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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, ), 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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INTRODUCAO

A origem dos métodos imunoldgicos situa-se no final da déca-
da de 50, quando Yalow e Berson' descreveram o primeiro ensaio
imunolégico para detectar insulina humana, o que lhes rendeu o
Prémio Nobel em 1977. A partir de entdo, as técnicas imunoqui-
micas foram desenvolvidas como métodos de andlise de
macromoléculas (enzimas, hormdnios), e posteriormente para
moléculas orgdnicas pequenas (drogas, farmacos), tendo seu mai-
or &xito no campo da quimica clinica**. Em meados da década de
70, foi desenvolvido o primeiro ensaio bioldgico para pesticidas
(aldrin e dieldrin)’. A este ensaio, seguiram-se outros, também ba-
seados na marcacdo radioativa, chamados ensaios radioimu-
nolégicos (“radioimmunoassay, RIA”). Os ensaios imunoenzi-
maticos (“enzyme immunoassay, EIA”) surgiram na década de 60
para identificacdo e localizagdo de antigenos em preparacdes
histoldgicas®’, tendo sido a sua utilidade reconhecida posterior-
mente em outros campos distintos®!3.

No inicio dos anos 80, comecou-se a discutir as possibilidades
que estes tipos de métodos analiticos podiam oferecer na deteccao
de contaminantes, tanto em amostras ambientais como de alimen-
tos'>1*16 0 que fomentou a sua aplicacdo no campo da quimica
ambiental. A partir desse momento, comegou-se a utilizar a marca-
¢do enzimdtica, que proporcionava menores riscos € apresentava sen-
sibilidade similar aos métodos convencionais de andlise'>'>".

Inimeras vantagens podem ser obtidas com a utiliza¢do dos
métodos imunoquimicos e, paulatinamente, vao sendo disponibili-
zadas informagdes sobre diversos aspectos analiticos, tais como i)
interpretacdo dos dados obtidos no desenvolvimento dos métodos;
ii) estratégias utilizadas para a garantia da qualidade dos procedi-
mentos operacionais; iii) andlise dos dados e das informacdes
langadas em forma de relatérios técnicos, e iv) controle de quali-
dade para a melhoria da confiabilidade dos métodos, incluindo os
ensaios para validagdo. Estes avangos s@o sentidos quando se veri-
fica que algumas agéncias regulamentadoras, como a EPA (“US
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Environmental protection Agency”), que antes eram reticentes quan-
to as técnicas bioanaliticos, jd aceitam diversos imunoensaios como
métodos de separagdo de amostras positivas (‘“‘screening methods”);
as amostras serdo entdo destinadas a andlises posteriores empre-
gando técnicas convencionais®. Tais agéncias ja admitem, inclusi-
ve, a adog¢do de métodos jd validados para fins quantitativos.

Os métodos imunoquimicos envolvem o uso de anticorpos,
componentes-chave de todos os imunoensaios, sendo caracteriza-
dos por sitios de reconhecimento, presentes nas suas estruturas,
que possibilitam interagdes altamente especificas com os antigenos.
A geracgdo de anticorpos para moléculas pequenas, como € o caso
da maioria dos compostos de interesse ambiental, € extremamente
dificil, porque moléculas de baixa massa molar ndo sdo hdbeis na
produgdo de respostas imunoldgicas. Esta €, certamente, a princi-
pal razdo pela qual os métodos imunoquimicos foram primeira-
mente introduzidos para trabalhos no campo clinico®. Por outro
lado, t€m-se observado nas duas tltimas décadas grandes progres-
sos no desenvolvimento racional dos anticorpos para moléculas
mais simples, inclusive voltados para andlise de contaminantes em
alimentos®.

Mesmo que as técnicas parecam relativamente simples, tor-
na-se necessdrio um prévio conhecimento de seus principios ba-
sicos, bem como dos fundamentos dos diversos formatos de
imunoensaios, para que se possa entender porque alguns
imunoensaios sio altamente seletivos e sensiveis para alguns com-
postos de interesse ambiental, enquanto que outros nio o sdo, e
porque alguns métodos imunoquimicos sdo quantitativos e ou-
tros s6 podem ser usados como métodos qualitativos (de separa-
¢d0 ou ‘alarme’). Este trabalho visa fornecer alguns elementos
basicos para este entendimento.

VANTAGENS E LIMITACOES DOS ENSAIOS
IMUNOLOGICOS

O apoio ao uso das metodologias imunoquimicas tem sido base-
ado em trés pontos: i) alta sensibilidade alcangada por muitos
imunoensaios, em alguns casos com limites de deteccdo abaixo de
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0,1 ug L' para andlises de dguas e de alimentos®, e até niveis de
1 ug L' em outros tipos de amostras como solos e matrizes bioldgi-
cas?; ii) elevada especificidade, que torna os imunoensaios capazes
de detectar, com exatiddo, um determinado contaminante, mesmo
na presenca de outro que possua estreita similaridade quimica com
este, e iii) extrema simplicidade operacional, com possibilidade de
se analisar, de uma sé vez, inimeras amostras. Em resumo, as prin-
cipais qualidades atribuidas aos imunoensaios incluem sensibilida-
de, especificidade, rapidez, simplicidade e baixo custo.

No entanto, os ensaios imunoldgicos ndo sao 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 avaliagdo inicial da
contaminagdo presente, devido ao desvio potencial para resultados
falsamente positivos. Isto nos leva ao conceito de reatividade cru-
zada, que pode ser definida como a caracteristica que apresentam
alguns compostos estruturalmente relacionados com o composto
principal, de modo a dar uma resposta positiva frente ao ensaio’.
Além dessa caracteristica — intrinseca do ensaio — podem-se tam-
bém encontrar outras caracteristicas proprias da matriz, que po-
dem vir a interferir com a técnica, comumente denominadas efeito
de matriz. Estas tltimas caracteristicas baseiam-se no fato de que
os imunoensaios sdo formados por uma reacao in vitro, sendo que
as condicdes de tal reagdo, tais como pH, forga idnica, temperatu-
ra, tempo de reagdo, entre outras, afetardo de forma significativa a
eficiéncia do ensaio.

