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R [ S \1 \I O 

Neste tJ·allalho iiliclOtl-~C 3 c:tr:tctcrizução de um novo 

foi Llcscrito pclu primcir:1 vez por RittcncotJrt et al em 1983. 

Lstc suporte é constituído por tecidos sintéticos recobertos 

com rcsin~s rctJcul5veis ctuc ~lprcseJlt;!IIt grLlpos N-metilol cap~ 

zcs ele rc~gJr covalcntcmentc com grrlJlOS funcionais caracteris

ticos de proteínas,como grupos amino e hidroxila . 

.. 
Imunosorventes preparados com ant1genos de di versas 

patologias, como Doença de Chagas e Toxoplasmose (doenças p~ 

rasitárias) e Rubéola (virose), mostraram excelente desempenho 

no diagn6stico soro16gico, em testes imunoenzimáticos do tipo 

ELISA (Enzyme-Linked lntmunosorbent Assay). 

Os estudos realizados, sugerem que a reaçao de imobi-

liznção 6 controlada pela 5rca superficial disponível, asso 

ciada 5 ~comet1·ia Ja mo16cula. Os resultados indicam que a 

J _i gação da protcin;I se J~ superficialmente sohre a resina. 

cn1 uma primeira camada, por ligação cov~tlcnte com grupos N-me 

tilo1, presentes em excesso, ou por adsorçiio química. Segue-

-se, então. a formação de rnulticamadas de proteína , 1 igi! 

das por forç~as mais fracas. ;\ Isoternta Je Adsorção obtida p~ 

ra a imobili.zação do anticorpo humano. IgG. apresentou um for 

mato sigmoiJal, correspondente o modelos CO!l!O o B.E.T., e ou-

tros,que assumem adsorção em multicamadas. 

J1aru superficlcs de poliestireno, que suo atualmente 

os suportes mais utilizados na preparaçilo de imunosorventes, 

para Testes ELISA, as isotcrmas obtidas foram consistentes com 
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a de L;Jngmuir. O mc!::illlo ocorreu pafí'l as isotermas de captação, 

do anticorpo humano IgG em solução, por imunosorventes prep! 

rndos com Suporte-Resina e Anti-.fgC imobi liz.ndo, demonstrando 

o car5tcr de adsorção c1n monocamada. 

V;1rifiveis relevantes na reação Je imobilização. tais 

como: pH, concentra<,~âodeeletrÔlitos, temperatura, tempodere~ 

çao e concentração da imunoprotefna, foram estudadas para se 

estabelecer as condições de reação mais adequadas. 

Um estudo sistem5tico do desempenho do imunosorvente 

desenvolvido, em Teste ELISA para Doença de Cl1agas, mostrou os 

mesmos níveis de sensibilidade, especificidade c reprodutibili

dade, obtidos com placas de poliestireno, com a vantagem de es 

ta!)ilidaJe superior. 
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!n tltis work tl1c c!l:lr~tctcriz~ttion of ~ ncw type of 

support ror thc immobi 1 iz.ntion o r antigcns and antihod.ics \>WS 

injci;Jtcd. This support that w;t:; firstl\· descriheJ hy 

1\ i l t ('JlL'Ollrt. l't a t in }~)83,L'OH:ii~::ts OC ~>;:nthctiC fabriLS 

coutczl with cJ·osslinkcd rcsins cont;Jining N-methylol groups 

:tblc to Corm covalcnt honds_ Nith function;d groups such as 

hydroxi and am1no, Hh.ich are characteristic of proteins. 

Immunosorbents prepared with characteristic antigens 

of different pathologies, such as Chagas' Disease and 

Toxoplas1110Sls lpartlsitic Jiscases) ;tnd Rubella (viruse), 

presente,) cxccllcnt pcrformaJ1cc ín sorologic diagnosis, when 

utllizcd in ELISA tests (Enzyme-Linked lntmunosorbent Assays). 

Thc sttl\Jics conducted suggcst that the immobilization 

reaction, is controlcd by thc surfacc nrea available, 

ussociated to the area occupied by the moleculc. The results 

indicatc, covalent bonding or chemical adsorption, of the 

immunoproteins with N-methylol groups, which are present in 

cxcess at the surface of the crosslinked resin. This first 

laycr seems to be followed by multilayers sorbed by weaker 

forces. The Adsorption Isotherm obtaincd for the immobilization 

o f hnman antihod;r, IgG, presented a sigmoidal form çorresponding 

to moJcls, suc!1 as B.l:.·r. and othcrs, which assume the 

rorm;Jtion ur llltlltilaycrs. 

With rcspect to polysti.rene surfaces, which are 

presently the most utilized type of support in ELISA tests. 

the isotherms obtained were fitted by the Langmuir Model. 
\1 
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Tllls samc model Nas '-·onsistent, h'ith thc isotherms obtainctl 

from thc capture or thc hunwn antiboJ.y lgG in solution, by 

Anti-IgG, previously immohilize'l on the supports, 

Jerno!lStt'nting monolaycr adsorption. 

!Zclcv;mt \'ariablcs ror thc immohil i=ation reaction, 

~;;uch ns: p!!. temperature, time o f rcat:tion, ond concentrations 

of immunoprotcins and elcctrolytcs wcre stuJicJ, with the 

objcct.ive of detcrminjng thcmost aJcquatcJ rcaction conditions. 

A systcmatic sttllly of tho ],Crform:1nce of the 

immunosorhcnt dcvelopcd in this h'Ol'k, was conductedwith ELISA 

tcsts Cor Chagas' Discasc, sl1uwin1' thc snmc lcvcls of - ', -

scnsltivity, spccificity :1nd rcprodttctihility of polystircne 

plotes, wlth thc ~dvantagc of superior stability. 



T N D 1 C E G E R A L 

CAPITULO l - Introdução 

CAP!l'l!T.O 2 - ltcvis~o Te6rica 

2.1. Conceitos Básicos de Imunologia necessários para 

o compreensão das interaç6es antigeno-anticorpo 

que ocorrem em Testes SorolÕgicos 

2.1.1. A Relação entre a Configuração Espacial e as 

Propriedades das Mo16cu1as de Proteina 

2.1.2. As Caracteristicas Estruturais dos Antigenos 

c suas Propriedades 

2.1.?i. As C;lr<lcter-ísticas Estruturais dos 1\nt-icorpos 

e suas Propriedades 

v iii. 

Página 

1 

8 

9 

9 

15 

19 

2.1.3.1. Estrutura Básica da Nolécula de Anticorpo 21 

2.1.3.2. Caracter!sticas c Propriedades Principais 

das Imunoglubu1inas Humanas 23 

2 .1. 4. A Interação Antígeno-Anticorpo 27 

2.2. Revisão dos Testes Soro16gicos C:I5ssicos Uti-

lizados para a Identificação e Quantificação de 

Antigcnos c Anticorpos 

2.2.1. Teste SorolÔgico de !lemuglutinação Passiva 

2.2.2. Teste Sorol6gico Jc lllllJIJoflttOJ'cscGitcia 

2.2.3. Teste Soro16gico de Fixação de Complemento 

2.3. Testes Soro16gicos Não·Convencionais para Deter 

30 

32 

35 

37 

minaç5o Quantitativa de Anticorpos e Antlgenos 40 

2.3.1. Radioimunoensaio 40 



ix 

Página 

2.::S.2. Teste Sorológico ELISA-Enzyme-Linkcd 

lmmunosorb%; .. nt Assny 44 

2.3.2.1. A Escolha da Enzima para a Formaçio de 

Conjugados \Jtti-iJnunoglollulina-cn:irna, que 

sjo tlsados em restes J~I.!SA 47 

2.3.2.2. Rcvisio dos M&todos Utilizados para Pr! 

paraçao de Conjugados Enzimáticos para 

Uso em Testes ELISA 

2.3.2.3. Revisão dos Imunosorventes Utilizados em 

Teste ELISA. Caracterização do lmunosor 

48 

vente Ideal 50 

2.3.2.4. !~cvisão dos M~todos Utilizados para De

terminação de Anticorpos e Antígenos em 

Amostras e Soros Desconhecidos usando Tes 

te ELISA 

2.3.2.5. Sensibilidade e Reprodutibilidade do Tes 

te ELISA 

2.4. Revisão dos Tipos de Suporte e M~todos de Pre 

pnruçao Utilizados na Obtenção de Imunosorven 

tcs 

2.5. n:lt<>rinis llsados n;l Prcrwr:H.::in dns Supnr·tcs 

Lst·udac1os neste Tr:1balho 

2.5.1. Resinas Am:Ínicas 

2.5.2. N-metilolacrila.mida CNHA) 

2.5.3. Catalisadores e Processos de folimerizaçio 

2.5.4. Tecidos Sintéticos Utilizados 

2.5.4.1. Poliester 

53 

57 

58 

70 

75 

82 

84 

so 

91 



2.5.4.2. Nylon 6,{i 

2.6. Formas de Formaldcfdo EncontraUas em Rcs.inas 

Aminicas c em Tecidos Tratados com essas Rc-

X 

Página 

91 

s1nus 93 

2.7. Métodos Analíticos para Detcrmin.:1çào das vn 

rias Formas de Formaldeído 

2. 7.1. Determinação Jc Fonnaldcído em Resinas Amí 

nicas 

2.7.1.1. FormaldeÍdo Total 

2.7.1.2. r=ormaldeido Livre 

2.7.1.3. Formaldeído Metilol 

2.7.1.4. Formaldeido Metilado 

2.7.1.5. Formaldeido Metil~nico 

2.6.2. Determinação de Formalderdo om Tecidos Tra 

tados com Resinas ou MonBmcros ~ Base de 

F'ormaldeÍdo 

2.6.2.1. Forrnaldeido Livre em Tecidos Tratados 

2.6.2.2. Pormaldc!Jo Mctilol em Tecidos Tratados 

2.8. Caracterização da Natttreza da Ligação que 

Ocorre entre a Proteína e o Suporte-R~ 

sina na Preparação de lmunosorventes 

2.8.1. Isotermo.s de AdsorçZlo 

CAPITULO 3 - Materiais e M6todos 

3.1. Preparação do Suporte-Resina 

3.2. Preparaçfio de Discos de Suportc~Resina Sensihi 

lizados 

96 

96 

96 

97 

99 

100 

101 

101 

102 

lOS 

107 

110 

120 

121 

124 



3.3. r-.1etodologia do Teste lmunoenzimâtico ELISA~ 

utilizando discos do Suporte-Resina sensibi 

lizados como Irnunosorvente 

bil.izadas 

3.5. Metodologia do Teste Imunoenzim:itico ELISA, 

utilizando Placas de Poliestireno Sensibili 

zadas como Imunosorvcnte 

3.6. Preparação do Traçador IgG- 125 1, para uso 

em Radioimunoensaio 

3.7. Determinação da Quantidade de PToteína 1igE:. 

da por Disco de Suporte-Resina por Radioimu 

noensaio 

3.R. Preparação das Proteínas (antígenos e 

anticorpos) 

7).8.1. Antígeno du Doença de Chagas 

3.8.2. Antigeno de Toxoplasmose 

3.8.3, Antigeno da Rub6ola 

3.8.4. Jmunoglobul~na G humana 
W! -

3.8.5. Anti-imunoglobulina §_humana 

3.9. Preparação do Conjugado Enzimitico anti-imu 

noglobul in a G hum.-ma-pcroxidase 

3.10.Determinação de Formaldeído Livre no Supor~ 

te-Rosina 

3.ll.Determinnção da Concentração de Grupos Nett

lol no Suporte-Resina 

.xi 

Página 

126 

129 

129 

130 

130 

131 

131 

131 

131 

132 

132 

132 

133 

134 



CAPf'fULO 4. Resultados c Discussões 

4 .1. Introdução 

4.2. Ens;tios Preliminares visando a Sclcçio de Rcsi 

nas, Condições de Polimerização e Tecidos Sin

téticos paro Preparação do Suporte-Resina 

4.3. Caracterização do Suporte-Resina Desenvolvido 

4.3.1. Concentração de Grupos Mctilol no Suporte-R~ 

sina 

4.3.2. Ãrca Superficial Disponfvcl no Suporte-Resi-

na para Imobilização de Protc!Jlas 

4.4. Estudos das \!,~riâvcis que influenciam a Qunnti_ 

dade de Imunoproteína Imobilizada no Suporte-Re 

sina na Reação de Imobilização 

4.4.1. Influ~ncia da Quantidade de Resina Depositada 

e da Concentraç5o de Grupos N-metilol do Su-

xii 

p{lgina 

138 

139 

141 

149 

150 

157 

160 

porte-Resina 162 

4.4.2. A Influ~ncia do pH, Concentração de Eletr5li-

tos, Temperatura e Tempo de Reação 174 

4.4.2.1. A Influência do pll e Concentração de Eletr6 

litos 174 

4.4.2.2. Influência da Variação da Temperatura e do 

Tempo de Reação 

4.5. Estudo da Natureza e Estabilidade da Ligação e~ 

tre o Suporte ... Resina e Superf!cies de Poliesti

reno c a Proteina 

180 

185 



4.5.1. Aplicaç5o de Modelos c Isotermus Jc Adsor 

ç5o a Dados de Equilíbrio obtidos na Imo

bilização do Anticorpo lgG em Discos de 
., 

Suporte-Resina (.)5 g \r-1.-\/m.:..) 1..' (~m Super Cj 

xiii 

Página 

cies Je Poliestlt·cno 188 

4.5.2. Estudo de Estabilidade da Ligação da 1·1r~ 

ao Suportc-ltcsina 20S 

4.5.2.1. O !~feito dn ·rcmpcratura c Tempo de Esto 

c agem 206 

ll.S.2.2. O U'cito da Tensão lÕnica e pll (o uso de 

Soluções Eluentcs) 211 

4.6. Avaliação da Capacidade de Captação de IgG em 

soluçio para Imunosorventes Preparados com Su 

porte-Resina e Diferentes Quantidades de Anti

-IgG Imobilizada. Discussão da Natureza da 

Jnteraçio Irnunosorvente - IgG em soluç5o 

4.7. Estudo Sistem5tico do Desempenho do Imunosor

ventc Desenvolvido, no Teste ELISA para Doença 

de Chagas 

4.7.1. Painel de Soros Humanos utilizado 

4,7,2. Titulaç~o dos Soros do Painel 

4.7.3. Sensibilidade 

4.7.4. Reprodutibilidade 

4.7.5. Especificidade e Rept!vidade Cruzada 

4.8. Teste ELISA com Placas dePoliestireno Sen~;ib_t 

lizadas, para Doença de Chagas 

213 

225 

227 

228 

234 

238 



4.8.1. Sensibilidade 

4.8.2. Especificidade e Reatividade Cruzada 

4.9. Comparação do Teste ELISA com Discos, com o 

Teste ELISA com Placas de Poliestireno, pa

ra a Doença de Chagas 

4.10.Comparação do Teste ELISA com Discos, com Tes 

tes Soro15gicos Clissicos 

4.ll.Demonstração da Viabilidade da Determinação 

Quantitativa de Soros em Teste ELISA com 

Discos, utilizando-se apenas uma Diluiç5o do 

Soro 

CAPITULO S. Conclusões c St1gestões 

5.1. Conclusões 

5.2. Sugestões 

ReferEncias Bibliogrificas 

xiv 

I~ágina 

238 

240 

240 

242 

242 

249 

250 

254 

257 



CAPITULO 1 

Introdução 

1 



2 

Nos di :1~' atn~tis é ctJa vc: IIUÍol- a interação ~ntrc a 

Jí:ren ~!éd ic;1 c n :\rc;1 de Desenvolvimento de ~!atcriais, n;:t qüal 

estilo incluídas as Engenharias Química, de ~tateriais e Necâni-

cu. al6m da Qufmica e da Ffsica. 

lsso ocorre, em parte, devido a crescente aplicação 

de materiais polim6ricos,na confecção c recobrimento de artefa 

tos implant5vcis.como 6rgãos, vãlvulas e proteses, bem como de 

produtos de uso exterJlo.como capilares polim6ricos usados em 

di51ise e oxigenação do sangue,em circulação extra-corp6rea. 

1>1ater.i ais pol imêricos inso1 úveis em água, são também 

usados como suportes. para imobilização de enzimas e proteínas 

h í o 1 o g i c:nne n te atjv:1s,como -antlgCIIOS C <lllt i corpos. 

Estes suportes com protcfnus imobilizaJas,são utiliza 

dos em testes anal!ticos,para dosagem e identificação de cer-

tas ~ubstilncio~,como hormônios, toxinas, ant'Ígenos e anticorpos 

presentes no sangue, na urina e em outros fluidos do corpo hu 

mano. 

Testes Soro16gicos sao t€cnicas utilizadas para anil! 

se de componentes do sangue, como antígenos e anticorpos, que 

têm grande importância no diagnóstico ,ie inúmeras doenças cau 

sadas por parasitas, vírus, bactérias ou fungos. 

Nos l'cstes Soro16gicos ocorrem reações de anticorpos 

ou antígenos presentes no soro sangufnco, com antígenos cara~ 

tcrísticos do parasita, vfrus ou bactéria.ou anticorpos especí 

ficas purificados, obtendo-se quase semprc.uma revelação vi-

sual desta reação. 

Esta rev~laçio € dada nos testes soro16gicos cl&ssi~ 

cos, pela aglutinação de partículas nos testes de Hemaglutin~ 
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çao; pela lise de l1emficias, nos testes de Fixação de Compleme~ 

to; pela fluorescência de compostos .formados, nos Testes de lmu 

nofluorcscancia:e nos testes não-convencionais. pela formação 

de compostos corados, nos testes imunoenzimiticos, e pela lei 

tura de radioatividade em radioimunoensaios. 

Os Testes Imunoenzirnãticos do tipo ELISA (Enzyme-

Linked Immunosorbent Assay), descritos simultaneamente 

Engvall e Perlmann(
7

) e Van \'Jeemen e Schuurs(S). em 1971, 

por 

e 

os Testes Radioimunológicos introduzidos por \'H de e Porath (ó) 

em 1966, que são de desenvolvimento mais recente, mas jâ muito 

difundidos, trouxeram um grande progresso para o diagnóstico 

sorológico. 

O Teste ELISA utiliza na sua rotina anticorpos mar-

cados com enzima, normalmente a peroxidase ,e o Radioimunoensaio 

utiliza anticorpos ou antigcnos marcados com is6topos radio

ativos, principalmente 125 1. 

Em geral, estes testes utilizam antígenos específicos 

ou eventualmente anticorpos, imobilizados em suportes s6lidos 

insolúveis em água, denominados suportes "sensibilizados" ou 

i.munosorventes. 

Estes imunosorventes quando incubados com o soro do 

sangue de um paciente, reagem especificamente com elementos 

presentes no soro~ como anticorpos contra o ant.Ígeno imobiliza 

do, ou seus componentes. 

Esta reação é então revelada, por uma nova incubação 

com uma solução de um allti-anticorpo ou de um antígeno, marca 

dos com um indicador (enzima ou is6topo radioativo) . 

No Teste ELISA procede-se a uma nova incubação com 
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UlllU SOlução Jc SUbstrato 2dcquado a enzima, cuja reação propor . -
c1ona o desenvolvimento de coloração, de intensidade mensura-

vcl por cspcctrofotomctria. No Radioimtlnocnsaio a radiontivi 

J:tdc do imtJnosorvcJJtc 6 medida em contadores de radiação gama. 

l'ç]:J gr:tndl' scnsihiJidadc, v.;pvcifiçid;\dv.n5.o-subjet!_ 

vi<l:sJc r1:t lcitttra ~los rcstllt:Idos, c ;tJettttaçJo :to processamento 

Jc grande nGmcro de soros, estes testes apresentam nitida su

perioridade sobre os testes sorol6gicos clãssicos. tendendo a 

suhstituf-los, cm'muitos casos. 

Os suportes mais utilizados atualmente na preparaçao 

de imunosorventes, para liSO em testes imunoenzimãticos do tipo 

!:LISA, silo superfícies Je poliestireno no formato de cavidades 

Jc placas, tubos ou esferas. 

Entretanto, a imobilização Jc antígenos ou anticorpos 

a essas superffcies se d5 por simples adsorção, o que acarreta 

;15 seguintes limitações Jc ordem pr5tica: 

,'!) A i nstnhi 1 idndc c frag i_l idade da 1 ig_aç5o suporte-pro-

tcína, que não permite a estocagem das placas sensibiliza 

Jas por períodos longos, a nao ser sob condições espe-

cütis~ 

b) A dessorção da proteína adsorvida na placa, que ocorre 

durante as reações sorol6gicas que compõem a rotina do tes-

te. diminuindo a reprodutibilidade e sensibilidade do 

mesmo; 

c) As diminutas quantidades de proteína que se consegue 

aJsorver nestas superficics de policstireno. que diminuem 

a sensibilidade do teste. 
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f b . (323354) Con arme se o serva na l1teratura ' ' · • procura-

-se solucionar estes problemas, através da ligação covalente de 

antfgenos ou anticorpos ao suporte s6lido, na tentativa de im-

plemcntar a estabilidade do imunosorventc obtido, ou seja, da 

proteína 110 Sllportc c de se lig:t1· maiores quo~ 

tidaJcs de protcinn. 

Entretanto, mui tos destes processos sao Je difícil exe 

cuçao, necessitando elevado controle das condiç6cs de reação, 

clc alto custo ou de resultados pouco confiiveis. 

Este trabalho originou exatamente Je dificuldades en 

centradas por pesquisadores do l11stituto de Medicina Tropical, 

da Universidade Estadual de São Paulo-USP, na obtenção de su-

portes sólidos reativos, que permitissem a ligaç.ão covalentedo 

antÍgeno do Trr_ranosoma c-ruz i, agente causador da Doença de Ch~ 

;~as c rcspons;Ívcl pela ínCect,:ilo atu;ll de 10 a 20 milhões Je 

pessoas nas Am5ricas. 

O imunosorvente preparado com estes suportes s6lidos 

atrav~s da ligação covalente do antígeno, seria então usado na 

rol in a do Teste ELISA, que já se mostrara um c fi ciente método 

de medida do anticorpo contra o Trypanosoma cruzi. utilizando

-se como suporte sólido principalmente as placas de poliesti 

r e no. 

No Instituto de Medicina Tropical da USP- Laboratório 

de Imunologia, tinham sido feitas virias tentativas para liga

çao covalente de antígenos a suportes lã preparados. 

Inicialmente aValiou-se um teste irnunoenzimático para 

Doença de Chagas, usando como imunosoTvente pequenas esferas de 

poliestireno recobertas com acetato de celulose.oxidadas pelo 
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mctapcriodato de s6dio(lJ). Em termos de estabilidade o pro

blema foi resolvido, mas foram ligadas apenas quantidades mul 

to pequenas Je antigeno, permitindo uma amplitude de reativida 

de muito limitada. 

Tentou-se télmbém a prcpnraç3o de outros suportes des-

critos na . (54) l1teratura - para a imobilizaç~o de enzimas, ba 

scados na l1idr6lisc 5cida de tecidos de poliamida (Nylon 6,6), 

para quebra de ligações pcptidicas -N-C- c liberação de gru

' " 11 o 
pos funcionais reativos. A ligação do antfgcno d5-se então, 

atrav5s de um reagente intermediirio. comumente o glutaralde! 

do. 

Na utilização deste método, entretanto, ocorrem pro-

hlt'!ll;ls !'~'lnt i vos ao cnnt role ll:t hidról i se ácida do Nylon, re 

sultanJo na deterioração do suporte, pela quebra das ligações 

das cadeias polim~ricas. chegando i dissolução em casos extre 

mos. 

Foi também testado no Instituto de Medicina Tropical. 

por solicitação da Organização Hundial da Saúde-OMS, um imune 

sorvente composto por fitas de Nylon com antígeno de Trypano-

soma cruzi ligado covalentemente,como descrito por Marci-

( . ') par ~
1

"' • Os Testes ELISA realizados com este imunosorvente ti 

veram entretanto,resultados comparáveis aos das esferas trata

das com meta-periodato de sódio, ou seja, sem possibilidade de 

uso em testes quantitativos, dada a limitada reatividade. 

A partir destas dificuldades encontradas, formou-se 

uma associação entre o Laborat6rio de Imunologia do Instituto 

de Medicina Tropical. da USP e o Departamento de Engenharia Quf 

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



7 

do o L:cscnvolvimcnto de um novo suporte reativo, capaz de imõ 

bilizar,de preferBncia covalentemcnte protcinas em gra~ 

de quantidade, fornecendo como produto um imunosorvente esti 

vcl, de alta rcatividadc, adequado para determinações quantit! 

tivas em Testes ELISA, com scnsib.ilidadt' c n•produtibilidade 

semelhantes ou superiores às do Teste LLISA com placas de pol!. 

cstireno.ü uso deste novo suporte deveria ainda proporcionar a 

automaç~o do Teste ELISA. para poder ser usntio em bancos de san 

guc c lahorat6rios de rotina, que exigem grande nGmero de -a na 

1iscs, num curto pcriodo de tempo. 

A produo;·i'io das prote!nas como antigenos,antico~ 

pos. conjtJgados cnzim5ticos e radioativos,utilizadas nos estu

dos realizados, bem como os testes imunoenzimiticos e radioimu 

nocnsa1os de avaliação do produto produzido, foram efetuados no 

lnstituto de J'.Ictlicina Tropíca1 c no Laboratório de Análises e 

Pescjuísas Clinicas Gastão Fleury S.C. Ltda. 

O novo suporte desenvolvido para a preparação de imu 

nosorvcntcs e de ba-ixo custo e de fiicil obtenção,sen,to compo! 

to por tecidos sintéticos recobertos por uma fina camada de re 

sina polimerizada, apresentando grupos funcionais N-metilol 

(N-cll 20H), aptos a reagir através de reação cova lente ,com gr~ 

pos funcionais de proteínas (g-rupos amino e hidroxila). 

Este tipo de suporte foi primeiramente descrito na li 

teratura por Bittencourt et al(l0 3J, em 1983, constituindo en

tão 11m prodt1to original, e motivando o estudo sistemitico de 

.senvolvido neste trabalho conjunto, 
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CAPfTIJLO 2 

Revis5o Te6rica 
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2.1. Conceitos Fl5sicos de lmuno.1ogi~l \'ecess{iTios para a Com-

p r c c n s ã o .. ~a s l n t c r a ç õ. c s _ \n t í g c 1.: o - An t ~E9cc'"'l.:.' o:o _ _,qJ.:tc:lC::_ _ _,o,_c"o"-'r-'r-'e'-"'m 

em ·restos Sorol6gicos 

~/ 

l\os testes para diagnóstico sorológico em Imunolo_gia, 

sao utilizadas em toJos os m~todos de rotina,as interações que 

ocorrem entre moléculas de proteína innmologicamente ativas co 

mo antígenos ,ant icor:ws ou seus componentes. 

Para uma boa compreensão dos conceitos utili::ados nes 

ses testes sorol5gicos e das reações neles envolvidas.é neces-

s5ria uma caracterização eficiente dos tipos de moliculas que 

se deseja identificar ou quantificar c das interações que ocor 

rem entre elas. 

2.1.1. A Rc1aç.õ.o entre a Configuração Espacial e as Proprieda

des das ~bl6culas de l~oteina 11 l 

Proteínas sao macromol~culas formadas por sequ~ncias 

particulares de resíduos de arninoicidos, cuja conformaçio con

fere à cada proteína um complexO formato tridimensional caro.c 

terístico -· 

Um aminoácido pode ser representado pela fÓrmula ge-

raL 

li o 

' " -C-C-0!1 

' R a.-aminoâcido 

-onde R representa uma entre mais de 20 cadeias laterais possl.-

veis como se pode ver na Tabela 2.1~ 



1 ~ (;] icína (Cly) NH;~ 

- A I ;on i"" (.\ 1.1) 

1\:;d I f;! I., 

7- 'lirosina (l'yrl .':11-, 

~112 

I..: i!! 

tn - 1 !51<-'Ína (Cys) ~112 

Cfl\l\1 

' Cll 2 

((11111 

' Cll - CTI_, 

COIJI! 
' (fi -

f'<'•'!! 

' I il 

('1\i)ll 

' UI -

con11 
' l'll -

('11(~1\ 

' ("li -

COI !I i 

' O! -
Cfl(lll 

' Cll -
C(i()fl 

' UI -
COOll 

' 

!'11, " 

C! I 
_.nl_; 

"'nt, 

UI, C li 

t:ll" Cli 

illl 

I] I ('11. -
01 2 

011 

\'1!2 

('llj 

(ti Cll...._ / ·" 
cu 

*'n1 Cli~ 

_..-t'il C!!' -
, CJI - o~ 1 

"'' 1"1! 
cw«' 

COC•fl 
' li - I i~ t i 11il 1'1!2 C\ I - cu 2 - s - s - C!lz - cu - .'lilz 

ll - ~kt hmínil (Met) 

11 - Tdptofan<J (Tt·y) 

14 - l'rolinu (Pro) 

(a- irninoiicí do) 

15 - lliJro~ ipnllina {!lyp) 

(t<-iminoiic ido} 

Nll
2 

NHl 

("(\l)jj 

' Cll -
comi 
' Cll -

COOI! 
' 

Cll2 

Cll
2 

r:nz 
I 
CH 

H 

Oll 

16 - !\dUo Aspartíco (Asp) N!l 2 - Cfl - CH 2 
- COO!I 

COOH 
' Nl\ 1 - CJI - Clll. - C()Nrt 2 

(00!1 
' Cll - CIJ 2 Cll ,l - COOH 

COO!I 

' 19 - (Ollll amina (Gln) NIIz - Cll - CJI 2 CH 2 - CONfl Z 

COOII 
' " - Argiui.na (Mg) Nl12 CH - CH 2 C!l2 - Cll 2 -
COtl!! 
' 21 Lisin" (lis) Nlt2 C!! - Cllz C!l2 - coz 
~0\l!l 

22 Histidina (l!i s) Nllz " - C!lz ' ~ CJI 
' ' I!N N 

"c"' 
" 

NH 

" Nll - c - N!l2 

Clll - NHz 

lO 
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A maiori~ destes 20 tipos Jc amino5cidos podem ser 

isolados atravfs da hidrBlisc enzim5tica, ~cida ou bisica de 

protcfn:Js, ;t l(L!Clttc. 

cadeia protcica 

- co ~ Nll - Cll - co ' Nll - C! I - co ' ' T 
' I I ' 

1(1 Rz 
hlJrÕli.sc ácida 

1 
I! C 1 6N, 100°C, 

tias ligações 
c ' 

peptídicas 

li
2

NC:!ICOO!I 
I 
Rl 

formam-se 

11 NCHCOOH 
2 I 

Rz 

2 aminoácidos 

Nll -

16 horas 

/\ hidrÔlisc de proteínas demonstra que essas molécu

las sao constituídas por resíduos Je amino5cidos (ou seja ami

no5cidos menos uma molécula dç água). ligados cntTc si por li 

c 
li 

N 

I 
o I! 

apresentando a fÓrmula geral : 

\ 
co J: 

Uma cadeia proteica tÍpica contem uma sequência parti_ 

cular de 100 a "1000 Tcsíduos de aminoácidos, que compoe sua 

_estrutura pri.mâ~ia A conformação espacial que esta ' sequen-

c1a caractcrfstica confere 5 prote!na determina por exemplo, a 

sua capaciJndc jmuno·t6gica ou cnzimfiticn. 
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Esta conformação tridimensional resulta de interações 

espaciais entre cadeias laterais R, de acordo com a flexibili-

dade, carga c outras propriedades das mesmas. 

Para exemplificar a estrutura primária de uma • prote:: 

na, mostr:J-sc nc1 Figur-a 2.1 a cn:::ima rihonuc1t"asn,cuja callcja 

protcica cont6m 124 rcsfJuos de amino~clJos,tomados entre os 

ns~wls 20 tipos cxpost(tS na T:1bcL1 2.1. 

],ode-se ver na Figura 2.1 ,que n ribonuclease aprese~ 

ta em sua sequ6ncia caracteristica 4 resfduos do aminoácido 

cistina, formados cada um deles por 2 resfduos de cisteína, li 

gados entre Sl por ponteS dissulfÍdicas ( -S- S-). Como entre 

tanto cada um dos resíduos de cisteína está localizado numa 

posição determinada da cadeia, estas ligações dissulfÍdicas 

promovem o dobramento da cadeia e a estabili::ação de sua con 

formaç~o tridimcnsionnl. 

'~···"""'-'"" .. ""''""' 

.. ., .. . .... . 
Figura 2.1- Sequência Resíduos de Aminoácidos da Molécula da 

Ribonuclease {Para as abreviações ver Tabela Z.l)(l) 

São ligações intra-mo1ccu1ares que conferem ã molécula 

sua estrutlJra socund~ria. 
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;\ conformação espacial que é a representação da estru

tura secundiria Je uma cadeia proteica, pode ser observada na 

Figura 2.2, que opresenta a estrutura tridimensional da protei_ 

na quimotripsina, obtida por técnicas cristalo,gráficas, usando 

Raio- X 

c 
c 

l.'.it~ura2.2- Estrntura TriLlimensional da Quimotripsina, com 
o 

resolução de 2 A (l) 

Proteínas podem conter mais de uma cadeia proteica , 

ligadas entre si por pontes dissulf.Ídicas estabelecidas entre 

2 resíduos de cisteína, formando a chamada estrutura ternária. 

Finalmente moléculas de proteína podem formar agrega-
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dos como dímeros , pentâmeros, etc., através de ligações 1n-

tcrmolecular-es entre certos resíduos de aminoácidos, desde que 

não façam parte do sítio ativo da molécula, no caso de wna en-

zima, ou de uma imunoprotefna (anticorpo ou antígeno)~ Esta 

-c a estrutura qtlartcn5ria. 

A maioria dos residuos de amino5cidos que compoem a 

mol6cula protcica,n5o cst~o envolvidos no setl sftio ativo, que 

se constitui de no m5ximo 20 residuos para enzimas específicas 

para substratos polimSricos. 

O papei dos resíduos nao envolvidos no sítio ativo, é 

a determinação da conformação espacial da molécula e especial

mente do formato e orientação dos resíduos que compõem o sítio 

ativo. 

Os resíduos de arninoicidos que constituem o sítio ati 

vo .nao estão necessariamente 1ado a lado ou mesmo próximos uns 

elos outros, na sequência da estrutura primária da proteína. A 

cadeia proteica tem a tend~ncia de dobrar-se sobre si mesma,de 

tal modo que os resíduos hidrofí1icos permaneçam na superfície 

da estrutura globular, a fim de facilitar a solubilidade da mo 

1écula em solvcnté:t aquosos. .E este dobramento especÍfico da 

cadeia proteica que proporciona urna aproximação suficiente de 

determinados resíduos que comporão o sítio ativo, determinando 

a sua especificidade em relação a um substrato (enzima) ou a 

uma outra molécula com atividade imunológica (p.e. anticorpo). 

Os resíduos de aminoácidos hidrofôbicos que compõem 

o interior da estrutura tridimensiona 1 da molécula, também ex e r 

cem importo11tc p~pcl na mantltenç5o desta estrutura, ja que pr~ 

movem ligações intra-molcculares. 
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Z.J .2. As t,uractcrísticas rstrutu-rais Jos ;~1tÍ1.;enos e suas 

Propr íed:uJes ( 2, 3) 

Antígenos sao substâncias químicas externas a um orga-

nismo, qttc quando nele introduzidas, são reconhecidas por c~l~ 

las especiais C'tlcarrc.Qad::ls da manutcnç:ío do or,ganismo como ele 

c. 

Estns substâncias ou células <'stranhas ao organismo 

apresentam cst ruturas novas que cor respondem a determinado tre 

cho ou lugar da molécula, que sensibilizam funJamcntalmente 

dois tipos de cê.l~la : os linfÓcitos B e os linfócitos 'L 

Uma vez sensibilizados ,os linfócitos B se diferenciam 

em plasmôcitos c iniciam urna síntese intensa de anticorpos ca

pazes de reagir especificamente com a parte da mol~cula estra 

nha, chamada de Jetenninante antigênico. Mas para ocorrer es-

sa difercnci ação é necessâTia a coopcraçao do linfócito T ,que 

conforme cvidGncias regula essa produç5o de anticorpos. 

Antfgcnos, em sua grande maioria, são pTot~fnas sim-

plcs ou 1 igadas a 1 ipídcos ou carboj tlrntos. Em número muito 

menor aparecem ul,~uns pol.issacarÍtlL":OS~ 

i\nt:Ígenos sZto portanto, substâncias Jc clevaJo peso 

molecular. embora sejam conhecidas certas subst~ncias de baixo 

peso molecular, que sob certas condições,são capazes de 

zir imunização c produzir reações imunolÓgicas. 

i IH.lU-

Um antígeno ê operacionalmente definido pela aprese!!: 

tação de 2 características fundamentais 

a) lmunogenicidade: é a capacidade de induzir a resposta 

imune, ou seja ,a formaç.ão de anticorpos contra aquele 

antígeno; 
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b) /\ntígcnicidadc : -c a capucidaJc de reagir cspccificamen 

te com os anticorpos produzldos por seu estfmulo 1 ou se 

ja.6 a propriedade que possui a molgcula de antfgeno de 

se adaptar tridimensionalmcnte ~ mol~cula de anticorpo, 

rcagirtdo especificamente. 

Nos estudos iniciais em Imunologia, a maioria dos an-

tígenos estudados eram particulados, tais como bactérias ou cé 

lulas sanguíneas. 

O uso fez com que seja corrente chamar-se de antígeno 

aos próprios microorganismos ou células~ seus produtos metabô-

licos como por exemplo toxinas ou seus extratos. Na verdade 

trata-se de uma impropriedade, já que são misturas complexas de 

antígenos c devem ser chamados mais adequadamente de mosaicos 

antigênicos. 

Nem todas as subst5ncias capazes de reug1r com anti-

corpos, demonstrando untigcnicidade,s~o capazes de induzir a 

formação de anticorpos ou seja não s:io imunogênicas. 

v5rios polissacaridcos bacterianos quando purificados 

nao apresentam imunogenicidade, mas <1uando inoculados na forma 

natura 1, associados à bactérias, induzem a formação de grandes 

quantidades de anticorpos, que reagem especificamente com o p~ 

lissacaríJco purificado. A purificação muda a. innmogcnicida

dc do polissacarídco.mas nao sua antigcnicidade. 

Substâncins como esta, que sô induzem resposta 1mtme 

quando conjugadas com outras substâncias são denominadas llapt~ 

nos. 

Funcionam como haptenos nao só substâncias tão com

plexas, mas tambêm vã rias subst~mcias de baixo peso molecular 
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e de estrutura muito simp.les, conjugadas qllinücamente a proteí 

nas. 

Anticorpos sintetizados como resposta a presenç~ des-

tcs conjugados reag0m nao apenas com o conjugado original (pr~ 

tcfn;Js-hupteJJOl nus t:nnhô"m l'Om con_: tll.'_Jdo.:; do nlc:illlO h:'lptcno cmn 

outras protciit:Js c JnCSJIIO com o ltnptvno isolado. 

l\ Jcrnonstrnç<lo de que iHlticorpos eram formados contr\J 

estruturas quírn.icas pequenas c bem d0finida~;, os haptcnos, ar 

conclusão Jc l!IIC ar1ticorpos contra lllltfgcnos natt1r;1iS tinham 

tamh~m Stla especificidade dirigida contra trechos pequenos e 

simples da mo!êcula do antígeno. !:stcs trechos especiais. com 

os qua1s os anticorpos se combinam são chamados de Determinan-

tcs 1\ntigênlcos., que em proteínas naturais devem conter de 4 a 

6 residuos de amino~cidos apenas, ou seja, compoem diminutas 

frações do volume total da mol~cula. 

Atrav6s de experimentos realizados por 

f i c ou e s tabe lcci do que o tamanho máximo do sítio de combinação 
o 

do anticorpo ("caviUadc") é de 7xl4x34 A, que c o tamanho aprQ_ 

ximado do dercnnín:lntc contendo 5 ou {) l'CsÍduos. 

!Jm antí~~eno protcico pode ter sua c.onfiitUTação esp:J-

c:ial representada por uma hélice enroJadu sobre si mesma, man 

·tida rlxa lltr:lv6s 1lc pontes de hidrog~nio, ponteS dissulffdi

CUS e ligações i6nicas estabelecidas entre os res!duos de ami 

no5cido,quc formam sua estrutura prim5ria. 

As porções da macromolêcula que usualmente funcionam 

como determinantes antigénicos,são aquelas que se projetam p~ 

ra o exterior do corpo central da estrutura globular tridimen-
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sion;tl, tais como resÍduos terminais. àngulos ou quinus, que 

mais facilmente podem ser atíng:i'das pelos linfócitos B e T,com 

os quais vao se interrelacionar. 

Os restos de amtnoicidos q11c ficam na parte interior 

do emaranhado helicoidal dobrado sobre si mesmo (estrutura se 

cundária), que constitui a molécula de antígeno. não poderão pa_r~ 

tjcipar de determinantes antig~nicos.pois nfio ser5o accssfveis. 

Portanto, as propriedndcs de imunogenicidadc e antigeni

cidadc de proteínas naturais Jcpondcm muito mais da conf.igur.5: 

ção espacial fixa assumida pela mol6cula, do que da sequ~ncia 

de amino5cidos que a compõe. 

A importincia da configuração espacial fica demonstra 

da,pelo fato de que a molécula de antígeno não reage mais com 

o anticorpo cuja produção induziu, quando ela ê denaturada por 

calor ou reagentes qufmicos, ocorrendo o desenrolamento da ca 

deia da proteina. 

A configuração espacial do antfgeno determina também 

a maior ou menor acessibilidade do determinante antigênico ,ta~ 

to para induzir a sintese de anticorpos, como para reagir pos

teriormente com eles. 

J?: também aceit_o que o aumento do peso molecular da 

molécula de antígeno, que apresenta entiio uma estrutura tridi

mensional mais complexa, favoreça a ocorr~ncia de maior numero 

de determinantes antig~nicos e portanto, aumente a sua imunog~ 

nicidade. 
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Anticorpos sno protcfnas solGvcis encontrados no soro 

s;Jn,l;uínco de animais, :.:;intctí::Jd:l~'> ;>parti!' tl0 t.."'stlmulo da pr~ 

SCTl'" .. <l •In lllll o t 'c o o Clt' 1 J. · ", ~.... _ "n g)p n )..,< n smo. 

A produçio de anticorpos.qtJC t6m a propriedade de re~ 

gir cspccific~mente com os antígenos neutrnli:ando-os, 6 real! 

zacl:J ror cé.ltdas san.guÍncas chamadas 1infócitos R (linfócitos 

imunocoJrtpctcntcs), que após n idcntificaç5o Jo antigeno se di-

fcrenciam em pl.iismocitos c iniciam a síntese. Entretanto, p~ 

ra <ttJC :1 iJcntificaç~o c sfntcse ocorram, 6 nccess5ria a coop~ 

rt1çao dos J ir1f6cltos ·1·. 

A scparaç5o Jas protcfnas do soro sangufneo por ele-

troforcse (mobilidade em campo elétrico) resulta em 5 frações 

principais: a albumina (A) e as globulinas designadas por a 1 • 

~ 2 , S e ·y • 

Quando se faz um estudo eletroforêtico de um soro com 

alta concentração de anticorpos (soro hiperimune) verifica-se 

um elevado p-ico de gamaglobulina (\'), que é a proteína 

mais lenta, por ser a menos carregada eletricamente. Reagindo-

-se este so-ro com o antÍgeno que estimulou n produção destes 

anticorpos, separando-se o precipitado formado: ant!geno-anti 

corpo (Ag-Ac) c reali=aJldo-sc uma nova clctroforese, verifica

-se um pico normal para a gamaglobulina (Figura 2,3}. 

Mostra-se desta maneira que os anticorpos sio mol~cu 

las da família das gamaglobulinas. As gamaglobulinas apresen-

tam entretanto diferenças entre si, tendo ainda sido identifi 
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cadas du;Js outras globuli.nas distintas das gamaglobulinas, que 

também cxJhcm at.ivid;tde de anticorpo. 

Antes d:t reuçao co1n :1ntigcno 

especifico 

DCJlois da reaçno 

Figura 2. :i. Scp;tril(;i!o de Proteínas dC' um Soro !li per imune por 

clctro[oresc(:S) 

J{calizattdo-se il sc(liJilCntaçãzl JlOr tlltraccntrj.fugação 

Jc anticorpos purificados.verifica-sc 'lue certos anticorpos s~ 

dimcntam-sc rapidamente, apresentando peso molecular aproxima-

do de 900000 c constante de sedimentação de 19 Svedberg e ou 

tros anticorpos exibem peso molecular aproximado de 160000 e 

constante de sedimentação de 7 Svedbcrg. 

O anti corpo poUe então ser caracter:i zado pela sua mohi 

lidade em campo elétrico e sua constante de sedüaentação, além 

das suas propriedades imunol6gicas especificas,como a neutrali 

zação de toxinas ou aglt!tinação de hcm5cias. 

A Organização Mundial da Sa6de (OMS],adotou a design! 

ção gen6rica de imunoglobulinas,para todas as classes de pro-

teína que apresentem ;:ttividade de anticorpo ou tenham ;1 mcsm<} 

estrutura b:-Íslca tla molécula de anticorpo. As cinco classes de 

imunoglobtilinas llumanas.conllccidas ;1t6 hoje são denominadas: 

lgG, IgJ\, InM, [gD c IgE. 



t:m virtude da lgG ser a imunoglohtllina de maior con-

centração no soro sangu!neo, portanto mais f5cil de ser obtida. 

foi ;t prime i r:1 :1 ter Sll:l l'~1' t'llÍ"lll':l \'Stlld:tcl:i. 

PoTter c !:ldcm;.~.n(::: ,::;) cn t r c 1959 c 19G1, 1·cali-

zaram pesquisas b5sicas que conduziram a um modelo da mol~cula 

Je IgG que hoje é admitido como a unidade estrutural básica de 

todas as classes de imunoglobulinas (Figura 2.4) 
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a) 2 suhunidadcs chamadas çadci'as. pesadas- fl (do ;inglês heavy) 

co1n peso molcctJl;Jr variando cntr0 SUOUO c 75000, dcpen,Iendo 

da cl:1ssc 11 ttt•c !lcrtcnce o arltl'cr.>l"l'''· 's c·lc 1··-n~ ol- u.S pesadas 

s5o unida~~ l..':ovalcntcmcntc, 110r pr;lll"S IJ·s· !f'•· re-. -~ t .• stl 1u1cas na 

h) 2 Stlhunidadcs charn:Hlas cadeias leves- L (do inglês light) 

com peso n1olccular em torno de 25000. Citda cadeia leve . 
e 

tlnida a cada uma das cadeias pesadas, por sua extremidade 

C- tcnninal, através de uma ponte sulfÍdica, estabelecidaen 

tre u1n resto cistefnico da cadeia leve c outro da cadeia p~ 

sada. 

/\s cinço cla~;scs de imunoglobullnas humanas Dté agora 

conhecidas di Cercm-se, entre SI na sequênL'Í~l -de aminoiicidos da 

cndeia pesada, scnJo as cadeias leves iguais para todas, embo-

ra haja Z tipos de cadeia leve, com diferentes scqu~ncias de 

aminoácidos: K e \. 

i\s 
\1 

cadciãs pesadas especificas para cada classse sao 

dcsignandas pelas letras gregas: a, y, w, 8 e E e denominam 

as imunoglobulinas: lgl\, lgC, IgM, IgD e JgE. 

Cada uma das cadeias, leve ou pesada, possui uma por-

çao aminoterminal (-NH 7 ) e a oposta ê carboxiterminal (-COOH). 
" 

c:a,Ja molécula de anticorpo possui 2 sitias de combina 

ção __t:.SP_~.:_J:._[J:c<?s para o determinante antigêni.co que induziu a 

sua sintcs0. Os sftios combinat6rios se loc:Ilizam nas porções 

-N!! 2 -termina.i::; tbs cadeias leve c pesada e por isso a 
. 

scquen-

cia de amino5cidos destas porções e:.C: aJ tamente variável e esp~ 

cífica para cada antfgeno. 

A região das cadeias pesadas chamada região das dobra 



diças & altamente rica em prolina e por 1sso muito flexfvel, 

permitindo que os 2 sítios combinatórios afastem-se um do outro 

para poderem ligar-se a determinantes distantes na mesma molé-

cuia antig~nica ou em diferentes mo16culas, como se pode ver 

na Figura 2.5. 

A • ' 
Figura 2.5- Plexibilidadc da região das dobradiças( 31. IgG li 

vre, com s!tios combinat6rios pr6ximos (A). IgG 

combinada com determinantes afastados (B) e com 

m5ximo afastamento, 180°(C) 

2.1.3.2. C~racterísticas e Propriedade~~~-pais das Imuno

rrlobulinas Humanas (Z ' 3) •> 

2.1.3.2.1. Imunoglobulina G (IgG) 

A IgG 6 constituída de 1328 rnol~culas de aminoicidos, 

cada cadeia pesada- H ,contendo 446 resíduos de aminoácidos e 

cada cadeia leve -L, 214. 

t a imunoglobulina que ocorre em maior concentração 

no soro humano (1240 ! 270 mg/100 ml,em condições normais). ~ 

o único anticorpo humano que at.ravcssa a placenta. Atua na for 

ma monomérica, isto é, não forml1 aglomerados c seu peso molecu 

lar é de 160000. 

Existem 4~subclasses de IgG humana, denominadas IgGl, 

IgGZ, IgG3 e IgG4 que correspondem a 70%, 16\, 10\ e 4% do to-



taJ.respcctivaJnent", 
111 

As suhclasses diferenciam-se pelo numero 

de pontes dissulffdicas (-S-S-) entre as cadeias pesadas exts-

tentes na região da dobradiça: 2 para IgGl e lgG4, 4 para IgGZ 

e 5 pura IgG3, por certas propriedades e pequenas variações de 

sequ~ncia de amino5cidos entre as 4 subclasses. 

J\o microscópico eletrônico as molêculas de IgG se apr~ 
o 

sentam coJJto cilindros de 250 a 270 A Je comprimento,por 35 a 

40 X de eixo mcnor( 4). 

/1.. composiçiio em amino~Íl:idos da lgG humana pode ser 

observada na Tabela 2.2. 

Tabela 2.2- Composição da IgG humana( 4) 

-
aminoácido g aminoácido aminoácico g ami noâcido 

lOOg proteína 100g -
Alanina l 

prote1na 

Lisina 7,06 3,29 

Histidina 2,44 Vali na 7,92 

Argirdna 4,02 Metioninn 0,93 

i\cido Aspartíco 7' 77 Isoleucina 2 '16 

Tcon.ina 7,04 Lcuc i n~1 7,40 

Ser i na 9 '13 Tirosina 5,76 

_~-'te ido Glutâmico 11 '18 Fenilalanina 4,07 

Prol i na 6,40 Cisteína 2 , o 7 

Clicin~l 3,37 Triptofano 2,63 

Carboidrato 2, 8 'I 



25 

2.1.3.2.2, ~-uuoglo~ulln~t A (,lgi\) 

No soro e secrcçoes ex6crínas (saliva, ligrima, flui-

elo nasal, etc.} a tgA existe na forma monomérica. apresentando 

poso molccul:!r uo rctlor 1lo 160000. PoJe no entanto formar po 

1 Ímcros l:om 2, 3 ou 4 moléculas ligadas entre sí por uma ca-

de ia peptídíca de peso molecular 15000 , chamada peça J (Junction 

Piece), tendo portanto os dímeros peso molecular de 360000 c 

constantes Jc sedimentação variando Jc 9 a 13 S Svcdberg. 

