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Resumo

A disciplina Técnicas Bioldgicas em Pesquisa contempla aspectos tedricos e
praticos das principais metodologias empregadas na pesquisa basica e translacional.
O curso tem como objetivo capacitar os alunos para compreender, interpretar e discutir
criticamente os principais ensaios laboratoriais descritos na literatura cientifica,
promovendo o desenvolvimento de competéncias relacionadas ao planejamento
experimental, analise de resultados e aplicacao de técnicas biomédicas em diferentes
areas da pesquisa.

O presente documento, elaborado em formato de livro, constitui o trabalho de
conclusao da disciplina e reune a descricdo detalhada dos fundamentos tedricos,
aplicagdes experimentais, materiais, protocolos, recomendacdes técnicas, cuidados
metodoldgicos e formas de interpretacdo dos resultados obtidos por metodologias
amplamente utilizadas na rotina de laboratérios de pesquisa. Entre as técnicas
abordadas destacam-se cultura celular, citometria de fluxo e ensaio imunoenzimatico
ELISA, ferramentas essenciais para investigacdo de processos biolégicos,
moleculares e celulares.

Além da descricdo dos procedimentos experimentais, o material enfatiza
aspectos relacionados a padronizagcdo metodoldgica, biosseguranca, controle de
qualidade e limitagdes técnicas, permitindo aos estudantes uma compreensao mais
ampla sobre a execugao e a reprodutibilidade dos experimentos cientificos. Dessa
forma, o conteudo busca aproximar o conhecimento tedrico da pratica laboratorial,
contribuindo para a formagao académica, cientifica e profissional dos discentes.

O material foi desenvolvido pelos proprios alunos a partir de informacdes
obtidas em artigos cientificos, protocolos experimentais e livros-texto atualizados,
estimulando a busca ativa pelo conhecimento, a analise critica da literatura cientifica
e a integracdo entre ensino, pesquisa e pratica experimental. Assim, este trabalho
apresenta ndo apenas carater didatico, mas também relevancia formativa para

estudantes inseridos em atividades de pesquisa basica e aplicada.

Palavras-chave: técnicas de pesquisa; cultura celular; citometria de fluxo; ELISA;

pesquisa basica.
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1. CULTURA DE CELULAS PRIMARIAS
OBTENCAO E CULTURA DE CELULAS PERITONIAIS ADERENTES
Goncgalves AAS, Pinheiro COD, Gomez RJ

1.1 Fundamento

O inicio da cultura celular se da no ano de 1882 quando Sydney Ringer
desenvolveu uma solugdo salina simulando o ambiente fisiolégico capaz de manter o
funcionamento de células cardiacas de uma ra (YAO et al., 2017). A fim de manter as
células viaveis por mais tempo, no inicio do século XX, diversos cientistas modificaram
e adaptaram a solugdo de Ringer, tendo como destaque: Ross G. Harrison, no qual
manteve, durante semanas, o crescimento de fibras nervosas de um sapo em meio
de fluido linfatico da espécie adulta; Alexis Carrel, do qual, além de conceber um
protétipo do frasco de cultura das células e a ideia da troca constante do meio, junto
de Montrose T. Burrows, descobriram o plasma como o liquido ideal para a cultura de
animais homeotérmicos; e Margaret R. Lewis e Warren H. Lewis, onde viram que a
solugao Locke-Lewis era mais eficaz para o cultivo de células embrionarias de galinha,

pois eram suplementadas com aminodacidos, caldo e glicose (YAO et al., 2017).

Quase cinquenta anos depois Harry Eagle desenvolve o meio essencial minimo
(MEM) — composto por soro dialisado, glicose, seis sais inorganicos, 13 aminoacidos
e oito vitaminas soluveis em agua; e o Roswell Park Memorial Institute desenvolve o
meio RPMI 1640 (YAO et al., 2017), ambos servindo como base até os dias atuais

para o cultivo de células de mamiferos in vitro.

Dentro da cultura celular existem dois tipos principais de origem de células.
Células primarias se referem as células isoladas diretamente de um de tecido vivo
(HARPER, 2024), tal como aconteceram nos primeiros experimentos da cultura
celular. Elas diferem das células de linhagem — células de origem carcinogénicas,
cultivadas em experimentos a partir de 1940, com destaque para o descobrimento e
utilizagao das células HelLa de cancer cervical em 1951 — devido a sua incapacidade
proliferativa ilimitada (YAO et al., 2017). Entretanto, sua utilizagéo ainda se dispdem
de vantagens tais como a obtenc¢ao de dados (idade, sexo, historico reprodutivo etc.)

que podem ser incluidos na pesquisa experimental, além da preservacao da



morfologia celular tal como ela € encontrada, essenciais para sua fungdo normal
esperada (HARPER, 2024).

