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Introducao

Nos fluidos bioldgicos dos mamiferos, nomeadamente no sangue e na urina,
circulam, em pequenas quantidades, varios compostos de natureza proteica e ndo proteica.
Entre estes compostos incluem-se as hormonas esterdides e glicoproteinas. O doseamento
destes compostos foi primeiramente efectuado por processos quimicos, ou por processos
bioldgicos, utilizando animais de laboratério. No entanto, os ensaios quimicos, que exigiam
uma quantidade de amostra muito grande e, por vezes, um processo de extraccao ou
purificacdo antes do doseamento final, eram muito morosos, pouco especificos e, ainda,
pouco rigorosos. Os ensaios bioldgicos exigiam frequentemente um tempo longo de
observacdo até se poder obter uma resposta mas, embora mais especificos que os ensaios
quimicos, revelavam uma fraca sensibilidade.

A disponibilidade de isétopos radioactivos tornou possivel o desenvolvimento dos
métodos radioimunoldgicos. A marcacdo de moléculas com iso6topos radioactivos permitiu a
sua deteccdo, mesmo quando em pequena quantidade, utilizando para isso equipamento
adequado. Por outro lado, o desenvolvimento de técnicas imunoldgicas permitiu manter a
especificidade dos métodos bioldgicos. Em 1960, Yallow® e Berson [1] desenvolveram um
método de doseamento da insulina, baseado numa reaccdo de competicdo do anticorpo
anti-insulina com a insulina marcada com um isdtopo radioactivo e insulina ndo marcada.
Neste método, a concentracdo a utilizar de insulina marcada é determinada previamente, de
modo a estar presente em concentragdes saturantes para o respectivo anticorpo. Na mesma
altura em que estes ensaios foram realizados, Ekins [2] descreveu um método de ensaio
para o doseamento da tiroxina (T4) no soro. Este método é baseado num principio idéntico
ao anterior, utilizando em vez do anticorpo, uma proteina de ligacdo especifica da T4 que é
a TBG - globulina de ligagao a tiroxina (“thyroxine-binding-globulin”).

Estes métodos sdo geralmente denominados ensaios radioimunolégicos ou
radiocompetitivos na medida em que utilizam compostos marcados com radioisotopos, e
anticorpos, ou proteinas de ligacdo, como reagentes especificos [3]. Em 1965, Rothenberg
[4] utilizou ainda o mesmo principio, mas usando como reagentes especificos enzimas.
Posteriormente, foram também utilizados como reagentes especificos membranas celulares
[5] e receptores celulares [6].

Fundamento dos métodos de saturacao/competicao

Os métodos de saturagdo/competicdo, baseiam-se na competicdo de um composto
marcado - ligando marcado - e esse mesmo composto ndo marcado - ligando nao
marcado - para os pontos de ligacdo de um composto especifico - reagente especifico. A
interaccdo dos trés componentes essenciais no ensaio pode esquematizar-se como indicado
na Figura 1.

L* <—Z R.L*

L <=———> R.L

Figura 1 — Esquema da interac¢do entre o ligando marcado, ligando ndo marcado e reagente
especifico num método de saturagao/competicao. R, reagente especifico; L, ligando nao marcado;
L*, ligando marcado; RL, complexo reagente especifico-ligando ndo marcado; RL*, complexo reagente
especifico-ligando marcado.

1 Rosalyn Yalow recebeu em 1977 o prémio Nobel em Fisiologia e Medicina, pelo seu trabalho no
desenvolvimento de radioimunoensaios de hormonas peptidicas (ver
http://www.nobel.se/medicine/laureates/1977/press.html).
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A concentracdo do reagente especifico utilizado tem que ser menor que a do ligando
marcado, de modo a limitar a sua disponibilidade para se complexar com este. Se se
adicionarem quantidades crescentes de ligando ndo marcado ao sistema reagente
especifico/ligando marcado, havera competicdo para os sitios de ligagdo do reagente
especifico, diminuindo a quantidade do ligando marcado complexado. Separando a fracgao
gue tem os complexos ligando-reagente especifico (marcado ou ndao marcado) - fracgdo
ligada (B - "bound") - da fraccdo com os ligandos marcado e ndo marcado livres - fraccdo
livre (F - "free") - é possivel determinar uma relagdo entre as duas fracgbes, construindo
uma curva padrao em funcdo da quantidade de ligando ndo marcado adicionado, tal como
esta exemplificado na Figura 2 [7].
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Figura 2. Representagdao esquematica de um ensaio de saturaciao/competicdo e da respectiva
curva padrao.

Conhecendo-se a razao entre a fraccdo ligada e a fraccdo livre do ligando,
representada por B/F, é possivel determinar a quantidade de ligando numa amostra a partir
da respectiva curva padrao.

Apesar dos métodos radiocompetitivos terem sido desenvolvidos utilizando
inicialmente compostos marcados com um radioisotopo e anticorpos ou proteinas de ligagdo
como reagentes especificos, actualmente utilizam-se também outros reagentes especificos e
marcam-se 0s compostos com outro tipo de reagentes para além dos isétopos radioactivos
[7]. Por outro lado, a marcagao deixou de ser feita sé no ligando, podendo também ser feita
no reagente especifico. Neste caso, o ensaio deixa de ser de saturagao/competicdo
passando a ser apenas um ensaio de saturacdo. Consoante o tipo de reagente especifico,
tipo de marcagdo e composto marcado usados, os ensaios adquiriram uma denominagao
especifica. No Quadro 1 encontram-se sumarizados alguns desses ensaios mais comuns.
Visto que o fundamento dos diferentes métodos é o mesmo, far-se-a uma caracterizagéo
mais detalhada do radioimunoensaio e no final caracterizar-se-do os métodos mais usados,
referenciando as diferencgas, vantagens e desvantagens relativamente ao radioimunoensaio.



Quadro 1. Representacao e caracteristicas de diferentes métodos de saturagdo/competicdo. RIA
(“radioimunoassay”), IRMA (“immunoradiometric assay”), EIA (“enzymoimmunoassay”), IEMA
(“immunoenzymatic assay”), FIA (“luoroimmunoassay”), IFMA (“immunofluorometric assay”).

Tipo de ensaio Reagente Tipo de marcacao Composto
especifico marcado
RIA
Radioimunoensaio Anticorpo Isétopo radioactivo Antigénio
IRMA
Imunoradiométrico Anticorpo Isétopo radioactivo Anticorpo
Radiocompetitivo Proteinas de Isotopo radioactivo Antigénio

ligagdo especificas
Radiocompetitivo Receptor celular Isotopo radioactivo Antigénio

EIA (ELISA)

Enzimoimunoensaio Anticorpo Enzima Antigénio
IEMA

Imunoenzimatico Anticorpo Enzima Anticorpo
FIA

Fluoroimunoensaio Anticorpo Composto Antigénio

fluorescente ou
luminescente

IFMA
Imunofluorimétrico Anticorpo Composto Anticorpo
fluorescente ou
luminescente

Métodos Radioimunolégicos - Radioimunoensaio (RIA):

Tal como se pode ver a partir do Quadro 1, no radioimunoensaio 0 reagente
especifico € o anticorpo, o agente de marcacdo é o isotopo radioactivo e o composto
marcado é o antigénio. Neste caso, a reaccdao pode ser esquematizada como indicado na
Figura 3.