A lgA est5 presente no fluiJo que reveste todas as mu 

cosns Jos tr;ltos rcspir:tt6rio, gastrcJ-ent~rico e urin5rio c du 

rante a infecção destas mucosas verifica-se um grande aumento 

do teor Jcstc ant-icorpo nos fluidos que irrigam esta área e poE_ 

tanto também no sangue. 

J:xistem 2 subclosses de IgA, lgAl c IgA2, nas propor-

çocs de 80 c 20~ no soro e 50 e 50% nas secreçoes. A IgAl 

tem õ pon t(;!S -s-s- cn t r c' as cadeias leves e pesadas (1 

entre as pesadas c 1 entre a cadeia pesada e cada uma das le-

ves) e a IgAZ apresenta apenas 2 pontes su.lfÍdícas (1 entre as 

duas cadeias pesadas e 1 entre as duas cadeias leves. As ca-

dcias lcvus e pesadas .se mantém unidas apenas por forças hi-

drofób i c as) . 

2. 1. 3. 2. 3. I munog I obu 1 i na M ( l {.J,M) 
----------~----~ 

rr encontrada principalmente na forma de pentâmero,com 

peso molecular 90~00 e constante de sedimentação de 19 S~ São 

cinco unidades monoméricas de peso molecular 180000 reunidas 

pelas 2 porções carboxi-terminais das cadeias pesadas que 
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Cicam e~paçadas entre si' c lig;;•das pcL-t peça J fornt<ll1llo um di:;; 

co central (_Figura 2.6). 

Sua vai(·ncia é dada pelo nÚnH.'ro de sÍtios de combina

çao que podem combinar-se com determinantes antig~nicos, que 

normalmente é S, j 5_ que quando um dos 2 sítios XH~- termin<1:i s de 

e<Jcla molécula de IgN, se combina com uma r<:H.:romolécula de an 

tfgeno ,o outro fica i1npcdido estcricamente, resultando na pe~ 

tavaJêncin. 

Ap6s a infccç5o prim~ria com v1rus de rub~ola, a qua~ 

tid<JdC de anticorpo Ig!-1 uument.a r~1piJamc-nte, atinge o pico du-

rantc n S0gtJnJn SCtll:tna C tlll\Jlt~ID-SC' ~S VC'3C'S J~tcct5vc1 por p~ 

ríodos de :•tê 5 senwnas. 

1101' CilllS;I l!O il!lUI'CCinlCHtO tJ"illlSiCJltC J:t lg~! C SU3 3U

s~nci3 cn1 casos de rccxposição, a dctccç3o de IgM 6 de grande 

ajuda no diagnÕst-co de infecção primária de rubéola e subse

quente acompanhamento Jo paciente. 

Figt1ra 2.6 - Representação planar do pent5mero JgM( 3) 
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llxiste cnt pequenas qtsantidatles no soro de indivfduos 

norma1s: :.; mg/100 ml, :-;cndo difícil de se detectar. As cadeias 

li da lgD t6m peso molecular 70000 e sao ligadas entre si ape
~ 

nas por 1 ponte dissulf{dica. Tem peso molecular de 185000. 

2.1.3.2.5. lmunoglobulina E (IgE) 

Sua concentração em soros not·mais e tnfima. por6m em 

pacientes com docn(;as alérgicas, dermatites c quaJros correia 

tos, apresenta níveis de-l.S wg/ml. Tem JlCSO molecular 185000, 

por causa das cadeias I! lt:) po::-:suircm um peso molecularJc 70000 

u n~o de SOOOO como a lgi\ c a lgC, devido a existência de uma 

a . - l - . 4 rcg1ao ou (Oil\lnlo (Cil 4 - constante) que nfio existe na lgG , 

além de alto teor de carboidrato. 

2 l 4 - A ' A . (2,3) ... A lnteraçao nt1_gcno- -nt1co~_q__~ 

A peculiaridade que caracteriza este tipo de interação 

-e a especificidade. 

1\s células imunocompctentcs sintetizam o anticorpo sob 

influ~ncia de caracterfsticas estruturais do antígeno, ou seja, 

a scqu6ncia de :lmino5ciJos Jo sitio Jc combinaç5o do anticorpo 

tem a configuração espacial mais adequada, de modo a compleme.!:_ 

tnr a configurnçfio Jo grupo detcrminattte Jo antigeno. 

Por isso.a capacidade discriminadora do anticorpo -e 

comparáv-el à das enzimas~ A simples mudança de um átomo de hi 

drogênio ou de uma hídroxila na molécula antigênica pode afetar 
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profunJnmcntc ~ sun capacidade Jc interagir com anticorpos sin 

tetizados sob setl estimulo. 

Esta discriminação € explicada pelo fato de que a in 

teração antígeno-anticorpo se di por forças intermoleculares 

não-covalcntes, que s6 5 dist5ncias inferiores a 5 ~ se exer-

cem eficazmente. 

Assim a pcTfeição do encaixe depende da complementaríe 

dade espacial de suas estruturas. Quanto maior ela for, maior 

& a 5rea de contato e maior ~ a afinidade da combinação. 

Entretanto, quando anticorpos são siJttetizados pela 

população Jas c61ulas i!nunocompctentes, ainda que em resposta 

:1 um Gnico determinante, pequenas diferenças entre as mol~cu-

las de anticorpos ocorrem, pois cada c~lula responde de modo 

peculiar ao estimulo recebido. Disto resultam propriedades 1! 

geiramcntc diferentes entre os anticorpos sintetizados, espe-

cialmente no que se refere -a afinidade para com o grupo de 

terminante do antígeno. 

Portanto, quando se fala de uma propriedade do anti

corpo em relação a um determinante específico. fala-se da pr~ 

priedade m5dia das populações de anticorpos. 

Considerando-se que os antígenos naturais sao consti 

tuídos por diferentes determinantes, a variabilidade de compor

tamento d~mol~culas de anticorpos especificas para estes antf 

genos,poder5 ser significativa. 

Além de reagir com antígenos que induziram a sua for-

mação, os anticorpos que têm pouca afinidade também reagem com 

outros antígenos estruturalmente semelhantes, ainda que com pe 

quena intensidade. Estas reações são denominadas Reações Cru-
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zaJas c normQlmcntc interferem em testes sorol6gicos para iden 

-tificução de certos ant1gcnos ou anticorpos. 

O antigcno original que inJuz a formação de determina 

do anticorpo 6 chan\aJo hom6logo e os antfgenos de reaçoes cru-

zudos s5o cl1amodos l1ctcr6logos. 

Pode-se exemplificar o fenômeno da Reação Cruzada atr~ 

vês de uma fechadura com muitas reentrâncias e saliências re-

presentancto o anticorpo, que so abre com uma determinada cha 

ve: o antigeno, e uma fechadura com pequena especificidade (p~ 

quena afinidade) que pode-se abrir com virias chaves (Figura 

2 • 7) • 

I 

:n:: 

DETERMINANTE$ 
ANTlGÊN!COS 

Figura 2.7- Esquema representando 

a especificidade da mol6cula de a~ 

ticorpo e o fenômeno da Reação Cru 

zada( 3l. 

I - Fechadura (anticorpo) com va-

rios pontos de ligação A. B, c. 

D e E. 

II- Fechadura com pequena especifi 

cidade. Abre com várias chaves, 

bastando que a chave apresente 

o grupamento G. (Reação Cruza-

da) • 
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As forças que atuam nn interação nntfgcno - Dilticorpo 

suo de natureza fisica, não havendo ligação covalente,mas ape

nas adsorção. Embora as forças sejam fracas, proporcionam em 

conjunto, complexos relativamente cst5veis. 

As cadeias laterais das mol6culas de anticorpo e anti 

geno quando em meio aquoso, tendem-se a se aproximar por for

ças hidrofÓbicas provocando colisões. 

Após a aproximação das moléculas, começam a atuar for 

ças coulÔmbicas entre grupos ionizados + ou -coa das 

cadeias laterais das moléculas de antígeno e anticorpo. À me 

dida que se aproximam as moléculas, outros grupos mais fvaca

mente ionizados também começam a agir. As forças coulômbicas 

sao proporcionais ao quadrado da distância. 

Essa maior aproximação possibilita a formação de gra~ 

de número de pontes de hidrogênio ,entre as ligações peptídicas. 
o 

A uma aproximação da ordem de 5 A começam a atuar as 

chamadas Forças de Van de Waals, resultantes da atraç~o do nu 

cleo de um âtomo sobre os elétrons de outro átomo. 

2~2. Revisão dos Testes Sorol6gicos Cl5ssicos Utilizados para 

a Identificação e Quantificação de AntÍt1enos 

( 2 • 3 J pos 

e Anticor-

Testes laboratoriais para identificação e quantifica

çao de antígenos, anticorpos ou de seus componentes presentes 

no soro sanguíneo são de importância fundamental. j-untamente 

com o diagn6stico clínico, para o diagn6stico final e seguro 

de inúmeras doenç~s causadas por bactérias. parasitas, v:Írus e 

outras causas, sendo muitas vezes o Único meio de diagnóstico. 
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Estes testes soroJ6gicos servem nao apenas como suporte para 

diagnóstico, como também para triagem de doadores de sangue e 

estudos epidemol6gicos. 

Os teste~ sorol6gicos de rotina em laboratórios, se 

baseiam na reação específica que ocorre entre o antfgeno de de 

terminada doença c o seu anticorpo especÍfico, cuja presença no 

soro sanguíneo em determinados níveis.5 indicada pela positiv! 

dadc ou negatividade do teste. 

Nos Testes Soro16gicos C15ssicos a visualização desta 

interação antigeno-anticorpo se di atrav6s da aglutinação de 

, I ' celulas portadoras lC ant1gcnos superficiais por anticorpos es 

pecJí1cos (!lemagJutinuçi:io), por anticorpos murcados com subs

t5ncias fluorescentes (Imunofluorcsc~ncia), por anticorpos fi 

xadores de complemento (Reação de Fixação de Complemento) e ou 

tros. 

A intensidade das reaçoes sorológicas é geralmente ava 

liada pelo "Título'', ou seja, pela diluição do soro em que se 

observa determinado efeito,sob certas condições experimentais. 

Pnr ext'mpln, an;J\isando-se Wll snro, (~m vilria:.:; dilui-

se a çocs, quanto 5 sua capacidade de produzir aglutinação, 

aglutinaç5o ocorrer at6 a diluição de 1:640 (1 parte de soro e 

640 partes de diluente), diz-se que o soro possui título de 640. 

Ao se comparar tftulos de v5rios soros deve-se faz~

-lo usando a mesma técnica de dosagem, os mesmos reagentes, i~ 

cluindo reagentes de referência (soros, antígenos, etc.) padr2, 

nizados. 
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2.2.1. Teste Sorol6gico de Hcmaglutinação Passiva 

A aglutinação é a formação de agregados de células 

(hemácias) ou partículas inertes (coloÍdes, bentonita. latex). 

na superfície das quais est~o fixadas mol~culas de antfgeno n! 

turais (aglutinaç5o direta ou nuturul) ou artificialnleilte 1n-

traduzidos (aglutinação indireta ou passiva). Os agregados sao 

formados por pontes moleculares de anticorpos específicos pre-

sentes no soro. Cada anticorpo se combina cont Juas mol6culas 

de antigcilO situadas e1n c6lulas ou partfcuJas diferentes (Fi-

gura 2.8). 

Figura 2.8 - Aglutinação de células por anticorpos dirigidos 

contra determina.ntes da superfície celular( 3) 

Quando se utiliza hemácias (glóbulos vermelhos ou en-

- f. - - [' . d trocitos) para .:1xar ant1genos a super.-lCle, tornan o-as agl~ 

tinãveis em presença de anticorpos específicos, di-se o nome 

de Hemaglutinação Passiva. 

As hemácias mais utilizadas sao as de carneio e as hu 
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manas, nas quais pode-se ligar antígenos covalentemente ou na~ 

com boa reprodutividatle. Além disso,podem ser armazenadas por 

longos pcrfoJos ap6s a fixação do antfgeno. 

A t6cnica da hcmaglutinação passiva e realizada pr1n-

cipalmentc em placas de poliestireno com cavidades ou poços de 

pequeno volume (100 i-11), nos quais se coloca uma série de di-

luições sucessivas do soro a testar e uma dose sempre constan 

te de suspensão de hemácias, ou seja, do antfgcno nelas fixado 

(Figura 2 .9). Incuba-se à temperatura e tempo de reação ade-

quados e faz-se a leitura. 

"' o 
a: 
o 
"' 

Figura 2.9 - Hemaglutinação em Placas de r>iicrotitulaçãoC2) 

Nas cavidades onde não hâ hemaglutinação, as hemácias 

sedimentam-se no fundo c nu que 1 :1s em que o anti corpo presente 

foi: sufíctcntc, as hemácias se aglutinam formando um revesti-

menta da cavidade, (Figura 2.10). 
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Figura 2.10 -Reação positiva (A) e Reaçio negativa (B) de He

maglutinação. em uma placa de microtitulação( 3l. 

De acordo com o aspecto do sedimento, o resultado -e 

interpretado: (-) para reações negativas quando se forma um bo 

t~o de hem5cias no fundo da cavidade. (+4) para reaçoes alta

mente positivas.quando quase toda cavidade é revestida por um 

tapete de hemácias aglutinadas e (+3), (+2) e (+1) para aspe~ 

tos intermediários. 

A hemaglutinação apresenta alta sensibilidade, conse 

guindo detectar quantidades de anticorpo da ordem de 0,03 ~g~ 

grande rapidez de leitura.mas tem como inconveniente uma gra!!_ 

de subjetividade de leitura do resultado, que confere-lhe uma 

precisao infeTior a 50%, impedindo que seja quantitativa. 

f! aplicada entretanto a muitos ant.Ígenos solúveis. 

proteicos, polissacaridbos, bacterianos. viriais e outros. 
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2.2.2. ·reste SorolÓ~ico de lmunofluorcsc~ncia 
~----~----------"'-~-------------"-··-·--· 

A rcaçuo Antfgcno-Anticorpo pode tornar-se visível no 

ndcroscóp_io, quando uma destas moléculas está marcadJ.com subs-

tâncias chamada~ fluorocromos, que têm a c1pac.idaJc de absor-

ver energia lumjnosa, armazen5-la por um curto espaço de tempo 

(10-
9 

a 10-
7 

segundos) e em seguida cmitÍ-la sob a forma de uma 

radiação de comprimento de onda maior. Os flurocromos mais usa 

dos são a fluorcscefna c a lisamina-rodamina B. 

A fluorescência,que é propriedade destas moléculas, ê 

devida ll absorção da energia dos fótons de uma luz emitida na 

região do espectro de absorção destas substancias, poreletrons 

de órbitas 11crif6ricas que passam a oct1par órbitas de energia 

ainda maior, levando a mol6cula a um estado de excitabilidade 

lle duraç5o extrcma1ncnto curta. Os e16trons voltam então 5s or 

bitas anteriores,atravês da emissão de radiações luminosas de 

maior comprimento ~e onda observãveis ao microsc6pio, desde 

que se utilize filtros para barrar emissões de menor comprimen 

to de onda. 

Na preparaçao dos conjugados: anticorpo- ou antígeno• 

-fluorocromo sao utilizados isotiocianatos,que se ligam facil 

mente ãs proteinas atrav6s do grupo amino 

ra Z.ll) . !lO FLUORESCE!NA 

-NH 2,da lisina 

ISCTr!OCIA-
1NliTO 

(Fígu-

N - C ~ N - PROTE!NA 
11 1 I 
S i H 

Figura 2.11 -Conjugado Proteína-isotiocianato de fluoresceí

na ( 31 
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A t6cnica da imunofluoresc~ncia indireta ou de dupla 

camada 6 mais usada. Sobre antígeno fixado ã lâminas se colo

cu soro a v5rias diluições. 

Após a formação do complexo Antígeno-Antic.orpo. lava

-se a l~mina para retirada Je protcfnus n5o reagidas e trata-

-se a lâmina com uma solução de anticorpo marcado (anti-imunogl~ 

bul:i.na produzida em animais , marcada com o fluorocromo), que 

5 específico ao anticorpo do complexo Antfgeno-Anticorpo forma 

do e 1~-se o resultado ao microsc5pio (Figura 2.12). 

Figura 2.12 - lmunofluorescência indireta ou de 

Ja ( 2) 

dupla cama-

Existe a subjetividade de interpretação do resultado ,, 
da reação ao microscópio, mas fazendo-se diluições sucessivas 

do soro. a t~cnica pode ser semi-quantitativa. 

Usa-se esta técnica na pesquisa de anticorpos para 

diagn6stico de Toxoplasmose, Sffilis. Esquistossomose, Leptos

pirose, Doença de Chagas, etc. 

Com esta t6cnica diferentes tipos de anticorpos do so 

ro podem ser pcsquisaJos, pois a c:.:;pcciflci<lade do conjugado 

fluorescente é dirigida ao anticorpo. Usando-se anticorpos 

fluorescentes específicos para cada classe de inumoglobulina: 

IgG, IgA, IgM. IgD ou IgE, pode-se identificar a classe de an-



ti corpo que se ligou ao antígeno. Em determinadas fases de uma 

infecção,esta informação pode ser importante como na Rubeólaou 

Toxop1asrnose. 

SZio dcnomin<.~tlas t:omo Complemento onze proteínas do so 

ro sanguíneo, que após a formação de um complexo Antígeno-Ant_i:. 

corpo, podem se fixar ao anticorpo. 

Se microorganismos celulares invadem um organ1smo 1mu 

ne, antígenos superficiais das c~lulas são reconhecidos pelos 

anticorpos presentes, havendo a formação do complexo antigeno

anticorpo. A fixaç<lo de um complemento ao anticorpo Uo comple 

xo causa a les~o celular Jcstes nticroorganisn!os invasores. 

Somente os anticorpos ltumanos IgM, lgGl e [gG3 sao 

bo11S fixadores de complemento, mas toJos antfgenos podem for

ntar com estes anticorpos, complexos Antigcno-Anticorpo fixado 

I"CS Jc CO!IljllCJilCJltO. 

As hcmâcias 011 critrócitos quando sofrem lesão celular 

(hemÕI.ise) 1 iber~n hemoglobina. Pode-se medir facilmente a 

intensidade desta hem6lise atrav~s da medida da 

l.íberada,em um espectrofotômetro. 

hemoglobina 

Por essa facilidade com que se pode quantificar a ex-

tensão da hcm6lise, o sistema Hem5cia-Anticorpo ~ o sistema 

revelador padr~o das reações de FixtlÇ5o de Complemento. 

Antfgcnos podem ser ficil c reprodutivclmente ligados 

artificial!llcntc b hcm5cias. O cont~1to destas hem5cias com an

ticorpos específicos para estes a.nt.Ígcnos, em presença de com 

plemento, determina a formação do complexo Antígeno-Anticorpo, 
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u fixaç~o do coulplelnCltto c a l1cm6lisc Jus hen1ficias. 

l1ara se evitilT esta etapa de conjugação artificial de 

:1uCÍgcnos ?i hcmá~ias, pode ~er usado como sistema rcvclaJor ou 

indicador-padr~o da reação Je fixuçilo Jc complemento, hemicios 

Jc carneiro conjugadas a um anticorpo denominado hemolisina 

que 5 sintetizado em coelhos,pelo estimulo de componentes da 

superfície da hemácia de carneiro (Anticorpo Anti-hemácia). 

Deste modo o sistema contendo cinco componentes: ant.f 

geno, anticorpo, complemento. hemácia e hemalisina, permite 

quantificar anticorpos ou antígenos presentes no soro, quando 

se tem perfeitamente padronizados os demais elementos. 

Quando se deseja conhecer a concentração de determina 

do anticorpo de um soro (teste quantitativo), faz-se uma dilui 

~:ão CJll série dc~~te soro (a próxima sempre o dobro d~ Última) 

c adiciona-se a cada Jiluição uma quantidade fixa do -unt1geno 

correspondente c uma quantidade conhecida e fixa de complemen

to. Paz-se a incubaç~o por 2 horas ;1 4°C, para a formaç5o do 

complexo Antigcno-Anticorpo-Complemento. 

Adiciona-se então a cada diluição do soro uma quanti_ 

dade do sistema indicador hemicia-hemolisina. Incuba-se a 37°C 

por 15 a 30 minutos. 

o complemento que nao foi fixado pelo complexo An 

tfgeno-Anticorpo formado, se fixar5 ao sistema ind icaJor 

provocanJo ;1 lise das 1Jcm5cias c a liberaç5o Jc hcmoglob! 

na (Figura 2.13). 
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Fi);tlr:J 2.l:'i - Reru.;:?io de Fix~uJio do Complemento (3) 

/\pÓs a centrifugação da suspensao faz-se a leitura de 

absnrvUnciu em espcctrofotômctro a 540 nm, das soluções sobre 

nadantcs 

.f\ absarvância lida estará relacionada através de uma 

curva-padrão ~ porcentagem de hem61ise. Normalmente o valor 

do titulo do soro sera dado pela diluição que provocar 50\ de 

hern61isc, mas varia de acordo com o sistema antigeno-anticorpo 

testado c a interpretação clínica. 

AttiUllllOntc o soro-Jiagn6stico da sífilis e outras in-

fecções como Doença de Chagas, numerosas viroses com Influenza,. 

Caxumba, Poliomielite, Rubeóla, etc, tCm sido realizadoporrea 

ções de fixação de complemento. 

A desvantagem deste teste soro lógico reside na rigoro-
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s:t jlndt·oilizaç5o dos VUJ"tos rc:JgClltcs l1iol6gicos usados, inclu-

se de ;mtígcnos, que têm processos J(.~ purificação muito difí 

cc.is. 

2.3. Testes Sorol6ricos N:lo-Convcncionais 
-·-~- o> 

Quantitativa de 1\nticornos (' ;\ntfgenos 
·--··~-~--------------"=-----··~·----'"·------

Os testes sorol6gicos não-convencionais realizados ji 

em rotinas de laboratõrios, que foram desenvolvidos mais recen 

temente, apresentado uma alta sensibilidade em relação ã. quan

tificação da proteína de interesse num soro (antígeno ou anti 

corpo), n5o sul1jctividadc na leitura dos resultados e possibi-

1 idnJc de ;JutoJn;Jção s5o o RaJiointunocnsaio CO!ll lmunosorvcntc 

(S ' 6 Jc o Teste lmunocnziuüit:ico ELiSA(/ 8 9) 

llma descrição detalhada de cada uma das técnicas serâ 

feita a seguir: 

2.3.1. Radioimunoensaio(S): 

Historicamente, anticorpos e ant{genos marcados com 

iodo radiativo, foram primeiramente utilizados no estudo de 

rcaçoes antigcno-anticorpo em 1950, por Pressman e l~iscn(lO). 

Rcrson e Yalow(ll) en1 1958 foram os primeiros acha-

tnar o ;ttcnç5o para :1 expressiva sensibilidade na dctcrminaçio 

de antígenos. que podia ser obtii.la a partir da competiç5o para 

formação do complexo antígeno-anticorpo, que se estabelece en-

tre antigcnos n5o-marcados c antigcnos marcados com is6topo ra 

diativo, quando ulna mistura deles é colocada em contato com an 

ticorpos específicos~ 



llcv_ido a anti corpos ou antígenos marcados com isótopos 

radio:1ti1·ospodcrcm ser detectadas em qoantldaJcs muito 

nas .da ordem de piçograuws por mililitro. a.s reações 

pcque

sorolÔ-

gicas que os utilizam são muito sensfveis. Por isso o Radio 

imunocnsaio c~ utili:ado atualmcntc p:tr:t dosagem lic hormõnioscm 

geral e de imunoglobulinas que existem em baixos níveis no so-

r o , como a 1 gE. 

Como principais marcadores sao usados os iodos radica 

tivos: 
125

1, com meia-vida de 57,5 dias e 131 1, com meia-vida 

Je 8 dias, pela facilidade de n1arcaçao e pelo restrito metabo 

1 ismo do _iollo. 

Port(tnto, o principio b5sico do Rndioimunoensaio est5 

assentado na competiçilo entre ~~ proteína marcada (antígeno ou 

anticorpo) c n mcsnw proteína, não marcada, n~1 formação Jc um 

complexo antígeno~<l-nticorpo e a posterior medida de sua radio

atividade. 

Quanto mais antigeno original f adicionado a um siste 

ma contendo anticorpos e antígeno marcado em quantidade cons

tante, um maior número ele sítios de combinação dos anticorpos 

reagirá com o antígeno não-marcado. formando o complexo antíg~ 

no-anticorpo, cuja radioatividade medida ap5s a separaçao dos 

elementos que não Tcagiram será cada vez menor, embora maior 

quantidaJc de complexo possa ser fonnadn. 

Existe uma rcl:1ção Jc reciprocidade entre a quantida~ 

de de protc:ln:-~ nilo-marcada adicionada a um s.i stema e a quanti-

Jade de radioatividade medida no compldxo formado. 

,Jâ que uma série de quantidades conhecidas de prote! 

na não-marcada, podem ser adicionadas a um sistema contendo an 
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ticorpos e prot~fn:1 lii:lrc:ld:a, J10dc-sc construit· t1ma curva pu-

dr5o que rclucion:1 C~lda qtlUntidude p;tdrão presente de proteína 
' ~ 

n5o-marcud:t,ar:tdioatividadc medida do complexo formado. 

A J=iguru 2.14 rcl:tcionu qt•nntidadcs-pudr5o de antíg~ 

que é medid:J no complexo formado,cornparando-se com a radioati-

vidadc medida tio complexo formado para uma quantidade de antf 

gcno de rcfcr6ncia tomada como lOOt. 
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ng de antígeno não-marcado adicionadas 

Figura 2.14 - Exemplo de Curva Padrão para Radioimunoensaio(S) 

Como se vê na Figura 2.14, quando se coloca uma quan

tidade padrão de 400 ng de antígeno não-marcado,na solução 1?.! 

drão com anticorpos c antígeno marcado, a competição da prote.f 

na não-marcada pelos sítios de combinação dos anticorpos, re-

sul tou na manutenção Je 60% da radioatividade em comparaçao com 

a referência. Quando 800 ng de antígeno não-marcado (proteína 

"fria") são colocados na mesma solução padrão, ocorre maior 

substituição do antígeno marcado nos anticorpos do complexo for 
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ni;ldo, rosttltanJo em 4üt Ja radioatividade de rcfcr~ncia. 

Ap6s a construção da curva padr5o, para a medida da 

concentraç3.o de antígeno no soro de um paciente, coloca-se uma 

amostra do soro na mesma solução padr~o de anticorpos e antfg~ 

do~:; compO!ICllte:; sep;trn-sc o ,:amplexo formado l' se 1(~ a .sua ra-

dioatividadc. t:aso apcn:1s 40% da radioatividade lida para 

rcfcr6ncla seja obtida, a quantidade Jc antfgeno na amostra 

desconhecida scr5 de 8(10 11g. 

A etapa Jc scp:traç5o do con1plcxo an t Í R C no-anti corpo 

formado,dos componentes que nao rcagirant, principalmente da 

protefn:1 n1arcaJn, para posterior leitura da radioatividade -e 

umi:t etapa mui_to importante. A separação deve ser ripida, sim-

Jllcs, barata c completa para evitar introdução de erros no pr~ 

ccdimento. Para facilitar a scparaçao do complexo formado, 

Widc c Porath(ó) em 1966 introduziram a utilização de imuno-

sorventes,que sao suportes insolfiveis, normalmente polim~ricos, 

onde antigcnos ou anticorpos de interesse podem ser imobiliza-

dos por ligaç5o covalente ou adsorção. Proteínas marcadas e 

nilo-marcadas presentes na solução em teste onde o imunosorven-

te é imerso, competirão pelossítios de combinação da proteína 

do imunosorventc formando o complexo antígeno-anticorpo que fl 
GJri:i imobl tlzado no suporte insolÚvel. Apôs a rcaçao, o 1muno 

sorvcntc 6 facilmente separado, lavado para retirada de resí 

duas e a radioat:ividade pode ser lidn diretamente no imunosor 

vente. 

Wide e Porath(
6

). na determinação quantitativa de anti_ 

- d 125 genos , utilizaram ant1genos marca os com I e anticorpos fi 
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xados covalentemente em celulose ou sephadex (gel de dextrana) 

em pó, separados depois da reação por centfifugação. 

Uma s~rie de outros suportes foram em seguida testa-

Jos e usados como:tubos de polietileno, polipropileno e palie~ 

tircno, di:::;cos de teflon, nylon em pó, silicone, ctc.(S). 

O Rndioimunocnsaio apresenta entretanto como desvanta 

gens: 

1. A utilizuç5o de reagentes caros e inst5veis, imprª 

pr1os para cstocagem, que exigem pessoal qualificado para pre-

pélraçao: 

2. Necessidade de aparelhagem sofisticada para conta 

gern de radioatividade 

3. Problemas de Segurança Pessoal no Trabalho, pelo 

manuseio de substãncias radioativas. 

2.3.2. Teste Sorológico ELISA - EnzyiTie-Linked ImmunosoTbent 

~~s::.:2:~j_Te_ste Soro1Ôgico <::OJ~_::\nt~corpo 1'-tarcado com Enzi-

ma e lmunosorventcJ 

Os printciros imunoensaios do Tipo ELISA foram relata 

dos simul taneamcnt.e por Engvall e Perlmann ( ?) e Van Weemen e 

um dos testes sorol6gicos para diagn6stico laboratorial ., 
importantes. 

mais 

A aplicaçio do Teste ELISA se estende ao diagn6stico 

de Infecções Bacterianas , tendo sido primeiramente aplicado 

neste campo para quantificação de anticorpos contra antígenos 

(12,1 3 ) l97Z 1975 "O" de Salmonella, por Carlsson et al em . e • 

O Teste ELISA se presta também ao diagnóstico de Doenças Para 
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sit5rias tendo sido aplicado primeirantente na detecção de anti 

corpos contra Trichinella spiralis por Ljungstrom et al 0 4 ) 

( l'J c Ruitenhcrg et nl ~ em 1974. 

Em seguida v5rias outras llarasitoses, foram e conti-

1 I 1 l 7.1 rw:1m .1 Sc'r c:-;t1!d~ld~l:;, incluindo~~ Dovn...:a de l'lLH'US 1 ' ~l . " 

Toxop1asmo~c(lt 1 
' lS), a Ma.LÍrialll~), a Fsquistossomost•(l.b), a 

1 
. I . ( I :l ) 

,cJsunanro~;r .. ~ c outras. 

!\ :.lplicaçilo do Teste ELISA se estende também ao campo 

da virologia, sendo :introduzido para o diagnóstico da RubeÔla 

( 2 o)' 
por Vollcr c Bidw1)-1 em 1975. sendo depois aplicado 11 He-

patite B(Zl), llerpes(Zl), etc. 

O Teste f!LISA utiliza os mesmos princfpios e metodo-

logia das r€cnicas de Radioimunoensaio com Imunosorvcntes-T6c 

nicas RIST , introduzidas por \Vide e Porath (ó). 

ü Radioimunoensaio embora seja muito sensível e de sim 

ples execução, apresenta as desvantagens de requerer equipa-

menta sofisticado para medida de r;tdioativldade, empregar rea 

gentes .instáveis (rarlioisôtopos, principalmente 125 r), cujo uso 

prolong;!do pode causar danos ao pessoal Jc laboratôrio(Y). 

O Teste ELISA, entretanto. ao invés de isótopos radi~ 

ativos utiliza enzimas ativas para marcar antfgenos e anticor-

pos, através de uma reação de conjugação, produzindo os chama

dos conjugados enzimáticos: anticorpo-enzima (normalmente uma 

anti-imunoglobuli.na humana produzida em carneiro) ou antígeno-

enzima. 

Anticorpos marcados com enzimas já eram usados ante-

riormente,na detecção e localização de antfgenos celulares em 

estudos de microscopia de luz e eletrônica,como descrito por 
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Nakane e Picrcc(ZZ) em 1966 e Avrameas e Uriel(Z 3) ftJn ]9•6 t 
ç . v ' •!> 

Jo sido sugeridos para imunoensaios quantitativos por Miles e 

llales( 24 l,em 1968. 

Estes conjugados anticorpo-enzima puderam substituir 

L'Om VEllltagem o~conjugado::..antlcorpo~lsótopo ra.Jio,ltt\-l1 usados 

nos ens;lins do t ípo R 1ST, pois s:lo tnai!~ l'St.:Ívcis. podendo ser 

cstocatlos por longo tempo, sendo necessário para as leituras 

dos resultados Jos testes um equipamento muito mais simples que 

um contatior de rndio:ltividar.lc. Com um simples cspcctrofótomc-

tro na faixa Jo visfvcl faz-se a leitura do resultado do tes 

te, dada pela absorv5ncia da solução final colorida, apos a 

Teaçao da enzima com sc.~u substrato específico. 

Corno ficou depois demonstrado pelos nrimciro;; TLST[S 

l:LL'):\ dcscnvolYidos(',S),ascnsib:ilidadc c cspec.ificidade do En-

saio ELISA silo compariíveis ?1s do Ra~hoirnunocn:_;;1io. 

Os m6todos ELISA 4uc apresentam maior valor potencial, 

sao aqueles que empregam anti-imunoglobu1inas humanas marcadas 

com enzima. 

Nestes testes antigcnos s:!ll ligaJos a suportes s6li 

dos. por exemplo tubos ou placas de poliestireno, formando o 

chamado Imunosorvente. Incuba-se então este imunosorvente com 

uma amostra do soro em teste e após a separação do imunosorven-

te e sua lavagem para retirada de componentes do soro que nao 

reagiram, os anticorpos que se ligaram ao antígeno imobilizado 

no suporte sÕlido,são revelados por anti-imunoglobulinas marca 

das com enzimas que reagem especificamente com os anticorpos,, 

seguindo-se então uma reação da enzima com seu substrato. A mu 

dança de colo-raçT'10 da solução de substrato será proporcional à 
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quantidade de anticorpos no soro em teste. 

Anti-:imunoglobulinas humanas silo anticorpos produzi-

dos em certos animais. especialmente o carneiro, sob o est!mu-

lo da lnoculaçfio das v5rias classes de Ílltunoglobulinas humanas: 

l.'',C, 1\')1. vtc., que no ;1nimal funcion~lr:io comn ~lntÍ\~t~nos. /\::. 

:Jnti-imunoglobulinas humanas: anti-IgG. anti-Ig~l. etc. são es-

pecificas a cada classe de imunoglobulina humana, e podem ser 

produzidas e purificadas em quantidades razoãveis.sem grandes 

dificuldades. 

Portanto.a eficiência do Teste ELISA depende da qual]: 

dade e adequação do suporte sÓlido que serâ utilizado na prep~ 

ração do imunosorvente e da adequação da enzima escolhida tan 

to para a rcaçao com o substrato, como para a reação de conju

gJ.ÇiJO a que ela é submet.ida,na formação do conjugado anti-imu-

noglohtllina-cnzima. 

A cstabilidJ.Jc e reatividade do conjugado ant.i-imuno-

globu!lnn-enzima são rundamcntais para a reprodutibilidade e 

sensibilidade do Teste ELISA, portanto a revisão que seri fei-

ta a seguir,a respeito da escolha da enzima. do método de con 

jugação desta enzima à anti-:-imunoglobulina e dos suportes usa 

dos para preparação de imunosorventes para Testes ELISA ~ rele 

v ante. 

2.3.2.1. A Hscolha da Enzima para a Formação de ConjugadosAnti-

imunoglobulina-enzima que são usados em Testes 

ELISA(g) 

J'a r<J pode e ser usaUa na produção Jos conjugados enzimá 

ticos (imunopToteína-enzima),a enzima deve preencher os segui~ 
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tes n.::quisjtos: 

j. SlJn dctcrminaç~o deve ser feita ntrav6s de espcc-

trofotometria, isto ê, sua reução com nm substrato 

deve rcsultur em desenvolvimento de cor: 

adequado 

h. dC\'L' se r dctcctável Cltl pequenas qu~nlt idades~ 

c. deve ser csti1vel; 

d. deve ser disponível comercialmente> nn forma purif.!_ 

cada; 

c. r1ao deve ser abundante nos materiais bio16gicos a 

ser ensaiudos, que tnmb6m não devem conter inibidores i enzima. 

J)u;::tS cn::nnas que atendem a estas qtw.1ificações se tor 

narnm mais popul;lrcs: fos[atasc alcalina ç a pcroxidasc 

A fosfatasc alcalina apresentil o incoveniente de que 

certos soros conL:.t.ltlinados contém bactérias ,que proUuzem fosfa

tasc alcalina dando leituras positivas falsas. 

A peroxidase é extraída de uma raiz e coexiste na for 

ma Jc 5 ou 6 isocnzimas. todas com peso molecular 40000, com 

cerca de 300 residtiOS de aminoicidos e 18\ de carboidrato( 29 l. 

l\. pero.xidase é a enzima mais usada. E mais barata e 

:fácil de se obter em grande quantidade",embora seu substrato 

seja instável (Água Oxigenada) e a determinação da enzima se 

d~ atrav6s Je uma reaçio redox de mGltipla etapa. 

2.3.2.2. Revisão dos Métodos Utilizados pa!'a Preparasão de 

Conjugados Enz imât i c os (anti i muno globulina-enzima) 

_rara Uso em Testes ELISA 

Quando uma enzima e ligada a um anticorpo ou antígeno. 
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tanto n ntiviJaclc da Cll:Im:t coJno tia imtlnoprotcina deve ser 

mantida . .A perda ~urantc o procedimento de conjuJ::ação da ati

vidade d:t cnzima,bem como da capacidade do anticorpo de rea 

gir com seu antfgeno e vice-versa, resultari numa imunoprotei-

rw 11wrc;tda çom cn:::im;J, se comportando como :;e nenhum antÍgcnú 

ou :InticorJlO estivesse p1·csentc. resttltando em uma falsa leitu 

ra negativa( 25 ). 

As irnunoprotcfnas usadas para marcaçao com enzima de 

vem ser ptlrifica(las,para evitar as reações cru:adns. 

N;1kanc c Piercc( 22 ) t•saram 1-ctil~-(3-dimctil amino-

propil) carbodi imida, pnra ligar fosfatase alcalina ao ~mticor 

po. 

de pcroxidasc a 

zou inicialmente agentes b "f .. (22 
1 :UDC1 onalS 

anticorpos se 

23 ' 26 ' 27) 

utili-

mas 

de v :i do ã ma lo r in dos gn.1pos a e c - amino c algumas hidroxilas 

Ja pcroxidasc comercial serem bloqueadas dt!rnnte a sua extra-

ç5o e puri[iC;!ç5o,por um composto chamado aloisotiocianato, a 

cficiBnci:J Ja rcaç5o de conjugaç5o era muito baixa , produzin 

Jo-se 1nais polrmcros de anticorpos, que conjugado nnticorpo-p~ 

roxJ.dasc. 
( 2 8) Nakanc e Kawaoi em 1974, desenvolveram um novo me 

toJo que 6 hoje o mais aplicado. 

A porção Je carboidrato da molécula de peroxidase(lS%) 

c oxidada por metaperiodato de s6dio, obtendo-se grupos aldef 

do (pcroxiclase-aldeido) sem perda significante da atividade en 

zimática. Bloqueia-se completamente os grupos a e s - amino e 

hidroxilas da peroxidase com flttorodinitrobenzeno, para evitar 

a formação de polímeros de peroxidase.A peroxidase-aldeído rea-
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gc então com qua tquer pTote.fno.. que tenha grupos a e e .. amino. 

com grande efici~ncia (99') Usa-se boroidreto de s6dio para 

estabilizar a ligação formada, tornando-a covalcnte. 

O conjugado considerado 6timo para Teste ELISA tem 2 

moles Jc flCroxiJ~sc/mol de antico1·po. ~5o ha perda significa-

tiva das atividades imunol5gica do anticorpo e enzim5tica da 

poroxidasc (o carboidrato não cst5 envolvido nesta atividade). 

2.3.2.3. RcvisDo Jos lmunosorventes Utilizados em Teste ELISA ... 

Caractcrjzação Jo Imunosorvcntc Ideal 

O lmunosorvente utilizado em Testes ELISA e Radioimu-

noensaios constitui-se de uma fase insolúvel, denominada Supo.!_ 

te, Matriz Oll Carreador. em cuja superffcie são imobilizadas 

(ant!genos, anticorpos ou componentes destes) 

que na rotina do teste reagirão com outras proternas especifi-

cas presentes no soro que se pesquisa. Muitas vezes este su 

porte com proteínas imobilizadas é chamado de Imunoadsor-

vente, po1s a reaçao a que ele se presta, ou seja, a captação 

de pTote1nns no soro em teste por ol1tn1s proteínns especÍficas 

nele fixadas, se di por Adsorção Físico • 

O uso da lmunosorventes ê extremamente vantajoso por-

que permite a separaçüo das rnol6culas que não reagiram das 

que estão nele fixadas, apenas pela retirada da fase s61ida da 

soluçio em que estava imersa, com posterior lavagem de • 
res1~ 

duos. Evita-se desta maneira métodos de separação muito mais 

difíceis, ineficientes e passíveis de erro~como a j.rnunoprecipi 

t ação. 

O Imunosorvente ideal para Testes ELISA deve apres·e~ 
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tar certa5 caracterfsticas( 9 ) a) ser altamente insolúvel; b) 

ligar toda proteína específica, impedindo a adsorç5.o inespecí-

fica de outras protefnas; c) ser estivel em relação ao tempo 

(pelo menos durante a realização do teste, a proteína deve pe~ 

manccer ligada); J) ser de f5cil preparo e manipulaçio; e) ser 

de f~cil separ~çao e lavagem; f) deve possibilitar a automati-

zação do método. 

Para uso em Testes Imunocnzim5ticos do tipo ELISA -v a 

rios tipos de Imunosorventes c Suportes que os constituem. têm 

sido relatados. 

Engvall c Pet·lntann(?, 29 · 30 ) cn1 197l,utilizararn t~ 

bos ocos de Nylon recobertos com antígenos e anticorpos e cel~ 

losc ativada com brometo de cianogênio , ligada covalentemente 

a anticorpos. 

Em 1975, Voller et al (Zl) introduzir3m as superfícies 

Jc poliestircno no formato de placas de microtittllação,onde an 

tigcilOs c ;Inticor·pos s~o imobilizados por adsorç~o. 

!iTll 1977, Kato ct al (J1) descreveram a utilização de 

tubos ocos de siliconc na prcparaçao Ue imunosorventes~pela li 

gaçao Jc ~nticorpos por aJsorç5o. 

Em 1980, ~arcipar et a1( 3 Z) descreveram a utilização 
'w 

de fitas da poliamida Nylon 6,6, em que antígeno de Doença de 

Chagas é ligado covalentemente através de uma reação a 4 comp~ 

nentes. 

Também d!m 1980, Hendry e Herrmann( 33) relataram a uti 

1ização da poliamida Nylon no formato de pérolas e pó~na prep~ 

ração de imunosorventes em que anticorpos são ligados covalen ... 

temente ã superfície do Nylon após uma hidrólise parcial ácida, 



52 

:1trav6s de gliitaJ·atdcfdo ou carbodiimida, 

O suporte atualmente mais utilizado na preparaçao de 

Imunosorventes p?.:ra uso em Testes ELISA, são superfícies de p~ 

" licstereno no formato de placas de microtitulação com cavidades. 

introduzidas por Vo11er ct al(Zl). Estas placas s~o as mesmas 

utilizadas para Olltros Testes Soro16gicos Clissicos (Figura 

2 • 9) • 

A ligação de proteínas, glicoproteínas, lipossacarí-

de os, etc .• à superfícies plásticas se dá por simples adsorção, 

à custa de forças hidro.fóbicas e depende da difusão das moléc~ 

las na solução, da âren disponível para adsorção. do volume e 

concentração da solução, do tempo de contato, da temperatura e 

do p!l do meio rcadona l (~)). 

Então, a adsorçio de proteinas em superfícies plist! 

c as tr;::~z como desvantagem a não covalência da reação, que faz 

com que as moléculas desprendam-se mesmo durante o ensaio,dimi 

nuindo n sua precis~o. afetando a sensibilidade, al6m de ofere 

ccr uma capacidade limitada de adsor(,;Õ.O(D). 

O ttso destas placas Jc poliestireno em contrapartida, 

proporciona grande facilidade de separaçao de fases ap5s a re! 

ção, bem como uma automação cada vez maior pelo dcsenvolvimen-

to de instrumentos sofisticados c sensfveis especialmente pr~ 

jetados, como espectrofotômetros desenvolvidos para leítura de 

absorv5ncia diretamente nas cavidades das placas~acoplados a 

microprocessadores programdos pa-ra interpretar- os resultados 

e d,mprimi-los diretamente. 

O suporte escolhido para compor o imunosorvente afeta 

profundamente o resultado do Teste ELISA. sendo responSável mü!_ 
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tas vezes pela inconsistSncia dos rcsulta,los obtidos, 

Os suportes são obtidos geralmente de fontes comer-

ciais c ocorrem variações na quantidade de anticorpos ou antí 

genes ligatla co1no l~ camad3 entre uma cavidade c outra da mes-

n1~l pJ~-Jca, c de dif('rcntcs lotes de placas. :\s [ontcs comer-

ciaís de snpn1·tcs tê'm procurado implementar essa consis 

tência, para aumentar a confiabilidade e apresentam às vezes~ 

v5rios tipos de placas preparadas por processos ou tratamentos 

diferentes. Escolhe-se a placa mais adequada a cada tipo de 

aplicaç~o atrav€s de testes empiricos. 

Encont ram-sc também bastante di fundidos, ''Ki t s" de anâ 

lisc para ']'estes El.ISA. 

LGboratorics (USA) ( 34 

como os comercializados pela ABBOTT 

35) · ' t ·f. - ! R b- 1 · para a Luen .1: 1caçao c a u eo a 

Rubazyme-M®(pnra I gi'vl) c Rubazyme ® (para .r gG). em que pérolas 

Jc poli.~crilun1ida rcvcsti.das com diferentes :zntigcnos~s~o for-

nccidas jllntaJDClltc com todos reagentes necess5rios ao teste 

incllJlnJo coJljugatlos cnziJn5ticos, soros Je controle, soluçio 

cromôgena,scndo mu'itus vezes acompanhados de aparelhos espe-

ciais tcspcctrofot6metros) programados para leitura e interpr! 

tação direta ,Ic resultados. 

2.3.2.4. l3_cv_isão dos Métodos Utilizados para Determinação de 

Anticorpos e Antígenos em ~ost.ras e Soros Desconhe

cidos lJsando Teste ELISA( 9 ): 

A determinação do anticorpos em soros desconhecidos é 

feita através de um teste direto (Figura 2.15). 

Um imunosorvente com antígeno fixado -é incubado com 

o soro cuja concen\ração de anticorpos contra aquele antígeno 
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se tlcsoj~ pesquisar. 

Ap5s a incubação o imunosorvente g separado do soro 

e lavado, A quantidade de anticorpos do soro que se liga ao 

imunosorvente é quantificada incubando-o novamente com uma so-

lução tle antí-imunoglobtllina m;lrcada com cn:ím:<, que tem 

çao especifica com o anticorpo retirodo do soro. 

rea-

O complexo formado é mais uma vez separado e lavado. 

Segue-se então uma nova incub::tção com uma solução de substrato 

(solução cromO~;ena) adequada ã enzima presente no complexo. Cl:_ 

ja ação sobre o substra.to provocará o desenvolvimento de uma 

coloração proporcional ~ quantidade de enzima fixada e portan

to ao contcGJo de anticorpos no soro. A leitura da coloraçio 

é feita como absorvância em espectrofotômetros simples. 

O Teste ELISA para determinação de anticorpos dâ ap!:_ 

nas valores relativos das concentrações de anticorpos. 

Utilizando-se conjugados enzimiticos especificas para 

cada classe de imunoglobulina: anti-IgG, anti-IgM, etc. anti

corpos de cada uma das classes presentes no soro podem ser 

identificados e/ou quantificados independentemente. 

A t~cnica mais usada para identificação de Antlgenos 

eJn Testes nJ.TSA 6 a indireta ou t~cnica do Sandufche. 

Anticorpo especifico contr;t o nntigeno que se deseja 

pesquisar imobilizado em um imunosorventc é incubado com soro 

ou amostra desconhecida~ Se antígeno está presente ele fica 

retido pelo anticorpo imobilizado formando uma z!} camada. Após 

a separação e lavagem. pode-se incubar o complexo formado com 

o anticorpo idêntico ao usado para primeira camada, só que mar 

cado com enzima, 
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I 
"rGA!Ar !Ac(coiE> 

:I 
!--1 m[l\T 1 Ac < cõJ .0 s 1 
i 

}-lc,AjAr jAc{mjr) + 
-I 
I 

@:~\- l~rupo ativo do suporte;!ATI- antígeno;jAc(- anticorpo 

~OTE)- conjugado enzimático;lfJ- substrato; Qj)~- produtos 

Figurn 2.15 -Teste ELISA para determinação de anticorpos( 36 ) 

Apôs nova separaçao e lavagem,em presença de substra 

to adequado n enzima reage c a mudança de cor 6 medida (Figu-

ra 2.1ô). 

PoUc-sc tumbém form~n uma terceira cumaúa com um ou 

tro tipo de antícorpo contra o antígeno, produzido em uma espé 

ele animal di:ferei~,te da que produziu o anticorpo da primeira ca 
' 

mada, mas sem marcaçao~ 

Esta etapa é seguida pela incubação com uma solução 

de anti-irnunoglobulina marcada com enzima, produzida contra o 

anticorpo da 3~ camada com o qual reage . 



56 

ScgtlC-sc cnt5o a rcvelaç5o da reaçao pelo desenvolvi-

rnento de cor,na presença de substrato adequado. Esta t~cnica 

ê chamada de Sanduíche Duplo (_Figura 2.17). Este mêtodoémais 

sensível. 

···~_li\(:) 
·' Er 
• . 

+ 

+ -l·i'4'-'r {co I E ) sI 
~ 

PRODtJl'OS (reação com desenvolvimento de cor) 

!Ac?- anticorpo;~CO I E)- conjugado enzimético; ?AT{- antígeno; 
E]- substrato 

figura 2.16 - Teste ELISA para determinação de antígenos - téc 

nica do Sanduíche. 

+ 

~~2ir:_~~"' 

!~(;_~ AT~AC'\ co I E) sI 

-- + 

--""~ PRODUTOS (reação com desenvolvimento 

de cor) 

~AC~- anticorpo de outra espécie~\cO!i)- conjugado enzimático 

Figura 2.17- Teste ELISA para determinação de antígenos- téc 

nica do Sandufche Duplo. 
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2,3.2.5. Scn~ibilidadc c Rcprodutibitjr.Jutle do Teste ELISA 
-------------~---- ------------

A scnsihlllr.laJc do 

Jioimunocnsaio : picogrumas 

1'cstc ELISA 6 comparãvel a 

-9 (LO g) de prote!na/ml. 

Jo r a-

/\ rcprodutibi! id:Hle é boa, :qncscntando \'ariação in 

trn-cns:tios de 15~ c l>aixJ variação inter-ensaios rcalizaJos 

- ( 91 durante longo pcr1odo de tempo J. 

lJm dos mais s6rios problemas do Teste ELISA ~ o gra~ 

de numero de variáveis que o afetam. Naturalmente um o r ande ,, 

numero de controles: um soro com alto titulo positivo e um 

"pool" rep-resentativo de soros normais,devem ser ensaiados a 

cada experimento para assegurar a validade dos resultados. To 

dos os reagentes componentes do teste devem ser cuidadosamente 

titulados e testados a cada vez que o ens.Jioé feito. Adicio-

nalrncntc o teste é afetado sip;nifícativamentc pela tempcrutu-

r a, umidade, tempos de reação, pH dos rea_ç~entes. tcmpcs de 13 

\·apem c como j5 foi dito pelo suporte usadb. 

