou oS
mesmos niveis de sensibilidade, especificidade ¢ reprodutibili-~
dade, obtidos com placas de poliestireno, éom a vantagem de es

tabilidade superior.
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ABSTRACLCT

fn this work the characterization of a new type of
suppoert For the immobiltization of antigens and antibodies was
inicianted, This support that was {irstiv described by
Bittencourt et ol in 1983, consists of swnthetic fabrics
counted with crossiinked resins containing N-methylol groups
alsle to form covalent honds with functional groups such as
hydroxil and amino, which are characteristic of proteins.

[mnunosorbents prepared with characteristic antigens
of different pathologies, such as Chagas' Disease and
Toxoplasmosis {parasitic diseases) and Rubella {viruse),
presented excellent performance in sorologic diagnosis, when
utilized in ELISA tests (Enzyme-Linked Immunosorbent Assays).

The studies conducted suggest that the immobilization
reaction, is controled by the surface area available,
associlated to the area occupied by the molecule, The results
indicate, covalent bonding or chemical adsorption, of the
immunoproteins with N-methylol groups. which are present in
gxcess at the surface of the crosstinked resin, This first
layer seems to be followed ﬁy multilavers sorbed by weaker
forces. The Adsorption Isotherm cobtained for the immobilization
of human antibodv, IgG,presented a sigmoidal formgorresponding
to models, such as B.E.T. and others, which assume the
formation of multllayors,

With rvespect to polystirene surfaces, which are
presently the most utilized type of support in ELISBA tests,

the isotherms c¢btained were fitted by the Langmuir Model.

i
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This same model was copsistent, with the isctherms ghtained
from the capture of the human antibody 10 in solution, by
Anti-TgG, previously immobilized on the supports,
demonstrating monolayer adsorption.

Relevant variables for the lmmobilization reaction,
such as: pH, rvemperature, time of reaction, and concentrations
of immunoproteins and electrolytes were studied, with the
objective of determining themost adequated reaction conditions.

A systematic study of the performance  of the
immunosorbent developed in this work, was conducted with ELISA
tests for Chagas® Disecase, showing the same levels of

sensitivity, specificity and reproductibility of polystirene

plates, with the advantage of superior stability.
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Nos dias atuails ¢ cada ver maior ainteragdo eontre a
Area Médica e a Avea de Desenvolvimento de Materiais, na  qual
estio incluidas as Engenharias Quimica, de Materiais e Meclni-
ca, além da Quimica e da Fisica.

I'sso otorre, em parte, devido a4 crescente aplicacao
de materiais poliméricos, na confecciio ¢ recobrimento de artefa
tos implantdveis,como 6rghos, vdlvulas e proteses, bem como de
produteos de uso externo.como capilares poliméricos usados en
diflise e oxigenagdo do sangue.enm circulagdo extra-corpérea.

Materiais poliméricos insollveis em dgua,sao  também
usados como suportes,para imobilizac@o de enzimas e proteinas
biologicamente ativas,como antigenns ¢ anticorpes.

Estes suportes com proteinas imobilizadas.sfo utiliza
dos em testes analiticos,para dosagem e identificacdo de cer-
tas substiincias,como hormoénies, toxinas, antigenos e anticorpos
presentes no sangue, na urina e em outros fluidoes do corpo hu
mano.

Testes Sorologicos sdo técnicas utilizadas para andli
se de compenentes do sangue, como antigenos ¢ anticorpos., que
tém grande importidncia no diagnéstico de inlmeras doengas cau
sadas por parasitas, virus, bactérias ou fungos.

Nos Testes Sorcldgicos ocoerrem reacgdes de anticorpes
ou antipenos presentes no soro sanguineo, com antigenos carac
teristicos do parasita, virus ou bactéria,ou anticorpos aspeci
ficos purificados, obtendo-se quase sempre.uma revelagdo vi-
sual desta reacdo.

Esta rev@lacioc & dada nos testes sorolOgicos cldssi-=

cos, pela aglutinacido de particulas mnos testes de Hemaglutina
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¢do; pela lise de hemdcias, nos testes de Fixacido de Complemen
to; pela fluorescencia de compostos formados, nos Testes de Imu
nofluoresceéncia; e nos testes ndo-convencionais, pela formagio
de compostos corades, nos testes imunoenzimaticos, e pela lei

tura de radiocatividade em radicimunoensaios.

Os Testes Imunoenzimiticos do tipo ELISA {Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay), descritos simultaneamente Dor
(73 {8)

Fngvall e Perlimann e Van Weemen ¢ Schuurs .oem 1871, e
os Testes Radioimunoldgicos introduzidos por Wide e Porath(6)
em 1966, que sao de desenvolvimento mais recente, mas ja muito
difundidos, trouxeram um grande pProgresso para o diagndéstico
soroldgico,

() Teste ELISA wutiliza na sua rotina anticorpos mar-
cados com enzima, normalmente a peroxidase,e o Radioimuncensaio
utiliza anticorpos ou antigenos marcados com isOtopos radio-

1251

ativos, principalmente .

Em geral, estes testes utilizam antigenos especificos
ou eventualmente anticorpos, imobilizados em suportes solidos
insoldveis em agua, denominados suportes "sensibilizados™ ou
imunosorventes.

Bstes imunosorventes quande incubados com o sore do
sangue de um paciente, reagem especificamente com elementos
presentes no soré% como anticorpos contra o antigeno imobiliza
do, ou seus componentes,

Esta reacio € entdo revelada, por uma nova incubaclo
com uma solucdo de um anti-anticorpo ou de um antigeno, marca

dos com um indicador (enzima ou isdtopo radicative).

No Teste ELISA procede-se a4 uma nova incubagdo  com



uma solugdo de substrato adequade a enzima, cuja reagdc propor

ciona o desenvolvimento de coloracace, de intensidade mensura-

vel por espectrofotometria., No Radioimunoensaio a radiocativi
dade do imunosorvente ¢ medida em contadores de radiacdo gama.

Pela grande sensibilidade, especificidade.ndo-subjeti
vidade na leitura dos resultados, ¢ adeguagio ao processamento
de grande nimero de soros, estes testes apresentam nitida  su-
perioridade sobre os testes sorolégicos cldssicos, tendendo a
substitui~los, em@muitos casos.

Os suportes mais utilizados atualmente na preparacaoc
de imunosorventes, pard uso em testes imunoenzimaticos do tipo
ELISA, sfo superficies de poliestireno no formato de cavidades
de¢ placas, tubos ou esferas.

Entretanto, a imobilizacdo de antigenos ou anticorpos
a essas superficies se da& por simples adsorgldo, O gue acarreta
as scguintes limitacdes de ordem pritica:

a) A instabilidade o fragilidade da ligagdo suporte-pro=-
teina, que nao permite a estocagem das placas sensibiliza
das por periodos longos, a ndo ser sob condigdes espe-
ciais;,

b} A dessorcaoe da proteina adscervida na nlaca, gue ocorre
durante as reacgdes sorologicas que compdem a rotina do tes~
te, diminuindo a reprodutibilidade e sensibilidade do
nmesmo;

¢) As diminutas quantidades de proteina que se consegue
adsorver ncstas superficies de poliestirens, que diminuemn

a sensihbiiidade do teste,



{32,33,54)

Conforme se ohserva na literatura , procura-

-se solucionar estes problemas, através da ligacdo covalente de

antigenos ou anticorpos aoc suporte sélido, na tentativa de im-
plementar a estabilidade do imunosorvente obtido, ou seja, da
tigaciao a proteing ao suporte ¢ de se ligar maiores quan
tidades de proteina,

Entretanto, muitos destes processos sao de diffcilexg
cugao, necessitando elevado controle das condicdes de reagao,
de alto custo ou de resultados pouco confiiveis.

Este trabalho originou exatamente de dificuldades en
contradas por pesqulsadores do Instituto de Medicina Tropical,
da Universidade Estadual de Sao Paulo-USP, na obtenclo de su-
portes s6lidos reativeos, que permitissem a ligagio covalentedo

antigeno do Trypanosoma cruzi, agente causador da Doenga de Cha

pas e responsavel pela infecgdo stual de 10 o 20 milhdes de
pessoas nas Américas.

0 imunosorvente preparado com estes suportes sodlidos
através da ligacdo covalente do antigeno, seria entfo usado na
rotina do Teste BELISA, que 3 se mostrara um eficiente método

de medida do anticorpo contra o Trypanosoma c¢ruzi, utilizando-

-se como suporte sOlido principalmente as placas de poliesti
Teng.

No Instituto de Medicina Tropical da USP - Laboratlrio
de Imunologia, tinham sido feitas varias tentativas para liga-
¢do covalente de antigenos a suportes 14 preparados.

Inicialmente avalicu-se um teste imunoenzimatico para
Doenca de Chagas, usando como imuncsorvente pequenas esfarasde

poliestirenc recobertas com acetate de celulose.oxidadas pelo



metaperiodato de sédiscl?). Em termos de estabilidade o pro-
blema fbi resolvido, mas foram ligadas apenas guantidades mui
to pequenas de antigeno, permitindo uma amplitude de reativida
de muito limitada.

Tentou-se tambénm a preparagac de outros suportes des-
s R -1 S . - ~
Critos na literatura para a imobilizacdo de enzimas, ba
seados na hidrdlise dcida de tecidos de poliamida {Nvlen 6,6),

para quebra de ligagdes peptidicas ~N-C- e liberagao de gru-
1t

i
H o )
pos funcionais reativos. A ligagio do antigeno da-se entao,

atraves de um reagente intermedidric, comumente o glutaralidel
do.

Na utilizacgao deste método, entretanto, ocorrem pro-~
blemas vrelativos ao controle da hidedlise dcida do Nylon, re
sultando na deterioracao do suporte, pela quebra das ligacles
das cadeias poliméricas, chegando % dissolugfio em casos extre
mos .

Foi também testado no Instituto de Medicina Tropical,
por solicitacdo da Organizagido Mundial da SalGde-0MS, um imuno
sorvente composto por fitas de Nylen com antigeno de Trypano-

soma ¢ruzi ligado covalentemente,come descrito por Marci-

par(ﬁz). 0s Testes ELISA realizados com este imunosorvente ti
veram entretanto,resultados comparaveis aos das esferas trata-
das com meta-periodato de sodio, ou seja, sem possibilidade de
uso em testes quantitativos, dada a limitada reatividade,

A partir destas dificuldades encontradas, formou~-se

uma associacao entre o Laboratdrio de Imunologia do Instituto

de Medicina Tropical,da USP e o Departamento de Engenharia Qui

mica, da Faculdade de Engenharia de Campinas,da UNICAMP, visan-



do o Jdesenvolvimento de um nove suporte reativoe, capaz de imo
bilizar.de preferéncia covalentemente proteinas em gran
de quantidade, fornecendo como produto um imunosorvente esta
vel, de alta reatividade, adequado para determinacdes quantita
tivas em Testes EilSA, com sensibilidade e  reprodutibilidade
semelhantes ou superiores as do Teste ELISA com placas de poli
estireno.(0 uso deste nove suporte deveria ainda proporcionar a
automagao do Teste ELISA, para poder ser usado em bancos de san
gue ¢ laboratdrios de rotina, gque exigem grande nimero de ani
lises, num curte periodo de tempo.

A produgao das proteinas como antigenos,anticor
pos, conjugados enzimdticos e radioatives,utilizadas nos estu-
dos realizados, bem como os testes imunoenzimiaticos e radioimu
noensaios de avaliacao do produto produzido, foram efetuados no
Instituto de Medicina Tropical e no Laboratdrio de Andlises e
Pesquisas Clinicas Gastlo Fleury $.C. Ltda.

0 novo suporte desenvolvido para a preparagac de imu
nosorventes & de baixo custe e de facil obtengdo,sendo compos
to por tecides sintétices recohertos por uma fina camada de re
sina polimerizada, apresentando grupes funcionails N-metilol
(N-CHZOH}, aptos a reagir através de reagido covalente,com gru
pos funcionais de protelnas (grupos amino e hidroxila).

Este tipo de suporte fol primeiramente descrito naljl

1 (103)

teratura por Bittencourt et a ., em 1983, constituindo en-

tio um produto original, e motivande o estudo sistemltico  dg

2o

senvelvido neste trabalho c<onjunto.
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2.1. Conceitos Basicos de Imunologia Necessfirios para a Com-

preensac das Interagdes Antigeno—ﬁnticcrpo que DCOTTEN

em Testes SorolGuicos

3
Nos testes para diaendstice soroldgico em Imunoclogia,

sdo utilizadas em todos os métodos de rotina,as interacdes que
ocorrem entre moléculas de proteina imunolégicamente ativas <o
mo antigenos,anticornos pu seus componentes.

Para uma boa compreensac dos conceitos utilizados nes
ses testes soroldgicos e das reacgoes neles envolvidas, € neces-
saria uma caracterizagdo eficiente dos tipes de moléculas que
se deseja identificar ou guantificar e das interagoes gue ocCor

rem entre elas,

2.1.1. A Telagao entre a Configuragdo Espacial e as Proprieda~
(1) |

des das Moléculas de Proteina

Proteinas sao macromoléculas formadas por sequéncias
particulares de residuos de aminoacidos, cuja conformagioc con-
fere & cada proteina um complexo formato tridimensional carac
teristico.

Um aminodcido pode ser representadc pela férmula ge-

ral:

4
11 f
g-~aminoacido

onde R representa uma entre mais de 20 cadeias laterais possi-

veis como se pode ver na Tabela 2.1,
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A maioria destes 20 tipos de aminoicidos podem ser
isolados atravEs da hidr8lise enzimitica, dcida ou hisica  de

proteinas. a quente.

cadeia proteica
i
, .

I‘ r

- CO =+ NI - Cif - CO - NH - ClI - €O - NH -
1 E
i

t

i
3 | | :

I{l 1{2 :
hidrdlise acida HC1 6N, 100°C, 16 horas
das ligacoes
peptidicas

HONCHCOOH HLNCHOOOH
2 | 2 %
B k2

formam~se 2 aminoicidoas

A hidrélise de proteinas demonstra que essas molécu-
las sao constituidas por residuos de aminodcides {ou seja ami~-
nodcidos menos uma welcécula de dgua), ligados entre si por 1i
gagoes peptidicas @0 — £ — N —

i |
0 i
apresentando a formula geral :
R
!
MH — CH — CO ~-

n
Uma cadeia proteica tipica contem uma sequéncia parti

cular de 100 a 1000 residuos de aminodcidos, que compoe sua

estrutura primaria . A conformagdo cspacial que esta sequen-

cla caracteristica confere & proteina determina por exemplo, a

sua capacidade imunoldgica ouw enzimitics,
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Esta conformagdao tridimensional resulta de interacdes
espaciais entre cadeias laterais R, de acordo com a flexibili-
dade, carga e outras propriedades das mesmas.

Para exemplificar a estrutura primaria de uma protefl

na, mostra-se na Figura 2.1 a enzima ribhonuclease,cuja  cadeia
proteica contem 124 residuos de aminodcidos,tomados entre o8
usnais 20 tipos expostos na Tabeln 2,1,

Pode-s5¢ ver na Figura 2.1 ,que a ribonuclease apresen
ta em sua sequéncia caracteristica 4 residuos do aminocacido
cistina, formados cada um deles por 2 residuos de cisteina, 1i
gados entre si por pontes dissulfidicas {(+§ — $-). Como entre
tanto cada um dos residuos de cisteina esta localizado numa
posigdo determinada da cadeila, estas ligacgoes dissulfidicas
promovem o dobramento da cadeia e a estabilizagdo de sua con

formagao tridimensional,
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Figura 2.l- Sequéncia Residuos de Aminoficidos da Molécula da

()

Ribonuclease {Para as abreviagdes ver Tabela 2.1

S4oc ligacfes intra-moleculares que cenferem 3 molécula

sud estrutura secundaria.



A conformagao espacial que € a representacio da estru-

tura secundéria de uma cadeia proteica, pode ser observada na

Figura 2.2, que apresenta a estrutura tridimensional da protef
na quimotripsina, obtida por t€cnicas cristalogrificas , usando

Rato-X |

ﬁ‘i.

- Histidine

N

Figuruz,Z2- Estrutura Tridimensional da Quimotripsina, com

> A (D

resolugao de

Proteinas podem conter mais de uma cadeia proteica ,
ligadas entre si por pontes dissulfidicas estabelecidas entre.

2 residues de cisteina, formando a chamada estrutura terniria.

Finalmente moléculas de proteina podem formar agrega-
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dos come  dimeros , pentameros, etc,, através de ligagoes in-
termoleculares entre certos residucs de amincicidos, desde que
ndo facam parte do sitio ativo da molécula, no caso de uma en-
zima, ou de uma imunoproteina (anticorpe ou antigeno). Esta

€ a2 estrutura yuarteniaria,

A maioria dos residuos de aminoacidos que complem  a
molécula proteica,nio estio envolvides no seu sitio ative, que
se constitui de no mixime Z0 residues para enzimas especificas
para substratos poliméricos.

0 papel dos residuos nido envolvidos no sitio ativo, &
a determinagdo da conformagao espacial da melécula e especial-
mente do formato e orientacao dos residuos que complem o sitio
ativo.

Os residuos de aminoacidos que constituem o sitio ati
VO ,nao estao necessariamente lado a lade ou mesme proximos uns
dos outros,na sequencia da estrutura primiria da proteina. A
cadeia proteica tem a tendéncia de dobrar-se sobre si mesma,de
tal modo que os residuos hidrofilicos permanegam na superficie
da estrutura globular, a fim de facilitar a solubilidade da mo
l1écula enm snlﬁenté% aquosos. FE este dobramento especifico da
cadeia proteica que proporciona uma aproximagao suficiente de
determinados residuos que comporao o sitie ative, determinando
a sua especificidade em relagao a um substrato (enzima) ou a
uma outra molécula com atividade imunoldgica {p.e. anticorpo).

Os residuos de aminodcidos hidrofShicos que  complem
o interior da estrutura.tridimensional da mol&cula, também exer
cem importante papel na manutengao desta estrutura, j& que pro

movem ligu¢goes intra~moleculares.
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Z.1.2. As Caracteristicas Pstruturals dos Anticenos e suas

Propriedades (4, 3)

Antigenos sac substancias quimicas externas dum orga-
nisme, que quando nele introduzidas, s3c reconhecidas por 6512-
las especiais encarregadas da wmanutengio do organismo como ele
e

stas substancias ou células estranhas ao organismo
apresentam estruturas novas que correspondem a determinado tre
cho ou lugar da mp}écula, que sensibilizam fundamentalmente
dois tipos de célula : os linfbcitos B e os linfdcitos T.

Uma vez sensibilizados ,os linfécitos B se diferenciam
em plasmocitos e iniciam uma sintese intensa de anticorpos ca-
pazes de.reagir especificamente com a parte da molécula estra
nha, chamada de determinante antigénice. Mas para ocorrer es-
sa diferenciaglo & necessaria a cooperagac do linfdcito T,que
conforme evidéncias regula essa producio de anticorpos.

Antigenos, em sua grande maieria,zsﬁa protéinas sim-
ples ou ligadas a lipideos ou carboidratos. Em ndmeroe muito

menor aparccem alguns polissacarideos.

Antigenos sio portanto, substincias de elevado Peso
molecular, embora sejam conhecidas certas substancias de baixo
peso molecular, que sob certas condig¢oes,sao capazes de indu-
zir imunizacio e produzir reacdes imunclbgicas.

Um antigeno € operacionalmente definido pela apresen
tagao de 2 caracteristicas fundamentais

a) Imuncgenicidade: & a capacidade de induzir a resposta

imune, ou seja,a formagido de anticorpos contra aquele

antigeno;
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b} Antigenicidade : & a capacidade de reagir especificamen
te com os anticorpos produzides por seu estimule, ou se
ja.é a propriedade que possui a molécula de antigeno de
se¢ adaptar tridimensionalmente 3 molécula de anticorpo,

reaginde especificamente,

Nos estudos inicliais em Imunologia, a maioria dos an-
tfgenos estudados eram particuladeos, tais como bactérias ou cé
lulas sanguineas.

0 uso fez com que seja corrente cha@ar~se de antigeno
a0s proprios microorganismos ou células, séps produtos metabd-
licos como por exemplo toxinas ou seus exttaﬁhs. Na verdade
trata-se de uma impropriedade, j8 que sio miﬁturas compliexas de
antigenos e devem ser chamados mais adequadamente de mosaicos
antigenicos.

Nem todas as substancias capazes de reagir com anti-
corpos, demonstrando antigenicidade, sae capazes de induzir a
formacguao de anticorpos ou seja nio sao imunogénicas.

Virios polissacarideos bacteriancs guando purificados
nao apresentam imunogenicidade, mas quando inoculados na forma
natural, associades a bactérias, induzem a formagzo de grandes
quantidades de anticorpos, que reagem especificamente com 0 po
lissacarideo purificado. A purificagao asnula a imunogenicida-
de do polissacarideo.mas ndo sua antigenicidade,

Substancias c¢omo esta, que s$O induzem resposta imune
quando conjugadas com outras substancias sao denominadas Hapte
nos.

Funcionam como haptenos nio sé substiancias t3e  com-

plexas, mas tambEm varias substancias de balxo peso molecular

¥
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¢ de estrutura multo simples, conjugadas guimicamente 3 pretei
nas.

Anticorpos sintetizados como resposta a presenca des-
tes conjugados reagem nae apenas com ¢ conjugado original (pro
teinas-hapreno), mas também <com conjoeados do mesmo hapleno com
sutras protélinas e mesmo com o hapteno isolado.

A dewmonstracio de que anticorpos evam formados contra
estruturas quimicas pequenas ¢ bem definidas, os haptenos, ar
vificialmente Introduzidas na molécula do antigeno, permitiu a
conclusio de que anticorpos contra antigenos naturals tinham
também sua especificidade dirigida contra trechos pequenos e
simples da molcécula do antigeno. Estes trechos especiais ., com

08 quais os anticorpos se combinam sio chamados de Determinan-

tes Antigénicos, que em proteinas naturals devem conter de 4 4

6 residuos de aminodcidos apenas, ou seja, complem diminutas
fracdes do volume total da molécula.

Através de experimentos realizados  por Kapat'3) .
ficou estabelecido gue o tamanho maximo do sitio de combinacao
do anticorpo {"cavidade"} ¢ de 7Tx14x34 i, que ¢ ¢ tamanho apro
ximado do determinante contendo 5 ou 6 rvesiduos.

Um antigenc proteicoe pode ter suz configuragao espa-
cial representada por uma hélice enrolada sobre si mesma, man
tida fixa através de pontes de hidrogenio, pontes dissulfidi-
cas e ligagdes iGnicas estabelecidas entre os residuos de ami
nodcido,que formam sua estrutura primiria.

As porgdes da macromolécula que usualmente funcionam
como determinantes antigénicos,sao aguelas que se projetam pa

ra o exterior do corpo central da estrutura glebular tridimen~
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sional, tais como residuos terminais, &ngulos ou quinas, que
mais facilmente podem ser atingidas pelos linfdocitos B ¢ T, com
0s quais vao se interrelacionar,

0s restos de aminoacidos que ficam na parte interior
do emaranhado helicoidal dobrade sobre si mesmo (estrutura se
cunddaria), que constitui a molécula de antigeno.ndo poderdo par
ticipar de determinantes antigénicos.pois nfio serdo acessiveis.

Portanto, as propriedades de imunogenicidade e antigeni-
cidade de proteinas naturais dependem muitolmais da configura
cac espacial fixa assumida pela molcégula, do que da sequéncia
de aminofcidos que a compoe.

A importincia da configuracio espacial fica demonstra
da,pelo fato de que a molécula de antigene nfo reage mails conm
o anticorpe cuja producae induziu, quando ela € denaturada por
calor ou reagentes quimicos, ocorrendo o desenrolamento da ca
deia da proteina.

A configuraclo espacial do antigeno determina também
a maior ou menor acessibilidade do determinante antigenico ,tan
to para induzir a sintese de anticorpos, como para reagir pos-
teriormente com eles.

E tambeém aceitoc que o aumento do peso molecular da
molécula de antigeno, que apresenta entdo uma estrutura tridi-
mensional mais complexa, favorega a ocorréncia de maior nimero
de determinantes antigeénicos e portanto, aumente a sua imunoge

nicidade.
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201030 As Caracteristicas Estruturais dos Anticorpos © suds

A,
. . 2.35)
VTOpTIGd&dCSL

Anticorpos sio proteinas solliveis encontradas.no 50TD
sanguinco Jde animais, sintetizadas & partir do estimulo da pre
sencga de um ﬂntfgégo no organismo,

A produgdo de anticorpos,que teém a propriedade de rea
gir especificamente com o0s antigenos neutralizando-os, & reali
zada por células sanguineas chamadas linfdcitos B (linfécitos
imunocompetentes), que apods a identificacio do antigeno se di-
ferenciam em plismocitos ¢ iniciam o sinte#e. Entretanto, pa
ra que a identificacde e sintese ocorram, & necessaria a coope
ragio dos linfocitos T.

A separacfio das proteinas do soro sanguineo por ele-
troforese (mobilidade em campo elétrico) resulta em 5 fracdes
principais: a albumina (A) e as globulinas designadas por ®q s
Cﬁz,ge“{,

Quando se faz um estudo eletroforético de um sSoOro Com
alta concentracao de anticorpos (soro hiperimune) verifica-se
um elevado pivo de gamaglobulina (y), que é a proteina
mais lenta, por ser a menos carregada eletricamente. Reagindo-
-3¢ @ste soro com o antigeno que estimulou a producgdo destes
anticorpos, separando-se o precipitado formado: antigeno-anti
corpo {Ag-Ac) ¢ realizando-se uma nova eletroforese, verifica-
-se um pice normal para a gamaglobulina (Figura 2,3},

Mostra-se desta maneira que os anticorpos sdo molécu
las da familia das gamaglobulinas., As gamaglobulinas apresen-

tam entretanto diferengas entre si, tendo ainda side identifi



cadas duas outras globulinas distintas das gamaglobulinas, que

também exihem atividade de anticorpo.

HOHED ¢ Ag e An-Ap

Antes da reacio com antigeng Pepois da reacao

’1 L
especifico

Fipura 2.3. Sepuragio de Proteinas de um Soro Hiperimune por

elctrofareﬁc(g)

Reallizando-se a sedimentag¢ao por ultracentrifugagao
de anticorpos purificados,verifica-se gque certos anticorpos se
dimentam-se rapidamente, apresentando peso molecular aproxima-
do de 900000 e constante de sedimentagao de 1% Svedberg e ou
tros anticorpos exibem peso molecular aproximado de 160000 &
constante de sedimentacgao de 7 Svedberg.

0 anticorpo pode entdo sercaracterizado pela sua mobi
lidade em campo elétrico e sua constante de sedimentacio, além
das suas propriedades imunologicas especificas,como a neutrali
sacio de toxinas ou aglutinacfio de hemicias.

A Organizacdo Mundial da Saide {OMS), adotou a designa
cio genérica de imuneglobulinas,para todas as classes de pro-
teina que apresentem atividade de anticorpo ou tenham a  mesma
estrutura basica da molécula de anticorpo. As c¢inco classes de
imunoglobulinas humanas.conhecidas até hoje sao denominadas:

[gG, TgA, IgM, Igh e IgB.



2,1.3.1. Estrutura Basica da Molédcula de Anticopgg

Em vivtude da 1gG ser a Imuncglobulina de maior con-
centragdo no soro sanpguineo, portanto mais facil de ser obtida,
fol a primeira a teor suax estrotars ostudado,

- (2.3 . ..

Porter ¢ BEildeman®™> \ entre 1959 o 1962, reali-
zaram pesquisas basicas que conduzirvam a um modelo da molécula
de Ig@ que hoje € admitido como a unidade estrutural basica de

todas as classes de imunoglobulinas (Figura 2.4):
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Figura 2.4- Estrutura Bsica da Molécula de IgG



a) 2 subunidades chamadas cadeias pesadas - H (do inglés heavy)
com peso molecular variando entre 50000 e 75000, dependendo
da classc a que pertence o anticorpo. As cadeias pesadas
san unidas covalentemente, por pontes dissulfidicas na re-

—

nrac das dobradicas ¢ por forcas hidrofdhicas

B} 2 subunidades chamadas cadeias leves - L {do ingles light)

com peso molecular em torne de 25000, Cada cadeia leve €
unida a cada uma das cadeias pesuadas, por sua extremidade

C - terminal, através de uma ponte sulfidica, estabelecidaen
tre um resto cistelinico da cadeia leve e outro da cadeia pe
sada.

As cinco classes de imunoglobulinas humanas até agora
conhecidas difercm-se, entre si na scquencia de aminoacidos da
cadeia pesada, sendo as cadeias leves ilguails para todas, embo-
ra haja 2 tipos de cadeia leve, com diferentes segquencias de
aminodcidos: K o A,

¥ . .

As cadeias pesadas especificas para cada classse 5ao
designandas pelas letras gregas: o, ¥, U, §d ¢ & e denominam
as imunoglobulinas: fgA, TgG, IgM, Igh e Igh,

Cada uma das cadeilas, leve ou pesada, possuil uma por-
¢o aminoterminal (-NH,)} e a oposta ¢ carboxiterminal (-COCH}.

Cada molécula de anticorpo possul 2 sitios de combina

cio especificos para o determinante antigénico gque induziu a

sua sintese. Os sitios combinatorics se localizam nas porgoes
~Nily ~terminais das cadelas leve e pesada e por isso a sequén-
cia de aminoacidos destas porgGes ¢ altamente varidvel e espe
cifica para cada antigeno.

A regiao das cadeias pesadas chamada regiao das dobra
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digas € altamente rica em prolina e por isso muito flexivel,
permitindo que os I sities combinatdrios afastem-se umdo outro
para poderem ligar-se a determinantes distantes na mesma molé-
cula antigenica ou em diferentes moldéculas, como se pode ver

na Figura 2.5,

& 8 [

Figura 2.5 - Flexibilidade da regifio das dobradigas(a}. IgG 11
vre, com sitios combinatSrios préximes (A), Igg
combinada com determinantes afastados (B} e com
maximo afastamento, 180°(()

2.1.3.2. Caracteristicas e Propriedades Principais das Imuno-
(Z2,3)

giobulinas Humanas

2.1.3.2,1., Imunoglobulina G (IgG)

A 1g6 @ constituida de 1328 moléculas de aminoacidos,
cada cadeia pesada - H,contende 446 residuos de aminoicidos e
cada cadeia leve -1, 214.

E a imunoglobulina que ocorre em maior concentragao
no sero humano (1240 % 270 mg/100 mi,em condigdes normaisy. E
o unico anticorpo humano que atravessa a placenta. Atua na for
ma monomérica, isto €, nao forma aglomerados ¢ sou peso mclecg
lar € de 160000.

Existem 4¥subclasses de IgG humana, denominadas I1gGl,

IpG2, IgG3 e 1gG4 que correspondem a 70%, 16%, 10% e 4% do to-



tal,.respectivaments, As suhclasses diferenciam-se pelo nimery
i

de pontes dissulfidicas [-$-S-} entre as cadelas pesadas exise
tentes na regldo da dobradicga: 2 para TgGl e IgGd, 4 para ToG2
e 5 para IgG3, por certas propriedades e pequenas variagbes de
sequencia de aminoacidos entre as 4 subclasses.

Ao microscopico eletrdnice as moléculas de lgGse apre
sentam como cilindros de Z50 a 270 R de comprimento,por 35 a
40 X de eixo menor(d}.
A composicdo em aminoacidos da lgG humana pode ser

observada na Tabela 2.2.

(4)

Tabela 2.2 - Composigac da IgG humana

aminodcido g aminodcido aminodcice | &.aminoadcide

100g proteina 100g proteina
Lisina 7,06 Alanina 3,29
Histidina 2,44 Valina 7,92
Arginina 4,032 Metionina 0,93
Acido Aspartico 7,77 Isoleucina 2,16
Teonina 7,04 Leucina 7,440
Serina 9,13 Tirosina 5,78
Acido Glutidmico 11,18 Fenilalunina 4,07
Protina | 6,40 Cisteina 2,07
:licina 3,37 Triptofano 2,03
Carboidrato 2,87
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2.1.3.2.2, imuusoglobuling A {1gA)

No soro e secregdes exdcrinas (saliva, lagrima, flui-
do nasal, etc.] a I'gA existe na forma monomérica, apresentando
peso molecular ao redor de 160000, Pode no entanto formar poe
1imeros com 2, 3 ou 4 moléculas ligadas entre si pPaT uma ca-
deia peptidica de peso molecular 15000, chamada pega J (Junction
Piece}., tendo portanto os dimeros peso molecular de 360000 e
constantes de sedimentagio variando de ¥ a 13 % Svedberg,

A lgA estd presente no fluido que reveste todas as mu
cosas dos tratos respiratério, gastro-entérico e urindrio e du
rante a infecgao destas mucosas verifica-se um grande aumento
do teor deste anticorpo nos fluidos gue irrigam esta dreae por
tanto também no sangue.

Existem 2 subclasses de IgA, IgAl e IgA2, nas propor-

¢des de 80 e 20% no soro e 50 e 50% nas secrecdes. A IgAl
Tem 3 pontes ~5-5- entre  as% cadelas leves e pesadas (1

entre as pesadas e 1 entre a cadeia pesada ¢ cada uma das le-
ves} e a IgAZ apresenta apenas 2 pontes sulfidicas (1 entre as
duas cadeias pesadas e 1 entre as duas cadeias leves. As ca~-
deias leves e pesudus se manténm uﬁidas apenas por forgas hi-

droféhicas).

2.1.3.2.3, Imunoglobulina M (1gM)

£ encontrada principalmente na forma de pentamero, com
pesc molecular 900000 e constante de sedimentagao de 1% 8. Sao
cinco unidades monoméricas de peso molecular 180000 '_teunidas

pelas 2 porgles carhoxi-terminais das cadeias pesadas , que



ficam cspagadas entre si e lipadas pela pega J formando um dis
co central (Figura 2.6).
Sua valéncia ¢ dada pelo niOmero de sitios de combina-

¢d&o que podem combinar-se com determinantes antigénicos, que

[¥ 2}

normalmente ¢ 5, j4 que quando um dos 2 sitios NH,~ terminais de
cada molecula de IgM, se combina com uma wacromolecula de an
tigeno ,0 outro fica impedido estericamente, resultande na pen
tavalencia.

Apés a infeccgio primiria com virus de rubéola, a quan
tidade de anticorpo lgM sumenta rapidamente, atinge o pico du-
rante a sepgunda scmana © mantém-sc as vezes detectivel por pe
riodos <de atd 5 scmanas.

Por consa dJdo apargcimento transiente da IgM e sua au-
séncia em casos de reexposicde, a deteccdo de IgM & de srande
ajuda no diagndstgco de infecgdo primidria de rubéola e subse-

quente acompanhamento do paciente.

\ N capcela o B 48 M

Figura 2.6 - Representacgao planarado pentamero IgM(S)



Z.31.5.2.4, Imunoglebulina D {{gh)

Existe em pequenas quantidades no soro de individuos
normais: 35 we/100 ml, sendo dificil de se detectar. As cadeias
i da Igh tém peso molecular 70000 ¢ sdc ligadas entre si  ape-

e
nas por 1 ponte dissulfidica. Tem pesc molecular de 185000,

2.1.3.2.5. Imunoglobulina E (IgE)

Sua concentraglo em s0ros normails € infima, porém em

pacientes com doengas alérgicas, dermatites e quadros ceorrela

" «

tos, apresenta nivesl

in

de 15 ug/ml,  Tem peso molecular 185000,
por causa das cadeias H (<) possuirem um peso molecular de 70000
¢ nao de 50000 como a IgA ¢ a lgG, devide a existencia de . uma
4% regido ou dominio (CH,; - constante) que niao existe na 1gG ,
além de alto teor de carboidrato.

7
Z2.1.4, A Interacgao Antfgeno—AnticorpG(itﬂ

A peculiaridade que caracteriza este tipo de interagao
¢ a especificidade.

As células imunocompetentes sintetizam o anticorpo sob
influencia de caracteristicas estrutursis do antigeno, ou seija
a sequéncia de aminofcidos do sitio de combinagfo do anticorpo
tem a configuragdo espacial mais adequada, de modo a complemen
tar a configuragio do grupo determinante do antigeno.

Por isso.a capacidade discriminadora do anticorpo &
compardvel & das enzimas. A simples mudanca de um &tomo de hi

drogénio oude uma hidroxila na molécula antigénica pode afetar
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profundnmente a sun capacidade de interagir com anticorpos sin
tetizados s0b seu estimulo.

Esta discriminagao € explicada pelo fato de que a 1in
teracgdo antigeno-anticorpo se di por forgas intermoleculares
ndpo~-covalentes, que $6 & distancias inferiores a § R se exer-
cem eficazmente.

Assim a perfeicao do encaixe depende da complementarie
dade espacial de suas estruturas. Quanto maior ela for, maior
€ a drea de contato e maior & a afinidade da combinacdo.

Entretanteo, quando anticorpos siao sintetizados pela
populacido das células imunocompetentes, ainda que em resposta
a um Gnico determinante, pequenas diferencgas entre as molécu-
las de anticorpos ocorrem, pois cada c€lula responde de modo
peculiar ao estimulo recebido. Disto resultam propriedades 1i
geiramente diferentes entre os anticorpos sintetizados, espe-
cialmente no que se refere & afinidade para com o grupo de
terminante do antigeno. :

Portanto, quando se fala de uma propriedade do anti-
corpo em relacgiio a um determinante especifice, fala-se da pro
priedade média das populagdes de anticorpos.

Considerando-se que os antigenos naturais sfo consti
tuidos por diferentes determinantes, a variabilidade de compor-
tamento dasmoléculas de anticorpos especificos para estes anti
genos,poderd ser significativa.

Além de reagir com antigenos que induziram a sua for-
Magio, 0s anticorpcscunptém pouca afinidade também reagem Com
outros antigenos estruturalmente semelhantes, ainda que com pe

quena intensidade. Estas reac¢Oes san denominadas Reagdes Cru-




tificacd3o de certos antigenos ou anticorpos.

O antigeno original que induz a formagio de determina
do anticorpo ¢ chamado homSlogo e os antigenos de reagdes cru-
zadas sdo chamados heterdlogos. :

Pode-se exemplificar o fenomeno da Reacgado Cruzadaatra
ves de uma fechadura com muitas reentridncias e saliencias re-
presentando o anticorpo, que so abre com uma determinada cha

ve: o antigeno, e uma fechadura com pequena gspecificidade (pe

gquena afinidade) que pode-se abrir com varias chaves {Figura
2.7%.
L R
e : ' : Figura 2.7 - Esquema representando
:snvsnv:¢n§§<n a especificidade da molécula de an
DETERMINANTES ticorpo e o fendmeno da Reagdo Cru
ARTIGENICOS , ada( 5) )

1 - Fechadura (anticorpo) com Vva-
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bastando que a chave apresente
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As forgas que atuam na interacao antigeno - anticorpo
sdo de natureza fisica, nde havendo ligacdo covalente, mas a§e~
nas adsorgao. Embora as forgas sejam fracas, proporcionam em
conjunto, complexos relativamente estiveis.

As cadeias laterais das moléculas de anticorpo e anti
geno quando em meio aéuoso. tendem~se a se aproximar por for-
¢as hidrofdébicas provocando colisdes.

Apos a aproximagdo das moléculas, comegam a atuar for
gas coulombicas entre grupos ionizados ~NH ¢ ¥ ou —CO0 " das
cadeias laterais das moleéculas de antigeno e anticorpo. A me
dida que se aproximam as moléculas, outros grupos mais fraca-
mente ionizados também comegam a agir, As forcas couldmbicas
sdo proporcionais ac quadrado da distincia.

Essa maior aproximagaoc possibilita a formagao de gran
de nimero de pontes de hidrogénio.entre as ligacdes peptidicas,

A uma aproximagac da ordem de 3 R comegam a atuar as
chamadas Forgas de Van de Waals, resultantes da atragdo do ni

cleo de um Ftomo sobre os eletrons de outro ALOmMo.

2.2. Revisfo dos Testes Soroldgicos (lassicos Utilizados para

a Identificacio e Quantificacio de Antigenos e Anticor-

908{2‘3)

Testes laboratoriais para identificagio e quantifica-
cdo de antigenos, anticorpos ou de seus componentes presentes
no soro sanguinec sdo de importancia fundamental, juntamente
com o diagnbstico clinico, para o diagndstico final & = seguro
de inlmeras doengys causadas por bactérias, parasitas, virus e

outras causas, sendo muitas vezes o Gnico meio de diagndstico.



BEstes testes soroldgicos servem nio apenas como suporte para
diagnostico, como também para triagem de doadores de sangue ¢
estudos epidemologicos.

Os testey sorologicos de rotina em laboratdrios, se
baseiam na reagﬁo'especifica que 0corre entre o antigenc de de
terminada doenga e o seu anticorpo especifico, cuja presenga no
soro sanguineo em determinados niveis.,é indicada pela positivi
dade ou negatividade do teste.

Nos Testes Soroldgicos Classicos a visualizagdo desta
interagdo antigeno~anticorpo se dd através da aglutinagio de
células portadoras de antigenos superficiais por anticorpos es
pecificos (Hemaglutinagdo), por anticorpos marcados com subs-
tancias fluorescentes (Imunofluorescencial, por anticorpos fi
xadores de complemento {Reagdo de Fixagfo de Complemento} e ou
tros.

A intensidade das reagdes sorocldgicas € geralmente ava
liada pelo "Titule™, ou seja, pela diluigao de soro em gque Se
observa determinado efeito,sob certas condigdes experimentals.

PFor exemplo, analisando-se am 20rvo, en virias dilui-
coes, quanto 3 sua capacidade de produzir aglutinagdo, se a
aglutinagdo ocorrer ateé a diluicdo de 1:640 (1 parte de soro @
640 partes de diluente}, diz-se gue 0 s0ro possul titulo de 640.

