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IMMUNOCHEMICAL METHODS FOR ANALYSIS OF ENVIRONMENTAL CONTAMINANTS: CONCEPTS, STATE OF THE
ART AND PERPECTIVES. Immunoassay techniques provide simple, powerful and inexpensive methods for analysis of environmental
contaminants. However, the acceptance of immunoassays is dependent on the clear demonstration of quality and validity compared to
more traditional techniques. In this review, primarily, the understanding and the fundamentals of immunoassay methods are given in
order to make good use of immunoassays, especially of EIA tests. Special attention is given to the concepts related to the enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) formats, such as inhibition concentration at 50% (IC

50
), detection limit (LOD), cross-reactivity

(CR %). It is also explained why some immunoassays are quantitative methods whereas others can only be used as screening methods.
A list of main commercial kits for detection of priority pollutants is given in order to help analysts. Others formats, such as flow-
injection immunoassay analysis (FIIA), immunoassay chromatography and immunosensors are also cited.
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INTRODUÇÃO

A origem dos métodos imunológicos situa-se no final da déca-
da de 50, quando Yalow e Berson1 descreveram o primeiro ensaio
imunológico para detectar insulina humana, o que lhes rendeu o
Prêmio Nobel em 1977. A partir de então, as técnicas imunoquí-
micas foram desenvolvidas como métodos de análise de
macromoléculas (enzimas, hormônios), e posteriormente para
moléculas orgânicas pequenas (drogas, fármacos), tendo seu mai-
or êxito no campo da química clínica2-4. Em meados da década de
70, foi desenvolvido o primeiro ensaio biológico para pesticidas
(aldrin e dieldrin)5. A este ensaio, seguiram-se outros, também ba-
seados na marcação radioativa, chamados ensaios radioimu-
nológicos (“radioimmunoassay, RIA”). Os ensaios imunoenzi-
máticos (“enzyme immunoassay, EIA”) surgiram na década de 60
para identificação e localização de antígenos em preparações
histológicas2,6,7, tendo sido a sua utilidade reconhecida posterior-
mente em outros campos distintos8-13.

No início dos anos 80, começou-se a discutir as possibilidades
que estes tipos de métodos analíticos podiam oferecer na detecção
de contaminantes, tanto em amostras ambientais como de alimen-
tos12,14-16, o que fomentou a sua aplicação no campo da química
ambiental. A partir desse momento, começou-se a utilizar a marca-
ção enzimática, que proporcionava menores riscos e apresentava sen-
sibilidade similar aos métodos convencionais de análise12,15-19.

Inúmeras vantagens podem ser obtidas com a utilização dos
métodos imunoquímicos e, paulatinamente, vão sendo disponibili-
zadas informações sobre diversos aspectos analíticos, tais como i)
interpretação dos dados obtidos no desenvolvimento dos métodos;
ii) estratégias utilizadas para a garantia da qualidade dos procedi-
mentos operacionais; iii) análise dos dados e das informações
lançadas em forma de relatórios técnicos, e iv) controle de quali-
dade para a melhoria da confiabilidade dos métodos, incluindo os
ensaios para validação. Estes avanços são sentidos quando se veri-
fica que algumas agências regulamentadoras, como a EPA (“US

Environmental protection Agency”), que antes eram reticentes quan-
to às técnicas bioanalíticos, já aceitam diversos imunoensaios como
métodos de separação de amostras positivas (“screening methods”);
as amostras serão então destinadas a análises posteriores empre-
gando técnicas convencionais15. Tais agências já admitem, inclusi-
ve, a adoção de métodos já validados para fins quantitativos.

Os métodos imunoquímicos envolvem o uso de anticorpos,
componentes-chave de todos os imunoensaios, sendo caracteriza-
dos por sítios de reconhecimento, presentes nas suas estruturas,
que possibilitam interações altamente específicas com os antígenos.
A geração de anticorpos para moléculas pequenas, como é o caso
da maioria dos compostos de interesse ambiental, é extremamente
difícil, porque moléculas de baixa massa molar não são hábeis na
produção de respostas imunológicas. Esta é, certamente, a princi-
pal razão pela qual os métodos imunoquímicos foram primeira-
mente introduzidos para trabalhos no campo clínico2. Por outro
lado, têm-se observado nas duas últimas décadas grandes progres-
sos no desenvolvimento racional dos anticorpos para moléculas
mais simples, inclusive voltados para análise de contaminantes em
alimentos20.

Mesmo que as técnicas pareçam relativamente simples, tor-
na-se necessário um prévio conhecimento de seus princípios bá-
sicos, bem como dos fundamentos dos diversos formatos de
imunoensaios, para que se possa entender porque alguns
imunoensaios são altamente seletivos e sensíveis para alguns com-
postos de interesse ambiental, enquanto que outros não o são, e
porque alguns métodos imunoquímicos são quantitativos e ou-
tros só podem ser usados como métodos qualitativos (de separa-
ção ou ‘alarme’). Este trabalho visa fornecer alguns elementos
básicos para este entendimento.

VANTAGENS E LIMITAÇÕES DOS ENSAIOS
IMUNOLÓGICOS

O apoio ao uso das metodologias imunoquímicas tem sido base-
ado em três pontos: i) alta sensibilidade alcançada por muitos
imunoensaios, em alguns casos com limites de detecção abaixo de
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0,1 µg L-1 para análises de águas e de alimentos21, e até níveis de
1 µg L-1 em outros tipos de amostras como solos e matrizes biológi-
cas22; ii) elevada especificidade, que torna os imunoensaios capazes
de detectar, com exatidão, um determinado contaminante, mesmo
na presença de outro que possua estreita similaridade química com
este, e iii) extrema simplicidade operacional, com possibilidade de
se analisar, de uma só vez, inúmeras amostras. Em resumo, as prin-
cipais qualidades atribuídas aos imunoensaios incluem sensibilida-
de, especificidade, rapidez, simplicidade e baixo custo.