Para o Tes·te ELISA ser quantitativo e nao depender de 

um"ponto final" de titulaç.ão, como ocorre com os testes sorol§_ 

gicos cl5ssicos em que uma s6rie de diluições do soro 6 neces 

siiria para a identificação do seu título, isto ê. permitir a 

quantificação do anticorpo no soro testando-se apenas uma di-

Juição,o imunosorvente deve ligar covalentemente uma quantid~ 

I f , , l ' la I I I ' te su-:tc.tcnte ce ant·tgenos na - cama(a, ce mo<o a g;1rant1r um 

grande espectro lle reatividadc e a nio liberação da protefna 

no decorrer do Teste. 

Nos Gltimos anos o Teste ELISA tem sofrido :inÚmeras 

modificações c novas aplicações têm aparecido com freq uê!l 



cia(9 , 21 , 16 , 17) 
torn.:mdo-o uma bo;1 alternativa ou mesmo 

o substituto para os demais Testes Sorol6gicos Clissicos e o 

Radiomunocnsaio. O futuro parece promissor para a aplicação 

do ELISA em inúmeros sistemas de diagnóstico laboratorial,pois 

o Teste é :lltamcnte ;Jd:!pLÍvcl :1 muit:Js situaçOcs cspcc.i:tis de 

tliagn5stico ou de pcsqttisa, como ocorrctJ recentemente com o vr 
rus da AIDS. 

A grande melhoria a ser introduzida no Teste ELISA re 

íc'rc-:::c cvd:unvnt<' ao desenvolvimento de suportes capazes de li 

gar covaJenteinente protefnas c que confiram ao imunosor-

vente produzido prOJlricdadcs Je f5cil separação, alta capacid~ 

de c boa rcprOdiJtibilidaJc quanto a quantidade proteina ligada, 

fficil manuseio, possibilidade de estocagem e que permita a au-

tomaç}o do teste. 

2.4. Rcvis5o dos Tipos de Suporte~ M6todos de Preparação Uti

lizados na Obtençio de Imunosorventes 

Os suportes normalmente usados para pt·eparaçao de imu 

nosorventcs são materiais insolG.veis em água, inertes. polimérJ:. 

cos ou inorg5nicos, utilizados nos mais variados formatos co-

mo : pos, fibras, esferas, tecidos, fragmentos, etc. Na supe.!:_ 

ficie destes suportes se fixam covalentcmente ou por adsorçio, 

as proteínas para obtenção das imunosorventes. 

lmunosorventes t&m sido usados nio apenas em Testes 

Imunoenzimâticos ou Radioimunoensaios, mas principalmente no 

~ -
isolamento e purificação de anticorpos, antígenos e substan-

cias afins, onde a técnica que se usa é simples e está baseada 
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na insolubilizaç5o de anticorpos ou antigenos em suportes ade 

quados para serem empacotados em colunas, por onde escoam solu 

ç6es de misturas de proteínas, uma das quais específica 

?i protc_ína ligada no suporte, se deseja separar 

C!l'(37 • 38) 

e purifi-

Ap6s a adsorç~o Ja protcina Jc interesse pelo 1muno-

servente, circula-se pela coluna uma solt1çio olt•entc c~paz de 

dcscsl;thí I i::::1r ;1 adsorçi.lo e provocar a liberação da pro-

tcína de interesse (Figura 2 • 1 8 ) • 

l 2 •• o 
• oo• 
o•o•o 

'" - 4!. ~o._ 

1·f -$-~ 
1> ~* -Q-_~ 

~# ~-,. 
"\i)-

-G>: ~ -<:$- o 
o o 
o 

o 
o o 

o - proteína contamin~mtc 

• - proteína que se deseja purificar 

- imunosorvente 

solução 
eluente 

----

~~ 
~<?! •• 
"?'~ 
(/ ,.4p-. 

•• • 

3 

Pigura 2.18- Purificação de Nisturas de Proteínas co"m !mono":" 

sorventes C37 Ll.Colocaçâo da Mistura de Pr'oteínas 

na Coluna; 2-Retenção da Proteina de Interesseho 

Imunosorvente; 3-Elui.çã'o da Proteína de· interesse 

Em geral, na preparaçao de Imunosorventes tr&s mBto-



dos biisico~ p<trit imobi lizaç;io de • (37' protctnas são usados 
, :18) 

a. Polimerização direta: E metodo menos usado.Sio for 

mados polimeros de protefna insolDveis em igua, pela açao de 

agentes reticuladores como o cloroformato de etila e principa.!_ 

mente o glutara1deÍdo( 39 ). Podem também ser imobilizadas den 

tro de géis e microcâpsulas,desde que os poros sejam suficien 

temente grandes para dar acesso 

Ja scparar( 3 ?) (figura 2.19.a) ~ 

-as prote!nas que se dese-

b. Adsorção Física: dá-se por interaç6es eletrostiti-

cas entre a supcrficie do suporte e a proteína. Exemplos: 

poliacrilamida, poliestireno, bentonita, agarose, pirolas de 

vidro. lâtex , silicone, etc. (Figura 2.19.h). 

c. Ligação Covalente: dâ-se através da reaçao de gru-

pos funcionais do suporte, originalmente presentes ou artifi 

cialmente introduzidos por tratamento denominado "ativação" e 

grupos funcionais das proteínas, principalmente os grupos 

arnino. hidroxila e grupos- SH, (Figura 2.19.c). 

SUI'Ol<TE 

a b c 

Figura 2.19 - Hét~dos de Preparação de Imunosorventes a) in

clusão em gel ou formação de polímero de prot-eí. 

na; b) ligação da proteína por adsorção; c) li'g! 

çao covalente da prote.ína. 
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1 J - -(,uan o uma protc-l-n;t c cov;llcntcmcnte ligada a um su-

porte 1nso1Qvcl,Juas t6cnicas podem ser empregadas: uma 8 ati 

var a superflcie do suporte,nonwlJ'lcntc através de reações com 

determinados compostos químicos (por exemplo,oxidação ou hidrô 

lise) que geram grupos funcionais reativos, capazes de reagir 

diretamente com grupos funcionais de proteínas, ou entio com 

outras substâncias intermediárias (geralmente compostos bifun-

cionais),que por sua vez reagem com as proteínas. 

Outra tacnica ~ reagir grupos funcionais j5 natural

mente existentes na superficie do suporte com determinados com 

postos quimicos, sempre com funcionalidade 2 ou maior, que en-

tão reagem com as proteinas (diretamente, ou ainda com auxí 

lio de outras substfincias intermedi5rias). 

Estas subst5ncias intermedi5rias constumam também 

atuar como espaçadores entre o suporte e o sitio ativo da molé 

cuJa de proteína imohilizada.a fim de torná-lo mais efetivo 

permitindo a aproximação mais ficil das macromol§culas com as 

quais tem reação especifica. 

Uma terceira possibilidade seria ativar a molécula de 

protcina para se fixar ao suporte.como foi discutido por Srere 

c Uycda(!JO} em J97{J. Hstas modificações devem ser feitas en-

trctonto com nlLlito cuiJaJo, pois a protc!na necessita munter 

a sua conformaç~o ativa ap6s a sua conjugação ao suporte. A 

configuração espacial de uma proterna e mantida por um conjun

to de forças, fracas cada uma por si e por isso via de regra 

nao se pode traba\j1ar a temperaturas maiores de 35°C e com so

luç6es cuja acidez ou alcalinidade ultrapassem os limites de 

3 e 4 e 9 e lO,respectivamente~ 



A primcirn técnica utilizando imunosorvcnte foi des-

crita por Camphell ct al (41) 
, em 1951 c mais tarde melhorada 

(, . I l .1"l1( 4 Z) por ,urva: 1 ct a ,em :1) • Eles utilizaram celulose trata 

da com a p-aminobcnzila, a qual depois de sofrer a diazotaçio 

com 5c.ido nitroso, forma um sal diazônico que reage extrema-

mente bem com rcsfduos de lisina, tirosina e histidina de pr~ 

tefnas, formando as azoproteinas. 

Em 1958, Stitllcrland e Campbcl1 ( 4 3) relataram a ad-

sorçao de imunoprote!nas em p~rolas de vidro. 

Jangerdorff et al em 1963( 44 1 e Weetall e Welikyl 45 l, 

em 1965, trabalhando com adsorçio em celulose e bromoacetilce-

lulosc foram os primeiros a explorar o fato de que imunosorve!:_ 

tcs preparados com anticorpos podiam ligar antigcnos reversi-

velmcntc, com 

Axén 

possibilidade de reutilizaçio. 

ct a1( 46 l e Porath et a1( 4?) em 
~ ' 

1967, desenvolve 

ram um método geral para acoplamento de proteínas a polissaca-

rÍdeos insoll1vcis como a Sepharose (Agarose) e a Sephadex (gel 

de dextrana). O método ê baseado no tratamento de pérolas de 

Agarose ou Sepl1adex usualmente com brometo de cianoginio, que 

reage com os grupos hidroxila do suporte convertendo-os em um 

derivado imidocarbonato, que reage entio covalentemente com 

grupos a1ninicos livres de proteinas (figura 2.20). 

Como sttportcs insolúveis em água foram também utiliza 

dos: 

- gel de acrilamida por Cuatrecasas( 49 ), em 1977 

adsorçiio); 

(por 

- bentonita por Carpenter e Reesberg(SO~ em 1968, ati 

vada com carbodiimida (ligação covalente); 



- tt1hos ocos de siliconc por Kato ct al( 31 l em 1977 , 

por adsorçiio. 

/OH 

SUPORTE --t- BrCN SUPORTE + 
OH brometo 

Sephadex de cianogênio 

(gel de dextrana) derivado imido carbonato 

O - CDNH - PRarE!NA 

+ H2N - PROTEÍNA SUPORTE 

OH 

Figura 2. 20 - Método de Preparação de Imunosorvente por Ligação 

Covale~1te, utilizando Sephadex (gel de dextratta) e 

Brometo de Cianogênio( 37 ) 

As superfícies de poliestireno na forma de placas de 

microtitulaçio introduzidas por Voller et al(ZO • Sl)• em 1974 

e na forma de tubos de ensaio( 9), são os suportes mais usados 

em Testes ELISA. A ligação da proteína na placa se dâ por 

simples adsorção, apresentando como limitações a quantidade de 

protcina ligada ~o pl5stico e o problema da eluiç5o do que -e 

adsorvido,durantc o processo do imunoensaio. diminuindo a sen

sibilidade c reprodutihilidadc do Teste. 

A suportes que possuam grupos carboxilicos livres -a 

superficie, como copol!meros acrflicos.pode-se ligar proteinas 

através de carbodiimidas que reagem com as carboxilas do supor 
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tc,formando derivados 0-acilisouréia reativos~ que se combinam 

com grupos aminicos ou hidroxflicos da protefna. para formar 

amidas ou ~steres( 3 ?)(Figura 2.21 ). 

polÍmero 
acrílico 

+ 

o 
N 

li 
011 + c + 

li 
N 

dícíclohºlcarbo 
diimida 

PROTETNA 

lt 

+ 

imtmosorvente 

+ 

9 
N 
11 
C+ H+ 
li 
N 

ó 

l:igurn 2.21 - Preparação de Imunosorvente com Pol!mero ~crili

co e Carbodiimida através de Ligação Covalente( 37 ) 

Se o suporte cont~m aminas ou grupos amino-substituí 

dos, então pode-se ligar a proteína através de um grupo carbo-

xilico diretamente ao suporte na presença de carbodiimidas. 
~ (52) Ternyck e Avrameas , em 1972, apresentaram um imun2 

sorvente composto por pérolas de g:el de poliacrilamida ativa

das por glutaraldeído. 

Wílson e Nakane (S 3 ). em 1976,ligaram covalentemente pr~ 

teínas a Sephadex (gel de dextrana),oxidada com metaperiodato 

de s6dio (NaHI0 4 ), com bons resultados. 

Muitos destes suportes descritos mostraram-se bons • 

entretanto surgiram problemas como a adsorçfio inespec!fica de 
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protcinas ao Sltportc c a baixa atividade cspeci(ica(cott~cgttiL•-

-se ligar pequena quantidade de proteína ,Jnndu p,_,la_·:a L'unfi;thl. 

1 idade ao teste). Outros problemas siio alto custo e rÍgido con 

trolc da rcaç:10. 

- . I 11 · 1 · (54) Nos tlltimos anns,mu1tos tra)a 1os tor:tmpu1l.Lcados 

sobre :1 utilizaçi_lc)!fda poliamida Nylon 6,6 para imobilização de 

cnzimns. 

V5rios autores como Engvall e Perlmann(ZB ' 29 ) 

1971; Marcipar ct al ( 32 ) em 1979 e liendry e Herrmann( 33 ) 

1980, aJaptaran1 estes m~todos desenvolvidos para enzimas. 

em 

em 

na 

preparação de imunosorventes para testes imunoenzirnáticos ELI-

SA, atrav6s Ja ligação covalente de proteínas ao Nylon ~6. 

utilizado nas mais variadas formas como : fitas, pirolas. tu-

bos ocos ou pos. 

O Nylon6,G é uma poliamida sintética de elevado peso 

molecular que apresenta poucos grupos terminais livres.necess_!.. 

tando ser pré-tratado a fim de se gerar centros reativos cap3.: 

zes de reagir covalentemente com mol~culas de proteina. 

Os seguintes procedimentos podem ser adotados para 

efetua-r esta "ativação" do Nylon: 
H 

], Quebra da ligação Pept!dica do Nylon( 54 ): -C ' - N-
" o 

O processo completo envolve 3 etapas; 

a. Dcspolimerização parcial do Nylon, pela quebra de 

algumas das 1 igações pe_ptídicas, geralmente através de uma hi

drÕlise ácid.a parcial, resultando em grupos arníno e carboxÍ'li 

cos livres. 



b. J:stcs grupos reativos livres podem ser reagidoscom 

diversas SlJhstancias(SS ' 56 ' 57 1, geralmente agentes bifun

cionais,quc permitem que a proteína se ligue ao Nvlon. 
' . 

Um dos mStodos mais usados( 33 • S4 • 57,58). 
e rea 

giro grupo aminoaliféitico com glutara1deido, que é um dialdcí 

do que reage muito bem com grupos E-amlno, CSJlecialmente do re 

siduo de amino5cido lisina (Figura 2.22). 

c. A proteina 6 rcagida covalcntemcnte com o Nylon 

"ativado". 

A desvantagem deste m6todo 6 a Jimintliç5o dn resis 

t6ncia mcc5nica Jo suporte e a cxist~ncia Jc resíduos de carbo 

xilas ionizadas na superf!cie do suporte, ji que a proteína 

se lig;t atrav6s Jos grt1pos aJnino livres. l 1arn evitar esta z2 

inconveniência, a qttehra de ligu.çõcs pcptTdic;:.~s pode ser feita 

atravSs de N,N-dimetil - 1,3-propanodiamina,em condiç5es nao 

l 't '! b t 1( 591 1 b" b1 aquosas como c escr1 o por 1 orn y e a • o qua tam em o 

queia as carboxilas livres (Figura 2.22). 

Um método simples envolvendo Nylon 6,6 e agentes bifun 

cionais foi descrito por Hendry e Herrmann( 33 ), em 1980,em que 

anticorpos foram fixados covalentemente a pérolas e pó de Ny

lon, submetidos à h:idrôlise parcial e ativados por glutaraldef 

Jo ou carbodiimida. 
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I 

CH 
11 -N-rrote1na 

Figura 2.22 - Ligação Covalente de Proteínas ao Nylon 6,6. atr~ 

v~s de m~todos envolvendo a quebra de ligações 

peptídicas(S4 l. 

2. O-a1quilação do Nylon( 54 l: 

Pode-se gerar centros ativos na superfície do nylon 

sem debilitar o suporte com quebra de ligaç5es. atrav~s da al 

quilação do oxigênio de algumas ligações peptídicas. 

A 0-alquilação-é realizada preferencialmente por sais 

de trietiloxonium como o tetrafluorborato de trietiloxonium 

(C2H5 ) O+ B.r4 - {SS)' produzindo sais imidatos que são interme-
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difirios versfiteis, pcr1nitindo a ligação covalente da proteína 

por v5rins rotas. 

3, ~-alqtlilação Jo Nylon(Si) 

Cadeias Jaternis quimicamente reativas sao introduzi 

das no Nylon,pcla ~-alquilação Je algumas ligações peptídicas 

da cadeia do po11mcro, atrav6s das seguintes etapas: 

a. llidrÔlisc ácida suave das ligações peptÍdicas 
1,1 

~ - C - N - para gerar pares de grupos reativos - "'o c,0 H e NH 2 • na 
" o 

superfície. 

b. Rcnç~o de conJcns~tç~o a ~ compO!leiites (4CC) entre 

os pares de grupos vizinhos reativos do ;.;ylon.um aldeído e um 

ísocianeto,rccuperando-sc a intcgridat.le do suporte e deixando 

pendurado um grupo reativo (cadeia lateral}(Figura 2.2.3) 

Liga-se ent~o a proteina ao \ylon poliisonitril~t obti 

Jo,atrav6s do grupo NC do polimero, novamente atrav~s de urna 

reação de condcnsaçfio de 4 componentes. Proteínas se ligam ao 

suporte atrav6s de seus grupos nm1no,na presença de acctalde! 

do c acetato c ntrav5s de suas carboxilas em presença de ace 

taldcido c umn amina. 

I~stc foi o rn~todo utilizado por Marcipar et al( 3 Z) p~ 

ra irnohi'liznr antÍgenos ele :!.'.TY~~osom_~ E_ruzi , em tiras de NY. 

lon 6,6 de 1 cm 2 , com bons resultados em Testes ELJSA. 
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Figura 2.23- N-alquilação da cadeia do Nylon, para gerar ce~ 

. (N ~ I') l. - d ' (54) tros rcat1vos , = , para 1gaçao e proteu1as 
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2 • 5 • Ma t c 1: __ ~-~~l_::_ ___ ! l~;~~~-:_:_1_~~ :'::_ n ; 1 ·-~-!~-~~.:~~~~.! .. ~J!_t?__-~~g_ ~--0-L~~::_.~~.!. c s __ i:..:~_:::l: 1 d o s 

neste Tr:thdlho 

Observando-se os mStodos de preparaçao de Imunosorven 

tcs 1 ., 1·, r l 4b.-+"'.:;::.;;::zl ·r· ,esc ri ·os nn 1 cr:l-llJ"a , \"Crl 1ca-sC' que a 

proteína ao :-;uportc, dá-se atra-

vCs de um grupo funcional característico da proteína e um gru 
' -

po funcional re~1tivo presente na superfície Jo suporte, normal 

mente gcraJo atrnv6s de um pr6-tratamento específico. 

Na maioria das vezes devido a baixa reatividude entre 

estes 2 _grupos funcionais, utili:a-se um intermediário 

reaçao, c-- "' s4J frequenteMente o gltltaraldei,Jo ~~.~~.- , que 

de 

reage 

com o grupo funcional do Stlportc atrav6s de uma de suas Z fun-

çõcs aldeido e com o grupo funcional da proteina com a outra. 

O .c:1utaraldcído funciona tambciíi como um a_gentc espaçador. dis 

t::mciando a mo]écula ligada da superfície do suporte~ amenizan 

do problemas est~ricos. 

Baseado neste mecanismo de ligação,imaginou-se que h!!_ 

ver1a viabilidade para um novo suporte, para preparação de Imu 

nosorventes a serem usados em Testes ELISA e Radioimunuensaio. 

composto por tecidos formados por fibras sintiticas,recobertos 

por uma fina camada de resina poli.mcrlzada que,apresentasse gr~ 

pos funcionais reativos característicos e compatíveis em ter

mos de rcaç~o por coval&ncia,com grupos funcionais livres de 

proteínas. Deste modo evitar-se-ia tamb6m.a necessidade de 

uma etapa adicional de rcaçao do suporte.com um reagente inter 

mediârio. 

Foram utilizados tecidos de Nylon e Poliester. esco-



lhidos pela alta rclaçio ar eu 
v o 1 umê que este formato oferecc(maior 

superfície de reação), bem como pela baixa reatividade destes 

tcnnopliistlcos, sobre os quais se reagiu resinas amínicas e mo 

nomcros co1no a N-mctilol:lcrllarni.ll:t. 

Fstas resinas polimcri::.adas sobre tC'cidos, :tprcsentam 

' e1n suas cstruttJr:IS grtlpos fllncion:ais livres : / N ·- CH 7 0!l , cha 
" -

m;~dos N-mct i lo!, emhor<J muitos deles reajam dur:mtc o processo 

de polímcri::aç~o. compondo parte do retículo. 

A presença <lestes grupos funcionais reativos na Sl!PC! 

ficic do SLtportc-Rcsina, sugere a possibilidade de ocorr~ncia 

de reaç5o covalcrtte,com grupos caracteristicos de proteinas. 

As protcfnas apresentam muitos grupos funcionais li-

( d ,, J 
vrcs ndcqtl:tclos 5 ligaç5o covalcntc. como por exemplo : 

a. Grupos ex e r-amlno (-N!!,)~ 

" 
h. Cr11pos c:t,e c y-cnhoxíticos (-COO!l); 

c. (Jrupos -Sll c -Oll dos resíduos de cisteína e scrina 

rcs·_rect _i vamcntc (Ta bel a -.:..1); 

d. Crupo Imidazol -C= CH da 
f ' 11-N, ,N 

c7 
I 
l! 

c. Anel fcnólico da t:j._rosina 

_C"" C I! = C li 'c: _ OH 
'C! I- CH~ 

histeína; 

Conforme descrito na literatura( 6l)• os grupos N-meti 

lol podem reagir com diferentes grupamentos ,tais como a hidro

xila : -011 c grupos aminicos : - NJI ou -NH 2 I 
Corno se viu, as proteínas apresentam grupos 

. . 
aiDlTilCOS 
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c hitlroxilas livre!>, sendo o grupo <'..,.<lnlino da lisino., um nu..-

c1êofi lo muito reativo. O grnpo N-lncti lol pode n.."agir com cs 

te grupamento em pll iicido, alcalino ou neutro, ainda que a bai 
(< I) xos temperaturas l • 

A rcatividade do grupo N"-mcti lo1 (:"r-; - CH
2
0H) -e cau 

sada jt!Stnmente pela presença do 5tomo de nitrog~nio na posi

ção a-, que facilita reações de condensação com compostos con 

tendo hiJrogênio âcido, como aqueles que apresentam grupos amí 

nicos ou hidroxilas. 

Em condições ficidas o grupo N-metilol ~ protonado e a 

rcaçao ê facilitada,já que somente uma molécula de água, que 

tem baixa energia deve ser eliminada, ao invGs de uma hidroxi• 

la que tem alta energia((Jl). 

Reações 

+_........H 
- c11 2- o 

'-H 

Estas espécies reativas podem reagir com hidrogênio 

~cido da hidroxila ou de grupos am!nicos de Proteinas : 

'\. ~· + ' .... / N - ci-J
2 

+ HO- Proteína -+ /N - CH 2 - O- Prote1na 

+ H- N-Proteína 
I 
H 

N -Proteína 
I 
H 

Portanto, nn prcparaçao deste Novo Suporte sao usadas 

Resinas Amínicas tais como: uréia-formaldeído e melamína-fo~ 



m=Jldcido c N~mctilolacrilamida, cujos processos de polimcriz~ 

ç5o caractcristicos sobre os Tecidos Sint5ticos. envolvem tam-

bÕm a participaç~o Jc ot1tros reagentes denominados impropri~ 

mente de Catalisadorcs. 

ParG ::;c realizar o recobrimento dos Tecidos Sintéti-

cos com uma f _i_ na camada de resina, na prep:.nação do Suporte-R~ 

sina estudado neste trabalho ou em acabamentos t~xtcis in-

dustriais,utiliza-sc um equipamento denominado "FOULARD" com 

posto por 2 cilindros metilicos cobertos com borracha,que gi~ 

ram em sentido c0ntrfirio , cuja pressao que exercem sobre o 
)f 

tecido embebido com a solução de resina,quando este passa en-

tre eles,ê controlada. 

Deve ser empregada uma pressao de rolos que garanta 

um recobrimento homog8neo do tecido. A quantidade de solução 

-Jc rcsin~ que fica retida no tecido apos a passagem pelo ''FOU-

L.!\RD", que é dada em porcentagem em relação ao peso do tecido 

original,é denominada "pick-up" (retenção). 

o'Pick-up", que é cnracterfstico para cada tecido a 

cada pressão de rolos, determina portanto a quantidade de s51i 

,Jos qtlC cstor5o Elepositndos na supcrficic do tecido ap6s a p~ 

limcrizaç~o da resina, com n consequcntc evoluç~o do solvente 

e outros componentes vol5teis presentes na formulação usada. 

Estabelecendo-se previamente ó "pick-up" do tecido 

conhecendo-se o porcentagem de s61iJos da resina que ser~ usa

da,forrnul:Jr-sc-5 ent~o a solução que embeberá o tecido,a .fim de 

se obter ap6s a polimerização, a concentração final de sSlidos 

depositada desejada. 

A soJuç~o de resina formulada compoe-se geralmente da 
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resina,do ~-,J1:J!J~;;Jdor c::>]H'cÍCico, cuja quantid;:tdc usad;;t é fun 

<;iio do tipo de resina e condi~:õcs dC' polimt:'ri:,ação usadas, Uc 

um solrente ou diluente, ,t:;cralmcnte e de um agente umeç-

tante, v 
comumente U111 dctt'r,o;.;cntc ,cuja funç5o 6 ~umcntar a molha 

bi lldadc do tcc ido, r:1vorcccndo <J homo_ccncidadc do recobrimen-

to. 

A porcentagem de retcnçho de s51idos no tecido 5 cal-

ct1ladu pela seguinte relação : 

X - y 
- ---·~X 100 

y 

onde Y = peso inici:1l Jo tccitlo: 

X • peso do tecido com o resina polimorizada. 

A caractcrizaç5o Jo Suporte-Resina qttanto a quantid! 

de de resina nc·lc contida._podc também ser feita em relaç.ão . 
a 

massa de resina depositada por 5rea de tecido, atrav@s da rela 

c; ao 

í' resina 

~z--dc Suporte-resina 
• X - y 

X G 
y 

onúe G = rramatura do tecido, dada em 
'' 

g tecido 

c X c Y , como acima 

:st:.1 íiltinw ,[ornw de caractcriz::lção é interessante 

quando se compara Suportes-Resina constituídos por tecidos de 

gramaturas diferentes, pois embora possam apresentar % de re

tençio de sBliúos idSnticas,as quantidades de resina neles de 
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positn<las serao diferentes. 

A seguir scr5 feita uma rcvis5o a respeito dos mate-

riais e processos !ltili:ados na prcpnraçao dos Suportes-Resi_ 

na estudados neste trabalho~pnra uma melhor compreensão 

de suas propriedades. 

2.5.1. Resinas Amfnicas 

As principais mat~rias-primas para produção de resi

nas aminicas são a ur~ia e a melamina, que sao compostos que 

contêm grupos amino, e o forma1dcído. 

O formaldeido reage inicialmente com os grupos amino 

formando grupos N-met:ilol : )N- CH 20H, através Je uma reaçao 

de adição. Segue-se então uma reação de condensação destes 

grupos entre si ou com outros grupos amino livres, com a libe-
~ 

ração de água, promovendo-se o crescimento da molécula do polf 

mero até sua retículação completa. 

Quando a resina arninica não esti ainda polimerizada • 

ela e normalmente solGvel em ãgua,sendo usada.para acabam~ntos 

t~xteís,recobrimentos para papGis,recobrimentos p~ra madeiras. 

manufatura de adesivos, acabamentos de laminados e inúmeras ou 

tras aplicaç6es( 6Zl. 

As reações de conJcnsação q11C ocorrem entre os cornpo! 

tos N-mct.ilol [armados inc1uem( 63 ) 

Q. for1naç~o de mctilcno urSia: 

o 
/N = CII

2 c 
'NH 

b. reaçoes de reticulação: 



'-N·-
/' 

b.l. entre 2 grupos metilol: 

~- -· ~- -, 
CJ!')I()!l + Jll 

i- L ______ ! 

h.2. cnt n' um ~~l'tipo mct_i lol c llFI .L~rupo ;~mino: 

~ 

I 
C!!)- \- CfL,(1H + !L) O 

I 

7b 

h.:L entre 2 t;rupos metilol, com a líbcração de for-

m:1lUcído: 

r---,-----1 
-

1 CU,0 1 !J + 110~ 
L-~"'- J ___ --' Ul 7 -

,,/ 
·'' + 

1\ Fip,!l!':t 2.24, resume as rcaçocs possÍ\·cis da uréia 

com o forrnnldcído, rorrn:lTldn as conhecidas l~csi_nas Uréia-form.:ll 

dcído. 

Como se- vc, devido à prescn.;o na uréia de 4 hidrogê

nios ativos e três loL:;lis possíveis para_ polimerização (-:-C"' O 

C' 2 - NlL,), tlcp(•ndcndo da rclnç?io molar uréia Formaldcído 
' 

(1:2; 1:3;1:4, etc.--~) usada, das condições de plí, temperatura, 

tempo Je rcaç~o c procedimento que se utiliza na síntese. po~ 

de-se obter na condensação da ttr6ia com formaldeido, resinas 

com estrtzttlras lineares: monometilolur6ia e dimetilolur~ia 

rami ficndi.IS C' cÍclicas: trinzonas c uronas, cada uma Jelas com 

pesos mo.lccuiarcs dive1·so~ e ílplic:açócs específicas, mus sem-

prc apresentando grupos N-mctilol em suas estruturas, que no 

nosso caso S o grupo funcional de interesse, podendo ser en

contrado li!CSmo no polimero totalmente reticulado, 

Quando se utiliza uma relação molar de 1:4 C:uréía:fo!_ 



maldcJdo) ohtém-sc a cham;:tda resina t!RONA, com moléculas de 

estrutura ciclíca,ohtúla tln substituiç?io tot;:ll dos hidrogênios 

da ure1a por grupos mctllol~provcnientcs Jo formaldeído emmeio 

alcalino. Sendo a tetJ·amctilolurEitt obtida ext1·emamente 1ns-

t5vcl, promove-se~ sua Llcsid1·atação c cicli:aç5o, ficando por 

molécula _grupos metilol (climetilolurona) Esta resina par~ 

ce ser por isso,adequnda para os nossos prop6sitos. 

C> O 
' pol imcoro de -N-CI!z

urC:i~-rorma!. 1 

N • 

lado(tcn,(Jfj __ ,1 _ Cll~- >.; _ Cil, _ 

c~o 

I 
N ·- ('1!2 

'o) l 

o 
" 11

2
Nn;IICI! 11lll 

''""'"""'' i I u I "1 .~ i ,, I ~nli I) 
po" 1" clü f n~.iin ' I 1 I "C 

H7C ., r1 - r Nll,, 

" ,, 

"" 
o 
11 
c 

HN/ '-.Nil 

'-/ 
Ull 

c-n 

me 1 o nn•t 'o 

u" h :Os i'"" 

1\,1'< 

c~(' 

lmeiu ,i,·i,h• ,, 
<ks i c\1·:• t :h;iiu 

~ - .. ~-------~ 

\ 
r: ~ ll • ('IL, c li 

I 
u,-,·_:;" lorm.JI 

" " c 

<kldo"' 

/ ' !IN 1;11 
I I 

1! 0 1: Cll 1 

"N/ ~ 

' C2HS 

)""'"'" 
" 

Triuzona 

Co() 

• ' -

C•ll 

' 
c~o 

I 
N~CHz(lll 

" ,, 
llílllzCIIKC ~>l\lt'\: 2 1lll 

,J;m,tiluloré\a ll!WII 

o 
" te, 

HOCIJ?N ·-;cl!,ml 
- I I -

tJ 2c, 
1
nt 2 

o 

Dimet ilol unma 

Pigura 4.12 - Rcaç6es da Ur~ia com Formaldeido(óZ) 
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(<>·1] llu JOitg c llc J011gc cstttdaram a cin~tica da reaçao 

ur6ia·forntalJcido ;t altas concentrações c concluiram como j5 

havia feito Smythc(CJS,(ló), que a reaçao e bimolecular e a ta-

xa de rc<.H,;ao z, diretamente proporcional a concentração de íons 

h-idrox·i l:J 011 hidrn~;Ô111o. 

i\ Figur;l 2.25 mostra a influência do pfl na constante 

da taxa da rcaçilo entre uréia e formald{~ído a 3S°C. A pl!s mai~ 

res que 9 c menores que 4 a reação é muito rápida. 

32,-------------------~---, 

28 

24 
N 

' 20 
o 
~ 

16 
~ 

rl 12 
"" 8 

4 

o 
() " - 4 

pll? 
I 

I 

8 1 O 12 pH 

Figura 2.25 - Influ6ncia do pH na taxa da reaçao: ur~ia-formal 

deido a 35°C ( 64 1 

Portanto.a metilolaçio de grupos am1no com formaldei 

do pode ser acelerada por 5Icalis ou 5cidos, corno se v~ na Fi-

gura 2.26. 

/\. metilolação de um amino-composto se dá através de 

mecanismo Jc sttbstituiçao nucleof!lica. A nucleofilicidade do 

5tomo de nitrog~nio ~ dada pelo seu par de el5trons disponivel 

para se ligar ~ carbonila C)C=Q) do formaldeido. 



+ 1!20 

- Cl!
2
d" 

CH')O + 
" 

~NJ! + 

l:igura 2.26 - M~tilol~ção de grt1pos amino 

A Figura 2.27, adiante, resume GS 
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. . 
reaçocs poss1ve1s da 

mclamina com o f"orma1Jci,Jo, formando as Resinas mel~mina -for-

maldeído 

A mclamina 6 um reagente obtido da condensação da 

'· 1 . . I (óZ) . l l ure1a on c a c 1anarrnt a c se caractcrl:a pc a presença te um 

:1nel tri;J:~Íníco nlllito cstiível,com seis hidrogênios possíveis 

de serem substituídos por grupos mctilol após a reação eom for 

maldcído. 

!ICJlCndcn(Jo ela rclaç~o mclamina : formaldcido \Jsada,o~ 

tern-se di-;tri-,tctra-,pcnta- e hcxamctilolmclamina, em meio 

h5sico. 

Através de rcaçocs de condensação entre os grup()S me

tilol dos an6is triazinicos. formando ligaç5cs 

'" /li - e ~N - Cl! 2 - o - m2 - N~ em meio ácido. for 

ma-se um polimero inso1Gvel 1 com peso molecular infinito. mas 

que ainda apresenta grupos metilollivres, servindo portanto 

aos prop6sitos do trabalho. 



Monâmcro: ' 

mdamin• 
p.f.: > 350"C lkc. 

+ nHCHO-+ 

HQ!O 

.Weído fónnico 
p.e.:-2l''C 

NHOtlOU 

A W N 

A)!._, 
HOit~CHN " N NHOftOt! 

"' 

11010 

figura 2.27 - Rcoçõcs da mclamina com forrnaldeido(?Z) 

Sll 

A mclunllnil tomh6m 6 empregada em reações de condensa 

çao jtmtamcntc com a uré:ia., ou outros compostos alllÍnicos, como 

a tiouréin, ctilcnOtlr~i:t,ctc., para produzir resinas com pro-

pricdadcs especiais. 

l:stas rcs:inas amínico.s dcscritas,que apresentam gru-

' pos N-mctilolliv,·es, qt•onJo utilizaJ;as em acabamentos tixteis. 

nprcscntam o inconvcilicntc da possibilidade de liberação dura! 

te a estocngem do tecido, bem como no contato com a pele, des

tes grupos N-metilol, na forma de formaldefdo livre que S uma 

substfincia carcinogSnica. 
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Para Jninimizar essa libcração.as resi11as costumam 

ser submetidas durante o processo (lc sintcse a mais uma etapa 

de reação.rcnginllo-sc os grupos N-mctilol com 5Icoois, princi-

pnlmcntc o mctanol c o bttt;tnol , obtendo-se os grupos 

t c: 

- n - ( (:)1 1 1 

OCIL + 11,0 
·' 
CH,O (CII,) - :; 

mctoxi 

Hm termos de estabilidade ã hidrólise,com a conseque~ 

te liberação de forn1~ldcido para o meio ambiente, tem-se: 

> ):\-Cli?O-Cll~ >) N -DL, OH 
- j ~ 

por ísto cst~ts resinas <:llquiladas ~ sao preferidas para os aca-

hamc-ntos t(:xtcis. 

A l:iglJr:t 2.28 :tprcsentil o processo Jc sfntesc c meti-

lação d:1 l{csina Orona. 

Caso se use portanto, resinas aminicas alquiladas na 

preparação do St~ortc-Resina, a reatividade da resina polimeri 

zada em relaç3o à liga\;ão da proteína diminue~ embora a reação 

possa ainda ocorrer com menor intensidade. 

Por isso, para se testar a reatividade do Suporte-Re~ 

sina com relação a presença de grupos metilol, resinas com gr~ 

po metiloL bloqueados por metano! ou butanol podem ser usadas, 

para efeito de comparação. 



o 
11 

/c""-
+ 4HCHO --c> HO~C-~ . ~-CHzOH -HzO, 

formaldeído HOH2 CHzOH 

uréia 

o 
li 

/c~ 
H~ 2 C~ 7CH20H 

c c 
~ 0 / urona 

tetra-metilolur~ia 

metilada 

Figura 2.28 - SÍntese e Hetilação da Resina tJrona(óS) 

2.5.2. ~-JJ•ctJ.lolacrjl~•nida(\tlA) 

ft \-mctilolacrilamida ~ um reagente obtido a partir 

da reação entre a acrilamida e o formaldeido, sendo comerciali 

zada e estocada como solução aquosa a ~8~ de s5lidos 

ra 2.29). 

C IIC 
.-o 

' N1!
2 

vinil 
,------ ·----1 /.0 

+ !!CJJO-+ ~~~-~-~-~~~_;-c~ ~-~~=~~~o-~ 
NI-!~CH 2 OH : 

·--- ------· 

N-metilolacrilamida 

Pigura 2.29- Reação de síntese da Nr-IA (em meio básico) 

(Pigu-

A N-metilolacrilamida (N1v1A) é um monomero extremamen 

te reativo, E JlOtCJlClitllDCJltct~ material perigoso, sendo necessi 

rios cstocagcm e manuseio apropriados. 



A ,:.aractcrísti.._·a mats interessante ~la ;...;-mtnilolnçrl-

lamicla (N~1A) é qucif :1 moléclllo possui 2 fHncionalidndC's Jifcrcn 

tcs: uma vinil c outra hidroximetil ou metjlol (figura 2.29). 

A NMA pode desta forma, ser copolimeri:ada com outros 

mon5rncros vinflicos ou ser polirncri:ada com u1n homopolimero 

otravSs de uma polimerização em cadeia ou por adição, iniciada 

por radic;1l livre, tJtilizando-sc sua funç5o vinilica. (As insa 

turações ou ligações duplas são quebradas e as moléculas sao 

adicionad;1s formando cadeias ramificadas com o ~rupamento 

- C = O como raAificação) 

- Cll 2 - C li - cnz- Cll- CH 2 - C li - CJ12-
I I I 
c = o c = o c ~" () 

I I I 
~H! CH 2011 ~HC!! 2 0ll !\l!CJ-1

2
0!-1 

Os grupos metilol ficam livres c disponíveis para u111a 

polimerizaç~o postcrior~pcla ação de c;tlor ou de um catalisa-

I , " I ( 69) 
(QT acHO . 

l,ortanto, atrav~s destes mecanismos polimeros forma-

dos por NMA podem reagir com eles pr6prios atrav~s dos grupos 

mctilol livres ou com certos substratos reativos como a celulo 

se, que aprcsent<J hitlroxJlas aptas a rcogir com grupos 

lol (lO). 

meti-

Alternativamente o monomcro Ni\IA pode ser quimicamente 

:fixado a um substrato cOmo a celulose. atravês dos grupos me'ti: 

lol e ser subsequentemente reticulado atrav~s de funções vini

licas pendentes, que tambgm podem reagir com as hidroxilas '1! 

vres do substrato(lO). 



;\s resinas .. 
<1!llll11CUS do tipo ut·êia-formal(lc!do, melami 

na-formaldeído, etc., 11elas suas caracteristj.cas de estrutura 

c composição química se polimerizam ou "curam" formando um po

límero termofixo rÍgido, de peso molecular não mensurável,atr!.:; 

v~s de um processo de polimerizaçio denominado por condensação 

ou etapa. 

Normalmente em aplicaçBes tgxteis,a resina - . am1n1ca 

ainda em sua maior parte constituída por unidades monomêri-

cas (dimctilolur·~ia , tri-ou tctrametilolmelamina, etc.) ou 

moléculas de baixo peso molecular,ê impregnada em tecidos dos 

mais variaclos tipos,em um banho. O processo de reticulação ou 

condcnsaç?io desta resina sobre o tecido, para formar uma pclí-

cuia insolúvel, é real iz:tdo p;1rtc pC'lo fornC'cinwnto de energia 

térmica e parte por uma substância de caráter ácido, chamada c.e_ 

mumentc de catalisador,mas que na verdade nio ~recuperado e 

tem sobretudo uma função aceleradora dn transformação do mon.§. 

mero em polímero. O "catalisudor" compõe parte da formulação 

. - d . t . d (GS) da res1na que e usa a para Impregnar o ec1 o • 

Elll policondcnsações os reagentes mais usados como "ca 

talisadores" silo alguns sais rnctâlicos de :lcidos fortes e ba

ses fracas, como o cloreto de magnisio :MgCl 2 c o sulfato de 

umôn.io; (NJJ 4 ).
1

S0 4 ou também o cloreto de 2 ... amino- metil-propa-
,, 

nol c o nitrato de zinco : Zn(N0 3) • 
. 2 

a tempcratlJra de PJlimcrização deve ser 

l30oC (ó8' 71) 

C~nn estes catalisadoTcs 

l'm tt1rnn de 



,, 
L .) 

~fonômcros viníllcos de fÓrmula gerai 

ondc:XcY 5~0 grupamentos . ' . v ar 1~1 v e 1 s, (como Cl .-Q ,alquil), 

na cl[lSSC dos quais a N-mctilol;J"'ri Ltm:~d;t 

C li 
I 
c:::::;:;-0 

'NIICH
2

0H 

se enquadra, sofrem polimerização atrav6s das insaturaç5es por 

um processo denominado polimerização em cadeia ou por adição , 

... d ,. 11. (õ 3l lnlcla a por rac1ca Ivre . 

Radicais livres s5o intermedi~rios de reações, que se 

caracterizam por possuir um elétron dcsemparelhado. 

Radicais livres formados a p;trtir de molSculas de mo-

nomcro c qtJC dar5o origem ~s mo16culas Jc polfmcro. podem ser 

gerados de clifcrcntcs formas: atrav6s de agentes quimicos que 

sao adicionados ao meio reaciona1 - iniciaç5o quimica,ou atra 

vês de radinçõcs e'ictromagnêticas que geram radicais livres di 

retamente na massa reacional( 63 , 72 ). 

A iniciação quimica ~ a mais aplicada industrialmente. 

Uma substância química capaz de formar radicais livres por de 

composição térmica ou fotoelétrica é adicionada ao sistema con 

tendo monômcro. Catla espécie reativa formada por cisão homo

lítica (quebra da molêcu.la em 2 radicais livres cada um com um 

c"!êtron descmparclha.do), reage· com 1 molécula de monômcro reg~ 

nerando o radical livre~ e iniciando o crescimento da molécula 

pollmêrica. 
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As substâncias quÍmicas mais empregadas para produção 

de radicais livres por cisão homolftica sao os per6xidos (Pô'_ 

r6xiJo Jc bcnzoila) os hidroper6xiclos (hldroperõxido de c um i 

la), os azocompostos (a, a'-azo-bis-isobutironitrila) e os peE_ 

sais (persu1 [3to de amônia c de poti:issi_o), produzindo r.:tdicais 

acima de determinadas temperaturas ll:igura 2.30). 

/,.0,_c'i
0 0

"'-"c-@·-- ~l ro\-c1"
0 
--

\::::/ 'o -o_..... 0 "o· 
1"'•6xidodobcnzo!J. 

-2@• •lCO~ 

'"• ' ll,C-C-0011 

(:?J 
hJdr~po<Ox>do 

do CQtn!l• 

C!h Cll) Clt, 
I I 6(}"C I ' 

U,C -C- N"' N- C- C!l ,-~-----.. 201,- C• + N3 

' ' ' CN CN CN 

11:, ll' .. ,o~bulln>nJUU.. 

Figura 2.30 - Geração de radicais livres por decomposição tir 

mica de iniciadores e sua reação com moléculas 
(7') 

de monôrncro <;. 
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<'' 

Outras substâncias se decompõem sob açiio da luz ultra 
' ( 7 2) v1oleta • 

Estas substâncias químicas sao chamadas de Iniciado-

'f;1mb6m s5o cham:•dos impropriamente de catalisadores 

embora não tenham esta função especifica. 

~o processo de polimerização por adição ou em cadeia 

atinge-se altos graus de polimerização logo no infcio da rea-

ção, mesmo a baixas conversões, tendo-se no meio reacional ap! 

nas mol6culas de alto peso molecular e mol~culas de monomero 

nao reagido, não havendo subprodutos. 

O crescimento da molécula polimêrica se dá apenas pe-

la adição de moléculas de monomero uma a_ uma. à cadeia em cres-

c_imento. 

soes, mas 

r.ongos tempos de rcaç~o proporcionam altas 

alteram pot1co o peso molecularC 63 · 72). 

O monômero vini'lico N-mctilolavri l:nnid:J -e 

conver 

portanto 

pol.imer.izado através das insaturaçõcs,utilizadando-se comumen-

te como iniciadores o persulfato de amônia ((NH4 ) 2 s 2o
8

).que à 

tempeTaturas superiores a 50°C,produz radicais livres por de

composição térmica (Figura 2.31). 

fazendo-se polimerização da NMA com persulfato de amô 

nio a uJ;J:.:c temperatura mais alta, cerca de 130°C$ como jâ foi 

discutido, pela ação do calor ocorre também a reação entre 

grupos mctilol da NJ'I.1A, .formando-se um retículo tridimensional 

insolúvel 



...rv'-CH2-CH ~cH2-CH -C H 2- CH -CH2-CH--'VV" 
I I I 

C=O C=O C=O 
I I I 
NH NH NH 
I I I 

CH
2 

CH,OH CH 2 
I I 
o o 
I I 

CH 2 CH 2 
I I 
NH NH 
I I 
C=O C =O 
I I 

-"./'-CH -CH-CH2-CH-CH 2 - CH-CHrCH --N'-
2 I I 

C=O C=O 
I I 

NH NH 
I I 

CH2 CH20H 
I 

o 
I 

CH2 
I 

NH 
I 

C=O 

Retfculo Tridimensional. 

de N-metilolacrilamiJa 
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' " ®0 l t 00 / 
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---'>2 NH4 0-S-O• 

H O O H 6 
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,/ " ~ 1;1 

O 0-C-C• 

o o " / 
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I 1 

C-C 
I I 

H C=O • 
I 

NHCH20H 

H H 
I I 
C-C• 
I I 
H C=O 

I 
NHCH 20H 

I I 
H C=O 

I 

~H 
CHpH 

Radical Livre 

Regenerado 

Figura 2.31 - Polimerização da NHA com Pcrsulfato de Amônio 
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2.5.4. Tecidos Sint~ticos Utilizados: 

Na preparaçao dos Suportes-Resina estudadms neste 

trabalho para imobilização dC' proteínas, poderiam ser usa 

dos em principio. Jiferentes tipos de suportes s6lidos consti 

tuidos por materiais cerâmicos, vítreos ou polimêricos. nos 

mais variados formatos como p6s, esferas ott pêrolas,fibras ou 

tecidos forme~dos por fibras em trama ou apenas coLubs 

tas. 

j un-

ll1na Jas caracteristicas mais desejadas para o suporte 

que constituirá o imunosorvente é a Disponibilidade de uma gra~ 

de supcrflcie em relação ao volume do suporte~ para a ligação 

da proteina, que pode ser obtida quando se utiliza fibras 

t&xtcis em geral, t~1is como : poliester, nylon, uretanas, cel~ 

l5sicns, cclu16sicas modificadas ou acrilicas .. \lém disso a 

facilidade de separação ap6s as reações,tamb6rn e muito impor

tante. 

Para uso em testes sorolÓgicos do tipo ELISA, os su

portes s61idos que oferecem melhores condições para obtençio 

Je um imt1nosorvcnte com caracteristicas pr6xirnas das ideais 

como: .facilidade de preparaçao, de separação e de manuseio 

in~rcia em relação ~ resina que recobre o suporte e is reações 

que se processam no teste e alta insolubilidade. sio os teci

dos formados por fibras de polimeros sint~ticos tais como: Po 

l.i.cster, especialmente o politereftalato de etileno - PET e 

Ny1on 6,6, que são pol-ímeros que têm grupos superfiltiais pouc.o 

reativos. 

Este formato do Suporte apresenta uma maior relação 

iirea/vo1umc, em comparac:ào c,om uma esfera ou cavidade de placa 



de poliest.lreno,suportcs muito difundidos n;t preparação de Imu 

nosorventes para Testes ELISA. 

2.5.4.1. Policstcr 

Um po.liester ê formado peln polimerização por conden-

snçno otJ etapa de mmúlmc-ros biftnH:ion(lis; principalmente diá}_ 

coais como o etilenoglicol e di5cidos b5sicos, como o 5cido te 

reft5lico ou 6stcres destes di5cidos corno o dimetiltereftalato. 

Durante a polimerizaçã-o hâ a eliminação de água ou outras molé 
' -

cu1as como o metanol, dependendo dos monômeros usados( 6 .3). 

O PET apresenta as seguintes propriedades fisicas: 

peso molecular : 15000 - 20000·, densidade : 1.38; temperatura 

de fusão = 'fm ~ 265°C; temperatura de transição vítrea = Tg 

- 7 () 0 (', ', ( . l f ' t- l b t - ' - . ma ·cri~ umor. o, mas or1en ·ave so raçao ac1ma de 

O grupamento que caracteriza os poliesteres .fazendo a 

ligação entre as unidoJes de repetiç5o que compoem a 
() 

ostrtJtural b5sica do polimero e : - ~ - O -

unidade 

Este ê um grupamento pouco reativo, tornando portanto 

o polímero bastante inerte a possíveis reações químicas. A au 

sência de grupos reativos como hidroxilas,que desfavorece a 

formação de ligações como pontes de hidrogênio, bem como a pr~ 

senço. de grupos volumosos ~ na cadeia do polímero, tor 

nam a adsorç~o de macromol&culas mai~ difícil (problemas est~-

ricos). 

o poliester tem ainda a caracterTstica de absorver 

quantidades minimas de 5gua. 

2.5.4.2. Nylon 6,~ 

Nylon e o termo genérico que designa as poliamidas 



92 

sintéticas. 

l'oliamidas sao poJimcros que possuem o grupamento ami 

da 
o 
li 
c- N 

I 
li 

como grupo característico da cadeia polimêrica, liga!!:. 

Jo as uniJ~Jcs Jc repetiç5o. 

Os nylons sfio classificados por um sistema numérico~ 

que indica o nltn1ero de átomos de carbono d[lS cadeias dos monô-

d - . . d (63 72) meros ·e que sao s1ntet~za os ' ·. 