A aceitac@o e implanta¢do de metodologias baseadas em
imunoensaios depende da clara demonstra¢do de sua qualidade e
validacdo, ao estabelecer-se a comparagdo entre os resultados ob-
tidos com estas técnicas e aqueles provenientes dos métodos tradi-
cionais. Dependendo do tipo de andlise ambiental e do analito, os
imunoensaios podem ser utilizados com sucesso como métodos de
“screening”’, mas podem também fornecer dados quantitativos. Se
for necessdria a andlise de um elevado nimero de amostras, entre
as quais se esperam encontrar bem poucas contaminadas, ¢ melhor
realizar-se antes um ELISA (“‘enzyme-linked immunosorbent assay™),
confirmando-se, posteriormente, as amostras positivas com méto-
dos analiticos convencionais, como por ex. os espectrofotométricos
ou cromatograficos®'.

No Brasil, bem poucos grupos desenvolvem pesquisas com téc-
nicas imunoquimicas que, entre as vantagens aqui discutidas, apre-
sentam fatores econdmico e ambiental positivos, por utilizarem
solugdes bioldgicas extremamente diluidas e por descartarem o uso
de solventes organicos nos protocolos ja propostos.

DESENVOLVIMENTO DE UM IMUNOENSAIO

O desenvolvimento de um imunoensaio para andlise de qual-
quer composto compreende quatro fases bem diferenciadas:

o Selecdo do composto de interesse: fase importante quando se
tenciona realizar a andlise de uma determinada classe de
poluentes. Assim, a estrutura quimica desses compostos, sua
estabilidade e os diferentes produtos de degradacdo, caso exis-
tam, sdo fatores que terdo de ser considerados. A grande maio-
ria dos pesticidas, por ex., ddo origem a produtos de degrada-
¢do, sob determinadas condi¢des do meio (pH, temperatura,
etc.); estes, por sua vez, podem ou ndo interferir com o imuno-
ensaio.

*  Preparo dos reagentes: produgdo de anticorpos e compostos
enzimaticos.

*  Projeto do ensaio: sele¢do e aplicagdo das condigdes Stimas
dos reagentes no ensaio.

*  Otimizagdo e avaliacdo do ensaio: defini¢do e otimizagdo dos
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parimetros essenciais do ensaio, incluindo sensibilidade, exa-

tidao, precisido, linearidade, reatividade cruzada, efeitos de

matriz e avalia¢do da eficiéncia do ensaio quando aplicado a

andlise de amostras reais.

As trés primeiras fases correspondem, em sintese, ao projeto
do ensaio imunoquimico. A udltima estd relacionada a caracteriza-
¢do do método e inclui também a validagio deste, através de técni-
cas analiticas convencionais.

O objetivo principal do desenvolvimento de um imunoensaio €
conseguir-se 0 maximo reconhecimento por parte do anticorpo em
relagdo a um unico composto, ou a uma classe particular de conta-
minantes. A maioria das proteinas e polipeptidios de elevado peso
molecular s3o imundgenos naturais (capazes de produzir uma res-
posta imunoldgica) e podem, deste modo, ser injetados diretamen-
te no animal sem nenhum tipo de modificagdo'*!"”. Na prdtica, um
composto somente produzird uma imunoresposta aceitdvel se sua
molécula tiver um peso molecular a partir de 5000 daltons (Da)°.
No desenvolvimento de um ensaio para contaminantes organicos,
que normalmente sdo constituidos de moléculas muito pequenas
(< 1000 Da), devido ao fato de estes ndo produzirem uma imuno-
resposta, o procedimento para desenvolvimento do imunoensaio
deve ser diferente. Neste caso, deve-se estabelecer uma ligacdo
covalente entre a molécula do poluente (de baixo peso molecular)
e uma molécula de maior peso molecular, geralmente uma protei-
na. Na terminologia dos estudos envolvendo imunologia, os com-
postos que possuem baixo peso molecular sdo denominados
haptenos, e os conjugados do tipo hapteno-proteina sdo conheci-
dos como imundgenos ou imunoconjugados. Quando o conjugado
hapteno-proteina (ou poluente-proteina) € injetado em um animal,
este desencadeia uma resposta imunoldgica frente ao complexo,
de forma que alguns anticorpos produzidos como conseqiiéncia
dessa resposta, dirigem-se contra as moléculas do poluente que
estdo unidas a proteina®*.

Esta ¢ uma fase laboriosa do trabalho e inclui trés etapas: sin-
tese dos haptenos, preparo dos imundgenos e a imunizagdo em
animais de laboratério (cobaias). Como jia mencionado, a produ-
¢do dos anticorpos € a chave para o sucesso no desenvolvimento de
qualquer imunoensaio. A seguir, veremos alguns importantes con-
ceitos imunoldgicos dentro de cada uma dessas etapas.

Sintese dos haptenos

Em muitas ocasides, os compostos utilizados na obtengdo dos
anticorpos ndo apresentam nenhum grupo funcional para sua unido
covalente a uma molécula de maior tamanho. E por isso que se
recorre a sintese dos haptenos.

Naio existe um consenso geral sobre o procedimento 6timo para
a producdo de um hapteno, ja que tal procedimento ndo obedece a
regras perfeitamente definidas que garantam o €xito, mas sim exis-
te apenas uma série de recomendagdes gerais a respeito'***». Em
teoria, o hapteno considerado adequado para um determinado analito
deve imitar sua molécula quase a perfeicdo, tanto em estrutura,
geometria, carga e propriedades hidrofdbicas, quanto em relagdo a
sua capacidade de unir-se por ligagdes de pontes de hidrogénio®.
Entretanto, algumas vezes, simples fragmentos caracteristicos da
molécula podem dar origem a bons anticorpos®. O problema resi-
de no fato de que, para se poder acoplar covalentemente um deter-
minado composto a uma proteina, € necessdrio que o primeiro dis-
ponha de grupos funcionais susceptiveis de serem utilizados para
esse fim, tais como os grupamentos carboxila (-COOH), amino
(-NH,), hidroxila (-OH) ou sulfidrila (-SH). Infelizmente, uma gran-
de parte dos compostos de interesse ambiental ndo possui tais gru-
pos, 0 que torna necessdria a sua introdugdo por modificagdo qui-



464 Nunes

mica do analito, ou por sintese de derivados que os contenham. E
exatamente nesse momento que os haptenos sdo produzidos.