Ag <——> Ag.Ac

Ac +
Ag* <~ Ag*.Ac

Figura 3. Esquema da interac¢ido entre o antigénio marcado, antigénio nao marcado e anticorpo
no radioimunoensaio. Ac, anticorpo; Ag, antigénio ndo marcado; Ag*, antigénio marcado; Ag.Ac,
complexo antigénio ndo marcado-anticorpo; Ag*.Ac, complexo antigénio marcado-anticorpo.

Mantendo constantes as concentracdes do antigénio marcado e do anticorpo, e
variando a concentracdo do antigénio ndo marcado, obtém-se quantidades diferentes do
complexo anticorpo-antigénio marcado. A partir de uma curva padrdo idéntica a
representada na Figura 2, é possivel obter a concentracdo de um composto numa dada
amostra.



O desenvolvimento dos métodos radioimunoldgicos trouxe varias vantagens sobre os
métodos até ai utilizados para o doseamento de determinados compostos como, por
exemplo:

o sensibilidade - o0 método radioimunoldgico tem a capacidade de dosear pequenas
quantidades de uma molécula, visto que utiliza material marcado com isétopos
radioactivos mensuraveis com aparelhos proprios de grande sensibilidade.

o especificidade - o método radioimunoldogico tem a possibilidade de dosear sé a
molécula que interessa, desde que utilize um antisoro especifico para a mesma.

e precisdo - o método radioimunolégico € um método muito preciso, podendo
trabalhar-se com erros relativos da ordem dos 1% a 2%, dependendo a precisao das
caracteristicas dos varios compostos utilizados no ensaio e o modo como ele decorre.

e exactiddo - o método radioimunoldgico tem a possibilidade de determinar de um
modo bastante exacto a quantidade da molécula presente a dosear.

Para que os métodos radioimunoldégicos tenham estas vantagens, & necessario
caracterizar cada componente que participa na reaccao, para melhor desenvolvimento do
método:

solugOes padrdo (antigénio ndo marcado) - Ag
antigénio marcado - Ag*

antisoro/anticorpo especifico - Ac

amostra

Para além destes compostos, também é necessario definir qual o método de
separacdo que se deve utilizar para separar as fracgdoes do antigénio livre e do antigénio
ligado. Além das caracteristicas que estes parametros devem ter, o tempo e a temperatura
de incubacdo da reaccdo também sdo factores importantes a ter em conta aquando do
desenvolvimento do método radioimunoldgico, de modo a optimizar o ensaio.

Caracterizacdo dos componentes que participam na reaccdo: solugcbes
padréo

As solucdes padrdo sao solugdes do antigénio que se pretende dosear, devidamente
quantificadas e aferidas. A preparagdo e calibragdo destas solugbes sdo extremamente
importantes pois contribuem para o rigor do ensaio. E a partir das solugdes padrao que se
estabelecem as curvas padrdao com as varias concentracdes do antigénio. O padrao deve ser
idéntico, ou muito semelhante, ao antigénio ndo marcado que vai ser doseado no sistema
(antigénio das amostras desconhecidas).

A ndo identidade com as substancias que vdo ser doseadas pode ser devida a varios
factores:

e variagOes naturais, como a "big" insulina, fragmentos de outras proteinas e outras
substancias;

e espécies diferentes;

e produtos que resultam da degradacdo causada, por exemplo, pelo armazenamento
ou até da prépria preparacao;

e erros sintéticos, quando o padrdao é preparado com compostos obtidos a partir de
sintese quimica (por exemplo, os esterodides).

A estabilidade dos antigénios usados como padrdo € muito importante, visto que é
necessario usa-los nos ensaios por um grande periodo de tempo. Ha algumas substancias
que interferem na ndo identidade do padrdo com a substancia a dosear, como, por exemplo,
a heparina (substancia usada normalmente quando se fazem colheitas de sangue para a
analise) e os tamp0es utilizados para a preparagao das solugdes de antigénio.



Caracterizacdo dos componentes que participam na reaccdo: antigénio
marcado radioactivamente

O antigénio marcado com um radionuclido € um dos componentes fundamentais
para a execucdo dos métodos radioimunoldgicos. Como muitos antigénios sdao polipéptidos
gue contém residuos tirosil, eles podem ser facilmente marcados com um isétopo
radioactivo, como o iodo '?°I (ver Figura 4). Além deste isdtopo, os antigénios marcados
também podem ser obtidos apdés marcagdo com 3H ou *C. Nestes casos faz-se a
substituicdo de um dos atomos da molécula pelo atomo isétopo.
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Figura 4. Substituicdo de um atomo de hidrogénio por um atomo de125] no anel aromatico de um
residuo de tirosina. Este tipo de substituicdo & feito na presengca de um agente oxidante como, por
exemplo, a cloramina T.

Para a marcacdo de uma molécula normalmente usa-se *°I, uma vez que a radiacdo
vy tem uma energia mais alta, o que permite a sua determinacdo directamente a partir do
tubo da amostra, enquanto que com amostras marcadas com 3H ou *C (radiagdo B) é
necessario a utilizacdo de liquidos de cintilagdo, o que torna a técnica mais elaborada e,
também, mais cara.

O antigénio utilizado para a marcagao deve obedecer as mesmas caracteristicas que
o antigénio utilizado como padrdao. Apdés a marcacao, o antigénio marcado Ag* deve ser
purificado, para eliminar quer o radionuclido que nao reagiu, quer o antigénio desnaturado
pela reaccdo e, ainda, outros reagentes que serviram para a reacgao de marcagao se
efectuar. Além de se purificar, também se deve testar a imunoreactividade do antigénio
marcado. Se o antigénio ao ser marcado radioactivamente perde as caracteristicas
imunoldgicas do Ag original, ndo serve para o método radioimunoldgico, pois ndo vai haver
a reaccdao de competicio com o Ag ndo marcado para o anticorpo, tal como esta
exemplificado na Figura 5.

A sensibilidade do método radioimunoldgico esta relacionada com a actividade
especifica do antigénio marcado®. Se a actividade especifica do antigénio é baixa, a
actividade medida em cada tubo é muito pequena e o erro de contagem é grande. Por outro
lado, as actividades especificas elevadas tém inconvenientes, pois a introducao de um maior
ndmero de dtomos (no caso do '?°I) por molécula, torna mais diferente o antigénio marcado
do antigénio original, o que pode alterar mais facilmente as suas caracteristicas
imunoldgicas. Além disso, é mais facil haver alteracdo quimica de cada molécula de
antigénio devido a ionizagdo de grupos funcionais pela radiacdo.

2 actividade especifica é a radioactividade por unidade de massa do antigénio sendo as unidades mais
usadas o mCi/mmol ou cpm/ug.
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Figura 5. llustragdao de como uma substituicao por 129) pode afectar a especificidade de um
ensaio, no caso da oxitocina. Se o antisoro contém duas populagdes de anticorpos, que reconhecem
as regides C- e N-terminal, respectivamente, e se o iodo altera completamente a antigenicidade da
regido C-terminal, entdo s6 os anticorpos que reconhecem a regido N-terminal sao eficazes no ensaio. A
reaccdo de competicio com oxitocina marcada e nao marcada para os anticorpos tera um
comportamento diferente, ndo podendo esta mistura de anticorpos ser utilizada no doseamento da
oxitocina pelo método radioimunoldégico [7].