A poliamida produzida a partir da condensação da ca-

prolacta:rqa que possui 6 carbonos em sua mol~cula,~ chamado 

de Nylon 6. 

Nylonssintetizados a partir de diaminas e diâcidos b-ª. 

sicos s~o designados por 2 nfimeros, o primeiro representando a 

aullna, como o Ny!on 6.6 1 rormado pela hcxametilcnodiamina e âci 

do adÍpico. 

us:tdo. 

por 

As poliamidas sao produtos tipicos de 

- ( 6 l) etapa ou condensaçao · • 

polimerização 

O grupamento caracteristico das poliamidas apl·esenta 

a chamada ligação peptídica e pode ser quebrada através de uma 

hidrÔlise âcida,para liberar grupos superficiais reativos . . 
H G 

H 
I HCl I 

C-N .... -c N-

" 11 (!) 

o o 
capazes de reagir com outras moléculas. 
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O Nylon 6,6 tem boa resist6ncia a solventes; resist6n 

I ,U 

tran 

2.h. Formas de FormaldC':Ído l:ncontrndas em Rcsirl:J5 .-\mÍnicas e 

c1n 'l'ccidos 'l"•·atndos COlll essas Rcsiit:lsl 7 ~1. 

Como JiÍ roi ,![to. P ~upurtc neste tnJba-

lho y1ara uso l'lll Te-stes LLJ~,\, e composto por um tecido sintético, 

revestido por uma camada de resina po1imerizada, na qual se fi 

xara proteÍnéls par~1 obtcm.;.ão de Jmunosorventes. 

As principais resinas usadas s~o as amfnicas -e o mono 

mero N-metilola(:!·i l::::~id:1. cuja caracterfstica comum e possuir 

em sua :formu'I<1çilo o formaldeído e em suas moléculas o 

N-meti1o1. 

!:stc formaldcÍdo está presente na resina e apos a 

no retículo resinoso, sob vilrias formas: 

:1, Porm:Jldcíclo Livre: 

l{efcrc-sc ~o rormalclc!Jo cncontr3do na resina ou mono 

mero em s1 apos a sintese, ou no reticulo insolGvel formado 

apos a sua polimerizaç5o, que não cst5 combinado ou lir:ado _, às 

mol~culas de resina ou ao ret!culo resinoso. 

b. Formaldeído Combinado; 

Refere-se a todo formaldeido que est5 incorporado atr~ 

ves de reaçao quimica 5s mol~culas de resina ou mon6mero ou ao 



rcticulo resinoso, 

Existem diferentes formas de formaldeido combinado que 

podem ser visualizadas na se.guinte estrutura teórica de uma re 

si.na ur~ia-formaldeido comum(SO) 

o o - - - -- - - " 
. -- - -~ I 

" - -- .., 
110 112 c ~ N c N ~ _ ~H~2 __ 7 N - c - N CII

2
0 R ' l ' 

' ' - - ~- --- - --- -
I! li H H 

f.ormn I Y:orma Til Forma I! 

1\ h)rm:l 1, o grupo - Cll
2
0!l, representa o formaldcído 

na forma Metilol, que c o grupo funcional capaz de reagir co-

valentemente com grupos amlnicos- NJJ 2 , - N-H ou hidroxilas, 

- . d - (61) caracter1St1cos c prote1nas como antfgenos e anticorpos, 

que se deseja fixar no Suporte-Resina. 

:\ Forma I I, o grupo -CH 20 R, onde R representa a c a 

deia carb611ica de um 5lcool, 6 o formaldeido na forma de gru-

po mctilol alquilado, isto~. bloqueaJo pela reaçao com um 51 

~ool, norn1ulmcntc o mctonol 011 o but~nol. 

Quanto maior .for a caJ.ei<-~ R, :mais estilvcl e a ligação 

do grupo a estrtJtura da resina. 

J:wborn estes grupos mct i ln1mct' i lado ou mctilolbuti1a 

do scJum mais estáveis que o grupo metilol,em relação à hidro-

lise, com a liberação de formaldeído 1;t r'--'élÇlO cm·;:dentc com grupos 

• . I • c:lr:lctcr 1st l L· os l c pro te Jll;ls. cmhon1 com menor· i.ntcnsüladc, pode ocorrer. 

A Forma TIT, o grupo -cH 2 - , representa o formaldeí 

do meti15nico, que esti profundamente incorporado i estrutura 

da resina e do reticulo ap6s a polimerização, sendo de dif{cil 

liberação na forma livre e não reativo em relação a grupos 

funcionais de proteinas. 
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!:m termos da estC~hilidnd.c dessas Formas em relação a 

hid.r6lisc, com a conscqucnte liberação de formaldeido, tem-se 

a seguinte ordem 

ou seja. sob condições pouco en&rgicas 

e umidade (ambiente de estocagem do produto polimerizado) pode 

c. t=oriiJ:Ildc!clo Total 

l~cfcl·c-sc a toJo o Cormaldcído c0nt.ido na resin{t ou 

no retículo rcsJnoso. ou seja, o form:1ldc-:Ído livre mais o com-

" l' s ll ) 
lnnado . 

N:1 lnJGstrin T5xtil,que tltili:a largamente resinas a 

b;1sc de fornwltlc1do no acabamento dos tecidos, o estudo das for 

mas de formalclcído encontradas na Tesina visa J. min.imização 

d;t libcr:IÇ~O '!c l'ormaldc!do. 

))esdc :1lguns anos,é grande ~1 preocupaçGo dos organ.is-

mos ligados~ SaGde l1 Gh1icu e Toxocologia, nomeadamente nos 

puÍ::;c.s como l~st;Jdos Unidos, Japão e da Comunidad(;~ Européia, a 

respeito do contato dos consumidores e trabalhadores i.ndus-

tri;Jis com o rormaldcído liberado de tecidos, devido ' as c vi 

d611cias de propriedades carcinog~nicas do mesmo. 

llstcs organismos t3m pressionado ns indGstrias 

ves de leis, visando a manutenção dos Índices de form0.ldeído li 

vre ou possível de ser liberado como o ~~tilol, nos menores ni 

vcis praticiveis em seus produtos, o que tem sido conseguido 



96 

pelo uso de rc~ilnas com baixo fornwldcÍdo livre, grupo~ meti-

lol hloquc:uJo:; por iíl~·oois c u5o de r·c;1,1~cntcs scqucstradorcs, 

00 " . - (74 75) ncccptors"dc formalde1do ' . 

Neste trabalho o c:studo das formas de [ormaldcído pr~ 

sentes visa o corrclaclonnmento d:t rcatividadc do Suporte-Resl 

na Desenvolvido no reação de fixação da protefna e da es 

tabilidade dessu rcaçno a longos pcrfodos de estocagem.com a 

presença c concentraç5o de certas formas formalde!do existen-

tes no Suporte-Rcsin~t principalmente o Metilol e o Metilol 

Alquilaclo. 

de Fonnaldc"ído 

Jli.i um grande numero J.e métodos de análise descritos 

na literatt1ra,pura a determinação direta Oll indireta das dife-

rentes formas de formaldeido encontr:1das n~ts resinas am!nicas 

ou monomcros sintetizados a base deste reagente e em tecidos 

tr~t~dos com estas resinas. 

Os m6todos para formaldeiclo livre sao os mais estuda-

dos c discutidos,dado ao controle exercido pelos Organismos li 

2.7.1.1 . .FonnalLlcÍdo Total; 

o método mais utilizado ê o desenvolvido por Bricker 

( 76] . (73 77) 
e Johnson · em 1945 c modificado por Morath e Woods · ' e 

se baseia na leitura colorim~trica dJ intensidade da cor roxa, 
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J·c~t•ltaJttu 1la r·c:Jç;to Jo 5cido crontotrGpico CO!D um:1 alíquota 

de IHit:t soltH.:~lo diluld;l. lla rcsl1w.cm presença de ácido sulfÚri 

co SN. A ;JhsoJ·v~Jtci:l da soltJÇ~o colorida rcsttltante 6 medida 

a S70nm c o '-·ontL'\Íclo Jc forma1dcTdo total presente na resina, é o~ 

presente 

tinclo a llctcrnliJl:lç~o da rclaç5o form:tldcfdo/aJnina, que 6 infor 

ma~uo importante em termos Jc propriedades desejadas, formula-

Ç80 c r•·occsso de fabricaç~o. 

2.7.1.2. Formaldcído Uvrc 

()s m6toJos m;tis usados sao os que tJtilizam o sulfito 

de s6Jio a frio, existindo em 2 var1açocs : 

A variaç5o descrita por De Jong c De JongeC64,78) 

sulfito de sódio pura formar com o fonnaldeído um complexo 

usa 

em 

meio :Jlctl ino suave (pll 8,5}, ~i temperatura de 4°C durante cur 

to pcriodo de tempo. A reaçao e interrompida pela acidifica-

çao do melo. rorma-se o produto de adição do bissulfito. o 

excesso de sulfito que foi adicionado ~ reagido com solução de 

i.,, em presença de amido como indicador. O pToduto de adição 
" 

do h:issul. [_i to formado (CIL., (NnSO~)OH) ê então dest-ruído pela 
,;. ~) 

adição de u1nu busc.libcrando o sulfito, que ~ titulado com so-

luç5o tlc r 2 pa,!roniz~lda. 
Esta Ú1tima reaçi:io é usada para cal 

cular u [ttJ;tntJ,lallc Llc formaldcido livre. 



lteaç6cs Ltlvclvidns: 

fiCO !I 

r·orrnn"l

dcído 

+ Na SO~ 2 .) 
sulfito 

de sódio 

CII
2 

(NaSO,) OI! 
,) 
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pll 8, 5 

Naüfl + CH 2 (NaSO_) OH 
,) 

composto bissulfito 

pll ]() 
' 

21 ,, .. : 11+ 
,) ,) 

/1. baixa tcmpcraturJ utilizazb no proc.edimento. minimi 

za a hidr5lisc dos grupos mctilol c Olltros presentes na resi-

rw, que daria v;t!orcs mais altos qnc os rca1s. 

A Vitri;tção descrita por Morath e Woods( 73 ) do m~todo 

do sul fito a frio, propõe uma modifit.::1ç3.o do t>fétodo descrito 
( 7 9). 

por Walkcr , em 1953. 

Neste n16todo tan1b~m ocorre a form~tçfio do produto de 

;ldiç{io do hi:-:;,;,u!!.íto,c a mocU.Li.caç::io consiste na adição Je uma 

al:Íquota de l!Cl ou 11
2

so
4 

padron.izada c em cx:cesso,cm relaçi:i.o ~a 

qu:n1tidnde de N:1Clf! rormadn pela rcaçi'io cntt·e o formaldeído c 

o sulfito rtdicionado. 

l'ort;Jnto, ~~ n:a~;Zio SG processa em pre.scn1;a de 5.cido que 

va1 imediatamente neutralizando o NaO!l formado. No final o ex 

cesso de ficido 6 titulado com solução padronizada de NaOH. 

A diferença entre os equivalentes de ãcido adiciona-

dos c os consumídos,é usada para o ;formaldeído livre. 

A reação deve ocorrer i temperatura de O a 4°C parami 

n1m1zar a hidrôl i se da resina,quando o excesso de ácido ê ti tu 

lado pela base. 
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A prcscrlça da base como produto no iiticio da reaçao, 

sem n ncut:ra1lzac;iio inlcdiata com o aci(lo,podc causar a hidr6-

lisc elos grupos mctilol c outros,dando resultados 

aos reais c pode também catalisar a reação dr> r~mn:ddcído livre 

2.7.1.3. Fnrmaldeído Mctllol 

Crupos ~"lct ilol incorporados em resinas amínicas sao 

ligados a 5tomos de nitrog&nio )N - CH 20H e estas ligações so 

frem tJTIW quebra quantitativa em meio alcalino, mesmo à tcmper~ 

tttra ambiente, JlroduzinJo formaldcido livre( 7J): 

Portanto grupos Mcti1ol podem ser determinados usan 

do os mesmos métodos empregados p~1ra formaldeído livTc,no qual 

reagentes r•lcolinos s~o empregados. Para se obter o contefido 

de grt1pos MctJlol, deve-se descontar Jo resultado o formaldei-

(lo llvrc,mcJiJo Jlrcviamcntc por ot•tros m6todos, que 6 determi-

nado concontltanteJnente. 

(80) . (64 78) De Jong · e De Jongc c De JonQ: · ' desenvolveram 

2 mêtodos para determinação de rorma1de-fdo r<letilol, envolvendo 

a liberaç5o dos grupos \~tilol sob condiç6es ulcalinas. 

\Jm dos mêtoso é iodimêtrico(
64

· 78 ) e nao pode ser usa 

do em presença de subst~1ncias redutoras e o outro utiliza cia-

- . (8077) neto de potassio alcal1no - ' , sendo adequado a todas as 

circunstâncias. 

Um Olltro problema que surge na utilização destes m6to 
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dos é que parte, scnao todos, do:;; .l',rupo;; ~lctiJol esterifico.dos 

(metilndos ou butilados) pTcsentes na resina, são também libe-

rndos sob :1s cond.ít..;õcs do teste e medidos como grupos Metilol dan 

do resultudos erroneos. 

plt 
\ 

............. / 01 
bits i co 

p!l 
\"1 

~ / !\.!~ 

h i.í.s i co 

!1 ortanto estes m6todos se prestam apenas a 

n:1o cstc1·i ri(.:ad(Is. 

Jl:tra cvlt;Jr este prob1cma,?-lor:lth c WoodsC 73 ) 

resinas 

propoem 

um método para med.lr apenas os grupos \!etilo l e se baseia na 

cl.lo c·!oJ·Ítirico :1nidro como ,~;1t:1lis:Jdor. \lm mnl J(' a~lJla é li-

bcr:Jdo paru cad;l mol de \.;rupos mctilnl rea_r:ido : 

" / N - Cll,OII + IIOCII 3 

O total da 5gLla liberada 6 medida no final da reaçao 

peJo método padr~o de Karl 1:isl1er. Corrige-se o valor descon-

t;JnJo-sc :t 5guu j5 presente originalmente na amostra, também 

2.7.1.4. Formaldcido Metilado( 73 ) 

Esta forma 6 mcll1or calculodn atrnv~s do valor de me 

tanol combinado obtido das anãlises do metanol total e livre. 

Metanol. Total: 

f obtido através da oxidação,sob refluxo,com dicroma-
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t ü. O método envolve a oxidaçiio do mctanol_ e outros grupos 

oxiJ5vcis,qtJc (levem depois ser dcscont:!dos. 

!Vfetanol Livre: 

envolve n liofiliznç5o da resina,segui,!a da (]eterminação dom~ 

tanol total no Tesfdt•o seco. A diferença entre o metanol to-

tal antes c depois da liofilização 6 igual ao metanol livre da 

rcs 111~1. 

Para resinas metiladas usa-se o m~todo Siggia modifi 

cado( 73 l. 

O mctanol ~ esterificado por anidrido ftfilico. em p1-

· 1 · c·1 °cc • l'Ll1TIU. a _ O excesso de anidrido é convertido em ácido, p~ 

la adição de 5gua no final da reação. O metanol livre é calcu 

lado da diferença dos resultados de titulações com alcali da 

<JJnostra e de uma prova em branco com anidrido ftâlico. A con-

vcrs~o da rcaçao 5 de 90,6\. 

2.6.1.5. Formaldcído Mct_ilênico: 

D calctllado Ja diferença entre os valores do formal-

deido total menos o livre, mctilol e mctilado. 

2. 6. 2. Dete_:!:.~~!_~J_sã~_de FormaldeÍt~2_em_Ieci_dos Tratados com 

Resinas ou Mon5meros a Base de formaldefdo 

Em termos de Tecido Tratado os M~todos de Anilise de 

maior aplicabilidade são os do rormaldeído Livre e do Formal-
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dcÍdo Mvtilol. 

2.6.2.1. l:ormQ]dcido Livre em Tecidos l'rataJos 
~--·---------~---·-···---·--·----~--------·-

l 1 ~r~ ~ n1cdidn tlc formaldcfdo li~rc em Tecidos 

l 6R Sl 8') g~) dos, v:Írjos mêtoJos c~--t~io dPS(Titos n;J litcr;Jtura -~ •' ,c'""•'.). 

I;;;tes métodos tentam simular condições de ambiente de 

estocagcm c tttilizaç~o dos produtos recobertos por resinas,que 

s:to csscJlci:llnJcntc protltltos t6xtcis. 

Visando o controle da libcraçiio do forrnaldcldo na foy 

livre, cxls1v 
( 81 8' 8') 

grande debate '- '""1 
' ' :J a respeito do me lho r 

método par:1 mcdid:1 de rornwldcído l.in·e: em tecidos trnt:1dos· 

JJo mesmo modo que para rorm~ddeído 1 ivrc em resinas 

cxistcn1 ,]iscrCJl~nçi:Js Ciltrc ~1s quantiJ;1Jcs n1cJid:ts atrav6s de 

cad;.l método. nstas diferenças ori)!iJ1:111-sc da severidade com 

que cada método pnwocn ~'possível quebra de ligações de grupos 

'~tilol ou da presença de rcsfduos ou grupos funcionais inter 

fcrcntcs no m6todo, resLJltando em an5lises imprecisas. 

Os métodos mais utilizados sao : 

( 8' J 1. M6todo do Sulfito a Frio -•~.: 

r o método mcno~ severo de todos,p;tra formalde{do li 

vrc crn tecidos l rnt,ldos c c considcrntlo o teste para o "verda-

dcJro" rorm:tldcÍdo l1vn~ Clll tcciclos.pclo curto perfodo de tem 

po (7 nlintttos) c a baix:t temperatura (0-10°C).quc sao usados 

na reação paya a formação do produto de adição do formaldeído 

com o sulfito de s6dio - o hissulfito. Estas condições obscu

recem o efeito do alto pl:-1 de incubaçáo proveniente do pH do sul 
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fito de sódio 1 que causana a hiJrÕli;;;c tlos grupos )letilol. 

As du~1s variações deste m6toJo propostas para resinas 

por De Jong c Ilc [64 78) ' (73) Jongc ' c por /'.lorath c hoods ~ já des-

crjtas anteriormente s;lo utili::adas também pílr:t medida Jc for 

m;J!dcído livre em tecidos, ad~lpt:mdo-·:'c ;Jpcn;ls :Jsconccntraçõcs 

c os volumvs dos rc~q.!entc's us~1Jos .para a medida de concentra-

(.'OCS de formaldcído da ordem de ppm. 

J\s duas variações apresentam entretanto interferências 

indesejadas. 

A de Morath c Noods sofre a inflt•6IlCin da prese11Ça de 

c~tallsador 5cit!o no recobrimento resinoso, principalmente em 

tecidos nilo lav;ldos, scnclo po-rtanto ncccss:J.ria uma maior quan-

tldudc de NaOH p:1ra a titulação do iicido colocado em excesso , 

danJo um rc:~ultado em termos de lorrnaldcíJo l.lvrc,abaixo do 

A Vi1r1uç~o de De Jong c lJc Jongc sofre a influência 

rclcvclfltc de outros grupos rcatjvos distintos do form;1ldcído 

presentes no recobrimento. Muitos compostos que contém a fun-

ç~o nldcido reagem com o sulfito. h presença do cloro posit! 

vo Cl + , também interfere, pois o iodo é mais eletropositivo 

que o cloro podendo substituí-lo em cloroam:idas, consumindo-se 

mais iodo, dando um resultado de formaldeído maior que o real. 

2. ~If!oUo~!_2 rrasco Selado da MTCC - Método 112-1978 C~~ 

ScaleL! Jur Method (H 3 ) 

J;ste método mede o fonnrtldcfdo liberado como vapor de 

um tecido tc1tndo, incubado sobre água (em um supo·rte) por 20 
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hur:ts ;_! -'lD°C, dvntJ'O de nm frasco hcnnct ic;uncntc [cchado. Es 

te método foi desenvolvido para medir .a pTopensão que wn teci 

do tratado com resina (tecido acabado) tem p8ra liberar for 

maldcido,sob condiç6es de temperutura e umidade en~rgicaspr~ 

longadas. 

Extrai-se o formaldeSdo, atrav6s da incubação do teci 

do tratado com resina em uma soluç~o tampão de fosfato bificido 

de potiissio- h-IdrÓxido de sódio O,IN, pl! 6,0, 3 temperaturade 

40°C por 1 hora. 

Reage-se numa alíquota deste ext-rato com acetilcetana 

cr1t mc1o tUJIIpon;t(!o e lE-se ent5o espcctrofometricaJnente a abso~ 

v~ncia entre 412 e 415 mm. A concentração de formaldeido ~ ob 
o -

tida de uma curva de calibração de concentração de formclldeído 

x absorvãnci;t previamente obtida. 

Os resultados de todos estes rn~todos descritos, sao 

indiscriminadamente referidos como contefido de for1nalde!do li 

vre. 

FormaldcÍdo livre como foi antcrionnente definido(fo!_ 

maldcÍJo cxtra1vc1 que nao está qu)m~c~u~cnte 1 i gado ao nitro

gÕnj.o),~ prov5vclnJcntc tnclhor dctcrminat!o atrav6s do m&todo 

sulfito a frio, utilizando-se iodo como titulo.nte, já que uti

lizando-se este m6todo nfio se espera forçar o formalde!da de 

outras fontes potenciais do acabamento(resina). 
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O método Japonês f.fodi ficado c outros métodos s imi la 

rcs que empregam condições de cxtTação,provocarn alguma hitlrÓli 

se do acabamento com liberação adicional de formalde!do. 

' \jll + ltCHCl " . 

1 L, ll 

~ N·:-CJJ..,O!! + . r 
JJC!JO 

Cl L. Ot! 
-' 

O l!lêtodo do Frasco Selado d;! 1\:\TCC (SclmdJar Tcst) é 

rcconhccídamentc o mais enérgico c consider5.vcl quantidade de 

lig;•çõcs s~o quc!JJ·nd~ts no acabamento, liberando formnldcido. 

r:onfonne os níveis de formaLlcítlo tornam-se menores, 

fic:1 cada vez nwis difícil usar s:ignificativamcntc os valores 

olltidos :1truv6s destes mêtotlos. 

Os JlOntos fin:1is de titula~fio tornam-se dificics de 

ver pcl:1 :1lta Jiluiç5o tios t·eagcntcs, cntrcta11to caso se use 

conccntr:1z.~Õc:? de rcugcntcs sufic-ientes par3 um ponto final hem 

determinado, então uma gota do titulante pode corresponder a 

50 - 100 ppm de formalclcido, o que leva 5 necessidade do dese~ 

volvimento de novos m6todos e ou procedimentos 1 que produzam re 

sultados mais significativos. 

2.6.2.2. Formaldeido Metilol em Tecidos Tratados: 

A determinação do contcGJo em grupos Metilol em teci 

dos tratados com resina, se faz utilizando os mesmos métodos 
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tlcscritos por De Jong c De Jonge(b~,?S) c De .Jong(77,BO) PJ.ra 

/\penas pequenas moJificnções fo 

rnm introdttzidas,j5 que se trata de tecido trnt:lJo em pedaços 

e não de resina lÍquida. f: usada uma massa de aproximadamente 

' :;,n~~ de tcciJo trJ.tado cortado em ped:u,;os de 1 a 2 em- e volu-

mes de reagente e ~gua destilada como diluente, para uma Óti 

m:1 molhabiJidndc c imers5o do tecido. O tempo de reaç5o de 

hi(lrÓl i se para o método iodimétrico foi aumentado para 2 horas, 

em vez de 1 hora. 

o método iodim6trico( 64 • 78 l consiste da incubaç,ão da 

mnostra de tecido acabado cortado em pcdaços,com so1uç,i"io de 

iodo em presença de NaOll, por 2 hon1s a ..J-°C. 

A ninostJ·a é cnt5o :LciJiJ-]cad:t c o excesso de iodo 

titulado com soluç;io de tlosul [ato ,Jc amônio ,em presença de 

amido. 

() m6todo do cianeto('i'l.SO) coJtsiste tla incubação da 

aJnostra de tecido acabado cortada em pedaços com soluçio de 

KCN em presença de NaO!l, por 2 horas à temperatura ambiente. 

