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RELATORIO DESCRITIVO
~ Pedido de Patente de Invengdo para “CARDIOLIPINA
MODIFICADA E SEUS USOS”

Referéncia a Pedidos de Patente Relacionados

Este. pedido de patente reivindica o beneficio da prioridade do
Pedido de Patente Provisério US 60/737901_, depositado em 18 de novembro de
2005, o qual .é aqui incorporado em sua totalidade como referéncia.
: keconhecimento de Suborte Governamental _
Esta invengdo foi feita pelo National Center for HIV, STD, qﬁd B
Prevention, Division of AIDS, STD, and TB Laboratory Research, Laboratory
Reference and Research Branch, Centers for Disease Control and Prevention,
uma agéncia do governo dds Estados Unidos. |
Campo
Esta divulgagdo se refere a composigdes de cardiolipina modificada
e seus usos; em particular, a métodos de imobilizagdo de cardiolipina modificada
em um suporte solido, e a imunoensaios relacionados (tal como o ELISA) e
dispositiyos de imunoensaios (tais como fitas de teste, dispositivos de passagem
de ﬂﬁxo, ou dispositivos de fluxo lateral), sendo esses ensaios e dispositivos

uteis, por exemplo, para a detecgdo de anticorpos anti-lipidicos e/ou para o

' diagﬁéstico de doengas (tais como a sifilis).

Fundamentos

A sifilis € uma doenga sexualmente transmissivel (DST) causada
pela bactéria espiroquéta Treponema pallidum. Mais de 100.000 casos de sifilis
em adultos sdo relatados em todo o mundo a cada ano. Além diﬁso, a doeng:é ¢é
transmitida de forma congénita e afeta 3.000 ou mais criancas anualmente. O
decurso da infecgdo da sifilis leva muitos anos e pé)de levar a uma variedade de
quadros clinicos, os quais sdo caracterizados por quatro estagios.

O estédgio primério da infecg8o de sifilis ocorre 10-100 dias apds a
infecgdo bacterial, e € caracterizado pela aparéncia de um ou mais cancros
(ulceras vermelha'ls, ndo-sangrentas e indolores tipicamente com menos de 1 cm

de didmetro). Os cancros podem aparecer na genitélia ou em algum outro lugar
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do corpo. O cancro dura por 3 a 6 semanas e cura sem tratamento, deixando uma
pequena cicatriz. As pessoas infectadas sdo contagiosas durante esse estagio.

O estagio secundario da infecgdo de sifilis € caracterizado por
lesdes semelhantes a erupgdes na pele que podem cobrir partes ou todo o corpo.
As lesdes na pele sdo geralmente indolores e‘aparecem 1 a 6 meses depois do
surgimento do(s) cancro(s) inicial(is). As lesGes na pele podem ser parecidas com
verrugas, pustulas ou ulceras. Se deixadas sem tratamento, elas curam em 2 a 12
semanas sem deixar cicatrizes. Febre, dor de garganta, fraqueza, perda de peso,
inchag@o dos noddulos lix\lféticos, e perda das pestanas e/ou de parte das
sobrancelhas podem também ocorrer durante esse estagio da infecg¢do. Além
disso, os sintomas podém progredir para a sifilis meningovascular, que ¢
caracterizada pela inflamag¢do da cobertura do cérebro e da espinhé dorsal e/ou

por mudangas na vasculatura do cérebro. As pessoas infectadas também sdo

. contagiosas durante a fase secundaria.

A sifilis terciaria ou avangada é o estagio final da infec¢do sem
tratamento. Esse estdgio pode ocorrer desde um ano apds a infecg¢do ou em
qualquer momento posterior, com 10 a 20 anos sendo o mais comum. A sifilis
benigna, caracterizada por lesdes chamadas granulomas, pode ocorrer nos 0ssos,
na pele e 6rgdos internos. A morte € rara, mas desordens severas € dores podem
ocorrer. A sifilis cardiovascular é caracterizada por aneurismas aorticos assim
como outros problemas cardiovasculares e freqiientemente resulta em morte. O
envolvimento neuroldgico pode ocorrer nos primeiros estagios assim COI;IO pode
se manifestar como sintomas do estdgio avangado. Na doenga em estigio
avangado, a neurossifilis pode ser assintomatica ou o paciente pode ter problemas
neurolégicos. graves, tais como possivelmente a deméncia, insanidade, limitagdo
da mobilidade, cegueira, surdez, ou até mesmo a morte.

A reagdo imunolégica na sifilis envolve a produgdo de (i)
anticorpos contra a treponema, que s@o especificos para os antigenos da T
Pallidum, e (ii) anticorpos anti-lipidicos, que reconhecem materiais lipidicos
liberados a partir de células hospedeiras danificadas, material semelhante a

lipoproteinas e possivelmente cardiolipina liberada dos treponemas. O principal
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da detecgdo e do diagnéstico da sifilis é o teste soroldgico para um ou para
ambos esses dois tipos de anticorpos.

Os téstes para anticorpos anti-lipidicos (com freqiiéncia chamados
“de testes ndo-treponémicos”) sdo tipicamente baseados em um anfigeno

composto de cardiolipina, colesterol e lecitina que ocorrem naturalmente. Os

testes ndo-treponémicos amplamente utilizados (por ex., o teste VDRL (Venereal |

Disease Research Laboratory e o teste RPR (Rapid Plasma Reagin) monitoram,
seja microscopicamente (por ex., o teste VDRL), ou macroscopicamente (por ex.,

o teste RPR), a formagdo de um produto lanoso compreendido de complexos de

anticorpos-antigenos. Os testes ndo-trepori€émicos tém a vantagem de ser

amplamente disponiveis, de baixo custo, e convenientes para realizar em um
grande nimero de espécimes. Além disso, como os titulos dos anticorpos anti-
lipidicos diminuem com um tratamento bem sucedido para a sifilis,
eventualmente desaparecendo na maioria dos pacientes, enquanto que os titulos
dos anticorpos treponémicos permanecem altos por anos ou mesmo por toda a
vida, os testes ndo-treponémicos sdo considerados a melhor escolha para
monitorar o tratamento ou para testar quando a re-infec¢io.

Os testes treponémicos sdo baseados em antigenos derivados da T

Pallidum e incluem a aglutina¢do de particulas da T. Pallidum (TP-AP), o teste

fluorescente de anticorpos-absorvidos treponémicos (FTA-ABS), e imunoensaios
de enzimas. Os testes treponémicos sio utilizados principalmente para verificar a
reatividade em testes ndo-treponémicos. O teste treponémico pode ser também

utilizado para confirmar uma impressdo clinica de sifilis em que o teste ndo-

treponémico seja ndo-reativo. Os testes treponémicos sdo tecnicamente mais

dificeis, mais demorados, e caros para realizar, ¢ ndo podem ser utilizados para
monitorar o tratamento porque o teste ird permanecer reativo por anos ou por
toda a vida em aproximadamente 85% das pessoas tratadas com sucesso para a
sifilis. |

Cada um dos testes de anticorpos descritos acima € realizado
utilizando-se uma amostra de soro que é obtida em um ambiente clinico e
enviada a um laboratério para analise. Portanto, os resultados dos testes

tipicamente ndo estdo disponiveis por varios dias ap6s a amostra ter sido
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coletada. Por causa da dificuldade freqiiente em se detectar pacientes com DSTs,

o desenvolvimento de um teste rapido, feito no local do exame, ¢ necessario para

auxiliar o médico a fazer um julgamento, preferivelmente no dia do teste.

Dispositivos de imunoensaios (tais como fitas de teste, dispositivos
de fluxo, ou dispositivos de fluxo lateral), que oferecem resultados rapidos,
obtidos no local, estdo disponiveis para testar quantitativamente os niyeis de
anticorpos treponémicos no soro (por ex., DiaSys Corporation;, ACON
Laboratories, Inc.; Biokit; S.A.; Genix Technology; Standard Diagnostics,;
Cortez Diagnostics, Inc.; and Phoenix Bio-Tech Corp). Contudo, testes analogos
para anticorpos anti-lipidicos tém sido mais dificeis de desenvolver a0 menos em
parte porque os antigenos hidrofébicos dos anticorpos anti-lipidicos (por ex.,
cardiolipina) resistem a ligaglo a suportes solidos, o que ¢ um elemento dos
dispositivos de imunoensaio.

»

Segundo alguns especialistas, a detecgdo da sifilis seria mais

auxiliada por uma combina¢do de um teste ndo-treponémico e um teste

treponémico para propositos de exame e diagndstico. Esta é uma abordagem
defendida pela Organizag¢do Mundial da Saude, Treponemal Infections, Technical
Report Series 674, Genebra: WHO, 1982. Um teste para ser utilizado no local de

tratamento, rapido e de facil utilizagéo, capaz de-detectar a0 mesmo tempo tanto

~os anticorpos ndo-treponémicos como os treponémicos ajudariam a satisfazer

essa persistente necessidade. ' -

Sintese A .