Caracterizacao dos componentes que participam na reacgao: antisoro

O antisoro/anticorpo € um dos componentes fundamentais para a execugdo dos
métodos radioimunoldgicos, sendo responsavel pela especificidade do ensaio. Quando
temos um antisoro e o queremos utilizar num método radioimunoldgico, é necessario
caracteriza-lo para o radioimunoensaio especifico desejado. Para isso, €& necessario
determinar o seu titulo, especificidade e afinidade [7].

Titulo de um antisoro

Pode definir-se o titulo de um antisoro como a concentragdao éptima do anticorpo no
ensaio, de modo a obter-se o maximo de precisdo e sensibilidade. Para a determinagao do
titulo do antisoro é necessario fazer uma curva de titulacdo do antisoro. Para isso, incubam-
se quantidades conhecidas de antigénio marcado com varias diluicdes do antisoro.
Separando as fracgdes do antigénio livre (F) e do antigénio ligado (B) e determinando a
radioactividade em cada fraccdo, pode representar-se num grafico as percentagens das
contagens da fraccdo ligada (%B) em fungdo da diluicdo do antisoro, tal como esta
representado na Figura 6.
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Figura 6. Curva de titulagdao de um antisoro. O valor X da diluigdo do antisoro corresponde a 50% de
ligacao, sendo neste caso o valor do titulo do antisoro.



A escolha da diluicdo do anticorpo a usar em RIA, a partir da curva de titulacdo,
pode ser feita de varias maneiras, baseando-se cada uma em premissas que nem sempre
sdo verdadeiras. Alguns autores afirmam que as condicdes Optimas de precisdo e
sensibilidade no ensaio de RIA sdo obtidas quando se usa uma diluicdo do antisoro em que
ha 50% de antigénio marcado ligado, na auséncia de antigénio ndo marcado, tal como esta
ilustrado na Figura 6. Outros autores utilizam como titulo do seu anticorpo, a diluicdo do
antisoro que corresponde a uma percentagem de ligacdo de metade da diferenca entre o
valor maximo de ligacao e o valor minimo de ligagao da curva de titulagdo.

Embora estes critérios sejam utilizados em muitos laboratorios, o modo mais
correcto a seguir é aquele que se baseia nos resultados obtidos a partir das curvas de
precisdo, preparadas apds a utilizacdo de varias diluicées do anticorpo. Assim, devera ser
escolhida a diluicdo do anticorpo que corresponde ao melhor perfil de precisao.

Especificidade do antisoro

Ja se sabe que um anticorpo reage especificamente com o seu determinante
antigénico, de modo a formar um complexo antigénio-anticorpo. Como o radioimunoensaio
€ baseado na competicdo dos determinantes antigénicos das moléculas marcados e nao
marcadas para os locais de ligacdo existentes em numero limitado do anticorpo, todas as
moléculas que competem para esses locais influenciardo os resultados obtidos.

A competicdao para os locais de ligacdo, sem ser feita pelo antigénio que estd a ser
ensaiado, pode resultar da presenca na amostra de:

e fragmentos do antigénio biologicamente inactivos, ou antigénio parcialmente
desnaturado contendo o determinante antigénico intacto;

e compostos contendo grupos estruturais idénticos ou muito semelhantes ao
determinante antigénico;

Por outro lado, quando se utilizam anticorpos policlonais é preciso ter em conta que
estes ndo sdao monoespecificos, sendo por isso capazes de reagir com compostos analogos,
metabolitos ou fragmentos do antigénio.

A preparacao de antisoros especificos €, por vezes, muito dificil, dado que num dado
antisoro podem coexistir anticorpos que reconhecem varios antigénios. Vejamos os
seguintes exemplos:

= Supondo que se tem um antisoro que pode ser usado especificamente em RIA para o
antigénio Ag3, mas que contém anticorpos contra outros antigénios Agl, Ag2. Neste
caso, formam-se os seguintes complexos Ag.Ac, durante a reaccao de incubagao:

Acl.Agl Ac2.Ag2 Ac3.Ag3

Para o doseamento de Ag3, a reaccdo com o anticorpo Ac3 é feita na presenca do
antigénio Ag3 e Ag3*

Ac3.Ag3* + Ag3 =—> Ac3.Ag3 + Ag3*

Este antisoro é especifico para o doseamento do Ag3 por radioimunoensaio, desde
que os anticorpos Acl e Ac2 ndo se liguem ao antigénio Ag3 e Ag3*, e os
antigénios Agl e Ag2 nao se liguem ao Ac3, especifico para Ag3. Este
antisoro pode também ser utilizado para ensaios especificos de Agl e Ag2, desde
que nao haja reaccao cruzada entre estes antigénios e os anticorpos para os
quais ndo sao especificos.



= Se o antisoro reagir segundo o esquema:
Agl == Ac3.Agl + Ag3*
Ac3.Ag3* + < Ag2 <= Ac3.Ag2 + Ag3*
Ag3 <=—= Ac3.Ag3 + Ag3*

Neste caso o antisoro que contém o anticorpo Ac3 ndo pode ser usado num ensaio
radioimunoldgico especifico para o doseamento de Ag3. O anticorpo Ac3 liga-se ao
antigénio marcado Ag3*, mas esta ligacdo é competitiva, ndo sé com o antigénio
Ag3 ndo marcado, como também com os antigénios Ag2 e Agl. Neste antisoro,
embora sé haja anticorpos para Ag3, eles ndo sdo especificos e portanto ndo podem
ser usados em ensaios especificos.

Um antisoro policlonal absolutamente especifico de um antigénio é um caso ideal,
visto que qualquer animal tem em circulagdo numerosos anticorpos antes de ser imunizado
com um determinado antigénio. Além disso, também a resposta do animal a imunizagao é
feita com uma populagdo de anticorpos com a caracteristica comum de ligacdo a esse
antigénio. S6 no caso dos anticorpos monoclonais é possivel obter um antisoro especifico
com apenas um anticorpo especifico para o respectivo antigénio.

Na pratica, a especificidade de um antisoro para um antigénio pode ser determinada
a partir da construcdo de multiplas curvas padrdo. Para isso, para 0 mesmo antigénio
marcado, para o qual se julga ter o antisoro especifico, utilizam-se o antisoro e diferentes
antigénios ndo marcados, obtendo-se assim curvas de especificidade, tal como as
representadas na Figura 7.

(a) (b)

Ac1 +Ag1*
Ac2 +Ag1*

%B
%B

Ag1

mH mR
[Ag] [Ag]

Figura 7. Curvas de especificidade de dois antisoros que contém os anticorpos Ac1 (a) e Ac2 (b)
para os antigénios Ag1 e Ag3. (a) Com o antisoro Ac1 n&do ha praticamente reacgao cruzada de Ag3
com Ag1 — o antisoro Ac1 é especifico para o doseamento de Ag1. (b) com o antisoro Ac2, o Ag3 nao
marcado desloca o Ag1* marcado de uma forma idéntica ao Ag1 ndo marcado - o antisoro nido é

especifico para o doseamento de Ag1.