Ap6s nctltralização. adiciona-se piridino e nctttraliza-se nova

mente con1 5cido . Titt1la-se então com nitrato mercfirico 

P~tra se ter ~t concentração apenas de grupos metilol 

deve-se descontar o rormaldc.Íllo livre (prevl.amcntc medido) ,que 

6 concomit:Jntcmcntc dctcrrniJlado por estes rn6todos. 
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2. 8. C~~_E.:!:._:::__~--t? _ _l~l_z.a_s·l~~l;·~,_!~at_urezll da L.l_.gação _que __ Ocorre Entre a 

~~~o_t_yi:,:_~~~~-"~------~--Sup~ t't.c- Hcs i n::_ __ _!.~_}:.l ___ l~.E-~~r~-~~5 5o de 1 muno-

sorvenrcs 

N~ prcparaçao de imunosorvcntes, a nattJrcza da liga-

çao que se consegue entre o suporte c proteína que se 

imobiliza 6 ffil!Íto importante, pois ela pode conferir ao 1muno 

servente, propriedades de interesse como possibilidade de esto-

cagem por longos períodos, se a ligaçiJ.o for cova lente. 

No caso do Suporte-Resina estudado ncstctrabalho, a 

presença dos grupos N-metilol em sua superfície, indica a pos

sibilidade de ocorr~ncia de ligaçio covalente com grupos carac 

tcristicos de protcintlS, como descrito na 1itcratura( 6l). 

Contudo, a ocorrência ou não dessa ligação covalente 

deve ser testada e questionada,dada ~ possibilidade de ocorr~n 

cia de adsorção física,como resultado de ligações secundárias 

como discutido a seguir. 

Quando uma superficie s61ida inerte ~ colocada em con 

tato com um fluido: gás ou líquido, certas moléculas deste flu:!,. 

do se acumulam preferencialmente sobTe esta superfície. 

A interação destas mol6culas com a superfície poderfi 

ocorrer de diferentes maneiras: por Adsorçiio Fisica apenas, on 

de forças fracas estio envolvidas ou por Adsorção Química onde 

h5 interação de forças de natureza quimica,com modificaç5es na 

distribuição eletr3nica das mol~culas. A Adsorção Quimica po-

Jc ser consiJcr:lda um:1 verdadeira reação qufmica, havendo evi-

d~ncias de que os tris tipos de ligação qufmica : i6nica, cova 

lente e coordenativa, podem ser formadas entre a superfície 
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do suporte c a.s lll\llécuLJs tplc ali se fixam, Jcpcndendo da natu 

reza Ja superfície c das moléculas envolvida:-;( 89 ,90)~ 

Ligações covalentcs podem ser formadas somente se o 

.1dsorvcntc poss11-ir orbitais com eletrons solitiírios.capa:es de 

cntr;lr cn1 covalÓnc_i;l. 

~o c:Jso Jo Suporte-Resina tem-se a presença na super 

ficic de grupos metilol, aptos a x·cagi1· con1 as protefnas en1 so 

lução cnvalcntc:mcntc. 
> ' 

um:1 l\!!,<lC;lo quÍmic;\, Ja ,\dsorc~lo Químico. 

Os mesmos critérios usados para a diferenciação entre 

Adson;:(io 1:íslct1 c :1 i\dsorçâo QuÍmica, no caso do Suporte-Resi-

neste lrub;·1lho, podem ser utilizados para que~ 

da protciJill se d5 apenas por adsorç5o 

fisica ou se ocorre ligação qufmica. 

A Tabela 2.4, apresenta resumidamente os principais 

crit~rios usados para diferenciação entre Adsorç~o F!sica e 

Adsorção Química. 

Tratam-se de crit~rios indiretos, pois os m~todos ex 

perimentais que existem para se estudar dit·etamente a intera

ç5o elctr6nica adsorbato (molEcula que se liga ~ superficie) -

adsorvcntc (superfície onde a molécula se liga) 

- potencial elétrico à superfície; 

- condutividudc e16trica ~ supcrficic. 

cxlgem equipamentos sofisticados, sendo de difícil aplicação d~ 

vida 'i:t pequena quantidade de moléculas adsorvidas em 

ao tamanho da amostra( 89 ). 

relação 

Portanto,procura-se fazer a distinção através de um 
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Tabela 2.4 - CritErios para Diferenciação entre Adsorção 

O - . 'l - )"' . (89) ,lnm1ca c H( sarça o 'lSlca 

1 

Crit6rio Adsorçio Qufmica 

Ciilor de 

.1\d s o n; iio 

----

':l-

lCfl 
-

1\dsorçâo Física 
~·-··---·· --
• - {) Kcll /mol, l.)u~ -
se sempre < que o 

calor de condcnsa-

!:m geral > 20Kcll/mo.l 

cxccçoes com menores \ 

lores frequentes. Raran 

te é cndotérmica. ---lç_iio 

2 

Energia de f neccssfiria tanto p~ 1 r <l 

Atlvaçiío para a adsorção quanto 

para a desso1·ç~o > 211 
-1 Kcal.mol para a dcs~ -u r 

·-
'O:l çao (da ordem de uma 1 

çao quirnica). l~:tr:IOIVIlt 

a aJsorcJo & não (ttiva 

'(' 

• da 
--

Intervalo Oco1·rc a tcmpcratur:ts 

de Tcmpc- muito super.iores ao p( 'JT\-

·a 1) :) rntur;l to de ebulição (em gct 

Contl·olada cin~ticamer 

pela temperatura 

lte 

4 

5 

---~----+--~--~~~~~ ·-

Especifi~ Especifica, como no ca so 

ciüadc 

Tipo de 

Cobertu 

de reaçoes quimicas 
. 

Monocamada 

--~----

1\ulu para adsorção 

2 - 6 Kcal/mol pa-
r a a desorção (v": 

lo r aproximado do 

calor de condensa-
çâo) 

-- . 

Ocorre a tempcrat~ 

r as próximas do pog 

to de ebulição 

Não-específica 

Camada MÚltipla 

'--· 
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conjunto de crítér.ios indiretos., c~tJ;x um deles por si só insu-

fi ciente- . . l . - (89) p3ra car~tctcrtzar o t1po lC 1nteraçao • 

A ocorr~ncia simtllt5nea de Adsorção Pisica e Quimica 

deve ser levada em considcração.quando se analisa dados expe-

rimcnt~1is sobre 
.. (89.90) 

ad~on:ao · . 

Observando-se a Tabela 2.4, entrctunto.verifica-seque 

mesmo estes crit6rios indiretos de diferenciação são de difi-

ci 1 mediJ.a como o calor de adsorção e energia de a ti vaçüo ,prin 

cipalmente quando se trabalha com soluções de mol~culas,quese 

deseja fixar em supcrficies como as Jo Suporte-Resina desenvol 

v ido, qttl' :lprc;;çn1 :1m grupos rc;:1tivos l ivrcs. 

Jl:lra aJtalis:tr c descrever os result:tdos experimentais 

Jc adsorç5o, resta ~tin,lo o recurso d~s Isotermas de Adsorção. 

2. R. 1. 

A cxpcri6ncia mostra que uma vez atingido o estado de 

eqt1ilibrio no processo de adsorçAo, as concentrações de EQUIL! 

BRIO dos mol~culas na fase flt1ida c 11a supcrficic do adsorven-

te, dependem da concentração inicial de moléculas (challwdas 50!_ 

tivo).da temperatura, da natureza das mol6culas e da super fi 
cie do adsorventc. 

A Isotcrma de Adsorção é a função que traduz a varia

çao da '!uantidadc de mol6culas fixadas no adsorvente no esta 

do de cquiJibrio, em função da concentração de equilibrio das 

moléculas no meio rcacional, a temperatttra constante. 

Na Tabela 2.5 apresenta-se as equações das isotermas 

mais empregadas no estudo da adsorção, no caso descrevendo o 
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fenômeno para f<tsc gçlsosa. As variáveis que nparecem nas equ~ 

- -ç·ocs sno 

v volume adsorvJ,]o, 3 em 

V "' voTume requerido pa-ra cobrir :·1 supC'rfíde do ad
m 

sor\·cntc.coJn uma cumttda monomolccular do aJsorba 

to; 

e = grau de cobertura, ou fração da monocamada caber 

ta~ press~o de equilibrio P; 

r = pressão de vapor de saturação do adsorbato. o 

Os demais simbolos sao constantes. 

- (90' Tabela 2.5 - lsotermas de Adsorçao · 1 

-
Nome t;quaç~'io da Isotcrma 

---·-~--·-·- .. ··-------~--------------------~-~---· 

Hcnry v " k p 

-- --------

Langmuir v 
0 " 

kP - " ---
v m l +kP 

. 
-

Freundl:ich v " k pl/n (n>l) 

-

Temkin v 8 1 ln CP - " -- -
v a m 

Brunaucr, 

Emmett c 
p 1 C··1 p 

----- " --- + -·-- . -
Teller (BET) 

V(l' -I') vm. c vm,c p 
o o 

-----

Aplicabilidade 
·-·-----

Adsorção Física 

~-~uímica 

Adsorção F-ísica 

(Monocumüda) e 

Química 

Adsorção Física 

e Química 

Adsorção 

Química 

Adsorção Física 
em Nulticamada 
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No caso de se ter adsorcão a partir de molfculas em 

solução,podc-sc st1bstituir estas varifivcis por outras: 

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

n1·ea ou peso de adsorvente (no equilibrio); 

P por C 

c o X /I~ o 

N 
m 

nHlccntrac;ao de equilíbrio da soluç<io em contJ.to 

com o aJsorvcntc; 

quantidade de material necessário para formação 

da monoc.:tm<tda, por poso ou firea do adsorvente, 

conccntr~u~ão Jc equilíbrio da soluç.ão, em que se 

d5 a snturttção do ndsorvcntc. 

~l~Lltidadc de matcrin~____e.dsorviclo 

quantidade de material necessirio 

para forntar a monocamada 

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

ma de AJsorç5o tiplcas: 

X 
\\i 

Figura 

c 

2.32 

co 

-

I l I l l 

co 
c c 

I sotennas TÍpicas de 

lV v 

c o c o c o 
c c 

Adsorção( 9 l) 

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

tant.es e usadas. 
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lsotcrma de LanL'muir: 
--~·-·----·--- _____ ,........: _____ _ 

r bnsco.da no ~lodc.lo de Langmuir que se assenta nas se 

guintes hip6tcscs simplificativas; 

1. :1 supcrríric -Jo :tJsor,·cJlte c Cllcrgctlc3ntclltc Ulll-

Cormc; 

2. a a.dsorção d5-sc em MONOCA;\t\CADA; 

3. as moléculas adsorvidas não interagcm umas com as 

outras. 

Qu.:mdo usada para adsorção de molécuL:.ts em solução, a 

forma mais simples da cquaçâo da lsotcnna de Langmuir ê 

por: 

X 
01 K C 

lll 

W 1 + K C 

co1n K = constante de equilibrio para adsorção. 

dada 

(2.1) 

A Isoterma de Langmuir tem o formato !,apresentado na 

Testa-se a aplicabilidade do Modelo de Langmuir a um 

conjunto de dados de equil!brio, linearizando-se a equação 2.1. 

obtendo-se : 

N K 
m 

+ 
c 

N m 

(2. 2) 

11ara que o Modelo de Langmuir, vãlido para Adsorçio 

FÍsica em Monocamada e Adsorçáo Química, represente com e fi-

ciência o fenômeno estudado, grafi.cando-se os dados experime_!! 



taJs,scgunJo a cquoçuo 2.2; 

c 
X/N 

X C , 
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deve-se obter uma reta. Determina-se ent~o os parâmetros Nm e 

K, a partir dos coeficientes angular e linear da reta, respec-

tivamente. 

A validade do Modelo de Langmuir s6 pode ser estabel! 

cida com segurança,quando as seguintes condições forem satis 

feitas : 

a. A equaçao da Isoterma de Langmuir deve ser uma apr~ 

ximaçio significativa dos dados experimentais para todo inter

valo do grau de cobertura 
X/IV 

e= (variadeOal) 
N m 

b. Os valores dos parâmetros N e K obtidos devem ser 
m 

fisicamente significativos : Nm deve ser independente da temp~ 

ratura e K deve decrescer exponencialmente com a temperatura. 

Os desvios do Modelo de Langrnuir sio explicados pela 

heterogeneidade cnergêtíca da superfÍcie e pela existência de 

interações entre as mo16culas de adsorbato, principalmente no 

caso da Adsor~~ão FÍsica, onde ocorre a formação de camadas mÚl 

tip1as. 

-t>1ais frequentemente, o Modelo de Langmuir e aplicado 

apenas para faixas limitadas do grau de cobeTtura (_G}. 

Isot'erma de -B.E.T. (Brünauer, Emmett.~~Te~}er) 

Emprega as mesmas considerações iniciais feitas para 
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a l:quat,:?io de Langmuir, assumindo alêm disso, que o tratamento 

d:1 monocamatla pode ser cstcndlJo para diversas cnmadns. Cada 

-. n .... 
1 

- a cspcc1e da l- canwd;1 serve como SJtJ.o para acsorçao da 2- cama 

da, e assim por diante. 

Despreza-se interações laterais e assume-se uma supe~ 

.fÍcie homogênea. 

Antes do desenvolvimento da Teo:ria BET em 1938, nao 

existia nenhuma equação que explicasse a forma de §_ , encontr~ 

da na Isoterma elo tipo II, da Figura 2.32. A Teoria BET leva a 

uma equação com 2 constantes, que quando aplicada i adsorçio a 

partir de soluç6es tem a forma : 

c 1 K-1 c (2. 3) --.~--- o + 
N .K N .K c 

X (C' C] m m "o 
- -
w "o 

que se reduz a Equação 2.1 de Langmui r quando C/C
0 

e muito bai 

xo ou K ~ muito grande. 

Fazendo-se C/C
0 

= Y, obt~m-se 

1 
~----o 

X (1 - Y) 
N 

1 + 1 (2. 4) 

Se a Tcor·ia BHT a aplic~vel aos dados experimentais 

de 1 ----- contTO. 
X/W (1-Y) 

(1-Yl 
y 

sera uma reta e o 

coeficiente linear desta reta corresponder5 ao rec{proco de Nm• 

ou seja, a quantidade neces-sária ele material para formar a ma-
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nocamaUa. 

llc acordo com os rcsultntlos obtiJos expcrimentalme~ 

te, em termos de quantidade tle imunoprotcína Ligada ao Suport::._ 

-Resina, J>nra determinadas conccntraç5cs Je iJnunoproteÍna de 

cqlli1Íllrio, que scr~o aJlrcscntados no Capítttlo 4, ítem 4.5, p~ 

rece interessante apresentar tamb6m a teoria desenvolvida por 
(95) llailwooJ c tlorrohin , para a sorção de umidade em fibras. 

Eles considera1n que as primeiras mol6culas de agua 

se ligam com unidades definidas (sÍtios) da molécula de polírn~ 

ro da fibra, formando hidratos. enquanto que as demais formam 

uma solução ideal no polímero. 

E assumido que a 5gua dissolvida, o polimero não-hi

dratado c o polímero hidratado, formam uma Gnica fase s6lida. 

!'lcsta rase hnvcr5 um cctttilfbrio entre a ãoua combinada 
b 

com a 

unidade I' J;; molécula de polÍmero, que [arma o hidruto, c a 

5r~ua presente como agua dissolvida no polímero. Haverâ também 

um cquilfhrio entre a 5gua dissolvida e o vapor d'5gua na at-

mos fera. 

P + I--Iz 0 d· 1 lSSO v 

H
2

0 
vap 

Pela Lei de Ação de Massas tem-se: 

K 1 
1!10 "1 L 2 dissolv J 

r· ' 
·1 li .. , O t· 1 j " KZ 
LLClSSOV 

onde K
1 

e K
2

, são constantes de equilíbrio. 

( 2 • s l 

(2.6) 
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Sendo a conccntraçU.o üe vapor J'3gun dada pela umida 

Je relativa H%, tem-se: 

,- l 
1 11 o " 
L 2 vnp_, 

11/!UO (Z. 7) 

ou seja: 

Kll, com K ~ 
K 
' ( 2. 8) 

10 o 

Assumindo-se uma solução ideal, as concentrações dos 

3 tipos de mo16culas envolvidas no equilfbrio são obtidas de 

suas frações molares. 

O ganho em massa de agua da fibra 6 dado por: 

massa de agua no polfrnero 
r ganho = 

massa de polimero seco 
( 2 • 9) 

ou seja, 

n"' de moles de água no polímero x 18 
r --------------

n9 de moles do polímero seco x M 
(2.10) 

onde: M = peso molecular da unidade do polímero 

18 ""peso molecular da -agua 

Determinando-se os numeras de moles envolvidos na equ~ 

çao 2.10 , obtêm-se ao final a expressão: 

Mr 
!BOO 

KH 
1-KII l+K K 1! 

1 

(2.11) 

que e a equaçao de Hailwood e Horrobin, relacionando o ganho, 

r, com a umiJadc relativa da atmosfera, H. Pela escolha ade-
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quadêl Jas const;1ntcs K, K1 c l'-1, obtém-se um bom ajuste Je dados 

cxpcrirncnt:tis, L(\IC apresentem uma curV!L no formato sigmoidal 

(em S). Na Fíg(tra 2.33. mostra-se n comp.:1raçõ.o entre resulta-

dos cxncrimentais c calctJl;tdo5 por ~lailwootl e Horrobin,para al 

god5o e IJ a 25°C, mostrando a divisão da igua retida. pelo nl 

godão. 11a forma de hidratos e em solução. 

,., 
• 

30 

25 t-

20 t-

15-

10 

Curvas calcubüas 
Lã 

o 20 40 60 80 100 

''• Umidade Relativa 1
' 

Figura 2. :n - Campa ração da Equação de llailwood e Horrobin , 

com resultados experimentais para lã e algodão(9 S) 

(9'1 llillmun e Millcr ~. realiza1n estudos de adsorção de 

alhumina,gamaglobulina e fibrinog~nio.cm v5rias membranas de 

nolimcros, incluindo resinas de troca cati6nica e caracteriza 

ram 2 tipos de adsorçio: um relativamente hi~rofflico, exot~r 



119 

n1ico c [Qcilmcntc rcvcrsfvcl. con1 calor de adsorçfio de 

-1_0 Kcal/mol c antro aparentemente irreversível (fortemente li 

gado), hidrofóbico c c-ndotén~tico, com calores de adsorção va-

riando de 5 a 2ll Kcal/ntol. Kcmp c Ridca1( 93 ) rclataramquepr.9_. 

tcínas s.:tn <Hborv i Jas em de 

Langmuir, () que tamhém foi obscrvuJo por Kim 

Adsorção 

( 9.1 e Lee ) na ad 

sorç5o Jc protcrnas Jo sangLic cnt virias materiais polfmcricos 

(polidimetilsiloxano, tcflon e copolfmero 6ter-uretano-ur~ia). 

O estudo da adsorção de protcfnas a polfmeros sintGti 

cos c de grande interesse, por causa de seu envolvimento. nos 

estágios iniciais de interação entre o sangue e materiais poli-

méricos ( 9 4) implantáveis 
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M:•tcrl:tis e ~~~toJos 

;..iOT/\: Todos os t-1étodos c Procedimento~~ descritos neste Ca.pít~ 

J o ,que cnvo l vem ;1 i mo h il i zaç?lo de protefnas ent discos 

de SupOl'tc-Hcsina ou placas de policst.ircno, e sua uti-

J.iz;H,;ão em testes imunocn:::imiítixos ELISA c Radiomunoen-

saio, bem como a preparação e ptlrificaç5o das imunopro-

tc1Itas c conjugados Citzim5ticos e radioativos que foram 

uti1izndos, foram rcnli;:,;Jdos no 1nstituto de !>1cdicina 

Tropical, llV1T, c no Laboratório de Análises e Pesquisas 

Clínica Casti:lo Flcury S.C. Ltd.1. 
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l'-1/\TER lA I S 

Tecidos Slnt6tiçns 

- >lalha.;;Jc Policstcr (politcrcrt~ll:ltudevtl1cno) Jc gramaturas 

179 e 292 g/1n 2 . forJlccidas pela Rhodia S.A., nivis~o T~xtil-

Santo Andr~ - Sâo Paulo; 

l'ccldo de ~ylon 6,0. adttuirido no n1crcndo. 

Resinas 

- Ur€ia-formaldcfdo concentrada, fornecida gentilmente pela 

Ashland Resinas Sint6ticas LtJa.; 

- Urona, Pcrmatron XP, fornecida gentilmente pela Inpal; 

- N-metilolacrilamicla, fornecida gentilmente pela Cyanamid e 

pela !-!oechst. 

Catalisadores 

-Sulfato de :.:trnônio, p.a., fornecido pela Carla Erba S.A.; 

- Pcrsulfato de am6nio, p.a., fornecido pela Reagen. 

- J1luidol a 10\, fornecido pela Henkcl S.A. IndGstrias Qurm! 

cas. 



- r:oulnrd de Laborat6rio, marca Wuppertal, ~lodelo FL, 

Gtil llC ~O cnl c prcssao entre os rolos ajust5vel at6 

20 Kgf/cm
2

; 
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largura 

-Máquina para Polimerização de Resinas em Tecidos, tamanho La 

borat6rio, marca Werner Mathis A.G. - Textilmaschinen 

Laborapparat, modelo CA-8155 - Niederhasli/Zwich; 

Switzerland. Controles automáticos de temperatura e 

de polimerização; 

tempo 

- Estufa com circulação forçada marca Fabbe- Temperatura: 50 a 

- Balança Analítica, marca Micronal; 

-Prensa l!.iJraúlica Siwa para 20 toneladas, fabricada pela 

Schwing Siwa l~quipamentos Indttstriais Ltda. 

PROCLD1Ml:.NTO 

Retira-se o acabamento superficial do tecido a ser 

usado (Óleos Je fiação ou gomas). colocando-o numa solução de 

carbonato de sódio e detergente ou numa solução de amilase no 

caso do recobrimento ser de goma de c1mido, por 30 minutos a 

70°C. Lava-se e seca-se. 

Corta-se o tecido em pedaç.os de tamanho adequado, que 

são estabilizados em ambiente com temperatura e umidade centro 

laJas e em seguida pesados. 

l·:mbehc-sc cada pedaço de tecido na solução de rcsima 

que se deseja polimerizar sobre ele, formulada de acordo com 

quantidade de resina que se quer nele depositar. 
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!'assa-se o tcc ido entre os rolos de um "Foulard'', a 

determi Hada pressúo que rornc\a a ·~ de rctcnç<lo da solução de 

~stcnde-sc o tecido inlprcgttado com a solução de res1-

na em um lwst.idor apropriado c coloca-·sc numa \1Z1quin:J. de Poli 

DlCTiZOÇ~O. onJc ;1 reSill:J. 6 polimcrizaJa a temperatura de 130°( 

durante o tempo de 5 minutos. Alternativamente pode-se usar 

tlm~ estufa com circulação forçada,pora realizar a polimeriza-

çao. 

Ap6s a polimerização da resina. o tecido ~ exaustiva 

mente lavado com agua corrente e destilada par·a retirada de ma 

teriais que não reagiram (dep6sitos so1Gveis. excesso de cata-

lisadorcs, cfc.) 

forçuda a 70°C. 

Sccn-sc o tecido em c:~tufa com circulação 

J·stu!Jiliza-sc !lOV;!JI\ClltC o tecido no rnesnto amb tente 

com temperatura c umidade controlatbs por l hora.c pesa-se. 

Corta-se cnt~o o tecido recoberto com resina polimerl 

zada, que j~ constitui o Suporte-Resina, no formato de discos 

de aproximadamente 8 milimetros de di~mctro, com o auxflio de 

uma ferr;:.unenta especialmente desenhada, para ser usada numa 

prensa hidrafilica. 

Para uso posterior os discos podem ser estocados a 

Cálculos: 

" l' - l C-]. J X - y ;, \Ctcnçao <e ,_,o 1 os = __ ,_ x 
y 

]()(J 

onde y Peso do 1'ecido Original sem resina 

X ~ Peso ·ao Tecido recoberto com a resina polimerizada 
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no Stiportc-Resina 

Ctlnl X c Y Ídern ncimn c· 1,; 

Scn;-;ibi! iz:1çilo) 

t·IATElUi\lS 

X - y 
y 

X C 

gJ'aJnattlra Jo tecido. ' g/m-

m 

ou Reaçil.o de 

-discos dcS,3rnm de dlúmctro do Suporte-Resina, com concentra 

ções de resina vari5vcis; 

- soluções ocruosa5 dos componentes q11e se deseja imobilizar no 

Surortc-!Zcsína: antígenos, anticorpos ou fragmentos destes; 

- tnmpcio fosfato 0.1'1. pfl? .2 (PBS): 

- fonnnJdcí,Jo p.;t., fornecido pela :-.1erck; 

- gclatinn, fornecida pela Difco. 

- equipamento pnra ag,i tação composto de um motOT e um c1xo que 

g1ra a velocidades vari~veis; 

< • b - )' ~_o(. - estu_fa para 1ncu açao marca ·~tnen, a J/ .. ; 

- IiofilizaJor, fornecido pela Udwards; 

- refrigerador comum, 

PROCEDIMENTO 

lliscos de8,3mm de diâmetro de SupoTtc-Resina sofrem uma "ativa 
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~:Jo" prévia de S\!3 superfície através. de çontato com uma solu-

çfio aquosa de formaldefdo a 7\, sob agitação a temperatura am 

biente por 2 horas. Este tratameJtto visa restituir ao Suporte-

-Rcsinn grupos reativos ~!etiloL que possam ter sido líberados 

fornwldeí"do livre Jttr:JJltc :1 csto~:•~·cnl. 
" 

São cnt5.o 

lavndo.s cx;wst iv:11ncntc. 

Culoc;J-se então um certo nume-ro de discos em contato 

cum uma solu\;i\o do componente que se deseja fixar. antígeno ou 

~•nl1o.:orpo, ?i llni:J di lt1íç:lo conveniente, cxccotnda com uma solu 

çÕ1> sali11~ tl!IIlJlOrtaJa, rteutr~!, alcalin:a ou 5cida conforme os 

testes rnévios sobre o melhor p!l para reação inJi.qucm. 

Nor•nalincntc se utiliza tamp5o fosfato O,lM, pH 7,2 ou 

7,5(1'1\S), Os discos são inculJados primeiramente } 37°C por 

2 hoTas c em scgulJa sob lenta rotaçõ.o, em "ovenüght" [!8 ho 

/\pÓs Ll "scnsibili::;Jção" lava-se os discos por' vezes 

('om tampiío rosfato O, lt-1, plf ( l'llS) , 

Jncub;1-Sl' cnt.Jo os drscos em wn~l sol.uçi!o de 2~ Jc gc-

latina em PB~';, dun.Jnte 2. horas sob aglt:_t(;Üo e a temperatura 3!]! 

hientc. /\ gcl;ttjnil c uma proteína .imunologicamcntc inati.va,c~ 

ja funçâo 5 llloquear possfvcis grupos funcionais ou sftíos de 

ligaç~o remanescentes Jo Suporte-Resina, para evitar nas fases 

seguintes do teste ULISA onde vai ser usado, possíveís reações 

inespccÍficas. 

L<:lva-se novamente com PBS como descrito, e seca-se en 

tão os discos "sensibilizados". 

Paru a manutenção das propriedades do imunosorvente 

durante uma possível estocagem, os discos devem ser liofiliza 
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Jos c CJn]l;JI:lllos ;1 v:tcuo Clll fr:tscos, 011 Jcvcn1 ser s~cos entre 

papel de filtro c cstoCildos em frascos com hoa vedação sobre 

envelopes de sflica-0el 
" 

Armazena-se os discos sensibilizados 

em refrigerador n 4°C. 

3 .. 3. Y.lctodolo ia do Tc::>tc lmunoC'n:::lm;.ltico El.LS:\, utili:ando Jls 

l\L\TLR l ;\ l S 

discos dc~")wm de Suporte-t~csina scnsihil.izados com o1ntfgcno 

ou anticorpo; 

t '1mJ'õ'' l't'"f'ttt) O '1'1 t1ll ·.•,".· (I'P,(~J•. - < '" ";' ' , ( , - .• ·' -

- <lctcrgcntc Twcert 20, fornecido pel;l Sigma Chemical Co.; 

-gelatina, fornecida pela Difco; 

- soros sanguíneos para dosagem ou identificaçâo de anticorpos 

ou antígenos; 

conjugaclo cnzimitico: anti-imunoglobulina humana G - perox~ 

dase, preparado pelo método de Naknne e Kawaoj(ZS); 

- ortofenilenodiamina, p.a., fornecida pela Sigma Chemical Co.; 

- per5xido Jc ltidrog~nio, p.a., fornecido pela Merck; 

- 5cido 5-ontjnosalic{lico, p.a., for1~ccido pela Sigma Chemical 

Co. ; 

ácido clorídrico, p.a., fornecido pela :V1crck; 

-hidróxido de sódio, p.a., fornecido pela 0lcrck. 

- estufa de incuhaç5o, marca ranen, 

- trompo1 de vacuo para lavagens; 
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CS.'jlt:Ctl'lOftlti)Jll('ll'OS.· 111',\l'c'll Jl,'1(1Sc')t' 10'11(1 111() 11 )0 c t ' , - \! .. • , ut: ,)pcc roru.c 

21 uvn e marc~l lncíbrâs modelo i-!F :PU. 

PROCEDil\lENTO 

Incuba-se cadn disco scnslbili::allo e-m um tubo de en-

saio, com um volume de: solu\::to do :;oro a tc~tar de 0,5 ;ll,O ml, 

diluído COIIIO desejado cn1 11l!Sl·t; tl1l1S, 1111 7,2, com Tween 20 e g~ 

}atina n~15 conccntrat.,~Ücs finai::; de O,US e o.s~., respectivamen-

te) 'O. ~-o(, por ·' mtnutos a ~~ .. Como prova em branco um disco e 

incubado apenas com o diluente PBSTG. 

Estando por exemplo o disL~o"sensibilizado" com um an 

tigeno, este em contato com wn~ soluç5o de um soro positivo 

(isto 6, que cont6m anticorpos espccfficos contra este antfge-

no) reage com seu 3llticorpo cspccfflco presente no soro, for 

mando o complexo: Sllporte-Rcsin;l-:lJ1tÍgcno-anticorpo. 

Depois da Inct1bação luva-se o disco 3 vezes por 5 mi-

nutos, com PBST (PBS, plf 7, 2, com Twcen 20 né1 concentração de 

0,05%), 

As soluções de incubação c de lavagem sao removidas 

por sucçao (trompa ele v5cuo), inclusjve da trama de fios do 

íÜSCO. 

O disco é então :incubado com cerca de O ,25 a 1 ml _,.de 

solução de conjugado enzimático: anti-imunoglobulina hmnana 

IgG - pcrox:idase, à determinada diluição em PBSTG. Este conj~ 

gado-enzin•5tico rcJgc cspcclficamentc com o anticorpo ligado 

ao disco, formando o comp1exo: Suportc-Rcsina-antfgeno-antico! 

pc-conjugado enzim~tico. 

Ap6s a incubaçio por 30 minutos "7°l" d'" a ,) . , o 1 s co e 
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vurnen te 1 avado com PBST . 3 vezes por S minutos , sendo então 

tr:msfcrído para um novo tubo de ensaio, pnrrr Teduzir a rcaçao 

de fundo que poderia ocorrer, pela adsorção das imunoprotefnas 

nas paredes do 1? tubo de ensaio usado. 

Adiciona-se cntao cerca de 0,5 ml de solução cromorre 
~-

na, preparada a não mais de 60 minutos. 

Corno soluções crom6genas pode-se usar; 

- ortofenilenodiamino a 0,04\ e per6xido de hidroginio o 0,02% 

(lO mg de ortofenilenodiamina c 10 ~~ de per5xido de hidrogª 

nio a 30%, em 25 ml de tampi.ío citrato-fosfato de pH 5 ,0) ~ 

- ~cido 5-aminosolicflico O,OOSM e pcr6xido de hidrogênio 

A incubação 6 feita por cerca de 15 a 30 minutos a 

temperatura ambiente, no escuro. 

Para interromper a reaçao da enzima com a solução era 

mogena, adicionu-se 2 ml de 11C1 IN ou NaOH IN, conforme a solu 

çao crom6gena usada. 

A intensidade Ja coloração a1narronzada resultante -e 

medida como Al\SORVÃNClA. Cln cspcctrofot6metro para luz visfvel. 

no comprin1cnto t!c onda Jc 492 nm par;t o sistema com ortofenile 

noJlamin;• e 4511 nm par;! o 5cldo 5-aminosalicflico. Utiliza-se 

pora zerar o cspcctrofotômetro como solução de referência a so 

luçio da prova em branco (todos os reagentes menos o soro). 

l1oJe-se tan1b6nl usar como rcfet·6ncia, apenas a solução 

crom6gcna JOals o icido 011 base usados para interrromper a rea 

çao. 

O procedimento completo para o teste ELISA com discos 

Je Suporte-Resina Sensibilizados como Imunosorvente demora cer 

ca de 3 hon1s. 
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.:\ f.igura 2.15, mostra csqucm~ltlctmcntc :.1s reações do 

Teste ELfSA, aqui descrito. 

Ccn1 ul de solução da imunoproteína qtie se deseja imo 

l1lliznr lantfgeno ou anticorpo),Jilufda a determinada concen-

tração cont tampão carbonato 0,06N, pH 9,6, são colocados em ca 

da uma das cavidades de placas de poliestireno fornecidas pela 

NUNC, Denmark. Incuba-se a 4°C, em "overnight" (18 horas). 

As cavidades são então drenadas e preenchidas com so-

lução de gelatina (fornecida pela Difco) a 2'll em tampão carbo

nato 0,06ivl, pH 9,6 e incubadas a 37°C por 2 horas. As cavida 

dcs são novamente drenadas e 1<1vadas 3 vezes com tampão fosfa-

to DI-! 7, 2, co!ll Twcen 20 a O ,02'b (PBST) .As placas podem ser us~ 

vcis,de aco1·Jo com o JlrO(ltlto fixado,protegidas contra Ultmidade. 

3.5. Metodologia do Teste lmunoenzim5tico ELISA,utilizando Pla 
.-----·-'··-·~----- ·-~--~---·- ·---

cas de Poliestireno Sensibilizadas como Imunosorventc 

Volumes de 100 ui de soluções de soro a v5rias dilui 

çoes em PBSTC (t<lmpão fosfato O ,liví pH 7,2, com Tween 20 a 

0,05\ e gelatina a 0,5%) são colocados em cada cavidade sensi-

bi:l:izada. Incuba-se por 45 minutos a 37°C. 

llrcna-::->l' as cav idaJes C' 1ava~se ::; vezes com PBST. Adi 

c1ona-se cntúo n e<tda cavidade 1.00 p'l de soluçâo de conjugado 

enzimático: 'tnti-in1unop.lohul ín;J (; ht1mana -peroxiJase,diluÍdC:., em 

PBSTCJ, incllba-sc e lava-se novamente nas mesmas condições aci-

ma descritas. 
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Coloca-~c ent;"io em cad:l C,lvi,bde, 100 ttl de soluçiio crS!._ 

mogcn;J (ortofc·nilcnodiamin;l e agua n:\ig'-'nad~i) que inicia a re::1 

c.::Jo de enzima. 

c:nla cavidade silo lidas direL!mcntc n;t pli.lC:l a ·~92 nm.cm um es 

pcctrofot61r1ctro cspcci:tlmcntc dcscnVlllvido JlUT(l este fim. um 

Mlnircadcr Photomcter, fornecido pela Dynatech Laboratories Inc. 

Alexandria, Va, EUA. 

3.6. yreparaçio Jo ·rraçador lg~- 125 1, para uso em Radioimuno 

ensa1o 

O m6todo utilizado para marcaçao de lmunoglobulina G 

humana, com o is6topo radioativo 125 r, foi o da Cloromina-T(S, 

86,8 7) 

Jc Stportc-l~csina or lZadioiJntJnocns;tlo 

l':tra a ligaç5o J~ imunoprotefnas aos discos, utiliza-

-se a ntcsnta metollologia usada na preparação de discos sensibi-

lizndos. 

l:n trctanto, sãu usaJns soluções de sensibilização de 

ImunoglobtJlina G humana ~ v5rias dilt1ições em tampão fosfato 

O ,1!>1 p!l 7,5 (PBS), sempre com uma quantidade constante de 

I 125 d gG - I como traça or. As condições de reação, quanto a 

temrcratura, tempo de rcaçi:lo, pl-l do meio n:o-aciona1, etc. \'<Iri.am 

de ensaio para ensaio, dependendo do tipo de influência que se 

deseja estudar, rHl quantidade de pTotcína ligada por disco. 
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,\pÓs :1 rco.ç:1o de scnsibili:::u;:io, cnd:1 disco tem sua 

radioatividade meJiJa num Contador de R~tdiaç5o Gama, marca 

Bc·ckman ~!ode lo Cam11W :1-000, :1 qu~ll f'Stií relacionada com a quan-

tí(bdc de protcÍn;t J i_L;;Jdn. 

.3. 8. Proteínas 

c de !'lacas de Polil'.::>t.in:o-no 

Como ant.Ígeno da Doença J.e Chagns é usado um extrato 

proteico de yrypanosoma cruzi preparado de acordo com um méto 

do modificado descrito por Peres(SS), a partir de culturas do 

parasita. 

[:anlo U11tfgeno de ·roxoplas!Jtose c usado um extrato de 

pc r í 1 011 i ;j l de c:1mnndongos in rcc tndos, ..:amo de se 1· i to por Camargo 

et al 
( I 8 I 

3.8.3. Antígeno da Rub6ola 
~-····~··-·.L.--~-~--"~-·-·----

Antfgeno de Rcbéola 6 preparado a partir do vfrus da 

Rubéola como descrito por Vo11er e Bidhell(ZO) 

;\ Imunog1obu1 ina G humana 6 obtida da fração gamaglo-

hulínicn, das protelno.s que compõem o soro sanguÍneo humano 
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(ou seja o s:tngliC, j5 sepnrtldo J;ts cfltll:ts l\UC o compõem: gl~ 

bulos vcnucihos, brancos, etc.). 

De um pool de soros humanos a fraç~·io gamaglobulÍnica 

e purific:tcl~ por prccipit:•çó~s succssiv:1s co1n sulfato de s6Jio 

G LS't c 12~. 

3.8.5. Anti-lmuno lohul1na (J humano:.~ 

-c obtida pela inoculaç~o de IgG hu-

O;)f!l(l[!]ObtllÍJ!iGJ ,-, ' ' do ~!nt i-soro Uc ClTnciro, que 

cnn têm a de 

sttccssivas com Stll[;Ito 1lc aJJt6nio ~ 40~. 

L:m scguida,para purificaçilo, procede-se a uma cromato 

grafia de afinidade em uma Coluna de Adsorç5o recl1eada com IgG 

humana .ligada covnlcntcmente a Sepharosc. funcionando como 

lmonosorvcntc. Ap6s a adsorção Ja unti-IgG pela lgG ligacl:1 a 

Scpharose, a cluiç~o da anti-lgG 6 rc:tlizada atrav6s do tam-

p3o gliclna-HCl O,lM :iaCl O.lS\1, pll ":,8; sendo depois o pool 

de fr<Jçõcs ohtid;Js ~1 cada cluiçJo,ncutra.lizado por diálise em 

i.>Jmpúo fo5r;Jto n,IH pll ~',,__. 

O método d._: Preparação de Conjugado Enzimático utili-

zaclo foi o d . N k K . ( 2 81 escrito por .·a.-anc c awao1 · já comentado em 

detalhe no ítem 2.3.2.2 , deste tral)a.lho. 

Usa-se anti~·ilnunoJ;lohul i11;1 humana produzida em carnei 

ros e purificada como descrito no item 3.8.5 e pcroxidase for 

necida pela Sigma Chemical Co. 
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~LIO. llctcnnin::tc.<io de !'onualdcÍlto LÍYl'e no Su11ortc-Rcsin3 
~--·~--~--~·-"--~~~ ----~---~~-·-·---~·~--- .... ____ " 

Par;1 Jctermlnaç~o de l:ormalJcfdo Livre no Suportc-Re-

sina foi utili=:ldo o 1n6todo Jo Sulf1to :1 frio, na variação 

proposta por De .longe 
( 64 '') \ e ]IQ J on F • ' 1 . 

"' . ligeiramente modif.ica-

da par~ tecidos tr;ILtdu:-; conforme descrito por Bille e 

l 8 l I Pctcrson . 

Todo':' rc:Jgentcs usados eram p.a., fornecido~; pela 

Merck, Car1o Erba c l<cagc:n, sendo u~:;;HJ:J vidraria normal tlc la-

boratório c 1\alaTH.:a /\nal Ítico. rara as pesagens. 

Em 50 ml de ãguu destilada gelada ( 8°C) coloca-se 

cerca de 1000-1500 mg de Suporte-Resina, cortado em pedaços de 

1 cm2 • 

Adiciona-se então 1 ml de sulfito de s6dio 2N e 3-4 

gotas de timolftalcfna (caso a solução se torne azul, adiciona-

-se algumas gotas ele carbonato de sóJio ZN c neutraliza-se a 

tllisturn com iíci.do clorÍdl'ico 0,3N). 

JkLx:J-sc repollS<Ir por 7 minutos em ba-nho de gelo (ü°C). 

Adiciona-se ent5o 5 ml de ãcido ac6tico lN e algumas 

n cx1:csso tlc sLalfito de s6Jio tJsodo F titulado com so 

loçZio de iodo O, JN. 

(1 UllllpO~; tO Jc ad i.t)Jo rorrnatlo Cll tTC O formaJJc Ído 1. i-

vre presente c o sulfito: forrnaldefdo-·hissulfito, é decomposto 

pelo adição de lO ml de carbonato de s6dio 2N c o sulfito li 

vre e titulado com soluçio de iodo O.lN ou O,OlN padronizada. 

O volume de solução de ioJo usada nesta Gltima titula 

çao deve ser anotado. 
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l:m paralelo dc\'e ser conduzida uma prova em branco com 

tecido não t·ocollcrto com resina. 

Ciílculos: '~de fonna1dcfdo livre 

onde 
3 x volume (nd) usado de soluçJo de 'iodo O,lN 

2.0 s peso da amostra de tecido t t'.lt";l,Ju, em g 

3 x volume (ml) usado de solução de iodo O,lN 

2D x peso da amostra de tecido sem resina, em g 

tc-R('Sina 

l1ara dctcrn1in~ç~o do foJ'tnaJdefdo ~lctilol no Suporte-

-\{C~>ina, 2 métoJos f'or;UH Utilic:aJos. l:steS métodos for;l!ll deS 

critos por !Jc Jongc c De 
,. (64,78) uong ) ). (77,80) 

c Lc ,ong· para m~ 

dida de fornwldcído mctiloJ em rcsin:l;~ c adaptados nqui porn 

nwdidn de met-i lol em Tccídos tr;tt;tdos. llcvo-sc lcv:tr em conta 

que estes métodos mcdern concorni tantcrncnte o fonnaldeído livre, 

devendo o mcsJno ser descontado do resultado do teste para se 

te f fonnalJcÍdo Mct_i lo l. 

1'odos os reagentes usados ernm p.a., fornecidos pela 

Merck, Carla Erba e Reagen, sendo utilizada Balança Analítica 

p;na as pesagens c vidraria normal de laboratório. 

. - 1. - . (64 78) /\) ~-1ctoclo [o( Imetr1co ' 

-En1 11m crlcnJncycr lle 250 1nl coloca-se 50 ml de agua ~s 

tilada e de 1500 a 3000 mg de Suporte-Resina cortados em peda-

ços de 1 
2 

em • 

1\Jiciona-sc ]0 ml de NaOH 2N, c 25 ou 50 ml de solução 
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Je iodo !l,JN, J1~dronizad:t, gota a got:1 c com agitaç5o. 

llcixa-sc em repouso por 2 hor;ts em geladeira ou banho 

de gelo, para se processar a hidr61ise da resina com a libera 

çao dos grupos metilol na forma de formaldefdo. 

Acifica-;;c o meio com I!"SO~ 2N (aproxjmadamcnte lO ml) 
" " 

até o aparecimento de uma coloraç~lo m11rrom (coloração do iodo) 

I) excesso de iodo (Iz) que 6 libcr:1Jo pela adição de 

5cido, 6 CJ1t5o titul:tdo com soluç~o de tiosulfato de ~;Ódio 

O,lN, padronizada, até o aparecimento de uma coloração am~lTelo 

-pálida. 

Adiciona-se então algumas gotas de solução de amido e 

continua-se a titular at6 o desaparecimento da coloração azul. 

Reações Envolvidas: 

HCOH + L) + 3 NaOH ·+ HCOO:-.la + 2 1\al + 
" 

fonnaldeído 

Na()[l (em excesso) l ' + " 
L 

2 H O 
2 

r
2 

que nao par:icipa da reaçao com formaldeido. 

Cálculos 

X 1, 5 
'i. formaldefdo 

massa da amostra, g 
~letilol (e livre) 

N
1

; Normalidade da soluç5o de I 2 ; 



N, 
" 

Norm:1l i zbdc da so luç?io tk~ 

v1 -~ Vo1umc da solu~::lo de lodo colnc;td:t no in.Lclo, ml; 

v7 - VoltllliC Llc solt1çio de N~,s,o_, g;tstos n:1 titttlnção, ml. 
- ·' '- - J 

ll) '1- I I , ( 77 , 80) ;'ctoto lO C1aneto · 

Em um e rlcnmeycr de 250 m.1 coloca-se 30 ml de á pua des 
" -

tilada c adiciona-se cerca de 1500 mg de Suporte-Resina corta 

do em pedaços. 

~diciona-sc cn1 seguida 15 ml de '"'.!. :1rrc•t.o 'e >Jot"ss·t· o ~ • 1.-l t '·' -

O,lN e S ml de NaO!-l 2N. Deixa-se reagir por 2 horas ã temper~ 

tura ambicHtc. 

m;1~;; gut:Js de dcCL'ni lcarh;Jzona-:lZtt! de hl·omofcnol., até o npare-

l:imento de illlt;t uJr amarcl;1da. 

Adiclon:t-sc 10 111! de soluç~o de piridina a 10\ c neu 

- li ''O O,''N,' tral.lzn-sc com z'! '4 _, até aparecer um:1 cor amarelada. 

TltLJlJ-sc cntio com nitrato mcrcGrio O,lN padroniza-

clo,at6 o ap;Il·ccilr!cnto Jc uma cor violeta persistente. 

lln!a J)fOvn em br3nco 6 cnsoiitJo em paralelo com tecido 

scn1 rccohrimcnto. 

Ciílculos 

~ rormaldcído meti lo! 
5 ' 1 o:; c v l - \_" 2) X N 

ntassil Ja amostra, g 
(c l i v r c l 

onde: 

""Volume Jc soltJç?io gasto com o Suporte-Resina, 

ml, 
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v Vol11mv dr~ sul\H,<'ío de ltt>,(:i(L) ,•-.;:tsto com a !)l'Ova em bran •z · · ~ 2 

t..~o, m i ; 

N "" Nonn:t l idade da soluçilo 
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CAPfTULO 4 

RcsultnJns c Discussões 
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4.1. Introduc[io 
~·-~~---""---~ 

fniciot•-se este trabalho,peln seleção dos materiais 

c condições de preparação mais ndcquados, a partir da idéia de 

se prodtizir u~ suporte para imobilização de proteínas 

composto por tecidos sint6ticos recobertos por resinas com gr~ 

pos N-mctilol reativos, CJil~mdo também ~c demonstrou a viabili-

dadc de imobilizaç~o nestes suporte~ de diferentes antígenos 

com possibilidade de determinações quantitativas em testes ELI 

SA. 

Realizou-se,a scguir,a caracterização do Suporte-Res! 

na desenvolvido quanto i concentração de grupos N-metilol e a 

sua arca superficial disponfvel para imo h i 1 izaçâo de pro-

tcinas,c a corrclaç5o destas propriedades com a capacidade de 

imohi 1iz;l(:ilo do Suporte-Resina, em tcrl'lOS de q11antidadc de 

protcínn (antí,r:;cno ou ;Jnt-icocpo) lmohilizadn. 

V i s;1ndo n tlt i! i zaç:io priit i cu de di se os de Suporte-Re-

:; Jna com proteÍJlilS ímohi.l iz;1das (discos scnsibilizados),c~ 

mo imtinosorvc!Jtc c1n '!'estes l~l.JSA, vc•·ificou-sc n influ~ncia na 

quuntidndc de proteína imobi lizacla no Suporte-Resin;l de 

certas condições da reação de imobilização consideradas rele-

vantes em tal tipo de reaçao. As v3ri5veis estudadas foram 

pH do meio rcac.ional, presença de eletrólitos, temperatura 

tempo de reação c concentração proteína. 

Para obtenção de elementos para D discussão da nature 

za du ligação que ocorre entre o Suporte-Resina e pro-

teina, que pode ou n~o conferir estabilidade ao imunasorvente, 

tentou-se aplicnr f\1odclos e Isotermas de Adsorção a dados ·ex 
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pcrinlCiltaj~ obtiJos,cm termos Jc conccntruç5o Je equilibrio Ja 

solução de sensibilização e quantidade de protcina ligada por 

disco de um Suporte-Resina selecionado, e poro efeito de comp~ 

raçao. a dados de equilibrio do mesmo tipo obtidos para super

perficies de poliestircno. Ao mesmo tempo, realizou-se ensaios 

experimentais para testar a estabilidade da ligação à tempera-

tura, tempo de estocagem, e presença de soluções com 

tensão i3nica (soluç6es eluentes). 

elevada 

Avaliou-se então, imunosorventes preparados a partir 

de um Suporte-Resina selecionado, com virias quantidades do an 

ticorpo Anti-IgG ligadas, quanto à capacidade de captação de 

IgG em soluções a virias concentrações, com vistas i aplicação 

prâtica de discos sensibilizados em determinações quantitati-

" vas em Testes ELISA. 

No Instituto de Medicina Tropical foi realizado por 

Markus Michael um estudo sistemático do desempenho de discos 

de Suporte-Resina com 35 g NMA/m2 preparados pela autora, com 

antígeno de Trypanosoma s:_~zi imobilizado, em Testes ELISA pa

ra Doença de Chagas. Os resultados, discussões e figuras obt! 

das, que foram previamente apresentados por Michael et al(lOl) 

estão mostrados no item 4.7. deste Capitulo apenas a titulo de 

complementação da tese e mostram que o Teste ELISA com discos 

apresenta os mesmos niveis de especificidade, sensibilidade e 

reprodutibilidade do Teste ELISA com placas de poliestireno. 

Demonstrou-se ainda, a viabilidade de determinações 

quantitativas de anticorpos em Teste ELISA com disco,usando-se 

apenas uma diluição do soro em teste. 
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i}. 2. !~:r:!_~í~ io~...!:.~J:.il~.in:~: .. ~~--:yisando a Sclcc.Jo_ de Resinas, Condi

çõe.~.::__:!_~_~olim~rizaç:J.o e Tecidos Sintéticos nara Prer~ 

sjio do SLmorte-l\csina 
-"-----<---~------

A IJtiliz~tç~o do Sltporte-Resin~! estudado neste tra 

b;:dho na prcparaçilo de imunosorventcs parn uso em testes imu-

nocnzimTJ't_icos (to tipo J:l.JS;\ é origirul, tendo sido primei ramo~ 

te descrita em 1983 j)Or Bittcncot1rt et <,Jt(lO:iJ. • _\t:~tc traha-

lho o Stlportc-l{csina foi Citt5o invcsti~;1do ([t!anto as suas carac 

tcristicJs de aplic:tção prntica em tais testes. 

Com o objetivo de demonstrar-se il viabilidade do uso 

do Suporte-Resina desenvolvido, composto por um tecido recober 

to com resina,em testes imunoenzim5ticos do tipo ELISA e de se 

lcciOilar-sc os sistemas (tecidos. resinas c condiç5es de poli-

lllCrizaçii'o) ,que ;tpresenLisscm resultados iniciais mrús promiss~ 

res para com eles desenvolver um estudo sistemático e aprofu~ 

c]{ldo, foram re;1lizados l::nsaios Preliminares. 

Suportcs-1h:5inct preparados com divcJ·sos tecidos: Ny-

lon. l'ollcstcJ· c Al~!Oli~o. divcrs:ts rcsiJlilS nn1inic11S !\lr5ia-for 

m;rldcído, mcl;uwí.na-lonnaJdc:ído, urêia-formaldcido metilada,tri.!:: 

zona c com \-mctilolucrilamida,utiliz:tndo-se condições variá 

vo1s de pollrncr1zaç5o: tcmper:tttrru, tempo. tipo e Porcen ta cTeJTI ,, 

de catali:.;~1dor, .foram testados em cn:;,1 i11!;> iHH!llocnz.irnU.ticos do 

tipo ELISt\. 

Fitas de Suporte-l<esina de 1 em :x 2 cm,foram scnsibi-

como 

imunosorvente. Par;:_t cada tipo de Suporte-Resina preparado ,f o-

rom testados tlois soros, um positi.vo (chag5sico) c um negativo 
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(nitu-ch:l)-!iisico), ~;cndo ;1 ,~1bsorviincia da soluçiio coloriLLJ final, 

.l i.Ja em cspcct r o fotômct r o. 

Os rcst1ltados de al~;uns destes ensaios preliminares es 

t~o aprcscntaclos nn T:1bela 4.1. 

Nu Tabcl~1 4.1, estão tumb6m relacionados os índices 

Jc rcativid;JJc cspecffiCil do imunosorvcnte (Suportc-Rc~~ in;.t 

rnais protcínn l:ig;HLI), que é dcfínidn pela relaçiio entre as ab 

sorvãncias lidas par;t o soro positivo (+) e para o soro negat! 

v o (- J : 

" 
-.•\_bsorvGn_cia -'·~-o soro l+)_ Indi.ce de Rcativicla11C - ~-- --

Especifica Absorv~ncia do soro(-) 

Par~t que o imunosorvente tenha utilizaçio viivel em 

testes imunoenz.imâticos ,este !ndíce deve ser o maior possivcl,pelo 

menos mniorquc 5.\Jm bom Índice de Reat .ívicladc Específica é con-

seguido qu~ndo se obtem altas leituras de absorv5ncia para o 

soro positivo e baixas leituras para o soro negativo. Se a 

leitura de absorvãncia para o soro ncyativo for alta,significa 

que o imuno:~orvcntc está soCrcndo He:H,;ões fncspccíficas ou Cru 

z:1das, tamhém ch:mad:1s de Heações de Fundo. Unw nl.tn 

de rundo .inviab:l liza o imunosorventc. mesmo que a leitura para 

o soro positivo tambéSm scjc1 alta. [)o mesmo noJo,uma ulta ab-

~-;orv5ncia p;tra o soro positivo é ~-;cnprc desejável, mesmo que 

ele apresente baixa leitura do soro negativo, pois isto dcmons 

tra uma bo~ reatividaJe, tanto do Suporte-Resina na 

da proteina (110 c;lso, antfgcno), como do imunosorvente no Tes 

te ELISA. 



T~~bela 4.1 - Reatividade no Teste ELTS_.\ de Suportes-Res.-in~l,prt'parados utilizando-se diferentes Tecidos, Resin<1s e Condi

çoes de Polimeri:ação. Antígeno; ExtTato de i!,'J?<1I10SOJlh:'l cru:i. Soro Cha_2âsico l+) e \ão-Chagãsica (-).Fitas 

de :\ylon de 1 OJ x '2 em. 1:.nsaio.s Prelimin:1res: Testes ELIS.:\ para Doença de Chagas, de Ferreira et al C7l) 

Tecido 

:.Jylon 

êíy1on 

Nylon 

Nylon 

Nylon 

Poliester 

Resina i Cata1isador 
' 

o~ornecedor) (1 ltsada) 

N-rnetílolacrih-]1\:~sulfato de 

mida(Cyanrunid) , . .\monio (5%) 

~lelamina-formo1 Sul fato de ,\.rnÔ 

fResinacl I nio (S~J 

Uréia-fonnol Sul fato de /l.lnÔ 
'r e -, ruo l~1>J {Ashland) 

Triazona (Inpal) Sulfato de Amô 

(c' ' DlO J ó) 

Urêia-fonnol me- 1 Sul fato de i\JnÔ 

tilada (1npal) IllO (5':;) 

l'\-metilolacrila- ! Fersulfato 

mida (Cyanw;üd) I ,\mÔnio (5%) 

de 

Poliester l Urêia-formol 

(Psh1and) 

Sulfato de Amô 

ruo cs~,) 

Algodão N-metiloacrila- l Persulfato de 

m.ída(Cyanamid) /lmônio (5%) 

Sulfato de Arnô 

Condições de Polimerização 
. . 

Tempo (1rini \Temperatura, 0( 

130 c 
o 

~ 150 

5 1 :'10 

5 130 

c o 130 

5 130 

5 130 

5 130 

~ Retenção de 

55 lidos* 

21.3 

oo c 

"' / , ") 

19,2 

11,5 

11,5 

16,0 

22,7 

24,0 

.'\bsorviância 

Soro (+)I Soro (-) 

0,620 0,085 

0,450 n 000 • 

o ,540 0,025 

0,270 o ,025 

0,400 0,095 

0,800 0,100 

o. 720 0,120 