Os esforcos feitos para desenvolver imunoensaios sem solugdes
para testes ndo-treponémicos (ou testes ndo-treponémicos e treponémicos
combinados) se frustraram por causa da dificuldade de ligagdo de antigenos
especificamente reconhecidos por anticorpos anti-lipidicos, tais como a
cardiolipina, a um substrato sélido, tal como uma faixa de nitrocelulose. O
tamanho muito pequeno da molécula de cadiolipina resultou na ma localizagdo
da molécula sobre o substrato. A natureza hﬁo-polar das cadeias laterais de
acidos graxos da cardiolipina também confere um alto grau de hidrofobia a
molécula, o que torna dificil ligar a cardiolipina a superficies polares, tais como a

nitrocelulose. Embora o tamanho da molécula pudesse ser aumentado
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conjugando-se a cardiolipina com moléculas maiores (tais como as proteinas),
tais conjugagdes resultaram na pérda de antigenicidade da cardiolipina.

A presente divulgagdo oferece uma abordagem para ligar
seguramente a cardiolipina (ou antigenos lipidicos que compreendam a
cardiolipina modificada como descrito aqui, fosfatidilcolina (também referida
como “lecitina”), e colesterol) a um substrato sélido (tal como uma membrana
micro-porosa ou uma placa de ‘multiplos pogos), enquanto ¢ mantida a
antigenicidade e a especificidade do antigeno para anticorpos anti-lipidicos.
Utilizando os métodos descritos aqui, € agora possivel criar complexos de
moléculas de ligag@o de cardiolipina, que podem ser ligados a uma variedade de
suportes. A habilidade de ligar o complexo de cardiolipina imunogénico desta
maneira permite que ele seja utilizado em imunoensaios n3o baseados em
solugdo, tais como os ELISAs e dispositivos de imunoensaio para um teste
rapido, feito no local, de anticorpos nﬁo-trepbnémicos. Em certas modalidades,
os dispositivos de imunoensaio também incorporam antigenos treponémicos q1\1e
s@o reconhecidos pela 7. Pallidum, de modo que o dispositivo convenientemente
detecte a0 mesmo tempo anticorpos treponémicos e ndo-treponémicos.

Em um exemplor particular, cadeias laterais de 4cidos graxos de
cardiolipina sdo oxidadas para fornecer a0 menos um grupo carboxila terminal,
que € entdo reticula('lo em um polipeptidio (tal como a ASB), o qual ¢
prontamente passivel de ligagdo (ou ja esta ligado) a um suporte sélido (tal como
o substrato permeavel de uma fita de fluxo lateral ou de uma placa com multiplos
POGOS).

Estes e outros recursos e vantagens ficardo mais aparentes a partir
da seguinte descri¢do detalhada de diversas modalidades, a qual procede em
referéncia aos desenhos anexos.

Breve Descri¢iao dos Desenhos .

A Fig. 1 mostra imagens digitais de etapas da »oxidagﬁo de
cardiolipina. (A) Cardiolipina ndo-modificada em t-butanol; (B) mistura reativa
de cardiolipina apés a adi¢do de m-periodato de sédio e permanganato de
potassio; (C) mistura reativa de cardiolipina apés a adigio de bissulfito de sédio;

e (D) solugdo de duas fases obtidas apos centrifugagio da mistura (C) onde
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diversas formas oxidadas de cardiolipina sdo encontradas predominantemente na
fase de t-butanol superior. _

A Fig. 2 mostra imagens digitais de cromatograficos de camada
ﬁpa de preparagdes de cardiolipina. (A) Cardiolipina ndo-modificada em t-

butanol (ver Fig.1A); (B) uma preparagdo de cardiolipina oxidada; (D1) a fase de

t-butanol, superior, em seguida a uma reagdo de oxidag@io de cardiolipina (ver

Fig. 1D); e (D2) a fase aquosa, inferior, em seguida a uma reagdo de oxidagéo de

-cardiolipina (ver Fig. 1D). A direcdo de migra¢do de cada amostra é mostrada

por uma seta.

A Fig. 3 mostra uma reagdo de oxidagéo esquematica de uma
molécula de cardiolipina exemplificativa que contém quatro cadeias de acidos
graxos di-insaturados com 18 carbonos. Os produtos da reagdo de cardiolipina

ilustrados tém uma ou quatro cadeias laterais de 4cidos graxos oxidadas. Na

 pratica, os produtos da reagio de oxidagdo também incluiriam espécies de

cardiolipina oxidadas em que quaisquer duas ou trés dentre as cadeias de acidos
graxos foram oxidadas em grupos carboxila. ‘

A Fig. 4 mostra uma reagdo esquematica util para ligar
covalentemente cardiolipina oxidada a moléculas de ligag@io contendo amina, tais
como proteinas. No exemplo ilustrado, a molécula de ligagdo é a ASB.

A Fig. S mostra uma imagem digital de um ensaio dot blot utilizado

para determinar a antigenicidade de um conjugado de cardiolipina-ASB

(“Preparagdo 5” na Tabela 2).

A Fig. 6 mostra uma imagem digital de cinco modalidades fisicas
diferentes de dispositivos de fluxo lateral que poderiam ser utilizados com os
métodos revelados. As modalidades de disf)ositivo mostradas em (A), (B) e (E)
sdo configuradas de modo que cada um possa ser imerso,. ou parcialmente
sﬁbmerso, na amostra ou em uma solucgdo contendo a amostra. As modalidades
de dispositivo mostradas em (C) e (D) sdo configuradas para que recebam um
volume da amostra (ou de uma solugdo contendo a amostra) em gotas em uma
porta de introducdo de amostras. | »

A Fig. 7 ¢ uma vista em perspectiva de uma modalidade fisica de

um dispositivo de fluxo lateral, com uma por¢do do envoltério quebrada para

-~
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mostrar os componentes - basicos do dispositivo e suas relagdes uns com o0s
outros.
A Fig. 8 mostra uma imagem digital de um cromatografico de

camada fina de uma misturade cardiolipina-lecitina oxidada. (A) Uma mistura de

.cardiolipina ndio-modificada e lecitina ndo-modificada em t-butanol; (B) ima

mistura de cardiolipina/lecitina ;)xidada; (C) a fase de t-butanol, sﬁperior, seguida
pela oxidagdo de uma mistura de cardiolipina-lecitina; e (D) a fase aquosa,
inferior, seguida pela oxidag@o de uma mistura de cardiolipiné-lecitina. A direggo
de migragdo de cada amostra ¢ indicada pbr uma seta.

A- Fig. 9 mostra as estruturas quimicas de quatro moléculas
representativas de fosfatidilcolina (lecitina) de ocorréncia natural. Para a L-a-
_fosfatidilcolina (corag:?io, bovino), a féormula molecular ¢ C4HgoNOgP, o peso
molecular é de 758,07, ‘0 pesd molecular (isétopo) € de 757,562157, e o .
percentual da composigdo & de 66,55% C; 10,64% H; 1,85% N; 16,88% O;
4,09% P. Para a L-a- fosfatidilcolina, plasmalogénio (coragdo, boviho), a formula
molecular ¢ C;,HgoNO,P, o peso molecular ¢ de 742,07, o peso rholeghlar
(isotopo) ¢ de 741,567242, eo percentual da composigéo ¢ de 67,98%‘C; 10,87%
H; 1,89% N; 15,09% O; 4,17% P. Para a L-o- fosfatidilcolina, éter (coragdo,
bovino), a féormula molecular é C4,HgNO,P, 0 peso molecular é de 744.09, o
peso molecular (isétopd) ¢ .de 743,582893; e o percentual da composigdo ¢ d'ev
67,80% C, 11,11% H; 1,88% N; 15,05% O; 4,16% P.

+ A Fig. 10 mostra uma imagem digital d€ em ensaio dot blot
utilizado ﬁara determinar a ‘antigenicidade de seis conjugados de
cardiolipina/lecitina-ASB ou de —HFF oxidados. As quantidades dos respe;:tivos
antigenos aplicados a ponto no ensaio s@o dadas na tabela abaixo do ensaio.