Antigénios que mostrem curvas padrdao idénticas ou coincidentes (Figura 7b), sdo
imunologicamente semelhantes, havendo portanto uma reacgdo cruzada destes antigénios
com o anticorpo. E de notar que o facto de dois antigénios serem imunologicamente
semelhantes, ndo indica necessariamente que sejam idénticos, ou até que tenham a mesma
actividade bioldgica. Por outro lado, ha antigénios com propriedades bioldgicas semelhantes
que podem ndo dar reacgao cruzada com o antisoro especifico de uma delas. O grau de



especificidade de um anticorpo pode ser dado pelo valor da percentagem da reacgao
cruzada [8], a qual é dada por:

mH 100 (1)
mR

em que mH é a massa de antigénio padrdo que reduz de 50% a ligagdo maxima e mR a
massa de antigénio ndo padrao que reduz de 50% a ligagdo maxima (Figura 7a).

Afinidade de um anticorpo

Para cada determinante antigénico hd como resposta imunoldégica uma gama de
diferentes anticorpos. Destes anticorpos formados, uns ligam-se melhor ao antigénio que
outros. A afinidade de um anticorpo pode ser definida como a avidez com que o anticorpo
se liga ao antigénio, e pode exprimir-se pela constante de equilibrio da reacgdo
antigénio-anticorpo [9].

A reaccdo do antigénio e do anticorpo para formar o complexo é uma reaccgao
reversivel, em que Ka e Kd sdo, respectivamente, as constantes de associacdo e dissociagdo
da reacgao

Ka
Ac + Ag _—> Ac.Ag

%
Kd

De acordo com a lei da acgdo das massas, a constante de equilibrio K é dada pela
equacao 2 em que [Ag.Ac] é concentracao do anticorpo ligado ou do antigénio ligado, [Ag] é
a concentragdo do antigénio livre e [Ac] é a concentragdo do anticorpo livre

Ag. Ac

Nas condicOes de equilibrio, a razdo [Ag.Ac]/[Ag] [Ac] é a razdo do antigénio ligado
sobre o antigénio livre, que na pratica é dada por B/F;
Se se fizer B/F=R, entdo a constante de equilibrio pode ser dada por:

1
szxR (3)
R = K [Ac] (4)

Como [Ac] = [Ac’] - [Ag.Ac], em que [Ac] é a concentragdo do anticorpo livre, [Ac’]
€ a concentracao do anticorpo no sistema, ligado e livre e [Ag.Ac] é a concentracdo do
anticorpo ligado, temos que:

R = K ([Ac’] - [Ag.Ac]) (5)
Mas, no sistema de RIA ha uma certa concentracdao de antigénio marcado e nao
marcado a reagir com o anticorpo, segundo o esquema:

Ac+ Ag —> Ag.Ac
Ac + Ag¥ <—>= Ag*.Ac

[Ag. Ac] K - [Ag*. Ac]

[Ag][Ac] - [Ag+][Ac]

K e K’ sdo as constantes de equilibrio das reaccbes, que sdo iguais, se se considerar
que o antigénio marcado e ndo marcado tém as mesmas propriedades fisicas e quimicas.
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Assim, a equacdo (5) tem que ser corrigida para as concentracées dos varios elementos em
reaccdo. A concentragao total do anticorpo no sistema agora é dada pela equacao (6), em
gue, [Ac] é a concentracao do anticorpo nado ligado, [Ag.Ac] é a concentracdo do anticorpo
ligado ao antigénio ndo marcado e [Ag*.Ac] é a concentracdo do anticorpo ligado ao
antigénio marcado.

q = [Ac] + [Ag.Ac] + [Ag*Ac] (6)

Reformulando a equacdo (6) ([Ac] = q - [Ag.Ac] - [Ag*Ac]) e, substituindo na
equacao (4) a concentracdo do anticorpo nao ligado deste sistema, tem-se:

R = K(q - [Ag.Ac] - [Ag*.Ac]) (7)

Mas se a concentragao total do antigénio marcado e ndo marcado ligado ao anticorpo
for dada por By, em que Br é a concentracdo total de antigénio marcado e ndo marcado
ligado ao anticorpo, a equacgao (7) pode escrever-se de um modo mais simples, em que R é
a razdo do antigénio ligado sobre o antigénio livre, K é a constante de equilibrio da reaccao
e g é a concentragado total do anticorpo no sistema de reacgao:

R=K(q-Br) (8)

Esta relagdo foi deduzida e desenvolvida por Scatchard [10] e dai, ser conhecida por
equacao de Scatchard. A partir da representagdo grafica desta equacdo é possivel
determinar a constante de equilibrio da reaccdo, que nos da o valor da afinidade do
anticorpo.

R = -KBr + Kq (9)

Marcando em ordenadas R (B/F) e em abcissas Bt (concentracdo total do antigénio
ligado, marcado ou ndao marcado), obtém-se uma representacdao do tipo da Figura 8, em
que a ordenada na origem da-nos a concentracao total de anticorpo presente e a inclinagao
da recta da-nos o valor de K (afinidade do anticorpo).

Br

Figura 8. Representac¢ao de Scatchard para a determinagao da concentragao total de anticorpo
presente e da afinidade do anticorpo.

Sempre que a representacdo de Scatchard nao for uma relagao linear isso significa
que o antisoro em estudo é uma mistura de anticorpos com constantes de afinidade
diferentes.

A sensibilidade dos métodos radioimunoldgicos esta directamente relacionada com a
afinidade do anticorpo. Um anticorpo de baixa afinidade tem um valor de K da ordem de 10*
- 10° | mol, enquanto que um anticorpo de alta afinidade tem valores de K da ordem de
10%? | mol™. Anticorpos com pouca afinidade n3o tém sensibilidade para poderem ser
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utilizados em doseamentos, ja que a adicdo de pequenas quantidades de antigénio pouco
vai alterar o equilibrio da reacgdo. Para dosear antigénios que existem em muito baixa
concentracdo é necessario ter antisoros com anticorpos de alta afinidade.

Caracterizacdo dos componentes que participam na reaccdo: caracteristicas
da amostra

Na maioria dos métodos radioimunolégicos ha uma simples adicdo e mistura da
amostra com o antigénio marcado e o anticorpo. No entanto, ha alguns casos em que isto
nao é suficiente, e a amostra tem que ter um tratamento inicial, antes do ensaio:

e Quando o ensaio ndo é suficientemente sensivel e o antigénio enddégeno na amostra
tem que ser concentrado;

e Quando o ensaio ndo é suficientemente especifico e o antigénio enddégeno tem que
ser separado de outros componentes da amostra.

O tratamento da amostra traz inconvenientes ao desenvolvimento do método de
doseamento, tais como a perda de precisdo, visto que ha um passo adicional e a limitagdo
do nimero de amostras a ser tratadas pelo operador.