No entanto, os ensaios imunológicos não são uma panacéia,
uma vez que também apresentam inconvenientes. Diante de matri-
zes complexas, muitos deles servem apenas como técnicas de
“screening”, de modo a se estabelecer uma avaliação inicial da
contaminação presente, devido ao desvio potencial para resultados
falsamente positivos. Isto nos leva ao conceito de reatividade cru-
zada, que pode ser definida como a característica que apresentam
alguns compostos estruturalmente relacionados com o composto
principal, de modo a dar uma resposta positiva frente ao ensaio9.
Além dessa característica – intrínseca do ensaio – podem-se tam-
bém encontrar outras características próprias da matriz, que po-
dem vir a interferir com a técnica, comumente denominadas efeito
de matriz. Estas últimas características baseiam-se no fato de que
os imunoensaios são formados por uma reação in vitro, sendo que
as condições de tal reação, tais como pH, força iônica, temperatu-
ra, tempo de reação, entre outras, afetarão de forma significativa a
eficiência do ensaio.

A aceitação e implantação de metodologias baseadas em
imunoensaios depende da clara demonstração de sua qualidade e
validação, ao estabelecer-se a comparação entre os resultados ob-
tidos com estas técnicas e aqueles provenientes dos métodos tradi-
cionais. Dependendo do tipo de análise ambiental e do analito, os
imunoensaios podem ser utilizados com sucesso como métodos de
“screening”, mas podem também fornecer dados quantitativos. Se
for necessária a análise de um elevado número de amostras, entre
as quais se esperam encontrar bem poucas contaminadas, é melhor
realizar-se antes um ELISA (“enzyme-linked immunosorbent assay”),
confirmando-se, posteriormente, as amostras positivas com méto-
dos analíticos convencionais, como por ex. os espectrofotométricos
ou cromatográficos9,14.

No Brasil, bem poucos grupos desenvolvem pesquisas com téc-
nicas imunoquímicas que, entre as vantagens aqui discutidas, apre-
sentam fatores econômico e ambiental positivos, por utilizarem
soluções biológicas extremamente diluídas e por descartarem o uso
de solventes orgânicos nos protocolos já propostos.

DESENVOLVIMENTO DE UM IMUNOENSAIO

O desenvolvimento de um imunoensaio para análise de qual-
quer composto compreende quatro fases bem diferenciadas:
• Seleção do composto de interesse: fase importante quando se

tenciona realizar a análise de uma determinada classe de
poluentes. Assim, a estrutura química desses compostos, sua
estabilidade e os diferentes produtos de degradação, caso exis-
tam, são fatores que terão de ser considerados. A grande maio-
ria dos pesticidas, por ex., dão origem a produtos de degrada-
ção, sob determinadas condições do meio (pH, temperatura,
etc.); estes, por sua vez, podem ou não interferir com o imuno-
ensaio.

• Preparo dos reagentes: produção de anticorpos e compostos
enzimáticos.

• Projeto do ensaio: seleção e aplicação das condições ótimas
dos reagentes no ensaio.

• Otimização e avaliação do ensaio: definição e otimização dos

parâmetros essenciais do ensaio, incluindo sensibilidade, exa-
tidão, precisão, linearidade, reatividade cruzada, efeitos de
matriz e avaliação da eficiência do ensaio quando aplicado à
análise de amostras reais.
As três primeiras fases correspondem, em síntese, ao projeto

do ensaio imunoquímico. A última está relacionada à caracteriza-
ção do método e inclui também a validação deste, através de técni-
cas analíticas convencionais.

O objetivo principal do desenvolvimento de um imunoensaio é
conseguir-se o máximo reconhecimento por parte do anticorpo em
relação a um único composto, ou a uma classe particular de conta-
minantes. A maioria das proteínas e polipeptídios de elevado peso
molecular são imunógenos naturais (capazes de produzir uma res-
posta imunológica) e podem, deste modo, ser injetados diretamen-
te no animal sem nenhum tipo de modificação14,19. Na prática, um
composto somente produzirá uma imunoresposta aceitável se sua
molécula tiver um peso molecular a partir de 5000 daltons (Da)9.
No desenvolvimento de um ensaio para contaminantes orgânicos,
que normalmente são constituídos de moléculas muito pequenas
(< 1000 Da), devido ao fato de estes não produzirem uma imuno-
resposta, o procedimento para desenvolvimento do imunoensaio
deve ser diferente. Neste caso, deve-se estabelecer uma ligação
covalente entre a molécula do poluente (de baixo peso molecular)
e uma molécula de maior peso molecular, geralmente uma proteí-
na. Na terminologia dos estudos envolvendo imunologia, os com-
postos que possuem baixo peso molecular são denominados
haptenos, e os conjugados do tipo hapteno-proteína são conheci-
dos como imunógenos ou imunoconjugados. Quando o conjugado
hapteno-proteína (ou poluente-proteína) é injetado em um animal,
este desencadeia uma resposta imunológica frente ao complexo,
de forma que alguns anticorpos produzidos como conseqüência
dessa resposta, dirigem-se contra as moléculas do poluente que
estão unidas à proteína9,23.

Esta é uma fase laboriosa do trabalho e inclui três etapas: sín-
tese dos haptenos, preparo dos imunógenos e a imunização em
animais de laboratório (cobaias). Como já mencionado, a produ-
ção dos anticorpos é a chave para o sucesso no desenvolvimento de
qualquer imunoensaio. A seguir, veremos alguns importantes con-
ceitos imunológicos dentro de cada uma dessas etapas.

Síntese dos haptenos

Em muitas ocasiões, os compostos utilizados na obtenção dos
anticorpos não apresentam nenhum grupo funcional para sua união
covalente a uma molécula de maior tamanho. É por isso que se
recorre à síntese dos haptenos.