Ao se comparar titulos de vidrios soros deve-se faze-
-1o usando a mesma técnica de dosagem, 0s mesmos reagentes, in
cluindo reagentes de referencia (soros, antigenos, etc.) padro

nizados.
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2.2.1, Teste SorolGgico de Hemaglutinagio Passiva

A aglutinacdo € a formacao de agregados de células
{hemdcias) ou particulas inertes (coleides, bentonita, latex),
na superficie das quais estidoc fixadas moléculas de antigeno na
turais {aglutinacao dirveta ou natural) ou artificialmente in-
troduzidos (aglutinacado indireta ou passiva). 0s agregadoes sdo
formados por pontes moleculares de anticorpos especificos pre-
sentes no soro., Cada anticorpo se combina com duas moléculas
de antigeno sitvadas em células ou particulas diferentes (Fi-

gura 2.8}. bt

Figura 2,8 - Aglutinacido de células por anticorpos dirigidos

(3}

contra determinantes da superficie celular

Quando se utiliza hemicias (glébulos vermelhos ou en-
trocitos} para fixar antigenos d superficie, tornando-as aglu
tindveis em presencga de anticorpos especificos, da-se o  nome

de Hemaglutinacdo Passiva.

As hemacias mais utilizadas sfc as de carneio & as hu
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manas, nas quals pode~se ligar antigenos covalentemente ou ndo,
com boa reprodutividade. Alénm disso,podem ser armazenadas por
longos periodos apds a fixagdo do antigeno.

A técnica da hemaglutinaciio passiva & realizada prin-
cipalmente em placas de poliestirenc com cavidades ou pogos de
pequenc volume (100 ul}, nos quais se coloca uma série de di-
luigdes sucessivas do sorTo a testar e uma dose sempre constan
te de suspensao de hemacias, ou seja, do antigeno nelas fixado
(Figura 2.9). Incuba-se d@ temperatura e tempo de reacio ade-
quados e faz-se a leitura. -

L%
ra

DiLyICDES

SOR0%

Figura 2.9 = Hemaglutinagﬁd em Placas de Microtitulagﬁs£23

Nas cavidades onde ndo hid hemaglutinagfo, as hemacias
sedimentam-se ne fundo e naquelas em que ¢ anticorpo presente
for suficiente, as hemacias se aglutinam formando um Tevesti-

mento da cavidade, {Figura 2.10). "



PERFiL VISTA DE CIMA
A
TAPETE Df
HEMACIAS
AGLUTINADAS
8

BOTAD DE
HEMACIAS

Figura 2.10 - Reacio positiva (A) e Heacao negativa (B) de He~

maglutinacao, em uma pilaca de micrctitulagiocs)-

De acordo com O aspecto do sedimento, o resultado é
interpretado: (~) para reac¢oes negativas quando se forma um bo
tdo de hemacias no fundo da cavidade, (+4) para reagdes alta-
mente positivas,quando quase toda cavidade & revestida por um
tapete de hemfcias aglutinadas e (+3), (+2) ¢ (+1) para aspec
tos intermediarios.

A hemaglutinacac apresenta alta sensibilidade, conse
guindoe detectar guantidades de anticorpo da ordem de 0,03 ug,
grande rapidez de leitura.mas tem como inconveniente uma gran
de subjetividade de leitura do resultado, que confere-lhe uma
precisido inferior a 50%, impedindo gue seja quantitativa.

£ aplicada entretanto a muitos antigenos soldveéis,

proteicos, polissacarideos, bacterianos, viriais e outros.



2.2.2. Teste Soroldgico de Imunofluorescencia

A reagido Antigenc-Anticorpe pode tornar-se visivel ao
microscopio, quando uma destas moléculas estd marcads com subs-
tancias chamadas fluorocromes, que tom a capacidade de absor-
ver energia luminosa, armazenid-la por um curto espago de tempo

9 - ""? - N -, -
a 1¢ segundos) e em seguida emiti-la sob a forma de uma

(10~
radiacao de comprimento de onda maior. 0s flurocromos mais usa
dos sdo a fluoresceina e a lisamina-rodamina B,

A fluorescencia,que € propricdade destas moléculas , &
devida & absorclo da energia dos fétons de uma lur emitida na
regigao do espectro de absorcgdo destas substincias, por eletrons
de Srbitas perifGricas que passam a ocupar orbitas de  energia
ainda maior, levande a molécula a um estade de excitabilidade
de durag@o extremamente curta. 08 elétrons voltam entldo as or
bitas anteriores,através da emissdo de radiagdes luminosas de
maior comprimente?%e onda observaveis ac microscépio, desde
que se utilize filtros para barrar emissdes de menor comprimen
to de onda.

Na preparacio dos conjugados: anticorpe - ou antigeno-
~fluorocromo sdo utilizados isotiocianatos,que se ligam facil
mente As proteinas através do grupo amino ~NH,,da lisina (Figu-

FLUORESCETNA ISOTIOCIA-
iNﬁ{l‘G 1
i
|

N e 0 4N - PROTETNA

ra 2.11). HO

!
{
!
!
|
!
1

iy
s ! H
y—
O
Figura 2.11 - Conjugado Proteina-isoticcianate de fluorescel-

e
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A técnica da imunofluorescéncia indireta ou de dupla
camada ¢ mais usada. Sobre antigeno fixado & laminas se colo-
ca soro a varias diluigoes.

Apos a formagao do complexo Antigeno-Anticorpe, lava-
~5¢ @& lamina para retirada de protelnas nio reagidas e trata-
-se a lamina com uma solugac de anticorpo marcade ({(anti-imunoglo

bulina produzida em animais , marcada com o filuorocromo), que

¢ especifico ao anticorpo do complexo Antigeno-Anticorpe forma

ANTICORPO
WA
MARCADD

=
e P ANTIGAMAGLOBULINA
FLUORESCENTE

Figura 2.12 ~ Imunofluorescéncia indireta ou de dupla cama-
da(zj

Existe aysubjetividade de interpretagdo do resultado
da reagio ao micrbsc&pio, mas fazendo-se diluigOes sucessivas
do soro, a técnica pode ser semi-quantitativa.

Usa-se esta técnica na éesquisa de anticorpos para
diagnlstico de Toxoplasmose, Sffilis, Esquistossomose, Leptos-
pirose, Doenga de Chagas, etc.

Com esta técnica diferentes tipos de anticorpos do so
ro podem ser pesquisades , pois @ especificldade do conjugado
fluorescente ¢ dirigida ao anticorpoe. Usando~-se . anticorpos
fluorescentes especificos para cada classe de inumoglobulina:

TG, 1gA, IgM, Igh ou IgB, pode-seg identificar a classe de an-
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ticorpo que se ligou aoc antigeno. Em determinadas fases de uma
infecgdo,esta informacgio pode ser importante como na Rubedlaou

Toxoplasmose.,

2.2.50 Teste Sorologico de Fixacae de Complemento

S0 denominadas c¢omo Complemento onze proteinas do S50
ro sanguineo, que apés a formagde de um complexo Antfgeno-Anti
corpe, podem se fixar ao anticorpo.

Se microorganismos celulares invadem um organisme imu
ne, antigenos superficiais das cé€lulas =do reconhecidos pelos
anticorpos presentes, havendo a formacgido do complexo antigeno-
anticorpo. A fixac¢ao de um complemento ao anticorpe de comple
x0 causa a lesao celular destes microorganismos invasores.

Somente o0$ anticorpos humanos IgM, IgGl e 1gG3 sdo
bons fixadores de complemento, mas todos antigenos podem for-
mar com estes anticorpos, complexos Antigeno-Anticorpe fixado
res de complemento.

As hemicias oucritrdcitos gquando sofrem lesdo celular
{hem@lise) 1iber§h hemoglobina. VPode-se medir facilmente a
intensidade desta hemOlise através da medida da hemoglobina
liberada,em um espectrofotometro.

Por essa faéilidade com gue se pode quantificar a ex-
tensdo da hemdlise, o sistema Hemdcia-Anticorpo € o sistema
revelador padrao das reagdbes de Fixagao de Complemento.

Antigenos podem ser facil e reprodutivelmente ligados
artificialmente 2 hemﬁcias. 0 contato destas hemfcias com an-
ticorpos especificos para estes antigenos, em presenca de conm

plemento, determina a formacglo do complexo Antigeno-Anticeorpo,



a fixagio do complemento ¢ a hemdlise das hemdcias,
Para se evitar esta etapa de conjugagdo artificial de
antigenos 1 hemicias, pode ser wsado como sistema revelador ou

indicador-padrio da reagio de fixugido de complemento, hemicias

de carneiro conjugadas @ um anticorpo denominado hemolisina
que € sintetizado em ¢oelhos,pelo estimulo de componentes da
superficie da hemdcia de carneiro (Anticorpe Anti-hemacia).

Deste modo 0 sistema contendo cinco componentes: anti
geno, anticorpo, complemento, hemicia e hem&lisina, permite
quantificar anticorpes ou antigenos presentés no soro, quando
se tem perfeitamente padronizados os demaié elementos.

Quando se deseja conhecer a concenfragéc de determina
do anticorpo de um soro {teste quantitativoe), faz-se uma dilui
cio em série deste soro (a proxima sempre o dobro da nltima)
¢ adiciona-se a cada diluigdo uma guantidade fixa do antigeno
correspondente ¢ uma guantidade conhecida e fixa de complemen-
to. Faz-se a incubagdo por 2 horas a 1°c, para a formagdoc do
complexo Antigeno-Anticorpo-Complemento,

Adiciona-se entdac a cada diluigdo do soro uma quanti
dade do sistema indicador hemﬁcianhemolisina. Incuba-se a 37°C
por 15 a 30 minutos.

0 complemento que ndo foi fixado pelo complexe An
tigeno-Anticorpo formado, se fixara ao sistema indicador
provocando a tise das hemiicias e a liberagao de hemoglobi

na  (Figura 2.13).
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Figura 2.13% - Reacfo de Fixagio do Complemento (3)

Apds a centrifugacgio da suspensdo faz-se a leitura de
absorvancia em espectrofotometro a 546 nm, das solugoes sobre
nadantes .

A absorvancia 1lida estard relacionada através de uma
curva-padrdao & porcentagem de hembélise., Normalmente o valor
do titulo do soroe serd dado pela diluicdo que provocar 50% de
hemélise, mas varia de acordo ¢om ¢ Sistema antigenc-anticorpo
testado ¢ a interpretacdo clinica.

Atualmente ¢ soro-diagndéstico da sifilis e outras in-
fecgoes como Doenca de Chagas, numerosas viroses com Influencza,
Caxumba, Poliomielite, Rubedla, etc, tém sido realizado por rea
gGes de fixacgho de complemento,

A desvantagem deste teste soroldgico reside narigoro-
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sa padronizagdo dos virios reagentes bioldeicoes usados, inclu-
sec de antigenos, que tém processos de purificacio muito diff

ceis,

2.3, Testes Sorologicos Nao-Convencionais para Determinacdo

Quantitativa de Anticorpos e Antivenos

Os testes soroldgicos ndo-convencicnais realizados ja
em rotinas de laboratdrios, que foram desenvolvidos mais recen
temente, apresentado uma alta sensibilidade em relac8o & quan-
tificagiio da proteina de interesse num soro (antigeno ou anti

corpo}, nao subjetividade na leitura dos resultados e possibi-

lidade de automacio sdo o Radioimuncensaio con Imunosorvente
3 . . e wr v Al 7 8 8
(5 6Je o Teste Imunoenzimitico ELISAYY » & o }.

Uma descrigao detalhada de cada uma das técnicas serd

feita a segulr:

. |~
2.3.1. Radioimunoensaio’®’ :

Historicamente, anticorpos e antigenos marcadoes com
iodo radiative, foram primeiramente utilizados no estudo de

- - . T3 10
reagoes antigeno-anticorpo em 18950, por Pressman e Eisenti0),

(11}

Berson e Yalow em 1958 foram os primeiros a cha-
mar a atenclo para o expressiva sensibilidade na  determinagao
de antigenos, gue podia ser obtida a partir da competicgio para
formacido do complexo antigenc-anticorpo, que se estabeloce en-
tre antigenos nio-marcados e antigenos marcados com isdtope ra

: M - .
diativo, quando uma mistura deles e colocada em contato Com an

ticorpos especificos.



Devido a anticorpos ou antigenos marcados comisdtopos
radicativos poderem ser detectadas em quantidades muito  peque-
nas . da ordem de pivogramas por mililitro, as reacdes sorolé-
gicas que os utilizam sdo muito sensiveis. Por isso o Radio
imuncensaio ¢ utilizado atualmente pars dosagem de hormdniosem
geral e de imunoglobulinas que existem em baixos niveis no so-
ro ., como a IgkE.

Como principals marcadores sao usados os iodos radioca
tivos: 1251, com meia-vida de 57,5 dias e 1311, com meia-vida
de 8 dias, pela facilidade de marcagao e pelo restrito metabo
lismo do dodo.

Portanto, o principio bisico do Radicimunoensaio esta
assentudo npa competigio entre a proteling marcada {(antigene ou
anticorpo) e a mesma proteina, nio marcada, na formacic de um
complexo antigenoj#nticorpo e a postericr medida de sua radio-
atividade.

Quanto mais antigeno original € adicionado a um 5iste
ma contendo anticorpos e antigeno marcado em guantidade cons-
tante, um maior nimero de sitios de combinac3o dos anticorpos
reagird com o antigenc nao-marcado, formande o complexo antfgg
no-anticorpo, cuja radicatividade medida apds a separacgio dos
elementos que nao rteagiram serd cada vez menor, smbora maior
quantidade de complexo possa ser f{ormada.

Existe uma relagae de reciprocidade entre a guantida-
de de proteina nido-marcada adicionada a3 um sistema e a quanti-
dade de radicatividade medida no compléxo fermado.

Jd que wuma série de quantidades conhecidas de protel

na ndo-marcada , podem ser adicionadas a um sistema contendo an



ticorpos ¢ proteina marcada, pode-se construir uma curva pa-
drie que relaciona cada quantidade padriao presente de proteina
nﬁo—marcuda,ﬁradié%tividadc medida do complexo formado.

A Figura 2.14 relaciona quantidades-padrao de antfgg'
no nao-marcado adicionadasicom @ % do radioatividade remanesvente
que € medida no complexo formado.comparando-se com a radioati-
vidade medida do complexo formado para uma guantidade de anti

geno de referencia tomada como 100%.
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Figura 2.14 - Exemplo de Curva Padrao pars Radioimumoensaioia)

Como se ve na Figura 2.14, guando se coloca uma guan-
tidade padrio de 400 ng de antigeno ndco-marcado,na sclucio gg
driic com anticorpes e antigeno marcado, a competigdo da protel
na ndo-marcada pelos sitios de combinagfo dos anticorpos, re-
sultou na manutencao de 60% da radioatividade em comparacao com
a referéncia. Quando 800 ng de antigenoc nio-marcado {proteina
"fria') sao colocados na mesma solugdo padriic, ocorre maior

substituigao do antigeno marcado nos anticorpos do complexo for



mado, resultando em 40% da radicatividade de referéncia.

Apds a construgdo da curvs padrio, para a medida da
concentragido de antigenoc no soro de um paciente, coloca-se uma
amostra do soro na mesma s0lugaoc padrao de anticorpos e antige
no-marcado wvsada para construlr a curva padrice.  Apds a reacio

dos componentes separa-sc o complexo formado ¢ sc 16 a sua ra-

dicatividade. Caso apenas 40% da radicatividade lida para a
referencia seja obtida, a quantidade de antigeno na amostra

desconhecida serd de 800 ng.

A etapa de separacio do complexo untigcno»nntlcorpp
formado, dos componentes que na3o reagivam, principalmente da
proteina marcada, para posterior leitura da radiocatividade ¢
uma etapa muito importante. A separacgio deve ser ridpida, sim-
ples, barata e completa para evitar introdugiic de erros no pro
cedimento. Para facilitar a separagao do complexo formado,

(&)

Wide e Porath em 1966 introduziram a utilizacgao de imuno-
sorventes,que sido suportes insoluveis, normalmente polimericos,
onde antigenos ou anticorpos de interesse podem ser imobiliza-
dos por ligacao covalente ou adsorgao. Proteinas marcadas e
nio-marcadas presentes na solucdo em teste onde ¢ imuneosorven-
te & imerso, competirao pelossitios de combinagdo da proteina
do imunosorvente formando o complexo antigenc-anticorpo que fi
carit imobilizado no suporte insollvel. Apds a reagdo, o imuno
sorvente ¢ facilmente separado, lavado para retirada de 7resi
duos e a radiostividade pode ser lida diretamente no imunoesor
vente,

{6)

Wide e Porath' 7, na determinaciio quantitativa de anti

s - 125 . .
genos , utilizaram antigenos marcados com I e anticorpos fi
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xados covalentemente em celulose ou sephadex (gel de dextrana)
em pd, separados depois da reacdo por centéifngagée.

Uma série de outros suportes foram em seguida testa-
dos e usados como:tubes de polietileno, polipropilenc e polies
tirteno, discos de teflon, nylon em pé, silicone. etc.(s),

¢ Radioimunoensaio apresenta entretanto CoOmo desvanta
gens;:

1. A utilizagdao de reagentes caros e instaveis, impro
prios para estocagem, que exigem pessoal qualificado para pre-
PAaragao;

2. Necessidade de aparelhagem sofisticada para conta
gem de radicatividade ;

_3. Problemas de Sepuranca Pessoal no Trabalho, pelo

manuseio de substancias radioativas.

2.3.2. Teste Sorelogico ELISA - Enzyme-lLinked Immunosorbent

Assay [Teste Sorplégico com Anticorpo Marcado com Enzi-

ma e lmunosorvente}

Os primeiros imunoensaios do Tipo ELISA foram relata
i
dos simultaneamente por Engvall e Perlmann(‘) eVan Weemen ¢

- R .. : .
RNAEE cvo T e desde e toram Jdesonvelvides torparvam-se

4

um dos testes soroldgicos para diagnéstice laboratorial mais

b

importantes. )
A aplicaciio do Teste ELISA se estende ao diagndstico

de Infeccbes Bacterianas , tendo sido primeiramente aplicado

neste campo para quantificagio de anticorpos contra antigenos

"o de Salmonella, por Carlsson et alclz’lb) em 1972 e 1975.

0 Teste ELISA se presta também ao diagndstico de Doengas Para



sitdrias tendo sido aplicade primeiramente na detecgao de anti

corpos contra Trichinella spiralis por Lijungstrom et al (14)

"1 i
e Ruitenberg et al (15) em 1874,

Em sepuida varias outras parasitoses, foram ¢ conti-

nuas a ser cstudadas, inclulndo o Doenca Jde ﬁhagasiiﬁ ) l;j’ a

o : 16, 18 T o At . , '

IOKOleSmOSC( ' ‘), 4 Mularlat i)ﬁ & RSQULHtassomoso(iG), a
. , {tay

Leishmantosc T outras.,

A aplicagao do Teste ELISA se estende também no campo

da virologia, sendo introduzido para o diagndstico da Rubedla

por Voller e Bidw%glczo}
(21}

B(zl),

em 1875 . sendo depois aplicado 3 He-

patite Herpes etc.
0 Teste ELISA wutiliza os mesmos principios e metodo-
logia das técnicas de Radioimunoensaio com Imunosorventes-Téc

nicas RIST , introduzidas por Wide e Porathié}.

0 Radicimunoensaio embora seja muito sensivel e de sim
ples execugdo, apresenta as desvantagens de requerer eguipa-
mento sofisticado para medida de radicatividade, empregar rea

1251),cujotma

(93

gentes instivels (radioisdtopos, principalmente
prolongado pode causar danos ao pessoal de laboratdrio

0 Teste ELISA, entretanto, ao invés de isdtopos radio
ativos utiliza enzimas ativas para marcar antigenos e anticor-
pos, atraves de uma reacao de conjugacio, produzindo os chama-
dos conjugados enzimdticos: anticorpo-enzima (normalmente uma
snti-~imunoglobulina humana produzida em carneiro} ou antigeno-
enzima.

Anticorpos marcados com enzimas ja eram usados ante-
riormente, na deteccdo e localizacio de antigenos celulares en

estudos de microscopia de luz e eletronica,como descrito por



Nakane e Pierce ??) em 1966 e Avrameas e Uriel(zs} em 1860, ten
do sido sugeridos para imunoensaics quantitativos por Miles e
Ha1es(24),em ig6R.,

Estes conjugades anticorpo-enzima puderam substituir
com vantagem osconjugadosanticorpo~isdtopo radioative usados
nos ensaios do tipo RIST , pois sdo mals estaveis, podende ser
cstocados por longo tempo, sendo necessirio para as leituras
dos resultados dos testes um equipamento muito mais simples que
uim contador de radicatividade. Com um siuples espectrofotome-
tro na faixa do visivel faz-se a leitura do resultado do tes
te , dada pela absorvancia da soluglo final colorida, apds a
reacdo da enzima com seu substrato ¢specifico.

Como ficou depois demonstrade pelos primeiros TESTES

(7,8)

FLISA desenvolvidos dlsensibilidade o especificidade do En-
saio ELISA sao comparaveis as do Radioimunocensaio.

0s métodos ELISA gue apresentam maior valor potencial,
sao agueles que empregum anti-imunoglobulinas humanas marcadas
com enzima, .

Nestes testes antigenos sdo  ligados a suportes soli
dos, por exemplo tubos ou placas de poliestirenc, formando o
chamade Imunosorvente. Incuba~se entdo este imunosorvente com
uma amostra do soro em teste e apO0s a separagho do imunosorven-
te e sua lavagem para vetirada de componentes do soro gue nao
reagiram, os anticorpos que se ligaram ac antigeno imebilizado
no suporte solido,sdo revelados por anti-imunoglobulinas marca
das com enzimas que reagem especificamente com oS anticorpos,

seguindo~-se entdo uma reagdo da enzima com Seu substrato. A mu

danca de colorachio da solugio de substrato serd proporcional a
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quantidade de anticorpos no soro em teste.
Anti-imunoglobulinas humanas sao anticorpos produzi-
dos em certos animals, especialmente o carneiro, sob o estimu-

lo da inoculagio das varias classes de imunoglobulinas humanas

EY]

IpG, TgM, ctc., que no animal funcionario como antigenos. As
anti~imunoglobulinas humanas: anti-Tgl. anti-TgM, etc. sfo es-
pecificas a cada classe de imunoglobulina humana, e podem ser
produzidas e purificadas em quantidades razeaveis,sem grandes
dificuldades.

Portanto,a eficiéncia do Teste ELISA depende da quall
dade e adequagdo do suporte sdlido que serd utilizado na prepa
ragao do imunosorvente e da adequagao da enzima escolhida tan
to para a reagao com o substrateo, como para a reagdo de conju-
gacdo a que ela € submetida,na formagdo do conjugado anti-imu~
noglobulina-enzima.

A estabilidade ¢ reatividade do conjugade anti-imuno-
globulina-enzima sao fundamentais para a reprodutibilidade e
sensibilidade do Teste BLISA, portanto a revisfo que serd fel-
ta a seguir,a respeito da escolha da enzima, do ﬁétsdﬂ de «con
jugacio desta enzima a anti-imunoglobulina e dos suportes usa
dos para preparagdo de imunosorventes para Testes ELISA € rele
vante,

2.%.2.1. A FHscolha da Enzima para a Formacdo de ConjugadosAnti-

imunoglobulina-enzima que sio usados em Testes

parg poder ser usada na producio dos conjugados enzimd

ticos {imunoproteina-enzima),a enzima deve preencher os seguin

>
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tes reyuisitos:
4. sua determinacao deve ser feita através de espec-
trofotometria, isto &, sua reacao com um suvhstrato adequado

deve resultar em desenvolvimento de cor:
b. deve scr detectivel em pequenas quantidades:
c. deve ser estavel:

d. deve ser disponivel comercialmente na forma purifi

cada;

e¢. nae deve ser abundante nos materiais bioldgicos a

ser ensaiodos, que também nao devem conter inibidores i enrima

Duas enzimas que atendem a estas qualificagoes se tor
naram mals populares: fosfatase alcalina o a peroxidase .

A fosfatase alcalina apresenta o incoveniente de que
certos soros contaminados contém bactérias,que produzem fosfa-
tase alcalina dando leituras positivas falsas.

A peroxidase & extralda de uma raiz e coexiste na for
ma de 5 ou 6 isoenzimas, todas com peso molecular 40000, com
cerca de 300 residuos de aminodcidos e 18% de carbeidrato{zg}.

A peroxidase & a enzima mais usada. E mais barata e
facil de se obter em grande quantidade-,embora seu substrato
seja instavel {Agua Oxigenada) e a determinacdo da enzima  se

d¢ através de uma reacdo redox de miiltipla etapa.

2.3.2.2, Revisdo dos Métodos Utilizados para Preparachio de

Conjugados Enzimiticos (antiimunoglobulina-enzima)

para Uso em Testes LELISA

Quando uma enzima & ligada a um anticorpo ou antigeno,
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tanteo a atividade da enzima como da imunoproteina  deve ser
mantida. A perdazgurante 0 procedimento de conjugacdo da ati-
vidade da enzima,hém come  da capacidade do anticoerpo de rea
¢it com seu antigeno e vice-versa, resultari numa imunpoprotei-
na marcada com enzima, $¢ comportando como ge nenhum antigeno
ou anticorpo cstivesse presente, resultando em uma falsa leitu
ra negativa(zs),

As imunoproteinas usadas para marcacio com enzima de
vem ser purificadas,para evitar as reagodes cruzadas,

. Pioepn22) _ : Sy e o .. .

Nakane e Pierce “usaram l-etilS-{3-dimetil smino-
propil} carbodiimida , para ligar fosfatase aslcalina ao anticor
pe.

Para conjugagio de peroxidase a anticorpos se utili-

C . . . (22 23 26 7
zou inicialmente agentes bifUﬂC}onals(“ »oED . 2 ),

mas
devido a maioria dos grupos aes - amino e algumas hidroxilas
da peroxidase comercial serem blogqueadas durante a sua extra-
o0 e purificacio,por um composto chamado aleisotiocianato, a
eficiéncia da recagdo de conjugagho era multo baixa , produzin
do~se mais polimeros de¢ anticorpos, que conjugado anticerpo-pe
roxidase.
Nakane e Kawaoi'°®) en 1974, desenvolveram um novo me
todo gue ¢ hoje o mais aplicado.

A porcdo de carboidrate da molécula de peroxidase(183%)
& oxidada por metaperiodato de sfdio, obtendo-se grupos aldeil
do (peroxidase-aldeido)} sem perda significante da atividade en
zimadtica. Blogueia-se completamente ©s grupos « € £ -~ amino e

hidroxilas da peroxidase com fluorodinitrobenzeno, para evitar

a formacie de polimeros de peroxidase.A peroxidase-aldeido rea-
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ge entao com qualquer proteina que tenha gTupos o e £ - amino,
com grande eficiéncia (999} . Usa-se boroidreto de sadio para
estabilizar a ligagao formada, tornando-a covalente,

0 conjugado considerado otimo para Teste ELISA tem 2
moles de peroxidose/mol de anticorpo. Nio ha perda significa-
tiva das atividades imunoldgica do anticorpo e enzimdtica da

peroxidasc (o carboidrato nio estid envelvido nesta atividade).

2.3.2.3%, Revisao dos Imunosorventes Utilizados em Teste ELISA.

Caracterizacae do Imunospgrvente Ideal

0 Imunosorvente utilizado em Testes ELISA e Radicimu-
noensaios constitui-se de uma fase insolhvel, denominada Supor
te, Matriz ou Carreador, em cuja superficie sdo imobilizadas
prgteinag (antigenos, anticorpos ou componentes destes)
que na rotina do teste reagirdoc com outras proteinas especifi-
cas presentes no sSoro que se pesquisa. Multas vezes este sU

porte com proteinas imobilizadas € chamado de Imunoadsor-

vente, pois a reagao a que ele se presta, ou seja, a captagado
de proteinas no soro em teste por outras proteinas especificas

nele fixadas, se d& por Adsorgao Fisica ,

0 uso da Imunosorventes & extremamente vantajoso por-
que permite a separac¢he das moléculas que nao reagiram aas
que estdo nele fixadas, apenas pela retirada da fase sGlida da
solugao em que estava imersa, com posterior lavagem de resi-
duos, Evita-se desta maneira métodos de separagdo muito mais
diflceis, ineficientes e passiveis de erro,como a imunoprecipi
tacao,

0 Imunosorvente ideal para Testes ELISA deve apresen



tar certas Caracteristicas(g) : a) ser altamente insoliivel; b)
ligar toda proteina especifica, impedindo a adsorcgio inespeci-
fica de outras proteinas; ¢) ser estivel em relacio ao tempo
(pelo menos durante a realizaglo do teste, a proteina deve per
manecer ligada); d) ser de fiacil preparo e manipulacaoe; e) ser
de facil separagiio e lavagem; f) deve possibilitar a automati-
zagao do método.

-

Para uso em Testes Imunoenzimdticos do tipo ELISA va
rios tipos de Imunosorventes e Supertes que o0s constituem ., tém
sido relatados,

29 3
Engvall e Perlmann(7’“3’30}

em 1971, utilizaram tu
bos ocos de Nylon recobertos com antigenos e anticorpos e celu
lose ativada com brometo de cianogénio , ligada covalentemente
a anticorpos.

. (21) oo PP

Em 1975, Voller et al introduziram as superficies
de poliestireno no formato de placas de microtitulagaoc,onde an
tigenos ¢ anticorpos sio imobilizados per adsorgho,

. - L (31} . c s ~

Em 1977, Kato et al( ) descreveram a utilizagao de
tubos ocos de silicone na preparagac de imunosorventes,pela 1i
gagao de anticorpos por adsorgao.

_ . 32} ) cn =

Em 1980, Marcipar et al™ descreveram a utilizagao
de fitas da poliamida Nylon 6,6, em que antligeno de Doenga de
Chagas & ligado covalentemente através de uma reagdo a 4 compo
nentes,

(33)

Também ¢m 1980, Hendry e Herrmann relataram a uti
lizagio da poliamida Nylon no formato de pérolas e pé,na prepa
racao de imuncsorventes em que anticorpos sao ligados covalen-

temente a superficie do Nylon ap6s uma hidrGlise parcial Hcida,



atrayés de glutaraldeido ou carhodiimida,
O suporte atualmente mais utilizade na preparagdo de

Imunosorventes para uso em Testes ELISA, s3o superficies de po

ki _
liestereno no formato de placas de microtitulagdo com cavidades,
introduzidas por Voller et alﬁZI). Estas placas s30 as mesmas
utilizadas para outros Testes Sorolfgicoes Classicos {Figura

2.93.

A ligacdo de proteinas, glicoproteinas, 1lipossacari-
deos, etc., a superficies plasticas se di por simples adsorcio,
a custa de forgas hidrofdbicas e depende da difusZo das molécu
las na solugao, da Area disponivel para adsorcio, do volume e
concentragao da solugao, do tempo de contato, da temperatura e
do pH do meio reacionalt®),

Entde, a adsorgde de proteinas em superficies plasti
cas traz como desvantagem & ndo covaléncia da reagio, que faz
com que as moléculas desprendam-se mesmo durante o ensaio, dimi
nuindo 2 sua precisio, afetando a sensibilidade, além de ofere
cer uﬁa capacidade limitada de adsorgﬁotg).

0 uso destas placas de poliestirenc em contrapartida,
proporciona grande facilidade de separagio de fases apds a rea
cdo, bem como uma automagao cada vez malor pelo desenvelvimen-
to de instrumentos sofisticados e:sensiveis especialmente pro
jetados, como espectrofotometros desenvolvidos para leitura de
absorvancia diretamente nas cavidades das placas,acoplados fa
microprocessadores programdos para interpretar os resultados
e dmpraimi-los diretamente,

0O suporte escolhido para compor o imunosorvente afeta

profundamente o resultado do Teste ELISA, sendo responsdvel mul
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tas vezes pela inconsisténcia dos resultados ohtides,

0s suportes sac obtidos geralmente de fontes comer-
ciais ¢ ocorrem variagees na quantidade de anticorpos ou anti
genos ligada como 12 camada entre uma cavidade e putra da mes-
ma placa, ¢ de diferentes lotes de placas. As fontes comeyr-
Cials de suportes  tem procurado implementar essa consis
tencia, para aumentar a confiabilidade e apresentam as vezes,
varios tipos de placas preparadas por processos ou tratamentos
diferentes. Escolhe~se a placa mais adequada a cada tipo de
aplicagac através de testes empiricos.

Encontram-se também hastante difundidos,”Kits" de ané
lise para Testes ELISA, como os comercializados pela ABBOTT

Laboratories (USA}(jd . 33)

para a identificacfo da Rub&ola
Bpara ® (para ,
Rubazyme-M\D{para IgM) e Rubazyme {(para IgG), em gque perolas
de poliacrilamida revestidas com diferentes untigenos,sﬁo for-
necidas juntamente com todos reagentes necessdrios ao teste |
incluindo conjugados enzimiticos, soros de controle, selugao
crombogena,sendo muitas vezes acompanhades de aparelhos espe-

ciais {espectrofotometros) programados para leitura e interpre

tagao direta de resultados.

2.3.2.4. Revisao dos Métodos Utilizados para Determinacic de

“Anticorpos e Antigenos em Amostras e Soros Desconhe-
A(9).

'Eidos Usando Teste BLIS

A determinacio de anticorpos em soros desceonhecidos €
feita através de um teste direto (Figura 2.,15).
Um imunosorvente com antigeno fixado € incubade  com

¢ soro cuja conceﬁ%ragio de anticorpos contra aquele antIgeno
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se deseja pesquisar,

Apos a incubagdo o imunosorvente & separade de 5070
e lavado. A quantidade de anticorpos do soro que se liga ao
imunosorvente & quantificada incubando-o novamente com uma so-
lugac de anti~imunoglobulina marcada com enzima, que tem rea-
cao especifica com o anticoerpo retirado do soro.

0 complexo formade € mails uma vez separado e lavado.
Segue~se entao uma nova incubacao com uma solucdo de substrato
{solucio cromogena) adequadaienzima presente no complexo, cu
ja acdo sobre o substrato provocari o desenvolvimento de uma
celeragao proporcional a quantidade de enzima fixada e portan-
to ao contetdo de anticorpos no soro. A leitura da colnraggo
¢ feita como absorvancia em espectrofotometros simples.

0 Teste ELISA para determinagac de anticorpos di ape
nas valores relativos das concentragoes de anticorpos.

Utilizando-se conjugados enzimiticos especificos para
cada classe de imunoglobulina: anti-IgG, anti~IgM, etc¢,, anti=-
corpos de cada uma das classes presentes no soro podem ser
identificades e/ou quantificados independentemente.

A técnica mais usada para identificagdo de Antigenos
em Testes BLISA é a indireta ou técnica do Sanduiche.

Anticorpo especifico contra o antigenco gue se deseja
pesquisar imobilizade em um imunesorvente € incubade com soro
ou amostra desconhecida. Se antigeno estd presente ele  fica
retide pelo anticorpe imobilizado formando uma 22 camada. Apls
a separacgdo e lavagem, pode-se incubar o complexo formado com
o anticorpo idéntico ao usado para primeira camada, sé que mar

cado com enzima,
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Figura 2.15 - Teste ELISA para determinacio de anticorpes(36)

Apbds nova separagio e lavagem,em presenga de substra
to adequado a enzima reage € a mudanga de cor € medida (Figu-
ra 2.16).

Pode-se também formar uma terceira camada com um ou
tro tipo de anticorpo contra o antigeno, produzidc em uma espé
cie animal diferegte da que produziu o anticorpo da primeiracs
mada, mas sem marcagao,

Fsta etapa € seguida pela incubacio com uma  solucio
de anti-imunoglobulina marcada com enzima, produzida contra o

. a -
anticorpe da 3- camada com o qual reage .
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Segue-se entdo a revelaglio da reagfo pele desenvolvi-
mento de cor,na presenga de substrato adequado. FEsta técnica
¢ chamada de Sanduiche Duplo {Figura 2.17). Este método ® mais

-t
sensivel,
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Figura 2,16 - Teste ELISA para determinagdo de antigenos - téc
nica do Sanduiche,
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{E@E&— anticorpo de outra espécie;icdl E} - conjugado enzimatice

Figura 2.17 = Teste ELISA para determinagio de antigenos - té&c
nica do Sanduiche Duplo.
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2,3,2.5, Sengibilidade ¢ Reprodutibilidade do Teste ELISA

A sensibilidade Jdo Teste ELISA € comparfivel & do ra-
s - " - E e I‘ o
dioimunoensaio : picogramas {10 Jg) de proteina/ml.

A reprodutibilidade € boa, apresentando variacldo . in

tra~ensales de 15% ¢ bailxa variagdo inter-ensaios realizados
durante longo periocdo de tempocg}.

Um dos mais sérios problemas do Teste ELISA € o gran
de ntmero de varifvelis que o afetam. Naturalmente um grande
numero de controles: um soro com alto titulo positivo e um
"pool" representativo de s$o0ros normais,devem ser ensaiados a
cada experimento para assegurar a validade dos resultados. To
dos os reagentes componentes do teste devem ser cuidadosamente
titulades e testados a cada vez que o ensaicé feito. Adicio-
nalmente o teste & afetado significativamente pela temperatu-
ra, umidade, tempos de reagdo, pH dos reagentes, tempos de 1a
vagem € como ja foi dito pelo suporte usadop.

Para o Teste ELISA ser quantitativo e nao depender de
unponto final' de titulagaoc, como ocorre Com 05 testes sorolé
gicos clissicos em que uma série de diluigdes do soro & neces
sdria para a identificacfo do seu titulo, isto &, permitir a
quantificacao do anticorpo no soro testando-se apenas uma di-~
luigao.o imunosorvente deve ligar covalentemente uma quantida
de suficiente de antigenos na 12 camada, de modo a garantir um
grande espectre de reatividade e a nao liberaclio da  proteina
no decorrer do Teste.

Nos iltimes anos o Teste ELISA tem sofrido  inlimeras

modificag¢des e novas aplicagdes tém aparecido COm frequen
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. tornandeo-o0 uma hoa alternativa ocu mesmo
o substituto para os demais Testes Sorcolfgicos (lidssicos e o
Radiomunoensaio. O futuro parece promissor para a aplicacgao
do ELISA em inimeros sistemas de diagndstico laboratorial,pois
o Teste & altamente adaptavel a muitas situacdes especiais  de
diagndéstico ou de pesquisa, como ocorreu recentemente com o vi
rus da AIDS.

A grande melhoria a ser introduzida no Teste ELISA .re
fere-se cortamente  ao desenvolvimento de suportes capazes de 1i
gar covalentemente proteinas e que confiram aoc imunosor-
vente produzido propriedades de ficil separagfio, alta capacida
de e boa reprodutibilidade quanto 4 quantidade proteina ligada,
facil manuseio, possibilidade de estocagem e que permita a au-

tomacgao do teste.

2.4, Revisio dos Tipos de Suporte e Métodos de Prepavagdo Uti-

lizados na Obtengao de Imunosorventes

Os suportes normalmente usados para preparagao de imu
nosorventes $ac materiais insollveis em agua, inertes, poliméri
cos ou inorgéanicos, utilizados nos mais variados formatos co-
mo : pds, fibras, esf{eras, tecidos, fragmentos, etc, Na super
ficie destes suportes se fixam covalentemente ou por adsorgao,
as proteinas para obtengdo dos imunosorventes.

Imunosorventes tém sido usados nio apenas em Testes
Imuncenzimaticos cu Radioimunoensaios, mas principalmente no
isolamento e purificagﬁé de anticorpos, antigenos e  suhstan-

cias afins, onde a té€cnica que se usa & simples e estd haseada



na insolubilizagdo de anticorpos ou antigenos em suportes ade

quados para serem empacotados em colunas, per onde escoam solu

coes de misturas de proteinas, uma das quais especifica

a proteina ligada no suporte, se deseia separar e purifi-
BT . 38

Car( L}.

Apos a adsorgao da proteina de interesse pelo imuno-

sorvente, circula-se pela coluna uma solugao eluente capaz de

desestabilizar a adsorcao e provocar a liberagho dapro-
teina do interesse (Figura 2,18). -
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Figura 2.18 - Purificagio de Misturas de Proteinas com Imonor

serventest37}J.Coloca§ﬁc'da Mistura de Proteinas
na Coluna; 2-Retencdo da Proteina de Interesseéno

TImunosorvente; 3-Eluicdo da Proteina de interesse

Em geral, na preparagdao de Imunosorventes trés méto-
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dos hilsicoy para imobilizagdo de proteinas sio usados
. 38)

a, Polimerizagao direta: F metodo menos usado.S3o for
mados polimeros de proteina inscliveis em Zgua, pela acio  de
agentes reticuladores como o cloroformato de etila e principal

mente o giutaraldeido{sgj.

Podem também ser imobilizadas den
tro de geis e microcapsulas,desde que os poros sejam suficilen
temente grandes para dar acesso as proteinas que se dese-

ja separar{S?) {(Figura 2.19.a) .,

b. Adsor¢do Fisica: di-se por interagoes eletrostiti~
cas entre a superficie do suporte ¢ a proteina. Exemplos:
poliacrilamida, poliestireno, bentonita, agarose, pérolas de
vidro, latex , silicone, etc. (Figura z2.18.b).

c. Ligagao Covalente: di-se através da reacdo de pru-
pos funclonais do suporte, originalmente presentes ou artifi
cialmente introduzidos por tratamento denominado "ativagao® e
grupos funcionais das  proteinas, principalmente os grupos

amino, hidroxila e grupos - SH, {Figura 2.19.¢3.