Caracterizacdo dos componentes que participam na reac¢do: métodos de
separacdo do antigénio livre e do antigénio ligado

Nos métodos radioimunoldgicos a separacdao do antigénio livre e do antigénio ligado
€ uma das etapas fundamentais para a quantificagdo de qualquer composto. O complexo
Ag.Ac formado durante o método radioimunolégico ndo precipita devido a sua baixa
concentracdo (107°-107'2 M). E pois necessario utilizar um método de separacdo, de modo a
obter por um lado o antigénio ndo ligado (fracgdo livre - F) e por outro, a fraccdo do
antigénio ligado (fraccdo ligada - complexo Ag.Ac-B). Apesar de ja terem sido desenvolvidos
varios métodos de separacdo, cada um deles com caracteristicas proprias, ha varios
factores a ter em atengdo, quando da escolha do método de separacao [7,8]:

o método escolhido deve permitir uma completa separagdo do antigénio livre e do

complexo antigénio-anticorpo;

e 0 método deve ser econdémico;

e 0 método deve ser de execucdo simples e rapida, se se pretender analisar um
grande niumero de amostras;

e 0 método deve ter em atencdo o material e equipamento necessarios para a sua

execugao.

Para separar as fraccoes livre e ligada do antigénio tém sido desenvolvidos
diferentes métodos, que utilizam compostos variados [11], e que separam selectivamente o
antigénio livre ou o complexo antigénio-anticorpo.

I. Precipitacdao do Ag livre
Para este tipo de separacdao utilizam-se diferentes compostos que tém uma
capacidade ndo especifica de adsorgao a pequenas moléculas, tais como:

o Carvao activado
o Resina
o Sephadex

Este tipo de separacdo é indicada quando se utilizam como antigénios moléculas
como, por exemplo, a tiroxina e a testosterona.
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II. Precipitacdo do complexo antigénio-anticorpo

O complexo antigénio-anticorpo pode ser separado de grandes péptidos ou de
proteinas sollveis por precipitacdo nao especifica ou especifica do complexo. Para
precipitacdo nao especifica utilizam-se os seguintes compostos:

o PEG (polietilenoglicol)
o Etanol
o Sulfato de amonio

Para a precipitacdo especifica utiliza-se um 2° anticorpo especifico que reconhece o
primeiro anticorpo, e que ao ligar-se ao complexo antigénio-anticorpo forma uma estrutura
molecular suficientemente grande para ser separada apds centrifugacdo. Na Figura 9, estdo
representadas esquematicamente todas as etapas de uma separagcao com o segundo
anticorpo.

D Anticorpo primario
) Anticorpo secundario
® Antigene marcado
o Antigene ndo marcado =
D D 3
D D - © °© °
[ ] [ J
«a o
o o fom} = D o
O\ = ° 2o
Mistura dos Incubagéo Adicao do Separagao Medicao
componentes 29 anticorpo por da radioactividade
Reincubagdo  centrifugagao

Figura 9. Representacdo esquematica de uma separacgao das fracgoes livre e ligada utilizando o 2°
anticorpo (adaptado de [12])

III. Técnica de fase-sdlida

Numa reacgao imunoldgica o anticorpo pode estar ligado a uma fase sélida, o que vai
facilitar a separagdo do complexo antigénio-anticorpo dos restantes compostos presentes no
meio de reaccdo. O anticorpo pode estar ligado a diferentes tipos de suporte, sendo os mais
comuns:

o Anticorpo covalentemente ligado a um suporte sélido
o Anticorpos polimerizados
o Anticorpo adsorvido a parede do tubo de reaccdo (“precoated tubes”)

Na Figura 10, encontram-se esquematizadas as etapas de separagcao do complexo

antigénio-anticorpo quando o anticorpo se encontra adsorvido a parede de um tubo de
reacgao.
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D Anticorpo primario
® Antigene marcado
o Antigene nao marcado
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Mistura dos Incubagao Decantagdo Medigéo
componentes e lavagem da radioactividade

Figura 10. Representagao esquematica de uma separacido das fracgoes livre e ligada segundo a
técnica de fase sélida (adaptado de [12])

Nenhum destes métodos é o método "ideal" de separacao das fraccdes livre e ligada,
apresentando cada um deles vantagens e desvantagens. Para cada ensaio a desenvolver
devera ser testado o método de separagdo mais conveniente e que corresponda, no final, ao
ensaio mais rigoroso e mais preciso.

Parametros de controlo nos métodos radioimunologicos

Em qualquer ensaio para o doseamento de um composto sdo cometidos varios tipos
de erros [13], que estdo representados na Figura 11, e que podem ser subdivididos em:

e Erros sistematicos - caracterizados por um afastamento constante dos valores
determinados relativamente ao verdadeiro valor (bias) e que ddao uma medida do
rigor do ensaio;

e Erros acidentais - manifestam-se através da imprecisdo de uma determinacéo e é
quantificada pela determinacao do desvio padrao, o

Média do valor medido Verdadeiro valor

N bias >

Frequéncia das amostras

[amostra]

Figura 11. Representacéo dos erros associados a quantificagdo de uma amostra

Nos métodos radioimunoldgicos os factores que afectam o rigor sdo os seguintes:

e Utilizacdo de anticorpos ndo suficientemente especificos (reaccdes cruzadas elevadas
gue levam a um erro na quantificacdo, por excesso, dos valores medidos);
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e Utilizagdo de antigénios marcados contendo impurezas radioquimicas;
e Utilizagdo de solugdes padrao indevidamente calibradas.

Os factores que afectam a precisdo nos métodos radioimunoldgicos sdo os seguintes:

e Erros acidentais cometidos durante a operacao de pipetagem;
e Erros de contagem do material marcado com isétopos radioactivos;
e Erros devidos a uma ma separacdo entre o complexo ligado e o antigénio livre.

Os erros sistematicos e acidentais nos métodos radioimunoldogicos podem ser
controlados, se se tiver em conta as seguintes caracteristicas dos diferentes reagentes que
sao utilizados na reacgao:

e Utilizar anticorpos de boa qualidade no que se refere ao titulo, especificidade e
afinidade;

e Utilizar antigénios marcados com elevada pureza radioquimica, imunoreactividade
idéntica a dos antigénios ndo marcados e actividade especifica adequada;

e Utilizar solugdes padrdo devidamente calibradas;

e Utilizar condicOes de reaccao (tempo e temperatura) tais que permitam trabalhar em
condicGes de equilibrio ou perto delas;

e Utilizar métodos de separagao que sejam adequados.

Ja& se viu atras que as vantagens dos métodos radioimunoldgicos sobre outros
métodos sdo dadas pela sua maior sensibilidade, especificidade, exactidao e precisdo. Estas
vantagens dependem, como também ja se viu, das caracteristicas dos varios componentes
gue entram na reacgdo. A precisdo e sensibilidade do método para o doseamento de um
determinado composto sdo grandezas mensuraveis que podem ser determinadas, e sao
valores de grande importancia a ter em conta quando se faz o estudo e optimizacdo da
técnica e também para o controlo da qualidade do método.

Determinagédo da precisdo de um método radioimunoldgico

A precisdo (capacidade de reproducao de um ensaio com baixo erro) com que cada
amostra individual é calculada utilizando o método radioimunoldgico depende de um grande
numero de factores [14,15]. Esses factores incluem caracteristicas fisicas da amostra
(viscosidade), a qualidade das pipetas e outros instrumentos a usar e, até o modo de
manipulacdo do experimentador. Podemos entdo falar de erros experimentais ou de
manipulacdo. Além destes, ha ainda os erros associados a contagem da radioactividade, que
sdo muito importantes, visto que se esta a utilizar material marcado radioactivamente.