Não existe um consenso geral sobre o procedimento ótimo para
a produção de um hapteno, já que tal procedimento não obedece a
regras perfeitamente definidas que garantam o êxito, mas sim exis-
te apenas uma série de recomendações gerais a respeito19,24,25. Em
teoria, o hapteno considerado adequado para um determinado analito
deve imitar sua molécula quase à perfeição, tanto em estrutura,
geometria, carga e propriedades hidrofóbicas, quanto em relação à
sua capacidade de unir-se por ligações de pontes de hidrogênio25.
Entretanto, algumas vezes, simples fragmentos característicos da
molécula podem dar origem a bons anticorpos26. O problema resi-
de no fato de que, para se poder acoplar covalentemente um deter-
minado composto a uma proteína, é necessário que o primeiro dis-
ponha de grupos funcionais susceptíveis de serem utilizados para
esse fim, tais como os grupamentos carboxila (-COOH), amino
(-NH

2
), hidroxila (-OH) ou sulfidrila (-SH). Infelizmente, uma gran-

de parte dos compostos de interesse ambiental não possui tais gru-
pos, o que torna necessária a sua introdução por modificação quí-



464 Quim. NovaNunes

mica do analito, ou por síntese de derivados que os contenham. É
exatamente nesse momento que os haptenos são produzidos.

Preparação dos imunógenos

Uma vez sintetizado o hapteno, é necessário uni-lo covalente-
mente a uma proteína. Geralmente os haptenos são unidos às pro-
teínas isoladas de espécies diferentes daquelas que se pretende
imunizar. Para os animais habitualmente utilizados na produção de
anticorpos (coelhos e camundongos), em geral são utilizadas as
seguintes proteínas: as albuminas provenientes de soro bovino
(BSA), de soro humano (HSA), de ovo de galinha (OVA); a tiroglo-
bulina (TG), e a hemocianina (KLH)26,27. A metodologia química
empregada para o acoplamento do hapteno às proteínas depende
do grupo funcional presente, existindo, assim, diversos procedi-
mentos para cada tipo de hapteno24,28-30. Os métodos de conjugação
usualmente empregados para a reação entre os grupamentos
carboxila e amina, e a conseqüente formação do grupamento amida,
são o método do anidrido misto28 e o método do éster ativo30.

Logo após a conjugação, torna-se necessária a realização de
uma etapa de purificação dos conjugados hapteno-proteína, antes
da imunização31. Também é muito importante verificar se a reação
de conjugação teve êxito e, em seguida, caracterizar a estrutura do
imunoconjugado antes da imunização, calculando-se o número de
haptenos unidos à proteína. Normalmente, para se obter uma boa
produção de anticorpos, são necessários entre 10 e 30 grupos
haptênicos por cada 100 KDa de proteína32, apesar de já terem sido
obtidos resultados satisfatórios com relações mais altas ou mais
baixas. Existem vários procedimentos - geralmente por espectro-
metria UV-vis - para se estimar quantitativamente o número de
conjugados de hapteno unidos à proteína33-35, embora nos últimos
anos tenham surgido outros métodos, como dessorção da matriz
por meio de laser-espectrometria de massas (MALDI-MS) e a
ionização “electrospray”-espectrometria de massas (ESI-MS)36-38.

Produção dos anticorpos (imunização)

Os imunógenos são utilizados para induzir a produção dos
anticorpos no animal selecionado. Algumas revisões a respeito dos
procedimentos de imunização podem ser encontradas19,39-42, mas
em geral há ainda uma falta de guias desses procedimentos for-
mais. Entretanto, é útil considerar-se os mecanismos implicados
na imunoresposta e os fatores que a influenciam43,44. Estes fatores
incluem o tipo de adjuvante45-47, a dose do imunógeno48-50, a esco-
lha do animal, a rota de imunização51, o calendário de imunização
e a natureza do imunógeno51,52.

A escolha da rota de imunização depende, essencialmente, do
animal a ser imunizado. A maioria dos trabalhos envolve a utiliza-
ção de camundongos, pois esses animais apresentam diversas van-
tagens sobre os demais, entre elas, as facilidades de obtenção,
manutenção e manuseio, a vasta disponibilidade de animais de li-
nhagem pura, destinados a diferentes estudos imunológicos, e a
resposta imuno-humoral, cuja evolução é bastante semelhante à do
homem19,53. Contudo, dependendo do tipo de composto a ser testa-
do, nem sempre o uso de animais de pequeno porte, como camun-
dongos54,55 e coelhos55,56, pode levar a uma imunoresposta com a
sensibilidade esperada, o que obriga o pesquisador a mudar de ani-
mal. Deste modo, ovelhas, porcos, bois, cavalos e camelos têm
sido também utilizados em investigações específicas53,57-60. A lite-
ratura registra ainda alguns trabalhos utilizando peixes61,62 e gali-
nhas63,64, mas estes apresentam baixa resposta, embora, no caso
dos peixes, tenha sido verificada uma maior duração da
imunoresposta.

NATUREZA E ESTRUTURA DOS ANTICORPOS

Os anticorpos pertencem a uma família de glucoproteínas rela-
cionadas estruturalmente, chamadas imunoglobulinas (Ig), presen-
tes no soro sanguíneo de todos os mamíferos. Tais proteínas são
formadas naturalmente por indução da reação com os antígenos
(substâncias estranhas). Na maioria dos animais superiores, cinco
classes distintas de moléculas de imunoglobulinas são conhecidas:
IgG, IgA, IgM, IgD e IgE, diferindo-se uma das outras em tama-
nho, carga, composição de aminoácidos e conteúdo de carbo-
idratos23,28,31.

Em 1962, foi proposto um modelo básico para as imunoglo-
bulinas: cadeias de proteínas com um número igual de cadeias pe-
sadas (50-77 KDa) e de cadeias leves (~25 KDa). As cadeias leves
são comuns a todas as classes de imunoglobulinas, enquanto que
as cadeias pesadas são estruturalmente diferentes de cada classe
ou subclasse. A maiorias das imunoglobulinas pertence à classe
das IgG e possui unicamente a unidade básica de quatro cadeias,
consistindo de duas cadeias polipeptídicas leves idênticas, e outras
duas pesadas, também idênticas. As cadeias pesadas estão unidas
entre si por pontes de dissulfeto (-S-S-) e cada uma delas está uni-
da, por sua vez, a uma cadeia leve, por pontes de dissulfeto e
interações não-covalentes31,39,43. A unidade básica é simétrica, quer
dizer, cada metade contém uma cadeia leve e outra pesada, resul-
tando em uma estrutura em forma de Y (Figura 1)43.