Figura 2.1% - Mét%dos de Preparagaoc de Imunosorventes . a) in-
clusdo em gel ou formacfo de polimerc de protei
na; b) ligagdo da proteina por adsorgdoe; c) liga

cido covalente da proteina,
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Quando uma proteing & covalentemente ligada a um su-
porte insolllvel,duas técnicas podem ser empregadas: uma & ati
var a superficie do suporte,nommalrmente através de reacdes conm
determinados compostos quimicos (por exemplo,oxidacdo ou hidrg
lige)} que geram grupos funcionais reativos, capazes de reagir
diretamente com grupos funcionais de proteinas, ou entic  com
outras substiancias intermedidrias (geralmente compostos bifun-
cionais},que por sua vez reagem com as proteinas,

Qutra técnica € reagir grupos funcionais jA natural-
mente ecxistentes na superficie do suporte com determinados com
postos quimicos, sempre com funcionalidade 2 ou maior, que en-
tdo reagem com as proteinas (diretamente, ou ainda com auxi
tio de outras substancias intermediirias),

Estas substdncias intermedirias constumam também
atuar come espac¢adores entre o suporte € o sitio ativo da melé
cula de proteina imobilizada.a fim de tornd-lo mais efetivo
permitindo a.aproximagﬁo mais facil das macromeléculas com as
quais tem reacdo especifica.

Uma terceira possibilidade seria ativar a molécula de

proteina para se fixar ao suporte,como foi discutido por Srere

A0 : . . . — .

& Uyedn( ) em 1976, Estas modificagoes devem ser feitas en-
tretante com muito cuidade, pois a proteina necessita manter
a sua conformagiio ativa apds a sua conjugagdo ao suporte. A

configuragio espacial de uma proteina € mantida por um conjun-
to de forgas, fracas cada uma por 81 e por issc via de regra
nae se pode traha&?ar a temperaturas maiores de 359C e com so-
lugoes cuja acidez ou alcalinidade ultrapassem os limites  de

e de 9 e 10,respectivamente,



A primeira técnica utilizando imunosorvente foi des-
o  Camnbe. (41) .
¢rita por Camphell ot al , em 1951 e mais tarde wmelhorada
I g (82) |
por Curvich ot al,em 1961 . bBles utilizaram celulose trata
da com a p-aminobenzila, a qual depois de sofrer a diazotagéo
com acido nitroso, forma wum sal diazdnico que reage extrema-
mente bem com residuos de lisina, tirosina e histidina de pro
teinas, formando as azoproteinas.
L T ' L4 (43)
Em 1958, Sutherland e Campbell / relataram a ad-
sorgdo de imunoproteinas em pérolas de vidro.
- (44 . .
Jangerdorff et al em 1963( ) e Weetall e Wellky(45),
em 1965, trabalhando com adsorg¢ao em celulose e bromcacetilce-
lulose foram os primeiros a explorar o fato de que imunosorven
tes preparados com anticorpos podiam ligar antligenos reversi-
velmente, com possibilidade de reutilizaglo.
- 46 47
Axen ot 31{ ) e Porath et alc 1 em 1967, desenvolve
W =
- ) ; - .
ram um metodo geral para acoplamento de proteinas a poiissaca-
rideos insollveis come a Sepharose {Agarose) e a Sephadex (gel
de dextrana). O método € baseado no tratamento de pé€rolas de
Agarose ou Sephadex usualmente com brometo de cianogénio, que
reage com 0s grupes hidroxila do suporte convertendo-os em um
derivado imidocarbeonato, que reage entao covalentemente com
grupos aminicos livres de proteinas {Figura 2.20).
Como suportes lusolfivels em agua foram também utiliza
dos:
te acyilamids r Cus (42)
- gel de acrilamida por Cuatrecasas , em 1977  {por
adsorgao):
- o {(50) .
- bentonita por Carpenter e Reesberg . em 1968, ati

vada com carbodiimida {1igag&o covalente};



- tubos ocos de silicone por Kato et &1(311 em 1977

k]

por adsorgao,

OH
N
- Br{N —— -+
CH brometo
Sephadex de cianogenio
{gel de dextrana) : derivado imido carbonato

0 — CONH — PROTETNA
4+ HN - PROTETNA

~OH

Figura 2.20 - Método de Preparacidc de Imunosorvente por Ligaclo
Coval%?te, utilizando Sephadex (gel de dextrapa) e

Brometo de Cianogénio(37}

As superficies de poliestireno na forma de placas de
microtitulagac introduzidas por Voller et alize.’ 51},em 1974
e na forma de tubos de ensaio(g), sao 0s suportes mais usados
em Testes ELISA. A ligacdo da proteina na placa se da por
simples adsorcio, apresentande como limitagOes a quantidade de
proteina ligada ao plAstico e o problema da eluigio do que &
adsorvido,durante o processo dJdo imuncensaio, diminuindo a sen~
sibilidade e reprodutibilidade do Teste.

A suportes que possuam gtnpos carboxIlicos livres a

superficie, como copolimeros acrilicos,pode-se ligar proteinas

através de carbodiimidas que reagem com as carboxilas do Supor
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te,formande derivados O-acilisour&ia reatives, que se combinam
- " . * . * . -
com grupos aminicos ou hidroxilicos da proteina, para formar

. - 37 s
amidas ou esteres{ }{}1gura 2,21 Y.

...... : -

H f :
£ O 4 C 4 H — (
i
N

SUPORTL

polimero
acrilico L -
B diciclohexilcarbo
diimida

4] N
i f

-+  H,N ~—— PROTEINA ~—s» | SUPORTE }~C ~ O0—Ng—PROTEINA + ¢ + H'

: \_ |
e N
imomosorvente f

Figura 2.21 - Preparacgiao de Imunosorvente com Polimero Acrili-

(37)

co e Carbodiimida através de Ligacdo Covalente

Se o suporte contém aminas ou grupos amino-substitul
dos, entdo pode-se ligar a proteina através de um grupo carbo-
xilico diretamente ao suporte na presenga de carbodiimidas.

Ternyck égAvrameas(szl em 1872, apresentavam um imung
sorvente composto por pérolas de gel de poliacrilamida ativa-
das por glutaraldeldo.

Wilson e Nakanecsga em 1976,ligaram covalentemente pro
teTnas a Sephadex (gel de dextrana),oxidada com metaperiodato
de sodio (Nal10,}, com bons resultados.

Muitos destes suportes descritos mostraram-se bons ,

entretanto surgiram problemas como a adsorclo inespecifica de
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proteinas ao suporte ¢ a baixa atividade especifica(vonseguiu-
-se ligar pequena quantidade de proteina ,dando pouca confiahi
lidade ao teste). Outros problemas sdo alto custo e rigido con
trole da reagao.

R P res Fralia e d e P (54)

Nos ultimos anos,muitos trabalhos Yoram publicados
sobre s utilizagaofda poliamida Nylon &,6 para imobilizagdeo de
cnzimas,

‘arios autores como Engvall e Perlmann(zs > 29)

(32)

il

(33)

1971, Marcipar et al em 1979 ¢ Hendry e Herrmann en
1980, adaptaram estes métodos desenvolvidos para enzimas, na
preparacido de imunosorventes para testes imuncenzimdticos ELI-
SA, através da ligacao covalente de proteinas ao Nylon §6,
utilizado nas mais variadas formas como : fitas, pérolas, tu-
bos ocos ou pods.

0 Nylon 6,6 ¢ uma poliamida sintética de elevado peso
molecular que apresenta poucos grupos terminais livres,necessi

tando ser pré-tratado a fim de se gerar centros reativos capa

zes de reagir covalentemente com moléculas de proteina,

0s seguintes precedimentos podem ser adotados para
efetuar esta "ativagao” do Nylon:
H
_ - oy ® s {54) \
1. Quebra da ligagao Peptidica do Nylon : -~ £ - N~

0 processo completo envolve 5 etapas:

a. Despolimerizacho parcial do Nylon, pela quebra de
algumas das ligag8es peptidicas, geralmente através de uma hi-
dr6lise acida parcial, resultando em grupos amino e carboxIii

cos livres,
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b. Lstes grupos reativos livres podem ser reagidos com

(55 56 , 57}

diversas substancias’ ’ , geralmente agentes hifun-

cionais,que permitem que a proteina se ligue ac Nylon.

Um dos métodos mais u:a*adcas(':33 » 24, 37, 58] & rea
giy o grupe aminoalifatico com glutaraideido, que € um diaidei
do que reage muito bem com grupos e-amino, especialmente do re
siduo de aminoidcido lisina (Figura 2.22).

¢. A proteina € reagida covalentemente com o Nylon
"ativado'.

A desvantagem deste método & a diminuiglo da  resis
téncia mecanica do suporte e a existencia de residuos de carbo
xilas ionizadas na superficie do suporte, i& que a proteina
se lipa atraves dos grupos amino livrees. Para evitar esta 22
inconvenicncia, a quebra de lipagdes peptidicas pode ser feita
através de N,N-dimetil - 1,3-propanodiamina,em condicoes nao

agquosas como descrito por Hornby et 31(59)

. © qual também blo
queia as carboxilas livres (Figura 2,22).
Um método simples envolvendo Nylon 66 e agentes bifun

cionais fol descrito por Hendry € Herrmann(Sj)

, em 1980,em que
anticorpos foram fixados covalentemente a pé€rolas e pd de Ny~
lon, submetidos a hidrolise parcial e ativados por glutaraldel

do ou carbodiimida.,
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Figura 2.22 - Ligac¢do Covalente de Proteinas ao Nylon 66, atra
vés de métodos envolvendo a guebra de ligagdes
(54}

peptidicas .

2. O-alguilacgao do Nylﬁn(sg):

Pode~se gerar centros atives na superficie do nylon
sem debilitar o suporte com quebra de ligagdes, através da al
quilagio do oxigénioc de algumas ligagdes peptidicas.,

A 0O-alquilagao é realizada preferencialmente por sais

de trietiloxenium como o tetrafluorhoratoe de trietiloxonium

(CZHSJ o’ Bﬁa~ (58{ produzindo sais imidatos gque sdo interme-



didrios versiteis, permitindo a ligucio covalente da proteina
por varias rotas.

(547

3. N-alquilagao do Nylon

.

Cadelas laterals quimicamente reativas s3c introduzi
das no Nylon,pela N-alquilacao de algumas ligagdes vpeptidicas

da cadeia do polimero, através das sepuintes etapas:

a. Hidrolise acida suave das livagoes peptidicas :

i.

een

’ i . 0
- {0 -~ N - para gerar paves de¢ grupos reativos - C“OH e NH.,, na
" i A
O

- -
superficie.

b. Reagao de condensagdo a 4 componentes {(4CC) entre
os pares de grupos vizinhos reativeos do Nylen.um aldeido e um
isocianeto,.recuperando-se a2 integridade do suporte e deixando
pendurado  um grupo reative [cadeia lateral)(Figura 2.23)

Liga-se entao a proteina ac Nylon poliisonitrila obti
do,através do grupo NC do polimero, novamente através de uma
reagio de condensagace de 4 componentes., Proteinas se ligam ao
suporte através de seus grupos amino,na presenga de acetaldeg
do e acetato e através de suas carbeoxilas em presenga de ace
taldeido e uma amina.

Este foi o método utilizade por Marcipar et al£32} pa

ra imobilizar antigenos de Trypanosoma cruzi , em tiras de Ny

fon 6,6 de 1 cmz, com bons resultades em Testes ELIEZA,
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-Figura 2.23 - N-alquilagao da cadeia do Nyloen, para gerar cen
(54}

e

tros reativos (N 2 () para ligacdo de proteinas
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Observando-se os métodos de preparacac de Imunosorven

_ . . 46,47 32,53 .
tes descritos na E'lt'z?rcl'tt:.rraL ' L,overifica-se quoe a

tigocgao covalente de SN proteina ae suporte, di-se atra-

vés de um grupo funcienal caracteristico da proteina e um gru
“ - - - +

po funcional reativo presente na superficie do suporte, normal

mente gerado através de um pré-tratamento especifico.

No maitoria daos vezes devide a baixa reatividade entre

estes 2 grupos funcionais, utiliza-se um intermediirio de
reacao, frequentemente o glutaruldeido( T ), que reage

com o grupo funcional do suporte através de uma de suvas 2 fun-
coes aldeldo e com o grupo funcional da proteina com a outra,
0 glutaratdeido funciona tambem come um agente espacgador, dis
tanciando a molécula ligada da superficie do suporte, amenizan
do problemas esté€ricos.

Baseado neste mecanismo de ligagao,imaginou-se que ha
veria viabilidade para um novo suporte, para preparacio de Imu
nosorventes a serem usados em Testes ELISA ¢ Radisimunuensaio,
composto por tecidos formados por fibras sintéticas,recobertos
por uma fina camada de resina polimerizada que,apresentasse gru
pos funcionais reativos caracteristicos e compativeis em ter-
mos de reagdao por covalencia,com grupos funcionais livres de
proteinas. Deste modo evitar-se-ia também,a necessidade de
uma etapa adicional de reacgado do suporte.com um reagente inter
medifdrio,

Foram utilizados tecidos de Nylon ¢ Poliester, e€5CO-~
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e {JUE €Ste forme F oo fnmd o
voTume & este formato oferece maior

lhidos pela alta relagio
superficie de reagdo), bem como pela baixa reatividade destes
termoplisticos, sobre 0s gquais se reagiu resinas aminicas e mo
nomeros como a N-metilolacrilamida.

stas resinas polimerizadas sobre tecidos, apresentam

- + - Y T .
om suas estruturas grupes funcionais livres @ N — CH,LOH |, cha
Z bl
mados N-metilol, emhora muitos deles reajam durante o processo
- . i g
de polimerizagao, compondo parte do reticulo.

A presenca destes prupos funcionais reativos na super
ficie do Suporte-Resina, sugere a possibilidade de ocorréncia
de reagiac covalente,com grupes caracteristicos de proteinas,

-+ - - - K *

As proteinas apresentam muitos grupos funcionais 1i-

(407,

vres adequados a ligagdo covalente, come por exemplo
a. Grupos o e £-amino (»Nﬂz};
b. Oropos o,B e y-carhoxIlicos (-CO0H};
c. Grupos -SH e -OH dos residuos de cisteina e serina
respectivamente {Tabela 1.1},

d. Grupo Imidazol «-?===§H da  histeina;
H*N\ M

e. Anel fendlico da tirosina

—C CH = CHx — OH
™ CH — CHF

(61)

Conforme descrito na literatura , 05 grupos N-meti

1ol podem reagir com diferentes grupamentos ,tais como a hidro-
xila : -0l e prupos aminicos ; -— NH OU‘WNHZ .

f
- = - -
Como se viu, as prcteinas apresentam grupos aminicoy
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b

¢ hidroxilas livres, sendoe o grupo <-amino da lisina, un nu-
cl@ofilo muite reative, O grupo N-metilol pode veagir com es

te grupamento em pH fcide, alcaline ou neutro, ainda que a bai

{61}

xas temperaturas .

A reatividade do grupo Nemetilel (ON — CH,OH)} € cau
sada justamente pela presenga do atomo de nitrogénio na posi=
cao @, que facilita reagoes de condensagidc com compostos con
tendo hidrogénio acido, como aqueles que apresentam grupos aml
nicos ou hidroxilas. .

Em condicgdes fdcidas o grupo Nemetilol & protonado e a
reagio ¢ facilitada,j& que somente uma molécﬁla de fgua, que

tem baixa energia deve ser eliminada, ao inveés de uma hidroxi-

i 00
la que tem alta energla()l)‘

Reagoes

. W

OH + 1 — 3N = CH+0 + >N - CH

+ H,0
2 Ny

2
'ﬂ ion estabilizado

St poar ressoendncia

e
SN - CH,

4 DD o+

Estas espécies reativas podem reagir com  hidrogénio

fcido da hidroxila ou de grupces aminicos de Proteinas
\§~M'CH * 4+ HO—~ Protefna - N ~ CH, = 0 - Proteina
/ ,_2 P & “.( 1.2

+

, * H— N-Proteina *)N-«»Cﬂguv ¥ - Proteina

\aa .
SN o CH |
3 H

Portanto, na preparacio deste Novo Suporte sdo usadas

Resinas Aminicas tais como: uréia~formaldeIdo e melamina-for



maldeido ¢ N-metilolacrilamida, cujos processos de polimeriza
cao caracteristicos sobre os Tecidos Sintéticos, envolvem tam-
bém a participagae de outros réagentes denominados impropria
mente de Catalisadores,

Para se realizar o recobrimento dos Tecidos Sintéti-
cos com uma fina camada de resina, na preparacac do Suporte-Re
sina estudado neste trabalho ou em acabamentes texteis in-
dustriagis,utiliza-se um equipamento denominads “FOULARDY com
posto por 2 cilindros metdlicos cobertos com borracha,que gi~-
ram em sentido cqﬁtrério ., cuja pressao que exercem sobre 5
tecido embebido cﬁl a solugao de resina,quando este passa en-
tre eles,& controlada, |

Deve ser empregada uma pressao de roles que garanta
um recobrimento homogéneo do tecido. A quantidade de solucie
de resina que fica retida no tecido apds a passagem pelo “FOU-
LARD", que & dada em porcentagem em relaclo ao peso do tecido
original,é denominada “pick-up"™ {(retengio)}.

0 ‘pick-up"”, que & caracteristico para cada tecido a
cada pressﬁo:de roles, determina portanto a quantidade de s&61i
dos que estardo depositados na superficie do tecido apds a po
limerizacdo da resina, com a consequente evolugao do solvente
e outros componentes voliteis presentes na formulacio usada,

Estabelecendo-se previamente © "pick-up”™ do tecido ,
conhecendo~-se o porcentagem de solidos da resina que sera usa-
da.formulanr-se-a entido asolucBo que embeberd o tecido,a fim de
se obter apds a polimerizacao,a concentracido final de sdlidos
depositada desejada.

A soluglo de resina formulada comple-se geralmente da
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resinid,do catalisador especifico, cuja quantidade usada o fun
gao do tipo de resina ¢ condicBes de polimerizagdo usadas, de
um solvente ou diluente, geralmente fGgua e de um agente umec-
tante, comumente é% detoeraente .cuja fungado ¢ aumentar a molha
bilidade do tecido, favorecendo a homopencidade do recobrimen-
to.,

A porcentagem de reten¢ao de s0lidos no tecido & cal-

culada pela seguinte relagao :

% Retencao de sdHlidos = -3 x 160
N
onde Y = peso inicial do tecido:

St
1

peso do tecido com a regina polimerizada.

A varacterizagao do Suporte-Resina quanto 3 quantida
de de resina nele contida.pode também ser feita em relacio a

massa d¢ resina depositada por drea de tecido, através da rela

Cao

T resing L= .

g?ru& Vi B e

m” de Suporte-resina Y

- e . 4 g tecido
onde G = gramatura do tecido, dada em =

m” de tecide
e X e ¥ , como acima

Lsta altimg {orma de caracterizagio & interessante
guando se compara Suportes-Resina constituidos por tecidos de
gramaturas diferentes, pois embora possam apresentar $ de re-

tengdo de sBlidos idénticas,as quantidades de resina neles de

i



positadas serao diferentes,

A seguir sera feita uma revisio a respeito dos mate-
riais ¢ processos utilizados na preparacio dos Suportes-Resi
na estudados neste trabalho,para uma melhor compreensio

de suas propriedades.

2.5.1., Resinas Aminicas

As principais matérias-primas para producic de resi-
nas aminicas sac a uréia e a melamina, que sio compostos que
contém grupos amino, e o formaldeido.

0 formaldeido reage inicialmente com os grupes awino
formando grupos N-metilol :'>N -CH20H, atraves de uma reaclo
de adig¢do. Segue-se entfio uma reagio de condensaciio destes
grupos entre s$1 ou com outros grupoes amino livres, com g libew
ragao de agua, prgkovend0~se o crescimento da molécula do poli
mero até sua reticulagio completa.

Quando a resinsa aminica nio estid ainda pelimerizada .
ela & normalmente sollivel em dgua,sendo usada . para acabamentos
téxteis,recobrimentos para papéis,recebrimentos para madeiras,
manufatura de adesivos, acabamentos de laminados e inimeras ou
tras aplicagﬁesiﬁz).

As reagdes de condensagio que ocorrem entre 0S5 compos
(63)

-
13

tos N-metilol formados incluem

a. formagdo de metilenc uréia:

0 = C‘\
NH

b. reagoes de reticulacio:



h,1. entre 2 grupos metilol:

ym s |
tOH 4 1L OCH, —~ N{ = JN = CH, = 0w CH, ~ N{ + H,0

b e

SN - CH,

b2, entreo um grupo metilol o um erupo amine:

o

/,N — (.‘112 L(i!fwjmj%“: -m‘I\ — (.HEOH ---f-",l\ e (..EIE*«— ‘j\w-— i.,fIEOH + l-iBQ
b.3. entre 2 grupos metilol, com a liberacde de for-
maldeido:

F T /N /
N LCHL,00H o+ HOY 1, e N5 JN = CH, = N{ + CH,0 + H,O0

I

Y
ra

A Tigura 2,24, resume as reacoes possiveils da uréia
com o formaldeido, Tormando as conhecidas Resinas Uréia"furmaé
deido.

Como sc¢ ve, devido & presenga na uréia de 4 hidroge-
niog ativos ¢ trés locals possiveis para polimerizacio (~C = O
¢ 2 - Nuz), dependendo da relagdo molar uréia formaldeido
(1:2: 1:3;1:4, Ct@g} usada, das condigoes de pH | temperatura,
tempo de reag¢do e procedimento gue se utiliza na sintese, po-
dewse obter na condensacao da uréia com formaldeido, resinas
com estruturas lineares: monometiloluréia e dimetiloluréia
ramificadas ¢ ciclicas: triazonas ¢ uronas, cada uma delas com
pesos moleculares diversos o aplicagﬁes especificaﬁ, mas sem-
pre apresentando grupos Nemetilol em suas estruturas, que 1o
nosse ¢aso & o grupo fuﬁcional de interesse, podendo ser en~
contrade mesmo no polimero totalmente reticulado,

Quando se utiliza uma relagdo molar de 1:4 (uréia:for



maldeido), obhtém-se g chamada resina URONA, com meléculas  de
estrutura ciclica,obtida da substituicido total dJdos hidrogénios
da uréia por grupos metilol,provenientes do formaldeido emmeio
alcalino, Sendo a tetrametiloluréia obtida extremamente ins-
tivel, promove-se @ sua desidratagio e ciclizagdo, ficando por
molécula 2 grupos metilol (dimetilolurona) . Esta resina pare

ce ser por isso,adequada para os nossos propdsitos.

§ ¢
Emﬁ Enﬂ
polimcro de , . - ) . .
' N - o, - N Cli, ~ % = Clly = %~ Cily = N~
urcéia-formal I | )
deldo reticu (=0 C=0 {=0
. oo t ;
badetrernefl Ly o oo - op, e % - O, - N - O, - N - CH, 0N
N0} i i i H
=0 Coaft iI=0t

meio G4 ida
destdracagdo
l [ 1

0 & 0

it e b . . . s [
L, NECRCH U _mein neuliy o= 0o i, s oD mein dvide HOM, CHNG NHUIE,DH

ou bisico
mengane 1 Te b ues i PMAIE ) . X
punteo de fusia: TS M urdia formatl dimotitoloreis (DM
o M devdo
- )
panta fusike | 126%¢

meio dvido
ks

TS awing primiria
desidratagio (Nl I, =0
reio dcide
desidratagio
oo = N - O -~ N, 1
- l' & 0
1) g i
. . SN A
metilepourdia M NH BOCH,N NCH,O0H
! ‘ ot T
ot H, 0 i, ;
RN ”ZC\ /CETE
0 L
u :“"PHQ
r o Dimetilel urona
Vi
HN \NH I, 00
N
CH
‘ B
i .
£
LReelt 7N
¥ H M,
# zl.l*[ iNi.,Iiz!HI
i i

Triutons

Figura 4.12 - Reagoes da Uréia com_Permaldei&o(&z)
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De Jone e De Jonge estudaram a cinétrica da reacgdo

-

uréia-formaldeido a altas concentragdes e concluiram como  j4
a

(65,066] , . e
5] ., que a reacao e bhimolecular e a t

havia feito Smyth
xa de reagido ¢ dilretamente proporcional @ concentracio de lons
hidroxila ou hidrovénio,

A Figura 2.25 mostra o influéncia do pil na constante

- o . LG .
da taxa da reagao entre ureia e formaldeido a 35°C, A pHs maio

res que 9 ¢ menores que 4 a reacao € muite rapida,

32
28t T = 35%¢C
24
r:: 204 p;_.ij
< f
B 161 ! |
’ j
-y 121 !
- j
8 I
a
4 §
0 P RS S SO
6 2 4 & & 1o 12 pH

Figura 2.25 - Influéncia do pH na taxa da reagao: uréia-formal

deido a 35°¢ (64}‘

Portanto,a metilolagdo de grupos amino com formaldel
do pode ser acelerada por alcalis ou acidos, como se vé na Fi-
gura 2.26.

A metilolacao de um amino-composto se da através de
mecanismo de substituigdo nucleofilica. A nucleofilicidade do
itomo de nitrogénio é dada pelo seu par de elétrons disponivel

para se ligar a carbonila (>C=Q) do formaldeido,
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& ] e
SNH o 53 N® 0 ci,0 « H° » CH,OH
~ . N L Y . & &
SN® 4+ CHL0 2 DN = 10 NI+ CH,0H > SRH-CH,0H
SN o= CHL0 2 e 0 0N e CHLO N IS N NG ®
>N — Gl H,0 N = CHL0U » 01 S NH-CH,0 o INCH L0 + 1
Catdlise hasicn tufﬁiisc s el

Figura 2.26 - Metilelagio de grupos amino e (07)

A Tigura 2.27, adiante, resume as reacdes possiveis da
melamina com o formaldeido, formando as Resinas melamina -for-
maldeido .

A melamina & um reagente obtido da condensagdo da
uréia ou da cianamidaféz) e se caracteriza pela presenga de um
anel triazinico muito estavel,com seis hidrogentios possivetis
de serem substituldos por grupos wetilol apds a reagao com for
maldeido.

hependendo da relagio melamina @ formaldeldo usada,obh
tem=-se di-;tri-,tetra~,penta- e hexametilolmelamina, em meilo
hdsico. ¢

Através de reagoes de condensagdo entre 0s grupos me-
tilol dos anéis triazinices, formande ligacOes
SN - CH, - N{ e DN - CH, -0 - Clt, - N{ em meio dcido, for
ma-se  um polimero insolfvel, com peso molecular infinito, mas

que ainda apresenta grupos metilollivres, servinde portanto

aos propbésitos do trabalho.



wi

Nify
;

C

N

N N
Mondmero: i { . HCHO
/’C‘Q.\\ /C\ aideide formico
HyN N NH, po =21°0
melamina

pl: > 350°C dec

NHj
NH, Nﬁ%\ﬂ
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Figura 2.27 - Reagoes da melamina com formaldefdo /%)

A melamina também & empregada em reag¢des de condensa
cdc juntamente com & uréia, ou outros compostos aminicos, como
a tiouréin, etilenourcia.etc., para produzir resinas com pro-
pricdades ecspeciais,

lstas resinas amninicas descritas, que apresentan gru-
pos Nemetilotlivres, quando utilizadas em acabamentos téxteié,
apresentam o inconvenicnte da possibilidade de liberagldo duran
te a estocagem do tecido, bem como no contato com a pele, des-
tes grupos N-metilel, na forma de formaldefdo livre que &€ uma

substidncia carcinogénica,



>ara minimizar essa liberacdio.as resinas costuman
ser submetidas durante o processo de sintese a mais uma etapa
de reacao.veagindo-se os grupos N-metileol com fAlcoois, princi-
palmente o metanol e o butunol , obtendo-se os grupos metoxi

il

o butexi: - CH, - 0 = (e,

Uil crespectivanen
tos

2

o

DN - CH,OH + HOCH; > N - CHy OCH; + 1,0

A

~ L, . . " . "
;N = CH,0U + 11{%{(_,};2};{_.‘1;3 AN - CH, 0 ({,1-1_3)% Cliy + 1,0
Fm termos de estabilidade 3 hidrdlise,com a congequen

te liberacio de formaldeido para o meic ambiente, tem-se:

SON-CHL—- 0 — ((:1z23%~c1i3 >>£\E~Ci-{2~—0—{fii > DN — CH,0H

z 3
por isto estas resinas alquiladas , sao preferidas para os aca-
hamentos texteis.

A Figura 2.28 apresenta o processo de sintese ¢ meti-
lagio da Resina Uronoa.

Caso se use portanto, resinas aminicas algquiladas na
preparagac do Suporte-Resina, a reatividade da resina polimeri
zada em relagao a lipacdo da proteina diminue, embora a reacdo
possa ainda ocorrer com menor intensidade.

Por isso, para se testar a reatividade do Suporte-Re-
sina com relacdo 3 presenga de grupos metilol, resinas com gru
po metilol blogueados por metanol ou butanol podem ser usadas,

para efeito de comparacdo.
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Figura 2.28 - Sintese e Metilagio da Resina Urona

2.5.2.

N-metilolacrilamida(NHAY

(68)

A Nemetilolacrilamida &€ um reapente obtido a

da reagdo entre
zada e

ra 2.293%,

r.

H.C = CHET
2 N
NH,

a acrilamida e o formaldeido,

estocada como solucao aquosa a 48% de solidos

vinil
0 o
+ HOHO — P,

Figura 2.20 - Reacdo de sintese da NMA (em meic bisico)

A N-metilolacrilamida {NMA) & um mondmero

te reativo. b potoncialmente um material perigoso,

rios estocagem e

manuseio aproprilados.

g2

partir

sendo comerciali

{Figu-
0
= (A~ C{’ metiliol
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NH%CHE OH 1
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extremameg

sendo necessi



A curucteristicw mals Intercssunte da S-metilolocri-
tamida (NMA) € qugfu molécula pessui I funcionalidades diferen
tes: uma vinil ¢ outra hidroximetil ouw metilol (Figurna 2.29).

A NMA pode desta forma, ser copolimerizada com outros
meonomercos vinilicos ou ser polimerizada com um homopolimere
através de uma polimerizaciao em cadeia ou por adiclo, iniciada
por radical livre, utilizando-se sua fungao vinilica., (As insa
turacoes ou ligagoes duplas sio quebradas e as moléculas 530

adicionadas formando cadeias ramificadas com © grupamento

~ C =0 , <como ramificacao)
¥
NwaXiZOH
- Ciiz - CH - Cliz-ww CH — Cﬁiz e CH - Cifg-w-
1 l '
¢ =0 C =40 =40

| i i
NHCH,OH  NHCILOH  NiCH,OH

Os grupos metilol ficam livres e disponiveis para uma
polimerizagao posterior,pela ag¢do de cualor ou de um catalisa-
dor dcido !9,

Portanto, através destes mecanismos polimercs forma-
dos por NMA podem reagir com eles proprios através dos grupos
metilol livres ou com certos substratos reativos como a celulo
se, que apresenta hidroxilas aptas a reagir COm grupos meti-
101(70}.

Alterpativamente o monomero NMA pode ser quimicamente
fixade a um substrato come a celulose, atrav€s dos grupos meti
lol e ser subsequentemente reticulade através de fungfes viniw
licas pendentes, que também podem reagir com as hidroxilas 1%

vres do substrato(Yﬂ).
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2.5.3. Catalisadores e Processos de Polimerizacho

As resinas aminicas do tipo wréla-formaldeido, melami
na-formaldeido, etc., pelas suas caracterfstitas de estrutura
e composicio quimica se polimerizam ou "curam” formando um po-
1imero termofixo rigido, de peso molecular nio mensuravel,atra
ves de um processo de polimerizacio denominado por condensagao
ou etapa.

Normalmente em aplicagBes téxteis,a'resina - ‘aminica
ainda em sua maior parte constituida por unidades monoméri-
cas {dimetilolureia , tri-ou tetrametilolmelamina, etc,) ou
moléculas de baixo peso molecular é impregnada em tecidos  dos
mais variados tipos,em um banho. O processo de reticulagado ou
condensacio desta resina sobre o tecido, para formar uma peli-
cula insoitvel, & realizado parte pele fornecimento de energia
térmica e parte por uma substancia de carater fAcido, chamada co
mumente de catalisador .mas que na verdade nio & recuperado e
tem sobretude uma func¢ho aceleradora da transformagao do moné

mero em polimero, O "catalisador” compoe parte da formulagio
(68)

da resina que € usada para impregnar o tecido

Em policondensagoes o5 reagentes mais usados como ''ca
talisadores? sio alsuns sais metdlicos de acidos fortes e ha-
ses fracas, como o clorete de magnésio 5ﬂgC12 ¢ o sulfato de

amonio; (Nﬂd) 504 ou tamhém o cloreto de Z-~amino - metil-propa-
17, : :
L

nol ¢ o nitrato de zingo Zn(Nog}z. {lom estes catalisadores
A temperatura de pglimerizagﬁm deve sor ¢m torno de

130°¢ {68,71)‘



el
[¥a1

Monomeros vinilicos de fOrmula geral

H,C = CHX ou € = CXY

L

onde: X e Y s3oc grupanmentos varifiveis, ({como Cl,ﬂ€fj>,alqui1),

na vlasse dos gquals a Nemetilolaurit:mida

H,C = Cif
- [
c=0

™ NHCH,,0H
2
se enquadra, sofrem polimerizagdc atraves das insaturagdes por
um processo denominado polimerizagao em cadeia ou por adiglo ,
iniciada por radical livreiﬁsj.

Radicais livres sfo intermediarios de reagles, que se
caracterizam por possuir um elétron desemparelhado.

Radicais livres formados a partir de moléculas de mo-
nomero e que dardo origem as moléculas de polimere, podem ser
gerados de diferentes formas: através de agentes quimicos que
sao adicionados ao meio reacional - iniciagdo quimica,ou atra
vés de radiacgdes éietromagnéticas que geram vadicais livres di
retamente na massa reacionalCGS‘?Z}.

A iniciacdo guimica € a mﬁiﬁ aplicada industrialmente.
Uma substancia quimica capaz de fofmar radicais livres por de
composigio térmica ou fotoelétrica & adicionada ao sistema con
teado mondmero.Cada espécie reativa formada por cisfo homo-
1Ttica {guebra da molécula em 2 radicais livres cada um com um
elétron desemparelhado), reage com 1 molécula de mondmero rege

nerando o radical livre, e iniciando o crescimento da nmolécula

polimérica.
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As substancias quimicas mais empregadas para producgio
de radicais livres vpor cisdo homolitica s8o os perdxides (pe
roxido de benzoila}; os hidroperdxidos (hidroperdxido de cumi
la), os azocomnpostos (o, a'-azo-bis~isobutironitrila) e 0s per
sais {persulfato de amonio ¢ de potassio), produzinde radicais

acima de determinadas temperaturas (Figura 2.30).
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Figura 2.30 - Ceracdo de radicais livres por decomposigac ter
mica de iniciadores e sua reagio com moléculas
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de monomevyo



Qutras substancias se decompSem sob acglo da luz ultra
violeta(?z).

Estas substancias quimicas sdo chamadas de Iniciado-

res on PFotoiniciadores.conforme o ¢aso ¢ entram na formulacio

Jrnto con 08 ] monome rols ) omes e progiuena guant i dade,

Também sao chamados impropriamente de catalisadores |,

embora nao tenham esta fungio especifica.

No processo de polimerizacac por adig¢dc ou em cadeia
atinge-se altos graus de polimerizacido logo no inicio da rea-
¢ao, mesmo a baixas conversoes, tendo-~se no meio reacional ape
nas moléculas de alto peso molecular e moléculas de nonomero
nac reagido, naoc havendo subprodutos.

0 crescimento da molécula polimérica se da apenas pe-
la adicdo de moléculas de monomero uma a uma.ad cadeia em cres-
cimento. Longos tempos de reagao proporcionam altas conver
s0es, mas alteram pouco o peso molecular(63‘73}’

O monomero vinilico N-metilolacrilamida & portanto
polimerizado através das insaturacdes,utilizadando-se comumen=
te como iniciaderes o persulfato de amonio ({MH4)2 8208},que a
temperaturas superiores a SUDC,produz radicais livres por de~
composicdao térmica (Figura 2.31).

Fazendo-se polimerizagdo da NMA com persulfato de amg
nio a ums temperatura mais alta, cerca de 130°C, como jA foi
discutido, pela acgdo do calor ocorre também a reacio entre
grupos metilol da NMA, formando-se um reticulo tridimensional

insolivel
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Figura 2.31 - Polimerizégéo da NMA com Persulfato de Amdnio
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2.5.4, Tecidos Sintéticops Utilizados:

Na preparacdo dos Suportes-Resina estudades  neste
trabalho para imobilizacgao de pr@teinas, poderiam ser usa
dos em principio, diferentes tipos de suportes sSlidos consti
tuidos por materiais ceramicos, vitreos pu poliméricos, nos
mais variados formatos como pds, esferas ou pérolas,fibras ou
tecidos formados por f{ibras em trama ou apenas coladas jun-
tas.

Uma das caracteristicas mais desejadas para o suporte
que constituirada o imunosorvente ¢ a disponibilidade de uma gran
de_swperficie em relagdao ao volume do suporte, para a ligagao
da proteina, que pode ser obtida quando se utiliza fibras
texteis em geval, tals como : poliester, nylon, uretanas, celu
14sicas, ccluldsicas modificadas ou acrilicas . Além disso a
facilidade de separacao apbs as reacdes,tamhé&m € muite impor-
tante.

"ara uso em testes soroldgicos do tipo ELISA, os su-
portes so0lidos que oferecem melhores condicoes para obtengao
de um imunesorvente com caracteristicas proximas das ideais
como: facilidade de preparagldo, de separagdo e de manuseio .
infércia em relagdo 3 resina que recobre o suporte e ds reagdes
que se processam no teste e alta insolubilidade, sd3o o0s teci-
dos formados por fibras de polimeros sintéticos tais como: Po
licster, cspecialmente o politereftalato de etileno - PET e
Nylon 6,6, que sao polimeros que tém grupos superfidiais pouco
reativos.,

Este formato do Supoerte apresenta uma maior relagao

area/volume, em comparacac com uma esfera ou cavidade de placa
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de poliestireno,suportes muito difundidos na preparagdo de Imu

nosorventes para Testes ELISA.

2.5.4.1. Poliester -

Um poliester € formado pela polimerizagio por conden-
sagao ou etapa de mondémeros bifuncionais: principalmente dial
cooils como o etilenoglicol e diacides biasicos, come o aclido te
reftalico ou ésteres destes diacidos como o dimetiltereftalato.
Durante a polimerizacdo ha a eliminagdc de Agua du outras mole

. . 1o . ~ {63)
culas como o metanol, dependendo dos monomeros usados .
0 PET apresenta as seguintes propriedades fisicas:

peso molecular @ 15000 - 20000, densidade : 1,38, temperatura

- il e v . O * o - »

de fusao = Tm = 2657C5; temperatura de transicao vitrea = Tg =

= 7&“0; material amorfo, mas orientavel sob traciio acima de
|81

ROC.

0 grupamento que caracteriza os poliesteres fazendo a

ligacdo entre as unidades de repetigio gue compdem a  unidade
0
estrutural biasica do polimero é ¢ - ¢ - 0 ~ |

Fste € um grupamento pouco reativo, tornando portanto
o polimerc bastante inerte a possiveis reacdes quimicas. A au
séncia de grupes reativos como hidroxilas,que desfavorece a
formacdo de ligacgOes como pontes de hidrogénie, bem come a pre
senga de grupos volumosos *<C§:}w na cadeia do polimera, tor
nam a adsorcac de macromoléculas mais dificil [prob}emas_esté—
ricos).

0 poliester tem ainda a caracteristica de absorver

quantidades minimas de fgua.

2.5.4.2, Nylon 6,6

Nylon € o termo gendrico que designa as  poliamidas
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sintéticas.
Poliamidas sdao polimeros que possuem o grupamento ami

da :

como grupo caracteristico da cadeia polimérica, ligan
do as wunidades de repetigao,

0s nylons sao classificados por um sistema numeérico,
que indica o namero de atomos de carbono das cadeias dos mond-
meros de que sao sintetizadosiﬁs’?z},

A poliamida produzida a partir da condensagao da ca-
prolactama , que possui 6 carbonoes em sua molécula,é chamado
de Nylon 6.

Nylonssintetizados a partir de diaminas e diacidos ba
sicos sao designados por 2 nGmeros, © primeiro representando a
amina, como o Nyilon 6,6, formado pela hexametilenodiamina e ﬁci
do adipico.

Na confecgiao de fibras ¢ tecidos o Nylon 6,6 € ¢ mais
usado.,

As poliamidas sio produtos tipicos de polimerizacao
por etapa ou condensagao(63).

0 grupamento caracteristico das poliamidas apresenta

a chamada ligagao peptidica e pode ser quebrada atraveés de uma

hidrdlise &acida,para liberar grupos superficiais reativos

, H
A 05 S < I
—C—N=— = =C N-—
" @
0 0

capazes de reagir com outras moléculas.
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O Nylon 6,6 tem boa resistencia a solventes; resisten

cia moderada a umidade: densidade relativamente buiva - 1,14

G

Temperaturs de fusio = Twmo= 250 - 26970 o Temreratura Jde fran
T - N &
sroae vitrvea = Te o= 50700,

2.6, Yormas de Formaldeido Fncecontradus em Resinas Aminicas e

o " . . F7 A
em Tecidos Tratados com essas R651n35L 'j.
Como ja foi Jilo. o suporte aestudado neste traba-

Jho para vso em Testes LELISA, & composto por um tecido sintético,
revestido por uma camada de resing polimerizada, na qual se {1
Xara protefnns para ohtengao de Imuncsorventes.

As principals resinas usadss 530 as aminicas e © mMOnNg
mero N*métilolaurilnmidu , cuja caracteristica comum € possuir
em sua formulacido o formaldeido e em suas melfculas o ST UNO
N-metilol.

Pste formaldeido esta presente na resina e apds a

sua polimerizagido no reticulo resinoseo, sob vidrias formas:
a. Pormaoldeldo Livre:

Referc-se ao formaldeido encontrade na resina ou mond
mero em si apds a sintese, ou no reticulo insoldvel formado
apds a sua polimerizagio, que nio esta combinado ou ligado @s

moléculas de resina ou ao reticule resinoso,
b, Formaldeido Combinado:

Refere-se a todo formaldeido que estd incorporado atra

vés de reacdo quimica ds moléculas de resina ou mondmero Ou ao



4d

reticule resinoso,
Existem diferentes formas de formaldeido combinado que
podem ser visualizadas na seguinte estrutura tedrica de uma re

sina uréia-formaldeido comumt>®)

P p— — -— - o . —-— (:} Fo e e — e G G MR = emml wa .
CHOH, C =N~ (=N =~ CH, - N - U - N -~ CH.LO R :
oL o _HZ - b t Lo 4.2__ ! ! - g T
H H H H
Forma I Forma 1711 Forma 11

A Torma [, o grupo waHZOH, represents o formaldeido
na forma Metilel, que € o grupo funcional capaz de TEAgIY CO=
valentemente com grupes aminicos - NHZ, - N-H ou hidroxilas,

i

- - - {:}l
caracteristicos de prctelnas( )

como antigenos e anticorpos,
que se deseja fixar no Suporte~Resina.