Preparacio dos imunégenos

Uma vez sintetizado o hapteno, € necessario uni-lo covalente-
mente a uma proteina. Geralmente os haptenos sdo unidos as pro-
tefnas isoladas de espécies diferentes daquelas que se pretende
imunizar. Para os animais habitualmente utilizados na produgdo de
anticorpos (coelhos e camundongos), em geral sdo utilizadas as
seguintes proteinas: as albuminas provenientes de soro bovino
(BSA), de soro humano (HSA), de ovo de galinha (OVA); a tiroglo-
bulina (TG), e a hemocianina (KLH)***. A metodologia quimica
empregada para o acoplamento do hapteno as proteinas depende
do grupo funcional presente, existindo, assim, diversos procedi-
mentos para cada tipo de hapteno***. Os métodos de conjugagéo
usualmente empregados para a reagdo entre os grupamentos
carboxila e amina, e a conseqiiente formacio do grupamento amida,
sdo o método do anidrido misto™ e o método do éster ativo®.

Logo apds a conjugacdo, torna-se necessdria a realizacdo de
uma etapa de purificacdo dos conjugados hapteno-proteina, antes
da imunizac@o®'. Também € muito importante verificar se a reacdo
de conjugacio teve €xito e, em seguida, caracterizar a estrutura do
imunoconjugado antes da imunizagdo, calculando-se o nimero de
haptenos unidos a proteina. Normalmente, para se obter uma boa
producdo de anticorpos, sdo necessdrios entre 10 e 30 grupos
hapténicos por cada 100 KDa de proteina®, apesar de j terem sido
obtidos resultados satisfatérios com relagdes mais altas ou mais
baixas. Existem vdrios procedimentos - geralmente por espectro-
metria UV-vis - para se estimar quantitativamente o nimero de
conjugados de hapteno unidos a proteina®3, embora nos dltimos
anos tenham surgido outros métodos, como dessor¢do da matriz
por meio de laser-espectrometria de massas (MALDI-MS) e a
ionizac@o “electrospray”-espectrometria de massas (ESI-MS)3-3,

Producao dos anticorpos (imunizac¢io)

Os imundgenos sdo utilizados para induzir a producio dos
anticorpos no animal selecionado. Algumas revisdes a respeito dos
procedimentos de imunizagdo podem ser encontradas'®***2, mas
em geral ha ainda uma falta de guias desses procedimentos for-
mais. Entretanto, € ttil considerar-se os mecanismos implicados
na imunoresposta e os fatores que a influenciam*. Estes fatores
incluem o tipo de adjuvante**’, a dose do imundgeno*>, a esco-
lha do animal, a rota de imunizac¢@o®', o calendério de imunizagéo
e a natureza do imundgeno’'2.

A escolha da rota de imunizagido depende, essencialmente, do
animal a ser imunizado. A maioria dos trabalhos envolve a utiliza-
¢do de camundongos, pois esses animais apresentam diversas van-
tagens sobre os demais, entre elas, as facilidades de obtencio,
manutenc¢do e manuseio, a vasta disponibilidade de animais de li-
nhagem pura, destinados a diferentes estudos imunoldgicos, e a
resposta imuno-humoral, cuja evoluc@o ¢ bastante semelhante a do
homem'3. Contudo, dependendo do tipo de composto a ser testa-
do, nem sempre o uso de animais de pequeno porte, como camun-
dongos®*** e coelhos®, 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 t€ém
sido também utilizados em investigagdes especificas’>®, A lite-
ratura registra ainda alguns trabalhos utilizando peixes®®? e gali-
nhas®%, mas estes apresentam baixa resposta, embora, no caso
dos peixes, tenha sido verificada uma maior duragdo da
imunoresposta.

Quim. Nova

NATUREZA E ESTRUTURA DOS ANTICORPOS

Os anticorpos pertencem a uma familia de glucoproteinas rela-
cionadas estruturalmente, chamadas imunoglobulinas (Ig), presen-
tes no soro sanguineo de todos os mamiferos. Tais proteinas sido
formadas naturalmente por inducdo da reacdo com os antigenos
(substincias estranhas). Na maioria dos animais superiores, cinco
classes distintas de moléculas de imunoglobulinas sdo conhecidas:
IgG, IgA, IgM, IgD e IgE, diferindo-se uma das outras em tama-
nho, carga, composi¢cdo de aminodcidos e contetiido de carbo-
idratOSB.ZS.S].

Em 1962, foi proposto um modelo bdsico para as imunoglo-
bulinas: cadeias de proteinas com um numero igual de cadeias pe-
sadas (50-77 KDa) e de cadeias leves (~25 KDa). As cadeias leves
sdo comuns a todas as classes de imunoglobulinas, enquanto que
as cadeias pesadas sdo estruturalmente diferentes de cada classe
ou subclasse. A maiorias das imunoglobulinas pertence a classe
das IgG e possui unicamente a unidade bdsica de quatro cadeias,
consistindo de duas cadeias polipeptidicas leves idénticas, e outras
duas pesadas, também idénticas. As cadeias pesadas estdo unidas
entre si por pontes de dissulfeto (-S-S-) e cada uma delas estd uni-
da, por sua vez, a uma cadeia leve, por pontes de dissulfeto e
interacGes nao-covalentes®**#. A unidade bésica é simétrica, quer
dizer, cada metade contém uma cadeia leve e outra pesada, resul-
tando em uma estrutura em forma de Y (Figura 1)*.
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Figura 1. Estrutura bdsica de uma imunoglobulina do tipo G (anticorpo).
Fab = fragmento que contém o sitio de ligagcdo do antigeno (papaina),
determinanate do anticorpo; a parte aminoterminal deste fragmento realiza
o reconhecimento e permite o acoplamento com o antigeno. Fc = fragdo
constante da cadeia pesada, cuja fun¢do especifica é a regula¢do da
imunoresposta frente ao hospedeiro