A parte aminoterminal dos domínios das cadeias pesadas e leves
do Fab são responsáveis pelo reconhecimento e pela união do
antígeno, denominando-se domínio V (Fv, fração variável), que pos-
sui seqüências variáveis de aminoácidos40,43 e serve para acoplar o
anticorpo de uma superfície complementar ao antígeno (interação
‘chave-fechadura’). A alta afinidade que possui o anticorpo e o
antígeno é determinada precisamente pela formação de pontes de
hidrogênio, interações eletrostáticas, forças de Van der Waals e
interações hidrofóbicas26. Os demais domínios (na metade carboxi-
terminal), denominados domínios C (constantes), são característi-
cos de cada espécie e participam na regulação da imunoresposta,
representando cerca de 90% da massa total do anticorpo. Esta divi-
são é que determina o papel bifuncional dos anticorpos: uma fração
da molécula intervém na união específica com o antígeno, enquanto
que a outra é responsável pela união dos tecidos e moléculas do
hospedeiro, incluindo diversas células do sistema imunológico. A

Figura 1. Estrutura básica de uma imunoglobulina do tipo G (anticorpo).

Fab = fragmento que contém o sítio de ligação do antígeno (papaína),

determinanate do anticorpo; a parte aminoterminal deste fragmento realiza
o reconhecimento e permite o acoplamento com o antígeno. Fc = fração

constante da cadeia pesada, cuja função específica é a regulação da

imunoresposta frente ao hospedeiro
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ativação de distintas funções biológicas depende das diferentes ca-
deias pesadas que possuem as imunoglobulinas, o que lhes confere
uma classificação segundo a estrutura dessas cadeias52.

Os anticorpos gerados durante uma reação imunológica podem
se unir a uma área específica da molécula do antígeno, chamada
epítopo. Se o antígeno é muito grande, uma população heterogê-
nea de diferentes anticorpos pode ser formada durante a imuniza-
ção. Cada grupo de células B geneticamente idênticas (‘clones’)
estimuladas produz seu próprio anticorpo característico, porém
todos os anticorpos produzidos pelo mesmo clone são idênticos.
Uma vez que não se podem separar os anticorpos de clones dife-
rentes, o antisoro resultante é, por natureza, ‘policlonal’, isto é, os
anticorpos são gerados por diferentes clones de células43,48,52.

Os anticorpos policlonais são os mais fáceis de se produzir;
por outro lado, a biotecnologia possibilitou a produção de anticorpos
‘monoclonais’, a partir da fusão de células B únicas com células
tumorais65,66, técnica desenvolvida por Köhler e Milstein em 197567,
e que lhes conferiu o Prêmio Nobel, em 1986. Se cada uma dessas
fusões de células imortais é cultivada separadamente, podem ser
obtidos os ‘anticorpos monoclonais’. Além da uniformidade atri-
buída ao próprio processo de obtenção desses anticorpos, uma ou-
tra vantagem é que a mesma linha celular pode, virtualmente, pro-
duzir um número ilimitado de anticorpos com a mesma afinidade e
especificidade, enquanto que o fornecimento de um antisoro
policlonal está limitado ao do animal imunizado.

A tecnologia do DNA e a moderna engenharia de produção de
anticorpos vêm suplementando e, em alguns casos, substituindo a
tecnologia do hibridoma68. Anticorpos monoclonais recombinantes
obtidos de vários animais, tais como galinhas, ovelhas ou lhamas,
podem ser agora produzidos com certa facilidade. Recentemente,
Lamari e seus colaboradores apresentaram uma breve revisão so-
bre esses métodos69. Basicamente, a produção de anticorpos a par-
tir da tecnologia do DNA é realizada mediante procedimentos usa-
dos para ligar fragmentos de DNA heterólogos in vitro. Em condi-
ções apropriadas, a molécula do DNA recombinante pode penetrar
na célula e replicar de forma autônoma (independente da replicação
do cromossoma), ou mesmo após integrar em um cromossoma ce-
lular. Anticorpos anti-DNA podem ser assim obtidos pela imuniza-
ção em animais, preferencialmente de grande porte. Para a imuni-
zação, cDNA específicos para a porção variável leve e pesada das
imunoglobulinas são preparados, a partir dos respectivos hibridomas
e, depois, clonados. A grande vantagem dessa técnica reside no
fato de que os anticorpos são obtidos quase puros e apresentam
elevada homologia. Contudo, a dificuldade operacional, a falta de
disponibilidade de animais e a baixa reprodutibilidade na técnica
são os grandes entraves para os biotecnologistas.

Existem inúmeros exemplos de anticorpos policlonais e
monoclonais, desenvolvidos para aplicações em análises de
contaminantes ambientais. Embora os antibióticos sejam conside-
rados substâncias de interesse clínico, diversos formatos de
imunoensaios têm sido desenvolvidos, utilizando-se diversos tipos
de anticorpos, para análises de resíduos em amostras de leite, soro
e água. Revisões sobre o desenvolvimento e a aplicação desses
métodos foram recentemente apresentadas por Stead4 e Gil et al.66.
Nas duas últimas décadas, diversos ensaios imunológicos foram
desenvolvidos para análise de diferentes grupos de contaminantes
ambientais, em especial pesticidas, apresentando baixos limites de
detecção, tanto com anticorpos policlonais, quanto com
monoclonais. No entanto, vários argumentos a favor ou contra a
aplicação de um ou de outro têm sido discutidos na literatura27,70,71.
Algumas vezes, um mesmo anticorpo pode ter aplicação em análi-
ses clínicas ou ambientais, dependendo da matriz; porém, de acor-
do com as interferências provocadas pelos demais componentes da

amostra (efeito de matriz), a sensibilidade pode variar, para um
mesmo tipo de ensaio imunoenzimático. Foi proposto, por isso,
um protocolo para melhor seleção dos pares anticorpo-antígeno,
destinados a certas aplicações clínicas72.