0,520 0,145 

Tndice de I 
. • I 

['C''ltll'l'''1 I ' { ' .. _,,,. 
Lspcdü.:a 

,.) 

21 '6 

10,8 

4,2 

8,0 

6,0 

3,6 

Algodão Uréia-fonnol 

(Ash1and) nlo (Si) - 5 130 25,4 0,480 0,095 5,0 ,. 

I I -'-
* % RetenÇão de sólidos= (massa de resina depositada/massa inicial do tecido) x 100. c• 
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llo:> rv~ult;1dos dc:;;tc:: cns:.\ins pl·c!.iminaJ.'CS vcrifi-

c ou-se qtlc mui tos doz; s ístC'liWS tcste1d~1s: tecido, resina e de 

tcrminacl~s condiçBcs do polimcrizaçao. aprcsent:1ram viabilida-

de de uso Jlil prcparaç5o de imt1nosorventcs para tttilização em 

Teste;, I:L/S;\. embora alguns tenham apresentado uma reaçao de 

funJo p;tr~l o .soro nes:rltivo relat.inuaC'ntc alta. 

l)5 sistemas selecionados para continttidade dos estu

dos foram : 

Hesinas :\-mct llolacrila;nida 

\lrêia-form:tldeído, nas formas de dlmetilol 

uré i :1 c uron:1. 

Tevldo:·; Sinrétícos: Nylo11 b,b 

Catalisado r 

Condi~6cs de Poli 

me r .i za.c,.:õ.o 

Po1 iestcr (Politcreft;dato de etileno- PET) 

St1lfato de Am6nio. p:1ra resinas aminicas; 

Pcrsulfato de AG6nio, para X-metilolacrila 

m:idn 

Temperatura : L30°C, Tempo: 5 minutos, di

vididos em pr6-sec~1gem (1 minuto) e polim~ 

rizaç5o (4 mintttos)~ Qttantidude de Catali

sador : 5% em peso da massa de s5lidos da 

soluç5o de resina usada para impregnar o 

tecido. 

Estes sistemas apresentaram altas leituras de absor

v5ncia para o soro positivo e baixas leituras para o soro neg! 
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t l v o. 

Tcc_ldos ;;intéti~..-os de ,\ylnn {1,h c Policster (PET) fo-

Lllll sc1c~..:ionados,(1-::ddo ?i alL1 rc1açJ.o de ~supC'rfíz:_ie que apr~ 

peso 
scnt~1m p~il"il u llcposiç~o Ll:1 c:1maJa Jc r~sln:1 e por serem iner-

tcs :1s rençocs que se pn'K(;'Ssam no teste imunoen::.-.imiítico. 

Nylon c Policstcr n5o recobertos con1 resinas, for<.1m 

testados em testes imunoen::imilticos ELISA c nao apresentaram 

80 final,dcscnvolvimcnto de coloração, ou seJa. foram inertes 

as reaçoes com as protcinas envolvidas no teste, demonstrando 

que a fixação das imtinoproteÍnas,sc J5 cxcltJsivamente na resi-

na . 

As condições de polimcrizaçJ.o escolhidas sao utiliza 

d:Js rotineiramente em npticaçõcs industrlais,parn os tipos de 

rcsin:1s sclccion:~das, ~·,;Jr~lntlndo,quando conjugadas com o uso 

J;J porccnt:JgCm tlc 5~ Jc cat:tlisaJor,CJJ\ rcJ:lÇ~O a massa totol 

de s6lidos constituintes da solt1çio de resina (resina menos o 

solvente c resÍduos de rea~~cntcs \·ol:ttcis), uma boa conversão na 

polimerização. em 

Na Tabela 4.1, observa-se que a concentração de resi-

nu em cada St~orte-Resina testado ~ diferente. Um estudo 50 

bre a influ6ncia da quantidade de resina depositada sobre o Su 

porte-Resina,na sua capacidade de imobilizaç~o de proteí 

n~ na rc;Jç5o tlc scnsil1i liz;Jç~o ser~ rclatitdo 111Uis adiante, P! 

ra alguns dos sistemas selecionados nestes ensaios prelimina-

YCS. 

Outros testes preliminares foram realizados para de-

monstrar a viabilidade da utilizaç~o do Suporte-Resina des~n 
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vulv.ldo para a imobilí:::a~ilo de var1cs tipos de antígeno, além 

do de Trvr);Jno~olnn cru~: i. 
···--.L ----------- --- --~-----· ---·-- ··--~--

Ut i 1 i::nu-sc JH'Stl' v~!í-udo v:Írias di-

luições do :-;oro em tcstc,p~lr;J vcriCic<H;:io d;t proporcionalidade 

entre a <1hsnr\·:inl·-ia 1 ida c ;l concc-ntr:l<~to de anticorpos no so-

c(). 

h)ra:n lJt.ili::~dus dis<...:U:S ~Jc 0,.; mm dv d\Úmetro üC 

lon rc·vcstídos (Cim:~-mct.ilol~lcrilamida. com rctcnçiio de sólidos 

de 9'~ c :tntigcnos 0c tlocnças de oJ·igcJn p:1rositfiria: 

de ChcH~as c Toxop1asmose c de origem virótic·a: Hubéola. 

:1 scnsibi l iz.a(.:ilo os dísu1s foram usado~-; em Testes ELISA 

i muno s o r· v c n t c . 

Doença 

A pôs 

como 

cruz1, a 100 mg/m1; conjup_ado enzim;:itico anti-lgG-peroxidase a 

-l/25()() e iicil10 5-arn.ino-sal.icilico c n2o2 , como solução crclmO[~C 

na. 

Os resultados obtidos estão na Tabela 4.2.0bservou-se 

reaçoes intensas.para os soros chag~sicos (P 1 e P2) e de fraca 

A reatividade ob "intensidade para os não-chagâsj,cos (NL e N 2). 

scrvnd;J mostrotl estreita proporcionalidade com as concentra-

ções de anticorpos, expressas pelas diluições. 

b) Teste ELISA nara Toxoplasmose 
-~~---------·---·--'---·--·-~--· 

Foí utilizado corno antígeno cxtr\Jto de Trypanosoma gQ!l_ 

dii a 100 mg/ml c demais reagentes utilizados para o Teste 

ELlSA,para Doença de Chagas. 

Os resultados apresentados na Tabela 4.3.mostram boa 
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proporcion;tlidadc entre a intcnsid.;uk de rcaç?io,dada pela ab-

so-rvâncin lida, 

dada pela dilLaiç~o. 

a conccntraç~o de anticorpos no soro 

Foram testados um soro positivo (P} e um 

negativo (0J), a várias diluições ,,i;t prcriatw.~ntcclassificados por 

imunoClttorvsd;ncia c henuglutin<t\;lo. 

c) Teste ELI.SJ\ para Rubéolo. 

Foi utilizado antÍ.('cno do vírus da Rubéola,a várias 

di lnições,na sensibi1iz~tçilo dos discos de Suporte-Resina e um 

soro positivo, por hcmaglutinação c iwunofluorescência,a va-

r tas di lui~;õcs. Como so1nc;5o c1·omopcna utj 1 izou-se ortofenile 

nodiamin;t c 11 20 2 • 

A Tabela 4.4 traz os resultados obtidos,em absorvin 

Cl<JS medidas. 

Para cada diluição de antigcno utilizada na sensibili 

zaç5o,verificou-se boa proporcionalid;tde entre a intensidade 

da reoçio e a concentraçio de anticorpos no soro,dada pela di 

1uição crescente do mesmo. 

Qllanto menor é ~~ conccntraçio da soiuçi"to de sensibili 

zaçao dos discos (mais diluido ~o antfgeno), menos proteína 

se liga ao SLJporte-Resina,dando leitur:•s de ohsorvincia meno

res. Portanto, deve-se utilizar na sensibilização a mais alta 

concentração vifivcl, para uma reatividade completa. 

Os resultados mostrados nas Tabelas de 4.1 a 4.4. fo

ram anteriormente apresentados por Ferreira et al(?l), no XI 

Concurso Nacional do Invento Brasileiro, em 1983 , onde recebeu 

o Pr&mio Governador do Estado de Sio Paulo. 



Tabela 4.2 - Tc·stc lmunocn::irlâtico par~l llocn<;a de Chag;:t::; -

Absorv5nci:ts par8 Soro5 Positivos (P
1 

c P
2

) e 

~c~:ttivas (Nl e ~7), de l:crrcira et al(71) 

lli lu'ições do ,Soro 

Soros 

p 
1 

0,5?15 

0,764 0,490 0,?151 0,208 

N
1 

0,305 O,iSl 0,078 

N2 o,zss o,t69 o,o7s 

---'----

0,130 0,070 0,038 

Tabela 4.3 - Teste lmunoenzimático para Toxoplasmose. Absor 

Soro 

vnnc1as para um Soro Positivo (P) c um 

v o (N) , de Ferrei r a et al C
7 l) 

1Jl1uiçõcs do Soro 

1/l() 1/32 

0,056 

Nega ti 
' -

I I 10 z 8 

0,040 



1-19 

Tcbcla '~.4- Teste Imunocn;:imiltico par:1 Rubéola- Absor\':inci;:.rs 

medidas p:u·a um Soro Positivo,,lL· rL'rr ... "'i 1·;t çt :1lt;l') 

1/100 

l/20ll 

1/400 

1/SliO 

1/1600 

li,R20 

0,654 

o' 5 39 

0,425 

0,209 
L-.,_ ·--- -----

l/200 

0,540 

o, 441 

0,446 

o' 314 

n, 1 35 

l/:iOO 

()' 4 79 

0,439 

0,284 

0,222 

11 400 

0,292 

o' 261 

0,174 

O, 136 

0,092 
-4-----"---------'-- ___ __,_ 

l/ 500 

0,156 

0,152 

o ,110 

0,069 

0,052 

Estes estudos JHC.lirninares demonstraram que. diferen-

tcs rcsiJtns, todas contcnclo o .Qrupo N-metilol,dcposito.das e r~ 

ticttladns sobre suportes incrtcs,prodtlziram sistemas de grande 

potencial para ut_i lizaçi"'to em Testes ELISA, de acordo com os rc 

sultados obti,~s.com os diversos nntigcnos mencionados ante-

riormcntc. 

O comportamento dos Suportes-Resina ;1qui utilizados 

em Testes i":!. I S/\, sugere uma reCLç:io covalente entre a resina c os 

ttntlgcnos, possivelmente por reações Jcscritns na litcratu-

ru(ôO,ü 1 l ,envolvendo gntpus N-mct i lol c )U'Upos que sao p~1rte 

irltcgruntc Jos JrltfgcJlOS -NlL ' . 

entre outros} 

4.3. Caractcriz~u·ão do SuTJortc-Resina ncsc:nvolvido 
------~---·--···..:::L:------"----'··-~------·---

Na caracterizoção do Suporte-Resina, assumindo-se li-

gaçao covalente entre a resina e a proteína, duas de suas 
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lú 1izaçi1o de inumoprotcTnas, .sao a <...'Oncentraç:J.o de grupos N-m~ 

cilol ~.:.~ a área ~'tlfJCTficial d_isponín:l p:na a reaçâo ocorrer. 

A determinação da concentrGÇ<Jo de grupos metilol, pT~ 

sentes no Suportc-Resina,foi realizada através dos métodos de 

anãlise de formalde!do na forma metllol de De Jong e De Jon 

( 64 78) ('7 80) gc ' & do Cianeto ' .~- , e na forma livre pelo método do 

sulfito a frio no variação de De Jong e De Jonge(
78

• SZ). todos 

l . 1 · 1 1 · (81] ap lCatos para teCl(OS tratatos com rcslna . 

A determinação do formnlJcfJo livre 6 nccessãri3,pois 

os métodos de aniil i se de grupos mct i lol dctcrliiÍIIam concomitan 

temente o rormaldcÍLlo 1 ivrc, que deve ser de~ contado. 

Ui f c 

rentes tipos Uc resina c de tecidos sintéticos ,que tTouxeram 

o.lgumas U-if:i\:uldades na utilizaçJo do método de determinação 

de forma1deido na forma metilol de De Jong e De Jonge, ql1e -e 

um m6todo io1lim~trico. 

Para o tecido de Nylon Jcorreu a adsorçio nas fibras, 

do lodo tttilizado no m~todo como rea]cnte (mais intensamente 

no tecido crn branco), intcr[erindo nos resultados. Para o Po-

i'icstcr c;;tc inconveniente 11iio ocorn:u. Esta di [crença p~trccc 

Jecorrer cl~ constitl•ição Cttt!micn ,los zlnis polimeros. sendo o 

pol ícstc1· também mais ·inaçcssívc:l ~r o lodo. 

)5 qunndo se mediu a conccntr;lç.ào de grupos metilol 

pelo m6todo iodirn6trico,cm tecidos de poliester recobertos 

com N-mctilo1acd lamida (Nr-IA), obtcvê~se concentraçóes de gru-
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11os itt0tilul llccx·cscc!ttcs com o ~ttlJ1\0Jll0 tl;t qtJ:tJLtidatic Jc resina 

dcpositnJ:• no t~ciclo (l:igura ~.1). ,\ mcdid;J de rormaldoído li 

vrc para os mesmos Supol"tt'5-l~csin:l, pcto método do suJ.fi.to a 

frio,aprc.scntou ·ctlorcs li,"-'.ciramer1t'' cres~.:cntcs com a cp;;1ntid~ 

de de resin:t tlcpositaJa c sempre em torr1o <ic 100 ppm. 

Esperav:t-se, entretanto, obter concentraç6es crescen

tes de grupos mctilol no Suporte-Re.slnn, com o aumento d<1 qua~ 

tidade de NMA nele depositada. Este comportamento contr5rioao 

esperado pode ter resultado de dificuldades de acesso dos rea

gentes aos grupos metilol livres inclusos no ret.ículo,por um 

maior grau de reticulação,obtido i medida que se aumenta a con 

ccntraç~o de resina no suporte. 

Tentou-se entâo utilizar o M6todo do Cianeto para 

quantificar os grupos mctilol no Suporte-Resina com N~1A, mas 

tambêrn este método niio se mostTou adcqtwdo, ror apresentar gra~ 

des desvios inter-ensaios. 

Como foi mostrado no item 2.7 deste trabalho, na lite 

ratura a gr11nde pol~mica sobre medida de formaldeido em teci

dos tratados com resinus, refcTe-sc ao formaldcído livre, dev.!:_ 

do a seu potencial carcinogênico, sendo a medida de formaldeí-

do na forma metilol de menor interesse, com poucos resultados 

aprcscntndos c poucos métodos descnvolviJos c discutidos. 

Port~tnto, a aparente inadcquac;ií.o dos métodos utiliza

dos para medida de grupos metilol para a resina N-mctilolacri

lamidn,cxigc um estudo nwis ap:rofund:\Jo,quc foge ao escopo des 

te trabalho. 

J~ o sistema formado por tecido de Poliester e Resina 

Urona (Permatron XP - Inpal], foi analisado quanto i concentra 
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"lo OE RETENÇÃO DE SÔLIOOS DA RESINA NNA NO TEClOO 

Figura 4.1 - Concentrações Je Grupos Metilol, medidas pelo ~16-

todo Iodim~trico de De Jong e De Jongc, em Malha 

de !'ol i este r, com N-mctJ lolacril;.unjüa a v~irias 

poTccnta}~cns de Rctcnç~io de Só I idos 
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ç:to de grupos meti lo! pelo 2 métodos: Iodimêtrico e do CL:me-

to,scn1 :JtlrCscJtt:Tr os J1roblcm~s obscr,·;•Jos co1n :1 ~-mctilol:tcri-

l <1111 i da. 

r1as ~,_·oncvn!r<~çilcs de resina llrona, em termo~ ,Jc formaldcfdo li 

vrc c j.;rupos metilol ,csti:io ~qHcscnt:1dos na 'labcla 4.5. :\as Fi 

.!!liras ·L2 c 4.:i ,esteio _í!r::ficadas :1.s COJll:cntrnções de grupos 

mct l Jo l no Suportc-Rcs in a medidas respcct l 1.:;.tmcnte pelos Méto

clos Ioclimctrico c Jo Ci:tncto. 

Pru ,, -

pos mctilol,cm termos de porccnt:1gcm d:t m:tss;l total de resina 

CJTI n1~dia CTit torno Jc S~.p:lr:t todas as conccntraç6es de resina 

\Jrona tcst;Jdas c paru os dois métodos us~1dos. Jsto mostra que 

mesmo se tllrrncnt;Jndo a quant id~Hlc de resina depositada, se con-

seguiu atingir os grupos metilol, inclt1sos no reticulo, atra 

vês dos méto(los de ;1n~lisc empregados. 

Os Suportes-Resina testados nprescntaram baixos indi-

ces de formaldcido livre. proporcionais a quantidade de resina 

depositada no Suporte-Resina (Tabela 4.5). 

Correlacionado-se os dados das Figuras 4.2 e 4.3 atra 

vcs do M~todo dos Minimos Quadrados, obteve-se relaç6es linea-

rcs muito scme1hrmtcs ,para os 2 métodos de análise utiliZ(ldos, 

embora o ajuste n5o seja muito bom. 

Valores aproximados da concentração de grupos Juetilol, 

para outras conce.ntr~JçÕcs de resina tlron:t no Suporte-Resina.p~ 

Jem ser determinados att·nvês dest:JS retas, que apresentam val~ 

res crescentes de grupos mctilol,cm re1aç~o a qtzantidadc cres-



Tahe]a ..1-,5- Concentrações de c;rupos. .\1eti1o1 c Fonn8lde_1do L.i\rc, Suporte-Resina: ~1alha ,~~~ 

Poliesrer- (179 g/m2) e Resina llron~ trermatron XP - lnpal) a ,-5ri:ts concentraçÕe$ 

I 
% Retenção j g resin~ _Q, resma 

- . ' 7 ' -de solldos i m~ ae SupoE g Suportc-

11 tc-1\esina l ;~csina 

I Crupos \lctilol ~-FormaJdeído livre 
" (l i' npm ( ·~-~"ic'_ -·--·) - _ c 

1 

~ S ·t 1, _. . I ppm ! -·· ----· ! da mJs~J. da 
? , 1!1101 C- \C'SJI1,1 I · · S 1· · R · 
' • \!: • U"lOTtC-.~CS1l1\l , E'S1Jl(1 

I )Jétodo d~ ~uHito :1 frio 1 \l~tcH_1o T~di~ \íéto~~- Ci<m~ 
1

1 ~J~to~lo Jodi- ~léto=~ Cí:1n~ j 
t82) \r1ctnco L6-~)! to t-----J ,mctnco (64) to ) 1 

I 

I 
I 

1815 33 0,1556 I 130 I ---, S093 :J' 7 - " 
I 

,. j_,.. I ...... 
I 

1611 29 O.LS68 11 1) I 5R-l.+ S75H I • -+.2 ., ,."> 

1212 I 22 O, 1()38 9k I 50::11 -f.~l -
I 

I 9,0 I 16 0,0755 116 -+:i-+~ S:\:'4 s. s I -~1 

619 12 o 10566 73 I 3fd- 2738 fll4 _L4.8 
' 

4,3 8 o ,0377 87 ! 16 -1-h 1ó78 -lA -~,5 

I 

I 
I r~!édía- l clédía I 

I 
I 

I 
I 

I I :; 'l 5,2 I 

Os valores tabelados s5a m6dias de pelo menos ; <lctcrminaç6es (l:rro intr;t-cnsnio < lO~). 

* Nos valores de conccntraç~o de Grt1pos Meti.lol ,jfi estão descontados os valores de formaldeido 

livre. 

i 
i 

~ 

~ 
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de Poliester n::vestida com resina Urona, a várias 

concentrações 
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Figur:t 4.~ - Concentrações de Grl•pos Jc Mctilol, medidas pelo 

M6todo Jo Cianeto, em ~lnlltil de l'oliester, reves· 

tida com resina Urona a vãrias concentrações 
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r;mbora n;~o tenha sido possível medir no r c:=;tcs métodos 

usados, a conccntraç5o de grt•pos metilol na resina~~~ polirne-

rizada, seria cspcr<1do um çomportamc'nto semelhante ao n:rifica 

do para rcsin~t llronrt. 

Protcín:-1s 

A cap:tcid;Jdc de imobilizaç5o de proteínas de um 

suportc.ê funt;Üo de sl!'l :1rca supcrfíci;ll dlsponívc1 !Jara a li-

g:tçii.o das mo1l~cul as. Dependendo do pcScl molc'ct.!lnr c geometria 

da molécula q11c se deseja imobil-izar, cst~J 3rca pode estar ti-

mitada :1 supcrrfcie do Sttportc, embora ele ciprcscntc uma por:=:. 

sid:1lle cortsit!cr~vcl. 

No cus o de super Cicies !JlGst icns l i_s:Js, a âreu dispo-

n1vel ê ohtid:1 dirctmnentc d;1 supcrrícic em .. ~ontato com a so1u 

çao de protcína,cmbora 1taja uma ru,gosldadc que ê dcsprczaJa. 

No c;iSO do Stlporte-Rcsina descnvolvido.quc ê cOilStit~i 

do por tecidos formudos por fios compostos por filamentos mtti-

to finos. :1 ~rca supcrfici~1l Jisponivci ~ dada pela soma das 

5rcas de todos os filamentos, sendo naturalmente dezenas deve 

zes maior que a irea aparente, medida no tecido como se fosse 

UliW superfície lisa. 

llols tipos tlc mallta de pollcster com gramaturas dife-

rcnt c s 17~ c 292 g/m 2, for<::lm principalmente usadas. (A e:rama 
u -

tura, G, de um tecido. refere-se R quantidade de massa em gra

mas, que se tem por m2 de tecido). 

As âreas supexficiais disponíveis destas malhas, foram 



:ts constituem c csti"io ~1prcscntadas n:t Tabela -L6. 

·-T~ ------ --- -----·--- --

1 

A 179 64.(1 40 2,00 X 10-s 29,9 

f----~~-~~--+----+ --+--- - s 

l_~~-~-- _ _!___~_ 2 _ -~4~C~~-' __ ·- ~ 4 2 -·-~~~i_x_' ~~o~·~ . .L-3~5~, ~1--

onde A - 5rca SUJ1Crficial dispon!vcl du mallla = 
s 

' 
(• 'I' · N' • I ( ,,,- ) , X f X r· f X ,f X L f ) . ···.,-----------~ 

- m- de malha 

C - gr;JJnatur:1 da malha . ) 
lll de m:1lll;1 

Tr 
- I ( m de r j o .. ) tttulo to f1o ; --

,l!. de malha 

- lllllllCrO de fl Lunentos por fjo; 

df ·"· di:imctro do fiJamcnto, tm). 

15 8 

Na Tabela 'J..?, apresenta-se para as malhas A c B os 

valores da firca superficial disponivcl para discos de 8,3 mm 

de diiirnctro, que s8o os nsados neste truhaJho e a partir do vo 

Jume ocunado pelos filamentos que compõe o disco, a relação; 

disnonivel 
• ..=.LC .. -~---

v o lllHl(' 
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Tabela 4. 7 - Valores de /\rca Supcrfiçi;ll llisymnível por Disco 

>la lha 

-~-

A 
~' 

B 

c Rcl:H;:Ío T:.::._c:il_~ClJi~--~-~~ par:l as Malhas de Po
volumc 

liçster /1. c B 

Área S\lr:erficinl Volume ;'\r e a superficial 
Cramntura ---- ~--- --···-----~ ·--···--'~ -~' -~---' 

d.ísco disco volume 

.r:./m 
2 ') 

cm~/disco '--·m 3 /disco cm-l 
-- ------~-------- '" ------~----------~--~ ----------, - ---

179 16 
' 

l 8 - l o- 3 ,.'lX ... 1940 
+------' -~--

292 18,9 ll ' 
7xl0-.~ 1619 

Os va1orcs das Tabelas 4.6 c 4.7 referem-se ns malhas 

de policster,ninda não recobertas com resina. 

Como se vc na Tabela 11.7, as redações -arca superfi-

ci~Jl/volumc para as nwllws us:tdas são bastante nltas, resultan 

do na possibilidade de se ofcrcccr,tlJna grande 5rea disponível 

para lip:açZio de imunoprotcínas num volume pequcno,como clcsejn-

elo para a utilizaç~_io dos discos em Testes FL.!SJ\. 

Quill1liO se recobre os tecidos com resinas, deposita-se 

sobre os fil::.J.mcntos,um:~ camada de resina polimerizada de pequ~ 

na espessura, em comparaçno com o diâmetro do filamento. A es 

pcssura ela camada vni vaTía-.r,dc acordo com a quantidade de re-

sina depositada no tecido. 

No caso das malhas j~ recobertas com resina, para ba! 

xas porcentagens de retenç~o de s6lidos da resina. em torno de 

HH, considerou-se a rirc;l supe-rficial. disponível por disco, PQ:. 

ra a imobilizaç~o de proteínas , como sendo a mesma cnlcu-

lada para os 2 tipos de malha utilizadas,sem o recobrimento. 
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Isto porque .~,_té esta conccntrac.Jo,consiJcrou-sc oue n 
' ' resina 

recobre pcrfcitamcJttc os filamentos da mallta, sem haver gran

des acGmttlos nos intcJ·st!cios formados pelo entrelaçamento dos 

fios. Até esta conccntraç5o de resina o tecido mantem a mesma 

flcxlblJ}J;tdc origitt~tl. 

de 20~. CO!IlCt.;a :1 se fonnnr uma c;:nnad;J mais espessa de resina 

polimcrizacl~t. ocorrcnllo o Jcp6sito 1l;t r·esina entre os fios, co 

mo se pode notar pela rigidez que o tecido adquire. Isto pode 

provocar 11ma diminuiçüo da irea superfj_cial disponivel para a 

imobilizacão, a menos que a camada de resina altamente reticu-

" lada apresente poros suficientemente grandes,para o acesso das 

macromoJÕcuJas de proteínas envolvidas, que t~m peso mole 
o 

culur de até 160000 c t:tmanho em torno Jc 250 A de eixo longi-
o 

gra!]._ 

dcs, o que nüo ê característico destes polímeros altamente rcti 

cu lados. 

/\ jmobiliznç:iio dns rroteírws na resina parece 

':'iCr um renómeno essencialmente superficial, pois mesmo que exi~ 

tam grupos N-mctilol Ilvres.no interior do ret!culo da resina, 

devido ao t;1mnnho das macromo16culas de proteína (antíg~ 

nos c anticorpos) em qtJCstão, provavelmente apenas os grupos 

N-mctllol livres~ Stlpcrf!cic poderão rca~ir. 

4. 4. r:s !_\~i? __ ~LJ_?, .... Y <u::J: 5 v~J._:: ___ ~EL~in f ~~tCLtC L:E!_~-º.~~nt i dndc de 

Proteína Imobí1izado no Sunorte-Resina na R3ação 
··--~~--·····-·--·------ ----~-·~-----·-·-··-·-L---·-----~ .. --.. ---···---··-·· ---

de lmobiiizaciio ---... ··-------------"---

Paro ~~ suporte se adequar oo ttsa em testes imunocnzi 
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•n5ticos, ele deve imobilizar umn qu:mtidade de proteína 

suCicicntcmcntc cllta, por unidade ele iirca ou peso, de modo a 

possibilitar Jctcrminaçõos qtiuntitativns. 

/\ssttmindo-sc que a I igaçilo d:t proteína :10 Supor-

tc-l{csin:~ 

deveriam ~-1fctar :1 qnnntúladc de pt·otcfn:l QtlC nele SC poJ~ 

ria imobilizar, scrt:lln a qnantidchlc de rcsín:1 depositada c a 

concentraç~o Jc grupos ~-mctilol do Stiportc-Resina. 

l)utrns vari5vcis de infJu611CiJ na quz1ntidadc de pro-

d:1 de reação de sensibilização, ê processada, tais como pll 

elo n1eio rc;Jcion;ll, conccntraç3o tlc clctr6litos, tcmperatt•ra 

tempo Jc JC:Jç5o c conccittraçJo protcÍ11:1 11n soluçUo de 

No csltl1lo rc'nl i~:;ulu sobre;; inrluê'nL·ia das variáveis 

actma cit;Jdas, dtws técni.._~:!s rclat:Hlas n sct~.Hir, foram usadas 

p;1ra mcdí r n qu:mlld;:dc de protcfna imobi llz.atla no Supor-

te-Resina. 

Medidas indiretas foram obtidas atrav6s de Testes ELI 

SA rcalizatlos para soros positivos c rtcgativos,cnsaiados a -v a-

rias dilH:içõcs, onde foram usados djscos recobertos com v~irios 

ti110S de resina com diferentes quantidades depositadas, sensi

bilizados com v5rios tÍ]lOS de ant!geno, sob diferentes condi 

çõcs de rcaçfío de irnobilízaç~o (pll, temperatura c tempo de rca 

ç ilo) . 

Para qunntificaç~o direta da massa de proteína 
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.imobilizada no Suporte-Resina, utilizou-se a técnica do Radio 

Jmunoensaio, onde discos recobertos com v5rios tipos de resin~ 

t.:om diCcrcntcs quantidudcs depositadas,Cor<m scnsibi li:ados com 

soluções do :mticorJJO ImunoPlobuliH;I C hum:ma (lnc"') ., - --- "'' ' ' ' 

1 ' ' 
___ .li <:OIIItl tr:t<;lcl,~~--~~~h diferentes con 

dil.;Ôcs de rc>H::ilo de imobíli::a"~:lo [pl!. tcmpcr;1tura c tempo de 

/\ partlr d;t radioativid:Jdc medida para cada disco 

de Suportc-Rcsin;J,dpÔs a reação de imoblli::açZio. obteve-se a 

quantld:1dc de lp,C imobilizada. 

L:m radioimunocnsaios utiliza-se anticorpos como a IgG 

ao inv6s de antfgcnos, tlcvido as maiores facilidades de purifi 

caçao c 

Outr:l ]_10SSibilidadc para qualltifi.caç;.i'lo protci 

na imobl l izada ao Suportc-Hcsina, que (oi testada sem sucesso, 

protc-fn:1 que rcsL1 na 

~~olti<-~::Ío,:ipÚs ;·1 rcal;ito de imobi 1-i::.:tç?io (incorporando-se também 

;1s [q;n<IS de l;lv:1gcml, at rnvês de m6todos cspcctrofotom6t-ricos 

Este método -c 

entretanto, mtdto :lfct;!do em Sita scnsihilid:tdt~, qucmdo solu-

c.;ôcs de conçcntr<lcÓcs muito baixas cst2io cnvo1vj_das como 

ocorre neste trahalho. 

·1 . 4 .l . rnfluência ch1 Ouant_idadc Jc l<esina DerositaJa c da Con-
-------~-----··--···~··------~----·-·--- .. ·-------------··--- """-'-·--·· ---------------~--

llisco5 de Suportes-Resina de í\,7--: em de dHimctro prep_;: 
., 

ruJa com tecido de 'Ny1on e 01aJha de Pol.icstcr (179 g/m'"') com 

diferentes quant-idades dcpositad~1s das resinas: dimoti1oluTêia 

(Argos), tlrona (Permatron XP- lnpal) c N-mcti lolacri1nmida 
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(NMA - l!occhst), scnsibiliz~Hlos com antígenos de Toxoplasmose 

c Iloença de Cl1agLtS, foz·nm lltilizndos em Testes ELISA, onde fo-

ram ensaiados SDl'OS positivos e negativos 11 v5rins dilttições. 

Os TCStilt:Jtlos ohti!los em ahso1·v~ncin cst5o apresentados nas 

')';!h c l ,'\ s /1 . k ' .j • :) l' -1 • l () • 

llíscos de Suportcs-Rcsin~t preparados com Malha de Po

' Jicster (17~) g/m~) ,com difcn:ntes quantidades depositndas das 

resinas Uron;J (Pcnrwtron :\P- lnpal) c Nl\!A (I1occhst) foram 

sensibilizados com soluç6es da anticorpo TgG,nas concentrações 

de 10, 20 c 50 'tP TgG ·- ~ 
'

0 

1· , d1lu1das cJn tamp5o fosfato 0,1 M, m __ pH 

7 , 2 ; com l g C -
l 7 'l -·r como traçador. llsot•-se 2.5 ml de solt•ção/ 

/d_isco. Os resultados obtidos a p~1rt il' d.;1 Tadioati\~:idadc medi 

dn por disco. expressos c1n estão apresentados 
dj_ s co 

na Tabc la 4. l J. 

ObscrvnnJo-sc os resuLtados do::; Testes ELISA c Radío-

in•unocnsaios.ru:tli3ados p:11·a os v5rJos sistemas testados, verl 

rica-se que as quantidades de protcina imobilizadas nos 

dlscos, no caso dos Teste~> EI.lSA indlc:Hlas pelas leituras de 

absorv.J.nc:ia, não se mostraram propoTcionais 3 quantidade de re 

sina depositada no suporte e consequentemente a concent!'ação 

de arur1os N-rnctilol livres n~t rcs1na. 
t> ' 

Nas Tabelas 4.10 e 4.11, os resultados obtidos pa-ra 

várias concentrações das Tesinas Urona e N~t<'\., mostram que a 

reatividade do Supo-.rtc-Resina, para as concentrações testadas, 

tem uma tendência a diminuir com o ~wmento da quantidade de re 

s1na dcposit;:1da. 

Na ·rabela 4.11, verifica-se que o Suporte•Resina com 

NMA, ligou pr;tticamentc a mesma quantidade de IgG por disco , 



164 

Tabcl;1 4 .R - Absoryi'incias mcdi(las em Tc:;;tcs ELISA p~ua Toxo-

plasmosc, us<1ndo discos de- .S,:i mm de diâmetro 

(le Nylon c resinas diJnctllolt•r6ia (Argos) c 

i\'~V\ (Cyan~nnid), ~~ (li [c-nC'ntcs ~ Jc retenção de so 

li,los 110 suporte, sensibilizados co1n antígeno 

de Tcrxoplo.smose, na concentração de 146 pg/ml. 

(Soro pos:itivo (+) e ncg:Hivo (-), a várias di 

luiçõcs). 

Resina Dimetilol ur -- N~IA e1a 

% de Retenção de 
sólidos 7 '4 12,5 15,9 5 '7 8,5 

---
1/16 1 , 7 4 6 1 ,325 
·---------

__ , ______ l ,219 1,867 1,841 
·----f-----

"' 
l/256 0,526 0,514 o. :).n 0,750 0,674 

Soro ~ ------·--- ---- ' _________ , ____ ,_ t-----
>O 

',,.,,,_ -·-~-- ---- --
(+) ~ 

l/1000 O, Z!H o' 24<1 •H 
~ ~---·---- 1-------- ----
ri 

o':?. 2 s 0,279 0,299 
·----~----- --- -

•H 
11 4000 

0,074 0,076 "' -·--·--- ~-~-···- f-------
' O,O:S6 O, O Sü 0,104 
·---·-- --- ---

l/ 8000 0,036 0,030 
-"- ----------- r---

0,000 0,041 0,061 
r----- ----- --

1/16 o' 1 ô6 0,127 o ' l ~ ,) 0,596 0,493 
----- -------- ------

' m 1/ 7 5 ( 0,060 o' o :)b 
~ 

Soro •o ~--""--'--
______ , ---

(j 

(-) •H. 
l/1000 0,015 o' 021_ 

~ 
ri --~ f-------------
·H 
Çl I/ 0,009 0,000 

f---____'10 ()(_)___ --------· ---

11sooo 0,008 O, 00 ( 
----~--~ -· --~--- ------ ----~---- -----

·-·--- --I l _o_,_o~~-u~-11_2__ ~:09~~ 
0,000 0,039 0,041 

------·----

(), 00~, 026 0,020 
--

. _l'_:_ll()_0 __ _(]_·_~-1~ 0,021 
~~·-·----
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'l'uhcl:l 4.9- Ahsorv5nci;ls medidas em 1'cste El.lSA para ·roxo-

plnsmosc, ttsanJo discos de Malha de Poliester 
., 

(17:) g/n1~) c resina~-~ l'cnn;Jtron X:P(Impal), 

a v5rias conccntrn~6cs, scnsilJilizados com an-

tigcno de l'oxoplasmosc, na concentração de 

100 pg/ml. (Soro positii.'O (+} e Soro ncgati_ 

v o (-), a várias diluições) 

Concentração de resina 

a 
no suporte, ---'-'--7' 

m' 

Concetração de grupos 

Metilol no Suporte-Res! 

l/lü 

'" co 
1/64 Soro 

>O 
V'' 
-~ 

~ 

49,2 21,5 9,7 

110 70 4800 2160 

1, 4 6B 

·-·'' ···-~--~--~-
l,(iOO I 1,978 

1,13:1 1,302 

I 
O, 782 o, 643 l (1 '7 41 (+) .~ 1(,,6 

·ri "' p 

l/ 1000 o' 342 
~---~~--4-~~~ ~-

1116 0,000 

Soro 
l/64 0,015 

l/256 ! O,OO:í 

L 0.312 

I o. 156 

I 
0,088 

0,018 

o' 387 -t 
0,240 

I 
0,127 

0,080 

1; 1000 I 0,001 .... ~.00~----~:l~----------·---·-·· ---·~ ···-·-. ~---·--·· 

Ahsorv~J!cin pura o 
1
- 0,000 0,020 0,021 

Ta 111 Dó o- (,o n t r o 1 c _ ---··-~~--~---Ln-~· -~--~-~--~L-----~-~-· 

* Valores obtidos <1<1 Figura 4, 2. em ppm (1-!JL grupos l\letJlo_l) 

gdeSuporte-Resina 
' . 



i 

166 

Tabela 4.10 - i\bsorvilncjasMedidas em Testes ELIS.\ para Doença 

[lc Chagas, t•sando discos Jc ~!alha de Poliester 

' (179 g/m-) c resinas llrona Permatron XP(Irnpal)e 

i-i~1~\ (lloechst) a di fen:ntes concentrações, sens_l 

biliz:1dos com anti~c110 de Doença de Chagas na 

conccntra~,~:lo de ltl lqdml. (Soros positivos: X c 

Y c so1·os negativos: W c :. ensaiados a dilui-

ÇtlO de 1/ 
100

) 

Resina UJ'OYla NNA 

% de Retenção de sólidos 
9 13 17 lO 23 34 

no suporte 

---1 ---------- --

Concentração de rcs i na 
1 6, 1. -- - :'.0,4 17 '9 40,3 61,2 

n 
{.. -~ , .~ 

no suporte, --lj 
c 

m 
-------- ------------f- - ·~--~'"-"" -- --- --

X l,:JC~~'l, l:JO 1 ,$~)() 1.,8h0 1,870 1,590 
Soros positivos 1- -

y 1 '750 1 '285 1,785 1, 785 1,860 1,590 
----------··- -

w 0,000 0,000 0,000 0,130 0,110 0,045 

Soros negativos 
z 0,055 0,020 0,170 0,070 0,125 0,000 

Os valores tabelados sao m~dias de duplicatas, sendo que a 

Nt-1A apresentou melhor rcprodutibilidade 
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Tabela 4.11- Quantld:1dcs do Anticorpo lgC Ligadas por ,_li sco 

de Stlportc-1\csin:l, medidas po1· Radioimunoens~üo, 

par<' discos de 8,3 m1n de di.i"imctro de Suportcs-Rc 
,, 

sina de }lalha de PoliestQr (179 ~;m-) e resinas 

Urona Pcrmatron XP (lnpal) e :\\1J\ (Hoechst) a di 

fcrcntes concentraç.õcs. para diferentes concen-

traçocs Je IgG na solt1ção de sensibilização. Vo 

lume de solução usada ; 2,5 ml/disco. Resultados 

expressos em ~g IgG ligada/disco. (Valores me-

dias de triplicatas) 

-~~ 

Resina Urona NMA 

Conccntr<Jçiío d:.1 H.csina no ~-

2 16,5 23,3 30,417,~) 40,3161,2 
Suporte, g/m L ! 
Conc~ntr;~~üo -~\a soluçao -~--- --~-~~-t~--:-· 8 7 1·1 -1 8 5 

de sensib-i1izaçiio dos 
10 

---=-~-~--.- .2.-'-.:..__lli~- 2 ~~ ,3,.1_1.~4'-'~:':l-1~4''_ 
f-""'-+']"'_{)·-'-~----~-~? __ , ___ .~:?_. ___ l_:___>_~ ___ :_) ~~ 

. . IJ~~ lg(; j 
d~sc~~~~l:-=-~--~-~------- ~:~·-~~-- }~~lL~ . ..:~!_- ~8, O 28_,1 ?~ 

Concentração de grupos I 
Metilo1 do Strportc-Resina, I 

[

, 3600 SZ42 68~~0 

ppm* L J 
-·~-~-----~ ·--~---~~~--------~ -~----- ------ -

*Valores obtidos da l:lgura 4.2, em ppm (}!_g de grupos Meti_lol) 

g de Suporte-Resüw 
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para as ~ retcnç5o de s5Iidos no Stiporte de 1.0 c 23 c menor 

qt1antidadc para a ~ de retenção de s6liJos Jc 3~. 

Estus C3ractcristicas Jc const5ncia c principalmente 

de pToteínas do Su 

porte-Resina, com o aumento da cp.wntidadc de resina nele dcpo-

sitaJa, superficial. 

disponível no Suporte-Hcsí.na para a rcaçao de imobilização 

associada ~ geometria das mol~culas ele proteina. 

Na realidade, quanto nw1or fo1' a quantidade de resina 

depositada no Suporte-Resina, mais espessa sera a camada depo

sitada sobre os filarnentos,diminuindo a área superficial esp~ 

cífica do Suporte-Resina, que é dada inicialmente pelo soma-

t6rio das 5reas superficiais especificas dos filamentos que 

compõem os fios. Com o aumento da quantidade de resina deposi 

tada ,inicia-se cntiio :1 l i,L~a~~üo dos ri Lllllcntos pela resina, di-

minuindo :tinda mais a n;l:.1z;.:io áccaívolumc do Suporte-Resina. 

/\ssim, :1 qtt;_wt id;Jdv de molé;c~ul:ts proteína que 

se consegue imobilizar n:1 superficie do rctfct•lo resinoso 

atruvês da intcretçiio direta com gn.tpos N-mcti1o1, estaria limi 

tada pela ~rea superficial total disponivel para ligação e pe-

la irea que cada mol~cula de proteina ocuparia dessa su 

perficie, para se ligar. Como as mol~culas Je ant{geno e anti 

corpos tem altos pesos moleculares e npresentam um formato 

tridimensional complexo, dependendo ela forma como a molécula 

se Jj_gar 7i superficie,el~l poderá ocupar maior ou menor iirea. 

Outrossim, sendo ~ conccntraç5o de gTtipos N-mctilol 

110 SupoTtc-RcsJnn c nn supcrficic do rctfculo rcstnoso, sufi ... 

cientemente alta, para :1 faixn de quantidade~; de resina dcposi 
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tadas nos suportes estudada neste tr~tbalho, a quantidade de 

Pl'Oteln:! seria fL1nção ~renas da 5rca superficial 

cspccL[io...';t. 

Jitcratu-

ma1s detalha 

Jos ":;ohrc a capacidade de l]gnç~io do~; suportes, assumindo-se 

apenas lig:•~ão cov:tlcntc. 

Para av:llinr os pontos o.cim:1 considerados ,far-sc~â 

para um d !_se o de R, 3 mm de diâmetro do Suporte-Resina apresen

tado na Tnbc1a 4.9, composto por i\l~llha de Poli.cstcr (179 g/m 2 ) 

' c 21, .') g de resina Urona ·xPjm'"' de Suporte-Resina, com -are a 

SL!pcrficial Jisponivcl de 
? 

16,1 em-, estimativas da ordem de 

gr~ndezn da densidade de grupos N-mctilol superficiais e da 

quantidade do anticorpo lgG,que se poderia imobilizar por uni-

dade de 5l·ca de Suporte-Resina. 

A concentraç~o de grupos metilol deste Suporte-Resina 

, 800 (~a de Prupos Metilol] c de Lf ppm '""" - -- , 
g de Suporte-Resina 

10 -3 g_de _grupos ~1et.ilol 4,8 X 
g de Suporte-Resina 

ou seja, 

Considerando-se, entretanto, que os grupos Metilol es 

t~o localizados na resina e que se tem : 

0,1063 g de Resina Urona polimerizad~ , tem-se então 

P Jc Suj10rte-Rcsina ,, 

a de resina Urona polimerizada o 



Jl:tra cad:1 dis,;o deste Suporte-Rc~ina,tcm-se 

de rcsin;l !lrona, 1.11 S('_j;J,i,9xl0-Sg de grupos r-.rctilol. 

-3 LlxlO 'g 

Sendo 

o peso molecular do r;rupo mctJ lol igll~tl a 3\, tem-se portanto~ 

l .. 
9,{Jxl0 1 ;:;rupos mctilol por disco. 

l1ara este Suporte-Resina, pode-se fnzcr uma estimati 

va da espessura da cam~Lda de resin:1 que reveste os filamentos 

de policster do disco, a partir da massa especifica da resina 

Urona polimerlzoJa que e da ordem 

a massa depositada por disco ~ de 

de 1, 5 g/ em·). 

-3 1 lxlO · g ou 

Sabendo-se que 

seja, 

-5 2 6,8x10 · g/cm , tem-se portanto um:a espessurn da camada de re-
o 

sina de cerca de 5000 A. 

Considerando-se a~~ora que os grupos Metilol possivelme!!. 

te aptos o reagir com as molÕculas de protcina,se limitam 

hqueles localizados na superficie da camada de resina. toma-se 
o 

então uma espessura de lO A desta camada,para estimar a ordem 

de grandezn da densidade supe-rficial de grupos Mctilol, obtida 

da porccntagc1n que representa do total de grupos ~!etilol medi-

do. 

Lcmbrando-sc'qtK·o filamento de polícstcr tem um fonnato 

cilÍndrico, razcndo-sc os cÚJculos necessários ,verifica--se que 
() 

o volume dcst:1 cam;t,la de lO A corresponde a 0,2% do volume to
o 

tal da camada de resina de 5000 A, ou seja, apenas 0,2% dos 

grupos Mctilol mediJos.cstariam i superfície. 

·rcr-se-5 portanto, ã superficie da camada de res.ina, 

cerca de 1,2x10 14 grupos Metilol/cm
2

. 

Para se realizar ;,1 estimativ.;J, da quantidade do anti-

d . 1. 2 d - d s . corpo IgG ,que se po er1a .1gar por em e are a o uporte-Res_f 

na, sabe-se que a mol~cula de IgG 6 formada por 3 sub-unidades 
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compactas, ligadas entre si por lij~ações pcptLlicas flexíveis 

(rcg·Jão das dobr~1d.içns - Figur<1 2.--l-), qtte ao microscópio ele
o 

tr8nJco oprescJlt:J-3c como llm cilin(lro com c~rca Jc 250 A de 
o 

eixo maior c 40 A de c1xo menor( 4), aprcseJltJndo um peso mole-

cular de 160000. 
o 

, 40A 
;<----~-

cxtrcmídadcs ' 1 

amÍntCélS ··y l 
extremidades ___ _,- - r

250

'i 

0lolêcula de IgG 

carbox:Ílicns 

Figura 4.-i- Formas de Ligas;U.o du !'>lolécu:Lt Üt' lgC a supcrfí-

cic 

Dependendo portanto, da forma como n molêculn de IgG 

se liga à superrície, como se vê na Figu:ro. :1.4, maior ou menor 

5rca ê comprometida nesta ligação. 

Caso a ligação da mol6cula se da atrav6s de vários 

grupos das cadcins protcícas com grupos l\icti.lol, ela poderá 

fic<Jr praticamente pal';J.lcla à superfície ,ocupando uma area 
o 2 o o 

;1prox.imada de até 10000 ;\ (40 A x 250 A) (Figu-r<J 4, 4.a). 

Caso a ligação da molêcula se dê perpendicularmente 
07 

<.lO eL.;o nwior,a área comprometida poderá ser de atê 1250 A-(ârea 
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Ja base do cilindro lh molêcul~~] (Figura "1,-l.b). 

Valores ,]c ~~·c;t ocupacln pot· molêcl•l;t t!c lgG podcrõ.o 

cCctuar, 

inclusive 

Isto vaí 

tl'C as TIL'lCromolé...:.nlas do lgC ,1 igad:ts ~i supcrfíci.c. 

llma menor conccntr<:ll:.;Üo de 1 gC na so luç5o em contato 

com a superfície ,deve favorece-r a ligaç?io da molécula de IgG em 

multjpontos, enquanto que uma conccntrac:Jo maior deve favore 

ccr uma dimiJltiiç5o Ja 5rca ocupada,por induzir uma aproximação 

maior das molêculas,quc tenderão a se .ligar em menor numero 

de pontos, cadu vez mais pcrpendictllarmente 5 superficic. 

/\sswnindo-se que moléculo.s de 1QC se ligassem perpe~ 

dlculanncntc: i:i :~11pcrrí~:J.e, na dircçi!o de seu maior eixo, lado a 

lndo, :-;upondo-sc (jllC c:1da t1m;1 se movc:>~>c apenu~s dentro de um 
o o 

csp:aço de 10 A po1· 40 A (mcdid~ do mcno1· eixo), ter-se-ia urna 

area ocupada 
o, 

de :JOn 1\'" por molêcul:1 de !gC ll:i:;.;ura 4.4.c). 

Para as cstlmad:ts para Jigaçfio de cada molécula 

(\e IgG, de 10(100 
o 7 o 2 12SO /\- c 400 A , poder-se-ia ligar 

rcspcctivnmentc, 
1? 

l,OxlO "; 8,0xl0 12 '5 O·Jo 12 1" 1 · d c,..~,x- moecua.s e 
, 

[g(:/cm~ Jc supcrffcie. 

Comparando-se os valores obtidos, com a Jensidadc su 

pcrfícial de grupos Netilol estimada, que ê da orJem de 

1,2xlo
14 grupos Mctilol/c:m2 , vcrific:t-sc que· se teria a JispS?_ 

nibilidadc de 120, 15 ou 5 grupos ~lctilol por mol&cula de IgG, 

o que indica um excesso de grupos Hetllo1 à superfície, mesmo 
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para a menor 5rc;t estimada por mo16cttla. 

Umn ma::ior conccntrn.ção de rcsirw no Suporte-Resina 

rcstlltari:l 11Un1a c;Jm;td;t mais espessa Ja mesma, envolvendo os 

l'ntrct;Jn\o. r' nÍn11cro de ~~rnpos Mct.i-

em exccsso,I.Omo demonstrndo :lntct·innnl'ntt'. 

n.'stdtados obtidos nc-stç~s cx.pcrimcntos, em termos 

da quantidade de protcina imobi I izada, em relaç5o a quan-

tidadc de resina JcpositaJa no Suporte-Resina e ~ concentração 

de grupos Mctilol, indicam que uma primeira camada de pro 

teTna ê imobdizada na supcrfl'_cic da resina po1imerizada,possi 

vc1mentc através da ligoção covalente com grupos N-metilo1 di~ 

ponTvcis ~ StJpcrricie. qtJC de acordo com as estimativas reali-

z:1das parecem estar em excesso, em y·claç5o a quantidade de 11ro 

tc-Ín:t qttc podcr·i;1 imnbi 1 iz.;tr. !\ densid;tdc supcrrici~il 

Jc; grupos ,\J-mctjJo1 no retículo d;:l resina p<trccc ser pratica-

rncntc .independente da qu:mtidade de rcsin~l dcp-OsítaJa. 

!Jc acordo com os resultados apresentcH.l.os nas Tabelas 

i.S, 4.9, 4.10 e 4.11, considerando-se, que a resina NMA apre-

~;entou uma capacidade de 1 igação de protefnas superior -a 

das demais resinas testadas, que se verificou um aumento das 

leituras Jc absorv3ncia nos Testes ELISA realizados, quando se 

usou baixas quantidades de resina depositadas no Suporte-Resi-

na•e que se verificotl uma diminuição da capacidade de ligação 

de imunoproteinas ,para Suporte-Resina com quantidades deposi-

tadas da resina NHA supenores a 
2 

4 o g/ m , esco1hou-se o Supor_ 

te-Hcsina prcp<lt'Gdo com Malha ele Policstcr· com grmnatura de 

' 292 g/m~ (mai.or 5rea superficial. disponível por disco) e resi-
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,, 
Il<l Ni'1/\ u:·1 conct'ntr:.u;ão de :'iS g/m~ de Suporte-Resina (_12~, de R~ 

tcnçõ:o de.' Sôl idos no suporte), para uso n:·1 ma leria dos cns<1ios 

Suportc-\ksin:l dc;;cnyot\·ido neste t'r~1h:<lho, qne scr::io 

dos adiante. 

ratura c Temno Jc Rcacão ----------"-----

Com n finalidade de se determinar condições de reaçao 

de imollilizuç5o p;tra discos de Suporte-Resina. visando o con-

trolc da qLJantitladc de protcina imobiliznda,e a aplicação 

pr::ític~J destes discos em Testes ELiSA como imunosorvcnte, rea 

l izou-sc ensaios para fixar as variáveis que normalmente sao 

considcr:Jtl:lS rclcv~tntcs p:1ra reaçocs Jc imobilização de pro-

1VÍil:J~> soport<.'s em 1\Cral, tJs;tdos em Testes lmunocnzimií.t.i-

/\s vari;·tvcis c~·,tudadas ro1·am: pl! do meto rc<·!cional 

,Jií foi visto anteriormente {T:.1beln 4.11), que u qua:::_ 

tidadc de protcinu imobilizada 110 Suporte-Resina.ci direta 

mente protlorcional ~ concentração ti~ soluç5o. 

4 • 4 . 2 . 1 . :~--l__~lJ~L!:~.§.!.l~i~:.--~~E.~~_!!L~L~ __ J e_~t c i _':2 n n. ~--_E_~~"'--c~·~o~0c ~_n_t _r_a ~ 

~~-~!c _!~.!_c t r -~l-~ to 2_ 

Como rix:tci'io de protc!n;ts no Stlportc-Rcsina se 

trata Ja Jigaç5o entre macromolõculas, o pli do meio reacional 

pode ter lllllil grande influêncin n<·l quantidade de proteína, 

ligada, con10 acontece por exemplo na adsorção Jc proteinas a 
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SllJJcrficlcs lle pollestlJ·cno, cttJC 6 f:tvorccidn por pl! biisico 

fpll 9,S). 

1'~1ra se determinar o pl! do m<'io reacional mais conve-

nicntc', foram rcaJi:,ados Radioimtmocnsaios, onde discos de 

8,3 mm de di5mctro Je malha de Policster 
) 

(179 g/m-), receber 

tos com Nl'li\ (J!occhst) nas conccntT;lçÔc's de 17,9 c -10,0 g de re 
' -

' 2 srna/m Jc Stlportc-RcsiJta, (oram scnsil1ili:ados com soluções 

do anticorpo IgG humano, nas conccntraçOcs de 10 e 50 '\-lg IgG/ml 

(com tr~1ços de JgG - lZ51), poT 18 horas, com agitação 

contintla . Foram usados 10 ml de solução de sensibilização/ 3 

discos de Suporte-Resina. 

As diluições da proteína IgG fon1m feitas com tampões 

de trôs di rcrcntcs p!!s.: 

pll ~ '4 Tamp::io Acetato de SÓdio o, 1 f\ f ; 

pll 7, s Tampão Fosfato (PBS) 20 mt-.1; 

pll 9,5 Tampão Bicarbonato-Carbonato O, lH. 

Os rcsul ta dos obtidos, como mêdias de triplicatas, ex-

pressas em ~g IgG ligada/disco, estio apresentados na Tabela 

4.12 e na Pigura 4.5, de onde se verifica que embora se liguem 

l1oas quantidades da proteina para os 3 pHs testados, o pH neu-

tro se mostro11 o mais eficiente, principalmente quando a ofer 

ta da protcina por disco,foi maior (167 ~g de lgG/disc~. 

Para tJma ofcrt:• menor da protcina (34 vg IgG/disco) 

emboTa o pl! neutro ainda tcnl1:1-Sc mostrado como o mais ef'icien 

te, as quantidades de proteína ligada por disco sõ:o aproximod.a

mcnte iguais para os 3 meios. O pll que se mostrou mais incon 

venicnte foi o b5sico (p!i 9,5), ligando em todos os casos as 
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n1enorcs qu:1ntiJ~~Jes Je proteina JlOJ" Jisco. 

Tahcl;1 4.12- Qu<lntidade de I?C li~;ad;1 por dj~:;ço de Suportc-Re 

s_ína, em funçi:io do pli do meio rcacional. Resulta 

pt; I1>C 11 p;lda 
,J os c x p r c s s o:;; em -~·~-------'--

disco 

-

Suporte-Resina 18 ~; Je NNA 

m2 de-:Suporte~Rc~sina 
g de NM.i\ 

Suporte-Resina 

40 
--,--~ 

m- de 

Concentração da so-

luçlio de sensibili 10 50 lO 50 
-~ \_l\Y I gG 

z a ç a o , --------'"'---------'"'---
ml 

Massa de protcina 

ofcrccid<J/J isca 167 167 

- --

12,9 

+---------_, 
19,5 -~ Fosfato p!!. 7 ,S 

~ 7 '1 15, 5 6, 7 
;co 

"' 0 -~---~-~------·~ 

,o 
c. Carbonato 

" ~ s '1 8,9 

'-------
b _2!.!_:._2 _ _,2 ·---

F.stes resultados foram confirm~!dos por Testes Imunoen 

zim5ticos ELISA,rcalizados com discos de Suporte-Resina de Ny-

lon,rccobcrtos com N-mctilolacrilamicta,com retenção de sÕlidos 

Jc 12,6\, sensibiliza(los com soluç5cs Jc IgG,zliluid3s n virias 

conccntT<JçÕcs com tampão ;;cctnto de pll 4 ,O c tnmpi\o c;\J'bonato 

de pfl 9,0. 
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• RESINA OFERECIOA ,, 
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pH 

Figura 4.5 - Influência Jo p!l do meio reacional, na quantidade 

de protcina IgG liga1la por disco de Suporte-Resi-
? 

na (35 g NMA/m'"') na rcaç5o de imobilização 



178 

!1s rcstilt:Jdos destes "!'estes l:t.!SA CXJlrcssos em absor 

viinc]~t ,estilo nprcscnt:tdos n:t Tabela .f. L'l, ,1c onde se verifica 

pelas bai .. xas lc.ituras Uc absorv.ínci~1 ,que o meio bZi.sico (pH 

9,0) n~o se presta ~ li~~ç~o de 
< 

prote111J~ ;10 Suportc-Res! 

na. 

N-mct·i lo1 pod<.' reagir, em príncípio, l'Om g,rupos amino ou hiJro 

xilas, em pll flcitlo, neutro ou bi\s:ico. Quundo essa ligaç~o se 

dií entretanto ,cnt rl' lllll f'Jllpü :\-mct i lol elo Suporte-Resina c um 

I 
< . 

'estes !~rttpos cnrncter1st 1cos de um;1 ma..._·romolêvula de protcÍnet• 

verifica-se que o pll neutro c o :lcido favorcccli\ mais,principal 

mente par:1 conccntraç6cs mais clcv:tdas llC proteína na solttção 

de scJtsilJillz:tç~o. Isto pode estar rcl:•cionado co1n a concentra 

ç5o c ti]JO de cargas n:1 supcrficie do SlJporte-Resina e o tipo 

Jc carga (\~1 protcino. 

Pura se verificar a influcincia da var1açao da concen-

truçüo de e1ctr6litos no meio rcacional, na quantidade de 

protcínn 1 igada por disco, adicionou-sç ao tamp5o fosfato (PBS) 

20 mM pll 7, S escol h ido, c lo reto de sô\1 i o a diferentes mol<nida 

1lcs 1),5 M c O.RM. 

JJiscos Jos mesmos Suportes-Resina usados para estabe-

tecer o melhor pll foram scnsibillz.~Jdos em soluções de lgG, com 

trnços de J.11.G 125 1 , diluídos em t:nnniio nonnal c com clorctodc 

sódio. 

Os resultados obtidos, expressos em ug lgG ligada/di! 

co,estão apresentados na Tabela 4.14. 
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T;Jbc!;t 4.1::;- Leituras de :'l .. bsorv:Jncl;l em Testes FLISA. Y:,[eito 