Descri¢do Detalhada

L Introdugio

Como mostrado na Fig. 3, a cardiolipina inclui .uma funcdo
orgénica de glicerol imunogénica central com cadeias‘ laterais de acidos graxos.
Esta divulgagdo revela métodos para breparar cardiolipina oxidada que seja capaz
de se ligar a-um polipeptidio para fixar-se a um substrato; enquanto € conservada

a habilidade da fun¢do organica de glicerol central de ser imunorreativa com
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anticorpos anti-lipidicos. Em modalidades reveladas, a cardiolipina € reagida
com um sal de periodato (tal como o m-periodato de s6dio) e um sal de
permanganato (tal como o permanganato de sédio) para oxidar ao menos uma
dentre as cadeias laterais de 4cidos graxos da cardiolipina, para fornecer grupos
carboxila terminais em uma ou mais dentre as cadeias laterais, € entdo um agente
redutor (tal como um sal de bissulfito) é adicionado para extinguir a oxidagédo da
cardiolipina e para reduzir uma p-cetona formada na funcdo orgénica de glicerol
central a um grupo B-hidroxila, de maneira a conservar a imunogenicidade da -
funcdo orgénica de glicerol central. Em modalidades reveladas, a cardiolipina €
reagida com o sal de periodato antes da cardiolipina ser reagida com o sal de
permanganato. Em modalidades particulares, a reagdo de oxidagdo com a
cardiolipina ocorre em um solvente de alcool, sob uma atmosfera de argbnio.
Exemplos de solventes de é4lcool abdequadosAsﬁo um ou mais dentre t-butanol,
etanol, propanol ou metanol. A razio molar de m-periodato de sodio para
cardiolipina ¢ de aproximadamente 4:1 a aproximadamente 5:1, e a razdo molar
de permanganato de sdédio para cardiolipina ¢ de aproximadamente 0,5:1 a
aproximadamente 1:1. Em alguns exemplos, o sal de bissulfito é o bissulfito de
sédio. |

Os grupos carboxila da cardiolipina oxidada podem ser ativados
para que sejam preparados para ligar covalentemente um portador de
polipeptidios a pelo menos um dos grupos carboxila. A ativagio dos grupos
carboxila € alcangada em exemplos particulares pela reagdo da cardiolipina
oxidada com uma carbodiimida, tal como a 1-etil-3-(3-dimetilamino- propil)
carbodiimida (EDC), e uma sucinimida, tal como a N-hidroxisucinimida (NHS).
Um polipeptidio (tal como a albumina de soro bovino (ASB), hemocianina da
familia Fissurellidae (HFF), ou avidina), ou uma biotix;a, ¢ ligado
c‘ovalentemente a pelo menos um dos grupos carboxila ativados.

Sao também revelados aqui métodos para preparar cardiolipina
oxidada que seja imuno-reativa com anticorpos anti-lipidicos, e capazes de se
ligar a um polipeptidio para lig‘ag:?lo a um substrato. Tais métodos incluem a
reacdo da cardiolipina com m-periodato de so6dio e permanganato de pbté.ssié em

um solvente de t-butanol sob uma atmosfera de argdnio para oxidar a cardiolipina
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e fornecer grupos terminais carboxila em uma ou mais das cadeias laterais.
Bissulfeto de s6dio em solugdo aquosa € entdo adicionado a suspensdo de
éardiolipina para extinguir a oxidagdo da cardiolipina e para reduzir uma pB-
cetona formada na fungio organica glicerol central em um grupo B-hidroxila de
modo a reter a imunogenicidade da fungdo organica glicerol central. Os grupos
carboxila terminal da cardiolipina oxidada sdo entdo ativados por reagdo da
cardiolipina oxidada EDC e entdo com NHS, seguida pela conjugagéo covalente
de um portador de proteinas a pelo menos um dos grupos carboxila.

As cardiolipinas oxidadas conjugadas aos portadores de
polipeptidios ‘podem entdo ser utilizadas, em uma aplica¢do, para fazer um
dispositivo de cromatografia de fluxo lateral ligandp-se o conjugado de
cardiolipina-polipetidio a um substrato de fluxo lateral, tal como uma fita de
nitrocelulose. A capacidade de fornecer a cardiolipiﬁa conjugada em
polipeptidios permite ' que a cardiolipina seja ligada de forma segura a um
substrato s6lido. Tais substratos podem incluir também um antigeno treponémico

que reage com anticorpos a T, pallidum. A presenga tanto de um conjugado de

cardiolipinaspolipeptidios e de um antigeno treponémico sobre (ou dentro do)-

mesmo suporte solido permite convenientemente um rapido teste clinico para
ambos 0s énticorpos anti-lipidicos e anti-treponémicos no mesmo espécime
biolégico. ‘ ‘ ' ’

' Sdo também revelados aqui dispositivos’ de imuno-ensaio (tais
como dispositivos de fluxo lateral ou dispositivos de fluxo direto) para
determinar a i)resenga e/ou quantidade de um anticorpo antilipidico em uma
amostra de fluido. Esses dispositivos tipicamente incluem uma area de aplicagdo

da amostra e uma area de captura de cardiolipina separada em que um conjugado

de cardiolipina-polipeptidios imobilizado é fornecido, tendo o conjugado uma-

afinidade de ligag@o especifica para um anticorpo anti-lipidico de fase moével.
Qualquer liquido (tal como uma amostra biolégica de fluido) aplicada na area de

aplicagdo da amostra flui ao longo do caminho de fluxo a partir da é4rea de

aplicagdo da amostra até a area de captura de cardiolipina. O caminho de fluxo

pode continuar até uma gaze absorvente a jusante associada ao dispositivo de

imuno-ensaio, que atua, a0 menos em parte, como um reservatorio de liquido. A




10

15

20

25

- 30

10/77

formagdo de um complexo entre o anticorpo anti-lipidico e a cardiolipina oxidada
imobilizada pode ser detectada para determinar a presenga e/ou quantidade do
anticorpo antilipidico em uma amostra de fluido.

Em algumas modalidades de um dispositivo de fluxo lateral, uma
gaze conjugada € posta no caminho do fluxo da rea de aplicagdo da amostra até
a area de captura de cardiolipina. A gaze conjugada inclui um reagente detector
movel ou mobilizavel para um anticorpo anti-lipidico, de modo que o fluxo de
liquido através da gaze movimente o reagente detector até a area de captura de
cardiolipina. A forma¢do de um complexo que inclui o reagente detector, o
anticorpo anti-lipidico (analito), € cafdiolipina imobilizada fornece um indicador
visivel ou detectavel de outro modo da presenga do anticorpo anti-lipidico em um
espécime bioldgico. Em modalidades alternativas (incluindo dispositivos de
ﬂﬁxo lateral ou de fluxo direto), o reagente detector néo ¢ suprido em uma gaze
conjugada, mas ¢é ao invés aplicado ao substrato ou a amostra, por exemplo, a
partir de uma garrafa de preparagio. |

Exemplos de reagentes detectores incluem cardiolipina pxidada
marcada ou anticorpo anti-humano marcado, em que o marcador seja uma ou
mais enzimas, particula coléide de cbr dourada, particula de latex colorida,
particula de prata adsorvida com proteina, ‘particula de ferro adsorvida com
proteina, particula de cobre adsorvida com proteina, particula de selénio
adsorvida com proteina, particula de enxofre adsorvida com proteina, particula de
telurio adsorvida com proteina, particula de carbono adsorvida com proteina, ou
bolsa de tinta acoplada a proteina. -

Certas modalidades de dispositivo de imuno-ensaio (tais como
dispositivos de fluxo lateral ou de fluxo direto) também incluem uma area de
captura treponémica no caminho de fluxo a partir da area de aplicagdo da
amostra. Tal area de captura treponémica inclui, por exemplo, um antigeno
trepon€mico imobilizado que possui uma aﬁnidade de ligagdo especifica para um
anticorpo anti-7. pallidum de fase moével ou um anticorpo anti-T. pallidum
imobilizado que tenha uma afinidade de ligagdo especifica para um organismo de
T. pallidum de fase mével ou para um antigeno da 7. pal]idum. Um dispositivo

de fluxo lateral pode também possuir um reagente detector mével ou mobilizavel
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para o anticorpo ou antigeno treponémico na gaze conjugada. Um reagente

detector para o anticorpo ou antigeno freponémico pode estar na mesma gaze ou
em uma gaze difereﬁte da do reagente detector para o anticorpo anti-lipidico. Em
modalidades particulares, um reagente detector especifico para um anticorpo
anti-T. pallidum compreende a Proteina A marcada (por ex., conjugado dourado),
a Proteina G marcada (por ex., conjugado dourado), ou anticorpo anti-humano
marcado (por ex., conjugado dourado). Em outras modalidades, o reagente
detector para um antigeno treponémico mével pode ser um anticorpo de antigeno
anti-treponémjco marcado (por ex., conjugado dourado).

Os dispositivos de imuno-ensaio revelados podem ser utilizados em

métodos para diagnosticar a sifilis em um sujeito através da analise de uma

amostra bioldgica do sujeito, aplicando-se a amostra bioldgica ao dispositivo e -

detectando-se a formac¢do de um complexo entre o anticorpo anti-lipidico, a
cardiolipina oxidada, e um reagente detector na 4area de captura. A detecgdo da
formagdo do complexo na area de captura detecta um anticorpo anti-lipidico

associado a infecg¢do com sifilis. Nestas modalidades em que o dispositivo inclui

uma gaze conjugada no caminho de fluxo da-area de aplicagio da amostra até a

area de captura de‘cardiolipina, o complexo detectado inclui o reagente detector
mével ou mobilizavel. Em outras modalidades em que o reagente detector €
aplicado ao dispositivo a partir de uma fonte externa, o complexo detectado
inclui o detector aplicado externamente. |

" Em modalidades particularmente vantajosas do método, o
dispositivo de fluxo lateral é capaz de detectar tanto os anticorpos anti-lipidicos
(que sdo um indicador de infecgdo ativa) como os anticorpos treponémicos (que
verificam a reatividade do teste ndo-treponémico). Nestas modalidades do
dispositivo que incluem o antigéno treponémiéo, o método inclui a detecgdo da
formagdo de um corﬁplexo entre o anticorpo anti-7. pallidum; o antigeno
treponémico imobilizado, e um reagente detector na area de captura. Assim como
com o reagente detector utilizado para a car&iolipina, o reagente detector para o
antigeno treponémico pode ser fornecido no dispositivo ou aplicado a partir de

uma fonte externa.