PROJETO DO ENSAIO IMUNOENZIMÁTICO

O projeto do imunoensaio constitui-se na escolha dos reativos
e do protocolo a ser seguido, para se atingir o objetivo do ensaio: a
quantificação, no menor tempo possível, da menor concentração
possível do analito. Dentro dessa ótica, tem-se que selecionar o
anticorpo (ou os anticorpos) com uma especificidade apropriada e
uma afinidade característica. Para isto, deve-se ter em conta o prin-
cípio em que se baseia a interação entre o anticorpo e o antígeno. É
importante também realizar a seleção dos marcadores utilizados
para a quantificação, os suportes empregados e o método de sepa-
ração (tipo de ensaio).

Em geral, os ensaios imunológicos constituem-se de métodos
analíticos diretamente dependentes da união específica do anticorpo
com seu analito. Esta interação é quantificável, graças à utilização
de marcadores. Os diferentes tipos de marcadores incluem os
radioisótopos1,23, as enzimas6,7,23, a fluorescência73, a fosfores-
cência23,28, a quimioluminescência8,23,28 e a bioluminescência74. Os
métodos mais usados até o presente momento utilizam enzimas e
substratos colorimétricos, como aqueles empregados pela primei-
ra vez por Miles e Hayes75, e posteriormente aplicados a ensaios
imunológicos9. Os marcadores enzimáticos mais usados são a
peroxidase (“horseradish peroxidase, HRP”) e a fosfatase alcalina
(“alkaline phosphatase, AP”)76,77, que apresentam uma série de re-
quisitos indispensáveis (elevada pureza, alta atividade específica,
substrato estável, facilmente conjugável, etc.)29.

Existe uma ampla variedade de suportes sólidos onde se pode
acoplar o anticorpo (ou o antígeno, dependendo do EIA). Entretan-
to, podem ser divididos em dois grupos: partículas sólidas (em ge-
ral, partículas magnéticas de 1 µm de diâmetro, nas quais os
anticorpos se unem covalentemente), e superfícies sólidas (mem-
branas, tubos e microplacas)78,79. Igualmente ampla é a variedade
de procedimentos para se acoplar o anticorpo ou o antígeno à fase
sólida80,81. Entre todos os suportes sólidos existentes, as microplacas,
conhecidas como placas de poliestireno irradiadas, são as mais
populares, apesar de possuírem menor capacidade de fixação dos
anticorpos82,83. Por outro lado, essas placas apresentam a vantagem
de necessitarem uma quantidade muito pequena do marcador, além
de possibilitarem o desenvolvimento de ensaios altamente sensí-
veis81,83. Os fabricantes mais conhecidos das microplacas são as
companhias Millipore, ImmunoSystem, Ensys e Quantix, enquan-
to que a Ohmicron Systems desenvolveu tecnologias altamente so-
fisticadas para a produção de partículas magnéticas.

Tipos de ensaios imunoquímicos

Os EIA podem ser de diversos tipos e formatos, em função dos
quais a espécie do complexo anticorpo-antígeno conjugado é de-
tectada27,81. Assim, o número de possíveis configurações que um
ensaio imunológico pode adotar é enorme, existindo uma confusa
e extensa classificação e terminologia29. Apesar disto, pode-se di-
vidir os diferentes tipos de EIA em dois grupos principais: ensaios
imunoenzimáticos heterogêneos e ensaios imunoenzimáticos ho-
mogêneos. Os ensaios heterogêneos necessitam da separação, du-
rante a análise, dos reativos unidos daqueles não-unidos. Os
imunoensaios homogêneos são populares no campo clínico, en-
quanto que os heterogêneos possuem aplicação predominante na
análise de matrizes ambientais81.
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Os EIA’s heterogêneos também são conhecidos como ensaios
imunoenzimáticos em suporte sólido, que incluem os ensaios não-
competitivos e os ensaios competitivos. O primeiro tipo recebe a
denominação de ensaio imunométrico ‘sanduíche’, devido ao fato
de existirem dois tipos de anticorpos direcionados a diferentes
epítopos do antígeno, formando um sanduíche do anticorpo unindo
o antígeno no meio. O segundo, mostrado na Figura 2a, é denomi-
nado imunoensaio competitivo, uma vez que implica na competi-
ção entre o analito e o analito marcado, por um número limitado de
sítios de união do anticorpo.

Depois de uma etapa de lavagem, através da qual são separados
os analitos dos analitos marcados que não se uniram ao anticorpo do
meio, é medida a concentração dos analitos marcados unidos, gra-
ças ao processo de detecção da enzima. Este procedimento é viável
para moléculas do analito de qualquer tamanho, mas requer a obten-
ção de um derivado de analito marcado que, em algumas ocasiões,
não é fácil de se obter, ou seu processo de obtenção é muito caro.
Para resolver este problema, pode-se imobilizar o antígeno em lugar
do anticorpo (Figura 2b). Os dois ensaios apresentados como exem-
plos na Figura 2 foram desenvolvidos para análise do inseticida
carbaril. Posteriormente, observou-se que o ensaio do tipo sanduí-
che, desenvolvido por Montoya et al.84, era mais eficiente na deter-
minação desse contaminante, cuja molécula é extremamente peque-
na. Este método foi, então, adaptado para análise direta de amostras
vegetais85,86 e ambientais87. A diferença do formato de ELISA tipo
sanduíche é que neste ensaio competitivo o sinal gerado é inversa-
mente proporcional à concentração do analito.

Processamento do sinal analítico

Em um ensaio ELISA, contendo uma quantidade conhecida de

anticorpos unidos a um suporte sólido, bem como uma concentra-
ção fixa de conjugados enzimáticos, a determinação fotométrica
da atividade enzimática por absorção está relacionada à concentra-
ção do analito via uma curva concentração-resposta (ou curva dose-
resposta), representada na Figura 3. Este tipo de curva é construída
com concentrações de antígeno resultando em uma forma sigmóide,
com uma região central linear. Quando a concentração do analito é
muito baixa, o equilíbrio está a favor de uma alta concentração do
conjugado enzimático unido aos anticorpos, e sua absorbância cor-
respondente será a mais alta. A faixa de trabalho dessa curva de
calibração está delimitada pelos limites superior e inferior. Dentro
dessa faixa, a variação de absorbância está relacionada com a con-
centração do analito. Em concentrações mais elevadas (limite su-
perior), o ensaio está saturado e um incremento na concentração
de analito não produz nenhum efeito. A faixa de trabalho desse
tipo de curva é uma característica importante, e fornece uma pri-
meira idéia da sensibilidade do teste24,25,29,31.