As células aderentes peritoniais contém uma variedade de células
imunoldgicas, incluindo macréfagos e os linfocitos B e T (RAY et.al., 2010). E dentre
os linfocitos B, o subgrupo de células B-1, caracterizada pela diferenga ontogénica e
comportamento distinto dos linfécitos B convencionais (células B-2), chega a ser até
70% da populacéo desse tipo de célula imunologica (HERZENBERG, 2000).

1.2 Aplicagoes

A cultura primaria de células peritoneais aderentes de B-1 e macréfagos pode
ser utilizada quando se pretende estudar o sistema imune inato, estudos
experimentais e pré-clinicos para tratamento de doencgas infecciosas, autoimunes,

canceres e diabetes, além de estudos envolvendo o metabolismo glicémico.

1.3 Material e equipamentos
Material:
e Agulhas e seringas estéreis (para lavagens peritoneais)
o Pipetas automaticas + ponteiras estéreis
« Pipetador e pipetas graduadas estéreis (2, 5, 10, 25 ml)
o Tubos conicos de 15 ml e 50 ml estéreis
o Placas de cultura de 6 pocos
o Camara de Neubauer
» Meio de cultura RPMI
« Soro fetal bovino
« Antibioticos

e PBS estéril



e Solugao de Trypan Blue (para contagem celular).
Equipamentos:

o Capela de biosseguranga limpa e desinfectada (alcool 70% + 15 minutos de luz
uv)

« Estufa calibrada (37 °C, 5% CO,, umidade controlada)

o Centrifuga (para recuperacéao de células e sobrenadantes)
e Microscopio invertido (monitoramento da cultura)

e Banho-maria (para aquecer meio a 37 °C)

o Equipamentos de protecao individual (jaleco, luvas, touca)

1.4 Passo-a-passo

1. A coleta das células deve ocorrer através de lavagens intraperitoneais de

camundongos BALB/c utilizando 2 ml de meio RPMI;

2. Apos a coleta, a suspensdo celular deve estar na concentracdo de 1x10°
células/200 pl, e a contagem devera ser realizada utilizando, por exemplo, a camara

de Neubauer;

3. A suspensdo celular na concentragdo correta deve ser distribuida em placas de

cultura de seis pocos;

4. A placa de cultura sera incubada em estufa a 37°C e 5% de CO:2 por um periodo de

40 minutos;

5. Apos a primeira incubacéo, as células ndo aderentes s&o descartadas, e adicionado
meio R10 (meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino) a fragdo de

células aderentes;

6. As células sdo mantidas em cultura nas mesmas condicbes de temperatura e

ambiente durante cinco dias, sem renovag¢ao do meio;

7. Apos os cinco dias, as células B-1 constituem o principal tipo células da fragao nao
aderente, enquanto os macrofagos permanecem aderidos. Estas células séao
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recuperadas, centrifugadas e, se necessario, purificadas por cell sorting para
utilizacdo em ensaios experimentais (ALVARES-SARAIVA et al., 2015; THIES et al.,
2013).

Figura 1 - Fluxograma de realizagdo do protocolo de cultura primaria de células
aderentes peritoneais.

Coleta das Células Preparo da Suspensdo das Plaqueamento Incubagdo
— Células pa—
<> — { n
’ —_— 1 . r | lj
‘v 4 )
2 < | =
= | B 3 e v ' p
| g. .
\ 1x10¢ células/200 pl & 37°C X‘m min
Descarte de Células e Adigdo de Meio Incubagio Recuperaco das Células
/z )
\ I c_j_% 2
- 7y @
e RSV S P SSUSL SN & 37°C 85 dias _‘:/ <

Fonte: Autoria prépria imagens BioRender®

1.5 Recomendacgodes

Utilizar apenas material estéril durante o lavado peritoneal e manutencao da

cultura para evitar contaminagao.

Durante o lavado peritoneal, manter o material cirurgico mergulhado em um
béquer com alcool 70°. Quando estiver com a pipeta Pasteur na cavidade, tomar
cuidado para ndo romper o intestino, sempre manter a pipeta proxima a parede da
cavidade peritoneal. Por ser uma camada fina, € possivel visualizar os 6rgaos da

cavidade.

A partir do 3° dia de cultura as células B-1 comegam a ficar em suspensao no
meio, portanto, quando realizar troca de meio, ndo descartar a parte suspensa e

realizar lavagens com RPMI na garrafa para obter todas as células presentes.