do pll do mei.o reacional, na quantidade do anti 

corpo l.l~(; h.(~:1da por disco de Suporte-Resina 

I.·-----· - . -· -- ·---· ··-·-·· ·~ --·-· -·---·--~--~--~~-

Suportc-J~csin~1 

Conccntraç5o da soluç5o de 
ma I(rC 

sensibilização "' 
ml 

disco Je 8, 

Nylon, com 

çao de sÕli 

5 l 

3 mm 
Nl'-IA 

dos) 

20 

lO 

de üiãmetro de 
(12,6% de reten -

o' 5 0,1 

0,450 0,400 

0,005 0,000 

--~·---~ 

1'ahela 4.14 - Efeito da adiç5o de ElotrÕlitos ao meio rcacio

nnl de sensibilização,na qu;Intidadc de IgG lig! 

d;1 por disco (Rcsul ta dos expressos em 11g 

---~~---·--------··--

Suporte-Resina 1 8 g cl_~~ Nl\lA __ _ 

m2 de Suporte-Resina m'"" 

40 g de NMA 
~ 

de Suporte-Resina 

Concentração da solução 
'b'l" - 11g IDG de sensJ. l lzaçao, · ~ 

10 50 

ml 

Massa de protcina ofere-
.1 1.1glgG c l t a , --·-·--------"'-'----· 34 16 7 

disco 
-~---··--···-------------

PBS 20ml\1 pfl 7,5 (Normal) 5 '7 ll '4 5,0 16,0 
---~-, -

PBS Z01uM + NuCl O,SM 
6,9 "7 '7 , ', 4,8 8,9 

. -~-____1'~1___7.._:;_ ·-- -+----· 
PBS 20 mH + NaCl 0,8~1 

pll 7,5 9,4 7' 2 

-
r-~ 

4,9 - 8,8 
·---
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!los resultados obtidos.vcrifica-sc que 3. aJiçiio de 

NnCl nno teve praticamente efeito para a concentraçao de sensi 

bilizaç~o de 10 ug IgG/n1l,mas reduzitl & meta<le a quantidade de 

IgG ligada por disco. parn solução de sensibilização mais con-

centrada. 

Portanto, como mero reacional ma1s adequado,mantcve-se 

o tampi:io fosfato 20 mM, p!l 7 ,5, sem clctrÓlitos. 

4.4.2.2. Influência da \'ariaçõ.o ~a_Tcmp~tura e do Te~ de 

Reação 

Através de Radioimunoensaios,avaliou-se a influência 

da temperatura e do tempo de reaçiio, na quantidade de proteína 

lgG ligada por disco. Os ensaios foram feitos is temperaturas 

de 22°C e 37°C,nos tempos de reação de 2;5 e 18 horas. 

l\iscos de 8,:'i mm de diâmetro de Malha de Policster 

' (292 de NMA/m~ de Sup0rtc-Rcsinn. foram sensibi 

llzados em soluc~õcs de 1gC tlill1Ídas em PllS 20 rn~í pll 7,5, nns 

conccntr3çõcs de 10 e 50 ~g IgG/ml. UtilizotJ-se volumes de 

10 ml/3 discos, sob agitação continua. 

Os resultados obtidos de m6dias de triplicatas, ex-

pressas em wg lgG ligada/disco,estão apresentados na Tabela 

4.15 e Figura 4,6, 

A m5xima temperatura testada para a reaçao de sensibi 

-lização foi de 37°C, devido ~ denaturação que pode ocorrer as 

proteínas, à temperaturas supcriore$ ~l 40°C. 

Os resultados da 1'abela 4,15 indicam que pode~sc rea

lizar a re<Içao de scnsibiliza.ção a 22°C (temperatura ambi:ente), 

com quantidade de proteina ligada/disco suficiente para se ob-
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ter um bom imunosorvcntc. O tempo de rcaçao teve mnior influ-

êncL1, quando se usou uma malor conccntntçfio de protcínn na 

sensibilização, conse;~uindo-sc ligar quantidades slgnific-~1tiv~unen 

te mniores,com o aumento do tempo de reaçao. Para a menor con 

ccntraç~lo de IgG usada, o aumento da quantidade de proteína 1~. 

gada não foi muito significativo, atingindo-se um patamar,para 

tempos superiores a 2 horas de reaçao (Figura 4.6). 

Tabela 4.15 - Influ&ncia da Temperatura e Tempo de Reação na 

quantidade de IgG ligada nor disco de 
~- ~ . Suporte-

-Resina (35 r; I 2 -NMA m ) . Tampao fosfato (PBS) , 

20 m\\1 p!I 7, 5 (Resultados expressos em pg IgG 

ligada/disco). 

Temperatura, °C 22 -"-+-"--
Concentração da solução de 
sensibilização, wg IgG 

~ ml 

Massa de proteina oferecida 

po IoG 

disco 

lO 

34 

-- ------

Tem no 2 7 7 
- , '" 

de 
''"-·_"_" ___ " ____ ,_ ____ " 

50 

16 

17' 

7' 9 20, 

8' 2 zs' 

_f ______ "---
"' I -

lO 50 

- "---

7 34 167 

l 8,9 16,4 
-------- 1-----"--

4 8,6 16,4 

-- -"- ·-----
2 - -

_L __ ---

o Na Tabela 4.15, ve-se que para a ternper~ttlr$ de 37 C, 

atingiu-se para a menor concentração de JgG oferecida, tamb~m 
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TEMPO OE REAÇÃO { HORAS 
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rapidamente (2 hor~1s) o mesmo po.t;1mar atingido } temperatura de 

2 'o(, 
" " l1 or:1 a corJccntrnç5o Je 50 ug lgG/ml. ns qttantidades li 

gaJas de proteina se mostraram constJntcs com os tempos de reu 

ção testados, ligando menor quantidaJc de proteína que ã temp~ 

ratura de 22°C. 

l'estes ELISA preliminares tnmbSm foram realizados na 

tentativa de se determinar a temperatura e tempo de reação ade 

quados,para a reação de imobilização de antígenos no Suporte-

-Resina. 

Discos de 8,3 mrn de diâmetro de Nylon,revestidos com 

resina Dlmetilolttr&ia (Argos), com 15\ de Retenção de S5lidos, 

foram sensibilizados com soluçio de antfgeno de Toxoplasmosena 

concentração de 130 ug/ml. As reações se processam as ternper! 

tul'"S •lc .•7°('. e ·! 0 (' e t· o• d -,o d I 2 4 a ,.. · , , . -' nos emp ;,:, e reaç:_ -e , • , 6 c 18 

hoTns. 

Healizou-sc entiio, para um soro positivo (+) e um so-

ro negativo (-) a várias cliluiç.Ões, Testes ELISA para Toxopla.:: 

mosc, utilizanllo os discos sensibilizados sob as d:i .fcrentes 

condições Jc temperatura c tempo de rcaçao. As ubsorvâncias 

obtidas ' dão uma medida indireta da ~u~tntida,lc 1le ant1gcno, que 

0 ligada por· tlisco, em cada caso. 

Os restJlt;;tdos obtidos estão apresentados no Tabela 

4 . 16. 

Obscrvantlo-sc ~~ Tuhcla 4.16, verifico-se que a partlr 

de 2 horas de reação de sensibilizaçüo a 37°C, o comportamento 

do disco no Teste ELISA, em termos de absorvincia medida, pra

ticamente não se altera. Para ;;1 temperatura de 4°C 1 a -:reação 

se processou num tempo maior, de 18 horas, obtendo-se a mesma 



184 

absorvanci3 no Teste El.ISA, que paru o tempo tle 6 horas a 

3 -oc .. I • 

Tt1bela 4.16 - Absorvânciasobtidas em Tçstcs ELISA para Toxopla_:: 

mose, utilizando discos Jc Suporte-Resina, sens! 

bilizados com antigeno de Toxoplasmose, sob dife 

rentes condições de temperatura e tempo de rea 

çao. 

Concentração de antigeno na sensibilização:130~g 
--~ 

Temperatura , °C 

Tempo de Reação 

horas 

37 

1 

0,930 

Soro 

(+) 

1/256 0,440 

1/1000 0,178 

37 

2 

1,105 

0,486 

0,205 

37 

4 

l,OSS 

0,539 

0,211 

37 

6 

1,374 

0,579 

0,247 

l/4000 0,076 0,088 0,088 ~0,093 
~-------~~-~~~~------+------~----

l/16 0,15•\ 0,140 10,152 0,148 
" ~ Soro 

10 1/ 
0'< 256 

•ri (-) 
0,056 0,078 0,088 0,073 

0,039 0,073 0,055 

4 

18 

1,364 

0,414 

0,125 

0,050 

0,050 

0,042 

0,037 

ml 

0,048 

1.:; 1; 1000 o,o3o 

1 :s 1/4000 0.021 0,037 i__t1_:__037 
------.---1------"·""-"--~-----+---------j ----+---+-- ---1 
Controle: 1 

0,025 

Tamp~lo fos

fato pH 7,5 

0,025 a,o5o I o.o2s o.os7 o.oz4 

_:___j_ __ .j.___ _ ___j___ ____ __J 

E prov~vel que a temperatura mois baixa favoreça a 1! 

gaçao mais espec!fica do antigeno de interesse no Suporte-Resi 

na, diminuindo a adsorção inespecífica de outras proteínas que 
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lonuo 
~ 

tempo de reação permita se chegar ~1 um equilÍbrio melhor esta-

helecido. 

De acordo com os resulta dos obt illos para as variá 

veis estudadas, para o procedimento de rotina de sensibiliz~ão 

de discos para uso em Testes ELISA. propoe-se como padrio a 

scnsibilizaç5o por 2 horas a 37°C, seguidas por mais 18 horas 

i temperatura de 4°C ou temperatura ambiente (22°C), realizada 

em meio reacional t<lmponado de pH neutro (tampão fosfato 20mM, 

pH 7 ,5), sem a presença de eletrôlitos. 

4.5. Estudo da Natureza e Estabilidade da Ligação entre o Su-

E_Orte-Resina e Su~fÍciesde Poliestireno e Pro-

teína. 

O estudo c identificação da natureza da ligação que 

se processa entre a proteína e o Suporte-Resina na prep~ 

raçao de imunosorventes, ~ de grande interesse devido -a sua Te 

]ação com a estabilidade da ligaçâo,e portanto do pr6prio lmu-

nosorvcnte. 

A identificaçio do tipo de ligação que ocorre a nivel 

de superfície, que pode ser por adsorção fÍsica, adsorç~ío quí

mica ou ligação covalente, bem como das espécies ou grupos ;f;un 

cíonnis reativos envolvidos na ligação.6 bastante dificil de 

ser realizada, como foi discutido no Ítem 2.8., deste trabalho. 

Hesmo no campo da Catlilise Heterogênea, onde o fenôme-

no da adsorçio tem extrema importincia, a identificação das es 

pêcies quí"micas intermediárias que part')._cipam da reaç;áo c da 

natureza da ligação que ocorre entre a superfície catalfti.ca 
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c estas csp6cics TCiltiv:ts Lgeralmcntc ~Jsorçio qtt!mica) c mui-

to JificJI, pcrmaJtcccJldo t}unsc sempre v5rias hip5tcses possí 

vcjs.parn explicar os fcn6mcnos envolvidos. 

No caso do Suporte-Resina composto por tecid~reves-

tido com resinas,com grupos funcionais capazes de reagir cova 

lentemente com grupos funcionais de proteinas, procurou-se de-

rnonstrar a natureza da reaç~o atrav6s de crit~rios auxiliares. 

A aplicação de Modelos c Isotermas de Adsorcio aos 

dados de equilibrio obtidos para imobilizaç~o de IgG, em dis 

' cos de Suporte-Resina com 35 g NMA/r:t .. e para efeito de campa-

ração, em superficics de poliestireno, que se constituem no ti 

po de suporte mais usado atualmente para preparação de imune-

serventes pura ·restes ELISA, foi realizada visando a obtenção 

de elementos para a discussão da natureza da ligação envolvida. 

A estabilidade da ligação d ~l protc!na ao Su11or-

H::-Resinn, à temperatura, tempo de estocagem e contato com so 

luç6es de elevada tensão i6nica, est~ relacionada -com a pro-

pria natureza da ligaç~o, resultando na busca de ligaçio cova 

lente. 

Por isto, experimentos visantlo o estudo do efeito des-

tas vari~veis sobre a estabilidade da ligação, foram efetua 

dos para antrgenos e anticorpos intobilizados em Suportes-Resi-

ltn, obtitlos ~• p;trtir Jc N-mctilolacrilamida. 

A aniillsc do conjunto Jas observações c resultados ob 

tidos strnv6s Jestes procedimentos, pode levar a conclusões 

sobre u natureza da ligação proteína so Suportc-Rc:;dna. 

Ainda com o objetivo de se demonstrar a ocorrincia de 

ligaçio covalente entre os grupos N-metilol do Suporte-Resina, 
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c grupos reativos de proteínas. realizou-se outros exper! 

mcntos auxiliares que serão rcl::lt<tdos a seguir, cujos result~ 

dos obtidos, embora não tenham sido conclusivos, fornecem ele-

mentes para proposi.ção de novos cxperitllcntos. 

l~ealizotJ-sc o bloqueio de grupos ~-JnctilolJaresina p~ 

limerizada no Suporte-Resina, atravõs de reação com butanol e 

a quebra da ligaç5o entre o grupo Metilol e o 5tomo de nitrog~ 
' 

nio da cadeia da resina : ~N 7 CH 2otl, pelo tratamento com uma 
' 

solução de NaOll Zlvl, à temperatura de 0°C, visando a liberação 

dos grupos Metilol na forma de formaldeido livre. 

Discos de tais Suportes-Resina tratados. quando test! 

dos em Testes ELISA e Radioimunoensaios não apresentaram, en-

tretanto, alterações significativas em termos de quantidade de 

proteína ligada em relaçfio aos discos normais, o que po-

de indicar, devido ao excesso de grupos Mctilol ~ supcrficie 

que nao se tenha chegado a um esgotamento completo. 

Tentou-se ainda utilizar a técnica de Espectrofotom~ 

tria ele Infravermelho, para demonstrar a covalência da ligação, 

mas os resultados obtidos para as resinas polimerizadas CNI'v1A e 

ur6ia-formaldefdo) reagidas com o anticorpo IgG nio foram con 

clusivos, pois a quantidade de IgG ligada i resina era infe-

rior aos 5% em peso da amostra, necessários para se poder ide~ 

tificar possfveis alterações nos espectros. 

Um outro experimento intcrcss::mtc para demonstrar a 

participaç~o preponderante do grupo Metilol.na fixação de uma 

primeira cumada de proteina no Suporte-Resina,seria a pr~ 

paração de discos revestidos com o mon6mero acrilamtda 1 reticu 

lado com outros monõmeros di- ou tri-funcionais,que não apre~ 



188 

sentem P,l'\Ipos ~!ct i lol, os quais podL'l'i;nn ser po~tcriormente i~ 

trodt1zidos pcltt rcaç~o com fol·maldcfllo, parn efeito de campa-

raçao. 

l1c acordo com a lj tcratur:1. entretanto, não se espera 

que se ligue quant.idadc signific~1tiva proteina a acri-

]amido, pois qtsanclo "!'ernlck l " ') c /\vTo_mcas :?._ utilizaram gel de 

poliacrilamid~l,como suporte para preparação de imunosorventes, 

houve a necessidade da"ativação" com glutaraldeído, como 1n-

terrnedi5rio,para que a ligação covalente de proteinas ocorres-

se. 

4.5.1. ~li_cacão de Modelos e Isotermas de Adsorçã'o a Dados de 

!:_gu.ll íl-~1.::.._~::2._ Obti~dos na ~~~ob.i.lJ zaç_Jo do Anticorpo IgG em 

!?i:? .. ~~-~-~-~-- S1IE?.E!::=: ... :}~g_s i n~-{.~0-~g_J~.:\!.:.\/ m 
2 
)_~ em S u p c r fÍ c i e s 

de Policstireno 

J1 uru obtcnç5o de dados Je eqtlilfbrio, em termos de 

quantidade ele proteína ligada c concentração de cquilí-

ln.io da soluçií.o de }'l"Oteína para discos de Suporte-Resi-

na e superficies de poliestireno ,foi tttilizada a t~cnica do 

Radioimunoensaio . 

Discos de 8,3 mm de di5metro ele Suporte-Resina prepa-

7 
rado com Malha de Poliester (292 g/m-) e resina N-metilolacri-

' lamida na concentração de 35 g N!vtA/m'", apresentando arca super 

ficial Jisponivcl Jc 18,9 cm 2 , foram sensibilizados em tripli-

cata. em soluções elo fgG a concentrações vnriando de 2,1 pg 

lgG/ml a 1500 pg lgG/m1 (em :PBS 20mM, pH 7 ,5) ~ com J:.gG .. 125 x 
como traçador. As reações de sensibilização se processaram 

temperatura de 22°C, por 18 horas, sob agitação suave, usan-
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do-se sempre I ml de soltl~~5:o de scnsibili:::aç5:o por disco. 

Os resultados obtidos em termos de quantid;:1de de IgG 

ligut!a po1· tlisco.cst5o :tprcscnt:tdos na "J"abeJa 4,17 c nas Figu-

rns 4.7 c 4.~. 

Stlperfícles de policstircno.no fornwto de cavidadcsJc 

placas com 100 vl e 200 \JJ c tubos de 500 pl, apresentando res 

pcctivament.c iireas supcrfic.iais d.isponJn . .-~is Jc 1,1 ; 1,6 e 2,8 

2 em , foram scJJSihilizaJos em triJJlicata, com soluções de IgG 

a concentrações variando de 0,5 wg IgG/ml a 20,0 ~g IgG/rnl, em 

tampão carbonato pll 9,5 , A temperatura Jc 4°C, por 18 horas , 

usando-se os volumes completos dos recipientes e IgG - 125 I co 

mo traçador. 

Os resultados obtillos em termos J.e quantidnde de 

ligada por cavidade ou ttlbo, cst5o apresentados na Tabela 4.18. 

O ajuste dos d;H.los de eqHilÍbrio obtidos pora o Supor 

te-Rcsina, em termos de conccntraç5o de cqttilfbrio da soluç5o 

de scnsibi1izaç:.Jo c quontidadc de protcina ligada por cm 2 

de Suporte-Resina ou por grama de resina polimerizada, a Mod~ 

los de Adsorç5o. 6 extremamente dificultado pela quase inexis-

t~ncia na literatura de estudos desta natureza. 

Os Modelos de Adsorçâo existentes foram essencialmen 

te desenvolvidos para adsorção de gases e vapores, como se ve 

na Tabel:J 2. S., que apresenta as cquaçocs das lsotermas de ad-

sorçuo mais empregadas. (Canftulo 2, ftcm 2.8). 

Entretanto, ~1lguns destes modelos têm sido aplicados 

com sucesso para a adsorçüo de moléculas em solução, como o 

'1 I 1 J I - I l 1- (93,94,9J) FOte o c ,anp,tnulr, que te acerco com a -;ttcratura cos 

tuma representar bem a adsorçUo de moléculas de proteína em so 



Tabela "t.l7 - Quantidades de IgC li_gadas por disco de SupoTte-Resina (35 g N~lA/m 2 ), nas rea 
çõcs descnsíhili::-1çãc, a várias concentrações de IgG. 
ra construçio de Isotermas. (T = 22°C) 

Parãmetros calculados pa-

~Co~cetra~ão da so1u- I 
ligada 
~~-

% da proteína equilÍbrio da X/W r x 103 
-l 

Concentração de I J 
oferecida que solução de sen- f_Jg IgG 1 igada pg lgG .Ligada 

I ção J~ sensibilicação I massa de IgG 

llllClul ' ]" 
'- lSCO 

;_..g IgG 
~,,--

"~ 
1-J-g l 

' ' ~~··---~·----~--"---~ 

•

1

- é ligada nor! sibilização, C em- g -resina polimerizada 
. i jJ(T JoG 

1 d1sco 1 ~Q i 1 

L_ 2,1 1 __ o_g~z ,_9 __ -c---- 1,2 , o :o-s~--+~----.--~ 
' 4 i "!C. I l"C'C' 1" '[11" I 14 
11 ' , 2 i' .:.. '--' ;),J , :) i 'I L ' ,) i ' 
+-------- ---,-----.---.--~---~ ' ~ ' -----· ---~ .... --~ 
~ 8,4 I 3,6 I 42,9--+-- 4,8 í 0,~ 2,1 ------, 

' 16,9 ! 7,9 46,7 i 9,0 1 0,42 __ i --- _j 

33,8 ----· 1' ,.. -A ') -:>) .,. ! Ü 61 r r; - I 
t.,:J J-1-,l '-~,.) "' , u,{J 

--.. ·-·---.... ~-+-"" ·-i-----------+------------------, 
'~ ~ 21 ' ' 31 6 46 ~, I l 13 I l" ' . J i, .'1 . , ,) , , , I , 

1
• .: , ..:: . 

i -~.- .... - .. - ... --~---.. ..----·r·--~ , --~----·--··~~-- .. -----~- .. ·-·- -~i 

' 135,0 31,9 , 23,6 I 103,1 i 1,69 : 18 3 : 
I I I ' . ------r ----r --i 

I 2"00 47' ' ]'" 27'" ''4 I 'l i i 1 - ·~,.) J J,; -1,; 1 _,_ <-1,3 

'i -!----- I - --t ~--
1 540,0 60,9 I 11,3 I 479,1 I 3,22 j 35,0 

i 7SO,ú 83,3 .i 11,1 ~ 666,7 I 4,41 I 47,9 

L 1soo,o - 174,4 n,6 i 1325,6 -~ 9,z~- I 1oo,o 

Discos de 8,3 mm 
Área superficial 

de diâmetro. Massa de resina 
? 

disponrvel: 18,9 crn'-/disco 
polimerizada por disco 1740 ~g ~ 

"' c 
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Tabela 4-.13 - QuantidaJe de IgC ligada pcq· 

:om ~olucõcs do Jo(.~ ,-~riQS "' -· • ,__ <"•-'' ~--~~--

c ao de Langmui r (T = -+
0

CI. - . 

cn\·id3Jc ou tttbo J0 policstireJlO-na se11sibili:ação 

ccncentraçõcs. Par~metros para Isatermas de Adsor 

----~-,-- ---~ 

\Jg h~Coferc ... ·ida' ~·t r(·'--: ]'cF>h I C 17r·/l\ x 10-,-~,-------l 
-~·- -------·· ::--'- .L~ .... ~..... t , o T r . , 

noço ou tubo poço ou tubo I ~.-, • gu I ,Jg I gC ; 1 ~ __ ,Ç__ . S:~'': ' 

Superfícies de Concentracão solucão Í 
. ·' I 

-l.e sensibilização i Poliestireno 

Cavidade de 

100 w1 

' A"1,1on-
i 

0g IgG/ml 

0,5 

1,0 

2,0 

5,0 

10,0 

I I 20,0 
' I --o.5 
\ Cavidade de 1 , o 

200 w1 
7 

A=l,6cm~ 

Tubo de 

soo vl 
2 A" 2,8 on 

2,0 

5,0 

10.0 

20,0 

0.5 

1,0 

2 ,O 

5,0 

10,0 

20,0 

l 

o,os 
0,1 

0,2 

o ,5 

I 
1,0 

2 ,O 
-----1----- ~ 

1 

0,1 
n ! "•-
o ,4 

1,0 

2 ,O 

5 ,O 

0,25 

0,5 

1 ,o 
2,5 

5 ,O 

10,0 

~-
i 
I 

i ml "Tl"' '" , __ . +--- ~ · · Afll ml 
O ,02 i o - I ~-~---~ - ----. ·~----

1 - '.} 1- l ~ ' ' - I -1 lo ' 1Q 5 
u ,o:. n 5 : .. ' 

0.09 

0.13 

I ,_, 11 4,. < n.o 
i 1 '1 

... o,. 13,5 

! 3 7 I • ,- I In.·-· 19,6 
--1 -,- .., "" i ~,r, 91 · -o· s l .. ;..) i ,t : L"!,_ I .) ' 

• co ' i , . , I . (] ' cl,", L,1 j__ 26,o6 o-1,, 1 

o,os~- 1 o,z5--~- s.n , s.o -l 
. . I r1 .. 1 n ,.. i -', ?':; :' n , __ ,ll. J,J , t,,_.. 1 o," 

' . . 
' 0,18 1,1 .ll,23 I 9,7 I' 

b'(1 '5 1" ! ]0-J v,,!~ .J,. ;;),;;::, ! ~ü,l I 
i i I 

o,z9 s,o I z4,.ls 1 .iz.s i 
0,51 17,5 I 31,88 I S4,8 i 

0,1 0.3 r------;-,57 ~-~~~-~l 
o.z o,6 , 7,]4 1 s.4 , 

0,3 1,4 I 10,71 I' 13,1 

0,6 3,8 21,43 17,7 

o,8 8,4 I :8,57 1' z:·~ j ;;:; 
1,1 17,8 .)9,29 4.),.) N 



ltlÇÔo Zi Stlperfícics polimérica.s c de certos ....-orantes J. fibras 

(A,lsorç5o em ~lonoc:•Jn;J,];J ) . 

c:~llClllüti-SC a p;trtir dos Jatlos cxpeJ·imeJltais obtidos, 

aprcscnt:1Jos nas 'fabclas 4.17 c ~.18, os pnrfirnetros para cons 

truçZio de I sotcrrnas dl' J\dsonJlo, que 

2 

sao a qu:mt idade de IPG li ., -
gafa por em de suporte ( X/W) e por 1,,.,,,.,,.,, de resl'rr• ]rol' · _. ~ - • w lillCTlZ~ 

da no Suporte-Resina (r) e a concentraç5o de eqt•ilibrio da so 

lução de sensibiJ LzJç,1o (C). Os valores dos parametros obti

dos estio apresentados tamb~rn nas Tabelas 4.17 e 4.18, respe~ 

tivamentc para o Suporte-Resina e as SuperfÍcies de Poliestire 

no. 

A Isoterma (C versus X/l'l) obtida par~1 o Suporte-Resi-

na, mostracl<l n~l Figura 11.9, apresenta um formato sigmoidal, di_ 

rcrcnte do fonnato carncterístico lla Isotc-rmn de Langmuir (foE._ 

1113.tO l, 1-'igura 2.32) para J\dsorç;lo em 01onocamada. 

Verifica-se nrt l~igur;l 4.9 qttc par<t quantidades de IgG 

2 
J igadas por em , de cerca de- 3,0 pg IgG, ou seja cerca de 

60 llg de IgG ligada por disco, obtidas at6 a concentração de 

cquil!brio ao redor de 500 ~g IgG, a Isoterma parecia tender a 
ml -

2 um patamar de quantidade de IgG ligada/em Entretanto,a pa.E_ 

tir desta concentração verificou-se uma mudança no comport~ 

menta da curva, ligando-se quantidades Je IgG por cm 2 de SupoE._ 

te-Resina cada vez maiores. sem tend~ncia de formação de pata-

mar. conferindo~ Isoterma um formato sigmoidal.caracteristico 

de fenômenos de ."-dsorçiio em I-lulticomada. (For111ato 11. Figura 

2. 32) • 

As estimativas realizadas no item 4.4.1., sobre o nG-

mero de mol~culas de IgG,que se poderia ligar por cm 2 de supe~ 
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2 porte-Rcs1na (35 g NMA/m ) 
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- . r - . . JClC, nprcscntnrn1tl como limite nwx r mo, cerca l' Jc 25 x 10 ~ ma-
- ' lecuJas de lgC/cm'~, considerando-se uma form:1 Jc li~ação mais 

COlnp:Ict:l J;1s mol~cul:ts Jc lgG. lntlo a lado, JlCrpendicularmente 
o 

ao eixo m:1ior (lc 250 A (l~igt1r;1 4.4.c,). Este nGmero de mol6-

' culas corresponderia n uma massa de 6,6 ug IgG/cm-. 

Entretanto, como a ligação de todas as mol~culas des 

ta forma 6 pouco prov5vel, pois al6m das interaç6es entre as 

macromol~culas, a ligação realizada desta forma exigiria o 

comprometimento dos sities combinat6rios do anticorpo IgG, que 

se localizam nas extremidades amino-terminais das cadeias le 

ves e pesadas (Figura ·1.4}, exigindo também a ligação da molé-

cuia de IgG atrav~s das extremidades carboxi-terminais das ca 

deias pcs:Hbs (Figura ·1.4.), que não são reativas em r e laç<lo 

ao grupo Hcti lol. da superfície do Suporte-Resina. 

!leste modo, provavelmente~ estim:ttiva mais realista 
o, 

seja :1 da :1re:1 de l2SO ,\.:...por molécula de fp:G, que permitiria 

a ligação de 8 x 10
12 

mol6culas de lgG por cm
2

, que Ctlrrespo~ 
o 

deria a uma massa de 2,1 wg J_gG/cm"", ou seja, no ca:~o do dis-

co de Suporte-Resina usado, que apresenta uma area st!pcrficial 

2 
disponível de 18,9 em , cerca de 40 lJg IgG/dísco. 

Na ri.gura 4. 9, verifica-se, entretanto, que para a con 

ccntração da solução de sensibilização de equilibrio, de 1300 
) 

wg IgG/ml, consegtJiti-Se ligar cerca de 9,2 wg TgG/cm-. ou seja, 

LlffiD quantidade 4.~ vezes maior que a estimada, considerando-se 
()? 

uma ãrea de 1250 A- por mol6c11la de IgG lig;tda 5 superficie, 

Verifica-se tambG1 .• que a qu[mtid:Jdc de IgG que foi estimada 
? 

para a formaç~o de uma monocamad~ : 2,1 wg lgG/cm~. se aproxi-

2 
ma do valor de 3,0 wg IgG/cm obtido a partir da mudança de 
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comportamento da curv~1 da isotcrma dn Figura ·1,9, que começa 

n se r1fastar llil tcJJJ~nci;J itticial Llc formação llc patamar. 

1:st:1s ohscrvac:Õl"'S: formato ;>ij.:.moidal obtido para a iso 

tcrma dr1 I=igtlra 4.9, constl"Lt[tl;I a partir das concentrações 

ti1l:J[lc 1lc lgG ncccss5ri:a para formaç5o [la monoc;JJnada,c a qua~ 

? 
tidatle de JgC ligada/em~ de Suporte-Resina, obtida da isoterma 

da figura 4.9.para in!cio Jo desvio do comportamento da curva 

em re1aç5o no formato caracteristico de uma Isoterma de Lang-

mui r (adsorção em monocamada). que representaria o início da 

formação das multicamadas de IgG por adsorção fisica, parecem 

indicar que o fenBmeno que ocorre na ligação de IgG ao disco de 

Suportc-Resina,scria semelhante ao descrito por Hailwoad e 

(9 5) l!orrobin , para a sorçao de umidade em fibras, que foi 

apresent:ldo no ítem 2.::-:, Jcstc trabalho. 

No caso do Stlportc-Rcsin~ c Jn protefna lgG em solu 

çao, as primeiras mo1écnlas scrium ligodas covalentcmcnte atra 

v6s dos grupos Mctilol da cstruttara da resina, ou pllr adsorçio 

quimica, at6 o esgotamento da firca superficial disponível para 

a 1 ígação d[tS macromolêculas, seguindo-se então uma possível 

formaç5o de multicamarlas da proteina IgG, sobre a camada lig~ 

da quimicamente (não seria possivel ocorrer uma dissolução de 

-' ' ' macromoleculas da protexna IgG,no rctJculo da resina). 

Dois tipos de cquilibrio podem ser propostos:entre a 

proteina ligada ã unidade reativa da resina (R) e a proteína 

rHlsorv ido 

camcntc é 

fisicamente (P. 1J e entre ~l proteína nd~orvida fi:;;i 
,1 ( d 

;-1 proteína em soluçilo (P __ 11; 
::O<J 



R.P 

I' 
:tds 

~> 

R + p 
ad s 

psol 

de onde se tem J1C]a l.ci de Aç5o Jc ~l:tssas 

' L !L p J = Kl 

onde K
1 

c K
2 

sao constantes de equiLÍbrio. 

l.lcfinindo-:.;e 

l 9 7 

( 4 • l) 

(4.2) 

11 - 11? de moles ele ]1rotcina adsor~ida na proteina li 
" 

n "" n? de moles de unidades reativas da resina nao 
o 

ligadas n protcinas; 

n
1 

~ n? de moles de unidades r·cativas da resina liga-

e assun1indo-sc que os tr&s tipos de mol5ctJla envolvidas nos 

equilíbrLos fonnam uma solução idc:Jl, as suas concentrações são 

dadas por : 

r ' I R ; "' 
' I !___ ·-' 

+ n + n 
o l 

n + n + n
1 a o 

(4.3) 



r-- -r 
L_ R.P I 

n + n + n
1 a o 

!l~JS cqu:H;ocs .1.2 c 4 . .1, tem-se 

r- P ' 
(n

0 
+ n

1
) K

2 
L sol.) 

·- . ---·- ------------ -·· ~ ---· 
~- I 

1 - Kzj_ Psol _I 

Das cquaçocs 4.1, 4.2, 4.4 c 4.5, tem-se 

" n 
[u] 

KlK2 lP l nl - n o o I SQ 1 
[HJ L_ _J 
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(4.5) 

( 4. 7) 

Sendo: nn + n 1 : numero de mol~culas de proteina ad

sorvidas e ligadas ~ resina; 

n + n 
() l 

número de unidades reativas da Tcsi 

Ita rcagjdos ou não com a proteina; 

defini-se o ganho,r. em massa da protc!IJU lgG ligada por gr! 

1na de resina como : 

r 

ou seja: 

r ~ g:1nho 

mussu de JQG li0ada ã res1na "" ~ --'-'----·""-------·-
massa de resina 

(n
3 

+ n
1

) x 160000 

(n
0 

+ n
1

) x M 

onde : M ~ peso molcCIJlar da unidade reativa da re$ina; 

JúOOilO peso molcctilar da mol6cula de lgG. 

( 4 • 8) 



r M 
l (1() o() (1 

tem-se 

r M 

lb000() 

n 
n 

·-·--~-----· + 
n + n 

o l 

l -

n + nl o 

l + 

p 
so1 _, 

: L 

K K • n I l ) I ' J , - -L so l 
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( 4. 9) 

[4.10) 

I I 
J:azcndo-sc L P sol _i"" conccntraç.áo de equilfbrio de 

protcina JgG - C , tem-se 

r M K1K2 C 
+ ------~--- (4.11) 

]600110 

A equ:tçao 4.11 relaciona o ganho (r) em massa de pro-

teínu pc'l;l resina elo Suportc~Hcsinn, com a conccntraçii:ode equ~ 

Jfbrio de protcina na soluç5o,C, reStlltando em curvas com as 

coractcristicas (lu observada n:1 ]:jgura 4.10.(formato si.gmoi-

dal), cujos par:imetros r c C, apresentados na Tabela 4.17, fo 

ram obtido~> a partlr Llos dados experimentais, apresentados na 

mesma Tabela. 

A escolha adeqttada das trcs constantes K1 , K2 eM, se 

ria necess5ria,paru a verificação clo aJtlste dos dados expcri-

mentais, ao modelo proposto. 

OutTo modelo que ajusta curv;t:;; ;tnfil<;gus, é o Modelo 

de Adsorçiio de BI2T, que foi desenvolvido para adsorç;lo física 

de gases em multicam;Jcla. No caso de soluções, o termo P/P e 
o 
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figura 4.10 - fsoterma de Adsorção relacionando o ganho ·I· em 

Jr1assu clc protc{na lgG, JlClu resina depositada no 

' .~':itJportc~JI.es.irw_ (35 g NNJ\/m~') c a concentração de 

ccttailfbrio,C, cl~ so1uç5o Jc IgG 
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SHbst-ituído por t:/C 0 , rw eqnaçao da isotcrma ;1prescnto.da na Ta 

bela 2.S, como j.Í foi discutido no Ítcn .:.R,do C:1pltu1o ::. 

f: (jll~lSC Certo. ']UC h {i fOTHl<Jt;Õo de 11\111 t j C;l.m.:ldo., COlHO re-

suJtado dzrs c-:>tim:ttlv;ts da quantid;1dc limite dç imunoproteina 

lRC q11C se pode ligc1r c t:l:nbém pelo ti.po ~le i:Stltcrma obscr\'ado, 

sendo que tw estudo mJ_is ;llnplo se torna nccc~;s(lrio, visando 

estabelecimento d3 generalidade do 1nodclo proposto. 

J)a1·a efeito de comparaç5o, sabendo-se qtiC a J.ígaçâo 

de protcinas ~ St!pcrficics de policstircno.sc dfi por adsorção, 

apresenta-se nos Figt1ras 4.11 e 4.12, as Isotermas de Langrnuir, 

respectivamente nas formas normal c lincari:ada. obtidas dos 

parâmetros apresentados na Tabel<J. 4.18, par~l ...-~ula uma. das su-

pcrficjcs de poJicstircno tcst:tllas. 

lJ:1 l;Í)UHa 4.12, pelo 1>1étodo do:> ~lÍni.mos QuaJrados ob 

teve-se os cocricil'lltcs líne~ll"l'S, angulares c de corrclaçi:"io,p.~ 

ra cada uma ,tas trGs retas obtidas c os valores dos par&metros 

Nm (massa 1lc ;1nticorpo IgG necess5ria ]l;trn formar a n1onocamad~ 

e K (constante de equilil)rio de adsorç5o). Os resultados obti 

dos est5o apresentados na Tabela 4.19, cle onde se verifica que 

os coeficientes de corrclnç5o são razo~vcis, ajustando-se bem 

o Modelo de Adsorção de Lungmuir (discutido no item 2,8 deste 

trabalho).para a faixa Jc concentr~çôes de lgG,usada na sensi

lJilizaç~o das Stlpcrficics. 

/\s ohserv:H,~Õe$ rcalizodas a p.:ntir de IsoterJJms de Ad 

sorçao const·J· 11Íd:Js para d:1do:;; Jc equl.!Ibrio~ Clll termos de con 

ccnt:l·o.çilo de J!;G na soluçiio de scnsibili.zaçiío c 

lgG 1ig<Jd;;:~,/cm 2 do Suporte-Resina (35 g N01A/m 2 ), 

qunntidndc 

sugerem 

de 

que 

a ligaçfio do anticorpo IgG se Ji,em 11ma primeira camada, at~ 
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Figura 4.11 - Isotermas de Ad:;;orç.ão de Langmuir na Forma Normal, 

na reaçao de imohilizaçio de IgG em Superficies de 

l1olicstircno. com v5rias fireas disponiveis 
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F:ig:ur;J. 4.12- Isotcrmas de AdsorçÕ-o de Lnnt~muirn~·l, Fo:rmv. Linea-

rizada, para dados de equilibrio da reação de lm~ 

bilizaçSo de JgG , em Superfícies de Poliestire 

no, com v5rias 5reas Lllsponiveis 



204 

o CS).~Otnrnento d:t arca superficial d.isponÍ\'cl, por rC,lÇBO com 

x;rupos \-mctilol supcrfici:1is da resina ou por ndsorção químic<l, 

SCQllindo-~c 
" 

u1n<J possível foJ·m~ç5o de multicamadas de leG 
' 0 

lig<HL:ls cntf-ío por 1 igaçõcs sccund:lria.s às moléculas dC' IgC que 

formam a pri1ncir:t canlilJ:t. 

Tabela 4.19 -Valores dos coeficientes e par5metros obtidos 

das retas da Pigut·a 4.12, 

r-· ---- --------

Suporte Coeficiente Coeficiente j Coeficiente Nm K 

linear an.t,ll.l1ar correlação J!lL!gG ml 
ai- pg IgG 

Cavidade 9,87 3,26 
0,9989-1 

0,31 0,33 2 1,1 em 

Cavidade 7,79 2,79 0,9962 0,36 0,36 2 
I 1,6 em 

2,12l-~-992(~t-:,47 
-----

I 
Tubo 8,98 0,24 2 2,8 em 

-----
__ __j 

Do valor obtido pnra o par5rnctro Nm (massa de lgG n~ 

cessar1a para formar a monocamada), de O, 4 7 1Jg lgG/cm 2 , para 

o tubo de poliestireno com 2,8 cm2 (Tabela 4.19), verifica-se 
o 

que cada molêcu'la de 

que 5 maior que a de 

lgG ligada ocuparia uma 5rea 
O o 

de 5650 A 2 

1250 A', considcracla como limite inferior 1 

para a estimativa realizada para a quantidade de IgG possivel 
o 

de se ligar por em~ de Suporte-Resina, refletindo possivclmen-

te uma população de fo1·mas de deposição superficiaL das ma lê 

culas de lgG. 

Portanto. a hip6tese de formação de multicamadas de 
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J1_~C. sobre a supcrffcie do Suporte~Rcsin~t, fica mais uma vez re 

forçndn, j5 qtlC as Cftlantidadcs de lgG que se conscguitl ligar 

por disco (nt6 174,4 LJg lgG) supcrnt·arn em m'tito a qu::mt idade 

rn5xima cstimnda para 
- 00 

n arca de 1250 A~ por mol6cula (cerca de 

40 Pt;. lgC) ___ ,.,__ __ ...... ~ 
disco 

Em termos práticos, comparando-se a capacidade de li-

gaçao de de um disco do Suporte-Resina (35 g NHA/m 2). com 

a de um tubo de poliestireno de 500 ~1, que~ um dos suportes 

mais util:izados em Testes ELISA, verifica-se que enquanto se 

consegue ligar ao tubo, de modo inst5vel, no mãximo cerca de 

1,3 ug IgG (valor obtido da quantidade necess5ria para formar 

a monocamada da Tabela 4.19), consegue~se ligar de modo está-

vcl, por disco Jc Suporte-Resina, at6 cerca 60 ug IgG Jlnra a 

oferta de I gG de 2Q.Q__!_!__g_l._gi2 (F i szu r a 4 . 7) • 

disco 

4' 5' z' Estudo da Estabiliciadc da Lipacão 
-----·"~··---·- ------·--·---~~--

S\Jnortc-Hcs i n:1 
-~-~..!.:.......-.-.~ -- ··-·-~ ·---~- ----·-

dn Proteínn ao 

A car;tctcriznç5o do tipo Jc ligaç~o qt•c ocorre entre 

:1 protein:J c ;t superficie do Suportc-Rcsina,pode ser auxiliada 

pelo estudo da estabilidade desta ligação, com relação a temp~ 
ratur:t, tempo de cstocagcm, vur1açao da tens5o iBnicu do meio 

ou mudanças brtJscas Ltc pll. 

Uma ligaç1io que se dá por simples adsorção física, ei!!_ 

bora apresente uma energ1a de ativação necessãria para a des 

- (89,90,91) sorçao igual ao culor diferencial de adsorçao p~ 

de ser muito sensível B variações de temperatura, tensâo iôni-

c.a do meio, mudanças de pH e normalmente não resiste a uma es 
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tocagcm por longo tempo. 

Tsto c o qw:: Ol'Orrc com :1 proteínas 

;1 stJpcrffcics J~ policstil'CllO, 11arn 11So Clll l'cstc l~I.JSA. Caso 

n~o sejam estocadas 3 temperatura de 4°C, a ligaç5o da protei

na ni:io n~sistc por mals de 14 ho1·ns, se desprendendo também no 

decorrer llo pr5prio processamento 1lo teste, pela influ~ncia dos 

meios reacionais,comprometendo a rcprodutibilidade e sensíbili 

dade do ensaio. 

4.5.2.1. O Efeito da Temperatura e Tempo de Estocagem 

• No estudo da estabilidade de reagentes de uso biolôg~ 

co a longos periodos de estocagem, a variivel temperatura 6 i~ 

portantc, pois os fen6menos de deterioração das caracteristi-

cus dos proJtJtos s~o acelerados pelo aumento da temperatura. 

• J d I l J , - -~ 0 (' Um pcr1oto c cstocagcm LC <Hl a,), "' 

to da cstocngcm por uma scm~tlW ou ma1s,a 

pode ter o mesmo efei 

4°C. 

Lotes de discos de 8,3 nun de dlclmetl'O de Supot·te-Resl:_ 

Malha de Políestcr de 292 I 2 revestidos 
35 " NMA f no de g1 m , com ' o 

m 
ram sensibilizados com extrato de :~!__LP_c:nosona cruzi (Doença de 

- -Chagas) a 10 ~g/ml, liofilizados • selados a vacuo e armazena-

dos a 4°C, 37°C e 56°C. A reatividade foi testada a interva 

los de tempo de 15, 30 e 60 dias, juntamente com discos recen

temente sensibilizados, em Testes El.ISA para Doença de Chagas. 

l:orant ensaiados a cada vez.2 ~oras positivos; X e Y e 

um neg8tivo: W.na di1tJiç5o de 1/40· sempre em duplicata. Os 

t·csultados obtitlos cst5o :t11rcscntaJos nu Tubclu 4,20. 



Tabela ~.20 - Absorv5ncias medidas em Testes ELISA para Doença de Chagas (2 soros positivos, 

:X e Y e um negativo, IV), usando discos de Suporte-Resina (35 g :\f\!A/m-) sensibi . . 

lizados com antigeno, estocados por diversos periodos, a vãrias temperaturas 

I Soro I X (+) i Y (+) -+=w (-) -----j 
. + lo ---,--------,--------~ I ' I ' I I l 

1 Tempo de estocagem, I ..,. I _ ,.. j _ ! _ 
i 'I 15 .oO I 60 I 15 .\0 60 I b 1 .10 i ôl! I 
1 dias 1 1 , I , 1 

l----r 
I ~ 56 _ 

I. uI 37 I 0,8491 ~,702 I 0,684 ~~--~;~ 0,345 0,360 i 0,105 I 0,032 I 0,11' I 
0

• I - I I I ~ 
1 

i o 7 o" ' O - 2 R I n '"? ' l' 59 4 1 O 4 4 O O '1~' u· O 6 8 I O r - ' 1 
•· l"' I 1;:;1 ij. ,,.;!,!:l\.1-.,,lL-!;, -' <,,;:~ ', .• i:)_'<J,JJ.. 

I 0- t- -- ---+---------+-- ' -r--- -~-~i--~-"--'-1------j 
;; I i I i I I I I ~ I Disco sensíbilíZ_'l I I j I I • I 1 · 

I 0 • - ' ' I I I i ;;-.i do no dia do tes I 0,627 I 0,606 I 0,866 ! 0,626 0,588 0,541 0,066 _ 0.050 
1
1 0 1 115 . 

I 6' "I I • I I I J L 'j te / I l_ _ _j J . / 
* '101'' Os resultados mostrados nesta Tabela foram anteriormente apresentados por Michael ct all J, 

em 1985. 

<o 
o 
'" 
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Os resultados experimentais da TGbcLn 4.20,demonstram 

a cstabilitLldc ,b 1iga(,~ilo d3 protefna ~lo Stlporte-Resina, mesmo 

sob as conDições cnérg ic:1~ 

scs de ;Jnn;~zcnnmcnto. A ··~;ttivitluJc tlus discos 11lnnteve-sc pr~ 

uhsorviJncl:1 vcrificudas.;1 problemas de padron-l.::açil.o dos denwis 

reagentes usados no Teste Fl.lS;\, cstLtndo perfeitamente dentro 

dos intervalos de variaç5o intcr-ensaio.cspcr:ldos para este ti 

po de teste. 

'I' 1 -, ,1m,H:m com a finalidade de 58 testa-r a estabiJidade da 

-a temperatura e tempo de estocagem. lotes de discos de 

8, :-s mm de ' di3mctro Je Suporte-Resina co1n 138 g ~\~/rn-, foram 

scnsibilizal]os com antfgcno Jc Toxoplasmose c l{ub6ola, secos e 

estocados em frascos estanques, sobre envelopes de silica-gel, 

-..,o(, ;1s tcntpCJ;JttJr;Js de i c ~~ .• 

/\ Jll;lnut'cJH,Jío d:1 rcatívidadc do~. discos, em comparaçao 

com a observada no diit da sensihiliz:tç5o, foi tcst~da a inter-

valos de tempo de 23, 36, 50, 72, 92, :!42, 177 e 248 dias, en 

saíando-se os discos sempre com o mesmo soro positivo e o mes-

mo soro negativo, a diluiç~o de 1/64, usando os mesmos reage~ 

tes padronizados, em Testes ELISA. 

Os restJltados obtidos, em termos de absorvincia lida 

para Toxoplasmose e Rub~ola,estão apresentados nas Figuras 4.13 

c 4.14 respectivamente, nas qtiais verifica-se a manutenção ini 

cial da rcatividade dos discos ut5 cerca de 50 dias, para ela 

cndio c-tdr signif'ictttivamcntc porn 92 di;ts, voltando porem , 

aos vnlorcs 1lc rcntjvid;JJc inicinis, n Jlnt·tjr Jc 142 dias. Is 

to ocor-reu tanto para o~. soros posJ.tjvos, quanto para os negatl 
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l:igura 4.13- Absorv~ncias em Testes El.ISA para Toxoplasmose, 
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l,igura 4.J4- 1\bsorvôncins em Testes l:LJS;\ para. Rubéola, obti

das como Jcscrito na Fir;ur;J. rl.l3 
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l~stc comportamento foi depois cxplicndo pela tttiliza 
-

çao nos ·!·estes l~LISA rcttli=nJos 110 intervalo Jc 50 at~ 1~2dias 

de annazcn~nncnto, de uma so1u(;,i1o contar:ün~Hla do coniug~1do enzí - ' -

Jn~tiCll illlti-lgG-pcroxiJasc . . \pÓs ~l sua subst ituiçJ:o, a partir 

do teste p:1ra O pcrToJo Jc 142 Jias. l1ouvc a recuperação Jos ni 

vcis ele l"C:ltiviLI:tJc-~(\LIClcs mcJiJos inici:tlmcr1te, Observou-se 

portanto.:• cstabilid(tdc da l.igação entre o Suporte-Resina c os 

antígc-nos,por um perÍodo superior a 8 meses. I:mbora as leitu-

ras de ab.sorvilnci<t.para os discos estocados a :')7°C,tenham se 

reduzido :1 80- 90% da inicial, a estabilidade é consideradasa 

tisfat:Oria. 

Estes resultados de estabilidade obtidos pela ligação 

entre o Suporte-Hesina c os antígenos, para longos neríodos de 

estocagcm ?t ~1lt.as temperaturas, seriam impossíveis caso a ligE:_ 

L:-;'lO da proteínn ao suporte se desse por simples adsorç.ão físi-

cn, pois :1s fr:Jc:•s forças nela cnvolviJas,nõo resistiriam a 

tu.is condições. lsto :-;u\_,_crc Cj\!C :1 líg:1çilo do ;mtÍgcno ao Suportc-Re-

sina deve dar-se por coval6ncia (reação qu{mica) otl por adsor-

ç~o quimicu, que cxig1ria uma alta cnergi:t de ativação para 

dcssorç.ão. 

A manutenç~o da reatividade dos 1liscos nos Testes ELI 

SA,demonstrn tu1nb6m que os antfgenos ligados. não tiveram suas 

prop:ricdudcs de cspccif:icidvdc ~1lterad<1s, duT;:l.ntc o pe-ríodo de 

cstocagem. 
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4.5.2.2. O Efeito da Tensão Iônica c __r:!_!_ (o uso de Solucões ---
.Elucntcs) 

A 1 i<;>:lçilo 1101' c, clSO!'ÇOO !-1-SJ- ('" r- l" l -_.~ __ _ _ _- ~ _,, ( ,__ um;J 1:10 ccu a a uma 

supcrCicic ou <l outru moléculn, como ocorre n;1 interaçào anti-

gcno-anticorpo, J'Odc ser qltchrada n:1 p1·cscnçn 1las chamadas so 

luçõcs c!tJC'lltcs, como Uréia 2 01 Otl S H, ou Clicina-f!C1 0,1 H 

NaC:l 0,15 !1-l,dc pll 2,8. 

Na pr5tica estas soluç6es sno ttsadas para separaçao 

de complexos antigeno-:tnticorpo, formados em colunas de purifi

caçao, como se mostrOll na Figura 2.18,do item 2.4 deste traba 

lho. 

Na prcsençn dessas soluções grande parte das molécu 

las lig8das por adsorç~o fisica,são liberadas. 

A ligação covalente não 6 tão sensf,·el ;1 essas varia-

çoes de tcnsi:io iônica ou pll, n~1s SUél.S proximid~1des. 

l1nrn se vcrificur o efeito das soluções eluentes, so 

brc ;t 1 íg<H~::lo entre ;1 imunoprotcín:t c o Suporte-Resina, discos 

de R,3mmdt•diilmctro de Supo-rte-llcsin:l,com :'JS e: NN.A ,foram sen-
·m·-"j------

"' slhilizados com solttções de lgG,nas concentrações de 0,5; 5,0 

c 25,0 1.1g rgC/ml, com IgC- 125 r como tTaçador (1 ml/disco). 

l'cl~ leitura de radioativiJadc.determinou-se a quant! 

dade de proteina ligada por disco, incubando-se em seguida di~ 

cos sensibilizados em soluções elucntcs; Uréia 8 l\1 e ClJcina-liCl 

O,lMNaCl 0,15 H pH 2,8 e em PBS 20 n\M plf 7,5 como cont.role,usa~ 

do-se 1 ml/disco scnsib:iliz.odo, por 2 horas, 7t temperatura am..-

b.iente, sob atütação. ' . 

Ap6s a incubaç~o,mediu-sc novamente a r:l1lioativiJade 
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de cada disco. Jetcrntillan(lo-se a massa de IgG. Qtre permaneceu 

ligada ao disco (le Supo1·te-Resinn. 

Os rcstJ]tal!os obtidos cst~o aprc~entaJos na Tabela 

4. 21. 

Tabe1:1 4.21 - PorcentH~•.cm Je protein~t JgG, li:t:ada 11or disco 

,1 :1 r. C',l. I·,·_,,IJ J]c• •'CllS·l· b1. 1!. ''l''>O .> • •« '-:' ' que permanece li-

gada, ap6s o contato do disco com soluções 

clucntcs 

···~-·--········-------r·--·---T:----· 

Conccntr<H;ilo da solu- JJg I~G ligada. L~ontrole 

d1SCO P]l··· 
" ,::, ~<io de scnsib i 1 iza:~Eio 

JJg I gG/m:l (Prê-cluição) pll 7' 5 

--·-------
Soluções Eluentcs 

Uré.ia 

8 ~~ 

Glicina-HCl 0,1!11 

\aCl 0,15 ~~ 

pH 2,8 

zs.u 7,89 :Js,s~, sz,s~~j_ 9s,o~~ 

··---------···-····---·----------L- . ____ _L _____ -·--- __________ \ 

Como se observa na 1'abela 4.21, os discos testados 

apresentam qt1antidades do proteina ligadn de ot6 cerca de 8,0 

Jlg de JgC/disco, que embora sejam suficientes para testes imu

noenzim5ticos, estão longe das quuntidades de at6 174,4 ~g de 

lgG/disco,qt•c se conscgui11 ligar, p:1ra o oferta de 1500 ~g IgG/ 

/disco (1 1 igura 4.7). Testes de cluição para quantidades 

das,acima de lll ug IgG/(Iisco at6 174 ug de lgG/disto, seriam 

intcrcssnntcs n:1r:1 aux-i I i ar a clcmonstr~1<;~5o da ocorrência de for 

mação de multlcamadas. 
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As altas porcentagens obtidas de retenção de mol~cu

las de proteína para as quantidades de proteina ligada testa 

cl~s, mostram QLIC a li~ac~o 6 bem est~vcl ~ varinç6es de tensão 

:ton.ica c pll, como ê característico de urna 1i~:açGo CO'VUlente 

ou por ~!dsorç:lo quÍmicn. 

Os experimentos rcali:::ados para estlldnr a estabi lida 

em 

rclaç~o ~ temperatura, tempo de estocagem e contato com solu-

çôcs eJucntcs, mostraram que para as qtwntid:ldcs de prS!. 

tcina li!~a(las por disco Jc Suporte-ResinkL testadas. qt1e sao 

maiores que ns usna"lmcntc encontradas em outros imunosorventes 

uti.lizados em Testes t,LI;)A, a lig<H;).o da proteina ~ muito 

estivel, resistindo 3 temperaturas de S6°C e 37°C por perfodos 

de vários meses. Ustes resultados so scr1am JlOssiveis,para li 

- . gac6es otrav~s de reaçao qulrnica ou adsorção qut1tnca ,com alta 

cncrg1a de ativaç5o para dessorçâo. 

ra lnltJnosorventcs l1 rcparados com Suporte-Resina e Dlferen-,_______________ --- "'"--·--~---·-------------

te_::;_~Lt:.'::~.!-~} dades ~~~n ti- I gG _Imo b i 1 i zaQ_<~, vi 2ando~:_a ut i

liz:•c~o ent l'estes I:J.ISA. DisctiSsão da Natt•reza da tntera------.. -----~'---·- .... ·----------------· .. -------------·--,.-... ---~--~·~-- ·---------
rão lmunosorvente - lgG em Solução 
_;;;_--------·~-·---------~----"--'-----------"··-----

Para que discos de Suporte-Resina com proteínas 

imobiliz:Jdas possam ser ltsados como imunosorventcs em Testes 

ELISJ\, proporciono.ndo Llcterm.inações quantitativas, eles Jeve-

rão possuir 11unntidade suficiente de protcina ligada, de 

modo a captar, quando em cont;;~.to com so1uç0es de soros desco 

nhccidos, quantiJodes sempre pl·oporcionui:oo ela proteíno. 



214 

especifica. presente, sem que ocorra :1 sua saturação, a partir 

de algumu concentração do soro. 

l1ara cada tipo de antígeno otJ anticorpo existem no 

soro sanguinco concentrações limites, qtJe determinam apos 

cxaust .i vos cnsGios, a quantidade protcin:t especÍfica, 

que se deverfi ter 110 imunosorvcnte para uma aJl51ise quantitat! 

va. 

A intentção antír;eno-anticorpo que ocorre ent-re o 1mu 

nosorvcntc c o soro em teste 6 cspecTfica c se d5 por adsorção 

fisica. sendo uma reação de equilibrio altamente influenciada 

pelas conccntraçBes destJs protcinas no imunosorvente e 

no soro. 

~onsidcrando a aplicação pr5tica de discos de Suporte-

com proteínas imobilizadas como imunosorventes 

em detcnnin;lç;Õcs quantitativas em Testes ELISA ,real i::.ou-sc cn 

s;Jios para nvaliuçio da capacidade de captaç5o de IgG ent solu-

çilo a vilr-:ias concentraç()cs, simuLmdo soros com vários níveis 

de reatividade, de discos de imunosorventc preparados com Su
e; 

porte-Resina (35 g NMA/m'") c vâr:ias quantidades de Anti-IgG li 

gadas por disco. 

A partir do conhecimento pr6vio da natureza da inte-

raçao antigcito-anticorpo.que se d5 por adsorção fisica, apli 

cau-se os dados cxpcrimcJttais obtidos nos ensaios realizados, 

como discutido ncima, em termos de concentraçã-o de equilíbrio 

de JgG c quanti,J<tdc Jc J.yG c;:1ptada por disco, ao Nodelo de Ad.,._ 

sorção de l.angmu.ir, para observar-se o comportamento das Iso 

termas de Adsorçfio obtidas, e verificar-se a natureza da inte-

raçã·o. 
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l1 nrn a avali:1çfio Jn capacidade ~lc captaçio de IgG hu-

mana em solt•ção,foram usados discos de 8,3 mm de diimetro de 