)

m 3 27%

s 2 30% c=3%
2t 33%

T
w
o

Dose ([Ag])
Figura 12. Representacgao grafica de uma curva padrao

Tendo em conta estas fontes de erro, é natural que ao idealizar as condicGes do
ensaio - programar e testar o ensaio - se usem concentragoes de reagentes e condigbes de
ensaio de modo a minimizar estes erros. Consideremos uma curva padrdo, tal como esta
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representada na Figura 12. Para cada dose (concentracdo de antigénio padrdo), temos uma
série de respostas (valores de % de B) que dependem do numero de replicados usados,
para as quais corresponde um valor médio - R - e um desvio padrao desse valor (cR); as
barras verticais do grafico representam o desvio padrao das respostas para cada dose.
Neste exemplo, para a dose D temos um valor médio da resposta de 30%, com o desvio
padrdo de 3%, que é obtido a partir dos valores de replicado que se fez para essa
concentracdo da dose. Temos entdo que a resposta para uma dada concentracdo vem
afectada de um erro, que é AR (erro da medicdo da resposta).

Por outro lado, a magnitude do erro da medida da concentracdo do antigénio D
depende, ndo s6 da inclinagdo da curva padrdao, como também de AR para o ponto D
correspondente, tal como podemos ver representado na Figura 13.

Curva padrao

A

DS
)
T

[ A

Tangente no ponto D

Resposta

[D]
D
A ose
Figura 13. Relagao entre os erros na resposta e na dose do antigénio. AD é o erro na medi¢ao do

padrdo e AR é o erro na medigdo da resposta; inclinagao da curva =AR/AD (tangente ao ponto D da
curva com resposta R).

O valor de AD da-nos o erro na determinagao da concentragdo da dose (D). Ao longo
de uma curva padrdo a inclinagdo das tangentes e os AR mudam para cada ponto, dai que
0s AR também vé&o variar em funcdo de D. Se se determinar AD para cada ponto da curva
padrdo (precisdao de cada ponto da curva padrdo), pode construir-se um grafico de AD em
funcdo de D, a que se chama perfil de precisdao e que esta representado na Figura 14a.

O perfil de precisdo é portanto uma representacdo grafica dos erros acidentais que
se verificam num ensaio.

Quando num ensaio se altera a concentracdo de um dos reagentes (por exemplo,
Ag* ou Ac), ou uma condicdo de desenvolvimento do ensaio (por exemplo, a temperatura
ou o tempo de incubagdo), o perfil de precisdo para essas condigdes vai ser diferente do
perfil de precisdao das condigcdes iniciais. E, portanto, muito importante determinar os perfis
de precisdo quando se tem que escolher as condicdes de desenvolvimento do ensaio, pois a
partir deles, é possivel determinar quais as condicbes em que os erros acidentais estdo
minimizados, no intervalo de concentragbes da dose que nos interessa.

O valor AD representa o erro absoluto na medida de D; se considerarmos o erro
relativo na medicao de D, que é dado pelo coeficiente de variacao,

~ ADx100%
D

cV (10)

também se pode construir um grafico de perfil de precisdo de CV em funcao de D, tal como
esta representado na Figura 14b.
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Figura 14. Perfil de precisado. a) Representagido do desvio padrao da concentragdo da dose (antigénio)
(oD) em fungéo da concentracdo da dose([D]); b) Coeficiente da variagdo da concentragéo (dose) em
fungdo da concentragéo da dose ([D]).

Determinacado da sensibilidade de um método radioimunoldgico

A sensibilidade de um método é dada pela quantidade minima detectavel por esse
método. O valor para a sensibilidade de um ensaio corresponde ao erro absoluto na
medicdo do antigénio marcado, quando a concentragdo do antigénio ndo marcado é zero

(ADg). O valor da sensibilidade de um ensaio é calculado a partir do perfil de precisao tal
como representado na Figura 14a.

Variacoes do método radioimunoldgico

Como se viu na introducdo, € possivel introduzir algumas modificacdes ao principio
basico do radioimunoensaio, consoante o tipo de reagente especifico usado, o tipo de
marcacdo e a molécula que é marcada (ver Quadro 1). Dessas variacdes, destacam-se os
métodos imunoradiométricos e os métodos imunoenzimaticos.

Métodos imunoradiométricos (IRMA)

Nos métodos imunoradiométricos (IRMA), embora se utilize o mesmo tipo de
reagente especifico e o mesmo tipo de agente de marcacdo que nos métodos
radioimunoldgicos, a molécula marcada é o anticorpo [7]:

Reagente especifico — Anticorpo — Ac

Ligando — Antigénio —» Ag

Agente de marcacao — Isétopo Radioactivo

Reagente Marcado — Anticorpo Marcado — Ac*

A reaccdo do método imunoradiométrico simples pode ser esquematizada como
indicado na Figura 15:
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Ag + Ac* == Ag.Ac*

Figura 15. Esquema da interacgdo entre o antigénio ndo marcado e o anticorpo especifico
marcado no método imunoradiométrico. Ag, antigénio ndo marcado; Ac*, anticorpo especifico; Ag.Ac*
complexo antigénio ndo marcado-anticorpo marcado.

Neste caso, mantendo-se constante a concentracao do anticorpo marcado e,
variando a concentracdo do antigénio ndo marcado, obtém-se quantidades diferentes do
complexo antigénio-anticorpo marcado. No final da reaccdo, o anticorpo ligado é separado
do anticorpo livre e calculada a quantidade de radioactividade da fraccao ligada. Neste
método, os anticorpos marcados sdo usados para a ligagdo directa dos antigénios e sao
usados em concentragdes ndo limitantes da reacgdo. Os métodos imunoradiométricos, ao
contrario dos métodos radioimunoldgicos, ndo sdo métodos de competicdo, mas sim de
saturacdo. No método imunoradiométrico simples, tal como esta representado na Figura 15,
visto que o anticorpo especifico marcado esta em excesso na reaccao, quanto maior for a
quantidade de antigénio no sistema de reacgdo maior a quantidade do complexo antigénio-
anticorpo. Deste modo a quantidade da fraccdo ligada é directamente proporcional a
concentracdo do antigénio presente na reaccao. A determinacdo da concentracdo de um
antigénio numa amostra é feita a partir de uma curva padrdo idéntica a representada na
Figura 16.

O ensaio imunoradiométrico composto, que é dos ensaios imunoradiométricos mais
utilizado, é uma variacdo do ensaio imunoradiométrico simples no qual se utilizam dois
anticorpos, ambos em excesso. Neste ensaio um dos anticorpos encontra-se ligado a uma
fase solida, ao qual se vai ligar o antigénio. O segundo anticorpo, que estd marcado
radioactivamente, vai também ligar-se ao antigénio, mas num local de ligagdo diferente da
ligacao do primeiro anticorpo. Na Figura 17 podemos observar o esquema representativo de
um ensaio imunoradiométrico composto.

Radioactividade
da fracgao ligada

[Antigénio]

Figura 16. Representacdao de uma curva padrao para a quantificagdao de um antigénio segundo o
método imunoradiométrico.