A parte aminoterminal dos dominios das cadeias pesadas e leves
do Fab sdo responsdveis pelo reconhecimento e pela unido do
antigeno, denominando-se dominio V (Fv, fracdo varidvel), que pos-
sui seqiiéncias varidveis de aminodcidos** e serve para acoplar o
anticorpo de uma superficie complementar ao antigeno (interacao
‘chave-fechadura’). A alta afinidade que possui o anticorpo e o
antigeno ¢ determinada precisamente pela formacdo de pontes de
hidrogénio, interagdes eletrostaticas, forcas de Van der Waals e
interacoes hidrofobicas®. Os demais dominios (na metade carboxi-
terminal), denominados dominios C (constantes), sdo caracteristi-
cos de cada espécie e participam na regulagdo da imunoresposta,
representando cerca de 90% da massa total do anticorpo. Esta divi-
sdo € que determina o papel bifuncional dos anticorpos: uma fracio
da molécula intervém na unido especifica com o antigeno, enquanto
que a outra € responsdvel pela unido dos tecidos e moléculas do
hospedeiro, incluindo diversas células do sistema imunoldgico. A
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ativacdo de distintas fungdes bioldgicas depende das diferentes ca-
deias pesadas que possuem as imunoglobulinas, o que lhes confere
uma classificacdo segundo a estrutura dessas cadeias®.

Os anticorpos gerados durante uma rea¢do imunolégica podem
se unir a uma drea especifica da molécula do antigeno, chamada
epitopo. Se o antigeno é muito grande, uma populagdo heterogé-
nea de diferentes anticorpos pode ser formada durante a imuniza-
¢do. Cada grupo de células B geneticamente idénticas (‘clones’)
estimuladas produz seu préprio anticorpo caracteristico, porém
todos os anticorpos produzidos pelo mesmo clone sao idénticos.
Uma vez que ndo se podem separar os anticorpos de clones dife-
rentes, o antisoro resultante €, por natureza, ‘policlonal’, isto €, os
anticorpos sdo gerados por diferentes clones de células* 52,

Os anticorpos policlonais sd3o os mais faceis de se produzir;
por outro lado, a biotecnologia possibilitou a produgao de anticorpos
‘monoclonais’, a partir da fusdo de células B unicas com células
tumorais®>%, técnica desenvolvida por Kohler e Milstein em 1975¢,
e que lhes conferiu o Prémio Nobel, em 1986. Se cada uma dessas
fusdes de cé€lulas imortais € cultivada separadamente, podem ser
obtidos os ‘anticorpos monoclonais’. Além da uniformidade atri-
buida ao préprio processo de obtencdo desses anticorpos, uma ou-
tra vantagem € que a mesma linha celular pode, virtualmente, pro-
duzir um nimero ilimitado de anticorpos com a mesma afinidade e
especificidade, enquanto que o fornecimento de um antisoro
policlonal estd limitado ao do animal imunizado.

A tecnologia do DNA e a moderna engenharia de producdo de
anticorpos vém suplementando e, em alguns casos, substituindo a
tecnologia do hibridoma®. Anticorpos monoclonais recombinantes
obtidos de vérios animais, tais como galinhas, ovelhas ou lhamas,
podem ser agora produzidos com certa facilidade. Recentemente,
Lamari e seus colaboradores apresentaram uma breve revisio so-
bre esses métodos®. Basicamente, a producdo de anticorpos a par-
tir da tecnologia do DNA ¢ realizada mediante procedimentos usa-
dos para ligar fragmentos de DNA heterdlogos in vitro. Em condi-
¢des apropriadas, a molécula do DNA recombinante pode penetrar
na cé€lula e replicar de forma auténoma (independente da replicagio
do cromossoma), ou mesmo apds integrar em um cromossoma ce-
lular. Anticorpos anti-DNA podem ser assim obtidos pela imuniza-
¢do em animais, preferencialmente de grande porte. Para a imuni-
zacdo, cDNA especificos para a porcdo varidvel leve e pesada das
imunoglobulinas sdo preparados, a partir dos respectivos hibridomas
e, depois, clonados. A grande vantagem dessa técnica reside no
fato de que os anticorpos sdo obtidos quase puros e apresentam
elevada homologia. Contudo, a dificuldade operacional, a falta de
disponibilidade de animais e a baixa reprodutibilidade na técnica
sd30 os grandes entraves para os biotecnologistas.

Existem indmeros exemplos de anticorpos policlonais e
monoclonais, desenvolvidos para aplicagdes em andlises de
contaminantes ambientais. Embora os antibidticos sejam conside-
rados substincias de interesse clinico, diversos formatos de
imunoensaios tém sido desenvolvidos, utilizando-se diversos tipos
de anticorpos, para andlises de residuos em amostras de leite, soro
e agua. Revisdes sobre o desenvolvimento e a aplicagdo desses
métodos foram recentemente apresentadas por Stead* e Gil ef al.%.
Nas duas ultimas décadas, diversos ensaios imunoldgicos foram
desenvolvidos para andlise de diferentes grupos de contaminantes
ambientais, em especial pesticidas, apresentando baixos limites de
deteccdo, tanto com anticorpos policlonais, quanto com
monoclonais. No entanto, vdrios argumentos a favor ou contra a
aplica¢do de um ou de outro tém sido discutidos na literatura®-7*"!.
Algumas vezes, um mesmo anticorpo pode ter aplicacdo em anali-
ses clinicas ou ambientais, dependendo da matriz; porém, de acor-
do com as interferéncias provocadas pelos demais componentes da
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amostra (efeito de matriz), a sensibilidade pode variar, para um
mesmo tipo de ensaio imunoenzimadtico. Foi proposto, por isso,
um protocolo para melhor sele¢cdo dos pares anticorpo-antigeno,
destinados a certas aplica¢des clinicas’™.