A Forma 1I, o grupo W#CHZO R, onde R vrepresenta a ca
deia carbonica de um &lcool, & o formaldeldo na forma de gru-
pe metilol alquilado, isto &, blogueado pela reagio com um al
cool, normalmente o metanol ou o bhutanol.

Quanto maior for a cadeia R, mais estivel é a ligacde
do grupo a4 estrutura da resina,

Bebora cstes prupos metiloimetilado ou metilolbutila
do sejam mals estaveis que o grupo metilol, em velagao a hidro-
lise, com a liberacao de formaldeido,n roucio covalente com  grupos
caracteristicos do protefnas. embora com menor intensidade, pode ocorrer.

A Forma TI1, o grupo -CH2-W , representa ¢ formal&eé
do metilenico, que esta profundamente incorporade & estrutura
da resina e do reticulo apds a polimerizaclo, sendo de dificil
liberacio na forma livre e nfo reative em relacio a grupos

funcionais de proteinas.
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m termos da estabhilidade dessas Formas em relagio &
hidrolise, com a consequente liberagao de formaldeido, tem-se

a seguinte orden

— CH, = > — CH,O0R } — CH, OH

ou seja, sob condigoes pouceo energicas de temperatura{<40°C)
e umidade {ambiente de estocagem do produto polimerizado) pode
haver quebra csscncialmente da lieagdo Jdo srune Metilol - CH,OH,

ocorrende o liberacvae de formaldeide livre.
¢. Formaldeido Tetal

Refere-se a tode o formaldeido contido na resinn ou

ne reticulo resinoso, ou seja, o formaldeide livre mals o com-

hinudoigu).

Na Industria Téxtil,que utiliza largamente resinas a
base de formaldelIdo no acabamento dos tecides., o estudo das for
mas de formaldelido encontradas na resina visa a minimizagao
da liberacio de formaldeido.

Nesde alguns anos,e grande a preocupacde dos organis-
mos ligados a $alde Publica e Toxoceclogia, nomeadamente nos
paises como Lstados Unidos, Japao e da Comunidade Buropéia, a
respeito do contato dos consumidores e trabalhadores indug~
trisnis com o formaldeido liberado de tecidos, devido As evi
déncias de propriedades carcinogénicas do mesmo.

istes OréﬂniSmas tém pressionado as indhstrias atra
vés de leis,visando a manuteng@o dos Indices de formaldeldo 1i

VTe ou possivei de ser liberado comoc o Metilol, nos menores hi

vels praticaveis em seus produtos, o gue tem sido conseguido
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pelo uso de resinas com baixo formaldeldo livre, grupos meti-~

ol bloqueados por aleoois ¢ uso de reagentes sequestradores
(74,75)

¥

LS

o Tacceptors'de formaldeido
Neste trabalho o estudo das formas de formaldeido pre
sentes visa o correlacionamento da reatividade do Suporte-Resi
na Desenvolvido na reacao de fixacao da proteina e da es
tabilidade dessa reagdio a longos periodos de estocagemscom a
presenga ¢ concentragao de certas formas formaldeldo existen-

tes 1o Suporte-~Resina principalmente o Metilol e o Metilol

Alguilado.

2.7. Métodos Analiticos para Determinagio das Varias Formas

de TI'armaldeido

Ba um  grande nimero de métodos de analise descritos
ni literatura,paré a determinacao direta ou indireta das dife-
rentes formas de formaldeido encontradas nas resinas aminicas
ou monomercs sintetizados a base deste reagente e enm tecidos
tratados com estas resinas.

Os métodos para formaldeido livre si3c os mals estuda-
dos e discutidoes,dado ao controle exercido pelos Organismos 11

pados 3 Sonde Phblica.

2.7.1. Determinacao de Formaldeido em Resinas Aminicas

2.7.1.1. Eprmaldeido Total:

0 método mais utilizado &€ ¢ desenvolvide por Bricker

(76) (73,771

e Jobhnson em 1945 e modificado por Morath e Woods

se hasgia na leitura colorimetrica da intensidade da cor roxa,
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resultante da reagho do Joide crometropico com uma aliquota
de uma solucio diluida  da resina.em presenga de deide sulfari
co SN. A absorvincia da solugdo colerida resultante &€ medida
@ 570mm ¢ o vontedde de formaldeido total presente na resina,é ob

uE

tido o partiv de uma curva Jde calibracdo previamente preparada,

Mesmo o forma menos reativa de formaldeldo presente
. st L - N .
na resinac peontes metilenicas N - CH, - Ny ¢ liberada, permi

tindo a determinacao da relacao formaldeido/amina, que € infor
macao importante em termos de propriedades desejadas, formula-
cho ¢ processo de fabricagao.

2.7.1.2. Vormaldeido Livre

3

Os métodos mais usados sio os que utilizam o sulfito
de sodio a frio, existinde em 2 variagles

A variagao descrita por De Jong e De Jonge(&d*?gj usa
sulfito de sodio para formar com o fermaldeido um complexc em
meio alcaline suave (pll 8,5), 3 temperatura de 4°C | durante cur
to pericdo de tempo. A reacio & interrompida pela acidifica-
cido do meio. PForma~-se o produto de adicao do bissulfito, Q

excesso de sulfito gque foil adiciocnado & reagide com solugdo de

1,, em presenca de amido come indicadey. O produte de adicdo
do bissulfite formado (CHv(NaSO%)OHj ¢ entio destruido pela

adicdo de uma base,liberando o sulfito, que & titulado com so-
lucho de 1, padronizadoa. FEsta Gltima reagdo € usada para cal

cular a guantidade de formaldeido livre.
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Reagdes Envolvidas:

pH 8 \ 5
HCOH + Na2803 + HL,0 0+ NaOH + CHz {NaSOE) OH

format~  sulfito composto bissulfito
dedo de sodio
pit 10
CH (NaSO%} Qb -

HCOH + I‘Ja?SO?1 + H?O

N

N32803 + [7 + ] 5 5

-
w
g8}
—
!
+
Fe
)
+

4 ’ &

i

A bhaixa temperatura utilizada no procedimento , minimi
za a hidrOlise dos grupos metilol e sutros presentes na  resi-
na, que daria valores mais altos que os reails.

= B
A variacao descrita por Morath e Weods(”ﬁj de metodo

do sulfito a frio, propdoe uma modificacio do Método descrito
797 <
por Walker( },em 1953,
Neste método tambem ocorre a formacac do produto de

adigao do hissulfite,e a modificacgdoe consiste na adicdo de uma
alTquota de HCL ou ”2504 padronizada ¢ em excesso,em relagio a
guantidade de NaOll {ormada pela reuagio entre o formaldeldo &
o sulfito adicionado.

Portanto,d reagio se¢ processa em presenca de acido que
val imediatamente neutralizando o NaOll formado. No final o ex
cesso de acido & titulado com scolugdo padronizada de NaOH.

A diferenga entre os equivalentes de #cido adiciona-
dos e os consumidos,€ usada para o formaldelido livre.

A reagao deve Georrer 4 temperatura de 0 a 4%¢ parami
nimizar a hidrdlise da resina.quando o excesso de dcido & titu

lado pela bhase.
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A presenga da base como produto no inicio da  reacdo,
sem a neutralizagine imediata com o dcido,pede causar a hidrd-
lise dos grupos metilol e outros,dando resultados superiores
a0s Teals e pode também catalisar a reaclo do formaldeldo livre

B amostyrn com SrUpes  am ing oo oresinn.,

2.7.1.3%3, Formaldeido Metilol

Grupos Metilel incorporados em resinas aminicas 580
. - P N, - . -
ligados a atomos de nitrogenio N - LHEOH e estas ligagoes S0
frem uma quebra quantitativa em meio alcalino, mesmo & tempera
tura ambiente, produzinde formaldeido livret 7).
me 10
. . acalino .

oN - CH,QGH = - NH, + HCOH

Portanto grupos Metilol podem ser determinados usan
do as mesmos wmétodos ewpregados para formaldeido livre,no qual
reagentes alcalinoes sdao empregados. Parag se obter ¢ contetdo
de grupos Metilol, deve-se descontar do resultado o formaldei-
do livre,medido previamente por outros métodes, que € determi-
nado concomitantemente.

(80)

e Jong e De Jonge e De Jmng(ﬁ%’7&) desenvolveram

2 metodos para determinacio de Pormaldeido Metilol, envolvendo

a liberagdo dos grupos Metilol sob condigoes alcalinas.

(64,78)

Um dos métoso é iodimétrico e naoc pode ser usa

do em presenga de substancias redutoras e o outro utiliza cia-

neto de potassio alcalino (80,77)

. sendo adsquade a todas as
circunstancias.

Um outro problema que surge na utilizagio destes méto
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dos € que parte, senio todos, dos grupos Metilel esterificados
(metilados ou butilados) presentes na resina, sio também libe-
rados sob as comligoes do teste e medidos como grupos Metilol dan

do resultados erroneos.

pit : 1H
L e o A N
SN - CHL0 fwtﬂv - o CHL O >y KM, o+ OHLO
- 7 basico - hasico - -
Portanto estes métodos se prestam apenas a resinas
nao esterificadas,
(73]

Para cvitar este problema Morath e Woods propoem
e métedo para medir apenas os grupos Metilol e se baseia na
metilacio dos prupos Metilel da resina com wetranol, contendo @

cido clorldrico anidro como catalisader., Um mol do ﬁguu & 1i~

berade para cada wmol de grupos metilel reavido

e

N s . . - \ .y .
, No- (ilgﬂil + EEOQJES > N - LJ%EO (ﬁ%s * EiEO

0 total da agua liberada & medida no final da reacio
pelo método padraoc de Karl Fisher. Corrige-se o valor descon-
tando~se¢ a Agua j& presente originalmente na amoestra, também

determinada por Karl Pisher.

2.7.1.4. formaldcfdo MetiladO(XSJ

Lsta forma & melhor calculada através do valor de me

tanel combinade obtido das andlises do metanol total e livre,
Metancol Total:

E obtido atraves da oxdidagdo,sob refluxo,com dicroma-



101

to. 0 método envelve a oxidagio do metanol ¢ outros TTUPOS

oxidaveis,que devem depois ser descontados.
Metanol Livre:

No caso de resinas nao-metiladas,usa-se o metodo que
envolve a liofilizagadce da resina,seguida da determinagac do me
tanol total no residuo sece. A diferenca entre o metannl to-
tal antes e depois da liofilizacdo € igual ao metanol livre da
vesina.

Para resinas metiladas usa-se o método Siggia modifi
cado(?zj.

0 metanol & esterificado por anidrido ftalico, em pi-
ridina a 0°C., 0O excesso de anidride é convertido em Acido ., pe
la adigio de agua no final da reaglo. O metanol livre & calcuy
lado da diferencga dos resultados de rtitulagdes com alcali da
amostra e de uma prova em branco com anidrido ftilico. A con-

versio da reagio €& de 90,6%.

2.6.1.5. Formaldeido Metilénico:

£ calculado da diferenca entre os valores do formal-

deido total menos o Tivre, metilol e metilado.

2.6.2. Determinacdo de Formaldeido em Tecidos Tratados com

Resinas ou Monomercs & Rase de TFormaldeido

Em termos de Tecido Tratado os Metodos de Analise de

maior aplicabilidade sao os do Formaldeido Livre ¢ do Formal-
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deido Metilol.,

2.6.2.1. Tormaldeldo Livre em Tecidos Tratados

Para a medida de formaldeido livre em Tecidos Trata
dos, virios metodos estin descritos na literaturaiﬁs‘gi"gg’SSL

stes métodos tentam simular condic¢des de ambiente de
gstocagem e utilizagao dos produtos recobhertos POY resinas,que
sa0 essencialmente produtos textels.

Visando o controle da liberagio de formaldeide na for
ma livre, existe grande dﬁbate(sl’gi’ga a respeito do melhor
metodo para medida de formaldeldo livreo em tecidos tratados.

Do mesmo mode que para formaldeide livree em resinas
existem discropineias entre as quantidades medidas através de
cada meétodo. Estas diferencas originam-se da severidade com
que cada método provoca g possivel quebra de ligagles de  grupos
Metilol ou da presenga de residuos our  grupes funcionals inter
ferentes no wmetodo, resultando em analises imprecisas.

Os metodos mais utilizados sao

(82)

1, Método do Sulfito a Fric 4

[ o método menos severo de todos,para formaldeIde 13
vre em tecldos rratados e & considerade o teste para o “verda-
deire” formaldeido livre em tecides,pelo curto periodo de tem
po (7 minutos) ¢ & baixa temperatura (Q—Iﬁgﬂ}aque 580 usados
na reacio para a formagdo do produto de adigio do formaldeido
com o sulfito de s0dio - o hissulfito. Estas condic¢des obscu-

recem ¢ efeito do alto pH de incubaczo proveniente do pH dosul
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As duas variagoes deste método propostas para resinas

(64,78)

por De Jong e Do Jonge ¢ por Morath e Woods(?$3 ja des-

critas anteriormente sio utilizadas tambem pare medida de for
mabdeido Pivee om tecidos, adaptando-se apenas as voncentragdes
¢ 0% volumes dos reagentes usados.para o medida de concentra-
coes de formaldeldo da ordem de ppm.

As duas variagbes apresentam entretanto interferéncias
indesejadas.

A de Morath e Woods sofre a influéncia da presenga de
catalisador acido no recobrimento resinoso, principalmente en
tecidos niio lavados, sendo portanto necessivia uma maior quan-

tidade de NaOM para a titulacgao do acido colocado em excesso

dando um resultado em termos de formaldefdo livre,ahaixo do
Teal,

A variagao de Pe Jong e De Jonge sofre a influéncia
relevante de outres grupos reativos distintos do formoldeido

presentes no recobrimento. Muitos compostos que contém a fun-
rio aldeido reagem com o sulfite. A presenga do cloro positi
vo €17 | também interfere, pois o iodo € mais eletropositivo

gque o cloro podendo substitui-lo em clorpamidas, consumindo-se

mais iodo, dando um resultade de formaldeide malor que o real.

2. Método do Frasco Selado da AATCC - M&todo 112-1878 (AATCC
(85)

Iste método mede o formaldeido liberado come vapor de

um tecido tratado, incubado sohre agua {(em um suporte) por 20
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0. _ . .
horas o 407°C, dentro Jde um frasco hermeticamente fechado. Es
te métode fol desenvelvido para medir a propensio que um teci
do tratado com resina {(tecido acabado) tem para liberar for

Ly - - e i § - - -
maldeidoy,sob condigoes de temperatura e umidade enérgicas pro

longadas.

(68)

3. Metodo Japonés Modificado {Japanse Law 112-1973)

Extrai-se o formaldeido, através da incubagado do teci
do tratado com resina em uma solucde tampao de fosfate bidcido
de potdssio - hidroxido de s@dio 0,IN, pH 6.0, & temperatura de
40°¢ por 1 hora.

Reage~se numa aliquota deste extrato com acetilcetona
em meio tamponado e le-se entio espectrofometricamente a absor
vancia entre 412 e 415 mm. A concentragio de formaldeido € ob
tida de uma curva de calibracdo de concentracio de formaldeido

x absorvancia previamente ohtida.

- - - . - . 84,85
Comparacao entre os Metodos para Formaldeido lere(' -85

Os resultados de todos estes meétodos descritos, S&o0
indiscriminadamente referidos como contelido de formaldeldo i1
vre.

Formaldeido livre come fol anteriormente definido{foxr

maldeido extraivel que ndo estd quimicamente ligade ao nitro-

géniol),¢ provivelmente melhor determinado através do método
sulfito a frio, utilizando-se iodo como titulante, ja que uti-
lizando~se este método nao se espera forcar o formaldeido de

outras fontes potencials do acabamento{resinal.
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0 metodo Japones Modificado e outros métodos simila
res que empregam condigoes de extragdo,provocam alguma hidrdli

se do acabamento com liberacdo adicional de formaldeido.

MNsocHLon s SN+ HCHO
_ .0 0
Ny P R .
P No- (HE{} e {"“j-”, s N (,HEOI! + (,H?}Oii

HOHO
0 método do Frasco Selado da AATCC (Seleand Jar Test) é
reconhecidamente o mais enérgico e consideravel quantidade de

ligagdes sido quebradas no acabamento, tiberande formaldeido.

o ‘}1 iade das M 4 } o v a For 1(1{&1 }_‘{84,85)‘
sensibilidade dos Metodos para Formoldeildo Livre :

Conforme os niveis de formaldelido tornam-se MENnoOTes,
Fiea cada ver mals dificil usar significativamente os wvalores
obtidos através destes métodos.

Os pontos finais de titulacio tornam-se dificies de
ver pela alta diluicao dos reagentes, entretanto caso se use
concentragoes de reagentes suficientes para um ponte final bem
determinado, entao uma gota do titulante pode corresponder a
50 -~ 100 ppm de formaldeido, o gque leva 2 necessidade do desen
volvimento de novos métodos e ou procedimentos,que produzaa ve

sultados mais significativos.

2.6.2.2. Formaldeido Metilol em Tecidos Tratados:

A determinagido do conteuido em grupos Metilol em teci

dos tratados com resina, se faz utilizando os mesmos meétodos
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(64,78) (77,80)

descritos por De Jong e De Jonge De Jong para

medidas destes promos om resinas. Apenas pequenas modificagoes fo

ram intreduzidas,.ja que se trata de tecide tratado em pedagos

- . - . -

e nao de resina liquida, £ usada uma massa de aproximadamente
. _ 2

3,08 de tecido tratado cortado em pedacos de 1 a 2 cm™ e volu-
mes de reagente e agua destilada como diluente, para uma Oti

ma molhabilidade e imersao do tecido. O tempo de reagio de

hidrélise para o método lodimétrico foi aumentado para 2 horas

¥

em ver de 1 hora.

(64,78)

0 método iodimétrico consiste da incubagao da

amostra de tecido acabado cortado em pedagos com solugio de
rodo em prescnca de NaOll, por 2 horas a a®¢.

A amostra © entido acldificada e o excesso de iodo
titulado com solugﬁo de tlosulfato  de amonio ,em presenca de

amido,
{77.80)

O metodo do cianeto consiste na incubagdo  da
amostra de tecido acabado cortada em pedacos com solugho de

KCN em presenca de NaOH, por 2 horas @ temperatura ambiente,
Apds neutralizaecfio, adiciona-se piridina e neutraliza~-se nova-
mente com acido . Titula-se entdo com nitrate mnmercurico
He [NOSJ 5

Para se ter o concentracgac apenas de grupos metilol
deve-se descontar o formaldeido livre {(previamente medido) ,que

& concomitantemente determinado por estes métodos.



147

2.8, Caracterizagao da Natureza da Ligacio que Ocorre Bntre a

Proteina ¢ o Suporte-Resing na Prepoaracac de Imuno-

Sorventos

Na preparagdo de imunosorventes, a natureza da  liga-
£ao que se consegue entre o suporte o a proteina que se
imobiliza € muito importante, pois ela pode conferir ac imuno
sorvente, propriedades de interesse como possibilidade de esto-
cagem por longos periodos, se a ligagdo for covalente.

No caso do Suporte-Resina e¢studado nestetrabalho, a
presenga dos grupos N-metilol em sua superficie, indica a pos-

sibilidade de ocorrencia de ligagao covalente com grupos carac

teristicos de proteinas, como descrite na literatura 013,
Contudo, 2 ocorréncia ou nao dessa ligacio covalente

deve ser testada e questionada,dada 3 possibilidade de Ocorrég
cia de adsorc3o fisica,como resultade de ligagOes secundarias
como discutido a seguir.

Quande uma superficie splida inerte & colocada em con
tate com um fluido: gas ou liquido. certas moléculas deste flui
do se acumulam preferencialmente sobre esta superficie.

A interacio destas moléculas com a superficie poderd
ocorver de diferentes maneiras: por Adsorcdo Fisica apenas, on
de forcas fracas estado envolvidas ou por Adsorgio Quimica onde
hi interagao de forgas de natureza quimica,com modificagtes na
distribuicio eletronica das moléculas. A Adsorc¢do Quimica po-
de ser considerada ump verdadeira reagio quimica, havendo evi-
déncias de que os trés tipos de ligacio quimica : ibnica, cova

lente & coordenativa, podem ser formadas entre a superfiCie
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do suporte ¢ as molCculus que ali se Fixam, dependende da natu
reza da superficie e das wmoléculas envolvjdasisg‘gajk

Ligagdes covalentes podem ser formadas somente se o
adsorvente possuir orbitais com eletrons solitarios,capazes de
entrar em covalencia.

No caso do Suporte-Resina  tem-se & presenga na super
ficie de grupos metilol, aptos a reagir com as proteinas em 5Q
lugao, covalentemente. Na pritica nidc se conscuue diferenciar
ama bieacdo quimica, da Adsorcde Quimica.

Os mesmos critérios usades para a Jdiferenciagho entre

Adsorcio Fisica e a Adsorgio Quimica, no caso do Suporte-Resi-

na  estudado neste trabalho, podem ser utilizados para ques
tionar s¢ o llgacao di proteina se di apenas por adsorgio

fisica ou se ocorre ligacdo guimica.

A Tabela 2.4, apresenta resumidamente oS principais
critérios usados para diferenciagiio entre Adsorgdo Filsica e
Adsorcao Quimica,

Tratam-se de critérios indireteos, pois os meétodos ex
perimentals que existem para se estudar divetamente a intera-
cdao eletronica adsorbato (molécula que se liga a superficie) -
adsorvente (superficie onde a molécula se liga):-

- potencial elétrico a superficie;

- condutividade elétrica a superflcie,
exigem equipamentos sofisticados, sendo de dificil aplicagio de
vido A4 peguena quantidade de moléculas adsorvidas em  relagio
ao tamanho da amostraggg)‘

Portanto,.procura-se fazer a distingdio através de um
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Tabela 2.4 - Critérios para Diferenciacfe entre Adsorcgio

Quimica e Adsorgdo Fisica

(89)

Critério

Adsorgdo Quimica

Adsorgio Fisica

ra

Calor de Em geral » 20Kcal/mol 2 - 6 Kcal/mol, Qua
1 Adsorgao excegoes com menores va-|se sempre < que o
lores frequentes. Raramen|calor de condensa-
te ¢ endotérmica. cio
Energia def E necessfria tanto para|Nula para adsorcio
Ativagao para a adsorcao quanto 2 - & Kecal/mol pa-
para a dessorcdo » 20 ra a desorgac (va
5 If((::,-il.mcﬁw}L para a dessorilor aproximado do
¢ao {(da ordem de uma reacalor de condensa~
30 quimica). Raramente |cdo)
4 adsorgdo € ndao ativada
Intervalo | Ocorre a temperaturas Ocorre & temperatu
de Tempe- | muito superiores ao pon-|ras proximas do pon
5 ratura to de ebulicao {em geralllto de ebulicie
Controlada cineticamente
pela temperatura
Especifi- | Especifica, como no caso|Nio-especifica
4 cidade de reactes quimicas
¢ Tipo de Monocamada Camada Multipla
Cobertu
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conjunto de critérios indiretos, cada um deles por si s¢ insu-
ficiente  para caracterizar o tipo de interagﬁoisgg,

A ocorréncia simultinea de Adsorglo Fisica e Quimica
deve ser levada em consideragao. quando se analisa dados expe-
rimentails sohre adsorg§o£gg’9u}.

Observandoe~se a Tabela 2.4, entretanto.verifica-se quse
mesmo estes criterios indiretos de diferenciacdo sio de difi-
cil medida como o calor de adsorgaoe energia de ativaglo,.prin
cipalmente quando se trabalha com solugoes de moléculas. que se
deseja fixar em superficies como as do Suporte~Resina desenvol
vido, que apresentam grupos reativoes livres.,

Para analisar ¢ descrever o3 resultados experimentals

de adsorgiio, resta ainda o recurso das Isotermas de Adsorgao.

~ {89,490
2,81, Isotermas de Adsorgam(gj’}ﬁj

A experiencia mostra que uma vez atingido o estade de
equilibrio no processo de adsorcac, as concentracgdes de EQUILE
BRIO das moléculas na fase flulda e na superficie do adsorven-
te, dependem da concentracgao inicial de moléculas {chamadas sor
tivo).da temperatura, da natureza das moléculas e da superfl
cie do adsorvente.

A Isoterma de Adsorcgao € a fungao que traduz z varia-
cdo da quantidade de moléculas fixadas no adsorvente no esta
do de equilibrio, em funcio da concentragio de equilibrio das
moléculas no meio reaciqnal, a temperatura constante,

Na Tabhela 2.5 apresenta-se as equagCes das isotermas

mais empregadas no estudo da adsorgac, no case descrevendo o
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fase gasosa. As varidveis que aparecem nas equa

. . 3
volume adsorvido, om

volume requerido para cobriv a superficie do ad-
sorvente.com uma camads monomolecular do adsorba
to;

grau de cobertura, ou fragido da monocamada cober
ta a pressao de equilibrio P

pressdo de vapor de saturagi@o 4o adsorbato.

s demais simbolos sio constantes.

. . - (90)
Tabela 2.5 -~ Isoctermas de Adsorgam(gLf
Nome Equacdo da Isoterma Aplicabilidade
Henry Vo= kP Adsorcdo Fisica
e Quimica
Langmuir V. o=p = KB Adsorgdo Fisica
v 1+kpP ;
m {(Monocamada) e
..... Quimica
" n : : _ }l/n - - .
Freundlich V = k [ (n>1} Adsorcao Fisica
e Quimica
\ - T "’ ﬁdCO ..50
Temkin V. o_ g =211, cp i re
- a GQuimica
m .
Brunauer, Adsorgido Fisica
. P 1 C-1 p _ .
Emmett e = + b emt Multicamada
V(P -P)  ¥Y_.C V_.C P
Teller (BET) o n n




No caso de se ter adsorgade a partir de meléculas em

solugao, pode~se substituir estas varifveis por outras:

V por X/W = quantidade de material adsorvido por unidade de

area ou peso de adsorvente (no equilibrio):

P opor € = concentracae de equilibrio da solugio em contato

com o adsorvente;

YV por N = quantidade de material necessdrio para formacio
da monocamada, por peso ou drea do adsorvente,

P opor C = concentracao de equilibrio da solugio, em que se
da a saturacio do adsorvente.

X/W _ quaatidade de material adscorvido

N quantidade de material necessario

para formar a monocamada

Na Figura 2.32, apresenta-se os cinco tipos de Isoter

ma de Adsorgio tipicas:

i 11 111 v I

! { "
} ! |

¥ ; ; i
W ; s | | ‘
! ‘ i \
i : !
) i i i
| : ! , :
C O c [ L &} € [ C O

¢ C C c ¢

(91)

Figura 2.32 - Isotermas Tipicas de Adsorgio

As Isotermas de Langmuir e de BET sdo as mais impor-

tantes e usadas.
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Isoterma de Langmuir:

L baseada no Modelo de Langmuivr que se assenta nas se

guintes hipoteses simplificativas:

oo osuperficie do adsorvente ¢ energeticamente uni-

forme;
2. a adsorcao da-se em MONOCAMACADA;

3. as moléculas adsorvidas niio interagem umas com as
outras.
Quando usada para adsorgio de moléculas em solugdo, a

forma mais simples du equagao da Isoterma de Langmuir € dada

por:
Ka iwwjiﬁimw. (2.1)
W I + K G

com K = constante de equilibrio para adsorgio.

A Isoterma de Langmulr tem o formato 1,apresentadc na
Figura 2.32.

Testa-se a aplicabilidade do Modelo de Langmuir a um
conjunto de dados de equilibrio, linearizando-se a equagio 2.1,

ohtendo-se

Lo S (2.2)
X/ W Nm K &m

Para que o Modelo de Langmuir, vdlide para Adsorgiao
#isica em Monocamada e Adsprgao Quimica, represgsente com afi-

ciencia o fenomeno estudado, graficando~se os dados experimen
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tals,segundo a cquagdo 2.2:

»—9~—XC,

X/W
deve-se obter uma reta. Determina-se entio os parametros Nm e
K, a partir dos coeficientes angular ¢ linear da reta, respec-
tivamente.

A validade do Modelo de Langmuir sO pode ser estabele
cida com seguranga,quando as seguintes condigoes forem satis

feitas .

a. A equagao da Isoterma de Langmulr deve ser uma apro
ximacao significativa dos dados experimentais para todo inter-

valo do grau de cobertura :
X/ W
# = —— {varia de 0 a 1)
Noy
b. 0s valores dos parametros N,e K obtidos devem ser
fisicamente significativos : N deve ser independente da tempe

ratura ¢ X deve decrescer exponencialmente com a temperatura.

0s desvios do Modelo de Langmulir sae explicades pela
heterogeneidade energética da superficie e pela existéncia de
interagbes entre as moléculas de adsorbato, principalmente no
caso da Adsorgio Fisica, onde ocorre a formagdo de camadas mil
tiplas.

Mais frequentemente,o Modelo de Langmuir € aplicade

apenas para faixas limitadas do grau de cobertura (#).

Isoternma de B.E.T. (BRrunauer, Emmett & Teller)

Emprega as mesmas consideragoes iniciais feitas para
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a Pguagio de Langmuir, assumindo além disso, que o tratamento
di monocamada pode ser  estendido para diversas camadas., Cada
espéceie da 12 camada serve como sitio para adsorcio da 2% cama
da, e assim por diante.

Bespreza-se interagoes laterais e assume-se uma super
ficie homogénea.

Antes do desenvolvimento da Tecria BET em 1938, nao
existia nenhuma equacgfo gue explicasse a forma de 5 , encontra
da na Isoterma do tipo 11, da Figura 2.32. A Teoria BET leva a
uma equacao com 2 constantes, que quando aplicada 3 adsorgéo a
partir de solugoes tem a forma :

C N S € S (2.%)

% . . m
20C. -~ )
w ©

gue se reduz a Equagao 2.1 de Langmuir quando C/C, é muito bai

xo ou K & muito grande.

Fazendo~se C/C_ =Y, obtém=-se

1 I | (1-¥) (2.4)

! K ’

S {1 -Y) Mm N o7

W

Se a Teoria BET & aplicavel aos dados experimentais .

entiio o pralico:

de S S contra oY)

_ serd uma reta & 0
X/AW (1-Y] Y

coeficiente linear desta reta corresponderi ao reciproce de Nm’

ou seja, a quantidade necessiria de material para formar a mo-
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nocamada.

Ne acordo com os resultades obtidos experimentalmen
te, em termos de quantidade de imunoproteina ligada ao Suporte
-Resina, para determinadas concentragdes de imunoproteina de
equilibrio, que serdo apresentados no Capitulo 4, {tem 4.5, ra
rece interessante apresentar também a teoria desenvelvida por

&
Hailwood e Horrohin(JSJ

. para a sorgdo de umidade em fibras.

Eles consideram que as primeiras moléculas de agua
se ligam com unidades definidas (sitioes) da molécula de polime
ro da fibra, formando hidratos, enquantc que as demals formam
uma solucio ideal no polimero.

E assumido que a agua dissclivida, o polimero nio-hi-
dratade ¢ o polimero hidratado, formam uma Gnica fase sdlida.
Nesta fase haverd um equilibrio entre a Agua combinada com a
unidade P da moldcula de polimere, gue forma o hidrato, e a
Agua presente como agua dissolvida no polimerc. Haveri também
um equilibrio entre a agua dissolvida ¢ o vapor d'agua na at-
mosfera.

0

P.H P

+4

2 * Hy045i6s0lv

H,Q

H,0 2Yvap

2 dissoly

4

Pela Lei de Acao de Massas tem-se:

hPPid}zK M a0, 1T+ (2.5)
L A 1 | "z dissolv | L]
¢ - -

- i . :

L#HEOdissolva B KE 1_“20vap;] (2.6)

onde Kl e KZ* sa0 constantes de equilibrio.
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Sendo a concentrvagdo de vapor d'agus dada pela  umida

de relativa H%, tem-se:

H h] = /1t 2
Lzom_pg /100 (2.7)
ou seja:
[~ ] G com K = —2
H,D . . = KM, com K = % (2.8)
Ez A
L dissol 100
Assumindo~se uma solugao ideal, as concentragdes dos
3 tipos de moléculas envolvidas no equilibrio sdo obtidas  de

suas fragoes molares,

0 ganho em massa de dgua da fibra é dado por:

massa de agua no polimero
T = ganho = - (2.9)
massa de polimero seco

ou seja,

n? de moles de Agua no polimero x 18
r = (2.10)
n? de moles do polimgro seco x M

onde: M = peso molecular da unidade do polimero

18 = peso molecular da agua

Determinando-se os numeros de moles envolvidos na equa
¢do 2.10 , obtém-se ao final a expressio:
K K, H

R s - (z.11)
LS00 1-KH 1+K Kl H

aue € a equagdo de Hailwood e Horrobin, relacionande o ganho,

v, com a umidade relativa da atmosfera, H. Pela escolha ade-

¥



quada das constantes K, K, e M

1

experimentals, quo apresentem ums

{em S). Na Figura 2.33, mostra-se

dos experimentals ¢ valculados por

_ L= " O C .
vodao e 1a a 25°C, mostrande a divisao da

godao, na forma de hidrates e em solucgao.

*
3t w— Curvas calouladas
% La
LN Algodao
La
\-\
25 +
®
20 j
f
(o] 4“]

x /
- (o
10 ,x/’ ;
Agua
g” jﬂLyml
5 |- /// Aﬁxwda
«< Al odao
4“/'”"“”’£"”“"&
£ . —~=TKgua em hidratos
e | 1 1. 1
0 20 40 80 80 100
Umidade Relativa %

Figura 2.33 - Comparacdo da Equagio de Hailwood

com resultados experimentais para

. 23 . .
Dillman e Mliler(} ) regalizam estuddos

albumina, gamaglobulina e fibrinogénioc,om viArias

polimeros, incluindo resinas de troca catidnica

ram 2

curva no foarmato

dgua retida.

tipos de adsorc¢ac: um relativamsnte hidrofilico,

118

, obtém-se um bom ajuste de dados

sigmoidal

@ comparagioc eatre resulta-

Hallwood e Horrobin,para al

pelo al

¢ Horreobin |

(953

13 e algodio

de adsocrcgio de
membranas de
¢ caracteriza

exoter
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mico e facilmente reversivel, com calor de adsorcdo de
-10 Kcal/mol e outro aparentemente irreversivel (fortemente 1i

vado) . hidrofohico e endotermice, com calore
i 1

ores de adsorgao  va-
(93)

riando de §5 a 20 Kcal/mol. Kemp ¢ Rideal relataram que pro
teinas sio adsorvidas em sdlidos, de acordo com a Adsorgiao  de
fLangmuir, o que também foi observado por Kim e Lee(gg} na ad
sorcio de proteinas do sangue em varios materiais polimericos
(polidimetrilsiloxano, teflon e copolimero é@ter-uretano-uréia).
0 estudo da adsorgdo de proteinas a polimeros sintéti
cos ¢ de grande interesse, por causa de seu envolvimento. nos
estdpios intciais de intera¢ao entre o sangue e materials poli-

- - - - u _(9“1)
mericos implantaveis -
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CARTTDLO 3

Todos os Métodos ¢ Procedimentos descritos neste Capitu
lo,gue envolvem o imobilizacgdo de proteinas em discos
de Suporte-Resina ou placas de poliestireno, e sua uti-
lizacdo om testes imuncenzimiticos ELISA & Radiomunoen-
saio, bem Ccomo @ preparacac e puriticacgao das imunopro-
teTnas e conjucados enzimidticos e radiocativos que foram
utilizades, foram realizados no Instituto de Medicina
Tropical,IMT, ¢ no Laboratdrio de Andlises e Pesquisas

Clinica Gastdo Fleury S.C. Ltda.



3.1, Preparagao do Suporte-Resina

MATERTAILS

Tecidos Sintético5

- Malhasde VPoliester {(politerc{ralatode etileno) de gramaturas
e . 5 . _ . L. .
179 e 292 g/w”, fornecidas pela Rhodia S.A., Divisdo Téxtil-
Santa Andre - 330 Paulo;

= Tecido de Nylon 6.6, adguirido no mercado.

- Uréia-formaldeido concentrada, fornecida gentilmente pela
Ashland Resinas Sintéticas Ltda.:

- Urona, Permatron XP, fornecida gentilmente pela Inpal;

~ N-metilolacrilamida, fornecida gentilmente pela Cyanamid e

pela Hoechst,

Catalisadores

~ Sulfato de amonio, p.a., fornecido pela Carlo Erba S.A

L |

- Persulfato de amonio, p.a., fornecido pela Reagen.

Agente Umectante

- Fluidol a 10%, fornecido pela Henkel S.A. Indiistrias Quimi

cas,



EQUIPAMENTOS

- Foulard de Laboratdorio, marca Wuppertal, Modelo FL, largura
Gtil de 40 ¢m e pressio entre os rolos ajustivel até
20 Kgf}cmz;

-~ Magquina para Polimerizac@o de Resinas em Tecides, tamanho La
boratorio, marca Werner Mathis A.G. - Textilmaschinen
Laborapparat, modelo CA~-8155 - Niedevhasli/Zwich;
Switzerland. Controles automdticos de temperatura e . tempo
de polimerizagao;

Estufa com circulagdo forgada marca Fabbe - Temperatura: 50 a

2500

¥

Balanca Analitica, marca Micronal;

Prensa Hidra(ilica Siwa para 20 toneladas, fabricada pela

Schwing Siwa Eguipamentos Industriais Ltda.

PROCEDTIMENTO

Retira—sqvo acabamento superficial do tecido a  ser
usado (dleos de filacgido ou gomas), colocando-o numa sclugido de
carbonato de s8dio e detergente ou numa solucgdao de amilase no
caso do recobrimento ser de goma de amido, por 30 minutos a
709C. Lava-se e seca-se.

Corta-se o tecido em pedagos de tamanho adequado, que
sdo estabilizados em amblente com temperatura e umidade contro
ladas e em seguida pesados.

Embebe~se cada pedago de tecido na solugao de vesina
que se deseia polimerizar sobre ele, formulada de acovrdo com

guantidade de resina gue se quer nele depositar.
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Passa-se o tecido entre o0s rolos de um "Foulard” a

¥

determinada pressao que fornega o 3 de retengdc da solucgfo de
resing ou Upick-up” desejado paras o tecido.

Estende~se o tecido impregnado com a solugido de resi-
ng em um bastidor apropriado e coloca-s¢ numa Miguina de Poli
merizacdao, onde o resina o polimerizada i temperatura de lSOOC
durante o tempe de 5 minutos. Alternativamente pode-se usar
vma estufa com circulagao forgada,para realizar a polimeriza-

40,

W

Apés a polimerizacdo da resina, o tecido é exaustiva
mente lavado com dgua corrente e destilada para retirada de ma
teriais que ndo reagivam {depdsitos soluveis. excesso de cata-
lisadores, ecto.).  Seca-se o tecido om cstufa com circnlﬁgﬁ@
forcada a 70%0,

Lstabliliza-se novamente o tecido no mesno ambiente
com temperatura e umidade controladas pory 1 hora.e pesa-se.

Corta-se entao o tecido recoberts com resina polimeri
zada, que ja constitul o Suporte-Resina, no formato de discos

. . - . - o .
de aproximadamente & milimetros de diametro, com o auxilio de

uma ferramenta especialmente desenhada, para ser usada numa
prensa hidratlica.

Para uso posterior os discos podem ser estocadoes a
Op F e ]
47C em refrigerador.

Calculos:

5 Retencio de $&lidos = =L ¥ 100

onde Y Peso do Tecido Original sem resina

et
f

Peso "o Tecido recoberto com a resina polimerizada
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au Concentracgic de Resina
- . X - . ¢ Tesin:
no Suporte-Resina = el X G (£ Xesind,
¥ 2
n

P . . . ¥
com XeVY idem acima ¢ G = gramatura do recido, ¢/m°

"

(massa por area do tecidod

3.2. Preparagao de Discos de suporte~Resina Sensibilizados

(Reacao de Imobilizagao de protefuas  ou Reagio de

Sensibilizacao)

- discos de $.3mm de diametro do Suporte~Resina, com concentra
goes de resina varidveis;

- solugoes aquosas dos componentes que se deseja imobilizar no
Suporte-Resina: antigenos, anticerpos ou fragmentos destes:

- tampao Fosfate 0,IM, pl7.,2 (PBS) .

~ formaldeTde poa., fornecido pela Merck;

~ pelatina, fornecida pela Difco.

LOQUIPAMENTOS

- gguipamento para agitacao composto de um motor e um eixo que
gira a velocidades variaveis;

-~ estufa para incubagao maryca Fanen, a 37 °(;

-~ liofilizador, fornecido pela Edwards;

- refrigerador comum,

PROCEDIMENTO

Piscos de8,3mm de diimetro de Suporte-Resina sofrem uma "ativa



cao' prévia de sua superficie através de contato com uma solu-
¢do aquosa de formaldeido a 7%, sob agitagfo & temperatura am
biente por 4 horas. Lste tratamento visa restitulr ao Suporte-
~Resina grupos reativos Metilol que possam ter sido liberados
na forma do formaldeldo livre durante a estovagem. Sao  entdo
lavades exgustivamente.

Coloca-se entao um certo numere de discos em contato
com wma solugdo do componente que se deseja fixar, antigeno ou
antigorpo, 3 uma Jdilui¢do convenicnre, executada com uma solu
¢do salina tamponada, neutra, alcalina ou acida conforme s
testes prévios sohre o melhor pH para reacio indiguen.