10

15

20

25

30

Sdo também revelados aqui kits para o diagnostico da sifilis. Esses

kits incluem um dispositivo de imuno-ensaio revelado e instrugdes para a
aplicacdo da amostra biologica a area de aplicagdo da amostra ou ao dispositivo.
O kit também pode incluir instrugdes para interpretar os resultados do teste.

'Os dispositivos de imuno-ensaio revelados podem ser utilizados
também em métodos para diagnosticar o lipus em um sujeito através da analise
de uma amostra bioldgica do sujeito, aplicando-se a amostra ao dispositivo €
detectando-se a formagdo de um complexo entre o anticorpo antilipidico, a
cardiolipina oxidada, € um reagente de;tector na area de captura. A detec¢do da
formagdo do complexo'na area de captura detecta um anticorpo anti-lipidico
associado ao lupus. Em alguns casos, um ou mais co-fatores (tais como o ;-
glicoproteina I) estdo presentes (tals como sendo adicionados a uma amostra)
para a detecg@o do lupus.

II. Abreviagdes e Termos

ASB Albumina de soro bovino
EDC 1-etil-3-(3-dimetilamino propil) carbodiimida
ELISA ' Ensaio Imunoenzimatico Indireto
HPLC Cromatografia Liquida de Alta Pressdo
HFF Hemocianina da familia Fissurellidae
DFL . Dispositivo de fluxo lateral
MES Acido N-morfolinoetano sulfonico
NHS N-hidroxisulfocinimida
RMN Ressonancia Magnética Nuélear

"PEG Polietileno glicol
APV " Alcool polivinilico
PVP Polivinil pirrolidona
SDS - Docecil sulfato de sédio
CCDh Cromatografia em Camada Delgada

A nio ser quando indicado contrariamente, os termos técnicos sfo
utilizados' de acordo com o uso convencional. As defini¢cdes dos termos comuns
da biologia molecular podem ser encontradas em Benjamin Lewin, Genes V,

publicado por Oxford University Press, 1994 (ISBN 0-19-854287-9); Kendrew e
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outros (eds.), The Encyclopedia of Molecular Biology, publicado por Blackwell
Science Ltd., 1994 (ISBN 0-632-02182-9); e Robert A. Meyers (ed.), Molecular
Biology and Biotechnolog)).' a Comprehensive Desk Reference, publicado por
VCH Publishers, Inc., 1995 (ISBN 1-156081-569-8).

Para facilitar a revisdo das varias modalidades (ia inveng:a{o,, sdo
fornecidas as séguintes explicagdes de termos especificos: '

Grupos carboxila ativadores: A ativagdo de um grupo carboxila
se refere a reagdo de um grupo carboxila com um agente (ou égentes), tais como
uma carbodiimida (por ex., 1-etil-3-(3-dimetilamino propil) carbodiimida), para
formar um derivado nucleofilo-reativo, tal como um derivado de O-uréia. O
derivado nucleéfilo-reativo é prontamente reativo com nucle6filos, e podem ser
utilizados para formar (i) ligagdes éter de grupos de élcéol, (i1) ligagdes éter com
acido e alcodis ou fendis, (iii) ligagGes peptidicas com acido € aminas.

- Um nucleéfilo auxiliar catalitico, tal como 1-hidroxbenzotriazol, N-
hidroxisucinimida, N-hidroxisulfosucinimida, e N-h‘idroxi-S-norbeno-eﬁdo-2,3-

dicarboxamida, pode ser utilizado para auxiliar a ativagio mediada por

~ carbodiimida de grupos carboxila para reduzir possiveis reagdes colaterais,

incluindo a racemizag&o, ¢ para aumentar o ritmo de rea¢do quando se usa ésteres
ativos. . |
Por exemplo, um grupo carboxila terminal de uma ou mais cadeias
laterais de acidos graxos de cardiolipina oxidada pode sér ativada por reagdo com
1-etil-3-(3-dimetilamino propil) carbodiimida seguida, em alguns casos, por
reagdo com um nucledfilo auxiliar catalitico, tal como N-hidroxisucinimida.
~ Analito: Um atomo, molécula, grupo de moléculas ou composto de
origem natural ou sintética (por ex., droga, hormdnio, enzima, antigeno de fator
de crescimento, anticorpo, hapteno, lectina, apoproteina, cofator) buscado para
ser detectado ou mensurado, que seja capaz de ligar especificamente as
modalidades de cardiolipina descritas aqui. Os analitos podem incluir, mas n#o se
limitam a, drogas, horménios, antigenos, haptenos, lectinas, apoproteinas ou co-
fatores. Em algumas modalidades, o analito inclui anticorpos, tais como os
anticorpos anti-lipidicos ou anti-cardiolipina, produzidos em resposta a infecgdo

por T. pallidum. Em outras modalidades, o analito inclui anticorpos anti-lipidicos
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produzidos em resposta para qualquer um dentre (i) uma doenga auto-imune, tal

como o lupus, (ii) varios males tromboéticos venosos e arteriais, incluindo o
infarto cerebral, (iii) trombose venosa profunda, (iv) trombocitopenia, (v)
embolia pulmonar, ou (vi) perda de feto recorrente com infarto placentério.

Anticorpo: Uma proteina consistindo em um ou mais polipeptidios
substancialmente codificados por genes de imunoglobulina ou por fragmentos de
genes de imunoglobulina. Os genes de imunoglobulina reconhecidos incluem os
genes das regides constantes kappa, lambda, alfa, gama, delta, épsilon e um,
assim como a miriade dos genes de regides varidveis da imunoglobulina. As
cadeias leves sdo classificadas como kappa ou lambda. As cadeias pesadas sdo
classificadas como gama, um, alfa, delta ou épsilon, que por sua vez definem as
classes de imunoglobulina IgG, IgM, IgD e IgE, respectivamente.

' A unidade estrutural bésica da imunoglobulina (anticorpo) ¢é
geralmente um tetramero. Cada tetrimero é composto por dois pares idénticos de
cadeias de ' polipeptidios, cada par possuindo uma cadeia “leve”
(aproximadamente 25 KD) e uma “pesada” (aproximadamente 50 a 70 KD). O
N-terminal de cada cadeia define uma regido variavel de aproximadamente 100 a
110 ou mais aminodacidos reéponséveis principalmente. pelo reconhecimento de
antigenos. As expressdes “cadeia leve variavel” (VL) e “cadeia pesada variavel”
(Vy) se referem, respectivamente, a estas cadeias leves € pesadas.

Os anticorpos sdo produzidos naturalmente em plantas e animais
em reagdo aos antigenos apresentados ao sistema imunolégico. Anticorpos
produzidos naturalmente podem ser encontrados, por exemplo, no soro de um
animal. Por exemplo, uma pessoa infectada com a T. pallidum ird produzir
anticorpos pelo menos contra antigenos e anticorpos (isto é, anticorpos anti-
lipidicos) da T. pallidum, contra materiais lipidicos que resultem da infecgio
treponémica a partir, por e>;emplo, de células hospedeiras danificadas pela
infecgdo. |

Os .anticorpos podem existir como imunoglobulinas intactas ou
como um numero de fragmentos bem caracterizados produzidos pela digestdo de
varias peptidases ou por métodos de DNA recombinante. Por exemplo, a pepsina

digere um anticorpo embaixo das ligagdes dissulfeto na regido de dobradiga
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(flexivel) para produzir F(ab)’,, um dimero de Fab que por si mesmo é uma
cadeia leve ligada a Vi — Cyy 1 por uma ligagdo dissulfeto. O F(ab)’, pode ser
reduzido sob condi¢des amenas para romper as ligagdes dissulfeto na regido de
dobradiga, desse modo convertendo o dimero F(ab)’, em um monémero. O
mondmero Fab’ € essencialmente um Fab com parte da regido de dobradica (ver
Fundamental Immunology, W. E. Paul, ed., Raven Press, N. Y., 1993). Embora
certos fragmentos de anticorpos sejam definidos em termos da digestdo de um
anticorpo intacto, sera notado que os fragmentos Fab’ ou outros fragmentos de
anticorpos podem ser sintetizados de novo, quimicamente, ou pela utilizagdo da
metodologia de DNA recom\binante. Portanto, o termo “anticorpo” conforme
utilizado aqui também inclui fragmentos de an_ficorpos, produzidos pela
modificagdo de anticorpos inteiros, ou sintetizados de novo utilizando-se

metodologias de DNA recombinante.

Os‘anticorpos anti-lipidicos para uso em algumas modalidades dos

métodos e dispositivos revelados aqui podem ser de qualquer derivagdo, porém -

com madis freqiiéncia serdo encontrados no soro de um sujeito.