PROJETO DO ENSAIO IMUNOENZIMATICO

O projeto do imunoensaio constitui-se na escolha dos reativos
e do protocolo a ser seguido, para se atingir o objetivo do ensaio: a
quantifica¢do, no menor tempo possivel, da menor concentragdo
possivel do analito. Dentro dessa ética, tem-se que selecionar o
anticorpo (ou os anticorpos) com uma especificidade apropriada e
uma afinidade caracteristica. Para isto, deve-se ter em conta o prin-
cipio em que se baseia a interacdo entre o anticorpo e o antigeno. E
importante também realizar a selecdo dos marcadores utilizados
para a quantificagdo, os suportes empregados e o método de sepa-
racdo (tipo de ensaio).

Em geral, os ensaios imunoldgicos constituem-se de métodos
analiticos diretamente dependentes da unifio especifica do anticorpo
com seu analito. Esta interacdo € quantificdvel, gracas a utilizacio
de marcadores. Os diferentes tipos de marcadores incluem os
radiois6topos'?, as enzimas®’?, a fluorescéncia”, a fosfores-
céncia®?, a quimioluminescéncia®*? e a bioluminescéncia™. Os
métodos mais usados até o presente momento utilizam enzimas e
substratos colorimétricos, como aqueles empregados pela primei-
ra vez por Miles e Hayes”, e posteriormente aplicados a ensaios
imunolégicos®. Os marcadores enzimdticos mais usados sdo a
peroxidase (“horseradish peroxidase, HRP”) e a fosfatase alcalina
(“alkaline phosphatase, AP”)"®”, que apresentam uma série de re-
quisitos indispensdveis (elevada pureza, alta atividade especifica,
substrato estdvel, facilmente conjugével, etc.)”.

Existe uma ampla variedade de suportes sélidos onde se pode
acoplar o anticorpo (ou o antigeno, dependendo do EIA). Entretan-
to, podem ser divididos em dois grupos: particulas sélidas (em ge-
ral, particulas magnéticas de 1 um de didmetro, nas quais os
anticorpos se unem covalentemente), e superficies sélidas (mem-
branas, tubos e microplacas)’®”. Tgualmente ampla € a variedade
de procedimentos para se acoplar o anticorpo ou o antigeno a fase
s6lida®*#!. Entre todos os suportes sélidos existentes, as microplacas,
conhecidas como placas de poliestireno irradiadas, sdo as mais
populares, apesar de possuirem menor capacidade de fixagdo dos
anticorpos®*®3. Por outro lado, essas placas apresentam a vantagem
de necessitarem uma quantidade muito pequena do marcador, além
de possibilitarem o desenvolvimento de ensaios altamente sensi-
veis?!#. Os fabricantes mais conhecidos das microplacas sdo as
companhias Millipore, ImmunoSystem, Ensys e Quantix, enquan-
to que a Ohmicron Systems desenvolveu tecnologias altamente so-
fisticadas para a producdo de particulas magnéticas.

Tipos de ensaios imunoquimicos

Os EIA podem ser de diversos tipos e formatos, em func¢io dos
quais a espécie do complexo anticorpo-antigeno conjugado ¢é de-
tectada®®!. Assim, o nimero de possiveis configuracées que um
ensaio imunoldgico pode adotar € enorme, existindo uma confusa
e extensa classificagéo e terminologia®. Apesar disto, pode-se di-
vidir os diferentes tipos de EIA em dois grupos principais: ensaios
imunoenzimdticos heterogéneos e ensaios imunoenzimdticos ho-
mogéneos. Os ensaios heterogéneos necessitam da separagdo, du-
rante a andlise, dos reativos unidos daqueles ndo-unidos. Os
imunoensaios homogéneos sdo populares no campo clinico, en-
quanto que os heterogéneos possuem aplicacdo predominante na
andlise de matrizes ambientais®'.
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Os EIA’s heterogéneos também sdo conhecidos como ensaios
imunoenzimdticos em suporte sélido, que incluem os ensaios ndo-
competitivos e 0s ensaios competitivos. O primeiro tipo recebe a
denominagio de ensaio imunométrico ‘sanduiche’, devido ao fato
de existirem dois tipos de anticorpos direcionados a diferentes
epitopos do antigeno, formando um sanduiche do anticorpo unindo
o0 antigeno no meio. O segundo, mostrado na Figura 2a, é denomi-
nado imunoensaio competitivo, uma vez que implica na competi-
¢do entre o analito e o analito marcado, por um ndmero limitado de
sitios de unido do anticorpo.

Analito marcado
enzimaticamente

on
0y
[

Anticorpo
imobilizado

OO Anticorpo marcado
enzimaticamente
I

o=

i
.\jk .\ﬂ@
Analito
imobilizado

8k 8k 8k 8t Bk 8%

Figura 2. Imunoensaios competitivos desenvolvidos para o inseticida carbaril.
a) ELISA competitivo com anticorpos imobilizados e posterior adigdo da
solugdo contendo o analito e o analito marcado enzimaticamente; b) ELISA
competitivo direto com antigenos imobilizados e posterior adi¢do da solugdo
contendo o analito e o anticorpo marcado enzimaticamente

Depois de uma etapa de lavagem, através da qual sdo separados
os analitos dos analitos marcados que ndo se uniram ao anticorpo do
meio, € medida a concentracdo dos analitos marcados unidos, gra-
¢as ao processo de deteccdo da enzima. Este procedimento € vidvel
para moléculas do analito de qualquer tamanho, mas requer a obten-
¢do de um derivado de analito marcado que, em algumas ocasioes,
ndo € fécil de se obter, ou seu processo de obtengdo € muito caro.
Para resolver este problema, pode-se imobilizar o antigeno em lugar
do anticorpo (Figura 2b). Os dois ensaios apresentados como exem-
plos na Figura 2 foram desenvolvidos para andlise do inseticida
carbaril. Posteriormente, observou-se que o ensaio do tipo sandui-
che, desenvolvido por Montoya et al.*, era mais eficiente na deter-
minacdo desse contaminante, cuja molécula € extremamente peque-
na. Este método foi, entdo, adaptado para andlise direta de amostras
vegetais®™* e ambientais*’. A diferenca do formato de ELISA tipo
sanduiche € que neste ensaio competitivo o sinal gerado € inversa-
mente proporcional a concentragdo do analito.

