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Espelho de Resposta

Pontuacdo da Questdo Discursiva conforme Anexo Il do Edital n® 2, de acordo com a Unidade
detentora da vaga.

Espera-se que o candidato, no desenvolvimento do tema, tenha feito considera¢des técnicas
adequadas sobre 0s seguintes pontos:

a) Ensaio imunoenzimatico (ELISA-Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) € um
dos imunoensaios mais comumente utilizado no diagndstico laboratorial, baseado em
reacOes colorimétricas e utiliza extrato bruto de parasitas, antigenos recombinantes
ou peptideos sintéticos adsorvidos a superficie de cavidades de microplacas. Esta
técnica é amplamente utilizada devido a facilidade de automacdo e custo

relativamente baixo, além de alta sensibilidade e especificidade.

As variagbes da técnica, apresentadas a seguir, permitem a deteccdo e a

quantificacao tanto de antigeno quanto de anticorpo:

I. ELISA direto- O ELISA direto é a forma mais simples e pratica do ELISA e tem
como objetivo verificar a presenga ou até mesmo a dosagem de anticorpo. O
antigeno é fixado a um suporte soélido onde posteriormente é adicionado a
amostra do paciente que, possuindo anticorpos especificos, serdo fixados
sobre os antigenos. Nessa etapa, ocorre o reconhecimento de antigeno-
anticorpo. Em seguida, a reacdo positiva € visualizada com a adicdo do
substrato especifico da enzima utilizada, em que ocorre mudanga de cor na
solucdo através de catdlise enzimética. A intensidade da cor € estimada

colorimetricamente e € proporcional a concentracao do anticorpo pesquisado.



ELISA indireto — Mais comumente utilizado em diagndstico, nesta abordagem
pesquisam-se anticorpos circulantes, utilizando-se antigenos adsorvidos em
fase sdélida que podem ser de origem sintética, ou pode-se também utilizar o
proprio agente inativado. Apos a adsorgao na placa, adiciona-se a amostra do
paciente que, possuindo anticorpos especificos, serdo fixados sobre os
antigenos. Enzimas como, por exemplo, a peroxidase e a fosfatase alcalina s&o
conjugadas as anti-imunoglobulinas humanas e em caso de positividade das
amostras ocorre uma reagao corada ao se adicionar o substrato especifico da
enzima.

ELISA de competicdo - As placas s&o adsorvidas com anticorpos especificos
contra o agente em questdo. E chamado de teste de competicdo devido ao fato
de o soro testado ser incubado previamente com o antigeno, antes de ser
adicionado a placa. Se houver anticorpos no soro, havera a formacao de
complexo antigeno-anticorpo. Quando essa mistura for adicionada a placa, o
antigeno nao vai ligar-se no anticorpo fixado, pois ja esta ocupado. A lavagem
remove a mistura antigeno-anticorpo. Entao se adiciona o anticorpo secundario
marcado com a enzima, lava-se e adiciona-se 0 substrato. Quando houver
anticorpos na amostra, ndao havera mudanca de coloragdo do substrato
(resultado positivo). Se ndo houver anticorpos na amostra o antigeno vai ficar
livre e ira ligar- se no anticorpo que esta fixado na placa, ndo sendo removido
pela lavagem. Entdo, o anticorpo secundario marcado com a peroxidase vai
ligar-se no anticorpo primario. A lavagem nao removera o anticorpo marcado e
a adicdo do substrato sera seguida de mudanga de coloracdo (reacao

negativa).

ELISA do tipo sanduiche - Consiste na fixacdo de um anticorpo especifico
contra o agente em questdo, na placa de poliestireno. Adiciona-se
posteriormente a amostra suspeita, seguida de incubagdo e lavagem. O
anticorpo especifico (pode ser o mesmo que foi adsorvido na placa) conjugado
com a enzima é acrescentado. Finalmente adiciona-se o substrato que dara
coloragao ao sobrenadante. A quantidade do substrato que foi modificada pela

acao da enzima é proporcional a quantidade de antigeno presente.