Os anticorpos podem ser monoclonais ou policlonais. Meramente a

titulo de exemplo, anticorpos monoclonais podem ser preparados a partir de -

hibridomas murines de acordo com o método classico de Kohler ¢ Milstein
(Nature 256:495-497, .1975) ou métodos derivados deste. Em breves palavras,
um camundongo é repetitivamente inoculado com alguns microgramas do
composto analito selecionado (ou um fragmento deste) por um periodo de poucas
semanas. Em alguns casos, serd benéfico utilizar um adjuvante ou uma molécula
portadora para aumentar a imunogenicidade e/ou a estabilidade do analito no
sistema animal. O camundongo ¢ entdo sacrificado, € as células produtoras de
anticorpos do bago s@o isoladas. As células do bago sdo fundidas por meio de
polietileno glicol com células de mieloma de camundongo, e as células ndo-
fundidas em excesso destruidas pelo crescimento do sistema em meios seletivos
compreendendo aminopterina (meios HAT). As células fundidas com sucesso
sdo diluidas, e aliquotas da diluigdo colocadas nos vasos de uma placa de
microtitulagdio na qual o crescimento da cultura é continuado. Os clones

produtores de anticorpos séo identificados pela detecgdo de anticorpos no fluido
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sobrenadante dos vasos por procedimentos de imuno-ensaios, tal como o ELISA,
como originalmente descrito por Engvall (Meth. Enzymol. 70:419-439, 1980), e
métodos derivados deste. Clones pdsitivos selecionados podem ser expandidos €
seu produto em anticorpos monoclonais cothido para uso. Procedimentos
detalhados para a producdo de anticorpos monoclonais sdo descritos em Harlow e
Lane (Antibodielv, A Laboiatory Manual, CSHL, Nova York, 1988).

Antigeno: Um composto, composi¢do, estrutura, determinante,
antigeno quimico ou bioquimico, ou por¢do destes, que possam estimular a
produgdo de anticorpos ou uma rea¢io de célula-T em um émimal, incluindo
composig¢des qué sejam injetadas ou absorvidas dentro de um animal. Um
antigeno reage com oS produtos da imunidade humoral ou celular especifica,
incluindo os induzidos por imunogénios heterélogos. O termo “antigeno” inclui
todos os epitopos antigénicos relacionados.

7 Anticorpo Anti-lipidico: Um anticorpo (tal como a IgM ou a IgG)
produzido pelo sistema imunoldgico de um sujeito (tal como um ser humano) em
reagdo aos antigenos lipidicos presentés em um estado de doenca, tal como uma
infecgdo. Por exemplo, este termo prevé os anticorpos anti-lipidicos produzidos
em resposta aos materiais lipidicos liberados de células hospedeiras como uma
conseqiéncia da infecgdo de 7. pallidum, e materiais semelhantes a lipoproteinas,
¢ possivelmente cardiolipina liberada de treponemas. Os anticorpos anti-lipidicos
podem também ser produzidos em resposta a doengas nio-treponémicas em que
antigenos lipidicos também estejam presentes, incluindo, por exemplo, (i) uma
doenga auto-imune, tal como o lapus (Harris e outros, Clin. Rheum. Dis., 11:591-
609, 1985), (ii) varios males tromboéticos venosos e arteriais, incluindo o infarto
cerebral (Harris e outros, Clin. Exp. Rheumatol., 2:47-51, 1984), (iii) trombose
venosa profunda (Mueh e outros, Ann. Intern. Med. -92:156-159, 1980), (iv)
trombocitopenia (Harris e outros, Clin. Rheum. Dis.‘, 11:591-609, 1985), (v)
embolia pulmonar (Anderson e Ali, Ann. Rheum. Dis., 43:760-763, 1984), ou (vi)
perda de feto recorrente com infarto placentério (Derue e outros, J. Obstet.
Gynaecol., 5:207-209, 1985). .

A cardiolipina ¢ um conhecido colaborador de ligagio especiﬁca de

anticorpos anti-lipidicos que sdo formados em reagSes a estados de doengas, tal
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como a infecgdo por 7. pallidum. A cardiolipina de ocorréncia natural tem sido.

utilizada tradicionalmente, muitas vezes em combinagdo com colesterol e

lecitina, em testes de floculagdo para detectar anticorpos anti-lipidicos, por

exerﬁplo, no soro de pacientes infectados com 7. pallidum.

 Atmosfera de Argdnio: Uma atmosfera compreendendo
substancialmente o géas argbnio, que seja criada com os propositos de realizar
uma reagdo quimica. Uma atmosfera de argdnio pode ser criada em qualquer
recipiente fechado til para realizar reagdes quimicas passando-se gas argdnio
pelo recipiente de reag@o para deslocar a atmosfera que entdo existia dentro do
recipiente, e depois mantendo-se um fluxo de argdnio suficiente para manter uma
atmosfera dentro do recipiente de reagdo compreendendo substancialmente géé
argénio. Uma atmosfera compreende substancialmente gas argdbnio quando a

atmosfera ¢ de ao menos aproximadamente 25% de argdnio, ao menos

aproximadamente 30% de argénio, a0 menos aproximadamente 40% de argdnio,

- a0 menos aproximadamente 50% de argdnio, ao menos aproximadamente 60%

de argbnio, ao menos aproximadamente 70% de argbénio, ao menos
aproximadamente 75% de argdnio, ao menos aproximadamente 80% de argbnio,
ao menos aproximadamente 85% de argdnio, ao menos aproximadamente 90%
de argbénio, ao menos aproximadamente 92% de argbnio, ao menos
aproximadamente 95% de argéhio, ao menos aproximadamente 98% de argénio,
ou a0 menos aproximadamente 99% de argdnio.

'Molécula ou proteina de ligagio: Qualquer polipeptidio ou outra
molécula (por ex., étofno, molécula, grupo de moléculas, proteina, polimero, ou
cofnposto de origem natural (ou sintética) que possa ser diretamente ou.
indiretamente ligado & cardiolipina corﬁo descrito aqui, para facilitar a ligagdo da_
cardiolipina a um suporte sélido. Em algumas modalidades, a ligag:?io da
molécula de ligagdo-cardiolipina é formada através de grupos carboxila em
cardiolipina oxidada, e/ou opcionalmente utiliza um grupo de ligagéo.

Moléculas de ligagdo adequadas incluem, mas nfo se limitam a,
polipeptidios, proteinas, ou peptideos, tais como a albumina, hemocianina,
tiroglobulina e derivados destes, particularmente a albumina de soro bovino

(ASB), proteina sintética MAPS, IgY, streptavidina, avidina ¢ Hemocianina da
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familia Fissurellidae (HFF). Outras substincias derivadas de polipeptidios ou
ndo derivadas de proteinas sdo conhecidas\ pelos - técnicos no assunto. Uma
molécula de ligagio tipicamente possui um peso molecular de ao menos 50.000
daltons, preferivelmente maior do que 60.000 daltons. As moléculas de ligagdo
freqiientemente contém um grupo reativo para facilitar a conjugag@o covalente a
cardiolipina oxidada. Os grupos amina de aminoacidos sdo freqlientemente
utilizados desta maneira. As moléculas de ligagdo que ndo tém tais grupos pbdem
freqiientemente ser reagidas com um composto quimico apropriado para produzi-
los. | '
Afinidade de liga¢io: Uma expressﬁd que se refere a forga da
ligacdo de uma molécula a oufra em um local da molécula. Se uma molécula
particular ira se ligar ou associar éspeciﬁcamente a outra molécula particular,
diz-se que essas duas moléculas exibem afinidade de ligagdo uma com a outra. A
afinidade de ligagdo ¢ relacionada a constante de associagdo e a constante de
dissocia¢do para um par de moléculas, mas ndo ¢ crucial para a invengdo que
essas constantes sejam medidas ou 'determinadas. Ao invés, as afinidades
utilizadas aqui para descrever interagdes entre moléculas dos métodos e
dispositivos descritos s3o afinidades geralmente aparentes (a nfo ser quando
indicado o contrério) observadas em estudos empiricos, que podem ser utilizados
para comparar a forga relativa com que uma molécula (por ex., um anticorpo ou
outro parceiro de ligacdo especifico) se ligard a outras duas moléculas (por ex.,
um analito e um conjugado analito-tragador). Os conceitos de afinidade de
ligacdo, constante de associagdo e conétante de dissociagdo sdo bem conhecidos.
Dominio de liga¢do: A estrutura molecular associada aquela
porg¢do de um receptor que se liga ao liganté. Mais particularmente, o dominio de
ligag@o pode se referir a um polipepﬁ'dio, natural ou sintético, ou acido nucléico
que codifique tal polipeptidio, cuja seqiiéncia de aminoacidos representa uma
regido (urr; dominio de ligacdo) de uma proteina, que, sozinha ou em combinagio
com outros dominios, exibe caracteristicas de ligagdo que s3o as mesmas ou
semelhantes 4s de um- par de ligagdo ligando/receptor desejado. Nem as.
seqiéncias especificas e nem as fronteiras especificas de tais dominios sdo

cruciais, desde que a atividade de ligacdo seja exibida. De forma semelhante,
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utilizada nesse contexto, as caracteristicas de ligagdo incluem necessariamente
uma faixa de afinidades, avidez e especificidades, e combinagéo destas, desde
que a atividade de ligagdo seja exibida. _ |
Amostra biologica: Qualquer amostra 'qug possa ser obtida
diretam_ente ou indiretamente a partir de um sujeito, incluindo sangue, plasma,
soro, lagrimas, muco, saliva, urina, fluido pleural, fluido espinhal, fluido
gastrico, suor, sémen, secre¢do vaginal, escarro, ‘ﬂuidos de tlceras e/ou de outras
erupgdes de superficie, bolhas, abscessos e/ou extratos de tecidos, células ou
6rgdos. A amostra biologica pode ser também uma amostra de pésquiéa de
laboratério tal como um sobrenadante de cultura de célﬁlas. A amostra € coletada
ou obtida utilizando-se métodos bem conhecidos pelos técnicos no assunto.
Carbodiimida: Um composto da estrutura Rj-N=C=N-R,, em que
R1 e R2 sdo independentemente o hidrogénio ou os grupos hidrocarbil.
Exemplos especificos incluem HN=C=NH, 1-etil-3-(3-dimetilamino propil)
carbodiimida; N,N’-diciclohexil-carbodiimida; e diisopropiicarbodiimida.