O anticorpo ndo marcado, ligado a uma fase soélida, reage com o antigénio presente
na solucdo padrdo ou na amostra desconhecida. Apds lavagem do sistema para a eliminagdo
do excesso de anticorpo, é adicionado o anticorpo marcado com o isétopo radioactivo a
mistura de reaccdo. Apds nova lavagem do sistema, para libertacdo do excesso de anticorpo
marcado ndo ligado, é determinada a quantidade de radioactividade da fracgdo ligada
(complexo Ac.Ag.Ac* ligado a fase soélida) que é directamente proporcional a quantidade de
antigénio presente na reacgao.
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Figura 17. Esquema da interacgdo entre o antigénio e os anticorpos especificos marcado e nao
marcado no método imunoradiométrico composto. Ag, antigénio; Ac*, anticorpo especifico marcado;
Ac, anticorpo especifico ndo marcado; Ac.Ag.Ac* complexo anticorpo nao marcado-antigénio -anticorpo
marcado ligado a uma fase sdlida.

Actualmente sdo mais utilizados os métodos imunoradiométricos, uma vez que estes
apresentam algumas vantagens relativamente aos radioimunoensaios:

e 0s anticorpos sao moléculas normalmente muito maiores que os antigénios usados e,
portanto, a reaccdao de marcagdo dos anticorpos €& mais facil; por outro lado, as
moléculas marcadas sdo menos susceptiveis a alteragdes;

e quando o antigénio é dificil de marcar existe a possibilidade de marcacdo de
anticorpos especificos;

e quando ha dificuldade em obter grandes quantidades de antigénio puro, basta uma
pequenissima amostra para produzir anticorpos monoclonais, que podem ser
mantidos e produzidos em grandes quantidades.

Enzimoimunoensaio (EIA) e método imunoenzimatico (IEMA)

A utilizacdo de enzimas na marcacao de antigénios e anticorpos teve um grande
sucesso para a identificacdo e localizagdo dos compostos imunoreactivos em preparagdes
histoldgicas [16]. Para uma aplicagdo em métodos quantitativos este tipo de marcacdo dos
compostos imunoreactivos surgiu com o desenvolvimento dos ensaios imunoenzimaticos.
Estes ensaios foram desenvolvidos como alternativa aos ensaios radioimunoldgicos para se
eliminar a utilizacdo de compostos marcados radioactivamente [17]. Os compostos
marcados com enzimas participam na reaccdo do ensaio exactamente como os compostos
marcados com isétopos radioactivos, com a separacao das fraccoes livre e ligada no final da
reaccao. Todas as consideracdes que foram feitas na caracterizacdo dos ensaios
radioimunoldgicos sdo validas para o0s ensaios imunoenzimaticos. Nos ensaios
imunoenzimaticos, embora se utilize o mesmo reagente especifico que nos ensaios
radioimunoldégicos - o anticorpo - a marcacdo das moléculas é feita com enzimas.
Consoante o tipo de molécula marcada com o enzima - o antigénio ou o anticorpo - assim
se desenvolveram diversos enzimoimunoensaios (EIA) e métodos imunoenzimaticos (IEMA).
Assim, nos ensaios imunoenzimaticos temos que:

Reagente especifico — Anticorpo
Ligando — Antigénio
Agente de marcacao — Enzima
Reagente Marcado — Antigénio Marcado ou Anticorpo Marcado
Neste tipo de ensaios tém sido utilizados diversos enzimas especificos, que podem
ser facilmente acoplados a outras moléculas através de ligagdes covalentes. De entre eles

destacam-se os seguintes enzimas:

e peroxidase de rabano (EC 1.11.1.17)
substrato — o-fenileno diamino (OPD)
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o fosfatase alcalina (AP) (EC 3.1.3.1)
substrato — fosfato de p-nitrofenil (pNPP)

e pB-galactosidase de E.coli (EC 3.2.1.23)
substrato — 2,4-dinitrofenil-p-D-galactdsido

Utilizando os enzimas como agentes de marcacdo, foram desenvolvidos diversos
ensaios imunoenzimaticos que permitem detectar e/ou quantificar antigénios ou anticorpos.
Nos varios procedimentos podem ser utilizados nao sé o antigénio marcado, como o
anticorpo marcado. De entre os ensaios imunoenzimaticos destacam-se o0s ensaios que
utilizam, quase invariavelmente, uma separagao com o auxilio de uma fase sélida. Este tipo
de separacao tem uma funcao adicional que consiste em separar o enzima de marcacao
exdgeno do enzima enddgeno ou de inibidores que existam na amostra; a presenca de
enzima enddégeno aumenta muito o branco, o que limita a sensibilidade do ensaio. Por estas
razdes, 0 ensaio que estd mais difundido e que é mais aplicado é o método
imunoenzimatico com separagdo em fase sdlida - ELISA (Enzyme-linked immunosorbant
assay). No ELISA, o antigénio ou o anticorpo é adsorvido a parede interna do tubo de
reacgao (normalmente os pogos das placas de 96 pocos) ao qual se ligara, respectivamente,
o anticorpo ou o antigénio da amostra problema. A presenca e/ou a quantificacdo do
complexo Ag.Ac é feita por desenvolvimento da reaccdo enzimatica, apés a adicao do
substrato. O ELISA é um ensaio muito utilizado para a detecgdo de anticorpos circulantes
em diversas situagdes de doencas infecciosas.

Consoante se pretende detectar e/ou quantificar antigénios ou anticorpos assim
foram desenvolvidos diferentes tipos de ELISA.

ELISA competitivo

Os antigénios podem ser quantificados usando uma variante de ELISA, denominada
ELISA competitivo. Neste ensaio adiciona-se ao tubo, que contém o anticorpo adsorvido a
uma fase sodlida, uma mistura que contém o antigénio marcado e o antigénio ndo marcado,
estando o antigénio marcado a uma concentracdo constante e limitante. Apds incubacdo o
excesso de reagentes é desprezado, o sistema é lavado para a eliminacdo de possiveis
contaminantes e é adicionado o substrato do enzima, de modo a permitir a determinacdo da
actividade enzimatica. Como referéncia utiliza-se um tubo em que apenas é adicionado o
antigénio marcado, o qual dara o valor maximo na determinagdo da actividade enzimatica.
Neste sistema, quanto maior for a quantidade de antigénio presente na amostra, menos
antigénio marcado se ira ligar ao anticorpo. Deste modo a concentragdo de antigénio é
inversamente proporcional a actividade enzimatica determinada na mistura de reacgdo. A
desvantagem da utilizacdo do ensaio competitivo consiste na necessidade de se
desenvolverem diferentes métodos de ligagdo do enzima ao antigénio, para a preparagao
dos diferentes antigénios marcados. Na Figura 18 encontra-se esquematizado este tipo de
ensaio.

A execucdo desta técnica, exige o desenvolvimento de diferentes métodos de ligagdo
do enzima a cada antigénio especifico, sendo que isto torna esta técnica desvantajosa
quando comparada com o ELISA com duplo anticorpo.

ELISA com duplo anticorpo

Os antigénios também podem ser detectados, ou quantificados, usando o ensaio de
ELISA com duplo anticorpo. Neste ensaio, tal como no anterior, o anticorpo esta imobilizado
numa fase sdlida disponivel para reagir com o antigénio que se encontre na amostra. Apds
lavagem do sistema para a eliminagao de possiveis contaminantes, é adicionado a mistura
de reaccdo um segundo anticorpo marcado com o enzima, que também reconhece o
antigénio. Apds nova lavagem do sistema, para libertagdo do excesso de anticorpo marcado
ndo ligado, é adicionado o substrato do enzima e determinada a actividade enzimatica. Em
condicdes padronizadas a actividade enzimatica é proporcional a quantidade de antigénio
especifico presente na amostra desconhecida. A vantagem desta técnica de ELISA, é o facto
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de sO ser necessario desenvolver um método de ligagdo do enzima aos anticorpos.