1.6 Registro dos resultados



Os resultados da técnica podem ser registrados através Citometria de Fluxo
para avaliagdo de viabilidade e fendtipo, assim como Microscopia Eletronica de
Transmissdo ou Varredura para avaliagdo morfolégica a depender do objetivo e
finalidade do estudo. Na Citometria de Fluxo, as células B-1 sao identificadas pelo
fendtipo CD19* CD23, e os macrofagos pelo fendtipo CD11b* e F4/80*. A viabilidade

celular pode ser analisada por citometria através dos corantes 7AAD e Anexina.

2. VIABILIDADE CELULAR POR CITOMETRIA DE FLUXO
Dos Santos ACD, Carbonara CC, Avalo ZR

2.1 Fundamento

A jornada da técnica de analise celular conhecida como citometria de fluxo é o
resultado da convergéncia de diversas inovagdes que remontam a meados do século
XX. Embora a ideia de analisar células em movimento remonte a propostas como a
de Moldavan, em 1934, o desenvolvimento pratico da citometria de fluxo moderna
ganhou impulso significativo a partir de meados dos anos 1950 e 1960 (COSTA, 2022).
O trabalho pioneiro de Wallace H. Coulter, que desenvolveu o principio de contagem
de células por resisténcia elétrica (o Principio Coulter), e as contribuigbes cruciais de
pesquisadores como Mack J. Fulwyler e Leonard A. Herzenberg foram fundamentais,
Fulwyler combinou a contagem eletrénica com a tecnologia de separagao por jato de
tinta, criando o primeiro aparelho capaz de separar células, enquanto Herzenberg, em
1972, cunhou o termo FACS (Fluorescence Activated Cell Sorter) e impulsionou o0 uso
de anticorpos ligados a fluoréforos, pavimentando o caminho para a analise

multiparamétrica que conhecemos hoje (FIOCRUZ, 2024).

No Brasil, a historia teve inicio em 1988 com a instalacdo do primeiro
equipamento no Rio de Janeiro, a demanda cresceu fortemente a partir de 1992,
principalmente no diagndstico de HIV (Virus da Imunodeficiéncia Humana) e em
doencas hematopoiéticas (FIOCRUZ, 2024).

Atualmente, novas frentes vém sendo exploradas, como citometria com

imagem espectral e nanométrica, permitindo analises mais versateis e detalhadas,
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inclusive de particulas muito pequenas, como virus e vesiculas extracelulares
(COSTA, 2022).

2.2 Aplicacgoes

A citometria de fluxo € uma técnica analitica poderosa e de alta precisao que
revolucionou a biologia celular, imunologia, medicina e microbiologia (FIOCRUZ,
2024). Ela permite a analise rapida e quantitativa de milhdes de células ou particulas
em suspensdo (COSTA, 2022). O principio basico € que as células sdo marcadas com
fluorocromos (moléculas fluorescentes) que se ligam a componentes especificos da
célula, como proteinas de superficie, DNA ou RNA, essas células marcadas sao,

entado, direcionadas em uma unica linha através de um feixe de laser (COSTA, 2022).

Quando o laser atinge uma célula, a luz é dispersa em diferentes dire¢des e os
fluorocromos vibrantes emitem luz em comprimentos de onda especificos, assim, os
detectores do citbmetro de fluxo capturam tanto a luz dispersa quanto a emitida
(COSTA, 2022). A analise desses sinais fornece informac¢des detalhadas sobre as

caracteristicas de cada célula, como:

v Tamanho e granularidade (complexidade interna): A luz dispersa em direcéo
frontal (FSC - forward scatter) é proporcional ao tamanho da célula, enquanto
a luz dispersa lateralmente (SSC - side scatter) reflete a granularidade e a

complexidade interna.

v Expresséo de proteinas ou antigenos: A intensidade da fluorescéncia emitida
por um fluorocromo especifico indica a quantidade de uma proteina ou antigeno

presente na superficie ou no interior da célula.

v Viabilidade celular: Testes de viabilidade permitem distinguir células vivas de
células mortas, pois o corante s6 penetra nas ceélulas com a membrana

danificada.

v Anadlise do ciclo celular: Corantes de DNA sido usados para quantificar a
quantidade de DNA em cada célula, permitindo a analise das diferentes fases

do ciclo celular.



2.3 Material e equipamentos

Este protocolo baseia-se na utilizagdo de corantes de exclusdo lodeto de
Propidio (PI) ou 7-AAD. Estes corantes fluorescentes interagem com o DNA, mas,
devido as suas propriedades, ndo conseguem atravessar membranas celulares
integras (caracteristica de células viaveis). Apenas células com a membrana
comprometida (células mortas ou em apoptose tardia) permitem a entrada do corante,

que se liga ao DNA, tornando-se fluorescentes. Sera necessario:

e Amostra de suspensao celular em concentragéo conhecida (1x108 células/ml).

e Tampao de PBS (Phosphate-Buffered Saline) frio.