? ' malha de po1 icstcr {2!)2 g/m'"') com ?i5 r~ t\i'-lA/m~, sensibili:ados 

com soltH,:õcs de Anti-l):;l.; humana, obtendo-se quantidades lig;1-

llits Je ll,44 ; ~.zn c 11,70 1 .~ (determinadas 

por radjoimunocnsaios). Trata-se portanto, d-e discos sensibi-

lizaJos com antic~rpos. 

Discos destes imunosorventes, em triplicata, foram co 

locados em contato com soluç6es do anticorpo IgG humana, no ca 

so funcionando como um antigeno, i concentraç6es variando de 

0,16 a 10 ug IgG/ml, com IgG - 125 1 como traçador. Utilizou-se 

O l -/l" - o 5 O ~1 cc soluçao cisco e a reaçao processou-se a 37 C, por l 

hora. 

Os resultados obtidos, expressos em ng de IgG capta-

Ja/Jisco, est5o nprcscntatlos na 'l'allcl;t 4.22 c nas ]:jguras 4.15 

c 4.16. 

N~J F l gura 11 .15, verifica-se que para o di se o de imun~ 

sorvcntc com 0,44 ~~g i\nti-lj.;G, atinge-se um patamar de satura-

ç~o em relação a captação de IgG, para uma oferta pr6xima de 

1000 ng Jg(i/disco, quando se consegue captar cerca de 40 nglgG/ 

/disco. 

J;:l parn o disco de inlunosoTvente com 4,20 f-lg Anti-lgG, 

a curva da Figura 4.15 indica a tcnllSncia de formação de pat~ 

mar de saturação, apenas para 11 oferta de IgG acima de 5000 ng 

IgG/llisco, quando se capta cerca de 600 ng lgG/disco. 

o disco de imunosorvente com 11,70 ~g Anti-lgG, entre 

tanto. nao indica o estabelecimento imediato de um patamar de 

saturação, que Jcve ser atingido para uma oferta de proteína, 
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Tabela 4.22- Capacidade de Captaçiio de IgG, pnr<l Discosdelmun~ 

serventes l1 rcparados com SLJporte-Resina (35 g 

' de N~~/m~) e v5rias qu3ntiJades de Anti-IgG lig~ 

das. Resttlt:ldos expressos em ng IgG captadn/dis-

co. 

-------

Conccntraç~o du solução Mussa de IíJC 

de IgG ,em contato com o oferecida 

Jmunosorvente, J.n; I o-C 

ml 

-----~~~-r--

0,16 

na IgQ 

disco 

80 

··---·----~~---------

0,31 155 

----

0,62 310 

----------- ----

1,25 625 

_" ___ 
1250 

--------------+--- ---
5,00 2500 

---

10,00 5000 

----··---------- ------

Concentração de An-

t-i-IgG no Imunes o~ 

vente, 1~ Antí-IgG 
disco 

---- -
0,44 4,20 ll, 70 
. 

12,1 23,9 26,0 

(15,1) (29,9) (32,5) 

20 '7> 44,5 44,4 

(13,1) (28,7) (28,6) 

29,0 78,7 89,6 

(9, 4) (25,4) (28,9) 
-

29,9 150,0 168,8 

(4,8) (24,0) (27 ,0) 

41,3 - 327 ,O 

(3,3) (26,0) 
--

38,9 454,0 5 71 '5 

( l '6) (18,2) (22 ,9) 
---- ------

43,3 592,8 1019,2 

(ll,ól) (11,9) (20 '4] 
----------...1.-~- ~ .. -'----. --

* Os nGmeros entre par6ntesis, referem-se ns porcentagens de 

lgG oferecida ,que são captadas por disco de imunosorvcnte 
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5000 

Figura 4.15 - Captação de lgG em solução (ofeyccida em diver$as 

quantidades), por discos de Suporte-Resina com 

(35 g NMA/m 2) e vârias quantidades de Anti-IgG li 

gadas, usados como imunosorvente 
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Figura 4.16 - % da massa de proteina IgG oferecida por discos 

de imunosorvente (Suporte-Resina com 35 g N:t>LA.Jm2) 

c vârias quantidades de Anti-IgG ligadas), que~ 

captada por disco 
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superior a lOOOO ng lgC/disco, 

Oa Figura 4.16 observa-se que a porcentagem de IgG 

ofcrccida,quc se liga ao disco de imunosorvente,diminui com o 

aumento da oferta, bem mais acentuadamente para o disco com 

menor quantidade de Anti-IgG imobilizada, j5 que ele e ma1s 

precocemente saturado. Para os dois outros tipos ele imunosor-

vente, embora a porcentagem caia, capta-se sempre por disco uma 

maior quantidade de IgG. 

Observando-se o comportamento dos três imunosorventes 

testados, em relação ~ capacidade 1le captaç~o de IgG, para as 

ofertas Jc J~G ensaiadas (de 80 a 5000 ng , Figura 4.15), em 

termos de uti1izaç5o pr5tica conclui-se que o imunosorven-

te com 0,44 ~g de Anti-lgG nâo serviria para quantificar a pr~ 

teina loG,cm todo o intervalo de concentrações testado. 
~ 

A p~rtir da oferta de 1000 ng IgG/disco, j~ se tem a 

saturaç~o do imunosorventc c as quantidades de IgG captadas 

deixam de ter proporcionalidade com as concentrações de IgG 

impedindo Jctcrminaç6es quantitativas (Figura 4.15). 

'fnnto o imunosorventc com 4,20 ug Anti-IgG/disco 

quanto o com 11,70 ug Anti-IgC/Jisco j)Oderiam ser usados. j5 

que não aprcsenta.r;Jm a formação de patamar de saturaçao. C ar_ 

tou-sc sempre quantidades crescentes de IgG, -proporcionais a 

oferta (I:igtlra ~.15). 

Entretanto, a escolha poderia recair sobre o imunosor 

vente com 4,20 ug Anti-lgG/disco devido a motivos econ5micos, 

relativos 3 dificuldades de obtenção, purificação e custo da 

prote{na imobilizada. 

Este intervalo de concentrações de IgG oferecido para 
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os discos de imunosorvcnte, de 80 a 5000 ng I.gG/disco,compree!!: 

de na pr5tica, o intervalo de conccntraç8es de anticorpos nor

malmente presentes em soros desconhecidos, is diluiç6es usuais 

usadas em Testes EI.ISA. 

Como quantidades de proterna d3 ordem de lO,Ovg. 

sao facilmente ligadas por disco de Suporte-Resina (35 g NHA/ 

2 
/m ) como se v6 na I:igura 4.7, resultados quantitativos podem 

ser obtidos sem dificuldades para Testes ELISA, usando discos 

de Suporte-Rcsina~scnsibilizados com proteína, como imuno 

servente. 

Considerando-se agora, que a interação entre um anti

gene e um anticorpo, se d5 por ndsorç5o f{sica, aplicou-se os 

dados de cquilibrio obtidos em termos de quantidade de 

captada em relaç~o a concentração de IgG de equilibrio, ao Mo 

dclo de Adsorç~o de l.nngmuir, para os tr6s imunosorventcs com 

Anti-IgG ligada testados. 

Os par5metros calculados para as Isotermas de Lang 

mu1r,nas formas Normal e Linearizada.estão apresentados na Ta-

bela 4.23 c nas Figuras 4.17 e 4.18. 

Na Figura 4.17 verifica-se que as curvas obtidas para 

os imunosorventes com 0,44 e 4,20 JJg lgG/disco, apresentam o 

formato caractcrTstico da Isotcrma de Langmuir (Formato I, Fi-

gura 2.32). O imunosorvente com 11,70 wg Anti-IgG/disco nao 

apresenta ainda um patamar de saturação visivel, que deve ser 

atin~ido para conccntr3ç6es de equilibrio l1em maiores que as 

testadas. 

Da Figura 4.18, obteve-se os coeficientes angulares , 

lineares c de correlaç~o para as trBs retas obtidas,e n partir 

deles, os parâmetros Nm e K para cada imunosorvente testado. Os 
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Tabela 4.271- Jl;!r;lmctro.s p~1ra lsoterrnas de Languwir. Adsorç5o 

de antírcno (1gC) por anticorpo C-\nti-IgG) ,imo-

bili:.ado em \'árias qnantúbdc.s ,nos imumosorven-

tcs 

--
de IJ'.c X/\V c c 

n~; - ----~· 

lnnmoso-rvcnt c X/\( 
oferecida lH; de lgG I 'll~ 1 o('"7 __________ ,_ 

!:__,-c ___ ~_' _ 

_t_:lL 1\ n_!J__~J g ~~ disco Jl\ 1 disco 
'::'l't ~I_d a 1 ------

ml tlisco 
<1lsco 

"---·--~---------- -- -·----~------~ ------ ----- - ---
80 ] 2 ' 1 o, .l 4 12, o 

lSS 20.3 0,27 15,0 

:':.lU L ~1 , () O,Sô 19,0 

u,.-H {) 2 5 2 ~~ , 9 l ,19 40,0 

1250 41 , :s 2,42 59,0 

250\J :5 i3 , ~) 4 ,92 126,0 

5000 -- 43,3 9,91 2~9' o , _____ ,_ 
r----------·-· .... 

80 23,9 o' ll 4,6 

155 44,5 0,22 4,9 

310 78,7 0,46 s, s 
4,211 625 150,0 0,95 6,3 

2500 454,0 4,09 9,0 

sou o -- 5 ~?_:__~----- __ ,§_,_Sl 14,~---
-----·~----·----

___ ,,__,_ 

80 26,0 () ' ll 4,2 

1 55 lt 't '4 o , 22 5,0 

310 89,6 n, 44 4,9 

1 1 '70 6 25 16.S,S D,91 5,4 

1250 327,0 1,85 5 ' 7 

2500 571,0 3,86 6' 8 

soao 1019,0 7,62 7, 5 
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Pigura 4.17- Isotermas de Adsorção del.angmuir na forma normal, 

pora dados de cquilibrio de captação de IgG em so 

lução, por discos de imunosorvente (Suporte-Resi-

' n;,t com:~:; ,L', \;\1:\/tu"' c várias quantidades de Anti-IgG 

ligadas) 
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figura 4.18- Isotermas de Adsorção de lnngmuirna forma linea-

rizada, para dados de cquilibrio de captação de 

IgG em soltJçâo, por discos de imunosorvente (Su-
7 

porte-Resina) com 35 g NMA/m~ e vãrias quantida-

des Je Anti-IgG ligadas 



224 

valores obtidos estão ~prescntados na Tabela ~.2~. 

Tabela 4.24 - C:ocficientes c Paramctros Nm e K, obtidos das 

----·~- --- ··-·---·~ -,.--··----

l'mtmo~;orvcnte "i dente .\'m K 

-e laçiio nu J.oG ml 
-~ ---

disco disco f-Jg lgG 
----

,9987 44 2,58 

(lOt)* [ 
--------

--44l_' ---

4200 4,84 1,13 ,9952 889 0,25 

(2H)* 

l,~HS:i 2533 0,08 

(21 %) * 

0,39 

-------
I __ L ________ _l___ ______ J 

4,80 11700 

~ Os v:1lorcs entre par6ntcsis reprcscntn1n as porcentagens em 

JlCSO de l!:G CJtle stao c:Jjltad~ts, em rcl:lç5o 5 quantidade de 

Anti-lgC 1igad~l, por disco de imunosorvcntc. 

Os valor• s dos coeficientes de correlnçio obtidos,es-

pccialmcntc pnra os imunosorventcs com 0,44 c 4,20 ug Anti-

-Ip,C/disco, indicam um bom ajuste do ~1odelo de Langmuir aos da 

dos experimentais, para a ten~erattira testada. confirmando a 

ocorr~ncia de adsorçio, na interação antigeno-anticorpo. 

Os vnlorcs obtidos para os parâmetros Nm Cquantidade 

de proteina necess5ria para formar a monocamada] , pratic! 

mente coiliC:itlcm, p;ara os imunosorventes com 0~44 e 4,20 ~g An

ti-JgG/disco, com as q11antidades m5ximas de lgG captadas por 

disco, obtidas dos patamares de saturação da Figura 4.1S. 

Os vulorcs obtidos para a porcentage•n em peso de IgG, 
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imobilizada 

por d-isco, ;lprcscntados entre p;nêntcsis n;1 Tabela -1.24, indi-

cam uma tcntl~nci:t de nfio se captar por disco, mais que 20\ em 

peso protein:l imobilizada, o qtlc poJe ser efeito de 

equilibrlo e/ou ela perda de especificidadc.de parte das mol6c~ 

las de Anti-lgG, qt1ando da iJnobiliznçfio no Stlportc-Resina. 

l~stcs experimentos realizados {lcmonstraram a viabili 

dadc do uso de discos de Suporte-Resina com pr~ 

te In as imobilizadas como imunosorventcs, para determina-

<;,Ões quant ít:'ti:ivus em Testes F·:LISA, pois Js qu.:tntidades de im~ 

noprotcÍn:1 que se tem que imoh'11i:ar por disco de Suportc-Rc-

sina, Jl:tr;• 4tlantificaç~o <lc urlticot·pos c 1nais raramente de un 

tígcnos, em concentrat;õcs usualmente presentes em soros Õ.s di 

lu.içÕc;s u~;~1das em Testes l~LlS;\, silo facilmente atingidas nu 

rcnç5o Jc in1ollilizaçfio Oll sensibilizuç5o dos discos de Supor-

tc-Rcsina. 

1\ adequ3\;,ão do 01odelo de Adsor(:ão de Lungmuir aos dn 

dos de cquilihrio obtidos confirma a natureza da '1nteração an 

tigeno-anticorpo como uma adsorç5o, cst;Jbclecendo-se uma relu 

ção Ún_ica entre as quantidades de prot c ínro1 ligadas e as 

quantidades captadas. 

,, 
Tendo o Suportc-Hesino desenvolvido (35 g NMA/m'"'}.apr~. 

sentado bons resultados de capacidade de li!;:tç"i'io de tHoteína e 

cstahlliJndc llc ligação iniciou-se então um estudo sistemã 

tico de avaliaçã'o do desempenho do imunosorvente preparado a 
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partir do Suporte-Resina em Testes ELISA, tenho sido escolhi 

do o antigeno da Doença de Chagas para a sensibilização dos 

discos. 

Dos inGmeros testes soro16gicos descritos para auxi

liar o diagnóstico da Doença de Chagas, ou par.:t a tríagem de 

doadores de sangue contaminados, o Teste ELISA utilizando pl~ 

cas de poliestireno com antígeno adsorvido como imunosorven-

te, e 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 

est5 sendo avaliado segundo as suas caracteristicas de sensibi 

lidade, reprodutibilidade,especificidade e reatividade cruzada, 

p:na se fazer então uma comparação com o Teste ELISA com pla-

c:1s de policstireno, visando sL1a aplicação em larga escala. 

Sensibilidade refere-se i m!nima quantidade de mate 

rial desconhecido,detect5vel pelo teste. Um teste com alta 

sensibilidade consegue diferenciar soros positivos de soros ne 

votivos de maneira satisfat6ria. 
" 

Reprodutibilidade pode ser definida referindo-se à 

comparação de resultados inter-ensaio e intra-ensaio. A repr2 

Jutibilidade inter-ensaio indica o desvio que ocorre em resul

tados de amostras, a.valiados num período de tempo finito como 

dias, semanas ou meses. Reprodutibilidade intra-ensaio. prat! 

camente se confunde com a precisá"o, quando o desvio-padrão -e 

considerado, mas outros testes estatfsticos podem ser feitos. 

Precisão~ ah:1bilidadc do teste de reproduzir repetidamente , 

o mesmo resultado, para a mesma amostra. 
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A especificiJaJc refere-se i abilidnde do teste, na 

idcntificaç.ã:o de uma substância particular, numa mistura de 

suhstilnci:ts. No caso do Teste ELISA, a especificidade está rela 

cionada ~ rcativiJaJc cru:ada qt•e pode ocorrer, e que vai de

pender Jos sitias de ligaç5o do anticorpo, e de sua capacidade 

de se combinar apenas com sítios receptores muito especificos 

do antígeno. 

Num estudo inicial, que scra rc·lnt.:1do a seguir. ava-

liou-sc um "kit" completo para Teste ELlSA, composto por dis 

cos de Suportc-1\csina sensibilizados com :mtígeno de :~~_pano-

soma cruzi como imunosorvente. soluções de conjugado cnzim5 

tico c de substrato para a enzima, utilizando-se um painel de 

soros chag~sicos e não-chagisicos, analis~tdos de acordo comuma 

rotina bem definida. li;.; rvsul tndos l'C L:t ;Jdo;-:; nos ítcn~; a seguir 

rornm ;mtcriormentl" apresentados por 0f:ichael et al (10.l),em 1985. 

4.7.1. Pa-lne1 de Soros llumanos Utiliz:Jdo 

Neste cstt1do inicinl foi utilizado um painel de 182 

soros, sclccion:J~!os pnrn n nvallaç~o Jc testes sorol6gicos,pr~ 

postos para Doença de Chagas (Soroteca do tnst'ituto de Medici-

na Tropicn t ,d;1 USP). 

S5o 85 soros positivos cxtraf,los de pacientes mostran 

do ccrtCZ\1 de contnmin;H.;Üo com o paras"ita ,ou alta probabilida-

vos. extraidos de individuas com alta probabilidade de nio pos 

suir infecções por Trypanosonw ou LeJ.s!·~nania_ Todos os so-

ros foram anteriormente testados,por Imunofluorescincia e Hema 

glutinação. 
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!J.7.2. Ti1'ulacil'o do:;; Soros Jo P;dnel 

Como imunosoTvcnte foram utl:li:ados discos de 8,3 mm 

Je tli5rrretJ·o de rnnlha Jc poliestcr ( 29 2 

conccntr;~~.,::io de 10 ug/ml, ut:iliz.::mdo-sc 5 d:i ~:;c os por ml de 

soluçJo. 

!lupJlcatas de cadu amostra de soro do painel diluí-

elas de l/40 fornm cnsaia,Jas, 1cn~lo-sc ;1 nl1sorv~ncia obtida. 

Vcr:ificou-sc, entretanto, a ocorrêncí:1 de pequenas v~ 

rli.lÇOCS di:Íri;1s das ahsorviincios ! idas par;1 \llll soro a vi-irias 

instiivcis 

ots de dlficll Jlntlrorliz:tç~o. 11~1 ro·tin;t tio teste (conjt1gado CllZl 

Isto poJc ser ohservaJo na Pigu-

ra 4.19, q11e traz Ctlrv:Js dosc-rcspost~. para um soro de refc 

r6nciu B, ensaiadas em 12 ocasiões diferentes. Entretanto,me~ 

mo com 3S variações, as relações obtidas mostraram sempre li-

ncnr.idatlc. 

A fim de se evitar o influ5nciu destn var1nçao dii 

r1a de scJtsil>lliJada,n;• llctermin;•ç~o Jos tftLtlos dos soros do 

prnnel ,pelo Teste ELISA com Jiscos, tornou-se como referência 

2 soros reativos A c B, qLJe foram ensaiados em triplicatas, na 

tli luiç~Ío de J/llO ,;t c.:rd;1 b;1tcria de testes rcal.izaJa. 

um soro net~at·-ivo. 
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Fif.):ura <l.l9 - V;trJaçõcs das curvas dose-resposta, para um soro 

logia, 

l·ha~;Ús:ico de rcfcrên<:L::,!!_, cnsniadas em 12 dias 

dircrentcs, em Testes l:LISi\ para llocnça de Cha-

~as. com discos de Sur1orte-Rcsina (35 g 

(101) 

NMA/m 2 ) 

Como jii roi comentado, o t:ítulo de um soro em Imuno-

corresponde a d_i_l_u i S.cii~o'-~d~o,__s o r o em teste a que se deve 

chegar, para que o resultado se aproxime do resultado médio 

obtido para um painel de soros negativos. 

f: também comum representar-se o titulo de um soro,p~ 

lo logaritmo na base lO da dilt&içio encontrada. Par?. o so-

ro B ).OPj( (J-'111'-,!,H, 
' I 

o soro d;1 rcrcrcncia A , com título de 80 {Log 10BO ""'1,9), 

foi obtido JilLilndo-sc o soro B de 1/S,com um soro não·reutivo. 

Os titulas dos soros Jo pninel, foram portanto, deter 
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minndos n p;lrtir de uma reta traçada a cada b,ateria de tes-

tes, lig8ndo os pontos obti<los Jos valores m;dios de absorvrrn 

cia lidas, para ~1s triplicadas dos soros de refer~ncia A e B 

ensaiadas, c dos seus titulas 1,9 c 2,8 previamente determina-

dos, como se pode ver na Pigur:t 4.20. 

A partir do valor m6dio llc ahsorvãncia lido,para cada 

soro em teste, ntrav6s da reta da Figura 4.20, obtevê-se o ti-

tulo expresso como Log 10 , de uma diluição atribuida ao soro. 

l,o,---,---.---.---r---r----:l 

! 
• • • 

' o 

o,sso 

0,61!1 

z: 0,5 

·~ a: 0,436 
o • • < 

A • 
o.o-L---, •. ~.---,.~ . .-.---,,-.~,-i,S .• .--,,S .• ,---t,.~ • .---' 

TÍTULO 00 SORO ( LOG.to) 

Fieura 4.20 - Exe~,lo de determinação do titulo, para soros cha " r 

g5sicos e não-chag5sicos do painel testado.usan

Jo soros de refcr~ncia A e B, em Testes ELISA 

com discos de Suporte-Resina (35 2 
g NNA/m ] 
' 

antígeno de J'rypanos::nn~ _s:_~l!.zi 
(101) 

A distribuição de titulas, obtida para o painel de so 

ros testado , está ap-resentada na Figura 4~21~ 
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Figura 4.21 - Distribuiçio dos títulos obtidos para os 85 so

ros chagãsicos (alínea a) e 97 soros não-chagis! 

cos (ulinea b) do painel testado, dados como 

Lo~·; 10 (título), determinados em Testes ELISA com 

' discos de Suporte-Resina (35 g NM~Vrn"') e 

no de TTyvanos?ma ~-~ (101) 

antíge 



P:1ra os soros n5o-cllagfisicos, o vulor Jo titulo m~dio 

foi clc 1,21, con1 um Jcsvio-po(lrão ~lc 0,16. 

n título médio obtido j)t~r:J ns sot·os· ·] - · !'o' l• , v . C 1~lg3SlCOS . l lC 

2,51, com clcsvio 11nJr~o llC 0,40. 

J!oi ncccss5rio estabelecer-se cnt5o.tlm limiar de rea 

tividadc Jiscriminut6rio.cntrc as rcaç5cs consideradas positi 

vas c ncgat.ivns. 

c:orno 1'ittllO de Corte, Oll seja, o titlllO a partir do 

qual o soro e considerado positivo, foi arbit1·ariamente tomado 

o valor de 1,7, qlte corresponde ao valor do titulo m~dio para 

os soros negativos (não-chag5sicos)•mais 3 vezes o desvio-pa-

drão cncontrudo. 

Qtw1qucr tltulo obtido abaixo de 1,7, foi considera-

do nc!;;ltivo, c títulos JgtWLS ou acima de 1.7+ forum considera 

dos pos i t i vos. 

4.7.:'1. ScnsibJltdaclc 

Pnr;1 o pninc1 de soros testados, considerando-se o T.Í 

tu lo de Corte c:>LJbclcc ido como 1. 7, pode-se verificar IH> fig~ 

ra 4.21, qt1c o '!'este ~J.ISA com Jiscos, deu como sendo negativ~ 

apenus UJD dos KS soros positivos test;tdos, o que confere ao 

teste uma sensib:i lidade de 98 ,8_~· 

lntr;I-cnsoio : Como se pode observar no Figura 4.22 , 

a ReprodtJtibilidaJc Jntra-ensaio foi avaliada comparando-se a~ 

ahsorv5ncias litl:Js para 25 duplicatas Jc soros reativos do pai 

ne1. selecionatlas nleatoriamente entre ~s 85 determinaç5es rca 
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lizada:o, ohtclldo-:.;c um cocfiL·icntc de corrclaç:::io Je 0,887, e 

para 25 dt1pl icntns de soros niio-rC':lt i vos do painel, seleciona 

tias da tllcsma form;• entre as 97 dctcrmln;tç6es realizadas, obtcn 

do-se um 

l,l 

1,0 

o,o 

o, e 

0,7 

' • N 

• • ~· 
• õ • 0,6 •• > • o 

" 0,6 • • + 

o,, 

0,2 
o + 

o ., 
• 

+ 
+ 

+ 

++ + 
++ 

A.8SORVÂNCIA { 4112 il'i!T> l 

+ 
+ 

+ 

+ + + 

+ 
+ 

+ 
+ + 

++ 

+ 

+ 

Figura 4.22 - Reprodutibilidade Intra-cnsaio. Comparação das 

.-Jbsorv5nc i~1~; mcdid,ts para 25 dupl icat<.~s de soros 

t.-'lHl,l\Úsicos(+) c 25 duplicatas de soros não-chag_E, 

s·icos(o), em Tc~tcs l~LISA. com discos de Suporte 

-l~csina (:15 g NMA/n\ 2 ) e antígeno de TrypanosoJJ\a 

cruz1 Coeficientes de corrclaçilo obtiJR.s: 0,887 

para soros chagãsicos e 0,874 para soros não-cha 

- . llOl) 
p:as~.:os 
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lntcr~cnsaio: :\ ltcprodut ih i 1 id~Hlc lntcr-ensaio foi 

aval lada comparando-se tTtulos obtidos p~1ra 24 amostras de so-

ros positivos,crlSiti;t~l:ls em dias Jifercntes 

Na figura 4.23, estão corrclacionados os titulas obti 

dos :1pos cor·rcç;•o com os soros clc rcrcr0ncia A c E ensaiados 

a c:ttlu dia, ohtclldo-sc um coeficiente d<..' correlação de 0,834. 

~ 

!:orno se vc n:• r=igura 4.24, correlacionando-se Jireta-

mente ns ;Jllsorv~rlcias litl:ts,par:l ns mcs:n:•s 2~ amostras em dias 

diferentes, sem se f[tzcr n correção das variações di5rias atra 

vés dos soros de rcCcrZ·rrcia A c H, obtC\'l'-se o coeficiente de 

corrclaçilo de 0,7:10, o que justiCic;t o método usado para a de-

tcrmin;tç~o [los tTttJlos llos soros. 

:1.7.5. 1: cciricidadc e Rc;ttlvidadc Cru:::ada 

/\ LspcciClcidadc do Teste LLlS.·\ com discos, para o 

painel Jc soros tcst:Ido foi 1 1 '1'~ "
l c " (; J •• I a qU<' todos os soros ne 

gativos tcstazlos,:lprcscnt:lram titt1lo inferior· ao Titulo de Cor 

te. 

No cnt;Jnto, :1 fim de se avali;tr a possibilidade de 

ocorr5nci:r Jc rc:Lç5cs crtizaJas no teste, ou seja, a identifica 

ção de unr soro nenutivo como positivo, em adição ao painel de 

soros tcsta(lo tamb6m foram ensaiadas S6 outras amostras de so 

ro, com :1s seguintes car;tctcri.st.icas 

:1) Soros de 10 c~lsos de Lcishmaniosc cutinea, conside 

rados positivos por !munofluoresc&ncia e Teste ELISA com placa 

de policstireno; 

b) Soros de 10 casos de Calazar com diagn6stico clini 

co e laboratorial; 
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Figur~ 4.23 - Reprodutibilidade lntcr-ens:tio. Comparação de 

dujllicatas de titulas de 24 soros chaeisicos 
c> 

determinados em dias difcrentes,cm Testes ELI

SA com di se os de Suporte-Hesina (35 g NMA/m 2) e 

antígeno de XE.Y_L?-HO!:?~E.!:-~ ~E~!..~-~-OOl) .(~ocfJcicntc Jc 

corrclaç~o obtido 0,834 
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Figura 4.24 - Reprodutibilidade Inter-ensaio. Compnraç.üo de 

duplicatas das absorvâncias ( 492 nm) lidas para 

os mesmos 24 soros chagfisicos da Figura 4.23 

sem se fazer u correção pelos soros de refer~n-

c1a \ .I\ (llll) 
J e . . . ob 

t j do 
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c) Soros de 2 casos de Cal;tzar. considerados positi-

vos por imunofluorcsc0nc.ía c Fixcu~_ilo de Complemento; 

d) Soro;; de .),J p:H.:iC'ntcs com outr:-1s doenças, com din15. 

nost i co cJ Ínico c ln1Jor~ttoria1, ou autoanti;:orpos. 

outros 

tipos tlc antígeno, qttc JJão deveriam em Jlrfncipio,rcagir com o 

llntigcno Jc Doença de (:hagas imobilizaJo no imunosorveiltc, se-

vir~ para demonstrar a ocorr~ncia de rcaç5es cruzadas. dando 

resultados falso-positivos. 

Os resultados obtidos pelos Testes ELISA com discos p~ 

ra Doença de Chagas realizados com estes 56 soros,estio apre

sentados na Tabela 4.25, onde estão distribuidos de acordo com 

o diagn6stico de cada soro. 

Tubcl<J il.2S- Resultados de Tcstc·s LLISA com discos, para Doen 

l::1 de Chagas, realizados para Sh ;,oros com ou-

tras infcc<.;ÔcsClOl) 

Diagnóst1co 

Lcishmaniosc 

Calazar 

Toxoplasmose 

Autonnticorpos 

Leptospirose 

Esquistossomose 

Malária 

!listoplasmose 

Cisticcrcosc 

Tétano 
/\Ttritc rcu1nÚt it.:o 

Sífilis 

Hononucleosc 

Toxoca:c Ias c_~·---

-"-·-~------ ,, de soros 

lO 

1 2 

3 

3 

2 

3 

1 

3 
., 
> 

3 

3 

2 

3 

3 

3 

----
Positivos Negativos 

o lO 

' lO > 

o 3 

o 3 

o 2 

o 3 

o l 

o 3 

o 2 

o 3 

o 3 

o " 
o 3 

Q 3 

o 3 
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Como se vê rw Tabela 4.25, resultados Lllso-positivos 

forom observ;ttlos npcnns p:trn 2 casos de Cala:ar. Esta inter-

l!ma nwior espcci ficiLlatlc resultaria d0. substituição 

por antÍJ~cno.s ptlr-iíicndos Uo parosita,como c-1s glicoprotcínns 

CP - 00(:J.S) c CP - zs( 9 Cl). 

4.8. Teste I:LISA com Placas de Poliestireno Se~sibilizados,J?.a

,ra Doe~1ça -~~.Chagas 

Para o Teste ELISA utilizando placas de poliestireno 

sensihiliz;tdus com antigeno de Doença de Chagas como imunosor 

vente, cada uma das amostras de soro do painel descrito no ítem 

anterior, foi ensaiada 11a diluiç5o tlc 1/100, estando os resul 

taJos obtltlos, expressos em absorvincia, apresentados na Figu-

ra ·1,25. 

J>ara os 97 soros não-chag5sicos, a absorv&ncia m~dia 

medida foi de 0,07, com um desvio-padr5o de 0,04. 

As absorv5ncias lidas para os 85 soros chagisicos, va 

riaram de O,RO a 1,95, com um valor m~dio de 1,67. 

O valor de Absorv~ncia de Corte, acima do qual o re

sultDdo do teste i considerado positivo, foi tomado arbitraria 

mente como !!,19, correspondcndo ao valor m6dio para os soros 

nio-chag5sicos, mais tr~s vezes o desvio-padrão. 

4.8.1. Scns·ib1lldade 

Considerando-se a Absorv5ncia de Corte tomada COJll.O 

0,19, da r~igura 4.25 observa--se que pzHa o painel de sorostes 
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Figura 4.25 Jlistribuiç5o das absorv~ncias lidas, para 85 so-

ros chagiisicos (alínea a), 07 soros não-c.hagâsi-

cos (allnea b} c 20 casos de Cnlazar (alínea c), 

em Testes !~LISA com plac:Js de poliestlreno para 

Pocm,;,a de Chagas, de (100) .. 
al ·,em publ1-



240 

ta do nao houve n<'nluH'la idcntificaç5o de soro positiyo como 

1\(');arivl), ') quv conJ'ere ao teste uma :;;cnsibl.lidadc de lOOL 

t él tl o 

A especificidade do teste para o painel de soros tcs

.fo'l de 97, 9"~, j 2í que para o grupo de soros não-chagâsi-

cos. 2 soros nprescntaram absorv5ncias superiores 5 de Corte 

(0,19). 

/1. fim de ;n-a1Í;lr-::.e a possibilidade de ocorrência de Rea 

çoes Cruza,!as, pela presença de anticorpos contra Calazar.tes

tou-sc tLm conjunto de 2(1 soros de pacientes com Calazar, todos 

reativos em v5rios outros imtlnoeJlsaios . 

('(JIIIO s~ JlOLlc vc1· 11os rcsult:lllos o!Jtj,]os, tamb6m apre

sentados na Figura 4.25 (;llÍnca c),os v;dores de absorvância 

varr:trn1n JIILllto entre si, indo desde 0,01 at6 1,90 (m5Jia de 

0,77), d:wdo resultados positlvo~~ p<ll":l lb c:..tsos. 

4. 9. ,Ço!!_Jpa !::_~~ç~~~ do~.Iest_e ELISA com. Disc?s ·~E! o Teste ELISA 

~:om.J:~~·~c~~s de P~_j_cstireno, p;>ra _i~..J:~oença de Chauas_ 

Os t:1tulos obtidos para os soros do painel testado. 

pelo Teste ELISA com discos, mostraram boa correspond~ncia com 

os obtidos pelo Teste ELISA com placas de poliestireno. 

l1ara ambos os testes obtcv6-sc do mesmo modo o.lto.s 

sensibilitl~dc c especifici(ladc 

co-ncgativiJaJc de 97,7t)· 

(Co-positividade de 98,8\ e 

A rcprotltJtibllidade, tnnto intcr~cnsaio como intra-en 

saio, obtida p;ua o Teste ELISA com discos .se assemelha à obt.f.. 

da pelo Teste ELI~A com placas e Radioimunoensaio, que é de 15%. 
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ns valores médios de al1sorv&ncia 1 i dos p;ua soros 

não-reativos nos Testes l~J.lSA com discos, foram considcrnvel-

1ncntc maiores qL1e os ohtidos nos 1'estcs ELISA com placas (Figu 
'-

a problcm~ls de 

lav:q~cm dos dl::;cos.quc dc\'C :H::r mais Pfi<.:icntt' c .J(1 C:1to de que um 

•noior espectro Jc componentes ontig~nicos presentes no extrato 

protelco que compõe o antígeno usado, pode se ligar 3. superfi 

c1e da resina N-nletilolacrilamida dos discos, do que 5 superfJ 

cic pl:lst ica das placas. 

Um melhor bloqucjo dos sítios de li~;açilo (por adsor-

ç5o) incspcclficos dn resin:l, bem como o uso de um componente 

antijt~nico mais purificaliO, como a glicoproteina GP· 25' que 

cst5 sciido ohjcto tlc estudos no JnOJncnto, no Instituto Je MeJi-

fundo irlcspccffica. 

\lm:1 c~Iractcríst icn ' do teste imunocn::.imatico, em ecral, 
"" 

c ap1·cscnt:tr variaç~cs Jl:ts intcnsiJ:•dcs de color3ção tlcscnvol-

vida pela rcrH::ão da solução cromÕ!·~ena com a en::ima quando 

amost:r:Js de um mesmo soro são ensaiadas em o,:~Jsiões diferentes, 

diminuindo a reprodutib·ilidadc inter-ensaio do tcste,como ocor 

reu com o Teste ELISA com discos. 

Esta variação é devida pr:incipalmentc, 3 qualidade da 

soluç:io cromÓgcna usada. Uma rigorosa padronização dessa solu 

r;;1o .qoc normalmente apresenta componentes instáveis 1 como a 

a,v,ua oxircn~d;1, Stihstrato da enzima peroxidasc. em 
"' 

concentrt'l 

çoes muito baixas, pode contribuir muito na otimização ao Tes~ 

te ELISA com Jiscos c testes imunocnzim5ticos em geral 

Com relação a Rcatividadc Cruzada, ambos os tipos de 
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Teste FL!SA, ' lcv;tJ·:••n ~~ iJcntificação de c~sos Jc Colaznr como 

positivo:; \.'tn rc•I;H,::io ;1 llocJH~;l de Clwgas, com maior incidência 

foram 

dndos CUIIIU pusit Í\'0~~-

(:om ccrte:a essa 

reativ.idndc cru:·.a(l<.J tcndcrií :1 dcs~lp:)rccc•r par;l ambos os testes, 

com o uso de um ant fgcno 1;1;1 i s pu r i CJ c:1do, no c1so da Doença 

de Charas, da ~licOilfOtcfJl:l GJ' - 25. .. . 
llma maior dispers5o de result~•dos para soros positi-

vo~~. fo:i ohscrvad;l para o Teste ELfS1\ com discüs (Figura -~.2l),o 

que pode ind ictr um melhor poder de rcsolw~Zio para o teste 

prjncipulmcntc pnru soros de alto rt•utividadc. 

picos Cliíssicos 
'-'-- ~ 

O painel de soros positivos c negativos em relação a 

Docnço (\e t:h;J~~s, que foi analisado pelo Teste ELISA com dis-

cos, tinha sl<lo prcviomente selecionado por testes sorolÓgi . -
cos c15ssicos como a flemaglutinação, a Imunofluoresc~ncia e a 

l:ixação de Complemento. 

Em termos qualitativos pode-se verificar uma concor-

d~ncia expressiva,dos resultados do Teste ELISA com discos,com 

estes testes soro16gicos convencionais. 

4.11. llcmonstr<.lcão da Viabilid(H.le da netermin<tdi.o Quo.ntitativa 
~-----~-~~--"'----~~--~-~~------·-·------~-.::.:..::...:L_, -- ~ 

de Soros em Teste FLISA com Discos, utiUzo.ndo-se ;q;~nas ------···· ··-------------------~--------·--·-----~---~----·-~--~ .. -~----~~-- ---
uma Diluição do Soro 
--~--- ·~----~ 

A viabilidade de determinaçtio quanti tatíva de soros 
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em Testes ELISA com discos, uso,ndo~sc apenas uma diluição do 

soro em teste (o•• seja, um s6 disco), foi demonstrada quando 

se estabelecet• curvas dose-resposta para 20 soros chagâsicos 
' 

de reatividodc variada : alta, m~dia e baixa c 10 soros não~ha 

g5sicos, todos prcviaJncnte selecionados por liemaglutinação e 

1munofllJOrcscCncia. Utilizou-se nos Testes ELISA para Doença 

' de Chagas, discos de Suporte-Resina (35 g N~~;m-), com ant!ge-

cruzi. 

As curvas dose-resposta foram obtidas ensaiando-se p~ 

ra cada soro, diluições seriadas. duplicadas a cada vez, come-

çando de 1/20 at6 l/1280, lendo-se então a absorvãncia resul 

tantc c gr:•[ic;•ndo-se cada Jiluiçjo testada contra a ab-

sorv5nciu Jida,cm rapei log-log. 

Observou-se que as Ctlrvas dose-resposta obtidas apr~ 

scnt:tr;nn o fonn:lto de retas, com incli.nações muito semelhantes. 

1sto pode ser visto nG Figura 4.26, que traz curvas dose- res-

posta ]ltJrn ~ destes soros ensaiados . ' positivos e 1 negati-

vo. Os coeficientes angulares das retas obtidas para os soros 

positivos foram de - 0,5046 e - 0,4999, ou seja,muito pr6xi-

mos, para o intervalo de absorv5ncias de 0,15 a 1,00. 

O fato das curvas dose-resposta obtidas para inGmeros 

soros de rcatividadc variada, terem apresentado coeficientes a~ 

\;t.Jlarcs semelhantes, para um intervalo de absorvâncias determi 

nado, indictl n possibiljdadc de determinação quantitativa de 

um soro desconhecido, a partir Je um ensaio feito a apenas uma 

diluiçiTo, utri1v6s da correlação qt1c scr5 estabelecida a seguir. 
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Figura 4.26 -Curvas dose·resposta para 2 soros chagisicos (o) 

e (a), e 1 soro não·chagãsicos (a], obtidas em 

Testes ELISA com discos de Suporte-Resina 
o 

(35 g NHJ\/m'"'J, scnsihilizados com antrgeno de 

TYYJ)anosomcl. cruzl ·--- -~--- ----
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pelo 

Na 1:igura 4.27 estão apresentadas curvas dose-respos-

ta para 3 soros positivos de intensidade variada 1. 2 e 3 

que compõem parte de um painel de soros testado. 

Para o l_ntervalo de Absorv·ª·ncia_~A , as curvas dose-

-resposta obtidas apresentaram o formato de retas em papel 

log-log, com coeficientes angulares k iguais (k = k
1 

= k
2

= k~. 

!~st;lhclccc-sc então arbitrariamente ;1 Ahsorvãncia de 

Corte ~ , corno sendo <1 nbsorvãncia média obtida p11ra um pai_ 
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nel de soros negativos, ensaiados n:t meilor diluição usada para 

os soros positivos, mais 3 vezes o (lcsvio-p~t1r5o. Traça-se,c~ 

t;:1o, como na Figura 4.27, a reta log r\=- log \:· 

Tonwndo-se cnt:lo uma amostra de tlTil soro desconhecido. 

a uma dUuiçiJo .1,~:1!- qualquer. rca1i::.a-sc o ensaio ELISA com dis-

c.o, obtendo-se uma Absor·viütcía A*. 

Obtem-se deste ntodo, um ponto da curva dose-resposta 

(D~·, A*), para esse soro desconhecido cujo titulo se deseja 

determinar. 

Caso a absorvânc:ia lida A* ,tenha cai do no Intervalo de 

Absorvâncias I A, por este ponto (D* ,A*) passará uma reta de 

coeficiente nnguLJr !:. , igual ao das retas 1, 2 e 3. Se a ab

sorv5ncia A* estiver fora do intervalo IA, o soro dever5 ser 

llli:llS diluÍdo. 

Conhecendo-se portanto um ponto desta reta, (D* ,A*)e 

seu cocf'iclcntc angu1:tr .~,cl:J estú dctcnninada. 

c : 

log A = k log [l + G (4.11) 

ande B 6 o coeficiente lir1eor , que pode ser determinado subs-

tituindo-se o ponto (D* ,i\*) na equaç5o 4.11, obtendo-se : 

B """ log 
A' (-] 

(IJ*)k 
(4 .12) 

Logo ~~ reta dose-resposta petr~t o soro desconhecido ê: 

log A - k log !) + log (4.13) 

o tÍt\llo, T, deste :.:;oro desconhecido~ é determinado c~ 
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mo sendo a Diluiç5o D do soro a que se deve chcgar,para se 

obter a Absorv5ncia de Corte. 

O TÍtt1lo T é obtido portanto, da intersecção da reta 

dose-resposta que passa pelo ponto (D* ,A*) .da-d.1 pela equaçao 4.13, 

com a ret;1 cl:l Absorv5nci,t de Corte : 

(4.14) 

Substituindo, a equaçao 4.!4, na equaçao 4.13, ob-

tem-se 

a partir da qual, 

T" !l*. 

A* 
k lo~ T + log (--..,-) 

(D*) ],\_ 

rearranjando-se, 

_\" 
(-') 
A* 

l/k 

obtem-se 

(4.15) 

(4.16) 

que c a expressao que se pode utilizar.para n determinação do 

título de Lnn soro desconhecido, T, ensaiando-se i,~penas uma_di-

_IuiçiL?.J~. em Teste t:LlS/\ com Jisco, desde qu<.' o valor de .O.b 

sorvânci;1 lido, /\*, caia no Intervalo de J\bsorv~lncias IA. 

T tlttllo do soro em teste ; 

D* = diluição do soro em teste ensaiada; 

A* absorvfincia lida para o soro em teste, na diluição ensaia 

da; 

k = coeficiente angular das retas dose-resposta, válido para 

o intervalo de absorv5nc.ta r A, determinado a partir de Pi:: 

dronizoç~o pr6via, com um painel de soros reativos; 

Ac "" .Absorvância de Corte ,obtida a partir de padronizaçli'o prª" 

v la de um paínel de soros não- reativos. 



2-18 

l/\ inu:rvalo de ;lbsorvânci;Js lidas,pan• um painel de soros po 

sitivos, crn que as curvas dose-resposta (Diluição X Absor. 

v5rJcia) (levem ter o form~to de retas, em papel log-log. 
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5.1. Conclusões 

O objetivo pr"incipa1 deste tr:Jb~·!lho, que- foi o descn 

volvirnvnto c cctr;tctcri:.:a~-:ü<l !•rel imin:1rcs, de t111l no\·o ~.uportc p_::: 

ra prcpar:1(;Jo de iJnuno.sorvcntcs cst:-:iveis, corn boa capacidade 

de ligaçilo proteínas c que pcrnti tis sem :1 automação dos 

testes Jmunocnzim.:iticos do tipo l~LISA em que .seriam l.ltiliza-

dos, fo_i ati.ng,itlo. 

O Suporte-Resina estudado c composto por tecidos 

sint6ticos, recobertos por resinas ou mon6meros polimerizados, 

que apresentam grupos N-metilol capazes de reagir cova lente 

mente com grupos funcionais caracteristicos de proteínas. co-

mo grupos amino ou hidroxila. 

O método de preparação do Suporte-Resinn ~ simples e 

dç ([Ícil ('XCCl)(,;;w, sendo OS nwtcría]s tltili:-,;tJOs dç f::icil Ob-

tcnç~o cotttcrci:ll c Jc l1uixo CLtsto. O Suportc-Rcs in a é utiliza-

do no ronu;lt'O de discos de B,:) 111111 de dlúmetr(). sendo que para 

1·csult:tndo nu1nu :tlta produção. 

Ap6s a realização de v5rios tcstes,cont diversas rcsi 

nas e tecidos sintéticos, o Suporte-Resinn esco1hi.do como um 

dos mais pro111issores, foi o composto por malha de poliester 
1 

de gramaturn de 292 g/m~,por JlOssujr uma maior arca supcrf_i 

' cial disponível (18,9 cnJ-/disco), revestido corrt N-metilolacri-

1amida (!\~LI\), na conccntraçüo de :::,s g de N~1A/m 2 de Supo-rte-Re 

sjn:1, por ter· ;JflTOScrlt;ttln mcllt<lrcs resttltaJos cnt termos de ca 

pacidaJe de ligação de proteinas e de estabilidade. 

Parn este Supot·tc-Rcs.in<l escolhido as condições pri:: 
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ticas par;t a re;:H;ao de imohiliz:1~,;ilo protcrnas nos dis 

cos, visando a ligação (lc quantidades suficientes de pr~ 

tcína;.;, foram determinadas como sendo: meio rcacional tampona

da (ta.rnp~'io fosfato 20m~!) de pl! 7.5 c tempo e temperatura de 

- l 7 I "'" 0 <' . I reac;ao (c ~ 1oras a ;, 1 _,, scguu_ as de 18 horas 'J. temperatura 

de 4°C, sob suave agitação, para o estabelecimento de um melhor 

cqtiilfbrio, cmhora ap6s 2 horas a ~7°( Ja se consiga ligar 

quantidades SLificientcs Je protcina , 11ara se obter deter 

minaçõcs quantitativas em testes ELISA. 

()s resultados obtidos dos experimentos realizados a 

respeito da influ&ncia da concentração de grupos Metilol, e da 

quantidade de resina depositada sobre o Suporte-Resina, na 

quantidade de protcino ligada, c de estimativas realiza-

das sobre a orJcn1 de grandeza da densidade superficial de gr~ 

pos Mctilol na resi11a polimcrizada, c da ~u;lntidade do antico~ 

po lgt: que se poder la 1 igar por cm 2 de ârca supcrficiul dis 

ponivcl Jo Stlportc-Rcsin:t, sugerem qLlC a imohilizaç.i'io da 

- '-protetna se u:l, em uma primeira camada, provavelmente atrav~s 

de ligação covalcnte com grupos ~-metilol, presentes em exces 

so na superficie do reticulo da resina. 

Deve-se ressaltar que as estimativas realizadas para 

o nGmcro de grupos Metilol disponiveis ã su!1erffcie do Suporte 

-Resina c p8Tll a arca nccess5riu para ligação de cada mol~cula 

de tgG estão por sua vez \JascaJas n1ts estimativas feitas das 

5reas superficiais das mall1as de poliester usadas, e na geome-

tria c cstrutt•l·a da n1ol6cula de IgC descritas 

ra2,3,4. 

na 

Experimentos realizados para obtcnçiio d0 

li.teratu-

elementos 
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para a discuss.:io Ja natureza da J.i.gaçiio, que ocorre entre a imu 

noprotcína lgG c o Suporte-Resina, sugerem que a ligação da imu 

noprotcina se Jfi, at6 o esgotamento Ja 5rcn superficial dispo-

nível, atran}~ de 1ig,·H;:io ~·ov:llcnt'--' com grupos :\-meti1ol ou por 

de rnulticnmadas de IgC, imohi 1 izadas sohn: :1 primeira 

ligada qllimic;IJIIC!ltc, :1trav6s de lig:1ç6cs sccund5rias. 

pôtcsc G rcf'orc;ada ncl:1s qu:mtídadcs de l,~;C que se 

lig:tr por tllsco de Stlportc-Rcsina com 35 g ~~~;m 2 , 

formaç.?to 

camada 

Esta hi 

conseguiu 

de até 

174,4 ]l,l', !,;;C, muito superior ;1 c~~tirnattva rcali::ada de ccrc3 de 
oZ 

40 pg lg(~/disco, pn r a urna arca de 1250 !\ r> o r molécula de IgG. 

o c:JYâtcr de 1 igação < da proteína Su-qu1mica ao 

porte-Resina, em uma pr1me1ra camada, foi reforçado pelos re 

sult;ttlos ol1ti(los de experimentos re;•lizaJos a respeito da esta 

bilida(lc J:l ligação, que foi submetida a tcmperatur~de 37°C e 

Sú°C, Jurantc períodos Je cstocagf'm de 8 meses e ao contato com 

SO}llÇÕCS cltlCiltCS, sem ocorrer uma dissociaç.ão ou dessorção 

Si gul C i CI t i V :1. 

O estudo de nvaliação da capncidade de captaçio de 

lgG, c1n soltiÇÕcs a várias concentrações, realiz;tdo para i muno 

serventes prcpu1·ados com discos de Suporte-Resina (35 g Nl>tA/m2) 

com virias quantidades de Anti-lgG ligadas, mostrou que a uti-

lização de discos como imunosorvente em Testes ELISA e pe!:_ 

feitamente viãvcl, pois as quantidades de proteína que ne 

le se consegtae ligar de modo est5vel, sao suficientes para de 

terminações quantitativas de ant!genos Otl anticorpos, nas con-

centrat:õcs encontradas usualmente em soros. 



Os rcsultJdos ol1tidos na a\"CtlÜ1ç;l:o do desempenho de 

' disc.o.s de Suporte-Resina (35 ~;'~fi\/m'") 

soma cru: i :Lnoh5 lizado, usaUos como imunosorn.'ntc em 

b L l Si\ 

Testes 

propor-

de SCll~:;ihllid;~de, reproUutibil.idadc 

c cspcciricidadc ao Teste ELJSA, muito ~cmclhantcs às obtidas 

p;1ra Tc~>lt'S ];L!,'-;A com placas de policstircno c outros testes 

sorolôgicos clús:::lc:os, como a !lemaglutinação ou Imunofluores-

cenc1a, com a grande vantagem da estabilidade do imunosorven 

te, a longos períodos de estocagem. 

Os prohlemas surgidos no Teste ELISA com discos para 

Doença de Chagas, foram reações cruzadas com anticorpos de Ca-

lazar, leituras de absorvãncia relativamente altas para soros 

negativos c variações Jiirias de absorvãncia para um mesmo so 

ro, lftlc comprometem o scnsibiliJ3dc c cspccificiJade do teste. 

rstes probJcmi!s são cntl'~'t:Jntu, em sua. ma.ior parte, 

dccorrcutc;; dos rca_;.~cntcs usados nc1 rotina do teste c do pr!?. 

A utllizaçãn na scnsibil.izaçJ.o dos discos de um antí 

gcno m<Jis purí f.icndo. como a glicoprotcína GP-25 obtid:t do }'ry 

E.!':!:E~11a_ ~~z~!:_· que est5 sendo atualmente cstudad:1 no Institu

to de ~'ledicina Trop·ic.:Jl, pode reduz_.t r as reHçôes cruzadas e as 

reaçoes de ft1ndo observadas para os soros negativos. 

O uso <le soltJçõcs cromogenas JnAis est~veis o de f~-

cil padronizac5o, al~m Je conjugados enzimiticos rigorosamente 

pHdronjzados, noJe JiruiJiuir as variaç5es diirias obtidas nos 

Testes ELfSJ\, tanto com os discos como com placas de poliest! 

rcno, aumentando a rcp1·odutihl l id:Jd<.' do t('~tc~ 
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facilitada 

pela v_iabilid:Jde de :-;c fazer uma an5lisc quantitativa de anti-

corpos a pnrtir Je 8JlCll~S uma dilt•içao Jo soro en• teste, como 

foi d•~monstrndn p:trn a Docnç:t Jc Cl1i1gus c pela possibilidade 

de cstoc:1gc•n dos lliscos de imunosorvcntc. 

O desenvolvimento desta nova tecnologia, até então não 

disponível no pa[s, abre perspectivas para utilização do Teste 

ELl SA com d ís c os, em testes diagn6sticos em larga escala para 

inGmeras doenças Jc interesse dos paiscs em desenvolvimento e 

do Terceiro Jvlundo. 

Este novo imunosorvente desenvolvido, pelo baixo custo 

do Suporte-Resina, não necessidade de processos - . qUlffilCOS com-

plexos para a imobilização dn proteina, estabilidade do 

produto final, possil1ilidade de adaptação ao diagn6stico deva 

rias doenças c rossibilidade de automa~ão que confere ao Tes-

te llL!SA, surv,c como uma ~lltcrnativ;:t ~ utill.::açilo prepondera!!_ 

te de pl:!C:'!~'i de pollcst l rcno c nén,l.J~; de ;H.:ril~unida scnsibi-

lizadas, como imunosorventc cnt 1'cstc LI.lSA, que são na maioria 

Este trabalho abre ainda interessantes perspectivas 

para outros estudos, incluindo a an~lise mais rigorosa dos po~ 

siveis mccanis1nos de ligação de protcinas,aos suportes s61idos 

desenvolvidos. 

5.2. S\n:estõcs 

J'ar<J Jar contj_nuldiJllc ao trabalho rcalizaJo e explo-

rar nov;•s possihiliduJcs de tJso para o Suporte-Resina desenvol 

vida, Stlgcrc-sc a realização dos seguintes estudos: 
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1Jti1iz:Iç5o do Suportc-RcsiiJa JcscnvoJ,·iJo sohrc vãrios forma 

tos: fihrus c tecidos tratados, p:1r:1 imobili:aç5o de cr1zimas 

de inrcrcsse industrial c seu uso em reatores cnzimilticos de 

leito fíxo; 

t:srodo rna1s :1profundndo e sistcmfttíco sobre o mecanismo, rw 

de proteí 

- Utílízaçiío d:1s rv~~ína::; :.l-mcttlolncrilamida e ut·êia-formnldcí 

do polimcri.zadas c moídas a várias granulomctrias. para im~ 

bilizaçõo de :antígenos e anticorpos, coJn vista a seu uso co 

mo imunosorvente em colunas de purificação de ant{genos e an 

ti corpos (Colun~ts de Cromatografia de Afinidade); 

- Padroniz.~u~ão do Teste ELISA usando discos de Suporte-Resina 

com viírios tipos de :1ntí"cnos imobilizados, para determina-

çõcs qu:tntitativas Jc :tnticorpos de v5rias doenças: Doença 

' de Chagas, Rubcola, Toxoplasrnose, llerpes e outros, pela ana-

lise sistcrn5tic:t Je extensos JIUÍII6is Jc soros 110sitivos c ne 

gatlvos, vi snnJ.o a dctcrminaçJ.o de intervalos de normal ida-

de, n;pn)diitihi !idade, scnsi_bi lid:tde, CS)lCCifiCi(\HdC C COD 

fjabilidntlc do teste; 

- !ist\lllO llc rnicJ·oscopi:l clctrônic;t da cstrtatura da camada de 

rcsit1:1 solll"C ll StijlOrtc, para COJlfirmaç5o da ligação stsperf! 

c ia 1 d;i n1·otcfna ao Stlportc-Rcsin:l~ ' .. 

- Estudo para o cst:lbclcclmcnto de um método analítico adequ~ 

do para medida de grupos Mctílol, em resina 0;-mct:ilolacrilami 

da polimcr·izada; 

- Estudo sobre a estabilidade da ligaç5o de anticorpos ao Su-

portc-RcsirHl ~ 
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Desenvolvimcnt.o de "ki ts" comerciais automati::ados para Tes 

tes ELISA com discos, anlicados a virias doenças. . . 
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