"Cardiolipina: Inclui tanto a cardiolipina natural como 'qualquer

cardiolipina modificada que tenha similaridade estrutural com a cardiolipina de

ocorréncia natural, e que seja capaz de se ligar especiﬁcameﬁte a um anticorpo
anti-lipidico.

Area de captura de cardiolipina: Uma area de captura em que
cardiolipina seja imobilizada como o reagente de ce_iptura. |

Reagente de captura: Um parceiro de' ligagdo especifico ndo
marcado que seja especifico para (i) um analito, cémo em um ensaio
“sanduiche”, ou (ii) um reagente detector ou um analito, como em um ensaio
competitivo, ou para (iii) um parceiro de ligagdo especifico auxiliar, ciue seja em
si mesmo especifico para o analito, como em um ensaio indireto. Como utilizado
aqui, um “parceiro de ligagdo auxiliar especifico” ¢ um parceiro de ligagdo
especifico que se ligue ao parceiro de ligag@o especifico de um analito. Por
exemplo, um parceiro de ligagdo auxiliar especifico pode incluir um anticorpo
espec;’ﬁco para um outro anticorpo como, por exemplo, anticorpo anti-humano de
cabra. Uma “drea de captura” ¢ uma reéiéo de um dispositivo de fluxo lateral

em que o reagente de captura € imobilizado. Um dispositivo de fluxo lateral pode
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ter mais de uma é4rea de captura, por exemplo, uma “drea de captura
principal”, uma “area de captura secundaria”, e assim pdr diante.
Freqiientemente um reagente de captura diferente sera imobilizado nas éareas de
captura principal, secundaria, ou em outras areas de captura. Multiplas areas de
captura podem possuir qualquer orientagdo uma em relagdo a outra no substrato
de fluxo lateral; por exemplo, uma area de captura principal pode ser distal ou
proximal a uma 4rea de captura secunddria (ou outra), e vice-versa.

Alternativamente, uma 4rea de captura principal € uma 4rea de captura

“secundaria (ou outra) podem ser orientadas perpendicularmente uma a outra de

modo que as duas (ou mais) areas de captura formem uma cruz ou um sinal de
mais, ou outro simbolo.

Conjugado: Quando utilizado em forma de verbo, o termo
“conjugado” significa o acoplamento covalente- de uma molécula (por ex.,
cardiolipina oxidada) a uma outra molécula (por ex., uma proteina). Tal
acoplamento pode ser alcangado por meios quimicos, com ou sem o uso de um
grupo de ligagdo. Quando utilizado em forma de substantivo, o termo
“conjugado” significa um complexo molecular acoplado formado por
conjugacao. _

Detectar ou Deteccgiio: Refere-se a determinagdo quantitativa ou
qualitativa da presenga do(s) analito(s) sob investigagdo (por ex., anticorpos anti-
lipidicos e/ou anticorpos anti-T. pallidum). “Detectar a Formacio de um
Complexo” se refere a detecgdo’'de um complexo que compreenda um reagente
detector por qualquer método adequado para observar a marcagio particulér

associada ao reagente detector; por exemplo, a observa¢do visual de um

“marcador colorido (ou visivel de outra forma), a medi¢do ou detecc¢do visual de

um marcador fluorescente, quimioluminescente ou radioativo.

Reagente detector (ou Reagente de detec¢do): Um parceiro de
ligacdo especifico que seja conjugado a um marcador. Os reagentes de detecgdo
incluem, por exemplo, membros de analito especifico marcados (tais como
complexos de moléculas oxidadas de ligagdo de cardiolipina conjugadas com
ouro), ou membros de ligacdo especificos auxiliares marcados (tais como

anticorpos anti-humanos de cabra conjugados com enzima.
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Epitopo (ou determinante antigénico): Um local sobre a
superficie de uma molécula de antigeno ao qual uma tinica molécula de anticorpo
de ligue; geralmente, um antigeno possﬁi diversos ou muitos determinantes
diferentes, e reage com anticorpos de muitas especificidades diferentes.

Imunogenicidade: A propriedade de ser capaz de provocar uma
réag:éo imunolégica dentro de um organismo. Por exemplo, a cardiolipiné
oxidada retém a imunogenicidade quando um anticorpo anti-lipidico tem a
capacidade de ligar um epitopo presente na card'ioli‘pina oxidada.

Marcador: Qualquer molécula ou composigﬁo ligada a um analito,
analogo de analito, reagente detector, ou parceiro de ligagdo que seja detectavel
por meios espectroscopicos, fotoquimicos, bioquimicos, imunoquimicos,
elétricos, Opticos ou quimicos. Exemplos- de marcadores, incluindo enzimas,
particulas de ouro coloidais,/ e particulas de latex coloridas, foram revelados
(Patentes US N°s. 4.275.149, 4.313.734, 4.373.932, € 4.954.452, cada uma delas
incorporada équi como referéncia). Exemplos adicionais de marcadores fteis
incluem, sem Hmitag:ﬁo, isoétopos radioativos, ‘co-fatores, ligandos,‘ agehtes
quimioluminescentes ou fluorescentes, particulas de prata adsorvidas por
proteina, particulas de ferro adsorvidas por proteina, particulas de cobre
adsorvidas por proteina, particulas de selénio adsorvidas por proteina, particulas
de enxofre adsorvidas por proteina, particulas de teltrio adsorvidas por proteina,
particulas de carbono adsorvidas por proteina e bolsas de tinta acopladas com
proteina. A ligagdo de um composto (por ex., um reagente detector) a um
marcador pode ser através ligagGes covalentes, processos de adsorgdo, ligagdes
hidrofébicas e/ou eletrostaticas, como em quelatos e outros, ou combinagdes
destas ligacOes e interagdes, e/ou podem envolver um grupo de ligagéo.

Dispositivo de fluxo lateral: Um dispositivo analitico na forma de
uma fita de teste utilizada em cromatografia de fluxo lateral, em que uma amostra
fluida de teste, suspeita de conter um analito, flui (por exemplo, por agéo capilar)
através da fita (que é freqiientemente feita de materiais absorventes tais como o
papel, a nitro-celulose e a celulose). O fluido de teste e qualquer analito suspenso

podem fluir ao longo da fita para uma zona de detec¢do em que o analito (caso
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presente) interaja com um agente de detec¢do para indicar uma presenga,
auséncia e/ou quantidade do analito.

Numerosos dispositivos analiticos de fluxo lateral foram
divulgadqs, e incluem os mostrados nas Patentes‘US N°. 4.313.734, 4.435.504,
4.775.636, 4.703.017, 4.740.468, 4.806.311, 4.806.312, 4.861.711, 4.855.240,
4.857.453, 4.943.522, 4.945.042, 4.496.654, 5.001.049, 5.075.078, 5.126.241,
5.451.504, 5.424.193, 5.712.172, 6.555.390, ¢ 6.368.876; EP 0810436; ¢ WO
92/12428, WO 94/01775, WO 95/16207, ¢ WO 97/06439, cada uma das quais
sendo incorporada como referéncia. }

Muitos dispositivos de fluxo lateral sdo ensaios de fluxo lateral de
uma unica etapa em que um fluido biolégico € posto em uma area de amostra
sobre uma fita absorvente (émbora materiais nio-absorventes possam ser
utilizados, e tornados absorventes pela aplicagdo de um surfactante ao materlal)
e visto migrar ao longo da ﬁta até que o llquldo entre em contato com um
parceiro de ligagdo especifico que interaja com um analito no llquldo. Uma vez
que o analito interage com o parceiro de ligacdo, um sinal (tal como uma tinta
fluorescente ou visivel de outra forma) indica que a interagdo ocorreu. Mﬁitiplos

parceiros de ligagdo discretos podem ser postos sobre a fita (por exemplo, em

~ linhas paralelas) para detectar multiplos analitos no liquido. As fitas de teste

podem também incorporar indicadores de controle, que fornecem um sinal de que
o teste foi' adéquadamente realizado, mesmo se um sinal positivo que indique a
presenga (ou a auséncia) de um anglito ndo seja visto na fita.