¢ |odeto de Propidio (ex: 1 mg/ml) requer manuseamento cuidadoso e protecao
da luz.

e 7-Aminoactinomicina D (7-AAD) pode ser utilizado em alternativa ao Pl e
também requer protegao da luz.

e Tubos de Citometria como tubos de polipropileno (ex: 5 ml, 12x75 mm).

e Meio de Cultura para neutralizar enzimas, se aplicavel (ex: tripsina).

2.4 Passo-a-passo
1. Preparagdo da Amostra

e Células Aderentes: Retire 0o meio, lave com PBS e tripsinize as células.
Neutralize com meio completo.

e Células em Suspenséo: Transfira para um tubo de centrifuga.

e Lavagem: Centrifugue a suspenséo celular e descarte o sobrenadante.

e Ressuspenda o pellet em PBS.

e Conte as células no hemocitémetro.

e Ajuste a concentragado desejada de células por tubo.

e Distribua 1 ml da suspenséo celular (contendo células) nos tubos de citometria.
2. Adigao do Corante

e Adicione a concentracdo de Pl ou 7-AAD otimizada para o seu ensaio
(geralmente 1-5 g/ml) a todos os tubos (Controle Positivo e Amostras).

e Adicione o corante o mais proximo possivel do momento da aquisi¢ao (maximo
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15 minutos antes).

e Incube por 5-10 minutos no escuro.
3. Aquisicao

e Passe as amostras no citdbmetro de fluxo imediatamente apds a incubacgao.

e Parametros: Pl: Detectado no canal FL2 (ou equivalente). 7-AAD: Detectado
no canal FL3 (ou equivalente).

e Utilize o Controle Positivo para ajustar a voltagem (ganho) de forma que a
populagcdo positiva para o corante fique claramente separada da populagao

negativa.
4. Analise de Dados:

e Gate de Viabilidade: Crie um histograma ou um grafico de pontos do canal
de fluorescéncia (PI/7-AAD) vs. contagem (ou FSC-A).

e Células Viaveis: Serao negativas para o corante.

e Células Nao Viaveis (Mortas): Serao positivas para o corante (alta
fluorescéncia).

e A percentagem de viabilidade celular € dada pela percentagem de células

negativas para o corante na sua populacéao total de interesse.

Figura 2 - Viabilidade celular por citometria de fluxo
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Dicas essenciais para o sucesso

e Protecdo da Luz: O Pl e o 7-AAD s&o sensiveis a luz. Mantenha as amostras e

0s corantes no escuro o tempo todo.

o Tempo: A incubacdo com o corante deve ser breve. Se as células ficarem no
corante por muito tempo, pode comecar a haver captagao por células viaveis,

resultando em dados falsos.

o Corantes Multiplos: Se realizar imunofenotipagem, por exemplo, o PI/7-AAD
deve ser sempre o ultimo reagente a ser adicionado, apds a marcagao com 0s

anticorpos.

2.5 Recomendacgoes

Trata-se de uma técnica fundamental em diversas areas, desde a contagem
de células sanguineas e o diagndstico de leucemias e linfomas até a pesquisa em
imunologia, onde é usada para identificar e quantificar diferentes subpopulag¢des de
células imunes. Sua capacidade de analisar multiplas caracteristicas celulares
simultaneamente a torna uma ferramenta indispensavel para a pesquisa e 0
diagnostico modernos (COSTA, 2022).

O objetivo da técnica é traduzir as caracteristicas fisicas e biolégicas das
células em dados quantitativos e graficos, fornecendo informagdes precisas para

estudos e desenvolvimento de novas terapias (COSTA, 2022).

2.6 Registro dos resultados

e Aanalise dos dados ocorre em modo de lista usando o software apropriado.

e Siga as instrugdes do software para adquirir os dados das amostras e dos
controles de processo.

e Verifique se os valores dos controles de processo estdo dentro dos intervalos

esperados.
e Os dados séao registrados no software apds a aquisigéo, € o processo inclui a

criacao de painéis para a analise e a geragao de relatorios.

12



ENSAIO IMUNOENZIMATICO - TESTE ELISA

Da Silva GM, Da Silva MIT e Rodrigues YS

3.1 Fundamento

O teste ELISA que significa do inglés: Enzyme Linked ImmunonoSorbent
Assay, se baseia em reagdes antigeno-anticorpo detectaveis através de reacodes
enzimaticas. Esta técnica usa conjugados marcados com enzimas e substratos
enzimaticos que geram mudancgas de cor (AYDIN, 2015). Trata-se de um teste
bioquimico imunoldgico utilizado para identificar e quantificar anticorpos, antigenos,
peptideos, proteinas, glicoproteinas e hormdnios em amostras biolégicas (AYDIN,
2015).