A forma mais comum de representar essa curva é com a varia-
ção da absorbância, A, utilizando-se uma abscissa logaritmica para
a concentração do analito. No entanto, para se realizar uma com-
paração direta de várias curvas-padrão, os dados de absorbância
podem ser normalizados entre 100% (absorbância medida em con-
centração zero, A

0
) e 0% (absorbância medida em concentração

em excesso, A
excesso

). A transformação é realizada de acordo com os
valores de % B/B

0
:

% B/B
0
 = (A – A

excesso
) / (A

0
 – A

excesso
) x 100

onde A é a absorbância da amostra ou padrão. É conveniente repre-
sentar as curvas-padrão obtidas com os valores da absorbância ou
da % B/B

0
, em função do logaritmo da concentração do analito,

uma vez que é mais fácil se incorporarem os dados originais sobre
o gráfico. A fim de se obter melhor linearidade, diversas transfor-
mações matemáticas foram propostas88,89, mas o tipo de transfor-
mação que melhor se aproxima a essa classe de curvas é a dos
quatro parâmetros logaritmicos89, obtida mediante regressão não-
linear, definida pela seguinte equação:

y = [(A – D) / [1 + (x / C)B] ] + D

onde y é a absorbância; x, a concentração do analito; A, a assíntota
máxima (correspondente à absorbância na ausência do analito, A

0
);

Figura 2. Imunoensaios competitivos desenvolvidos para o inseticida carbaril.

a) ELISA competitivo com anticorpos imobilizados e posterior adição da
solução contendo o analito e o analito marcado enzimaticamente; b) ELISA

competitivo direto com antígenos imobilizados e posterior adição da solução

contendo o analito e o anticorpo marcado enzimaticamente

Figura 3. Curva de calibração representativa de ensaios imunológicos

competitivos, com indicação de seus parâmetros característicos, após seu

ajuste com uma equação logarítmica de quatro parâmetros. CV = coeficiente
de variação. LD = limite de detecção
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B, a inclinação da curva no ponto de inflexão; C, o valor de x no
ponto de inflexão (correspondente à concentração do analito que
produz uma redução de 50% de A

0
), e D é a assíntota mínima (sinal

de fundo, A
excesso

) (Figura 3).
Na curva dose-resposta podem-se também observar outros

parâmetros relacionados com a sensibilidade do ensaio imunológico.
A sensibilidade pode ser expressa pelo limite de detecção (LD), que
é considerado como sendo a mais baixa concentração do analito que
produz um sinal que pode ser significativamente distinguido da con-
centração zero, com certo grau de confiança. Embora não exista uma
forma padrão de definir esse limite, há um consenso geral em esco-
lher a concentração do analito que iniba 10% da união do anticorpo
com o conjugado enzimático; este seria então o valor de 90% de B/
B

0
. Outra forma de descrever esse limite seria considerá-lo como

sendo duas ou três vezes o desvio padrão da média da medida do
sinal obtido quando a concentração do analito é zero82,90.

Na porção não-linear da curva, a variância não é uniforme e os
erros experimentais aumentam à medida que se afasta da parte li-
near da curva (central). Assim sendo, a precisão do teste poderia
ser determinada em função do coeficiente de variação. A melhor
precisão é encontrada para valores de concentração mais próximos
daquela concentração onde 50% das moléculas do traçador
enzimático se deslocaram do anticorpo na presença de certa con-
centração do analito, isto é, no ponto 50% B/B

0
. Este parâmetro,

denominado IC
50

 (“Inhibition Concentration at 50%”), é normal-
mente utilizado para expressar a sensibilidade do imunoensaio40,89,91.

O valor de IC
50

 é igualmente útil quando se deseja comparar
diferentes curvas, tanto do próprio analito, quanto de diferentes
compostos, comumente denominados “cross-reactants”, que po-
dem dar uma resposta positiva ante o ensaio. Isto implica dizer que

este parâmetro poderá nos dar uma idéia da reatividade cruzada
(“cross-reactivity, CR”) de um composto que não seja o analito40,48,50,88,
segundo a seguinte equação:

CR (%) = (IC
50 

do analito / IC
50 

do composto) x 100

Em um estudo recente92, um “kit” baseado em um imunoensaio
competitivo do tipo ELISA para determinação de compostos aromá-
ticos policíclicos foi utilizado, e as reatividades cruzadas foram de-
terminadas para 16 compostos, incluindo antraceno e seus deriva-
dos, fenantreno, fluoreno, dibenzofurano, naftaleno e seus deriva-
dos, entre outros. O “kit” foi aplicado à análise de solos, apresentan-
do boa sensibilidade e baixos valores de CR, tomando-se o fenantreno
como substância referência. Estudo similar foi desenvolvido anteri-
ormente93, tendo sido obtidas as RC para 19 compostos.

AVANÇOS E PERSPECTIVAS

Os avanços mais recentes na área dos métodos imunoquímicos
incluem o desenvolvimento de novos formatos de ensaios10,63,81, de
ensaios multiresiduais68,81, de imunoensaios hifenados com FIA
(“Flow Injection Analysis”)10, além do surgimento de diversos mé-
todos envolvendo cromatografia por imunoafinidade10,94.

Avanços na biotecnologia têm permitido também a produção
de anticorpos policlonais, monoclonais e até recombinantes19,81 al-
tamente seletivos para diferentes tipos de contaminantes ambientais,
incluindo alguns dos pesticidas de última geração, dioxinas e
microcistinas (Tabelas 1 e 2). Revisões sobre os métodos utilizan-
do biomarcadores e imunoensaios para análise de dioxinas foram
recentemente apresentadas139-141. Imunoensaios para bifenilas

Tabela 1. Anticorpos policlonais desenvolvidos para análises de contaminantes ambientais por ELISA

Haptenos Sensibilidade do imunoensaio Ref.