Processamento do sinal analitico

Em um ensaio ELISA, contendo uma quantidade conhecida de
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anticorpos unidos a um suporte sélido, bem como uma concentra-
¢do fixa de conjugados enzimdticos, a determina¢do fotométrica
da atividade enzimdtica por absorcao estd relacionada a concentra-
¢a0 do analito via uma curva concentragdo-resposta (ou curva dose-
resposta), representada na Figura 3. Este tipo de curva € construida
com concentragdes de antigeno resultando em uma forma sigmdide,
com uma regido central linear. Quando a concentragdo do analito ¢
muito baixa, o equilibrio estd a favor de uma alta concentracio do
conjugado enzimdtico unido aos anticorpos, e sua absorbancia cor-
respondente serd a mais alta. A faixa de trabalho dessa curva de
calibragdo estd delimitada pelos limites superior e inferior. Dentro
dessa faixa, a variacdo de absorbancia esta relacionada com a con-
centra¢do do analito. Em concentracdes mais elevadas (limite su-
perior), o ensaio estd saturado e um incremento na concentracio
de analito ndo produz nenhum efeito. A faixa de trabalho desse
tipo de curva € uma caracteristica importante, e fornece uma pri-
meira idéia da sensibilidade do teste?*>>2%31,

A
| )
10% inibigio I |
I 1 I Baixo CV |
1 I 1 |
© o
‘© Elevado CV/ | |
c I 1 |
s Lo |
5 |1 50% indbigdo | B !
7] | | [ !
a | \ 1
< | : | 1 Elevado CV
| | 1 !
o ! Faixa de
| | I detecgdo | D
I
LD e
ICsq

Log (conc. analito)

Figura 3. Curva de calibragdo representativa de ensaios imunologicos
competitivos, com indicagdo de seus pardmetros caracteristicos, apos seu
ajuste com uma equagdo logaritmica de quatro parametros. CV = coeficiente
de variagdo. LD = limite de detec¢do

A forma mais comum de representar essa curva é com a varia-
¢do da absorbancia, A, utilizando-se uma abscissa logaritmica para
a concentracdo do analito. No entanto, para se realizar uma com-
paracgdo direta de vdrias curvas-padrdo, os dados de absorbancia
podem ser normalizados entre 100% (absorbancia medida em con-
centragdo zero, A)) € 0% (absorbancia medida em concentragdo
em excesso, A ). A transformacdo € realizada de acordo com os

excesso

valores de % B/B;

%B/B,=(A-A__ )/ (A,—-A__)x100

excesso excesso

onde A ¢ a absorbancia da amostra ou padrdo. E conveniente repre-
sentar as curvas-padrdo obtidas com os valores da absorbancia ou
da % B/B, em funcdo do logaritmo da concentragdo do analito,
uma vez que ¢ mais fécil se incorporarem os dados originais sobre
o grafico. A fim de se obter melhor linearidade, diversas transfor-
magdes matemadticas foram propostas®®®, mas o tipo de transfor-
macdo que melhor se aproxima a essa classe de curvas € a dos
quatro parametros logaritmicos®, obtida mediante regressdo nao-
linear, definida pela seguinte equacio:

y=[(A-D)/[1+x/C)¥11+D

onde y € a absorbancia; x, a concentragdo do analito; A, a assintota
méxima (correspondente a absorbancia na auséncia do analito, A );
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B, a inclinagdo da curva no ponto de inflexdo; C, o valor de x no
ponto de inflexdo (correspondente a concentragdo do analito que
produz uma redugdo de 50% de A ), e D € a assintota minima (sinal
de fundo, A____ ) (Figura 3).

Na curva dose-resposta podem-se também observar outros
parametros relacionados com a sensibilidade do ensaio imunoldgico.
A sensibilidade pode ser expressa pelo limite de detecgdo (LD), que
¢é considerado como sendo a mais baixa concentragdo do analito que
produz um sinal que pode ser significativamente distinguido da con-
centragdo zero, com certo grau de confianca. Embora ndo exista uma
forma padrdo de definir esse limite, hd um consenso geral em esco-
lher a concentracdo do analito que iniba 10% da uniéo do anticorpo
com o conjugado enzimatico; este seria entdo o valor de 90% de B/
B,. Outra forma de descrever esse limite seria considerd-lo como
sendo duas ou trés vezes o desvio padrio da média da medida do
sinal obtido quando a concentracdo do analito € zero®>*.

Na porcao néo-linear da curva, a varidncia ndo € uniforme e os
erros experimentais aumentam a medida que se afasta da parte li-
near da curva (central). Assim sendo, a precisdo do teste poderia
ser determinada em fung¢do do coeficiente de variagdo. A melhor
precisdo € encontrada para valores de concentragdo mais proximos
daquela concentracdo onde 50% das moléculas do tragador
enzimatico se deslocaram do anticorpo na presenga de certa con-
centragdo do analito, isto €, no ponto 50% B/B. Este pardmetro,
denominado IC, (“Inhibition Concentration at 50%”), € normal-
mente utilizado para expressar a sensibilidade do imunoensaio*#!.