Figura 19 encontra-se esquematizado este tipo de ensaio.

Na

Ac especifico adsorvido a uma fase sélida (\r)

Adicdo de Ag marcado com enzima (g )
+ Ag nao marcado (V)

Ag marcado e Ag ndo marcado ligado ao Ac

Adicao do substrato do enzima

LLL

vv

R

Ll

Determinacdo da actividade enzimatica

Figura 18. Representacdo esquematica das etapas de reac¢dao num ensaio ELISA competitivo. Ag,

antigénio; Ac, anticorpo especifico. (Adaptado de [18]).

Ac especifico adsorvido a uma fase sc')lida\(r)

Adigao de Ag em solugéo (V)

Adicao de anticorpo marcado com enzima ()E()

Adicao do substrato do enzima

; N l
vV v ¥
Ag especifico ligado | l

Ac marcado com enzima ligado ao Ag ;V; "4 ;V;

Y

\ A 4

Determinacgdo da actividade enzimatica

Figura 19. Representagdo esquematica das etapas de reaccdo num ensaio ELISA com duplo

anticorpo. Ag, antigénio; Ac, anticorpo especifico. (Adaptado de [18])

20



ELISA indirecto

Este ensaio pode ser usado para detectar e/ou quantificar niveis de anticorpo em
amostras desconhecidas. Para isso, a amostra a testar deve reagir com o Ag especifico que
esta ligado a uma fase sélida. Qualquer molécula de anticorpo especifico liga-se ao
antigénio e os restantes compostos sdo eliminados, apos lavagem do sistema de reacgdo.
Com a adigdo do anticorpo anti-imunoglobulina marcado com enzima, forma-se um
complexo com qualquer molécula de anticorpo presente na amostra em estudo que se tenha
ligado ao antigénio adsorvido a fase solida. Apds a lavagem do complexo, adiciona-se ao
sistema o substrato do enzima e determina-se a actividade enzimatica por comparagdo com
a actividade enzimatica de padrdes. Em condigdes padronizadas, a actividade enzimatica
determinada é proporcional a quantidade do anticorpo especifico presente na amostra
desconhecida. Na Figura 20 encontra-se esquematizado este tipo de ensaio.

Ay

Ag especifico adsorvido a uma fase soélida (A)

Adicdo de Ac em solugéo (| )

Ac especificos ligados

Adicao de anti-lg marcado com enzima (j}m ) :|E

Anti-lg marcado com enzima ligado I!Q ;! I!

Adicao do substrato do enzima

Determinacédo da actividade enzimatica

Figura 20. Representagdo esquematica das etapas de reacgdo num ensaio ELISA indirecto. Ag,
antigénio; Ac, anticorpo especifico. (Adaptado de [18]).

Entre as vantagens deste método no doseamento de antigénios encontra-se a sua
versatilidade, uma vez que se os anticorpos primarios forem produzidos na mesma espécie,
é possivel utilizar sempre o mesmo anticorpo secundario marcado. Por outro lado, a
imunoreactividade do anticorpo primario ndo € modificada pela marcacdo pelo enzima e ha
um aumento da sensibilidade do ensaio pelo facto do anticorpo secundario marcado se
poder ligar a varios epitopos do anticorpo primario, o que permite uma maior marcacdo do
antigénio.

Aplicacoes

As técnicas de radioimunoensaio e técnicas afins tém sido utilizadas para a
quantificacdo/deteccdo de inUmeros antigénios presentes em pequenas quantidades nos
organismos. O diagnéstico clinico, a investigacao biomédica e a toxicologia sdao algumas das
areas em que estas técnicas tém uma enorme aplicacdo. Nos dois primeiros casos,
aplicacdo destas técnicas aos doseamentos de antigénios permite quantificar proteinas
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plasmaticas (por exemplo, IgE, ferritina, transferrina, antigénio da hepatite B), hormonas
(por exemplo, FSH, LH, testosterona, estradiol, T3, T4) e marcadores tumorais (por
exemplo, o-fetoproteina, hormona gonadotrofina coriébnica - HCG, antigénio
carcinoembrionario - CEA) enquanto a sua aplicacdo a deteccdo e quantificacdo de
anticorpos devidos a infeccdes, de origem bacteriana (por exemplo, Brucelose), de origem
parasitaria (por exemplo, toxoplasmose, amebiase) e de origem viral (por exemplo,
hepatite B e C, SIDA), permite o diagnostico de diversas doencas infecciosas. Ainda na
investigacdo, tem sido utilizada para detectar e quantificar um enorme leque de substancias
como, por exemplo, os péptidos envolvidos na comunicacdo de informacdo do sistema
neuroldgico, ou proteinas resultantes da expressdo de genes truncados em experiéncias de
terapia génica. Em termos de toxicologia, estas técnicas sdo utilizadas para a detecgao de
farmacos e drogas como, por exemplo, antibidticos, cocaina e esterdides anabolizantes.
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Abreviaturas

%B - percentagem da fracgao ligada relativamente ao total da radioactividade
o - desvio padrao

AD - erro na medicao do padrdo

ug — micrograma
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AR - erro na medicao da resposta

1257 — jodo 125

14C - carbono 14

3H - tritio

Ac - anticorpo

Ag - antigénio ndo marcado

Ag¥* - antigénio marcado

Ag*.Ac - complexo antigénio marcado-anticorpo

Ag.Ac - complexo antigénio ndo marcado-anticorpo

AP - fosfatase alcalina

B - fraccdo ligada (“bound fraction”)

cpm - contagem por minuto

CV - coeficiente de variacao

EIA - enzimoimunoensaio (“enzymoimmunoassay”)

ELISA - ensaio usando um enzima ligado a um imuno-adsorvente “enzyme-linked
immunosorbant assay”)

F - fraccdo livre (“free fraction”)

FIA - fluoroimunoensaio (“fluoroimmunoassay”)

FSH - Hormona estimulante dos foliculos (“follicle-stimulating hormone”)
IEMA - ensaio imunoenzimatico(“immunoenzymatic assay”)
IFMA - ensaio imunofluorimétrico(*immunofluorometric assay”)
IRMA - ensaio imunoradiométrico (“immunoradiometric assay”)
K - constante de equilibrio

Ka - constante de associacdo da reaccao

Kd - constante de dissociacdo da reacgao

L - ligando ndao marcado

L* - ligando marcado

LH - Hormona luteinizante (“Luteinizing hormone”)

mCi - miliCurie

mmol - milimole

OPD - o-fenileno diamino

PEG - polietilenoglicol

PNPP - fosfato de p-nitrofenil

R - reagente especifico

R.L - complexo reagente especifico-ligando ndo marcado

R.L* - complexo reagente especifico-ligando marcado

RIA - radioimunoensaio (“radioimunoassay”)

T3 - Tri-iodotironina

T4 - tiroxina

TBG - globulina de ligacao a tiroxina (“thyroxine binding globulin”)
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