• Herbicidas
2,4-D 100 ppb* 95
atrazina 100 ppb (cobaia; coelho; amostra de água) 96, 97

0,3 ppb (cobaia; ovelha; amostra de água)
dicamba 10 ppb 98
glifosato 1 ppm (amostra de solo) 99
metalaclor, alaclor 0,06-0,4 ppb 100
paraquat 0,1 ppb (amostra de solo) 101
picloram 10 ppb 102

• Inseticidas
etofenproxi 1 ppb (amostra de água) 103
fenitrotion 0,3 ppb 104
fenoxicarb 0,5 ppb 105
organofosforados 0,1 ppb (cobaia; coelho) 106, 107

0,1 nM (cobaia; galinha)
esfenvalerato 3 ppb 108

• Fungicidas
tiabendazol 9 ppb 109
tiram 30 ppb 110

• Antibióticos
espectinomicina 2 ppb 111

• Outros
clorofenóis 0,7 – 1 ppb 112
naftaleno 1-2 ppb 113
bisfenol A 2,5 µM (amostra de água) 114
hidrocarbonetos poliaromáticos 0,9 ppb 93, 114, 115, 116

0,5 – 4 ppb
200 ppb a 5 ppm (amostra de solo)
400 ppb (óleo de transformador)

bifenilas policloradas 0,6 – 12 ppb 117

Quando não indicada a fonte do anticorpo, entende-se que este foi produzido em coelhos.
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policloradas, dioxinas e dibenzofuranos policlorados também fo-
ram revisados142.

As microcistinas são consideradas poluentes naturais em ambien-
tes aquáticos, podendo também caracterizar a poluição de origem
antropogênica. Em 1985, na Austrália, 25 pessoas foram contamina-
das após consumirem água contaminada com cilindrospermopsina,
uma toxina produzida pela cianobactéria Cylindrospermopsis
raciboskii143. Em 1996, a morte de 50 pacientes em um hospital no
estado de Pernambuco foi atribuída à intoxicação por essas toxinas
provenientes de cianobactérias contidas na água utilizada para a
hemodiálise144. O uso de ensaios imunoenzimáticos para a detecção
de microcistinas já é uma realidade, e os métodos baseiam-se na inibi-
ção competitiva da enzima fosfatase alcalina145-151. Também já se po-
dem ser encontrados no mercado “kits” para análise rápida, não só
desses poluentes, como de muitos outros; tais sistemas vêm sendo
amplamente utilizados em estudos e monitoramentos ambientais.

Desde a conferência sobre validação de métodos bioanalíticos,
que ocorreu na cidade de Crystal (EUA), e que foi organizada pelas
agências reguladoras americana (“Food and Drug Administration, FDA”)
e canadense (“Health Protection Branch, HPB”), além de inúmeras
outras organizações científicas, incluindo a IUPAC, diversos procedi-
mentos e regras para desenvolvimento, validação e aplicação dos mé-
todos imunoquímicos têm surgido, estando voltados principalmente
para a indústria farmacêutica152,153. Contudo, esses protocolos têm ser-
vido de base para trabalhos com amostras ambientais.

Os “kits” de imunoensaios também têm-se constituído em uma
poderosa ferramenta para a biomonitorização de poluentes no or-
ganismo humano, principalmente no campo da epidemiologia
ambiental e ocupacional154-161. A Tabela 3 apresenta alguns exem-
plos desses kits de imunoensaios para detecção de poluentes con-
siderados prioritários para (bio)monitorização e monitorização
ambiental. Uma grande atenção tem sido dada à detecção/
quantificação de resíduos de pesticidas, principalmente os com-
postos de última geração, cuja polaridade varia de mediana a alta,
e que têm sido freqüentemente encontrados nos ambientes aquáti-
cos, na biota e também nos alimentos162-164. A Figura 4 apresenta
um esquema de análise rápida desses contaminates, utilizando um
kit do tipo placa. Na maioria dos casos, em menos de 1 h de análise
pode-se ter uma resposta. Infelizmente, em alguns formatos, pro-
blemas com reatividade cruzada e falta de reprodutibilidade difi-
cultam o uso desses kits como métodos confiáveis de análise. Em
determinados produtos comerciais, observa-se também uma vali-
dade menor que a indicada pelo fabricante, para certos imuno-
reagentes que acompanham o kit, mesmo obedecendo-se todos os
cuidados de armazenamento e transporte. Isto, efetivamente, pode
alterar os resultados dos testes e fornecer resultados falsamente
positivos ou negativos.

Imunossensores amperométricos automatizados e, na maioria
dos casos, operando em FIA, têm sido desenvolvidos para análise
de poluentes de baixo peso molecular165,166, e uma nova categoria

Tabela 2. Anticorpos monoclonais desenvolvidos para análises de contaminantes ambientais por ELISA

Haptenos Sensibilidade do imunoensaio Ref.

• Herbicidas
2,4-D 0,1 ppb 118
atrazina 0,1 ppb 119, 120

1 nM
iIsoproturon 20 ppb 121
paraquat 1 ng 122
metalaclor, alaclor 0,06-0,4 ppb (amostra de água) 100
paraquat 0,1 ppb 101
picloram 10 ppb 102
terbutilazina IC

50
 = 0,13 ppb (amostra de água) 123

• Inseticidas
azinfos metílico IC

50
 = abaixo de nM 124

propoxur IC
50

 = 6,5 nM 125
carbaril 0,1 ppb 126
carbofuran IC

50
 = 0,74 ppb 125, 127

organofosforados 1 ppb 106
• Fungicidas

tiabendazol 0,05 ppb (amostra de água) 127
• Antibióticos

gentamicina 0,5 - 0,7 ppb (amostra de leite e soro) 128, 129
estreptomicina 0,8 - 10 ppb 128, 130, 131, 132
neomicina 0,7 - 3,6 ppb 128