Embora as técnicas ELISA e radioimunoensaio (RIA) tenham suas raizes em
um principio basico desde 1941, o método RIAfoi aplicado pela primeira vez por Yalow
e Berson nos anos 1960, com o intuito de medir os niveis de insulina endégena no
plasma. Simultaneamente, o ELISA foi desenvolvido por duas equipes de pesquisa,
sendo amplamente creditado aos cientistas suicos Engvall e Perlmann, que faleceram
em 2005. Eles introduziram o método ELISA em 1971 ao modificar a técnica RIA. Em
termos simples, a inovagao consistiu em substituir os radioisétopos marcados em RIA
por enzimas ao invés de iodo radioativo 125 para criar um método imunolégico. Essa
nova abordagem foi utilizada para mensurar os niveis de IgG no soro de coelhos. No
mesmo ano, outra equipe foi capaz de quantificar a gonadotrofina coribnica humana
na urina utilizando a enzima peroxidase de rabano com o método EIA, e solicitaram
patentes nos EUA e na Europa (PEREIRA FILHO, 2023).

Apods o surgimento do ELISA, diversos pesquisadores o aplicaram: Carlson e
colaboradores em 1972, Holmgren e Svennerholm no campo da microbiologia
diagndstica em 1973, Ljungstrom e sua equipe para detectar triquinose em
parasitologia em 1974, e Voller e outros para diagnosticar malaria em 1975. Também
em 1978, 1979 e 1981, Bishai e Galli, Leinikki e Ukkonen, respectivamente, utilizaram
o método ELISA para identificar infecgbes por virus influenza, parainfluenza e
caxumba. Em 1980, Siegle e sua equipe adaptaram o teste ELISA e incorporaram

placas de microtitulacdo para determinar as concentragdes de diversos horménios,
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peptideos e proteinas. Com o tempo, esse método, que passou a ser aplicado em
varias areas, se consolidou como uma técnica rotineiramente utilizada em laboratérios
de pesquisa e diagnostico ao redor do mundo (PEREIRA FILHO, 2023).

O teste ELISA se baseia na detecgdo de moléculas, sejam elas antigenos ou
anticorpos, por meio de reagdes que envolvem enzimas. A analise geralmente ocorre
em uma placa de microtitulagao revestida com antigenos especificos, que se ligam
aos anticorpos desejados através de uma série de etapas: comegando pela
sensibilizagdo da placa com o antigeno, seguida pelo bloqueio das areas nao
ocupadas usando proteinas nao reativas, como albumina ou caseina derivada do leite.
ApOs esse processo, realiza-se uma lavagem com PBS e Tween 20 para remover o
excesso do bloqueio, apds esse processo o0 soro contendo o anticorpo € incubado. Se
o soro for de um paciente positivo para a doenga em questao, ele contera anticorpos
que se ligardo ao antigeno; caso contrario, ndo havera anticorpos suficientes para
essa ligacéo e, consequentemente, a reacdo de revelagdo ndo ocorrera. Apds outra
lavagem com PBS e Tween 20, realiza-se a incubagdo com um anticorpo secundario
que esta ligado a uma enzima (por exemplo, peroxidase ou fosfatase alcalina). Apés
mais uma lavagem com PBS e Tween 20, acontece a incubagao com o substrato (OPD
+ H202 30% + Solugdo Citrato). Dependendo da enzima associada ao anticorpo
secundario e do substrato utilizado, a reacao final podera apresentar cores como
verde, laranja ou azul (PEREIRA FILHO, 2023).

O teste ELISA pode ser classificado em quatro formatos principais: ELISA
direto, ELISA indireto, ELISA em sanduiche e ELISA competitivo (AYDIN, 2015).

- ELISA direto: A superficie da placa é revestida diretamente com o anticorpo ou
antigeno. Um anticorpo ou antigeno marcado com enzima é usado para a medig¢ao.
ApOs a incubagao, ocorre uma lavagem para remover antigenos ou anticorpos néo
ligados. Em seguida, um substrato € adicionado para gerar uma coloragdo, que €
medida para determinar a quantidade de antigeno ou anticorpo (AYDIN, 2015).

- ELISA indireto: O antigeno é revestido na placa. O soro é adicionado, formando um
complexo antigeno-anticorpo. Um anticorpo secundario marcado com enzima, que
reconhece o anticorpo primario, é adicionado. Apos a adicdo do substrato, ocorre a

coloracgédo, indicando a concentragédo do antigeno (AYDIN, 2015).
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- ELISA em sanduiche: A placa é revestida com um anticorpo de captura. O antigeno
€ adicionado e ligado ao anticorpo. Apos a lavagem, um anticorpo secundario marcado
com enzima é adicionado. O substrato € entdo adicionado, gerando coloragéo. A

presenga de coloragao indica um resultado positivo (AYDIN, 2015).