O valor de IC | € igualmente util quando se deseja comparar
diferentes curvas, tanto do préprio analito, quanto de diferentes
compostos, comumente denominados “cross-reactants”, que po-
dem dar uma resposta positiva ante o ensaio. Isto implica dizer que
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este pardmetro poderd nos dar uma idéia da reatividade cruzada
(“cross-reactivity, CR”) de um composto que ndo seja o analito**48-5088
segundo a seguinte equagio:

CR (%) = (IC50 do analito / IC50 do composto) x 100

Em um estudo recente®?, um “kit” baseado em um imunoensaio
competitivo do tipo ELISA para determinacdo de compostos aroma-
ticos policiclicos 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 a andlise de solos, apresentan-
do boa sensibilidade e baixos valores de CR, tomando-se o fenantreno
como substancia referéncia. Estudo similar foi desenvolvido anteri-
ormente®, tendo sido obtidas as RC para 19 compostos.

AVANCOS E PERSPECTIVAS

Os avangos mais recentes na drea dos métodos imunoquimicos
incluem o desenvolvimento de novos formatos de ensaios'®®*8! de
ensaios multiresiduais®?®!, de imunoensaios hifenados com FIA
(“Flow Injection Analysis™)!'’, além do surgimento de diversos mé-
todos envolvendo cromatografia por imunoafinidade!'**.

Avangos na biotecnologia t€m permitido também a producio
de anticorpos policlonais, monoclonais e até recombinantes'**! al-
tamente seletivos para diferentes tipos de contaminantes ambientais,
incluindo alguns dos pesticidas de dltima geragdo, dioxinas e
microcistinas (Tabelas 1 e 2). Revisdes sobre os métodos utilizan-
do biomarcadores e imunoensaios para andlise de dioxinas foram
recentemente apresentadas'*®'¥!. Imunoensaios para bifenilas

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

Haptenos Sensibilidade do imunoensaio Ref.
* Herbicidas
2,4-D 100 ppb* 95
atrazina 100 ppb (cobaia; coelho; amostra de dgua) 96, 97
0,3 ppb (cobaia; ovelha; amostra de dgua)
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 dgua) 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
* Antibidticos
espectinomicina 2 ppb 111
* Outros
clorofendis 0,7 -1 ppb 112
naftaleno 1-2 ppb 113
bisfenol A 2,5 uM (amostra de dgua) 114
hidrocarbonetos poliaromaticos 0,9 ppb 93, 114, 115, 116
0,5 — 4 ppb

bifenilas policloradas

200 ppb a 5 ppm (amostra de solo)
400 ppb (6leo de transformador)
0,6 — 12 ppb

117

Quando ndo indicada a fonte do anticorpo, entende-se que este foi produzido em coelhos.
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Tabela 2. Anticorpos monoclonais desenvolvidos para andlises 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

ilsoproturon 20 ppb 121
paraquat 1 ng 122
metalaclor, alaclor 0,06-0,4 ppb (amostra de dgua) 100
paraquat 0,1 ppb 101
picloram 10 ppb 102
terbutilazina IC,, = 0,13 ppb (amostra de dgua) 123

 Inseticidas
azinfos metilico IC,, = abaixo de nM 124
propoxur IC,, = 6,5 M 125
carbaril 0,1 ppb 126
carbofuran IC,, = 0,74 ppb 125, 127
organofosforados 1 ppb 106

* Fungicidas
tiabendazol 0,05 ppb (amostra de dgua) 127

* Antibiéticos
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

e Outros
dinitrofenol K,=1mM 133
hidrocarbonetos poliaromdticos 2 nM 93, 116, 134, 135

0,1 ppb (amostra de dgua e sedimentos)
200 ppb a 5 ppm (6leo de transformador)
2,21 a 1500 ppb

dioxinas 20 ppb (amostra de dgua) 136
dioxinas e furanos IC,,= 4 - 5 ppb (amostra de solo) 137
bifenilas policloradas 2,6 pmol (amostra de alimentos e dgua) 138

Quando a sensibilidade nao € apresentada como IC

50°

trata-se do limite de detec¢do. Quando ndo especificado o tipo de amostra, trata-se

apenas do desenvolvimento e caracterizagdo do imunoensaio.

policloradas, dioxinas e dibenzofuranos policlorados também fo-
ram revisados'*.

As microcistinas sdo consideradas poluentes naturais em ambien-
tes aqudticos, podendo também caracterizar a poluicdo de origem
antropogénica. Em 1985, na Austrdlia, 25 pessoas foram contamina-
das ap6s consumirem dgua contaminada com cilindrospermopsina,
uma toxina produzida pela cianobactéria Cylindrospermopsis
raciboskii*. Em 1996, a morte de 50 pacientes em um hospital no
estado de Pernambuco foi atribuida a intoxicag¢do por essas toxinas
provenientes de cianobactérias contidas na dgua utilizada para a
hemodialise'. O uso de ensaios imunoenzimaticos para a detecgdo
de microcistinas ja € uma realidade, e os métodos baseiam-se na inibi-
¢do competitiva da enzima fosfatase alcalina'*'>!. Também ja se po-
dem ser encontrados no mercado “kits” para andlise rdpida, ndo sé
desses poluentes, como de muitos outros; tais sistemas vém sendo
amplamente utilizados em estudos e monitoramentos ambientais.

Desde a conferéncia sobre validacdo de métodos bioanaliticos,
que ocorreu na cidade de Crystal (EUA), e que foi organizada pelas
agéncias reguladoras americana (“Food and Drug Administration, FDA™)
e canadense (“Health Protection Branch, HPB”), além de intimeras
outras organizacdes cientificas, incluindo a IUPAC, diversos procedi-
mentos e regras para desenvolvimento, validagio e aplicagdo dos mé-
todos imunoquimicos t€m surgido, estando voltados principalmente
para a inddstria farmacéutica®>'3. Contudo, esses protocolos t€m ser-
vido de base para trabalhos com amostras ambientais.