Lecitina (ou fosfatidilcolina): A lecitina é 0 nome comum para a
fosfatidilcolina. A fosfatidilcolina ¢ um glicerofosfolipidio, que é usualmente o
fosfolipidio mais abundante em animais e vegetais. Ela € um bloco de construgio

crucial de bi-camadas de membrana, e é também o principal fosfolipidio que

‘circula no plasma. A fosfatidilcolina é um fosfolipidio neutro ou zwitteridnico

sobre uma faixa de pH de fortemente 4cido até fortemente alcalino. A
fosfatidilcolina contém duas cadeias laterais de acidos graxos, que podem possuir
estruturas quimicas variaveis em natureza e modiﬁcadas; sinteticamente. As
estruturas quimicas de quatro moléculas representativas da fosfatidilcolina de

ocorréncia natural sdo mostradas na Fig. 9.
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Conforme utilizado aqui, o termo “lecitina” inclui tanto as lecitinas
de ocorréncia natural como qualquer lecitina sintética modificada que tenha
similaridade estrutural com a lecitina de ocorréncia natural. Por exemplo, os

acidos graxos das lecitinas sintéticas podem incluir os seguintes:

Numero de Carbonos 1-Acil 2-Acil
14:0-16:0 Miristoil Palmitoil
14:0-18:0 Miristoil Estearoil
16:0-14:0 Palmitoil Miristoil
16:0-18:0 Palmitoil Estearoil
16:0-18:1 Palmitoil Oleoil
16:0-182 Palmitoil Linolcoil
16:0-20:4 Palmitoil Araquidonoil
16:0-22:6 Palmitoil * Docosaexanoil
18:0-14:0 Estearoil Miristoil
18:0-16:0 Estearoil Palmitoil
18:0-18:1 Estearoil * Oleoil
18:0-18:2 Estearoil Linoleoil
18:0-20:4 Estearoil Araquidonoil
18:0-22:6 Estearoil Docosaexanoil
18:1-14:0 Oleoil Miristoil
18:1-16:0 Oleoil Palmitoil
18:1-18:0 Oleoil Estearoil
14:1-14:1 Miristoleoil Miristoleoil
14:1-14:1 Miristelaidoil Miristelaidoil
16:1-16:1 Palmitoleoil Palmitoleoil
18:1-18:1 Palmitelaidoil Palmitelaidoil
18:1-18:1 Petroselinoil - Petroselinoil
18:1-18:1 Oleoil Oleoil
18:1-18:1 Elaidoil Elaidoil
18:2-18:2 Linolenoil Linolenoil
18:3-18:3 " Linolenoil Linolenoil
20:1-20:1 Eicosenoil Eicosenoil
20:4-20:4 Araquidonoil Araquidonoil
22:1-22:1 Erucoil Erucoil
22:6-22:6 ;, DHA DHA
24:1-24:1 Nervonoil Nervonoil
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Grupo de ligagio: Um braco quimico entre dois compostos. Por

exemplo, um composto e um marcador (por ex., um analito € um marcador). Para
se obter a estrutura quimica necessérié, cada um dos reagentes deve conter um
grupo reativo. As combinagdes representativas de tais grupos sdo émino com
carboxila para formar ligagGes amida; carboxi com hidroxi para formar ligagSes
ésteres; ou amino com alquil haletos para formar ligagGes alquilamino; tidis com
tidis para formar dissulfetos; ou tidis com maleimidas ou alcaletos para formar
tioéteres. Hidroxila, cérboxila, amino e outras funcionalidades, quando ndo
presentes ,nb composto original, podem ser introduzidas por métodos conhecidos.

Da mesma forma, uma ampla variedade de grupos de ligagdo pode
ser empregada. A estrutura da ligagdo deve ser uma ligagdo covalente estavel
formada para ligar dois compostos um ao outro (por ex., o marcador ao analito).
Em alguns casos, o grupo de ligagdo pode ser designado para ser hidrofilico ou
hidrofébico para acentuar as caracteristicas de ligagdo desejadas, por exemplo, do
ligando modificado e seu receptor cognato. As ligagdes covalentes devem ser
estaveis em relacdo as condigdes da solugdo a que os compostos ligados
estiverem sujeitos. Exemplos de grupos de ligagdo terdo de 1 a 20 carbonos e de
0 a 10 hetero-atomos (N, H, O, S), e podem ser de cadeias ramificadas ou retas.
Sem limitar o que foi exposto anteriormente, deve parecer 0bvio que somente
combinagdes de atomos que sejam quimicamente compativeis compreenderﬁ 0
grupo de ligagdo. Por exemplo, os grupos amida, éster, tioéter, tiol ‘éster, cetc;,
hidroxila, carboxila e éter, em combinag:ﬁo com liga¢des carbono-carbono sdo
exemplos particulares de grupos de ligagio quimicamente compativeis.

Contato operavel ou contiguo: Dois componentes sélidos estdo
em contato operavel quando eles estdo em contato, seja direta ou indiretamente,
de uma maneira tal que um liquido aquoso possa fluir a partir de um dos
componentes até o outro substancialmente sem interrupgdes, por capilaridade ou
de outra forma. O contato direto ou contiguo significa que os dois elementos
estdo em contato fisico, tal como borda-com-borda ou frente-com-tras. Quando
dois componentes estdo em contato direto, eles podem se sobreﬁor com uma

sobreposi¢@o de aproximadamente 0,5 até aproximadamente 3 mm. Contudo, os




-10

15

20

25

30

257177 -

componentes podem ser colocados com bordas encostadas. “Contato indireto”
significa que os dois elementos ndo estdo em contato fisico, mas sdo ligados por
um ou mais- condutores. O contato operavel pode ser referido também como:
contato de “transmissdo de fluido” ou contato de “fluido continuo”.

Cardiolipina oxidada (ou cardiolipina modifcada): Cardiolipina
que foi quimicamente modificada como descrito aqui. Por exemplo, a
cardiolipina oxidada é uma populagdo misturada de moléculas quimicamente
relacionadas ém que ao menos uma das quatro de acidos graxos na cardiolipina

ndo-oxidada foram clivados de forma oxidante para produzir um grupo carboxila

_ terminal. Em algumas modalidades, a cardiolipina oxidada tem uma estrutura

quimica mostrada na Fig. 3. ‘

Agente de reducio: Qualquer agenté de reducdo que reduza um
grupo [-cetona resultante da oxidagdo de cardiolipina a p-hidroxila
correspondente sem causar ufna degradagdo substancial de outros grupos
funcionais de caraiolipina oxidada, tais como os grupos éster de acidos graxos e
os ésteres de fosfato. Os técnicos no assunto podem selecionar agentes redutores
adequados a partir, por exemplol, dos ensinados por Ldrock, Comprehensive
Organic Trarisfor‘mations, 2* Edi¢do, Nova York: John Wiley & Sons, 1999.
Exemplos particulares de agentes redutores incluem o bissulfito de sédio, sulfeto
dimetilico, cianoboroidreto de so6dio (NaBH;CN), boroidreto de sédio (NaBHy),
triacetoxiboroidreto (NaBH(OAc)3), borano de morfolina,
triisopropoxiboroidreto de’ potassio, borano de t-butil amina, borano dé
dimetilamina, borano de piridina, borano de trietilamina, borano de
trimetilamina.

| Area de aplicagio de amostra: Uma éarea onde uma amostra de
fluido ¢ introduzida em uma fita de teste imunocromatogréﬁco, tal como uma fita
de teste imunocromatogréafico presente em um dispositivo de fluxo lateral. Em
um exemplo, a amostra pode ser introduzida na é4rea de aplicacdo de amostra por
aplicagdo externa, como com um conta-gotas ou outro aplicador. Em um outro
exemplo, a area de aplicagdo de amostra pode ser diretarnente imersa na amostra,

tal como quando uma fita de teste é mergulhada dentro de um recipiente
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contendo uma amostra. Em ainda um outro exemplo, a amostra pode ser
derramada ou expressa por sobre a area de aplica¢do de amostra.

Suporte (ou substrato) soélido: Qualquer material que seja
insolivel, ou que possa ser tornado insoluvel por uma reagdo subseqiiente.
Numerosos e variados suportes sélidos sdo conhecidos pelos técnicos no assunto,
e incluem, sem limitacdo, a nitro-celulose, as paredes dos vasos de uma banc_ieja
de reagdo, placas com multiplos Vasoé, tubos de ensaio, contas de poliestireno,
contas magnéticas, membranas, micro-particulas (tais como particulas de latex), e
glébulos vermelhos do sangue de ovelhas tou de outros animais). Qualquer
material poroso adequado com porosidade suficiente para permitir o acesso qe
reagentes detectores € uma afinidade de superficie adequada para imobilizar
reagentes de captura (por ex., cardiolipina oxidada ou complexos de moléculas
de ligagdo de cardiolipina oxidada) é pfevisto por este termo. Por exemplo, a
estrutura porosa da nitro-celulose possui excelentes qualidades de absorgdo e
adsorg¢do para uma ampla variedade de reagentes, como, por exemplo, 0s
reagentes de captura. O nylon possui caracteristicas semelhantes e ¢ também
adequado. As estruturas micro-porosas sdo uteis, assim como os materiais com
estrutura de gel no estado hidratado.