- ELISA competitivo: A superficie da placa é revestida com um anticorpo especifico
para o antigeno ou vice-versa. O antigeno ou anticorpo da amostra compete com um
antigeno ou anticorpo marcado com enzima para se ligar ao anticorpo ou antigeno na
placa (AYDIN, 2015).

Figura 1 - Tipos de Elisa.

TIPOS DE ELISA

3 <3
HOMOGENEO HETEROGENEO
(Uso Especial) (Uso Geral)

1
- + <+ <+

Direto Indireto Sanduiche Competitivo

Y Anticorpo ¥ Anticoro ¢ Antigeno 3 Antigeno * Bloqueio
" Conjugar (Anticorpo B iotinilado) Enzima = Substrato

Fonte: AYDIN et al 2015.

AYDIN et al. (2025) destaca como principais vantagens no teste de ELISA:

- Alta Sensibilidade e Especificidade: Capaz de detectar concentragdes muito baixas
de substancias, como 1 pg/ml;

- Procedimento Simples e Direto: Facil de realizar, com instrumentos amplamente
disponiveis em laboratérios.

- Custo Acessivel: Reagentes de baixo custo e longa vida util;

- Versatilidade: Pode medir horménios, peptideos e outras moléculas em fluidos

biolégicos como soro, plasma, saliva e extratos celulares;
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- Ampla Aplicagao: Usado para detectar infecgdes, incluindo COVID-19, e monitorar
doencgas enddcrinas, metabdlicas, cardiovasculares e microbioldgicas;

- Avancos Tecnoldgicos: Métodos como ELISA digital e ELISA com amplificagao por
thio-NAD aumentam a sensibilidade, permitindo a deteccdo de concentracdes
extremamente baixas;

AYDIN et al. (2025) também destaca como desvantagens:

- Efeito Gancho (Hook Effect): Pode levar a resultados falsamente baixos em altas
concentracdes de analitos;

- Limitagdes de Sensibilidade: O formato direto do ELISA é menos sensivel em
comparagao com os formatos indireto ou sanduiche;

- Disponibilidade de Anticorpos: Requer anticorpos especificos e de alta qualidade,
que podem ser dificeis de obter para certos antigenos;

- Deteccdo de Analises Unicas: Ndo é adequado para multiplexacdo (detecgdo de
multiplos antigenos simultaneamente);

- Ruido de Fundo: Ligagdo ndo especifica pode gerar sinais de fundo, reduzindo a
precisao;

- Faixa Dinamica Restrita: Menor faixa linear para quantificagdo em comparagao com
outros formatos;

- Reatividade Cruzada: Pode levar a resultados falsos positivos devido a interacao
com antigenos relacionados;

- Consumo de Tempo: Requer multiplas etapas de incubagao e lavagem, tornando-o
menos pratico para configuracdes de alto rendimento;

- Variagao nos tipos de kit: As amostras de ELISA podem ter 96 como pode nao ter 96
pocos, depende de cada kit de ELISA — se o kit € fornecido em placa, se atentar em
usar a placa inteira deixar claro que o kit, depende do fornecedor, as vezes o

fornecedor fornece a placa ja com a sensibilizagao (ja com os anticorpos).

3.2 Aplicagoes

Na atualidade, os métodos de ELISA sdo muito usados no diagnostico e
acompanhamento de diversas doencas, entre elas as de origem enddcrina,
metabdlica, cardiovascular e microbiologica. Ela é de uma das técnicas mais sensiveis

para a deteccdao de substdncias como peptideos, proteinas e hormoénios, tendo a
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capacidade de identificar concentragdes extremamente baixas, na faixa de 5 a 10
pg/ml (AYDIN, 2015).

3.3 Material e equipamentos

necessarios certos tipos de materiais e equipamentos.

Para garantir a execugao adequada do ELISA, segundo (AYDIN, 2015). séo

Material:

Pipetas automaticas (10, 100, 1000 uL)
Tubos para coleta de material biolégico
Papel seco,

Vortex

Frascos (50-500 mL),

Tubos eppendorf,

Pipeta multicanal (560—-100 L)
Reservatorio de solucéo,

Buffers,

Selador de placa de acetato

Diagrama de ensaio,

Placa imunolégica de 96 pogos.