Mormalmente se utiliza tampdo fosfato 0,IM, pH 7,2 ou
7.5 (PBSY. Os discos sao incubados primeiramentse a 37°¢ por
2 horas e eom seguilda sob lenta rotagao, em "overnight™ (18 ho
ras) a4 temperatura ambiente ou o 1%c.

Apos a “sensibilizagao' lava-se os discos por 3 vezes
cam tampio fos{ate U,IM, pH 7.2 {PBRSY.

Incuba-se entao os discos om uma scelucao de 2% de ge-
atina em PBS, durante 2 horas sob agitagdo ¢ a temperatura anm
biente. A gelatinag ¢ uma proteina imupnologicamente inativa,cu
ja fungdo € bloguear possiveis grupos funcionais ou sitios de
ligacio remanescentes do Suporte-Resina, para evitar nas fases
seguintes do teste ELISA onde vai ser usadeo, possivels reacdes
inespecificas.

Lava~se novamente com PBS como descrito, e seca-se en
tao os discos "sensibilizados’.

Fara a manutencdc das propriedades de imunosorvente

durante uma possivel estocagem . 0s discos devem ser liofilizae



dos e embalados a vicue om frascos, ou devem scr secos entre
papel de filtro e estocados em frascos com bhoa vedacao sobre

envelopes de silica-gel. Armazena-se os disces sensibilizados

. O
enm refrigerador a 47C.

-

3.3. Metodologia do Teste Imunoenzimiatico ELISA, utilizande dis

CcOmo Imunosorvente

- discos ded.2mm de Suporte-Resina sensibilizados com entigeno
ou ANntiCorpo:

- tampido fosfato 0,IM, pH 7,2 (PBS):

- detergente Tween 20, fornecido pela Sigma Chemical Co.;

- gelatina, fornecida pela Difco;

- soros sanguineos para dosagem ou identificacie de anticorpos
ouw antigenos;

- conjugado enzimadtico: anti-imunoglobulina humana G - peroxi

(28}

a

dase, preparado pelo método de Nakane e Kawaol
- ortofenilenodiamina, p.a., fornecida pela Sigma Chemical Co.;
~ peroxido de hidrogenio, p.a., fornecido pela Merck;
~ Heido S-aminosalicilico, p.a.. fornecido pela Sigma Chemical
Co..
- dcido cloridrico, p.a., fornecido pela Merck;

- hidr8xido de sodio, p.a., fornecide pela Merck.

BEQUIPAMENTOS

. ~ " RN & I
- estufa de incubacao, marca Fanen, 3770,

- trompa de vacuo para lavagens;



- ecspectrefotometros marca Bausch § Lomb, moedelo Spectronic

21 UVD e marca lncibras modelo MF 340,

Incuba-se cada disco sensibilizado em um tubo de en-
saio, com um volume de solugac do soro i testar de 0.5 2 1.0 ml
diluido como desejado em PBSTG (PBS, pH 7.2, com Tween 20 e ge
latina nas concentragoes finais de 0,05 e 0.5%, respectivamen-
te} por 3 minutos a 37°C.  Como prova em bfanca um disco €
incubado apenas com o diluente PBSTG.

BEstando por exemplo o discosensibilizado” com um an
tigeno, este em contato com uma soclucic de um soro pesitivo
(isto &, que conteém anticorpos especificos contra este antige-
noj reage com seu anticorpo especifivo presente no soro, for
mando o complexo: Superte-Resina-antigceno-anticorpo.

Depois da Incubagao lava-se o disco 3 vezes por 5 mi-

nutes, com PBST (PBS, pH 7,2, cvom Tween 20 na concentracgao de

,05%).

As soluctes de incubacac ¢ de lavagem sio removidas
por sucgdo (trompa de vacuo), inclusive da trama de fios do

disco.

0 disco & entde incubado com cerca de 0,25 a 1 ml .de
solucao de conjugado enzimitico: anti-imunoglobulina humana
1ghG - peroxidase, a determinada dilulg¢do em PBSTG. Este conju
gadp-enzimidtico reage espevificamente com o anticorpo figado
ao disco, formando o complexo: SuportﬁnResina—ant{genowanticoi
po~conjugado enzimdtico.

- . - : o : =
Apos a incubacao por 30 minutes a 37°C, o disco e no-



vamente lavado com PRST . 3 vezes por 5 wminutes, sendo entao
transferido para um novo tubo de ensaio, para reduzir a reacio
de fundo que poderia ocorrer, pela adsorcido das imunoproteinas
nas paredes do 1° tubo de ensaio usado.

Adiciona-se entdo cerca de 0.5 ml de solucdo  cromdge

R

na, preparada a ndo mais de 60 minutos.

Como solugdes cromdgenas pode-se usar:

- ortofenilenodiamina a 0,04% e perdxido de hidrogénio a 0,02%
(10 mg de ortofenilenodiamina ¢ 10 pl de perdoxidoe de hidrogé
nic a 30%, em I5 m}l de tampio citrato~fosfato de pH 5,0);

-~ acido S-aminosalicilice 0,005M e perSxido de  hidrogénio
0,0015M, #

A incubacio ¢ felta por cerca de 15 a 30 minutos 3
temperatﬁra ambiente, no escuro.

Para interromper a reagdo da enzima com a solugdo ¢ro
mogena, adiciona-se 2 ml de HC1l 1IN cu XaOH IN, conforme a solu
¢do crombgena usada.

A intensidade da coloracaoc amarronzada resultante &
medida como ABSORVANCIA, em espectrofotometro para luz visivel,
no comprimento de onda de 492 nm para o sistema com ortofenile
nodiamina e 450 nm para o dcido S-aminosalicflico. Utiliza-se
para zerar o espectrofotometro como solugio de referéncia 2 s0
lugao da prova em brance {todos os reagentes menes o s0ro).

Pode-se também usar como referéncia, apenas a solugho
crombgena mais o acido ou base usadeos para interrromper 4 rea

cBo.

0O procedimento completo para o teste ELISA com discos
de Suporte~Resina Sensibilizados come Imunosorvente demora cerx

ca de 3 horas.
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A flgura 2,15, mestra esquematlcamente as rea

o}
ey
i
[
Q

Teste ELEISA, agquil descrito.

5.4, Preparvacac de Placas de Poliestirene Sensibilizadas

Cem pl de solugao da imunoproteina que se deseja 1me
hilizar (antigeno ou anticorpo),diluida a determinada concen-
tragdo com tampao carbonato §,06M, pH 9.6, sdo colocados em ca
da uma das cavidades de¢ placas de poliestirenc fornecidas pela

0 .
C, em "overnight" (18 horas).

NUNC, Benmark. Incuba-se a 4

As cavidades sao entdo drenadas e p%eenchidas com SO=
lucdo de gelatina (fornecida pela Difce) a 2% em tampio carbo~
nato §,06M, pH 9,6 e incubadas a 37°¢ por 2 éoras. As cavida
des sfdo novamente drenadas e lavadas 3 vezes com tamp@o fosfa-
to pH 7,2, com Tween 20 a 0,0Z% (PBST).As placas podem ser usa

. - . . - a . P
das de imediato ou conservidas em gelodeira por periedos varia-

veils,de acordo com o produto fixado,protegidas contra aumidade

3.5, Metodologlia do Teste Imuncenzimatico ELISA,utilizando Pla

cas de Poliestireno Sensibilizadas como Imunosorvente

Volumes de 100 pl de solucdes de sorc a varias dilui

cOes em PBSTE (tampdao fosfate 0.1M pH 7,2, com Tween 20 a

0,05% o gelatina a 0,5%) sao colocades em cada cavidade sensi-
. , S U+ B
bilizada. Incuba-se por 45 minutos & 37 L.

Drena-sce as cavidades e lava-se 3 vezes com PBEST. Adi

ciona-se entap & cada cavidade 100 ul de solugac de conjugado

R = . o W g ¥ - v a
enzimdtico: anti-imunocglobulina G humana -peroxidase, diluldo em
PESTG, incuba-se e lava-se novamente nas mesmas condigOes aci-

ma descritas,



Coloca-se entao em cada cavidade, 100 ul de solucio cro
mégena {ortofenilenodimning e dgua oxigenada) que inicia a ren
cao de enzima.

Apds 30 minutos @ reacho ¢ intervompida pela  adicio
de 30 ul de HCL IM ¢ asAbsorvancias des solucdes coloridas de
cada cavidade shio lidas diretamente npn placa a 492 nm, em um es
pectrofotdometro especialmente desenvolvido para este fim, um

Minireader Photometer, fornecido pela Dynatech Laboratories . Inc.

Alexandria, Va, EUA.

7
3.6, Preparacac do Tracador Ig( - 1es

I, para uso em Radicimuno

SNSAL0

0 método utilizado para marcagdao de lmunoglobulina 6

. o . 125 . - . .
humana, com o isotopo radioativo I, foi ¢ da Lloromlnaviis’

86 ,87)

de Suporte-Resina por Radicimunpensaio

Para a ligacio das imunoproteinas aos discos, utiliza-
-s¢ a mesma metodologia usada na preparagao de discos sensibi-
lizados.

Entretanto, sio usadas solugdes de sensibilizagao de

Imunoglobulina G humana a varias diluig¢des em tampao  fosfato
0,IM pH 7.5 (PBS), sempre com uma quantidade constante de
v o 125 - o s -
TgG - 1 como tracgador. As condigoes de reagao, gquanto a

tempervatura, tempo de reagao, pH do meio reacional, etc. varim
de ensaio para ensaio, dependendo do tipode influencia que se

deseja estudar, na quantidade de proteina ligada por disco.



Apos a reagdo de sensibilizagio, cada disco tem sua
radiocatividade medida num Contador de Radiagio Gama, marca
Beckman Modelo Gamma 4000, a qual estd relacionada com a quan-
tidade de proteina ligada.

tizadas para Sensibilizacio dos Uiscos de Suporte -Resina

1

& de Placas de Pollestireno

5.8.1. Antigeno da Doenga de Chagas

Como antigeno da Doencga de Chagas & usado um extrato

preteico de Trypanosoma cruzi preparade de acordo com um méto

a0
e . S8 .
do modificado descrltogxn‘Peres( L}, a partir de culturas do
parasita.
3.8.2. Antigeno de Toxoplasmose
Como antigeno de Toxoplasmose € usado um extrato de

Toxoplasma gondli, a partir de parasitas colhidos na cavidade

peritonial Je comundongos infectados, como descrito per Camargo

et al {18J-

3.8.3. Antigeno da Rubeola

Antigeno de Rebfola & preparade a partir do virus da

Y
Rubéola como descrito por Voller e Bédwellibg}.

.8.4. Imunoglobulina ¢ humana (I1gG)

A Imunoglobulina ¢ humana € obtida da fraclo gamaglo-

bulinica, das proteinas que compdem ¢ soro sanguineo humano



{ou seja o sangue, jd separade Jdas oflulas que o compdem: g10
i - o ane weryrpn | . — . PR
bulos vermelhos, brancos, etoc.).

Be um pool de $ovros humanos & fracaec  gamaglebulinica

{63

> purificada peor precipltagdes sucessivas com sulfato de 58dio

a 18% e 124%,

el

3.5, Anti-Imunoglobulina ¢ humang

A anti-Ilgl humana € obtida pela inoculacdo de IgG hu-
mana en carneiTvos.

A fracao gamaglobulinica do anti-sore de carneiro, que
contém a anti-Tlel humana, & separada atraves de precipitagoes
sucessivas com sulfato de awmdnio 3 209,

Ew seguida, para purificagae, procede-se a uma CTOmALo
grafia de afinidade em uma Coluna de Adsorcao recheada com IgG
humana ligada covalentemente 4 Sepharose, funcionando COMO
tmunosorvente, Apos a adsorcdoc da anti-Iglh pela 16 ligada 2
Sepharose, a elulgao da anti-IgG ¢ realizada através do  tam-
pao glicina-HCL 0,1IM  NaCl 0,15M, pH 2.8, sendo depeis o pool
de fragdes obtidas a cada eluigdo,neuatralizado por didlise em

L Y

tampio fostato 0,1M ph 7,2,

3.9. Preparacdo do Conjugado Enzimdtico: anti-imunoglobulina G

humapa - peroxidase

0 método duw Preparacio de Conjugado Enzimd@tico utili-

{28) - )
, Jja comentado e

zado fol o descrito por Nakane e Kawaocl
detalhe no Item 2.3.2.2 , deste trabalho.
Usa-se anti-imunoglohulina humana produzids em carnedl

ros e purificada como descrito no T{tem 3.8.5 e peroxidase for

necida pela Sigma Chemical Co.



3.100 Determinacdo de PFormaldeido Livre no Suporte-Resina

Para determinacio de Formaldeldo Livre no Suporte~-Re~

sina  foi utilizado o metode do Sulfito a frio, na  variagdo
(64,78)

nroposta por De Jonge ¢ De Jong ligeiramente modifica-

da nara tecidos tratados conforme descrifto por Bille e
oo (8L}
Peterson ,
Todos reagentes usados eram p.a., fornecidos pala
Merck, Carlo Erba e Reapen, sendo usads vidraria normal de la-

boratério e Balanca Analitica para as pesagens.

coloca~-se

]

Em 50 ml de Agua destilada gelada (:.89Q)
cerca de 1000-1500 mg de Suporte-Resina, carﬁado em pedagos de
1 cmz, |

Adiciona-se entdo 1 ml de sulfito de sddio 2N e 3-4
gotas de timolftaleina {(caso a solucdoc se torne azul, adiciona-
~se algumas gotas de carbonato de s0dio 2N e neutraliza-se a
mistura com acido cloridricoa O,3N ).

De ixa-se repousar per 7 minutos em banho de gelo (0%cy.

Adiciona-se entio 5 ml de dcido acético IN ¢ algumas
gotas de solugae de amido.

0 excesso de sulfito de sddio wsado € titulado com so
tugao de lodo 0, 1IN,

O composto de adicio formado entre o formaldeido 1i-
vre presente ¢ o sulfito: formaldeido-bissulfito, € decomposto
pela adicdo de 10 ml de carbonato de s56dio 2N e o sulfito 11
vre & titulado com solugao de iodo 0,IN ou 0,01N padronizada.

0 volunme de solﬁgﬁo de icde usads nesta Gltima titula

cao deve ser anotado,
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Lm paralelo deve ser cvonduzida uma prova em branco com
tecido nao recoberto com resina.

£}

Calculos: % de formaldeido livre = 4 - R 9

3 x volume (ml) usado de solucgdo de iodo 0,1%

onde R —
20 x peso da amostra de tecideo tratade, em g
3 x volume [(ml)} usado de¢ solugdo de iedo 0,1N
B o= — N
20 x peso da amostra de tecido sem resina, em g

3.11. Pererminacao da Concentracido de Grupos Metilol no Supor-

te-KHesina

Para determinagio do formaldeido Metilol no Suporte-

JHesina, 2 métodos {orvam wtilizadeos, Hstes métodos foram des
(64,78} {77,807

critos por De Jonge e De Jong ¢ De Jong" para me
dida de formaldeido metilol em resinas ¢ adaptados aquil para

medida Jde metilol em Tecidos tratndos. fDeve-se levar em conta
que estes matodos medem concomitantemente o formaldeide livre,
devendo o mesmo ser descontado do resultado do teste para se
ter formaldeido Metilel.

Todos o8 reagentes usados gram p.a., fornecidos pela
Merck, Carlo Brba e Reagen, sendo urilizada Balancga Analitica

para as pesdagens ¢ vidraria normal de laboratorio.

A} Metodo Eodimétrico(b4’58}

Em wm erlenmeyer de 250 ml coloca-se 50 ml de ﬁgua{hg
tilada « de 1500 a 3000 mg de Suporte~Resina cortados em peda-

gos de 1 sz.

Adiciona-se 10 ml de NaOHM ZN, e 25 ou 50 ml de soluglo
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de dodo 0,IN, padronizada, gota a gota ¢ com agitacio.

Deixa-se em repouso por 2 horas em geladeira ou banho
de gelo, para sc processar a hidrolise da resina com a libera
o  dos grupos metilol na forma de formaldeido.

Acifica-se o meio com H2504 N (aproximadamente 10 ml)
até o aparecimento de uma coloracdo marrom {coloragio do iodo).

0 excesso de lodo (I,) que ¢ liberade pela adigaoc de
deido, € entdo titulade com solucac de tiosulfato de sédio
0,IN, padronizada, até o aparecimento de uma coloragiio amarelo
-palida.

Adiciona-se entdo algumas gotas de solugao de amido e

continua-se a titular até o desaparecimento da coloragac azul.
Rea¢oes Envolvidas:

HCOH + [, + 3 NaOH -~ HCOONa + 2 Nal + 2 H,0

formaldeido

NaOH {em excesso) + |

Nalo + Nal ~+ Hqsﬁ; -+ Na, 50, + 1. + 2 H.O

3 2774 2 2
L, + 2 Na,$,0, ~ 2 Nal + Na,§,0,

12 que ndo pariicipa da reacho com formaldeldo.

Calculos

) ) (Nl;xvi} - [NE.XVZ) x 1,5
% formalideido -

il

massa da amostra, g
Metilol (e livre)

Nl = Normalidade da solugio de 12;



N, = Normalidade da solugio de Na,8,0.
: & J

V., = Volume da solugao de iodo colocada no infcio, ml :

¥V, = Volume de solucio de ﬁaES?O . HASTOs pa titulacio, ml.

L

B) Método do Cianotol: »80)

Emoum erlenmeyer de 250 ml coleca-se 30 ml de Agua des
tilada ¢ adiciona-se cerca de 1500 mg de Suporte-Resina corta
do em pedacos.

Adiciona-se em seguida 15 ml de claneto de potassio
0,IN e 5 ml de NaOH IN. Deixa-se reagir por 2 horas 4 tempera
tura ambicnte.

Neutraliza-se ontio com HﬁOB INL em presenga de algu
mas gotas dJe defenilcarbazona-azul de bromofenol, até o apare-
cimento doouma cor waarelada.

Adiciona-se 10 ml de solugdo de piridina a 10% e neu
traliza-se com H2$O4 0,5N até aparecer uma cor amarelada.

Titula-se entdo com nitrato mercurio 0,1N padroniza-
do,até o aparccimento de uma cor violeta persistente.

tma prova em branco € ensalada em paralelo com tecido
sem recobrimento.

Cialeulos
5,103 (v, - V,} x N

- c ) 3
4 formaldeitdo nmetilol = l_ St
massa da amostra, g

fee Tivre)

onde :

Vz = Volume de solugiao de Hg(NDs}Z 2as5to com o Supoerte~Resina,

ml,



= Volume do solucido doe He{NO ) pasto com a prova ow bran
3 BASUL0 n

e, mlg

v
H

= Normalidade da solugac de Hg(NOEEﬁ,
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4.1, Introducao

Iniciou-se este trahalho pela selecaoc dos materiais
e condigoes de preparagac nmais adequados, a partir da idéia de
se produzlr um suporte para imohilizacgao de proteinas ,
composto por tecidos sintéticos recobertos por resinas com gru
pos N-metilel reatives, quando também se demonstrou a viabili-
dade de imobilizagdo nestes suportes de diferentes antigenocs |
com possibilidade de determinagoes quantitativas em testes ELI
SA.

Realizou-se,a seguir,a caracterizagae do Suporte-Resi
na desenvolvido quanto a concentracido de grupos N-metilol e a
sua area superficial disponivel para imobilizacao de nrYo-
teinas,e a correlacao destas propriedades com a capacidade de
imobilizacao do Suporte-Resina, ewm termos de quantidade de
proteina (antigeno ou anticovpo) imohilizada,

Visando a1 utilizagio pritica de discos de Suporte-Re-
sina com proteinas imobilizadas (discos sensibilizados)co
mo imunosorvente em Testes BLISA, verificou-se a influeéncia na
gquantidade de ) proteina imobilizada no Suporte-Resina , de
certas condigdes da reacdo de imobilizacao consideradas rele-
vantes em tal tipo de reagdo. As varidvels estudadas foram
pit do meio reacional, presenga de eletrdlitos, temperatura .
tempo de reagao ¢ concentrag¢iao da  proteina,

Para obtencao de elementos para a discussdo da nature
za da ligacao que ocorre entre o.SuportevResina & A pPro-
teina, gue pode ou nao conferir estahilidade ao imunosorvente,

tentou-se aplicar Modelos e Isotermas de Adsorcac a dados ‘ex
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perimentais obtidos,em termos de concentragio de equilibrio da
solugao de sensibilizagao e quantidade de proteina ligada peor
disco de um Suporte-Resina selecionado, e para efeito de compa
ragao, a dados de equilibrio do mesmo tipo obtidos para super-
perficies de poliestireno. Ao mesmo tempo, realizou-se ensaios
experimentais para testar a estabilidade da ligacdo & tempera-
tura, tempo de estocagem, e presenca de solugdes com elevada

tensdo ionica (solugdes eluentes).

Avaliou-se entao, imunoserventes preparados a partir
de um Suporte-Resina selecionado, com virias quantidades do an
ticorpo Anti~IgG ligadas, quanto & capacidade de captaclo de
Ig6G em solugdes a varias concentracgoes, com vistas 4 aplicacdo
priatica de discos sensibilizados em determinagOes quantitati-

vas em Testes ELZ§3.

No Institute de Medicina Tropical foi realizado por
Markus Michael um estudo sistemético do desempenho de discos
de Suporte-Resina com 35 g NMAsz preparados pela autora, c<om

antigeno de Trypanosoma c¢ruzi imobilizado, em Testes ELISA pa-

ra Doenca de Chagas. Os resultados, discussoes e figuras obti
das, que foram previamente apresentados por Michael et 31(101)
estao mostrados no item 4.7. deste Capitulo apenas a titule de
complementacac da tese e mostram que o Teste ELISA com discos

apresenta os mesmnos niveis de especificidade, sensibilidade e

reprodutibilidade do Teste ELISA com placas de poliestireno.

Demonstrou~se ainda, a viabilidade de determinagles
gquantitativas de anticorpos em Teste ELISBA com disco,usando-se

apenas uma diluicac do soro em teste.
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4.2. Insalos Preliminares visando a Selecdo de Resinas, Condi-

coes de Polimerizacac e Tecidos Sintéticosﬁpara Prepara-

cdo do Suporte-Resina

A utilizagao do Suporte-Resina estudado neste tra
balho na prepavacic de imunosorventes para uso em testes imu-
noenzimdticos do tipo ELISA € original, tendo side primeiramen

, (1673 .
.(1£§}. Neste  traba-

te descrita em 1983 por Bittencourt et a
lho o Suporte-Resina foi entado investigado quanto as suas carac
teristicas de aplicacdo priatica em tais testes. |

Com o cbjetivo de demonstrar-se a viabilidade do uso
do Suporte-Resina desenvelvido, composto por um tecido recobey
to com resina,em testes imunoenzimaticos do tipo ELISA e de se
lecionar-se 03 sistemas {tecidbs, resinas e condicdes de poli-
merizagao) ,que apresentassem resultados iniciais mais promissc
res  para com eles desenvolver um estudo sistematico e aprofun
dado, foram realizados Ensaios Preliminares.

suportes-Resina preparados com diversos tecidos:  Ny-
lon, Poliester o Algodio, diversas resinas aminicas :uréianfog
muldeido, melamina~formaldeldo, Uféia~formaldéidm metilada tria
zona ¢ com N-metilolacrilamida,utilizando-se condigbes varia
veis de polimerizégﬁo: temperatura, tempo, tipo e porcentagen
de catalisador, foram testados em onsaios imuncenzimiticos 4o
tipo ELISA.

Fitas de Suporte-Resina de 1 om x 2 com,foram sensibi-

lizadas com antigeno de Trypanosoma cruzi e utilizadas como

imunosorvente. Para cada tipo de Suporte-Resina preparado.fo-

ram testados dois soros, um positive {chag@sico) & um negativo
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(nao-chagisico), sendo a absorvancia da soluglle colorida final,
lida em espectrofotometro.
Os resultados de alguns destes ensaios preliminares es

tao apresentades na Tabela 4.1.

Na Tabela 4.1, estdo também relacionados os indices
de reatividade especifica do imuncsorvente (Suporte-Resinag

miais proteina ligada), que £ definide pela relacdo entre us ab

sorvancias lidas para o soro positive (+) e para o soro negati

v (=)
4 . . Absorvancis sorol+
Tndice de Reatividade = z meia do sorolr)
Especifica ¥ Absorvancia do soro(-)

Para que ¢ imunosorvente tenha utilizaclo viavel 2m
testes imunoenzimaticos.este Indice devs ser o maior possivel,pelo
menos maiorque 5.Um bom Tndice de Reatividade Especifica & con-
seguido quando se obtem altas leituras de absorvancia para o
s0ro positivo e baixas leituras para ¢ soro negativo., &€ a
leitura de absorvancia para o soro negativo for alta,significa
gue o imunosorvente esth sofrendo Reagdes Inespecificas ou Cru
zadas, tambeém chamadas de Reagdes de Fundo. Uma alta Teagao
de fundo inviabiliza o Imunosorvente, mesmo que a leitura para
o soro positivo também scja alta, Do mesmo modo.,uma alta  ab-
sorvincia para 0 soro positivo ¢ sempre desciavel, mesmo  que
ele apresente baixa leitura do sorc negativo, peis isto demons
tra uma bou reatividade, tanto de& Suporte-Resina na ligacao
da proteina [no caso, antigeno), comc do imuncsorvente no Tes

te ELISA.



Tabela 4.1 ~ Reatividade ne Teste ELISA de Suportes-Resina, preparados utilizando-se diferventes Tecidos, Resinag e Condi-

cbes de Polimerizaciio. Antigeno: Extrato de Trvpanosoma cruzi. Soro Chagasico {+} e Ndo-Chaglsico {-}.Fitas

de Nylon de 1 o x 2 om. Bnsalos Preliminares: Testes ELISA para Deenga de Chagas, de Ferveirs et al 1
‘ Resina Catalisador | Condicdes de Polimerizacho | ° Retencao de ! Absorvancia Indice de
fecido (Fornecedor) (% usada) Tempo [win} [Temperatura,”C S61idos= Sore (+) | Sere {-)
Nylon N-metilolacrila-| Persulfato e
mida{lyananid) Amonio {53%) 5 130 21.3 {1,620 0,085 7,3
Nylon Melamina-formol | Sulfato de Amo
| fResinac) nio (5%) 3 150 27,3 0,450 | 0,000 oo
Nylon 1 Uréia-formol Sulfato de o
(Ashland) nio (5% 5 130 19,2 0,540 | 0,025 21,6
Nylon Triazona {Inpal} | Sulfato de amo
nio (5%) 5 136 11,5 0,270 0,025 10,8
Mylon Uréia-formol me- | Sulfato de Amo
tilada {Inpal) 1iio (5%] 5 130 11,5 1,400 0,085 4.2
Poliester | N-metilolacrila- | Persulfato de
mida {Cyanamid} | Amonio (5%) 5 150 16,0 3,800 0,100 2.0
Poliester | Uréia-~formol Sulfato de Amd
{Ashland} nic {5% 5 130 22,7 0,720 0,120 6,0
Algodao N-metiloacrila- | Persulfato de
mida{Cyanamid) Amonio (5%} 5 130 24,0 0.520 4,145 3.6
Algoddo | Uréia~formol Sulfato de Amd
{Ashland) nio {5%) 5 130 25,4 {1,480 1,085 5,0

* % Retencdo de s6lidos = (massa de resina depositada/massa inicial do tecido)x 100.



134

Bos resultados destes ensalos preliminares |, verifi-
cou-se que muitos-dos sistemas testados: tecido, resina e de

terminadas condigoes de polimerizacdo, apresentaram vishilida-
de de uso na preparacac de imunoscrventes para utilizacgao en
Testes ELISA. embora alguns tenham apresentado uma reagdo de
fundo pora 0 soro  negative relativamente alta.

Us sistemas selecionados para continuidade dos estu-

dos fToram

Resinas ;o Nemetilolacrilamida ;
Ureia~formaldeIdo, nas formas de dimetilol

réia o uroni.

Tecidos Sintlticos: Mylon 6,0

Poliester (Politereftalato de etileng - PET)

Catalisador : Sulfato de AmOnioc. para resinas aminicas;

Persulfato de Amonio, para N-metilolacrila

mida
Condigoes de Poll
. - - _ N YR . X
merlizacac ; Temperatura @ 12070, Tempo: 5 minutos, di-

vididos em pré-secagem (1 minuto) e polime
rizagio (4 minutos); Quantidade de Catali=
sador : 5% em peso da massa de sdlidos da
solugio de resina usada pars impregnar o

tecido.

Lstes sistemas apresentaram altas leituras de absor-

vancia para o soro positivo e baixas leituras para o soTo nega



115

riveo.
Tecidos sintéticos de Nylon 6,6 ¢ Poliester (PET) fo-
ram selecionados,devido a alta relacio de superfftie que  apre

NESD
- o~ t A + -
sentum para a deposicao da camada de resina e por serem  iner-

tes 4s reagtes que se processam no teste inuncenzimatico.

Nylon e Poliester nao recobortos com resinas, foram
testados em testes imunoenzimaticos ELISA e nao apresentaram

ao final,desenvolvimento de coloragao, ou seja, foram inertes
is reagbes com as protelnas envolvidas no teste, demonstrando

que a fixacdo das imunoproteinas,se da exclusivamente na resi-
na.

sscolhida

-.»
i

As condigoes de polimerizacio sag wutiliza

das rotinciramente em aplicacoes industriais,para os tipos de

resinas sclecionadas, garantindo,guandoe conjugadas com © uso
da porcentagem de 5% de vatralisador.em relagdo O massa total

de s48lidos constituintes da solucido de resina (resina menos o
solvente e residuos de reagentes volateis), uma boa conversao na
nolimerizacao. A variagio destas condicdes nde rvesultou en
alteracdes slenificarivas na reatividade Jdo Suporte-Resina.

Na Tabela 4.1, observa-se que & concentragao de resi-
ng em cada Suporte~Resina testado € diferente. Um estudo 50
bre a influencia da quantidade de resina depositada scbre o Su
porte~Resina,.na sua capacidade de imebilizagdo de protel
nia  na reacao de sensibilizogao sera relatado mals adiante, pa
ra alguns dos sistemas selecionados nestes ensaios prelimina-
res.

Qutros testes preliminares foram realizados para de-

monstrar a viabillidade da utilizagao do Suporte-Resina degen -



volvido para o imobilizagde de varies tipos de antigenc, além

do doe Trypangsoma gruni. Htilizou-se noeste ostudo varias Jdi-

luigoes do soro cm teste,para verificagie da proporcionalidade
entre a absorvincia lida e a concentraciio de anticorpns no so-
Ul

Voram utillizodos discos de 8,3 mm de difdmetyrn de Ny

lon revestidos comN-metilolacrilamida, com retencio de sélidos

de 9% ¢ antigenos de doencas de origewm parasitiriac Doenca
de Chaugas ¢ Toxoplasnose e de origem virdtica: Rubéola. Apos

d osensibilizagno os discos foram usados em Testes ELISA |, como

imunosorvonte.

al Teste ELISA para Doenga de Chagas

Foi utilizado como artigenc extrate de Trypanocsoma

cruzi, a 100 mg/ml, conjupado enzimatico anti-lgG-peroxidase a

1/2500 e acide S-amino-salicllico e H,0 como solugfo cromoge

272"

a.
0Os resultados obtidos estaoc na Tabela 4,2.0bservou-se
reacoes intensas.para os soros chagasicos [Pl e ?2) ¢ de fraca
intensidade para os nao-chagisicos (N, e NE}, A reatividade ob
servada mostrouw estreita proporcionalidade com as concentra-

gGes de anticorpos, expressas pelas diluigoes.

b)Y Teste ELISA para Toxoplasmose

Foi utilizado como antigeno extrato de Trypanosoma gon

dii a 100 me/ml e demais reagentes wutilizados para o Teste
ELISA ,para Doenga de Chagas,

Os resultados apresentados na Tabela 4.3,mostram  boa



proporcionalidade entre a intensidade de reagao,dada pela ab-
sorvancia lida, ¢ a concentracio de anticorpos no soro
dada pela diluigao, Toram testados um $oro positivo (P} e um

negative (N}, a varias diluicoes,jd proviamenteclassificados por

imunofivovrescineia e hemaglutinagdo.

¢} Teste ELISA para Rubéola

.

Foi utilizado antigeno do virus da Rub&ola,a varias
diluigoes,na sensibilizacaoc dos discos de Suporte-Resina e um
sorno  positivo, por hemaglutinacac ¢ imunofluorescencia,a va-
rias diluigdes. Como solugio cromGpony utilizou-se ortofenile
nodiamina ¢ “202'

A Tabela 4.4 traz os resultados obtidos,em absorvan
cias medidas.

Para cada diluigac de antigeno utilizada na sensibili
zagao,verificou~-se boa proporcionalidade entre s intensidade
da reacao e a concentragac de anticorpes no soro,dada pela di
luicao crescente do mesmo.

Quanto menor £ a concentragio da solugio de sensibili
zacho dos discos {(mais diluido € o antigeno), menos proteina
se liga 2o Suporte-Resina.dando leituras de absorviancia meno-
res. Portanto, deve-se utilizar na sensibilizagao a mais alta
concentracao viavel, para uma reatividade completa,

0s resultados mostrados nas Tabelas de 4.1 2 4.4, fo-
ram anteriormente apresentados por Ferreira et al{?l), no XI

Concurso Nacional do Invento Brasileiro, em 1983 , onde recebeun

0 Premio Governador do Estado de S3c Paulo.
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2 - Teste Imunoenzimatico para Teenca de Chawss -

Absorvancias para Soros Positivos (Pl e 'y} e

Nt v N s N . - A T
Negatives (Ny e Ny} oode ¥erreira et apl 1)

o "" Diluigoes do Se;;

PRS00 [ Vao a0 | V160 | Va0 | Vo /1250
P. | 0.867/0,745)0,5355/0,304 | 0,181 | 0,114 | 0,056
p, |0.,764{0,490|0,351{0,208 | 0,130 {0,070 | 0,038
N, | 0.305]0,151{0,078] - - - .
N, | 0,285/0,169|0,075| - - - -

Tabela 4.3 - Teste Imunoenzimatico para Toxoplasmose. Absor
vancias para um Sore Pesitive (P) e um Negati
vo (N}, de Ferreira et alifl)

Diluigeoes do Soro
Soro _ _ . ' ) |
Vet g2 Mea [Maos |l Yase {512 | Yioz2a | M io2s
P 0,720 10,630 10,62010,440 1 0,180 10,110 0,050 G,040
N 0,000 (0,082 10,03410.018 - - -
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Tabela 4.4 -~ Teste Imunocenzimiticeo pars Rubfola - Absorvancias

medidas para um Soro Positivo de VFerpeira et:wi?i)

w;iiuigﬁcs ﬁ Diluigéeswdo 50710

Ani;geno 400 Y00 Voo Y400 Yoo
1/100 0,820 | 0,540 0,479 0,292 0,156
1/200 0,654 | 0,441 0,439 0,261 0,152
1/400 0,539 | 0,446 0,284 0.174 0,110
1/800 0,425 | 0,314 0,222 0,136 0,069
1/1600 | 0,200 | 0,135 - 0,092 0,052

Estes estudos preliminares demonstraram que.diferen-
tes resinas, todas contende o prupo N-metilol,depositadas e re
ticuladas sobre suportes inertes,produziram sistemas de grande
potencial para utilizagic em Testes ELISA, de acordo com o5 re

sultados obtidos.com os diverses antigenos mencionados ante-

riormente.

O comportamento dos Suportes-Resina aqui ntilizados
em Testes ELISA, sugere wma reagac covalente entre & resini ¢ os
antigenos, possivelmente por recagoes descritas na literatu-

o
L, (60.61)

senvolvendo grupos N-metilol o grupos que sio  parte

integrantce Jdos antigenos {~OH, -NHt, vﬁﬂb entre outrosy ..

4.%. Caracterizacao do Suporte-Resing Desenvolvido

Na caracterizacas do Suporte-Resina, assumindo-se 1i-

pacao covalente entre a resina e & proteina, duas de suas
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propriedades que influenciam o scu desempeonbo nn reagloe de imo
bilizacgao de imunoproteinas, sao a concentragio de grupos N-me

tilol e a area superficial disponivel para a reacgioc ocorrer.

4,3.1. Concentragao de Crupos Metilol no Suporte-Resina

A determinacao da concentracac de grupos metilol, pre
sentes no Suporte-Resina,foi realizada através dos métrodos de

anélise de formaldeido na forma metileol de De Jong e De Jon

4,78 77,8 . 1 -
ge(ﬁ ’ J Q£ 7 O{ e na forma livre pelo metodo do

(78,82)

& do Cilanet

sulfite a frio na variacao de De Jong € De Jonge , todos
il endas T Y catados o cipg 80D
aplicados para tecidos tratados com vesina .

A determinagaoc do formaldeldo livre £ necessaria,pois
as métodos de andlisce de grupos metilol determinam concomitan
temente o formaldeido livre, gue deve ser descontado.

Nu preparagae des Suportes-Resina Toram usados dife
rentes tipos de vesina e de tecidos sintéticos.que TYOUXE ranm
algumas dificuldades na utilizacde do metodo de  determinagao

de formaldeldo na forma metilol de De Jong ¢ De Jonge, que €

m

um método iodimetrico.

Para o tecido de Nylon ocorreu a adsorgac nas fibras,
do Todo utilizado no método como reagente (mais intensamnente
no tecido em branco), interferindo nos resultados. Para o Po-
Tiester este incopveniente nio ocorren, Dbsta diferenga parece
Jecorrer da constitulcfo quimica dos dois polimeros, sendo  ©

poliester tamhém mais inavessivel ac Jodo.

Jh quando se mediu a concentragac de grupoes metilol
pelo método iodimétrico,em tecidos de poliester recohertos

com N-metilolacrilamida (NMA), obtevé-se concentragbes de gru-

i
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pos metilol decrescentes com o aumento da guantidade de regina

depositada ne tecido {(Filgura 3.1). A wmedida de formaldefdo 1i

VIe Para o mesmos Suportes-Resina, pelo wdtode do sulfira a

e

frio,apresentou valores ligeiramente crescentes com a quantida
de de resina depositada o sempre em torno de LOO ppm.

Hsperava-se, entretanto, obtery conceﬂtragﬁes Cresgen-
tes de grupos metilol no Suporte-Resina, com ¢ aumento da guan
tidade de NMA nele depositada, Este comportamento contririo ao
esperado pode ter resultado de dificuléades;de acesso dos rea-
gentes aos grupos Mmetilel livres incluses n@ reticule,p0y 1m
maior grau de reticulacgio,obtide & medida q@e se aumenta a con
centragao de resina no suporte. .

“Tentou-se entdo utilizar o Método do Cianeto , ~.para
quantificar os grupos metilol no Suporte~Resina com MNMA, nas
também este método ndo se mostrou adequado, por apresentar gran
des desvios inter-ensaios.

Como foi mostrado no item 2.7 deste trabalho, na lite
ratura a grande polemica sobre medida de formaldeido em teci-
dos tratados com resinas, refere-se ao formaldeido livre, devi
do a seu potencial carcinogeénico, sendo a medida de formaldei-
do na forma metilol de menor interesse, com poucos rvesultados
apresentados ¢ poucos métodos desenvolvidos e discutidos,

Portanto, a aparente inadequag¢fio dos métodos utiliza-
dos para medida de grupos metilol para a resina Ne-metilelgeri-
lamida,exipe um estudo mails apjcfundado,que foge no escopo des
te trabalho.

Ja o sistema formado por tecide de Poliester e Resina

Urona (Permatron XP ~ Inpal), fol analisado guanto 3 concentra
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Figura 4.1 - Concentragoes de Grupes Metilol, medidas npelo Mé-
todo lodimetrico de De Jong e De Jonge, em Malha
de Poliester, com Nemetilolacrilamida a varias

porcentagens de Retengdc de SGlidos

X



giao de grupos metilol peleo 2 métodos: Todimétrico e do Ciane-
to,sem apresentar os problemas observados com a N-metilolacri-
Tamida,

Os resultados obtldes pard os Suportes-Resina a o va
rias concentracons de resina Urona, om tormos de formaldeido 11
vre ¢ prupos metilol ,estao apresentados na Tabela 4.%.  Nas Fi
puras 4.2 e 4.3 estao graficadas as concentragdes de 2Trupos
metilol no Suporte-Resina medidas respectivamente pelos Méto-
dos Todimetrico ¢ do Cianeto,

Na Tubela 4.5 verifica-se gue o concentragas de gru
pos metilol ,em termos de porcentagem da massa total de resina
depositada no Suporte-Resina,manteve-se praticamente constante,
em media em torno de 5% ,.para todas as concentracgoes de  resina
Urona testadas ¢ para 03 dois métodes usados. Isto mostra que
mesmo se sumentando o quantidade do oresina depositada, se con-
sepuiu atinglir ﬂsygrupos metilol, inclusos no reticulo, atra
ves dos metodos de analise empregados.

0s Suportes-Resina testados apresentaram baixos Indi-
ces de formaldeido livre, proporcionais @ quantidade de resina
depositada no Suporte-Resina (Tabelas 4.5}.

Correlacionado~se os dados das Figuras 4.2 e 4.3 atra
vés do Método dos Minimos Quadrados, obteve-se relacgoes linea-
res muito semelhantes ,para os 2 métodos de aniilise wutilizados,
embora o ajuste nao seja muito bhom.