b) Os ensaios baseados em quimiluminescéncia (CLIA) combinam uma reagao
imunologica a um sistema quimiluminescente para determinar a concentragdo de
analitos por sondas que geram luz por meio de uma reagao quimica e foram
desenvolvidos para ampliar a sensibilidade da detecg¢ao colorimétrica convencional. A
técnica, que representa uma ferramenta versatil e ultrassensivel com uma ampla
gama de aplicagbes em biotecnologia, € comumente usada com base em atividade
enzimatica ou nanoparticulas. Tradicionalmente, os substratos mais populares sao
luminol, isoluminol e seus derivados, éster de acridinio e derivados, peroxidase e
fosfatase alcalina (ALP). A CLIA convencional é limitada quando se trata de sinais
fracos e tempo de luminescéncia curto. Para amplificar estes sinais foram adicionados
intensificadores ao sistema, que desempenham um papel mediador na reagéo,
aumentando a ativagdo eletrénica, e elevando a sensibilidade analitica. Tanto
mecanismos de CLIA aprimorados quanto a aplicagao de intensificadores quimicos
vém sendo descritas. Nos ultimos anos, ensaios CLIA tornaram-se muito populares
em quimica clinica e analise ambiental. Isso ocorreu devido a sua ampla faixa
dindmica, automagdo completa e as combinagdes com novos materiais,
nanoparticulas e instrumentos para detecgdo automatizada e integrada Como
marcadores, as nanoparticulas apresentam muitas vantagens, entre elas a facilidade
com que diversas nanoestruturas com propriedades uUnicas em dimensdes
nanométricas podem ser preparadas. Além disso, pode-se acrescentar o fato de
serem mais adequadas para conjugagao com sistemas bioldgicos, por apresentarem
boa biocompatibilidade e serem semelhantes a muitas macrobiomoléculas em
tamanho. Um exemplo emblematico do reconhecimento do alto grau de sensibilidade
dos ensaios CLIA reside em sua aplicacdo na triagem sorologica das bolsas de
sangue doado no Brasil, ou seja, como ferramenta laboratorial para garantir a
segurancga transfusional em relagdo as doencgas transmitidas pelo sangue e seus

componentes ou derivados.

c) Ensaio de eletroquimioluminescéncia: A eletroquimioluminescéncia é um
processo no qual a aplicacdo de uma corrente elétrica induz uma emissao
quimioluminescente a partir dos complexos imunologicos (antigeno-anticorpo ou
anticorpo-antigeno), contendo espécies quimicas altamente reativas presentes em um
eletrodo. Essas espécies reagem entre si, produzindo luz. A vantagem do emprego

de uma corrente elétrica para o inicio da reacéo é que se pode controlar precisamente



toda a reagdo. A vantagem desse processo consiste na simplicidade de preparagéo,
na alta estabilidade dos reagentes e em uma grande sensibilidade.

d) Microarranjos liquidos

A metodologia de microarranjos liquidos, ou ensaios multiplos baseados em
microesferas (do inglés, multiplex bead-based array) foi originada a partir da
associacao da citometria de fluxo ao uso de microesferas como substrato imobilizado
para acoplamento de antigenos e anticorpos. Ela tem se mostrado uma ferramenta
util na triagem de insumos para uso diagnostico e no desenvolvimento de ensaios para

mensuragao de multiplos biomarcadores

Nas variadas plataformas disponiveis, diferentes populagcdes de microesferas sao
formadas a partir de processos de pigmentagao interna com quantidades especificas
de dois ou mais fluorocromos, que criam padrdes excitatorios similares, mas perfis de
emissao sutilmente diferentes e unicos. As microesferas, com superficie modificada
de forma a permitir a ligagéo de peptideos, proteinas e acidos nucleicos, e que podem
ser magnetizadas ou ndo, sao sensibilizadas com moléculas de captura e mantidas
em suspensao para propiciar a ligacdo com o alvo. Apds exposicdo a uma solugao
com a molécula marcada, o material € aspirado para dentro de um sistema de leitura,
que ocorre a excitagado. Entédo, excitagdo é identificada por um gerador de imagens
ap6s exposicdo a dois feixes de laser, um para diferenciacdo da populagao de
microesferas e, consequentemente, do alvo, e outro para deteccédo da formacao do
complexo imune por meio da ligagdo entre molécula de captura — alvo - molécula de

deteccao marcada.

Os tipos de ensaios possiveis remetem aos principios do ELISA, ou seja, podem ser
via captura sanduiche, competitiva ou indireta. O arranjo baseado em microesferas é
utilizado para o diagndstico ou triagem de biomarcadores em amostras clinicas,
permitindo detectar, quantificar e caracterizar uma gama de alvos de interesse
relevantes para doencgas infecciosas em imunoensaios, genotipagem, bem como nas
atividades de pesquisa e otimizagdo do diagndstico laboratorial. Com as vantagens
relacionadas aos periodos reduzidos de incubacgao, volume reduzido de amostra,
aumento de sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade em relagcdo aos testes

tradicionais, realizados em plataformas bidimensionais.



Variagbes da tecnologia podem ser exemplificadas com o uso de micro/nanoparticulas
cujas populagdes distintas sdo formadas a partir de processos de marcagdes quimicas
ou fisicas que, alternativamente, permitem a identificagdo e/ou quantificacdo
simultanea de diferentes alvos a partir de sistemas de detecgéo bastante sensiveis,

geralmente baseados em fluorescéncia.

Um microarranjo proteico para deteccdo de NS1 (YFV) foi desenvolvido para
identificacado e diferenciagao de flavivirus (infecgdo x vacinagdo) com sucesso. Esta
tecnologia também vem sendo aplicada a determinagao da expressao de antigenos
do complexo principal de histocompatibilidade (MHC), ou Antigenos Leucocitarios
Humanos (HLA), essenciais na avaliagcdo da equivaléncia entre células, tecidos e
orgaos. Estes testes para determinagao da presenca e diferenciacao de anticorpos
HLA é parte essencial da avaliacdo de compatibilidade entre doador e receptor e

tornou-se padrao internacional para a realizagao de transplantes.