Os “kits” de imunoensaios também tém-se constituido em uma
poderosa ferramenta para a biomonitorizagdo de poluentes no or-
ganismo humano, principalmente no campo da epidemiologia
ambiental e ocupacional'>*'". A Tabela 3 apresenta alguns exem-
plos desses kits de imunoensaios para deteccdo de poluentes con-
siderados prioritdrios para (bio)monitoriza¢do e monitorizagao
ambiental. Uma grande atencdo tem sido dada a deteccdo/
quantificacdo de residuos de pesticidas, principalmente os com-
postos de tltima geragdo, cuja polaridade varia de mediana a alta,
e que tém sido freqiientemente encontrados nos ambientes aquati-
cos, na biota e também nos alimentos'*>'**. A Figura 4 apresenta
um esquema de andlise rdpida desses contaminates, utilizando um
kit do tipo placa. Na maioria dos casos, em menos de 1 h de andlise
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 confidveis de andlise. 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, tém sido desenvolvidos para andlise
de poluentes de baixo peso molecular'®>'%*, ¢ uma nova categoria
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Tabela 3. Alguns kits de imunoquimicos comerciais para
(bio)monitorizacdo de poluentes prioritdrios

Composto detectado

Fabricante

e Pesticidas
acetoclor
alaclor

aldicarb
atrazina (triazinas)

benomyl (MBC)
captan

carbaryl
carbendazim
carbendazim/benomil
carbendazim/MBC
clordane
clorpirifos

2,4-D

DDT

fenitrotion
glifosato
isoproturon
metolaclor
paraquat

paration/paration metilico
trifluralina

triclopir

herbicidas urea
piretréides sintéticos

* BTEX

* pentaclorofenol
* bifenilas policloradas

* hidrocarbonetos
poliaromadticos

* TNT

e acetanilidas
e dioxinas

e mercurio
e microcistinas

Millipore (P)

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

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

Baker (T), Millipore (P, T),
R-Biopharm (P), EnviroLogix (P)
Quantix (P)

Baker (T)

Baker (T)

Baker (T)

Millipore (T), EnviroLogix (P)
Millipore (P)

Millipore (T)

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

EnviroLogix (T)

Millipore (P)

Baker (P), Quantix (P)

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

Millipore (P), EnviroLogix (P)
Quantix (P)

Baker (T)

Millipore (P)

EnviroLogix (P)

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

Baker (T), Drager (T), Millipore
(T)

Baker (T), Drager (T), Millipore
(T

Baker (T), Drager (T), Millipore
(T), Quantix (P), Strategic
Diagnostics Inc. (T),

EnviroGard (T), SDI (T),
Ohmicron (T)

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

R-Biopharm (P)

EnviroLogix (P)

EnviroGard (P), SDI (P),
Millipore (P), BioScan Screening
Systems (T),

CAPE Technologies (T)
BioNebraska (T)

EnviroLogix (P), Abraxis LLC (P)

P = kit em placa; T = kit em tubo

de sistemas analiticos foi descrita pela primeira vez em 1992, dan-
do origem aos sistemas de imunoandlises por injecdo em fluxo
(“flow-injection immunoanalysis systems”, FITA)'°. Em geral, os
biossensores dispensam o tratamento da amostra, principalmente
se esta for liquida ou pastosa, sendo ainda muito mais rdpidos e
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Figura 4. Andlise rdpida de um poluente utilizando um Xit de imunoensaio
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sensiveis que os métodos convencionais. Anticorpos podem ser uti-
lizados como reagentes altamente seletivos em biossensores
amperométricos ou 6ticos. Contudo, € importante mencionar que,
por defini¢cdo, um método analitico baseado em um imunossensor
ndo pode ser considerado um imunoensaio, porque no caso dos
biossensores existe, inexoravelmente, a presenga de um transdutor.
Sdo verificadas ainda muitas distor¢des conceituais nesse campo
da andlise quimica.

O desenvolvimento de imunossensores tem sido limitado pelo
fato de que as interagdes anticorpo-antigeno ndo sdo prontamente
reversiveis®, e o uso de agentes que promovem a dissociacdo des-
sas ligagdes ndo tem resultado, na maioria dos casos, em procedi-
mentos reprodutiveis. Também, o uso de sistemas em fluxo acopla-
dos a imunossensores nao tem se mostrado uma tarefa facil, e as
pesquisas para o melhoramento dos sistemas em FIIA encontram,
atualmente, seu foco nas seguintes vertentes: i) desenvolvimento
de novos imunoreagentes (anticorpos mais especificos, para cons-
trucdo de sistemas multianaliticos); ii) estudos de novos formatos
de EIA’s, de modo a minimizar os inconvenientes relacionados com
instabilidades dos reagentes e regeneracdo na imunosuperficie; iii)
aplicag¢@o de metodologias ja estabelecidas, como por ex., o uso de
fibras dticas, para o desenvolvimento de sistemas miniaturizados e
portateis, e iv) desenvolvimento de imunosenssores capazes de de-
terminar, simultaneamente, mais de um analito, através do uso de
vérios anticorpos e marcadores enzimdticos ao mesmo tempo'®’.
Tais tecnologias poderdo, no futuro, vir a ser a base para progra-
mas internacionais destinados ao controle “online” de polui¢do
ambiental's®.

Um dos atuais grandes desafios no campo do desenvolvimento
de imunoensaios € o estabelecimento de formatos que ndo empre-
guem marcadores. Como ja mencionado, os EIA’s mais atuais uti-
lizam compostos fluorogénicos (I'*, isdtopo radiativo do iodo),
quimiluminogénicos (p. ex., compostos fluorescentes como o
isotiocianato de fluoresceina e a rodamina) e, principalmente,
enzimas como marcadores. Os marcadores radiativos possuem vida
util extremamente curta e os fluorescentes sdo altamente sensiveis
a pequenas mudangas de pH e temperatura. Além disso, se a amos-
tra contiver substancias que emitam naturalmente radiagdo no mes-
mo comprimento de onda que estes tltimos marcadores, a
mensuragdo da fluorescéncia pode ser superestimada. O uso de
enzimas como marcadores ainda € a melhor alternativa, porém al-
gumas enzimas sdo extremamente caras, o que torna o método eco-
nomicamente invidvel. A elimina¢do do uso de marcadores tem
sido possivel, com sucesso, através do uso da imunocromatogra-
fia'®, mas a hifenagéo desta técnica com FIA, sem ddvida, possi-
bilitard resultados mais rdpidos e reprodutiveis'”.
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