Valores aproximados da concentragao de grupos metilel,
para outras concentragoes de resina Urona no Suporte-Resina.po
dem ser determinados através destas retas, que apresentam valg

res crescentes de grupos metilol.em relagio 3 quantidade cres-



Tabela 4.5 - Concentragaes de Grupes Metilol ¢ Formaldeide Livre. Suporte~Resina: HMalha de
Foliester (179 g/m™) e Resina Urona {Permatyon XP - Inpal) a varias concentracdes

- . ] . - .. e o Mok "
% Retencao| g resina ¢ Tesing Formaldeido livre Crupos Metilol
s 2 - , Ue 5
de solidos | m~ de Suporjg Suporte- opm { = L Y \ ¢ da maseq da
. o ¢ Suporte-Resina S A A
te-Resina |Resina : : ¢ Suporte-Resing Resina

Metodo do Sulfiteo a frio | Metodo

adi- | Metodo Ciane | Metodo lodi- | Métode Ciane

{82 pétrice (643 ] to {77) métrico (64 { to {77)
18,5 33 0,1556 130 FA34 2093 1,7 5.2
16,1 29 0,13068 119 RER! 5758 1.3 4.7
12,2 22 0,1638 98 03] - 1,0 -

9,0 60,0755 116 _ 1
6,9 1 0,0566 73 3647 2738 6.4 4.8
4,3 g 60,0377 87 1646 1678 1.4

o
f
..

53 Ha7s

N
3
1
4
1
P
L
.
P
i

J

LT

Media Media
5,1 | 5.2

0s valores tabelados sdo medias de pelo mencs 3 determinacoes (Erro intra-ensaio < 10%7.

* Nos valores de concentragao de Grupos Metilel,jd estio descontados os valores de formaldeido

livre.

AT
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cente,de resina Urona depesitada no Soporte-Resina.,

Embora n{p tenha sido possivel medir porestes nétodos
usados, a concentragae de grupos metilol na resina NMA polime-
rizada, seria esperado um comportamento semelhante ao verifica

do para resina Urona.

4,.3.2. Area Superficial Disponivel no suporte~Resina para Imo-

bilizagao de Proteinas

A capacidadé de imobilizagao de proteinas de  um
suportes¢ [ungio de sua drea superficial disponivel vara a 1i-
gacio das moléculas. Dependendo do peso molecular e geometria
da molécula que se deseja imobilizar, eosta aren pode estar 1i-
mitada a superf{icie do suporte, embora ele apresente uma  poro
sidade consideravel.

No caso de superficies plasticas lisus, a area dispo-
nivel e obtida diretamente da superficie em contato com a solu
cio de proteina,embora haja uma rugosidade que € desprezada.

No caso do Suporte-Resina desenvolvido,que € constitul
do por tecidos formados por fios compestes por filamentos mul-
to finos, a area superficial disponivel & dada pela soms das
areas de todos os filamentos, sendo naturalmente dezenas de ve
zes maior que a area aparente, medida no tecido como se fosse
mma superficie lisa.

Dois tipos de malha de poliester com gramaturas dife-
rentes @ 179 ¢ 2912 g/mzafaram principalmente usadas. {A grama
tura, 6, de um tecido. refere-se 3 quantidade de massa em gra-
mas. gue se tem por mz de tecido)}.

As dreas superficiais disponiveis destas malhas, foran
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obtidas a partir das propriedades dos filos ¢ fllamentos que

45 constituem ¢ estiao apresentadas na Tabela 4.5,

Tahela 4.6 « Arveans Superficinis Disponiveis ow Malhas Jde Po-

liestor

Malha 8 e Nf df AS
A 179 64,6 40 2,06 x 1077 29,9
B 202 45,6 34 2,47 x 107° | 35,1

onde : A_ = area superficial dispenivel da malha =

2
. Toox N.ox T o m”
= x if X Nexomox d.sf 5 . )
m~ de malha
. . 43 .
G = gramatura da malha | (e } :
m” Jde malha
- - . m de i
IF = titulo do filo ; (i}

¢ de malha

N o= numero de {ilamentos nor [io;
¥ :

df = diametro do filamento, {m).

Na Tabela 4.7, apresenta-s¢ para 4s malhas A e B+ os
valores da area superficial disponivel para discos de 8,3 mm
de difdmetro, que sio os usados neste trabalho ¢ a partir do vo

lume ocunado pelos filamentos que compde o disco, a relagao:

- - = * - - -
drea superficial disponivel

L3

vo e



159

Tabela 4.7 - Valores de Area Superficial Disponivel por Disco

¢ Relagdo adrea superficial para s Malhas de Po-

volume
liester A ¢ B

Area Superficial | Volume Area superficial
Malhal Cramatura ta 1o
disco disco volume
y -
g/mz cm“/disco cn”/disco em™ 1
A 179 16,1 8,3x1077 1940
B 202 18.9 11,7x107° 16190

Os valores das Tabelas 4.6 e 4.7 veferem~se As malhas
de poliester,ainda nao recobertas com resina,

Como se ve na Tabela 4.7, as relagfes area superfi-
cial/volume para as malhas usndus $3n bastante altas, resultan
do na possibilidade de se oferecer.,uma grande area disponivel
para ligacio de imunoproteinas num volume pequenco,como deseja-
do pars a utilizacio dos discos em Testes ELISA,

fluando se recobre os tecldos com resinas, deposita-se
sobre os filamentos,uma camada de resina polimerizada de peque
na espessura, em comparacdo com o diametro do filamento. A es
pessura da camada vai variar,de acordo com a quantidade de re-
sina depositada no tecido.

No caso das malhas ja recobertas com resina, para bai
xas porcentagens de retengao de sdlidos da resina, em torno de
10%, considerou-se =z Area superficial disponivel por disco, pa
ra a imobilizacao de proteinas , Ccomo sendc a me@sma calcu-

lada para os Z tipos de malha vtilizadas.sem o vecobrimento.



160

Isto porque,nté esta concentracio.considerou-se que a resina
recobre perfeitamente os filamentos da malha, sem haver gran-
des acumulos nos intersticios formados pelo entrelacamento dos
{ios., Até esta concentracho de resina ¢ tecido mantem a mesma
flexiblilidude oripginal.

Para porcentagensde retengae de resing maoiores, acima
de” 20%, comega a se {formar uma camada mails espessa de resing
polimerizada, ocorrende o depdsito da resina entre os fios, co
mo se pode notar pela rigidez que o tecido adquire. Isto pode
provocar uma diminuicdo da area superficial disponivel para a
imobilizacdo, 2 menos que a camada de resina altamente reticu-

lada apresente poros suficientemente grandes.para o acesso das

macromoléculas de proteinas envolvidas, que tém peso malg
8
cular de até 160000 ¢ tamanho em tornc de 250 A de eixo longi-
O

tudinal,por 40 A de cixo transversal.Cs poroes terium que ser  gran
des, o que nido € carvacteristico destes polimeros altamente reti
culados.

A dmobilizagao das proteinas na resina parece
ser um fenomeno essencialmente superficial, pois mesmo que exis

a - * - » - -
tam grupos N-metilel livres,no interior do reticule da resina,

- I - . - . -
devido ao tamanho das macromoleculas de proteina (antige
nos e anticorpoes) em guestao, provavelmente apenas o3 AYUPoCS

N-metilol livres a superficie poderdo reagir.

4.4, Estudo das Variaveis que influenciam a Quantidade de

Proteina Imebilizada no Suporte-Resina na Reac¢lio

de Imobilizacao

Para um suporte se adequiar ao uso em testes imunoenzi
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maticos, ele deve dwohilizar uma quantidade de proteina
suficientemente alta, por unidade de fdrea ou peso, de modo a

possibilitar determinagdes guantitativas.
Assumindo~-se gue o ligacao da proteina ac Supor-
te=-Resing se Jdb atraves dos prupos N-moetiloal Livres nrosentes

na resinag, as variaveis carvacteristicas do Suporte-Resina  que

deveriam afetar a quantidade de protelina que nele se pode
ria imobilizar, seriam a quantidade de resina depositada e a

concentragac de grupos N-metilol do Suporte-Resina.

OQutras variaveis de influéncia na quantidade de pro-
teina que seovonseauiria Hiesr wo Suporte-Resing, referem-se
an ovendicoes nas quais o oreagido Jde imebilizacde. tamhém chama-
da de reagio de sensibilizacao, € processada, tais como pH
do meio reacional, concentragao de eletrolitos, temperatura
vempo de reagio e concentragao da proteina na solugio de
sensibilizacio. |

No estudo realizado sobre o infludnelia dog  wvarifiveis
acima citadas, duas téenicas rvelatadas a sesuir, foram usadas
para medir o quantidade de proteina imobilizada no Supor-
re-Resina, _

Medidas indiretas foram obtidus através de Testes ELI
SA realizados para soros positivos e negativos,ensalados a va-
rias dilui¢des, onde foram usados discos recobertos com varios
tipos de resina com diferentes quantidades depositadas, sensi-
hilizados com virios tipos de antigeno, sob diferentes condi
goes de reagao de imobilizagao {(pll, temperatura e tempo de rea
Caod.

Para quantificacgac direta da massa de proteina
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imobilizada no Suporte-Resina, utilizou-se a técnica do  Radio
imuncensaio, onde discos recobertos com virios tipos de resing

com diferentes quantidades depositadas,foram zensibilizados conm

solugoes do anticorpo Imunoglobuling € humana {(Te() ., a viariasg
N ) . 125 .-

concentracoes, com el - focomo travador.sob Jdiferentes con
digoes de reagio de Imobilizagdo (pll, temperatura e tempo de
reagao). A partir do radicatividade medida  para cada disco
de Suporte-Resina,apds o reacdo de imebilizacio, obteve-se a

gquantidade de 1gC imobilizada.

Em radioimunoensaios utiliza-se anticorpos come a 1gG,
ao inves de antigenos, devido as maicres facilidades de purifi
cacdo ¢ marcacao com Ba5y,

Outra nossibilidade para guantificacao da protel
na imobilizada ao Suporte-Resina, que fo3 rtestada sem sucesso,
& a determinacao dua quantidade de proteina que resta na
solucios apos o reaciio de imobilizugio {incorporando-se também

as apuas de lavagem), atraves de motodos espoctrofotometricos
{490 )

para medida de proteina. como o de LOWRY . Este meétodo &
entretanto, muito afcetado em sua sensibilidade, quando s50iu-
coes de concentracoes muite baixas estao envelvidas como

acorre neste trabalho.

centracao de Grupoes N-metilol do Suporte-Resina

Discas de Suportes-Resina de 8,3 cm de diametro prepa
. g ”

rada com tecido de Nylon e Malha de Poliester (178 g/m° Com

diferentes guantidades depositadas das resinas: dimetiloluréia

(Argos), Urona {Permatron XP - Inpal} ¢ N-metilolacrilamide
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(NMA - Hoechst), sensibilizados com antigencs de Toxoplasmose
e Doenga de Chagas, foram utilizados em Testes ELISA, onde fo-
ram ensaiados soroes positivos e negativos a virias diluigdes.
Os resultados obtidos em ashsorvancia estio apresentados nas
Tabelas 4.8, 4.9 ¢ 4,10,

Niscos de Suportes-Resina preparades com Malha de Po-
liester (170 g/mzj,com diferentes quantidades depositadas das
resinas Urona {Permatron XP - Inpal} ¢ NMA {Uoechst)

foram

¥

sensibilizados com solugdes do anticorpo Igl,nas concentragoes

.I.-‘\J. B
_ 4 ep Mg Tel T3 T N ~
de 10, 20 e 50 ~p—, diluldas em tampac fosfato 0,1 M |, pH
B 125 . : ~
7,25 com lgl - I como tragador. Usou-se 2.5 ml de solucao/

Jdisco. Os resultados obtidos a partir da radicatividade medi
. ug Iel ligada -
da por disco., expressos em —“SnloniolZ® 0 esordo apresentados
disco
na Tabela 4.11.

Ohservando-se os rvesultados dos Testes ELISA ¢ Radio-

imunoensalos.realizados para os varios sistemas testadoes, verl

fica-se auce as gquantidades de proteina imobilizadas nos
discos, no caso dos Testes ELISA indicadas pelas leituras de

absorvincia, nao se mostraram proporcicnals @ quantidade de re
sina depositada no suporte e consequentemente a concentracao
de grupos N-metilol livres na vesina,

Nas Tabelas 4,10 e 4.11, os resultados obtidos para
varias concentragoes das resinas Urona e NMA, mostram que = a
reatividade do Suporte-Resina, para as concentragdes testadas,
tem uma tendencia a diminuir com o aumento da quantidade de re
sina depositada.

Na Tabela 4,11, verifica-se que o $mportevResina com

NMA, ligou praticamente a mesma quantidade de IgG por disco ,
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Tabela 4.8 - Absorvancias wmedidas em Testes FLISA para Toxo-

plasmose, usando discos de 8,3 mm Jde didmetro
de Nylon e resinas dimetilolurfia (Argos) 2

NMA (Cyanamid) a diferentes § de retengdo de sd
lidos no suporte, sensibilizados com antigeno
de Toxoplasmose, na concentragao de 146 ug/ml.

(Soro positivo (+) e negativoe (-}, a varias di

luigdes).

Resina Dimetiloluréia NMA
% de Retencao de
P Fi 2 15
s5lidos 7.4 12,5 15,9 5.7 8.5
/46 1,746 1,325 1,219 1,867 1,841
i Yoess losze lo,s14 0,541 | 0,750 | 0,674
SoTo tg SR NSO SRS S -
{+) .g’ 1/1000 0,204 0,244 ,225% 0,279 0,299
3 .
g . Y . i . - - . .
E LV g | 02074 0,076 i 5,036 0,086 4,104
156 Y03 { ' 1 '
1/ 9000 | 05036 0,030 0,000 0,041 0,061
1!16 1,164 0,127 0,153 0,596 0,495
| 0 1/&56 0.060 10,036 | 0.0106 |0.117 |0.096
Soro ‘3
(-3 12| Vqgpo | 0-018 0,021 6,000 0,039 0,041
-
fas - : - Y o 2
1/ 4000 | 0009 0,000 1,000 0,026 0,020

_ - y
1/ gpaq | ©-008 {0,000 0,000 | 0,016 0,021
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Tabhela 4.9 - Ahsorvinciag medidas em Teste ELISA para Toxo-
nlasmose, usando discos de Malha de Poliester
{179 g%mgj o resinag §3323~Permatron XP{Impall},
a varias concentracdes, sensibilizados com an-
tigeno de Toxoplasmose, na concentracao de
100 pg/ml, (Sero positive (+) e Soro negati

vo (=), a varias diluigles)

Concentracao de resina :
i 2 .
no suporte, —5-— 49,2 2N 9,7
Concetracdo de grupos
11070 4800 2160
Metilol no Suporte-Resi
e
3 1, ppm -
/16 1,468 1,600 1,078
L]
& |1/ 1,133 1,254 1,302
SoTo zgn 64 1,15 | B -
et
=
{+) - lfqgﬁ 0,643 f,741 0,782
P &
- o 7
1/1000 {},34.—_. 0,..}12 G,ﬁbg?
1/16 0,000 0.156 0,240
- I15]
S0ro e |1/, 0,015 | 0,088 0,127
‘ e, 64
{~) o
- 1/256 0,003 0,018 0,080
<
}/lUUU_w 0,001 Gfﬂﬂﬁ ¢,050
Absorvancia para o 0000 0 oa20 0 021
Tampao-Controle T e S '

* Valores ohtides da Figura 4.2, em pom

(kg _grupos Metilol,

gde Suporte-Resing
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Tabela 4,10 - AbsorvanciasMedidas em Testes ELISA para Doenga

de Chagas, usando discos de Malha de

Poliester

. 2 .
(178 o/m™) e resinas Urona Permatron XP{Impalle

NMA (Hoechst)
bilizados coan

concentracao de 10 pg/ml,

a diferentes concentracgles, sensi

antigeno de Doenga de Chagas

na

{Seros positivoes: X e

Y ¢ sores negativos: W e I, ensaitados a dilui-
gao de 1/100)
Resina Urena NMA
% de Retencao de solidos
9 13 17 10 23 34
no suporte
Concentracan de resinan
o 16,0 1 23,3 130,41 17,9140,3161,2
o 51.]1}0'}"1?(3, ——-?"sf,-’ -----
o
X 11,300 1 1,130 1,590 1 1,86011,870 | 1.590
50res positivos
Y {1,750 | 1,285 1,785 11,78511,860 | 1,590
W 0,000 | 0,000 0,000 1 0,13010,110 § 0,045
Soros negativos
2 10,055 | 0,020 0,170 5 0,07010,125 | 0,000

0s valores tabelados sdo médias de duplicatas, sendo que

NMA apresentou melhor reprodutibilidade

a




1

abela 4
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Quantidades do Anticorpo gl ligadas por Jisco
de Suporte~Resina, medidas por Radioimunocensaio,
parq;diﬁcos de 8.3 mm de diametro de Suportes-Re
sina de Malha de Poliester (179 gfmz) e resinas
Urona Permatron XP (Inpal) e WMA (Hoechst) a di
ferentes concentragces, para diferentes concen-
tragoes de g6 na solugdo de sensibilizagdo. Vo
lume de solugao usada : 2,5 ml/disce. Resultados
DXPressos en ﬁg Igh lipada/disce. {Valores me -

dios de triplicatas)

Resina Urona NMA
% de Retencdo de s0lidos 9 13 |17 10 | 23 | 34

Concentracdo da Resina no

Suporte, g/m2

16,5 123,3130,4117,9140,3161,2

Concentragaoe da solugao 10l 5.6 s 112 4 g 7111 31 8.5
de sensibilizacgao dos col1o s e ola s 113 9l1a 614 3
ai .oug lgG )

LSCOS, TRRT 50 113,7 19,2413,1128,0{28,2{22,5

Concentracao de grupos

Metilol do Suporte-Resina,

3600524216840

N
* Yalores obtidos da VFigura 4.2, em ppnm (u5

de grupos Metilol

¢ de Suporte-Resina

)
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o

para as % retengio de solidos no suporte de 10 ¢ 23 e menor
quantidade para a % de retencdo de s0lidos de 34,

Lstas caracteristicas de constancia e principalmente
de diminuigao da capacidade de ligagiao de proteinas do Su

porte-Resina, com ¢ aumento da quantidade de resina nele depo-

i
£y

sitada, indicam um controle reacde pela Area superficial
disponivel no Suporte-Resina para a reucfie de imobilizagio
associada 2 geometria das moléculas de  proteina.

Na realidade, quante maior for a qu?ntidade de resina
depesitada ne Suporte-Resina, mals espessa sérﬁ a camada depo-
sitada sobre os filamentos.diminuindo a éreagsuperficial espe
cifica do Suporte-Resina, que € dada inicialmente pelo soma-
torio das areas superficiais especificas dos filamentos . que
compoem o5 fios. Com o aumento da quantidade de resina deposi
tadasiniciao-se entao a lipacdo dos [ilomentos pela rvesina, di-

minuindo ainda mais a relagio arca/volume do Suporte-Resina.

Assim, a quantidade de molfoulas de proteina que
se conscgue imebilizar nn superficie do reticulo resinoso .

atraves da interacgao direta com grupes Nemetilol, estaria limi
tada pela area superficial total disponivel para ligagdo ¢ pe~-
1a area que cada molécula de proteina ocuparia dessa su
perficie, para se ligar. Como as moléculas de antigeno e anti
corpos tem altos pesos moleculares e apresentam um formate
tridimensional complexec, dependendo da forms como a molécula
se ligar 3 superficie,ela poderi occupar malor ou menor area.
Outrossim, sendo a concentracio de grupos N-metilol
no Suporte-Resina ¢ na superficie do reticulo resinoso, sufi-

cientemente alta, para a faixa de quantidades de resina deposi
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tadas nos suportes estudada neste trabalho, a guantidade de
proteina Tigada seria fungao apenas da area superficial

Beve-se vessaliaroque para os suportes desenvolvidos

para ligagao covalente de proteinas.descritos na literatu~
32,53 ,37 55,54 s, - .

ra{ ' ’ ’ 3, noo foram realizados estudos mais detalha

dos sobre a capacidade de ligacio dos suportes, assumindo~se

apenas ligacao covalente.
Para avaliar os pontos acima censiderados ,far-se-a |

para um disco de 8,3 mm de diametro do Suporre-Resina apresen-

tado na Tabela 4.9, composto por Malho de Poliester (179 gfmz}

2
e 21,5 g de resina Urona XP[m“ de Luporte-Resina, com area
2 . .
superficial disponivel de 16,1 cm™, estimativas da ordem de
grandeza da densidade de grupos N-metilol superficiais e da

quantidade do anticorpo 1gG.que se pederia imobilizar por uni-
dade de area de Suporte-Resina.
A concentragao de grupos metilol deste Suporte-Resina

5 de 4800 ppm (M8 de grupos Metllalj

e

. ou oseja,
g de Suporte-Resina

- -y . \-_ )
1,8 x 107° 8.de _grupos Metilod

¢ de Suporte-~Resina
Considerando~se, entretanto, que os grupos Metilol es
tao localizados na resina e gue se tem

0,1063 g de Resina Urona polimerizada

tem-se entio
g de Suporte-Resina

4.5 x 1077 g de grupos Metilol

L4

g de resina Urona polimerizada

o~



Para cvada disco deste Suporte~Resina,tem~se lélxIQ“Jg
de resina Urona ceiall 9x10 Py de or C At
' 51na @, L s0ga L d Ul o odo grupos Metilol. Sendo
o peso molecular do grupe metilol igual a 31, tem-se portanto,
N Vi — .
9,.6x10 grupos metilol por disco.

Para este Suporte-Resina, pode-se farzer uma estimati
va da espessura da camada de resing  que reveste os filamentos
de poliester do disco, a partir da massa especifica da resina

- : - 3 -
Urona polimerizada que ¢ da ordem de 1,5 g/em” .  Sabendo-~se gue
. . - ) -3 .
a2 massa depositada por disco e de 1,3ix10 g ou seja,
_ -5 2 . _ _ . :

6,8x10 g/om”, tem-se portanto uma espessura da camada de re-
o

sina de cerca de 5000 A.

Considerando-sc apora que os grupoes Metilol possivelmen
te aptos a reapir com as moléculas de proteina,se limitam
aqueles localizados na superficie da camada de resina, toma-se

O
entao uma espessura de 10 A desta camada para estimar a ordem
de grandeza da densidade superficial de prupes Metilol, obtida
da porcentagem que representa do total de grupos Metilol medi-
do.

Lembrando-se queo filamento de poliester tem um formato

cilindrico, fazendo-se os cialcules necessarios ,verifica-se que

o

o volume desta camada de 10 A corresponde a 0,2% do volume to-
]

tal da camada de resina de 5000 A, ou seja, apenas 0,2% dos

grupos Metilol medidos estaviam 3 superficie.

Ter-se-a portantg, a2 superficie da camada de resing
e o ounld X 2
cerca de 1,2x10 grupos Metilol/cm™.

Para se realizar a estimativa da guantidade do anti-

corpo Igl,que se poderia ligar por cmz de area do Suporte~Resi

na, sabe~se que a molécula de IgG & formada por 3 sub-unidades



compactas, ligadas entre si por ligagoes peptidicas flexiveis

(regido das dobradigas - Figura 2.4}, que ao microscdpic ele-
~ e
tronico apresenta-se como um cilindro com cerca de 250 A de
o
VDR : ‘ {4) . :
21x0 maior e 40 A de e1xo menor , apresentando um peso mole-

cular de 1640000,

| cr
L A0 A
.‘L" ey
: :
extremidades ! Do g -
-
aminicas
G b o - .
280 A Molecula de 10
extr&midade:ﬂ_wj“m_“y“

carhboxilicas

! s} ! i
C T e
P ¥ SN

Figura 4.4 - Tormas de Ligagao da Molécula de Ig0 3 superfi-

Cie

Dependendo portanto, da forma come a molécula de IgG
se liga a superficie, como se veé na Figura 4.4, maior ou menor

Area ¢ comprometida nesta ligacio.

Caso a ligagdo da molécula se d8 atraveés de varios
srupos das cadeias protefcas  com grupos Metilol, ela poderd
ficar praticamente paralela 3 superflcie.ocupando uma frea

a9, o

o
aproximada de até 10000 AT (40 A x 250 AY (Figura 4.4.a).
Lasc a ligagdo da molécula se de perpendicularmente

Q3
#0 eixo maior.a area comprometida poderd ser de at& 1250 A (area



da base do cilindro da molecula){(Figura 4.4.b).

Yalores Jde drea ccupada por moliéoula de TgG . poderdo
diminuir s uma ligagao mais compacta das moldculas,de manei-
ra perpendicular oo clyxo major, lado o lado, puder se  efctuar
come acontece com moléculag de corante. que chicgan inclusive
a formar cristals.

fsto vail depender das interagoes que se processam en
tre as macromoléculas de 1gC,ligadas 4 superficie.

Uma menor concentra¢ao de I1gl na solucio em contato
com a superficiedeve favorecer a ligagao da molécula de XgG em
multipontos, enquanto que uma concentragac maior deve favore
cer uma diminuiglio da drea ocupada,por induzir uma aproximacao
maior das moleculas,que tenderdo a se ligar em menor numero
de pontos, cada vez mails perpendicularmente a superficie.

Assumindo-se que meleéculas de TG se ligassem perpen

dicularmente a superficiec,.na direcio de seuw maior eixe, lado a

lado, supondo-se gue cada umn s¢ wovesse apenas dentro de un
Q [
espaco de 10 A por 40 A {medida do menor eixo}, ter-se~ia uma
0,

drea ocupada de 400 AT por molécula de TG (Froura 4.4.¢).

Para as areas estimadas para ligagdo de cada molécula
o, O, o,
de TG, de 10000 A7 , 1250 A" e 400 A" | poder-se-in ligar

. 12
respectivamente, l,Oxlﬂl“; 8,0x101

. R ¢ -
2 25,0x10 moleculas de
e oy 2 - .
TaG/em”™ de superficie.
Comparando-se os valores obtidos, com a densidade su
perficial de grupos Metilol estimada, que € do ordem de

14 : . 2 e . .
l grupos Metilol/em™, verifica-se gue se teria a dispo

1,2x14
nibilidade de 120, 15 ou & grupos Metilol por melécula de IgG,

o que indica um excesso de grupos Metilol & superficie, mesmo
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para a menor area estimada por molécula,

Uma maior concentragio de resina no Suporte-Resina
resultaria numa camada mais espessa da mesma, envolvendo 03
filamentos de policster. Dntretanio, o pimero do grupos Meti-
Fol disponivels & super{icice ficaria praticamente constante o
et excesso comno demonstrado anterviarmente.

s resultados obtides nestes cxperimentos, em  termes
da quantidade de proteing imobilizada, em relagdac & quan-
tidade de resina depositada no Suporte-Resina e a4 concentracdo

de grupos Metilol, indicam gue uma primeira camada de nro

telna & imobilizada na superficie da resina polimerizada.possi
velmente através da ligagdo covalente com grupos N-metilol dis
poniveis a superficie, que de acordo com as estimativas rveali-
zadas parecem estar em excesso, em relagao g quantidade de pro
teina gquoe S poderia imobilizar. A densidade superficial
de grupos N-metilol no reticule da resina parece ser pratica-
mente independente da gquantidade de resina depositada,

De acordo com os resultados apresentados nas Tabelas
4.8, 4.9, 4.10 e 4,11, considerando-se, que a resina NMA apre-
sentou uma capacidade de ligacao de proteinas superior A
das demais resinas testadas, que se verificou um aumento das
leituras de absorvancia nos Testes ELISA realizados, gquando se
usou haixas quantidades de resina depositadas no Suporte-Resi-
nare que se verificou uma diminuicio da capacidade de ligaglo
de imunoproteinas,para Suporte-Resina com guantidades deposi-
tadas da resina NMA superiores a 40 gzjmz, escolheu~-se o Supoy
te-Resina preparado com Malha dJde Poliester com gramatura de

2 - - . - - - -
292 g/m” {(maior area superficial disponivel por disce) e resi-
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na NMA pa concentragac de 35 gjmz de Suporte-Resina (12% de Re
tengao de $S0lidos no suporte),para use na maioria dos ensaios
realizados para coracterizagio ¢ avaliacdo de desempenho do
suporte-Resina desenvolvido neste trabhalho, que serao  relata-

dos adiantoe.

4.4.2. A Influencia do pl, Concentracic de Eletrdlitos, Tempe-

ratura ¢ Tempo de Reagdo

Com a {inalidade de se determinar condicdes de reagaoc
de imobilizacgao para discos de Suporte-Resina, visando o con-
trole da quantidade de proteina imobilizada,e a aplicagao

pratica destes discos em Testes ELISA como imuncesorvente, rea

lizou-se ensaios para fixar as variaveis que normalmente 520
consideradas relevantes para reagoes de imobilizagao de pro-
teinas suportes om geral, usados em Testes Tmuneenzimiti-
s,

As variiaveirs cstudadas foraw: pH oJdo meie reacional
concentracao de cletrdlitos, temperalura ¢ tempo de reagdo.

Ja fol visto anteriormente {Tabela 4,113, que a quan
tidade de proteina imobilizada no Suporte-Resinaz.é direta

mente proporcional 4 concentracido da solucgao.

4,4.2.1. A influencia do p!l do meio reacional ¢ da concentra-

cio de eletrolitos

Como a fixacio de proteinas ao Suporte-Resina  se
trata da ligagie entre macromeléculas, o pH do meio reacional
pode ter uma grande influencia na quantidade de proteina

ligada, como acontece por exemplo na adsorgde de proteinas @



super{icies de pollestirenoc, que € faverecida por pH basico

Para se determinar o pH do meio reacional mais conve-
niente, foram realizados Radicimunoensaios, onde discos de
8,3 mm de diametro de malha de Poliester (179 gfmz}, recober
tos com NMA (Hoechst) nas concentracdes de 17,9 ¢ 40,0 g de re
sina/mz de Suporte-Resina, forvam sensibilizados com solugoes
do anticorpo [gl humano,nas concentragoes de 10 e 50 ug IgG/ml

2
{com tragos de Igl6 - 1“51}, por 18 horas, a 22°

C. com agitagao
continua . Foram usados 10 ml de solugio de sensibilizacao/ 3
discos de Suporte-Resina.

As diluig¢des da proteina Igl foram feitas com tampdes

de trés diferentes pls.:
pil 4,4 : Tampio Acetato de 50dio 0,1 M
pH 7.5 : Tampao Fosfato {PRS} 20 mM;,
pil 9,5 @ Tampao Bicarbonato-Carbonato 0,1M.

Os resultados obtidos,como médias de triplicatas, ex-
pressos  em ug IgG ligada/disco., estao apresentados na Tabela
4,12 e na Figura 4.5, de onde se verifica que embora se liguem
hoas gquantidades da proteina para os 3 pHs testados, o pH neu-
tyo se mostrou o mais eficiente, principalmente quando a ofer
ta da proteina por disco.fol maior {167 ug de IgG/discol

Para uma ofertna menor da proteina (34 ug IgG/disco) ,
embora o pH neutro aindas tenha-se mostrado como o mals eficien
te, as quantidades de proteina ligads por disco sao aproximada-
mente igunis para os 3 meios. O pll que sc mostrou mais incon

veniente foi o basico (pH 8,5), ligande em todos 0s casos  as



menores quantidades de proteina por discao.

Tabela 4.12 - Quantidade de 126 ligada por disco de Suporte-Re

sing, om fungao do pll do wmeio reacional. Resulta
1o Tell Tigad:
dos cxpressos em g Il pada
digco

. . A N : %
Suporte-Resina 218 g de NMA ~740 g de NMA
m” de Suporte-Resina m"de Suporte-Resina

Concentracao da so-

lugao de sensibili 10 50 10 50
zagﬁo,—ﬁg~£g§

mi

Massa de proteina

oferecida/disco 34 67 34 167
vy TG

= - .

o

% | Acetato pil. 4,4 6,6 14,0 5.5 12,9
A:—;: .\__\1n

7 Fosfato pil. 7.5 7.1 15,5 6,7 19,5
ha

5 A

G

12‘ - )

& Carbonato 5.1 8.6 5.0 8.9
i& pli. 9,5 '

Estes resultados foram confirmados por Testes Imunoen
zimaticos ELISA.realizados com discos de Suporte-Resina de Ny-
lon,recobertos com N-metilolacrilamida,com retencio de $dlidos
de 12,6%, sensibilizados com solugdes de IgG.diluidas a virias
concentracoes com tampdo acetato de pll 4,0 e tamplo wurbonato

de pi 9,0,
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Os resultados Jdestes Testes ELISA  expressos em absor

vancia,estio apresentados na Tahela 4.13, de onde se verifica

pelas baixas leituras de abscrvincis.que o meio basico (pH
9,0} nac se presta a ligagdo de proteinas as Suporte-Resi
ni.

Conforme ja foi discutido na Revisfo Tedrica, o grupo
Nemetilel pode rcapgir, em principio, com grupos amino ou hidro
xilas, em pH acido, neurro ou bidsico. Quando essa ligacic se
di3 entretants ,entre um grupe N-metiloel do Suporte-Resinag e um
destes prupos caracteristicos de uma wmacromelecula de proteinas
verifica-sc que o pH neutro ¢ o acido favorecen mals,principal
mente para concentragoes mais elevadas de proteina na solugio
de sensibilizagao. lsto pode estar relacionado com a concentra
cio ¢ tipo de cargas na superficie do Suporte-Resina e o tipo
de carga da proteina.

Para se verificar a influéncia da variagaoc da concen-
tracio de eletrdlitos no meio reacional, na guantidade de
proteina ligada por disco, adicionou~se ao tampaco fosfato (PBS)
20 mM pil 7,5 escolhido, cloreto de s0die a diferentes melarida
des o 0,5 M ¢ ,8M.

Biscos dos mesmos Suportes-Resina usados para estabe-
lecer o methor pH foram sensibilizades em solugoes de IgG, conm
tragos de JgG 1251 . diluidos em tampao normal ¢ com cloretode
sodio,

Os resultados obtidos, expressos em ng lgh ligada/dis

co,estdo apresentados na Tabela 4.14.
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Tabela 4.15 ~ Leituras de Absorvancia em Testoes FLISA. Efeito
Jo pH do meie reacional, na quantidade do anti

corpo elG ligada por disco de Suporte-Resina

disco de 8,3 mm de difmetro de

Suporte-Resina Nylon, com NMA ({12,6% de reten
cio de «0lidos)
Concentracao da solugao de
sensibilizacio mg 186G 5 1 0,5 0,1
ml
Té:g

EQ% Acetato pH 4,0 0,700 0,520 10,450 0,400
PO e

£ Carbonato pH 9,0 0,065 | 0,010 |0,005 {0,000
==

Tabela 4.14 - IEfeito da adicio de Hletrdlitos ao meio reacio-
nal de sensibilizacdo,na quantidade de IgG liga

da por disco {Resultados expressos emyug LgGlicada)

LLs5C0
- -
. le NM; : :
Suporte~Resina A8 g de NMA 740 g _de NMA
m” de Suporte-Resina i m” de Suporte-Resina
Concentracao da solugao
de Sensibilizagﬁm,}'—lE’;——w‘{—i"“'é5i 14 50 10 50
B mi
Massa de proteina ofere-
cida | HE180 34 167 34 167
disco '
PRS 20mM pH 7.5 (Normal) 5,7 11.4 5,0 16,0
e - I
PBS Z20mM + Na(l 0,5M 6.9 7 7 4.8 g9
i pit 7.5
PRS 20 mM o+ Nalll 0O, 8M
' pH 7.5 | 7,2 9,4 4,9 8,8
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Nos resultados obtidos.verifica-se que a adiglo de
NaCl ni#io teve praticamente efeito para a concentragfo de sensi
bilizagao de 10 ug IgG/ml,mas reduziu a metade a quantidade de
TgG ligada por disco, para solugl@o de sensibilizacdo mais con-
centrada.

Portanto, como melic rveacional mais adequado.manteve-se

o tampdo fosfato 20 mM, pll 7.5, sem ecletrdlitos.

4.4.2.2. Influencia da VYariagio da Temperatura e do Tempo de

geacag

Através de Radioimunoensaios, avaliou-se a influencia
da temperatura e do tempo de reacio.na quantidade de protelna
I¢G ligada por disco. 0Os ensaios foram feitos &s temperaturas
de 22°C e 370C1nos tempos de reacao de Z;5 e 18 horas,

Mscos de 8,3 mm de diametyo de Malha Jde Poliester
{202 gimz},com 35 g de NMA}mE de Suporte-Resina, foram sensibl
lizados em solucdes de TeG diluidas em PBS Z0 mM pH 7.5, nas
concentracoes de 10 & 50 pg TgG/ml. Utilizou-se volumes de

10 m1/% discos, sob agitacdo continua.

Os resultados obtidos de médias de triplicatas, ex-
pressos em ug [gl ligada/disco,estdo apresentados na Tabela

4.15 e Figura 4.64
A mixima temperatura testada para a reagac de sensibi
lizagao foi de 37°C, devido & denaturagfio gque pode ocorrer as
- - . . . PR
proteinas, a temperaturas sSuperioresg a 107C.
Os vesultados da Tabela 4,15 indicam que pode-se rea-

- . ol - » > - O y N X
lizar a reaclo de sensibilizagdo a 22°C (temperatura amblente),

com quantidade de proteina ligada/disco suficiente para se ob-
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ter um bom imunosorvente. O tempo de reaclo teve maior influ-
ﬁnciu‘quando 5 uscu  uma maior concentracdp de proteina na
sensibilizacao, conseguindo-se ligar quantidades stgnificativamen
te malores,com o aumento do tempo de reagao. Para a menor con
centragio de TgG usada, o aumento da quantidade de proteina 1i
gada nao foi muito significativo, atingindo-se um patamar, para

tempos superiores a Z horas de reacao {Figura 4.6).

Tabela 4.15 - Influéncia da Temperatura e Tempo de Reacfio na
quantidade de IgG ligada por disco de Supeorte-
~-Resina (35 g NMAXmZJ. Tampao fosfato {(PBSY,

20 mM pH 7.5 (Resultados expressos em ug IgG

ligada/disco) .

Temperatura, °c 32 37
Concentragao da solugao de
sensibilizacao, Hg 1g6 10 50 10 50
ml
Massa de proteina oferecida
ug 1gG 34 167 34 167
disco
Temno 2 7,72 17,1 8,9 16,4
de )
. g 7.9 20,4 8.6 16,4
reacio,
hoxas 18 8,2 28,2 ~ -

| . o .
Na Tabela 4,15, ve-se que para a temparaiuya de 3770,

atingiuv-se para a menor concentracic de Tgl oferecida, tambén
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rapidamente (2 horas) o mesmo patamar atingido 4 temperatura de

229C,  Para a concentracgio de 50 ug IgG/ml. as quantidades 11
gadas de proteina se mostraram constantes com os tempos de rea
gao testados, 1igaﬁdo menor quantidade de proteina que 3 tempe
ratura de 22°C.

Testes ELISA preliminares tamb&ém foram realizades na
tentativa de se determinar a temperatursa ¢ tempo de reagiio ade
quados, para a reagdo de imobilizagdo de antigenos no Suporte-
-Resina.

Discos de 8,3 mm de diametro de Nylon, revestidos conm
resina Dimetiloluréia (Argos), com 15% de Retencio de Silidos,
foram sensibilizados com soluglo de antigeno de Toxoplasmose na
concentracio de 130 ug/ml. As reacglbes se processam as tempera
turas de 37°C e 4°C e nos tempos de reacgao de 1, Z, 4, 6 & 18
haoras.

Realizou~-se entac, para um $0ro positivo {+) e um s0-
ro negativo (~-) a varias diluicgles, Testes ELISA para Toxoplas
mose, utilizando os discos sensibilirados sob as diferentes
condigdes de temperatura e tempo de reagio. As ashsorvancias
obtidas dic uma medida indireta da quantidade de antigeno, que
¢ ligada por disco, em cada caso.

Os resaltados obtidos estao apresentados na Tabela
4.16.

Dhservando~-se a Tabela 4,16, verifica-se que a partiy
de 7 horas de reacgac de sensibilizagao a 379, o comportamento
do disco no Teste ELISA, em termos de absorvancia medida, pra-
ticamente nac se altera. Para a temperatura de 4GC§ a reagio

se processou num tempo maior, de 18 horas, obtendo-se a mesma
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absorvancia no Teste LILISA, que pars o tempo de 6 horas a

37°%¢,

Tabhela 4.16 ~ Absorvanciasobtidas em Testes ELISA para Toxoplas
mose, utilizando discos de Suporte~Resina, sensi
bilizados com antigeno de Toxoplasmose, sob dife
rentes condigoes de temperatura e tempo de rea
Ao .

Concentragio de antigenoe na sensibilizacao:130ug

ml
Temperatura , ¢ 37 37 37 37 4
Tempo de Reagao 1 5 A 6 18
horas
/96 10,030 | 1,105 | 1,055 | 1.374 11,3064
5]
Soro s 1/ e 0,440 {0,486 | 0,539 | 0,579 | 0,414
L 56
i
{+) 5I 1/1000 8,178 0,205 0,211 0,247 6,125
[ 76 -
l/dUGG 0,074 0,088 0,088 0,093 0,050
i/ 0,154 0,140 0,152 0,148 0,050
5010 o 16
o |1/ 0,056 | 0,078 | 0,088 | 0.073 | 0,042
O 256
{~) -H o
ﬁ 1/1000 0,036 0,039 0,073 0,055 8,037
& T .
1/4000 0,021 0,037 4,037 0,048 0,02%
Controle:
Tampao fos- 4,025 0,050 1,028 0,037 ¢,024
fato pH 7,5

£ provavel que a temperatura mais baixa favoreca a 1i
gacAo mais especifica do antigeno de interesse ao Suporte-Resi

na, diminuindo a adsorgéo inespecifica de outras proteinas que
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compGem o extrato proteico do antigeno, ou entdo,que o  longo
tempo de reagdo permita se chegar a um equilibrio melhor esta-
belecido.

De acordo com os resultades obtidos para as varié
veis estudadas, para o procedimento de rotina de sensibiljzacao
de discos para uso em Testes ELISA, propoe-se como padrao a
sensibiliza¢ao por 2 horas a 379, seguidas por mais 18 horas
i temperatura de 4°C ou temperatura ambiente (22°C), realizada
em meio reacional tamponado de pH neutyo {tampdo fosfato 20mM,

pH 7,5), sem a presenga de eletrdlitoes.

4.5, Estudo da Natureza e Estabilidade da Ligacao entre o Su-

porte-Resina e Superficiesde Poliestireno e a Pro-

teina.