• Outros
dinitrofenol K

d
 = 1 mM 133

hidrocarbonetos poliaromáticos 2 nM 93, 116, 134, 135
0,1 ppb (amostra de água e sedimentos)
200 ppb a 5 ppm (óleo de transformador)
2,21 a 1500 ppb

dioxinas 20 ppb (amostra de água) 136
dioxinas e furanos IC

50 
= 4 – 5 ppb (amostra de solo) 137

bifenilas policloradas 2,6 pmol (amostra de alimentos e água) 138

Quando a sensibilidade não é apresentada como IC
50

, trata-se do limite de detecção. Quando não especificado o tipo de amostra, trata-se
apenas do desenvolvimento e caracterização do imunoensaio.
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Tabela 3. Alguns kits de imunoquímicos comerciais para
(bio)monitorização de poluentes prioritários

Composto detectado Fabricante

• Pesticidas
acetoclor Millipore (P)
alaclor Baker (T), Millipore (P, T),

Quantix (P)
aldicarb Baker (T), Millipore (P, T),

EnviroLogix (P)
atrazina (triazinas) Baker (T), Millipore (P, T),

R-Biopharm (P), EnviroLogix (P)
benomyl (MBC) Quantix (P)
captan Baker (T)
carbaryl Baker (T)
carbendazim Baker (T)
carbendazim/benomil Millipore (T), EnviroLogix (P)
carbendazim/MBC Millipore (P)
clordane Millipore (T)
clorpirifos Baker (T), EnviroLogix (P)
2,4-D Baker (T), Millipore (P, T)
DDT Millipore (P), EnviroLogix (P)
fenitrotion Millipore (P, T)
glifosato EnviroLogix (T)
isoproturon Millipore (P)
metolaclor Baker (P), Quantix (P)
paraquat Baker (T), Millipore (P),

EnviroLogix (P)
paration/paration metílico Millipore (P), EnviroLogix (P)
trifluralina Quantix (P)
triclopir Baker (T)
herbicidas urea Millipore (P)
piretróides sintéticos EnviroLogix (P)

• BTEX Baker (T), Millipore (T), Quantix
(P), Drager (T)

• pentaclorofenol Baker (T), Drager (T), Millipore
(T)

• bifenilas policloradas Baker (T), Drager (T), Millipore
(T)

• hidrocarbonetos Baker (T), Drager (T), Millipore
poliaromáticos (T), Quantix (P), Strategic

Diagnostics Inc. (T),
EnviroGard (T), SDI (T),
Ohmicron (T)

• TNT Millipore (P,T), R-Biopharm (P),
SDI (T), Ohmicron (T), BioGenes
(P), Immunolab (P),
R-Biopharm (P)

• acetanilidas EnviroLogix (P)
• dioxinas EnviroGard (P), SDI (P),

Millipore (P), BioScan Screening
Systems (T),
CAPE Technologies (T)

• mercúrio BioNebraska (T)
• microcistinas EnviroLogix (P), Abraxis LLC (P)

P = kit em placa; T = kit em tubo

Figura 4. Análise rápida de um poluente utilizando um kit de imunoensaio

do tipo placa

de sistemas analíticos foi descrita pela primeira vez em 1992, dan-
do origem aos sistemas de imunoanálises por injeção em fluxo
(“flow-injection immunoanalysis systems”, FIIA)10. Em geral, os
biossensores dispensam o tratamento da amostra, principalmente
se esta for líquida ou pastosa, sendo ainda muito mais rápidos e

sensíveis que os métodos convencionais. Anticorpos podem ser uti-
lizados como reagentes altamente seletivos em biossensores
amperométricos ou óticos. Contudo, é importante mencionar que,
por definição, um método analítico baseado em um imunossensor
não pode ser considerado um imunoensaio, porque no caso dos
biossensores existe, inexoravelmente, a presença de um transdutor.
São verificadas ainda muitas distorções conceituais nesse campo
da análise química.

O desenvolvimento de imunossensores tem sido limitado pelo
fato de que as interações anticorpo-antígeno não são prontamente
reversíveis66, e o uso de agentes que promovem a dissociação des-
sas ligações não tem resultado, na maioria dos casos, em procedi-
mentos reprodutíveis. Também, o uso de sistemas em fluxo acopla-
dos a imunossensores não tem se mostrado uma tarefa fácil, e as
pesquisas para o melhoramento dos sistemas em FIIA encontram,
atualmente, seu foco nas seguintes vertentes: i) desenvolvimento
de novos imunoreagentes (anticorpos mais específicos, para cons-
trução de sistemas multianalíticos); ii) estudos de novos formatos
de EIA’s, de modo a minimizar os inconvenientes relacionados com
instabilidades dos reagentes e regeneração na imunosuperfície; iii)
aplicação de metodologias já estabelecidas, como por ex., o uso de
fibras óticas, para o desenvolvimento de sistemas miniaturizados e
portáteis, e iv) desenvolvimento de imunosenssores capazes de de-
terminar, simultaneamente, mais de um analito, através do uso de
vários anticorpos e marcadores enzimáticos ao mesmo tempo167.
Tais tecnologias poderão, no futuro, vir a ser a base para progra-
mas internacionais destinados ao controle “online” de poluição
ambiental168.

Um dos atuais grandes desafios no campo do desenvolvimento
de imunoensaios é o estabelecimento de formatos que não empre-
guem marcadores. Como já mencionado, os EIA’s mais atuais uti-
lizam compostos fluorogênicos (I125, isótopo radiativo do iodo),
quimiluminogênicos (p. ex., compostos fluorescentes como o
isotiocianato de fluoresceína e a rodamina) e, principalmente,
enzimas como marcadores. Os marcadores radiativos possuem vida
útil extremamente curta e os fluorescentes são altamente sensíveis
a pequenas mudanças de pH e temperatura. Além disso, se a amos-
tra contiver substâncias que emitam naturalmente radiação no mes-
mo comprimento de onda que estes últimos marcadores, a
mensuração da fluorescência pode ser superestimada. O uso de
enzimas como marcadores ainda é a melhor alternativa, porém al-
gumas enzimas são extremamente caras, o que torna o método eco-
nomicamente inviável. A eliminação do uso de marcadores tem
sido possível, com sucesso, através do uso da imunocromatogra-
fia169, mas a hifenação desta técnica com FIA, sem dúvida, possi-
bilitará resultados mais rápidos e reprodutíveis170.
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