Agua destilada,

Selador de placa

Amostra

Inibidor de protease

Solucao de HCI 2N

Peptideo biotinilado

Tampao de ensaio concentrado
Peptideo padrao, controle positivo
Streptavidina-peroxidase de rabano (HRP)
Solugéo substrato (TMB)

Equipamentos:

Leitor de microplacas ELISA,

Lavadora e impressora
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e Banho-maria
e |ncubadora

e Agitador de placas

3.4 Passo-a-passo

1. Sensibilizagdo: a sensibilizacdo da placa é feita com o objetivo de imobilizar o
antigeno, em alguns kits de ELISA n&o ha a necessidade de fazer essa etapa pois a
placa ja vem sensibilizada com antigeno, vai depender do fornecedor da placa. Na
ELISA convencional essa sensibilizagado acontece para a placa receber o antigeno ou
anticorpo e ele ficar grudado no fundo da placa, o tempo para a sensibilizacao vai de
30 minutos a 2 horas.

2. Bloqueio: consiste em fazer um bloqueio dos espacos livres da placa, que consiste
em adicionar uma proteina inerte (albumina sérica bovina), também chamada de BSA.
Isso é feito para cobrir as partes da placa, evitando uma ligagdo nao esperada.

3. Adicdo da amostra: consiste em adicionar nossa amostra (soro, plasma, saliva entre
outros) que contém a molécula que queremos encontrar. O processo consiste em diluir
0 antigeno ou anticorpo em uma solugao tampao, ligando e ficando grudada a placa.
4. Lavagem: esse passo consiste em fazer uma lavagem para remover toda a solugao
que nao grudou na placa, deixando apenas as que houve ligagéo, essa lavagem é
feita com um tampao de fosfato salino (PBS) e esse passo pode se repetir varias vezes
ao longo da técnica de ELISA.

5. Adicao do anticorpo de deteccgdo: consiste em adicionar a amostra um anticorpo de
deteccao. Esse anticorpo esta marcado por uma enzima especifica, esse anticorpo
vai se conectar a amostra que ficou presa na placa formando um complexo.

6. Lavagem: consiste em fazer novamente uma lavagem com PBS igual ao passo
quatro, essa lavagem serve para eliminar os anticorpos que nao se ligaram a solugao
que ja estava na placa, mantendo somente os anticorpos que se ligaram com a
substancia da placa e formaram o complexo.

7. Adicao do substrato: consiste em colocar um substrato incolor (normalmente
peroxidase de raiz forte, chamado de HRP), esse substrato se liga a enzima formando
uma cor e podendo identificar a ligagdo e por consequéncia o que esta se procurando

com essa técnica de ELISA.

18



8. Agao de parada: consiste em parar a reagao, entre o substrato incolor e a enzima,
esse processo € feito para que a cor ndo continue mudando, podendo dessa forma
fazer uma leitura e ter um resultado de forma estavel.

9. Resultados: consiste em avaliar o resultado obtido, esse resultado é avaliado pela
cor final ao qual quem faz a leitura dessa cor € um aparelho chamado
espectrofotdmetro, a intensidade e mancha da cor identifica a quantidade e o tipo de

célula na amostra.
Figura 2 - Fluxograma da técnica de ELISA.

1 2 3

Placa sensibilizada Blogueio com BSA Adicdo da amostra
e com antigeno ' ;

ESA

4 : 5 : 6
Lavagem com PBS Adic&o do anticorpo Lavagem com PBS

"y W"” ’hlf

v § 8 : 9
adigo do substrato Acdode paradai Resultados
Ny _—
i

Fonte: Autoria propria imagens BioRender®

3.5 Recomendacgoes

De acordo com BORGES, DERMARCOS & HATANAKA, 2022. para garantir a
precisao e a confiabilidade dos testes ELISA é fundamental que parametros claros de
qualidade e controles rigorosos sejam implementados.

- Parémetros de Qualidade:
e Selecao e estabilidade dos reagentes: é essencial que todos os reagentes,

como anticorpos, enzimas, substratos e solu¢des disponiveis, estejam dentro
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do prazo de validade e em condi¢gdes ideais de conservagao (pH estavel
conforme orientagdes do fabricante);

Integridade das amostras: as amostras devem ser corretamente armazenadas
e manuseadas para evitar degradagdo ou contaminagdo, o que pode
comprometer significativamente os resultados do teste;

Temperatura e tempo de incubacéo: cada etapa do teste deve respeitar
rigorosamente os parametros de tempo e temperatura definidos pelo fabricante
ou protocolo validado. Pequenas variagbes podem gerar resultados falsos
positivos/negativos;

Lavagem das placas: é um passo critico na execugao do ensaio e desempenha
um papel fundamental na obtencdo de resultados confiaveis e precisos. Esta
etapa é essencial para remover residuos de reagentes nao ligados e néo
especificos, bem como para reduzir a possibilidade de resultados falsos
positivos ou falsos negativos. Alguns dos problemas mais comuns incluem:
Contaminacéo cruzada: Se as placas nao forem lavadas adequadamente entre
cada etapa do ensaio, pode ocorrer contaminagao cruzada entre as amostras,
levando a resultados imprecisos. Adsor¢cdo nao especifica: Residuos de
reagentes nao ligados podem ficar presos a superficie das placas, resultando
em adsorg¢ao nao especifica de moléculas durante a etapa de detecgao. Isso
pode levar a resultados falsos positivos ou negativos, comprometendo a
interpretacao dos resultados. Ruido de fundo elevado: A presenca de residuos
nao ligados pode aumentar o ruido de fundo do ensaio, reduzindo a
sensibilidade e a especificidade do mesmo. Variagédo nos resultados: A falta de
lavagem adequada pode resultar em variagdo nos resultados entre diferentes
corridas do ensaio, dificultando a comparagao entre amostras e a reproducao

dos resultados.