0 estudo ¢ identificacio da natureza de ligacio que
€ processsy entre & proteina & o Suporte-Resina na prepa
racdo de imunosorventes, & de grande interesse devido @ sua re
lagdo com a estabilidade da ligacdo,e portanto do proprio imu-
nosorvente.

A identificacgdo do tipo de ligagao gue ocorre a nivel
de superficie, que pode ser por adsorcdo fisica, adsorgdo gqui-
mica ou ligagdo covalente, bem como das espécies ou grupos fun
cionais reativos envolvidos na ligago,@ bastante dificil de
ser realizada,como foi discutido no item 2.8., deste trabalho,

Mesmo no campe da CatAlise Heterogenea,onde o fendme-
no da adsorclo tem extrema impo:t&ncia, a identificagaoc das es
pécies quimicas intermediarias que participam da veagBe e  da

natureza da ligaglo que ocorre entre a superficie catalitica
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¢ cstas espocies reativas {geralmente adsorgio quimica) & muji-
to dificil, permanccendo quase sempre virias hipdteses  possi
veis,para explicar os fendmenos envolvidos.

No caso do Suporte-Resina composto por tecideos reves-
tido com resinas,com grupos funcionais capazes de reagir cova
lentemente com grupeos funcionais de protelinas, procurou-se de-
monstrar a4 natureza da reagdo através de critérios auxiliares.

A aplicagao de Modelos ¢ Isotermas de Adsovcio aos
dados de equilibrioc obtidos para imobilizacdo de IgG, em  dis
cos de Suporte-Resina com 35 g NM&/mE e para efeito de compa-
ragdo. em superficies de poliestireno, que se constituem no ti
po de suporte wmails usado atualmente para preparacic de imuno-
sorventes para Testes ELISA, fol realizada visando a obtengao
de elementos para o discussae da naturcza da ligagio envolvida.

A estabilidade da ligagao da proteina ao Supor-
te-Resina, 3 temperatura, tempo de estocagem e contato com SO
lugdes de elevada tensdo ionica, estd relacionada com a pro-
pria natureza da ligagdo, resultande na busca de ligagae cova
lente,

For isto, experimentos visando oestudo do efeito des~
tas variaveis sobre a estabilidade da ligacao, foram efetua
dos para antigenos e anticorpos imobilizados em Suportes-Resi-
na, obtidos a partir de N-metilelacrilamida.

A andlisc do conjunto das observagdes ¢ resultados ob
tidos através destes procedimentos, pode levar a conclusces
sohre a natureza da ligagao da proteina ao Supoxtewﬁesina.

Adinda com o objetivo de se demonstrar a oca:réncia de

ligac8o covalente entre os grupes N-metilol do Suporte-Resina,



¢ grupos reativos de proteinas, realizou~se outros experi
mentos auxiliares que serfdo relatados a seguir, cujes resulta
dos obtidos, embora nio tenham sido conclusivos, fornecem ele-
mentos para propesigde Jde novos experimentos,

Realizou-se o bloqueio de grupos N-metiloldaresina po
limerizada no Suporte-Resina, atraves de reagio com butanel e
a quebra da ligagao entre o grupo Metilol e o atomo de nitroge

. ) . L
nio da cadeia da resina : XN

CHZOH, pelo tratamento Com uma
solucdo de NaOM 2M, a temperatura de ODQ, visando a liberacao
dos grupos Metilol na forma de formaldeido livre,

Discos de tais Suportes-Resina trafados, quando testa
dos em Testes ELISA e Radiocimunocensaios nac apresentaram, en-
tretanto, alteracgoes significativas em termos de quantidade de
proteina ligada , em relacdo aos discos normais, o que po-
de indicar, devido ao excesso de grupos Metilol a superficie ,
que nao se tenha chegado a um esgotamento completo. |

Tentou~se ainda wutilizar a té&cnica de Espectrofotome
tria de Infravermelho, para demonstrar a covalencia da ligagio,
mas 08 resultados obtidoes para as resinas polimerizadas (NMA e
ureia-formaldeido) reagidas com o anticorpo IgG n3o foram con
clusivos, pois a quantidade de IgG ligada & resina era infe-
rior aos 5% em peso da amostra, necessirios para se poder iden
tificar possiveis alteracoes nos espectros.

Um outro experimento intercssante para demonstrarx a
participacao preponderante do grupo Metilel.na fixacgao de uma
primeira camada de ‘proteina no Suporte-Resina,seria a pre
paragio de discos revestidos com o mondmero acrilamida, reticy

lado com outros mondmeros di - ou tri-funcionais, que ndo apre-
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sentem grupoes Metilol, os quais poderiam ser posteriormente in
troduzidos pela reagao com formaldeldo, para efeito de compa-
racao.

De acordo com a literatura, entretanto, nio se espera
que se ligue quantidade significativa de proteina & acri-
Y P - Dot - (52} s _
Yamida, pois quando Ternick e Avramenss Tutilizaram  gel de
poliacrilamida,como suporte para preparacido de imunosorventes,
houve a necessidade daativacao” com glutaraidefdo, come  in-

termediario,para que a ligacao covalente de proteinas ocorres-

SeQ

4.5.1. Aplicacap de Modelos e Isotermas de Adsorgho a Dados de

Equilibrio Obtidos na Imobilizac@o do Anticorpo Tef en

de Poliestireno

Para obtencdo de dados de equilibrio, em termos de
guantidade de proteina ligada e concentracao de equili~

brio da solugao de proteina , para discos de Suporte-Resi-
na e superficies de poliestirenc .foi utilizada a técnica do
Radioimunoensaio .

Discos de 8,3 mm de diametro de Suporte-Resina prepa-
rado com Malha de Poliester (297 gjmz} e resina N-metilolacri-
lamida na concentracao de 35 g NMAJmE, apresentando érea super
ficial disponivel de 18,9 cmz, foram sensibilizados em tripli-
cata, em solugoes de IgC a concentragdes variando de 2,1 ug
IgG/ml a 1500 ﬂg IgG/mil (em PBRS 20mM, pH 7,5), com IgG - 125I

como tragador. As reacdes de sensihilizacfo se processaram 3

temperatura de 22°¢C, por 18 horas, sob agitacido suave, usan-



do-se sempre 1 ml de solugldo de sensibilizaclo por disco.

Os resultados obtidos em tevmos de gquantidade de  IgG
ligada por disco.estao apresentados na Tabela 4,17 e nas Figu-
ras 4.7 e 4,8,

Superficies de poliestireno.no formato de cavidades de
placas com 100 ul e 200 ul e tubos de 500 pl, apresentando res
pectivamente arcas superf{iciais disponiveis de 1,1 1 1,6 ¢ 2,8
cmz, foram sensibilizados em triplicata. com solugtbes de IgG
a concentractes variando de 0,5 pg IegG/ml a 20,0 ug IgG/ml, em
tampio carbonato pll 9,5 ., 4 temperatura de 4%c, por 18 horas |

3
1“51

usando-se 0s volumes completos dos recipientes e IgQ - co

mo tragador.

0s resultados obtidos com termos de guantidade de IgG
ligada por cavidade ou tubo, estao apresentados na Tabela 4.18.

O ajuste dos dastos de equilibrio obtidos para o Supoz
te-Resina, em termos de concentragio de equilibrio da  solugde
de gensibilizaciao e quantidade de proteinn ligada por cmz
de Suporte-Resina ou por grama de resina polimerizada, a Mode
los de Adsorcio, & extremamente dificultado pela quase inexis-
tencia na literatura de estudos desta natureza,

0s Modelos de Adsorgao existentes foram essencialmen
te desenvolvidos para adsorcao de gases e vapores, COmo se Ve
na Tabela 2.5., que apresenta as equacoes dgs 1sotermas de ad-
sor¢iio mais empregadas. (Capitulo 2, Item 2.8).

Entretanto, alguns destes modelos tém sido aplicados

com sucesso para a adsorc¢io de moléculas em solucdo, como o
93,494,9%) .
(93,94,97)

Modelo de Langmuir, gue de acordo com a literatura

tuma representar bem a adsor¢do de molfculas de proteina em so



Tabela 4.17 - Guantidades de IgG ligadas por disco de Suporte-Resina [35 g NMAﬁmzjg nas  rea

coes de sensibilizacio, avarias concentragoes de IghG. Parametrox calculados pa-
Ta construgao de Isotermas. (T = EZOC)

Concetracace da solu- I i Concentracao de 3 ?
- P ~ - . - ) P . /W " ’

gao de sensibilizacdc | massa de 1gC ligada| % da proteina, equilibrio da /¥ rx U
inicial % disco oferecida que! solugdo de sen-| ug 1gG ligada ug Igl ligada B
ug IgG ? L e ligada vpor| sibilizagdo, C om® g resina polimerizada |

ml ; ug el | pg 1gG ' "
! & disco o ==

2,1 0,9 | 42,9 | 1,2 0,05 0.5
4,2 2,5 53,5 | 1,7 0.13 14
R T : — .
8.4 3,6 ; 42.9 ? 4.8 0,19 7.1
16,9 ; 7,9 16,7 9,0 0,42 | 4.5
33,8 11,5 W0 22,3 0.61 5 5.5
st =, e e !% MM“”_\:
67,5 21.3 i 31,6 46,7 1,13 122
135,0 31,9 i 23,6 103,13 1.69 18,3

2700 42,3 15,7 227.7 2,24 4.3

540.0 60,9 | 11,3 479,1 3,22 35.0
750.0 833 11,1 666, 7 4,41 47,9

1500,0 ? 174,4 ] 11,6 1325,6 9,23 | 100,0

Discas de 8,3 mm de diametro. Massa de resina polimerizada por disco: 1740 ug

o 7 .
Area superficial disponivel: 18,9 cm®/disco

061
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Tabela 4.18 - Suantidade de

gl

com
cdo de Langmuir {T

solucles de IgG.a

COnCentragoes.

Parametros para Isctermas de Adsor

Superficies de

- Concentracdo solucfo

!

i
|

XKW x 102

cavidade ou tubo de poliestireno.na sensibilizaciaoc

Cavidade de

1,0

] itz o ug loG oferecida | wg 1e¢Q ligada ! - o - >
Poliestireno de sensibili ZACAQ : Pooug i .“',Jj IeG 1 z_gada L Cr
; noco o tubo DOCO ou fubo . o C e e
ug IgG/ml HE ml CHl YA ml
0 s o 05 3.0z .8° L 16,5
j
3

100 ui

2.0

5.0

, (3,5 (.18 16,5 19,6
A= Llan 10,0 1.0 0,23 7.7 26,91 3,4
20,0 2.4 0,28 17.1 26,38 54,9
0.5 0,1 0,05 0,25 3,13 8.0
Cavidade de 1.0 0.2 0,10 6.5 &.25 8.0
7 (3.4 9,15 131,25 g o7

200 11 2.0 3,4 b,14 [ [i,25 G9.,7
5.0 1.t EINCTY 5.0 18,75 18,7

A=1,6 ., . |
' B 10.0 2.4 0,38 8,0 24,38 378

20,0 5.0 3,51 17,5 31,85 548

Tubo de
5040 ul

R
A= 2.8 o

10,0
20,0

17,8

Jow Pad e peed
L)

=} taer O oo
T o b= fa s
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lugdo a4 superficies poliméricas e de certos corantes i fibras
(Adsorcio om Monocamada ).

Calculou-se a partir dos dados experimentais obtides,
apresentados nas Tabelas 4,17 ¢ 4,18, os parﬁmetroé PaAra  cons
trucgido de Isptermas de Adsorcfos. que silo a quantidade de ng 1i
gafa por cmz de suporte (X/W) e por grama de resina polimeriza
da no Suporte-Resina (r} e a concentragiec de equilibrio da so
lugao de sensibilizagado (C). Os valores dos parametros obti-
dos estdo apresentados também nas Tabelas 4;1? e 4.18, respec
tivamente para o Suporte~Resina e as Superficies de Poliestire
no.

A Tsoterma {C versus X/W) obtida para o Suporte-Resi-
na, mostrada na Figura 4.9, apresenta um formato sismoidal, di

ferente do formato caracteristico da Isoterma de Langmuir (For
mate |, Figura 2.32) pafu Adsorcao em Monocamada.

Verifica~se na Figura 4.9 gue para quantidades de 1g0
ligadas por cmz, de cerca de 3,0 up IgG, ou seja cerca de
60 ug de lgG ligada por disco, obtidas até a concentragdo  de
equilibrico ao redor de 500 pg IgG, a Isoterma parecia tender a

_ _ mi ) >

um patamar de quantidade de IgG ligada/cm™. Entretanto,a par
tir desta concentracgde verificou-se uma mudanga no  comporta
mento da curva, ligando-se guantidades de IgC por cmz de Supor
te~-Resina cada vez maiores, sem tendencia de formagao de pata-
mar, conferindo 4 Isoterma um formato sigmoidal.caracteristico
de fendmenos de Adsorcdo em Multicamada., (Formato I1l, Figura
2.32) .

As estimativas realizadas no item 4.4.1., sobre o na-

mero de moléculas de IgG,que se poderia ligar por cmz de super
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[icie, apresentaram como limite mixime. cerca de 25 x 1009 mo-
léculas de Igﬁ/cmg, considerando-se nma forma de ligagdo mais
compacta das moléculas de legl, lado a lado, perpendicularmente
0

ao wixo maior de 250 A (Figura 4.4.c¢.). Este nimero de molé-
culas corresponderia a uma massa de 6,6 ug IgG/cmz,

Entretanto, come a ligacao de todas as moléculas des
ta forma & pouco provivel, pois além das interacdes entre  as
macromoleculas, a ligagdo realizada desta forma exigiria o
comprometimento dos sitios combinatérios de anticorpo 1egG, que
s¢ localizam nas extremidades amino-terminais das cadeias  le
ves e pesadas (Figura 4.4), exigindo tamhémia ligacdo da molé-~
cula de TgG através das extremidades carboxi-terminais das ca
deilas pesadas (Figura J1.4.07, que nio sao reativas em relacio
ao grupo Metilol da superficie do Suporte-Resina.

Beste modo, provavelmente a estimativa mals realista

. ©a p s

seja o da area de 1250 A7 por molécula de Iel, gue permitiria
a ligacdo de 8 x 1012 moléculas de 1gG por cmz, que  Correspon
deria a uma massa de 2.1 ug Ingcm21 ou seja, no caso do dis-
co de Suporte-Resina usado, que apresenta uma 2Zrea superficial
disponivel de.18,9 cmz, cerca de 40 ug Igﬁf&isco.

Na Figura 4.9, verifica-se, entretanto, gue paraa con
centracao da solugdo de sensibilizacido de equilibrio, de 1300

2
pg TeG/ml, conseguiu-se ligar cerca de 9.2 ug IgG/cm™, ou sejs,
uma quantidade 4,3 vezes maior que a estimada, c¢onsiderando-se
(]

uma drea de 1250 A° por polécula de IgG ligada & superficie,
Verifica-se tambéy, que a guantidade de Igl gue fol astimada
para a formagao de uma monocamada : 2,1 pg IpG/em”™, se aproxi-

ma do valor de 3,0 ug IgG[cmZ obtido a partir da mudanca de
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comportamento da curva da isoterma da Figura 4.9, que comega
a se afastar da tendéncia inicial de formagio de patamar.
Lstas observacdes: formate sigmoidal obtido para a iso
terma da Figura 4.9, construida a partir das concentragoes
de Tpl ensaladas, ¢ o aproximagao entre o estimativa da quan-
tidade de Igl necessiria para formagiio da monocamada,e a quan
tidade de g0 1igad3/cm2 de Suporte-Resina, obtida da lsoterma
da Figura 4.9.para inicio do desvio do comportamento da curva
em relacio ao formato caracteristico de uma ﬁsaterma de Lang-
muir (adsor¢do em monocamada), que representgria o inicio da
formacao das multicamadas de IgG por aﬁsorgéb fisica, parecem
indicar que o fenbmeno gue ocorre na ligacgho de 1gG ao discode
Supocrte-Resing,seria semelhante ao descrito por Hailwood e

-

Horrobin(gg), para a sorgae de umidade em fibras, que foi
apresentado ne item 2.8, deste trabalho.

No canso do Suporte-Resinn ¢ da proteina IgG em solu
cio, as primeiras moléculas seriam ligadas covalentemente atra
veés dos grupos Metilol da estrutura da resina, ou por adsorgao
‘quimica, até o esgotamento da drea superficial disponivel para
a ligacido das macromoléculas, seguindo-se entac uma  possivel
formagic de multicamadas da proteina IghG, sobre a camads liga
da quimicamente (ndo seria possivel ocorrer uma dissolugao de
macromoléculas da proteina I1gG,no reticulo da resina).

Dois tipos de equilibrio podem ser propostosientre &
proteina ligada & unidade reativa da resina (R) e a  proteina
adsorvida fisicamente (P ) e entre a proteina adsorvida fisi

j

camente © a proteina em solugio (P 1
s01
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R.P < R+ P

P £ P

ads 501

de onde se tem pela Lel de Agao de Massas

C e O R
T = B 1 TF i y )
PR R Tge (R (4.1)
3 £ T o= K. T -
¢ | Pads i K21 Poor | (4.2)

onde Kl e K, sdo constantes de equilibrio.

Definindo-se
n_ = n® de moles de proteina adsorvida na proteina 11
gada & resina;
n_ = n% de moles de unidades reativas da resina nao
ligadas & proteinas;
n, = n? de moles de unidades reativas da resina liga-
das a proteinas,
e assumindo~se que o3 trés tipos de molécula envelvidas nos
equilibrios formam uma solucaoc ideal, as suas concentragdes sao

dadas por

nrl
“ oy - . SO (4 « 33
ads '
L ! _} n + n, + ny
-, n
r 2 E - (4.4}
e 1 +n. 4+t on



Das equacgoes 4.1, 4.2, 4.4 ¢ 4.5, tem-s¢

148

= (4.5)

N
n + 111} Kol tsoll
) ?_j _ﬁm.

L= K Poon !

R.D |
Sk [

(4.7)

.
L

sendor n + ny < nimero de moléculas de proteina ad-

defini-so

[=

sorvidas ¢ ligadas 3@ resina;

+

no + nz = numero de unidades reativas da  resi

na reagidas ou ndo com a protelinas

- X 5 o+ i
o ganho,r, em massa da proteina Ig¢G ligada por gra

I

i

1

Como

massa de gl lipada 4 resina
ganho = =° A% gada a 71

massa de resina

(nq * nl) x 160000
ganho = == : - {4.8)
(no + nzj x M

peso molecular da unidade reativa da resina;

peso molecular da molé&cula de IlgG,
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Rearranjando a4 equacio 1.8, toem-se

r M ~ Iln n 1 .
----- S = et (4.9)
1a0a00 nG + N no o 0y

Substituindo-se as cquagoes .0 ¢ 1.7 nn cquagic 1.9,

tom-sc

e - i~ 1
- |
. Kvl_Psoiwé “182] Psor
_________ L TS + (4.10)
160000 : 7 -

— E ) | - - ; . 1
! h“£"$501 1 Lo+ h1k2¥ F:Dlj

i -

. ™ - sy ey
Fazendo-se [:psoluj: concentragao de equilibric de
proteina TG = ¢ | tem-se ;
K, C K,§E, C
r M 2 Z
R e e (4.11)
160008 1 - hz C 1+ hlkz [

A equagao 4.11 relaciona o ganho (r)} em massa de pro-

teina pela resina do Suporte-Resina, com a concentracio de equi

1ibrio de proteina na solucgio,l, resultando em curvas com  as
caracteristicas da observada na Figura 4.10.(Fformato sigmoi-

dal), cujos parametros v e (C, apresentados na Tabela 4.17, fo
ram obtidos a partir dos dados experimentals, apresentados na
mesma Tabela.

A escolha adeguada das trés constantes KI’ KZ e M, se
ria necessaria,para a verificacdo do ajuste dos dados experi-
mentais, ao modelo proposto.

Outro modelo que ajusta curvas anfileogas, € o Modelo

de Adsorcgio de BET, que fol desenvolvido para adsorcio flisica

de gases em multicamada. No caso de solugoes, o termo PKPO &
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substituids por C/CD‘ na cquacdo da isoterma apresentada na Ta

-
%
i

bela 2.5, como ja foi discutido ne Item 2.8.do Capitule 2.

F quase certo.que hid formacde de multicamada, como re-
sultade das cstimatlvas da guantidade limite de imunoproteina
Foll que se pode ligor ¢ tumbém pele tipo de iseoterma obsaervado,
sendo que um estudo mais amplo se tornz necessario, visande o
estabelecimento da generalidade do modelo propoesto.

Para efeito de comparacgace, sabendo-se que a ligacao
de proteinas 3 superficies de poliestirenoc.se di por adsorcio,
apresenta-se nas Figuras 4.11 e 4.17, as Isgtermas de Langmuir,
respectivamente nas formas normal e linearizada, obtidas dos
parametros apresentados na Tabela 4,18, para cada uma das  su-
perfivies de poliestireno testadas,

Da Pigura 4,12, pelo Método dos Minimos Quadrados ob
teve-se os coeflicientes lineares, angulares o de cerrelagio.pa
ra cada wma das trés retas obtidas e o3 valores dos pardnetros
Nm (massa de anticorpo IgG necessaria para formar a monocamada)
e K (constante de equilibrioc de adsorciiol. 0Os resultados obti
dos estao apresentados na Tabela 4.19, de onde se verifica gue
os coeficientes de corrvclacio s8o razodvels, ajustando-se  bem
o Modelo de Adsorgao de Langmuir (discutido no item 2,8 deste
trabalho).para & faixa de concentragoes de I[g¢l,usada na sensi-
bilizagaoc das superficies.

As observacdes realizadas a partir de Isotermas de Ad
sorgie constyruidas  para dadoes Jda equilihrio? em termos de con
centragdo de TpG na solugioe de sensibilizagio ¢ gquantidade de
feG 1igada}0m2 do Suporte~Resina (35 ¢ NMA/mzj, sugeren que

a ligaglo do anticorpo Tp6 se da.em uma primeira camada, ate
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0 espotamento da area superficial disponivel, POr reagao Com
BTUPOS Nemetilol superficials da resina ou por adsorcdo quimica,
seguindo-se uma possivel formaciio de multicamadas de 1gG

ligadas entao por ligagdes secundarias s moléculas de Ial que

formam a primelra camada.

Tabela 4.19 - Valores deos coeficlientes ¢ parametros obtidos

das retas da Figura 4.12,

5. . | Coeficiente | Coeficiente | Coeficiente Nm K
Suporte Yot 1
linear angular correlagio | HEASE. ~A
: om g feG
Cavidade 9,87 3,26 0,9989 0,31 0,33
1,1 om
Cavidade 7,79 2,79 0,9967 6,36 0,36
1.6 cm
fubo 8,08 2,12 0,9026 0,47 0,24
4 .
2,8 cm
Do valor obtide para o parametro Nm (massa de 1gG ne
cessidria para formar a monocamada), de 0,47 ug IgG/CmZ, para

i ) . A : NN
o tubo de poliestirenoc com 2,8 cm™ {(Tabela 4.19}), verifica-se
)
- e g . - 2
que cada molecula de lgG ligada ocuparia uma area de 5650 A
O’}
que & maior gque a de 1250 A®, considerada como limite inferior,

*

para a estimativa realizada para a quantidade de Igl possivel
de se ligar por cm” de Suporte-Resinga, refletindo possivelmen-
te uma populacgdo de formas de deposigio superficial.das molé
culas de TgG.

Portanto, a hipdtese de formacio de multicamadas de



| o b g T am g . . . " L . " .. : o -
FeG sobre a superficie do Suporte-Resgina, fica mais uma ves re

forcada, ja que as quantidades de Vel que se conseguiu ligar
por disco {(até 174,4 pg lgi) superaram em miito a guantidade

o
- . - ¥ -
maxima estimada para a area de 1250 A por molfcula (cerca  de

40 pg TeG)
disco
Em termos praticos, comparando-se a capacidade de 1i-
gagao de leG de um disco do Suporte-Resina (35 g NMAfmz}, conm

a de um tubo de poliestireno de 500 ul, que € um dos suportes

mais utilizados em Testes ELISA, verifica-se que enquanto se
consegue ligar ao tubo, de modo instdvel, no miximo cerca de

1,3 ug Igl (valor obtido da quantidade necessdaria para formar
a monocamada da Tabela 4.19), consegue~-se ligar de modo esti-
vel, por disco de Suporte-Resina, até cerca 60 ug IglG para a

oferta de TgG de 500 pg oG (Figura 4.7).

disco
4.5.2. Estudo da Estabilidade da Ligucio da Proteina an

Suporic-Resinag

A caracterizacao do tipo de ligagas que ocorre entre
a proteina e a superflicie dJdo Suporte-Resina,pode ser auxiliada
pelo estudo da estabilidade desta ligagio, com relagldo & tempe
ratura, tempo de estocagem, variaciio da tensao iénica do meio
ou mudancas bruscas de pll.

Uma ligagio que se dia por simples adsorgio fisica, em
hora apresente uma energia de ativagdo necessaria para a des
sorgac igual ao calor diferencial de ad50r§§0{89,98191) » PO

de ser muito sensivel 3 variacles de temperatura, tensio idni-

ca do meio, mudangas de pH e normalmente nac resiste a uma es
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tocagem por longo tempo.

Isto € o que ocorre com a tigagao  de proteinas
d superficies de poliestireno, para usce om Teste ELISA. Caso
nio sejam estocadas a temperatura de 4°C, a ligagio da protei-
na nao resiste por mals de 24 horas, se desprendende também no

decorrer do proprio processamento de teste, pela influéncia do

]

meios reacionals, comprometendo a reprodutibilidade e sensibili

dade do ensaio.

4.5.2.1. 0 Efeito da Temperatura e Tempo de Estocagenm

No estudo da estabilidade de reagenteé de uso biocldgi
co a longos periodos de estocagem, a varidvel temperatura & im
portante, pois os fenomenos de deterioracio das caracteristi-~
cas dos produtos sdo acelerados pelo aumento da  temperatura.
Um periodo de cstocagem de 1 dia a 37°¢, pode ter o mesmo efel
to di estocagom por umd SemIna 0u mals,a 4°¢.

lLotes de discos de 8,3 mm de diametro de Suportewﬁes£
na de Malha de Poliester de 291 gfmz,revestidos com éém%mﬁﬁﬁjg

m

ram sensibilizados com extrato de Trypanosona cruzi {Doenga de

Chagas) a 10 pg/ml, liofilizados ., selados a vacuo e armazena-
- 01 0‘ 01 u iy i A e it 3 [ 3 g
dos a 4°C, 37°C e 56 °C. A reatividade fol testada a interva
los de tempo de 15, 30 e 60 dias, juntamente com discos recen-
temente sensibilizados., em Testes ELISA para Doencga de Chagas,.
Foram ensaiados a cada vez.2 50ros positivos: X e Y e
um nepgative: W.na dilueigdo de 1/4p. sempre em duplicata, Os

resultados ohtidos c¢stio apresentados na Tabela 4,20,



Tabela 4.20 - Absorvancias medidas em Testes ELISA para Doenca de Chagas {2 soros p

X e ¥ e um negativo, W)}, usando discos de Suporte-Resina {35

g NMA/m

P

i}

i

o N
2

L)
L

itivo

|95}

sensibi

lizades com antligens, estocados por diversos periodos, a virias temperaturas

Soro X)) Y {+)} W=}
Tempe de estocagen,
15 30 69 15 30 60 15 30 60
dias
54 3,981 0,790 10,764 0,433 0,316 0,356 0,108 0,073 10,149
o 37 0,849 6,702 0,684 0,389 0,345 0,360 0,105 6,052 0,117
o]
= 4 0,797 0,528 0,722 1,594 0,440 0,715 0,008 0,052 6,131
= | Disce sensibiliza
-
S| do no dia do tes | 0,627 0,606 0,866 0,626 0,588 0,541 0,066 6.050 10,115
I
= te
" - .
0z resultados mostrados nesta Tabela foram anteriormente apresentados por Michaesl et alilgl

Foel
ps

m

1985.

L0T



Os resultados experimentals da Tabela 4.20,demonstram
a estabilidade da ligagio da proteina ao Suporte-Resina, mesmo
sob as condigoes endrgicus de temperatura de SﬁOC,apés Lome-
ses de grmazenamento. A veatuividade dos discos manteve-se pra
tivamente inoltevada, devendo-se estas pequenas variagdes de
nbsorvancia verificudas.a problemas de padronizacio dos demais
reagentes usades 1o Teste BLISA, estando perfeitamente  dentro
dos intervalos de variagdo inter-ensaio.esperadoes para este ti
po de teste.

Também com a finalidade de se testar a estabilidade da
ligacao i temperatura e tempo de estocagem, lotes de discos de
8,3 mm de diametro de Suporte-Resina com 138 ¢ NMA/mZ, foram
sensibilizados com antligeno de Toxoplasmose e Rubdola, secos e
estocades em frascos estanques, sobre envelopes de sflica—gel,

77%

as temperaturas de 4 e .

A manutengio da reatividade dos discos, oem comparacio
com a ohservada no dia da sensibilizagac, fol testada a inter-
valos de tempo de 23, 36, 50, 72, 92, 142, 177 e 248 dias, en
saiando-se os discos sempre com © mesmo s0ro positive e o mes-
mo sorg negativo, & diluigdo de 1/64. usando os mesmos reagen
tes padronizados, em Testes ELISA,

0s resultados obtidos,em termos de absorvancia lida
para Toxoplasmose e Rubéola,estac apresentados nas Figuras 4.13
e 4.14 respectivamente, nas quals verifica-se a manutengao ini
cial da reatividade dos discos ate cerca de 50 dias, para ela

entdo cair significativamente para 92 dias, voltando porem ,

1

aps valores de rentividade inicials, a partir de 142 dias. o

i

to ocorreu tanto para 0% soros positivos, quanto para os negatl
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vos, para 0s I tipos de antigeno imobilizados nos discos.

Este comportamento fol depeils explicado pela utiliza
;a0 nos Testes LELISA realizades no intervale de 50 até 142 dias
de armazenamento. de uma solugio contaminada do conjugade enzi
matico anti-lgG-peroxidase. Apds a sua substituigac, a partir
do teste para o periodo de 142 dias, houve a recuperagio dos ni
vels de YCHtiUidﬂdC~SQUQIGS medidos inicialmente, QObservou-se
pertanto o estabilidade da ligagac entre o Suporte~Resina o 08
antigenos,por um periodo superior & 8 meses. Embora as leitu-
ras de absorvancia,para os discos estocados a 37°C, tenhan se
reduzido a 80 - 90% da inicial, a estabilidade & considerada sa
tisfatoria.

Estes resultados de estabilidade ohfidcs pela ligagao
entre o Suporte-Resina e os antigencs, para longos veriodos de
estocagem a altas temperaturas, seriam impossivels caso a liga
cio da proteina ac Suporte se desse por simples adsorgdo fisi-
o, pois as fracas forgas nela envolvidas, ndo resistiriam a
tais condigdes. Isto sugere que a ligacdo do antfgeno ao Suporte-Re-
sina deve dar-se por covaléncia (reac¢io quimica) ou por adsor-
cio quimica, que exigiria uma altas energia de ativagaoc para
dessorgao.

A manuten¢ao da reatividade dos discos nos Testes EL]
SA demonstra também que os antigenos ligados ndo tiveram suas
propriedades de especificidade alteradas, durante o periodo de

estocagem .



4.5.2.2. 0 Efeito da Tensdo I06nica e pH (o uso de Solucdes

Eluentes)

A ligacdo por adsorc¢ao fisica de uma molécula 3 uma
superficie ou a outra molécula, como ocorre na interacio anti-

geno-anticorpo, pode ser quebrada na presenga das chamadas  so

lugoes eluentes, como Ureia 2 M ot &8 M, oun Glicina-HCL 0,1 M
NaCt 0,15 M,de pH 2,8.

Na pratica estas solugoes sac usadas para sSeparagaoc
de complexos antigeno-anticorpo, formados em colunas de purifi-
cacdo, como se mostrou na Figura Z.18,do item 2.4 deste traba
ltho.

Na presencga dessas solugoes grande parte das molécu
las ligadas por adsorgdo fisica,sae liberadas.

A ligacdo covalente ndo & tdo sensivel a essas varia-
cOes de tensdo ionica ou pH,nas suas proximidades.

Para se verificar o efeito das solugtes eluentes, SO

bre a lipacio entre o imunoproteina o o Suporte-~Resina, discos

de &, 3unde didmetro de Suporte~Resina, com 35 %MNMA , foram sen-

e
sibilizados com solugoes de YgG,nas concentragdes de 0,57 5,0

e 25,0 wg IgG/ml, com I1gG - IzsI_coma tracador (1 ml/discol.

Pela leitura de ra&ioatividade;determinouwse a quanti
dade de proteina ligada por disco, incubando-se em seguida dis
cos sensibilizados em solucdes eluentes: Uréia 8 M e Glicina-HCL
0, NaCl 0,15 M pH 2,8 e em PBS 20 oM pH 7.5 como controle,usan
do-se 1 ml/disco sensibilizado, por 2 horas, d temperatura  am-
biente, sob agitagao.

Apds a incubagdo,mediu-se novamente a radioatividade
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de cada disco, determinando-~se a massa de I1gG, que permaneceu
ligada ao disco de Suporte-Resina.

Os resultados obtidos estio apresentados na Tabela
4.21.
Tabela 4.21 ~ Porcentagem de proteina IgG, ligada por disco

na reagoo de sensibilizagio, que permanece li-
gada, apos o contate do disco  com solugles

cluentes

Concentracio da solu- | pg 16 ligada | Contrele | Solucdes Eluentes
gy g diseo s el gz s .
cao de sensibilizuacao FRS frera | Glicina-HCL 0,1M
ug ToG/ml (Pre-eluigao) pit 7,5 &M aCl 0,15 M
pH 2.8
0.5 0,30 GOLS% 183,39 100,03
5,0 2,84 93,9% 186,4% 95.4%
25.0 7,889 OL 8% 182.5% 95, 0%
Como se observa na Tabela 4.21, os discos testados

apresentam quantidades de proteina ligada de até cerca de 8,0
g de leG/disco, que embora sejam suficlentes para testes imu-
noenzimaticos, estdo longe das quantidades de até 174.,4 pg de
TgG/disco,que se conseguiu ligar, para a oferta de 1500 ug IgG/
/disco (Tigura 4.7). Testes de elunigao para quantidades liga
das,acima de 10 wg IgG/disco atée 174 ug de IgG/disco, seriam
interessantes para auxiliar a demonstrac¢fio da ocorvéncia de for

macie de multicamadas,



As altas porcentagens obtidas de retencic de molécu-
ias de proteina para as quantidades de proteina ligada testa
das, mostram que a ligagiac & hem estiavel a variacgBes de tensdo
iénica e pl, como € caracteristico de wma licaclo  covalente

ou por adsorcac quimica.

0s experimentos realizados para estudar a estabilida

an Surorte-Resina . en

relagdo a temperatura, tempo de esteocagem e contato com  solu-

goes eluentes, mostraram que para as quantidades de pPro
teina ligadas por disco de Suporte~Resina testadas. que sao

maiores gue as usualmente encontradas em outros imunoserventes
utilizados em Testes LBLISA, a ligacdo da proteina & wmuito

- . . R A . e}
estavel, resistindo a temperaturas de 56

N =0

C e 37°C por periocdos
de varios meses. Estes resultados s& seriam possiveis.para 1i
gacbes atraves de reagdo quimica ou adsorcao quimica.com alta

energia de ativacgao para dessorcgao,

4.6, Avaliagio da Capacidade de Captacio de I1g0 em solugio,pa-

el

ra Twmunosorventes Preparados com Suporte-Resina e Diferen-

tes Quantidades de Anti-1gG Imobilizada,visando sua uti-

W

lizacde em Testes BELISA, Discussag da Natureza da Intera-

ao lwunosorvente - l¢G em Solucao
G

Para que discos de Suporte-Resina com proteinas
imobilizadas possam ser usados como imunosorventes em Testes

ELIBA, proporcionando determinagOes quantitativas, eles deve-

rao possulr quantidade suficiente de proteina ligada, de
modo a captar, quando em contato com solugdes de soros desco

nhecidos, quantidades sempre praporcionais da nroteina
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especifica presente, sem que ocorra a sua saturaclo, a partir
de alguma concentragdo do soro,

Para cada tipo de antigenc ou anticorpe existem no

soro sanguineoc concentragdes limites, que determinam apés
exaustives ensalos, a quantidade do proteina  especifica,

que se deverd ter no imunosorvente para uma analise quantitati
va,

A interagfo antigeno-anticorpe que ocorre entre o imu
nosorvente e o SOro em teste € especifica e se da por adsorgido
fisica, sendo uma reacao de equilibrio altamente influenciada
pelas concentragoes destas proteinas no imunosorvente e
no Soro.

Considerande a aplicacgdo pratica de discos de Suporte-
~Resina com proteinas imobilizadas como imunosorventes
em determinagoes quantitativas em Testes ELISA,realizou-se  en
salos para avaliugéo da capacidade de captacho de Tgl em solu-
¢ic =2 varias concentragdes, simulando soros com varios niveils
de reatividade, de discos de imunosorvente preparados com Su-

o . _
porte-Resina (35 g NMA/m™)} e varias guantidades de Anti-Igl 11
gadas por disco.

A partir do conhecimento prévio da natureza da inte-

racio antipenc-anticorpo.que se da por adsorgdo fisica, apli
cou-se¢ os dados experimentais obtidos nos ensaios realizados,

como discutido acima, em termos de concentracgdo de equillbrio
de I'el e quantidade de 130 captada por disco, ao Modelo de Ad-
zorgac de Langmulr, para observar-se o comportamento das Iso

termas de Adsorgdo ohtidas, e verificar~se a natureza da inte-

Tagao,



Para a avallagdo da capacidade de captacio de Igl hu-
mana em solugao, foram usados discos de &.3 mm de diametro de
malha de poliester {292 gfmz} com 35 g NMA}mE, sensibilizados
com solugoes de Anti-Igh humana, obtendo-se quantidades liga-
divs de 0,44 5 4,20 ¢ LL,70 ug Anti-tei dinen {determinadas
por radicimuncensaios). Trata-se portanto, de discos sensibi-
Tizados com antic&rpos,

Discos destes imunosorventes, em triplicata, foram co
locados em contato com solugoes do anticorpe IeG humana, no ca
so funcionando como um antigeno, d concentracgdes variando  de

0,16 a 10 ug IgG/mi, com Igl - 27

I como tragador. Utilizou-se
500 ul de solucido/disco e a reacdo Processcu-se a 3?00, por 1
hora.

Os resultados obtides, expressoes em ng de Igl capta~-
da/disco, estap apresentados na Tabela 4,22 ¢ nas Figuras 4,15
c 4,16,

Na Flgura 4.15, verifica-se que para o disco de imunoe
servente com 0,44 wg Anti-1pG, atingewﬁe um patamar de satura-
cdo em relagio a captacdc de I1gG, para uma oferta proxima de
1000 ng IgG/disco, quando se consegue captar cerca de 40 nglgG/
/disco.

Ja para o disco de imuncsorvente com 4,20 pg Anti-1gG,
a curva da Figura 4.15 indica a tendeéncia de formagﬁo de  pata
mar de saturagiio, apenas para a oferta de Igh acima de 5000 ng
IgG/disco, quando se capta cerca de 600 ng IgG/disco.

0 disco de imunosorvente com 11,70 gg Anti-TglG, entre
tantn, ndoc indica o estabelecimento imediato de um patamar de

saturacho, que deve ser atingido para uma oferta de proteina,



Tabela 4.272

sorventes Preparados com Suporte-Resina

~ Capacidade de Captacac de ILgf;, para Discos de hmuno

(35 ¢

J? - - o
de NMA/m™) e varias guantidades de Anti~IgG liga

das. Resultados expressos em ng I1gG captada/dis-

cOo.

Concentracao da solugao

de IgC.em contato com ©

Massa de

oferecids

To(d

Goncentracio de An-

ti~1gG no

Imunosor

Imunosorvente, g Igt ng IgG vente, & Anti-laG
ml disco disco

,441 4,20 11,70

0.16 90 12,1 23,5 26,0

{(15,139(29,9) 1(32,5)

0,31 155 20,3 | 44,5 | 44 .4

(13,1)1(28,7)){28,6)

0,62 310 20,0 | 78,7 | 89,6

| (9,4 1(25,4) [(28,9)

1,25 625 29,9 {150,0 1168 .,8

(4,83 1(24,0) :{27,0)

2,50 1250 41,3 - 327,48

(3,3) (26,0}

5,00 2500 8.9 1454,0 1571,5

(1,6) (18,2 1(22,9)

16,00 5Q040 43,3 {592,8 {1019,2

(0,9) [(11,8)(20,4)

* (s nlmeros entre paréntesis, referem-se #% porcentagens

de

1gG oferecida »que sao captadas por disco de imunosorvente
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superior a 10000 ng 1gG/disco.
Da Figura 4.16 observa-se gque a porcentagem de TgG

oferecida,que se liga ao disco de imuncsorvente,diminuil com o

aumento da oferta, bem mais acentuadamente para ¢ disco Com
menor quantidade de Anti-IgG imobilizada, j& que ele & mals

precocemente saturado., Para os dois outros tipos de imunosor-
vente, embora a porcentagem caia, capta-se sempre por 4isco uma
maior quantidade de IgG.

Observando-se o comportamento dos tres imunosorventes
testados, em relagdao a capacidade de captaglo de IgG, para as
ofertas de IpG ensaiadas (de 80 a 5000 ng Figura 4.15}, en
termos de utilizagio pratica conclui-se que o imunosorven-
te com 0,44 ug de Anti-Tgl nao servivia para quantificar a pro
teina IeG.em todo o intervalo de concentragoes testado.

A partivr da oferta de 1000 ng IgG/disco, id se tem a
saturacdo do imunosorvente e as quantidades de I1gG captadas
deixam de ter proporcionalidade com as concentracoes de IgG

impedindo determinagfes quantitativas {(Figura 4.15}.

Tanto o imunosorvente cem 4,20 ug Anti-IgG/disco ,
quanto o com 11,70 pg Anti-IgG/disco poderiam ser usados, ja
que nAao apresentaram a formagaoc de patamar de saturagaoc. Cap

tou-se sempre quantidades crescentes de IgG, propercionals a
oferta (Figura 4.15).

Entretanto, a escolha poderia recair sob:e 0 imunosory
vente com 4,20 ugmﬁntiwlgﬁjdisco devido a motivos econtmicos,
relativos & dificuldades de ohtenglo, purificagdo e custo da
proteina imobilizada,

Este intervalo de concentracgdes de IgG oferecido para
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03 discos de imunosorvente, d¢ 80 a 5000 ng Igﬁjdisco,compreag
de na pratica, o intervalo de concentracdes de anticorpos nor-
malmente presentes em soros desconhecidos, As diluigoes usuais
usadas em Testes ELISA.

Como quantidades de proteina da ordem de 10,0 ug.
sao facilmente ligadas por disco de Suporte-Resina {35 g NMA/
/mz) come $& v¢ na Figura 4.7, resultados guantitativos podemn
ser obtidos sem dificuldades para Testes ELISA, usando discos
de Suporte-Resina_sensibilizados con . proteina, como imunc
sorvente.

Considerando-se agora, que a interacac entre um anti-
geno e um anticorpo, se da por adsorgio fisica, aplicou-se os
dados de equilibrio obtidos em termos de quantidade de  'IgG
captada em relagdo @ concentragao de IglG de equilibric, aec Mo
delo de Adsorcieo de Langmuir, para o$ tres imunosorventes Com
Anti-Ie¢G ligada testados.

Os parametros calculados para as Isotermas de Lang
muir, nas formas Normal e Linearizada.estao apresentados na Ta-
bela 4.23 e nas Figuras 4.17 e 4,18,

Na Figura 4.17 verifica-se que as curyas obtidas para
05 lmunosorventes com 0,44 ¢ 4,20 pg lgG/disce, apresentam o
formato caracteristico da Isoterma de Langmuir (Formate I, Fi-
gura 2.32). O imunosorvente com 11,70 ug Anti-IgG/disco nao
apresenta ainda um patamar de saturagio visivel, que deve ser
atingido para concentragbes de equilibrio bhem maiores que as
testadas.

Da Figura 4.18, obteve-se 03 coeficientes angulares ,
lineares e de correlagio para as trés retas obtidas.e a partir

deles, os parametros Nm e K para cada imunosorvente testado. Os
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Tabela 4,25 - Pavametros para lsotermas de Langauir. Adsorcdo
de antigeno {IgB) por anticorpe {Anti~Tegl) [imo-

bilizado em virias quantidades .nos imumoserven-

tes
ng de 1af X/W ¢ L
Imunosorvente oferecida ng de To6 ve  TeG X/W
g Anti-1eG diS;;_m‘ captada MMEYM&M disco
disco _Ei;;;__ mi
s 12,1 0,14 12,0
155 20.3 0,27 13,0
314 29,0 0,56 19,0
U, 44 625 29,9 1,19 40.0
1250 41,5 2.42 59.0
2500 38,4 4,92 12¢6.0
5000 43 3 9,91 229,0
8O 25,0 ¢,11 4.6
155 44 .5 0,272 4.9
310 787 0,46 5,8
4,20 625 150, 0 0,95 6,3
2500 454, 0 4,09 9,0
5000 592 .8 2,81 4.9
1 o 26,0 0,11 4,2
155 44,4 0,22 5.0
310 89 .6 a, 44 4,4
11,70 625 168, 8 6,91 S, 4
1250 327,0 1,85 5,7
2500 571,48 3,86 6,5
5000 1019, 0 7,62 | 7,5
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valores obtidos estao apresentados na Tabela 4,24,

Tabela 4.24 - Coeficientes e Parametros Nm e K. obtidos das

Roevas da Figura 4,18,

hnunosorvente Coeficiente | Coeficiente Coeficiente Nm K
ggmﬁntiulﬂg linear angular correlacio ng foG ml
disco disco| ug 1gG6
_ §
440 8,31 27,48 ! 0,0087 44 2,58
8 {10%3}*
4200 4,84 1,13 80,9952 889 0,23
i {215y
11700 4,80 0,39 (,8455 2533 0,08
{21%)*
* 05 valores entre paréntesis representam as porcentagens em
peso de [gG que sdo captadas, em relagio 2 quantidade de

Anti-1gG ligada, por disco de imunosorvente,

Os valor(s dos coeficientes de correlagde obtidos,es~
pecialmente para os imunosorventes com 0,44 e 4,20 ug Anti-
~I1gG/disco, indicam um bom ajuste do Modelo de Langmuir aos da
dos experimentais, para a temperatura testada, confirmando a
acorréncia de adsorgao, na interagioc antigeno-anticorpo.

0Os valores obtidos para os parimetros Nm {gquantidade
de proteina necessaria para formar a monocamada}, pratica
mente coincidem, para os imunosorventes com 0,44 ¢ 4,20 ug An-
ti-lpG/disco, com as guantidades miximas de [pG captadas por
disco, obtidas dos patamares de saturagac da Figura 4.13,

Os valores obtidos para a porcentagem em peso de Igh,
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que ¢ captada,em relagio a quantidade de Anti-IeG  imobilizada
por disco, apresentados entre paréntesis na Tabela 4.24, indi-
cam uma tendencia de nio se captar por disco, wmais que 20% em
peso ddi proteina imohilizada, o que pode ser efeito de
equilibrio e/ou da perda de especificidade.de parte das molécu
las de Anti-Igl, quando da imobilizagio ao Suporte-Resina,

Lstes experimentos realizados demonstraram a viabilil
dade do uso de discos de Suporte-Resina (35 g %Mﬁfmg) com Pro
teinas imobilizadas como imunosorventes, para determina-
coes quantitarivas em Testes ELISA, pels as quantidades de imu
noproteing  que sc tem que imobilizar por disco de Suporte-Re-
sina, para quantificagaoc de anticorpos e mais varamente de  an
tigenos, om concentracoes usualmente presentes em soves  as di
lui¢oes uvsadas em Testes BELISA, sio facilmente atingidas na
reagao de imobilizagdo ou sensibilizagdo dos discos de  Supor-
te-Resina,

A adequagac do Modelo de Adsorcao de Langmuir aos da
dos de equilibrio obtides confirma a natureza da interacio an

tigeno-anticorpo como uma adsorcgio, estabelecendo-se uma rela

c40 Unica entre as quantidades de protelina ligadas e as

gquantidades captadas.

4.7. Estudo SistemAtico do Desempenho do Imunosorvente Desen-

volvido no Teste ELISA  para Doenca de Chagas

. . . 3
Tendo o Suporte-Resina desenvolvido (35 g NMA/m")apre
sentado bons resultados de capacidade de ligacao de proteina e
estabilidade de ligagdo . iniciou-se entio um estudo sistemi

tico de avaliacdo do desempenho do imunosorvente preparado a
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partir do Suporte-Resina em Testes ELISA, tenho sido escolhi
do o antigeno da Doenga de Chagas para a sensibilizagdo dos
discos.

Dos inlimeros testes soroldgicos descritos para auxi-
liar o diagnostico da Doenga de Chagas, ou para a triagem de
doadores de sangue contaminados, ¢ Teste ELISA utilizando pla
cas de poliestirenc com antigeno adsorvido como imunosorven-
te, € um dos testes mais eficientes para medida de anticorpos

contra o Trypanosoma cruzi.

Neste estudo, ainda em desenvolvimento no Instituto
de Medicina Tropical (IMT}, da USP, o Teste ELISA com discos
esta sendo avaliado segundo as suas caracteristicas de sensibl
lidade, reprodutibilidade,especificidade e reatividade cruzada,
para se fazer entac uma comparacdao com o Teste ELISA com pla-
cas de poliestirenc, visando sua aplicacao em larga escala.

Sensibilidade refere-se @ minima quantidade de  mate
rial desconhecido.detectavel pelo teste, Um teste com alta
sensibilidade consegue diferenciar soros positivos de 50%05 ne
pativos de moneira satisfatdria.

Reprodutibilidade pode ser definida referindo-se k|
compara¢ao de resultados inter-ensaio e intra-ensaio. A repro
dutibilidade inter-ensaio indica o desvio gque ocorre em resul-
tados de amostras, avaliados num periodo de tempo finito como
dias, semanas ou meses. Reprodutibilidade intra—ansaiog prati
camente se confunde com a precisfo, quando o desvio-padriao &
considerado, mas outros testes estatisticos podem ser feitos,.
Precisfo & ahabilidade do teste de reproduzir repetidamente |,

0 mesmo resultado, para a mesma amostra.



A especificidade refere-se 3 abilidade do teste, na
tdentificagac de uma substancia particular, numa mistursa de
substiincias., Np caso do Teste ELISA, a especificidade esta rela
cionada a reatividade cruzada que pode ocorrer, e que vai de-~
pender dos sitios de ligaclio do anticorpo, e de sua capacidade
de se combinar apenas com s$Iitios receptores muito especificos
do antigeno.

Num estudo inicial, que serd relatado a seguir, ava-
tiou~se wum "kit" completo nara Teste ELISA, composto por diﬁ
cos de Suporte-Resina  sensibilizados com antigeno de Trypano-

soma cruzni como imunosorvente, solugoes de conjugado enzima

tico ¢ de substrato para a enzima, utilizande~se um painel de
soros chagdsicos e ndo-chagésicos, analisados de acordo comuma
roeting bem definida. Ox resultados relatrados nos

itens a seguir

foram anterliormente apresentados por Michael et 31(101} em 1985

4.7.1. Painel de Soros Humanos Utilizadoe

Neste estudo inicial fol utilizade um painel de 182
soros, sclecionados para o avaliagaoe de testes soralégicos,prg
postos puara Doenga de Chagas (Seroteca do Instituto de Medici-
na Tropical.da USP).

Sio 85 soros positivos extraides de pacientes mostran

do certeza de contaminagido com o parasita,ou alta probabilida-

de de infecgilo cronica de Trypancsoma cruzi,e 87 soros negatl

vos, extraides de individuos com alta probabilidade de n&o pos

suir infecctes por Trypancsoma ou Leishmania . Todos os so-

ros foram anteriormente testados,por Imunofluorescéneis e Hema

glutinacgdo.
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1.7.2. j}lglacﬁo dos Soros do Painod

Como imunosorvente foram utilizados discos de §,3 mm

- " - . 2
de diametro de malha de poliester (292 g/m™),com 35 g NMA}mZ .

sensibilizadoes com extrato proteico de Trvpanosoma cruzi, na
concentragio de 10 ug/ml, utilizando-se 5  discos por ml de

solugio.

Duplicatas de cada amostra de soro do painel  dilui-
das de 1/40 foram ensaiadas, lendo-se a ahsorvancia obtida,

Verificou-se, entretanto, a ocorrencia de pequenas va

riagdes didrias duas absorvanciss lidas para um soro a varias
diluigdes, decorrentes da utilizagfio de reagentes instaveis

ou de dificil padronizagao, no rotina do teste (conjugado cnzi
mitico ¢ soluclo cromdpena). Isto pode ser observado na Figu-
ra 4.19, que traz curvas dose-resposta. parg um soro de refe
rencia B, ensaiadas em 12 ocasices diferentes, Entretanto,mes
me com as variagoes, as relagoes bhtidas mostraram sempre  li-
nearidade.

A fim de se evitar a influencia desta variagdo dia
ria de sensibilidade na determinacio des titulos dos soros do
painel ;pelo Teste ELISA com discos, tomeu-se Como referéncia
2 soros veatives A e B, que foram ensaiados em triplicatas, na
Jiluicao de 1/40,0 cada bateria de testes realizada.

Ao soro «de referineia B, fol atriboldo otitulo de 040,
bascado nos vurvos dosce-resposta da Flenr 1,09, em que para o dilulgao

17640 as Terturas de absorvancias s¢ aproximiram das obtidas para

um soro negativo.
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gas, com discos de Suporte~Resina (35 g NMAfmZ 3

¢ antigeno de Trypanocsoma cruzi (10}

Como ja foi comentado, o titulo de um soro em Imuno-

logia, corresponde a diluicio do soro em teste a que se deve

chegar, para que o resultado se aproxime do resultado médio
obtido para um painel de soros negativos,

I também comum representar-se o titulo de um soro,.pe
1o logaritmo na base 10 da diluigdo encontrada. Para 0 50~
T {i : i._;()g_{i{} GAN= W

0 soro da referéncia A . com titulo de 80 (Log,,80 =1,9),
foi obtido diluindo~se o soro B de 1/8,com um soro ndo-reative.

Os titulos dos soros do painel, foram portanto, deter
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minados a partir de uma reta tracada

3 cada bateria de tes-
tes, ligando os pontos obtidos dos valores médios de ahsorvin
cia lidas, para as triplicadas dos soros de referéncia A e B

ensaiadas, e dos seus titulos 1,9 e 2,8 previamente determina-
dos, como se pode ver na Figura 4.20.

A partir do valor mfdio de absorvancia Lido, para cada
soro em teste, através da reta da Figura 4.20, obtevé~-se o ti-

tulo expresso como Logyg» de uma diluigio atribuida ao soro.

1,0 ; T T ¥ ;

©,880%-

{452 mm )
]

ByB LB m e 2t = o e

ABSORVANGIA

0,456

& ; 8
i i i i I
0.0 .6 1,5 2,2 2,3 2,8 2,8

TITULO 0O SORD

{ .08yt

Figura 4.20 - Exenmplo de determinagido do titulo, para soros cha
gisicos ¢ ndo-chagédsicos do painel testado.usan-
do soros de referéencia A e B, em Testes BLISA

k4

COm discos de Suporte~Resina (35 ¢ Mﬁﬁimzj £

antigeno de Trypanoscma cruzi (101

A distribuicido de tftulos, obtida DATA O painei de so0

ros testado , estad apresentada na Figura 4.21.
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Para os soros ndo-chagisices, o valor do titulo médio
foi de 1,21, com um desvio-padrio de 0,16,
0 titulo médio obtide para 05 soros chagisicos foi de

2

[

, 51, com desvio padrao de 4,40,

Foi necessirio ostabelecer-se ontio.un limiar de rea
tividade discriminatorio.entre as reagles consideradas pesiti
vis e negativas.

Como Titulo de Corte, ou seja, o titulo a partir do
qual o soro & considerade positivo, foi arbitrariamente tomado
o valor de 1,7, que corresponde ao valor do titulo médio para
0s soros negativos (nao-chagasicos):mais 3 vezes o desvio-pa-
drao encontrado.

Qualquer titulo obtide abaixo de 1,7, foi considera-
do negative, ¢ titulos lgunais ou acima de 1.7, foram considera

dos positivos.

4.7.3. Sensibilidade

Para o palnel de soros testades, considerando-se o Ti
tulo de Corte estabelecido comol,7, pode~se verificar na Figu
ra 4.21, que o Teste ELISA com discos, deu como sendo negativo
apenas um dos BS soros positivos testados, o que confere ao

teste uma sensibilidade de 98,8%.

4,7.4, Reprodutibilidade

Intra-ensaio 3 Como se poede observar na Figura 4.22

2 Reprodutibilidade Intra-ensale fol avaliada comparando-se as
abisorvancias lidas para 25 duplicatas de soros reatives do gaé

nel, selecionadas aleatoriamente entre as 85 determinagoes rea



tizadus, obtendo-se um coefiviente de Correlaciio de ¢,887, e
para Z5 duplicatas de sores nao-reatives do painel, seleciona
das da mesma forma entre as 87 determinagdes realizadas, ohten

do-se um cocficiente de corvelacho de (0,874,
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ABBORVAMCIA (492 om )
Figura 4.22 - Reprodutibilidade Intra-ensalc. Comparagio das
absorvancias medidas para 25 duplicatas de soros
chagisicos(+) ¢ 25 duplicatas de soros nio-chaga

sicos{o), em Testes BLISA., com discos de Suporte

~-Resina (35 g NMﬁ/mzj @ antigeno de Trypanosoma

cruzi . Coeficlentes de correlaciio obtides: 0,887

para soros chaglsicos e 0,874 para sores ndo~-cha

pasicos (101)



Inter-ensaio: A Reprodutibilidade Inter-ensaio foi

avaliada comparando-se titulos obtidos para 23 amostras de so-

ros positives ensaiadas em dias diferentes

.

Na Figura 4,23, estho correlacionados os titulos obtg
dos apos correcido com os soros de referdncia Ae B ensaiados
a cada dia, obtendo-se um ceeficiente de correlacdo de 0,834,

Como s¢ ve na TFigura 4.24, correlacionando-se direta-
mente as absorvancias Lidas ,para as mesmas 24 amostras em dias
diferentes, sem se¢ fazer a corrvegao das variacoes diarvias atra
ves dos soros de releroncia A e BB, obteve-se o coeficiente de
correlagio de 0,730, o que justificva o método usado para a de~-

terminacao dos titules Jdos soros.

4.7.5. Uspecificidade ¢ Reatividoade Cruzada

A Fspecificidade do Teste LLISA com discos, para 0

G% .32 que todos os $0res ne

-

painecl de soros testado |, foil de 10
gativos testados,apresentaram titulo inferior ao Titulo de Cor
te.

No entanto, a {im de se avaliar a possibilidade de
ocorréncia de rengoes cruzadas no teste, ou seja, a identifica
cido de um soro negativo como positivo, em adicldo ao painel de
soros testado também foram ensaladas 56 outras amostras de so
YO, Com a5 sepuintes caructeristicas

a) Soros de 10 casos de Leishmaniose cutanea, conside
rados positivos por Imunofluorescéncia e Teste ELISA com placa
de poliestireno;

b) Soros de 10 casos de Calazar com diagndstico clini

co e laboratorial;
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antipeno de Trypanosoma cruzi Ldoeficiente  de

correlacao obtido : 0,834
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c} Soros de 2 casos de Calazar., considerados positi-

vos por Imunofluorescencia e Fixaglo de Complemento;

d) seros de 34 pacientes com outras doencas, com diag
_ £
nascico  clinico e Taboratorial, ou antoanticorpos,

A existoncta nestes sores de anticorpos contra GULTOS
tipos de antigeno, que niio deveriam em principio,reagir com o
antigeno de Doenga de Chagas imobilizado no imuncsorvente, se-
vira para demonstrar a ocorréncia de reagbes cruzadas, dando
resultados falso-positivos.

Os resultados obtidos pelos Testes ELISA com discos pa
ra Doenga de Chagas vrealizados com estes 56 soros,estio apre-
sentados na Tabela 4.25, onde estao distribuidos de acords com
o diagndstice de cada soro.

Tabela 4.25 - Resultados Jde Testes ELISA com discos, para Doen

cu de Chagas, realizades para 56 soros com ou-

tras infetgﬁag(lmlj

Diagnéstiéo N¢ de soros) Positivos Negativos
Leishmaniose 10 O 14
Calazar 12 2 16
Toxoplasmose 3 { 5
Autoanticorpos 3 0 3
Leptospirose 2 0 2
Esquistossomose 3 0 3
Malaria 1 0 1
Histoplasmose 3 { 3
Listicercose 2 0 2
Paracoceidiotdomicose 3 ¥ 3
T&tuno 3 3 ot
Artrite reumaticsa Z f 2
Sifilis 3 7 3
Mononucleose 3 & 3
Toxocariase 5 0 3




(%)
[#2]
o)

Como s¢ ve ng Tabela 4.25, resultades falso-positivos
foram observades apenas para 2 casos de Calazar. Esta intey-
feréncia jd era, porém,esperada.

Hma maior especificidade resultaria da substituigao

do extrato proteico de Trypanesoma c¢ruzi usado como antigeno

por antigenos purificados do parasita,Como as glicoproteinas
L (99)

ap - 00l L oap .

4.8, Teste ELIBA com Flacas de Poliestireno ‘Sensibilizados,pa-

ra Doenca de Chagas

Para o Teste ELISA wutilizando placas de poliestirenc
sensibilizadas com antigeno de Doenga de Chégas como imunosor
vente, cada uma das amostras de soroe do paiﬁal descrito no Item
anterior, foil ensaiada na diluicio de 17100, estando os resul
tados obtidos, expressos em absorvancia, apresentados na Figu-
ra 4,25,

Para o35 97 soros niao-chagisicos, a absorvincia média
medida foi de 0,07, com um desvio-padrao de 0,04,

As absorvancias lidas para os 85 soros chagasicos, va
riaram de 0,80 a 1,95, com um valor médio de 1.,67.

0 valor de Absorvancia de Corte, acima do qual o re-
sultado do teste ¢ considerade pesitive, fol tomado arbitraria
mente como (0,19, correspondendo ao valor medio para 05 SO0YGS

néo—chagﬁsicms, mais treés vezes o desvio-padrao.

4.8.1. Sensihilidade

Considerando-se g Ahsorvancia de Corte tomada COmo

0,19, da Figura 4.25 observa-se que para ¢ palinel de soros tes
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Figura 4,25 - Distribuigao das absorvancias lidas, para 85 so-
ros chagisicos (alfnea a), 97 seros nio-chagisi-
cos (alinea h) e 20 casos de Calazar (alinea ¢),
em Testes ELISA com placas de poliestirenc para
Doenga de Chagas de Camargo et 31[189),6m publi-

Cacio,



tado , nao houve nenhuma identificagio de soro positive como

fopativo, o que ceonfere ao teste uma sensibilidade de 100%.

A.BL.2. Espvrlfickdudo ¢ Rearvividade Cruzada

A especificidade do teste para o painel de soros tes-
tado , fol de 97,9%, ja que para o grupe de soros nio-chagdasi-
cos, 2 soros apresentaram absorvancias superiores 3 de Corte
{0,19}).

A fim de avallar-se a possibilidade de ocorréncia de Rea
poes Cruzadas, pela presenca de anticorpos contra Calazar,tes-
tou-se um contunto de 20 soros de pacisntes com Calazar, todos
reativos em varios outros imunoensaios .

Como so pode ver Jdos resultades obtidoes, tambhém apre-
sentadeos na Figura 4,25 (alinea c¢),o0s valeres de absorvincia
variaram multo cntre $i, indo desde 0,01 atée 1,90 (média de

0,77, dando resultados positivos purs 10 casos,

4.9. Comparacio do Teste PLISA com Discos com o Teste ELISA

com Placas de Poliestireno, para a Doenca de Chasas

0s titulos obtides para os sores do painel testado.
pelo Teste ELISA com discos, mostraram boa correspondéncia com
os ohtidos pelo Teste ELISA com placas de poliestireno.

Para ambos os testes obteve-se do mesmo modo » altas
sensibilidade e especificidade {(Co-positividade de 938,8% e
co-negatividade de 897 .,7% ) -

A reprodutibilidade, tanto inter-ensalg como Intra-en
saio, obtida para o Teste LLISA com discos.se assemelha & obti

da pelo Teste ELISA com placas e Radioimunocensaio, que & de 15%.



Os valorcs medios de absorvincia lidos para 50708
nao-reativos nos Testes ELISA com discos, foram consideravel-
mente malores que o5 obtidos nos Testes ELISA com placas (Figu
ras 4.21 ¢ 4.25} .0 que se atribud principiinente a problemas de
lavagem dos discos,que deve sermais eficiente ¢ oo fato de que um
maior espectro de componentes antigeénicos presentes no extrate
proteice que compde o antigenc usado, pode se ligar a superfi
cie da resina N-metilolacrilamida dos discos, do que @ superf§
cie plastica das placas.

Um melhor bloqueio dos sitios de ligagdc (por adsor-
¢do)} inespecificos da resina, bem comoc o uso de um componente
antigénico mais purificado, como a glicoprereina GP - 25, gque
¢sta sendo objeto de estudos no momento, no Instituto de Medi-
cina Tropical da USSP, devem ajudar o diminuiy esta reagio de
funde inespecifica.

Uma caracteristica do teste imunoenzimatico, em geral,
¢ apresentar variagoes nas intensidades de coloragic desenvol-
vida pela reagao da solugao cromogena com a enzima . guando
amostras de um mesmo sovro sdao ensaiadas em ocasices diferentes,
diminuindo a reprodutibilidade inter-ensaio do teste,come ocor
reg com o Teste ELISA com discos,

Esta variacao € devida principalmente, 3 qualidade da

solucio cromogena usada. Uma rigorosa padronizagio dessa solu

cio.que normalmente apresenta componentes instéiveis,como a
Agua oxigenada, substrato da enzima peroxidase, em concentra

coes muito bhaixas, pode contribulr muito na otimizacdo so Tes-
te ELISA com discos ¢ testes imuncenzimaticos em geral .

Com relacdo a Reatividade Cruzada, ambos os tipos de
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Teste ELISA, levaram 4 identificacio de casos de Calazar como
pesitivos om velagao a4 lDoenga de Chagas, com maior incidéncin
para o Testoe BELISA com placas: de 26 casos testados,106 foram
dados como positivos. Para o Teste BLISA cowm discos, de 12 ca
$085 testados, 2 {oram dados como positives. Com certeza essa
reatividade cruzada tendera n desaparecer para ambos os testes,
com o uso de um antigeno wals purificado, no caso da Doenga
de Chagas, da glicoproteina P - 25.

Uma maior dispersic de resultados para soros positi-
vas, fol observada para o Teste ELISA com discos (Figura 4.21)p0
que pode indicar um melhor poder de resolugio para o teste

principalmente para soros de alta reatividade,

4,10, Comparagao do Teste ELISA com Discos, com Testes Sorolo-

gicos Clissicos

0 painel de soros positivos e negativos em relagio &
Doenca de Chagas, gque fol analisado pelo Teste ELISA com  dise-
cos, tinha sido previamente selecionado por testes soroldgl
£03% classicos como a Hemaglutinagao, a Imunoflucrescencia e a
Fixagao de Complemento.

Fm termos qualitativos pode~se verificar uma concor-
dancia expressiva,dos resultados do Teste ELISA com discos,com

estes testes soroldgicos convencionais,

4.11. Demonstracao da Viahilidade da Determinacac Quantitativa

uma Diluicao do Soro

Aviabhilidade e determinacgao quantitativa de soroes
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em Testes ULISA com discoes, usando-se apénas uma diiuigﬁe do
soro em teste {(ou-seja, um s& disco), foi demonstrada quando
se estabgleceu curvas dose-resposta para 20 soros chagisicos
de reatividade variada © alta, médiaz ¢ baixa e 10 scros nao-cha
gasicos, todos previamente selecionados por Hemaglutinacio e
Imunofluorescencia. Utilizou-se nos Testes ELISA para Doenga

- 2
de Chagas, discos de Suporte-Resina (35 g NMA/m™), com antige-

no de Trypanosoma cruzi.

As curvas dose-resposta foram obtidas ensaiando-se pa
ra cada soro, diluicoes seriadas, duplicadas a cada vez, come-
gando de 1/20 até 1/1280, lendo-se entio a absorvancia resul
tante e graficando-se cada diluigac testada contra a ab-
sorvancia lida,em papel log-log.

Observou~se que as curvas dose-resposta obtidas apre
sentaram o formato de retas, com Inclinagoes muito semelhantes,
Tsto pode ser visto na Figura 4.26, que traz curvas dose - ves-
posta para 3 destes soros ensaiados @ 2 positives e 1 negati-
vo. s coeficlentes angulares das retas obtidas para 0% soros
positives foram de - 0,5046 ¢ - 0,4999, ou seja,muito proxi-
mos, para o intervalo de absorvancias de 0,15 a 1,00,

0 fato das curvas dose-resposta obtidas para infimeros
soros de reatividade variada, terem apresentadoe coeficientes an
gulares semelhantes, para um intervalo de absorvincias determi
nado, indica a possibilidade de determinagio guantitativa de
um sero desceonhecido, a partir de um ensaio felto a apenasuma

diluicio, atraveés da correlagio que seri estabelecida a seguir.
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Fipgura 4,27 <lxoemplo de Beterminacho Jo Titulo de um Soro Deg-
conhecido a partir de uma Niluigio apenas, pelo

Teste ELISA com Biscos.,

Na Figura 4.27 estao apresentadas curvas dose-respos-
ta para 3 soros positivos de intensidade variada : 1, 2 e 3

k]

que compoem parte de um painel de soros testado.

u

Para o Intervalo de Absorvancia Ia . as curvas dose-

~resposta obtidas apresentaram o formato de retas enm papel

log=~log, com coeficientes angulares k iguais {k = ky = ko= kqlo

Estabelece~se entao arhitrariamente a Ahsgorvincia de

Certe ., Ap , como sendo a absorvancia média obtida para um pai
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nel de soros negativos, ensalados na menor diluicdo usada para
05 soros positivos, mais 3 vezes o desvio-padrido. Traca-se.,en
tao, como na Figura 4.27, a reta log A = log ACQ

Tomando~se entic uma amostra de um soro desconhecido,
a uma diluigao D* qualquer, realiza=se o ensaio ELISA com dis-
co, obtendo-se uma Absorvancia A*

Obtem-se deste modo, um ponte da curva dose-resposta
{(D¥, A*}, para esse soro desconhecido cujo titulo se deseja
determinar.

Caso a absorvancia lida A*.,tenha caido no Intervalo de
Absorvancias IA’ por este ponto (D¥*,A*) passaré uma retfa de
coeficiente angular X , igual ao das retas 1, 2 ¢ 3. Se a ab-
sorvancia A* estiver fora do intervalo Iy, O SOTO deveri ser
mais diluide.

Conhecendo-se portanto  wum ponto desta reta, (DY, A*)e
seu coeficiente angular k,ela estd determinada.

A equacio da rota generalizada &
log A = k log D+ B {4.11}

onde B ¢ o ceoeficiente linear , que pode ser determinado subs-
tituindo-se o ponto [(D*,A*) na equagio 4.11, obtendo-se
"',
A (4.1

B = log (=)

o

Logo a reta dose-resposta para o soro desconhecido g1
® -
log A = k log D + log (Ww%ﬁﬁ} {(4.13)

D titulo, T, deste soro desconhecido, & determinadoco
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me sendo a Diluigdo D do sero a que se deve chegar,para se
obter a Absorvancia de Corte.

0 Titulo T € obtido portanto, da interseccio da reta
dose-resposta. que passa pelo ponto [D¥,A*) .dada pela equagdo 4,13,

com a reta da Absorviancia de Corte -
log A = log A {4.14)

Substituindo, @& equagac 4.14, na equacdo 4.13. ob-

tem-s5e
A*
log AC = k log T + log (fwmmg} {(4.15)
' (D>}

a partir da qual, rearranjando-se, obtem-se :

_ Ag 1/k
T = D%, (— {4.16)
A‘k
que & a expressido que se pode utilizar.para a determinacio do

tituleo de um soro desconhecido, T, ensaiando-se apenas uma di=

luicao D*, em Teste ELISA com disce, desde que o valor de ab

sorvancia lide, A*, ¢aia no Intervalo de Abseorvancias I\

AT

T = titulo do soro em teste |

B* = diluicao do soro em teste ensalada;

A* = abservancia lida para o soro em teste, na diluigao ensala
da;

k = ¢oeficiente angular das retas dose-resposta, valido para
o intervalo de abhsorvancia IA’ determinadg a partir<k¥pg
dronizacdo prévia, com um painel de soros reativos;

A, = Absorvincia de Corte.obtida a partir de padronizagdo yré

-

via de um painel de soros nac-reativos.
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intervalo de ahsorvancias lidas,para um painel de soros po
sitivos, em que as curvas dose-resposta (Diluigdo X Absor

viancia) devem ter o formato de retas,em papel log-log.
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CAPTTULO 5

Conclusoes ¢ Sugestdes
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5,1, Conclusoes

T obietivo principal deste trabalho, que foi o desen

volvimento ¢ caracterizagao preliminares, do um novo suporte pa

ra preoparacio de imunosorventes estavels, com boa capacidade
de ligagao de proteinas ¢ que permitissem aautomagio dos

testes imuncenzimiticos do tipo ELISA  em que seriam wutiliza-
dos, foi utingido;

0 Suporte-Resina estudado ¢ composto por tecidos
sintéticos, recobertos por resinas ou mondmeros polimerizados,
que apresentam grupos N-metilol «capazes de reagir covalente
mente com grupos funcionais caracteristicos de proteinas, co-
mo grupos amine ou hidroxila.

0 método de preparagdo do Suporte-Resina & simples e
de facil cxecugdo, sendo os materiais wtilizados de facil  ob-
tencio comercial o de bailxo custo. O Suporte-Resinaéutiliza-
do no formuto de discos de 8.3 mm de didmetvo, sendo que para
cada m® de Sunorte~Resina pode-se obtey mails de 10000 discos,
resultando puma alta produgdo.

Apés a realizacio de vArios testes,com diversas rest
nas e tecidos sintéticos, o Suporte-Resina esceolhido como um
dos mais promissores, fol o composto por malha de poliester
de gramatura de 292 g/mszor possuir uma malor area superfi
cial disponivel (18,9 cmzfdisco); revestido com N-metilolacri-
lamida (NMA) ., na concentragao de 35 ¢ de NMAfm2 de Suporte-Re
sina, por ter aprescentadeo wmelhores resultades em termos de ¢y
pacidade de ligagao de proteinas e de estabilidade.

Para cste Suporte-Resina escolhido as condiges pri



ticas para a reagdao de imehilizacio Jo proteinas nos dis
cos, visando a ligagio de quantidades suficientes de pro

teinas, foram determinadas come sendo: meio reacianal tampona-

da (rampio fosfarto 2UmM) de pH 7.5 e tempo e temperatura de
. o I S . . \ ~
reacao de 7 horas a 377C, seguidas de 18 horas a temperatura

O . - . X
de 4°C, sob suave agitacgdo, para o estabelecimente de ummelhor

equilibrio, embhora apds 2 horas a 379 14 se consiga Cligar
quantidades suficientes de protelna , para se obter deter

minagoes uantitativas em testes ELISA.
) 4
Ns resultados obtidos dos exparimentcs reallzados a

respeito da influéncia da concentra¢io de grupos Metilol, e da

quantidade de resina depositada sobre o Suporte-Resina, na
quantidade de proteina ligada, e de estimativas realiza-

das sobre a ordem de grandeza da densidade superficial de gru
pos Metilol na resina polimerizada, ¢ da quantidade do anticor
po fgl que se poderia ligar porv cmz de area superficial dis
ponivel do Suporte-Resina, sugerem gue & imobilizagan da
proteina se di, em uma primeira camada, provavelmente através
de ligacdo covalente com grupos N-metilol, presentes em exces
so na superficie do reticule da resina.

Deve-se ressaltar que as estimativas realizadas para
o ndmero de grupos Metilol disponiveis 3 superficie do Suporte
-Resina e para a aArea necessaria para ligacg@o de cada molécula
de 1gG estdo por sua vez bascadas nas estimativas feitas das

dreas superficiais das malhas do poliester usadas, e na geome-

tria e estrutura da molécula de Igl descritas na literatu-
2,3%,4
ra vt .

Experimentos recalizados para obtengido de ¢lementos
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para a discussio da natureza da ligagde, que ocorre entre a imu
noproteina Igl e o Suporte-Resina, sugerem que a ligagao da imu
noproteina se Jd, até o csgotamento da drea superficial dispo-
nivel, atraves de ligagdo covalente ¢om grupos N-metilol ou por
adsorcio quimica, podendo ocorrer a partirv dai, para concentra
¢Oes maiores de ITgG na solugao de senwibilizacdo, a  formagdo
de multicamadas de IgG, imobilizadas sobre a primeira camada

ligads quimicamente, atraves de ligacdes secundfrias. Esta hi

potese € reforcada nelas guantidades de 1gl que se Conseguiy
. i . . . ‘ 2 -
Tigar por disco de buporte-Resina com 35 o NMA/m”™, de ate

174 .4 pp {uli, muito sunerior @ estimativa realizada de cerca de
_ Y - . 02 i .
40 pg IaG/disco, para uma area de 1256 A por molecula de IgCG.

0y caréater de ligagfo quimica  da proteina ao Su-
porte~Resina, ¢m uma primeira camada, fol reforgado pelos Te

sultados obtidos de experimentos realizados a respeito da esta
hilidade da ligag¢do, que foi submetida a temperaturas de 379 e
Sﬁoﬁ, durante periodos de estocagem de 8§ meses e ao contato com
soluchbes cluentes, sem ocorrer uma dissociacde ou dessorgao
significariva.

0 estudo de avaliagao da capacidade de captagio  de
IgG, em solugdes a varias concentragdes, realizado para imuno
sarventes preparados com discos de Suporte-Resina {BSE;NMAZmzj
com varias quantidades de Anti-Igl ligadas, mostrou que 8 uti-
lizagiio de discos como imunosorvente em Testes ELISA €  per
feitamente vifvel, pois as quantidades de preteina gque ne
le se consegue ligar de modo estavel, sdo suficientes pars de
terminacdes quantitativas de antigenos ou anticorpos, nas con-

centragoes encontradas usualmente em 507To0s.
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05 resultades obtidos na avaliacgio do desempenho  de
discos de Suporte-Resina (35 NMAfmzj com antigeno de Trypano-~
SOma CrUTi imabilizade, usades como imunosorvente em Testes
BELISA para Doenga de Chages, mostraram que os discos propor-
clonavan varacteristicas  de scnsibilidade, reprodutribiiidade
e especilicidade ao Teste ELISA, muite semethantes ds  obtidas
para Testes LHLISA com placas de pollestirens e outros testes
sorologleos clﬁsg}cos, como ¢ Hemaglutinacic ou Inunofluores-
céncia, c¢om a grande vantagem da estabilidade do imunosorven
te, a longos periodos de estocagen.

0Os problemas surgidos mno Teste ELISA com discos para
Doenca de Chagas, foram reagoes cruzadas com anticorpos de Ca-
lazar, leituras de absorvancia relativamente altas para SOYO0S
negativos ¢ variacbes didrias de absorvancia para um mesmo  sQ
ro, gue comprometem a sensibilidade o especificidade do teste.

Pstes problemas sdo entretante . en sua malor parte,
decorrentes dos reagentes uyusados na rotinag do teste e do pro
cesso doe Tavapem  dos discos que precisa ser melhorado.

A utilizacgiio na sensibilizacio dos disces de um antl
geno mals purificado, como a gliceproteina GP-25 obtida do Try

nanosoma cruzi, que estd sendo atualmente gstudada no Institu-

to de Medicina Tropical, node reduzir as reagdes cruzadas € as

reacdes de {fundo observadas nara o$ soros negativos.

0 uso de solugdes cromdgenas mais estaveis e de fa-
cil padronizaciic, alem de conjugados enzimaticos rigorosamente
padronizados, pode diminuir as variag¢Bes didrias obtidas nos
Testes BLISA, tanto com os discos como com placas de poliesti

reno, asumentande a reprodutibilidade Jdo teste.



A automagio do Teste ELISA com discos €  facilitada
pela viabilidade de sc fazer uma anilise quantitativa de anti-
corpos  a partir de apenas uma diluicio do soro em teste, comoe
foi demonstrado para a Doenga de Chagas o pela possibilidade
de estocagem dos discos de imunosorvente.

0O desenvolvimento desta nova tecnologia, até entao nio
disponivel no pais, abre perspectivas para utilizagao do Teste
ELISA com discos, em testes diagnosticos em larga escala para
intimeras doengas dJde interesse dos paises em desenvolvimento o
do Terceiro Mundo.

Este novo imunosorvente deSQHVOlviﬁcvpelo baixo custo
do Suporte-Resina, ndo necessidade de processos quimicos com-
plexos para a imobilizagao da proteina, estabilidade do
produto final, possibilidade de adaptagdo ao diagndstico de vi
rias doengas e possibilidade de automagio que confere ao Tes-
te HLISA, surge come uwma alternativa @ utilizaglo preponderan
te de placas de poliestireno © pérelus de acrilamida sensibi-
lizadas, como imunosorvente em Teste ELISA, gue s80 na majoria
das vezes importadas.

Fste trabalho abre ainda interessantes perspectivas
para outros estudos, incluindo a analise mais rigorosa dos pos
siveis mecanismos de ligac@o de proteinas,aos suportes solidos

desenvolvidos.

5.2. Sugestoes

Para dar continuidade ao trabalhe realizado e explo-
rar novas possibilidades de uso para o Suporte-Resina desenvol

vido, sugere-se a realizagio dos seguintes estudos:



t-3
A
in

- Utilizagao do Suporte-Resina desenvolivido sobre varios forma
tos: fibras e tecides tratados, para imchilizacio de enzimas
de interesse industrial e séu Us0 em reatores enzimaticos de
leito fixo:

- Lstudo mais aprofundado e sistemitico sohre o mecanismo., na

tureza o condigoes da reagdo de imobilizacio de protel

nag 4o Suporte-Resinag,

- Utilizacido das resinas Nemetilolocritamida ¢ urdia-formaldel
do polimerizadas ¢ moidas a varias granulometrias, para ime
bilizagao de aﬁtigenos e anticorpos, com vista a seu uso o
mo imunosorvenfe em colunas de purificacio de antigenos e an
ticorpos (Colunas de Cromatografia de Afinidade};

- Padronizacao do Teste ELISA psando discos de Suporte-Resina
com varios tipos de antieenos imeobilizados, para determina-
¢Bos quantitativas de anticorpos de varias doengas: Doenga
de Chagas, Rubgola, Toxoplasmose, Herpes e outros, pela ana-
Tise sistemitica de oxtenscs painéiﬁ de s0vos pesitivos e ne
gativos, visando a determinagdo de intervalos de normalida-
de, reprodutibilidade, sensibilidade, especificidade ¢ con
fiabilidade do teste;

- Bstude de microscopia eletronica da estrutura da camadn de
resina sobre o suporte, para confirmagio da ligagaoe  superfi

cinl da proteina ao Suporte-Resina;

- Bstudo para o estabelecimentoe de um método analitice adequa
do para medida de grupos Metilol, em resina N-metilolacrilami
da polimerizada;

- Fstudo sobre a estabilidade da ligagido de anticorpos ao  Su-

porte-~Resina;
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- Desenvolvimento de "kits" comercisis automatizados para Tes

tes ELISA com disces, aplicados a viarias doengas.
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