- Boas Praticas e Padronizacéo:

Seguir rigorosamente protocolos validados e recomendagdes de orgaos
reguladores como a Anvisa e normas internacionais atualizadas;

Documentar todos os controles, padrbes utilizados, lotes de reagentes e
desvios ocorridos no ensaio de rastreabilidade e seguranga laboratorial;
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e Realizar treinamentos e verificagdes periddicas das condigdes dos
equipamentos e competéncia técnica da equipe envolvida (PEREIRA FILHO,
2023).

3.6 Registro dos resultados

Apos a execucgao do ensaio, a leitura da placa gera valores de absorbancia
(OD, densidade optica) para cada pogo. A interpretacéo dos resultados do teste ELISA
se baseia na comparacido entre as leituras de absorbancia das amostras e curva
padrao construida a partir de concentragdes conhecidas. Primeiramente verificam se
os controles (branco, negativo e positivo) que servem como indicadores de qualidade
do ensaio (NUMMER, 2018).

e Controle branco (Blank): deve apresentar OD préxima de zero (<0,15). Valores
altos indicam problemas no bloqueio, contaminagao ou substrato;

e Controle negativo: deve ter OD baixa, semelhante ao branco. Caso esteja
elevado, sugere reagao inespecifica;

e Controle positivo: deve ter OD elevada e previsivel. Caso esteja baixa o ensaio
pode ter falhado (anticorpos vencidos, substrato degradado, tempo de

incubagéao inadequado)

Em seguida, analisam se as replicatas para confirmar a reprodutibilidade. A curva
padrdo, ajustada por regresséo logistica (4PL/5PL), fornece a base para o calculo da
concentracdo das amostras. ou seja, uma série de diluicbes sucessivas de uma
amostra com concentragdo conhecida — para possibilitar a analise quantitativa dos

resultados.

As amostras fora da faixa devem ser diluidas e testadas novamente. Para aceitagao
do ensaio, exige se curva padrdo com R2 = 0,99, controles dentro do intervalo de
120% e CV% 15%. (NUMMER,2018).

e Curva de Absorbancia: A curva de absorbancia do teste ELISA relaciona a
concentracéo da substéancia de interesse com a intensidade da cor gerada na
reacdo, medida pela absorbancia. A partir da curva padréo, que é construida
com solugdes de concentragdes conhecidas, obtém-se uma equacao linear da
forma Y= mX + b, onde:
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Y - absorbancia (valor medido);

X - concentragao (valor que queremos determinar);

m - inclinagdo da reta (slope);

b - intercepto no eixo Y (absorbancia quando a concentragao é zero).
Para determinar a concentracido de amostras desconhecidas, mede se a absorbancia
média (Y) e utiliza-se a férmula X = Y- b/m, que permite converter a absorbancia em
concentragéao.
Exemplo:
Dados do padrao: 0, 10, 20, 40, 80, 160 ng/mL com absorbancias 0,05; 0,17; 0,31;
0,59; 1,06; 1,90 (450 nm).
Equacéao da reta (ajuste linear encontrada): Y=0,0116 X+0,081
Coeficiente de determinagao (R?): 0,9968 (excelente linearidade na faixa analisada).
Absorbancia da amostra (medida): Y= 0,70 (média de triplicatas).
Calculo da concentragao (inversao da equacgao):
X =Y-b/m =0,70-0,081/0,0116 = 53,39 ng/mL

Portanto, a concentragéo estimada da amostra é = 53,4 ng/mL.

Figura 3: Curva padrdao de absorbancia do ensaio ELISA (0-160 ng/mL). Pontos
representam as diluicbes do padrao; a reta € o ajuste linear obtido por regresséao (Y =
0,0116X + 0,081; R? = 0,9968). A cruz marca a amostra desconhecida (absorvancia
média = 0,70), cuja concentragao calculada foi aproximadamente 53,4 ng/mL. Linhas
tracejadas indicam projecédo da absorbancia até a curva e correspondéncia na escala
de concentracgao.

Curva Padrao - ELISA (Exemplo didatico)
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Fonte: Autoria prépria.
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