Exemplos adicionais de suportes solidos uteis incluem: carboidratos
poliméricos naturais e seus derivados reticulados ou substituidos modificados
sinteticamente, tal como o agar, a agarose, acido alginico reticulado, gomas de
guar (Cyamopsis tetragonoloba) substituidas e reticuladas, ésteres de celulose,
especialmente com acido nitrico e acidos carboxilicos, ésteres de celulose
misturados, e éteres de celulose; polimeros naturais que contenham nitrogénio,
tais como proteinas e derivados, incluindo gelatinas reticuladas ou modificadas;
polimeros de hidrocarbonetos naturais, tais como o latex e a borracha; polimeros
sintéticos que possam ser preparados com estruturas porosas adequadas, tais
como os polimeros vim’licoé, incluindo o polietileno, polipropileno, poliestireno,
polivinilcloreto, polivinilacetato e seus derivados parcialmente hidrolisados,
poliacrilamidas, polimetacrilatos, co-polimeros e ter-polimeros‘ dos poli-
condensados acima, tais como poliésteres, poliamidas, € outros polimeros, tais

como os poliuretanos ou os poliepdxidos; materiais inorginicos porosos tais
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. como sulfatos ou carbonatos de metais alcalinos terrosos e magnésio, incluindo o

sulfato de béario, sulfato de c‘élcio, carbonato de calcio, silicatos de alcalinos e
alcalinos terrosos, aluminio e magnésio, e 6xidos ou hidratos de aluminio ou de
silicio, tais como argilas, alumina, talco, caulim, zedlitos, silica gel, ou vidro
(esses materiais podem ser utilizados como filtros com os materiais poliméricos
acima); e misturas ou co-polimeros das classes acima, tais como os co-polimeros
de enxerto obtidos pela inicializagdo da polimerizag¢do de polimeros sintéticos em
um polimero natural pré-existente.

E previsto que suportes solidos porosos, tais como a nitrocelulose,
descrita aqui .acima‘l, estejam preferivelmente na forma de ldminas ou fitas. A
espessura de tais laminas ou fitas pode variar dentro de amplos limites, por
exemplo, de aproximadamente 0,01 a 0,5 mm, de aproximadamente 0,02 a 0,45
mm, de aproximadamente 0,05 a 0,3 mm, de aproximadamente 0,_075 a 0,25 mm,
de aproximadainente 0,1 a 0,2 mm, ou de aproximadamente 0,11 a 0,15 mm. O
tamanho dos poros de tais l4minas ou fitas ;;ode semelhantemente variar dentro
de amplos limites, por exemplo, de aproximadamente 0,025 a 15 micrémetros, ou
mais especificamente de aproximadamente 0,1 a 3 micrdémetros; contudo, o
tamanho dos poros ndo deve ser um fator limitativo na sele¢d@o do suporte sdlido.
A taxa de fluxo de um suporte s6lido, quando a'plica’wel, também pode variar
dentro de amplos limites, por exemplo, de aproximadamente 12,5 a 90 s/cm (isto
¢, de 50 a 300 s/4 cm), de aproximadamente 22,5 a 62,5 s/cm (isto €, de 90 a 250
s/4 cm), de aproximadamente 25 a 62,5 s/cm (isto é, de 100 a 250 seg/4 c¢m), de
aproximadamente 37,5 a 62,5 s/cm (isto &, de 150 a 250 s/4 cm), ou de
aproximadamente 50 a 62,5 s/cm (isto ¢, de 200 a 250 s/4 cm). Em modalidades
especificas descritas aqui, a taxa de fluxo é de aproximadamente 62,5 s/cm (isto
¢, de 250 s/4 cm). Em outras modalidades especiﬁcas dos dispositivos descritos
aqui, a taxa de fluxo é de aproximadamente 37,5 s/cm (isto é, de 150 s/4 cm).

A superficie de um suporte sélido pode ser ativada por processos
quifnicos que causem a ligaqﬁo covalente de um agente (por ex., um reagente de
captura) ao suporte. Contudo, qualquer outro método adequado pode ser utilizado
para imobilizar um agente (por ex., um reagente de captura) em um suporte

s6lido, incluindo, sem limitagdo, interagBes iOnicas, interagdes hidrofdbicas,
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interagdes covalentes e outras. As for¢as particulares que resultam na
imobiliza¢gdo de um agente sobre uma fase solida néo sdo importantes para os
métodos-e dispositivos descritos aqui.

Uma fase so6lida pode ser escolhida por sua capacidade intrinseca
de atrair e imobilizar um agente, tal como um reagente de captura.
Alternativamente, a fase sélida pode possuir um fator que tenha a capacidade de
atrair e imobilizar um agente, tal como um reagente de captura. O fator pode
incluir uma substincia carregada que opostamente carregada em relagdo, por
exemplo, ao proprio reagente de captura ou a uma substincia carregada
conjugada ao agente de captura. Em uma outra modalidade, um membro de
ligagdo especifico pode ser imobilizado na fase so6lida para imobilizar seu
parceiro de ligagdo (por ‘ex., um reagente de captura). Neste exemplo, portanto, o
membro de ligag@o especifico permite a ligagdo indireta do reégente de captura a
um material de fase s6lida.

A ndo ser quando fisicamente restringido de outra forma, o suporte
sélido pode ser utilizado em quaisquer formas adeqﬁadas, tais como peliculas,
laminas, faixas ou placas, ou ele pode ser revestido por sobre ou laminado a
portadores inertes apropriados, tais como papel, vidro, filmes plasticos ou
tecidos. '

Um “substrato de fluxo lateral” ¢ qualquer suporte s6lido que seja
util em um dispositivo de fluxo lateral. ‘ ' '

Parceiro de ligagdo especifico (ou parceiro de ligacio): Um
membro de um par de moléculas que interaja por meio de interagSes especificas,
ndo-covalentes, que dependam das estruturas tridimensionais das moléculas
envolvidas. Pares tipicos de parceiros de ligagdo especificos incluem
antigeno/anticorpo, hapteno/anticorpo, horménio/receptor, filamento de acido
nucléico/filamento de 4acido nucléico complementar, substrato/enzima,
inibidor/enzima, carboidrato/lectina, biotina;(strept)avidina, e virus/receptor
celular.

A expressdio “se liga especificamente a um analito” ou
“especificamente imunorreativo com”, quando se referindo a um anticorpo, se

refere a uma reagdo de ligagdo que é determinante da presenca do analito na
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presenga de uma populagdo heterogénea de moléculas, tais como proteinas e

outras moléculas bioldgicas. Assim, sob condi¢des de imuno-ensaio designadas,

- 0s anticorpos especificados se ligam a um analito particular e ndo se ligam em

quantidade significativa aos outros analitos presentes na amostra. Uma variedade
de formatos de imuno-ensaios pode ser utilizada para selecionar anticorpos
especificamente imunorreativos com um analito particular. Por exemplo, imuno-
ensaios ELISA de fase sélida sdo rotineiramente utilizados para selecionar
anticorpos monoclonais especificamente imunorreativos com uma proteiné. Ver
Harlow e Lane, Antibodies, A Laboratory Manual, CSHL, Nova York, (1988),
para uma descrigdo de formatos e condigdes de imuno-eénsaios que podem ser
utilizadas para determinar imunorreatividades especificas.

Sujeito: Organismos multicelulares vivos, incluindo organismos
vertebrados, uma categoria que inclui tanto mamiferos humanos como nfo-
humanos. ) N

Antigeno Treponémico: Um antigeno que contenha ao -menos um
determinante antigénico que ligue especificamente anticorpos anti-T. pallidum.
Numerosos antigenos treponémicos foram descritos no assunto; ver, por
exemplo, as Patentes US N°s. 6.479.248; 6.248.331; 5.681.934; 5.578.456;
4.868.118; € 4.740.467, cada uma das quais € aqui incorporada como referéncia.
Por exemplo, polipeptidios com pelo menos os seguinfe,s pesos moleculares
aparentes foram descritos como antigenos da T. pallidum: 16 a 20 KDa, 18 KDa,
18 a 23 KDa, 25 KDa, 35 KDa, 37 KDa, 37 a 46 KDa, 38 KDa, 39 KDa, 41
KDa, 43 KDa, 44 KDa, 46 KDa, 47 KDa, 58 KDa, 150 KDa; ¢ 180 KDa (para
detalhes mais particulares, ver Patente US N°. 4.846.11 8).‘ /

A ndo ser quando explicado contrariamente, todos os termos

_técnicos e cientificos utilizados aqui tém os mesmos significados entendidos

comumente pelos técnicos no assunto ao qual esta invengdo pertence. Os artigos
singulares “um”, “uma”, “0” e “a” incluem os referentes plurais, a nio ser
quando for indicado claramente o contrario. De modo semelhante, a palavra “ou”
deve incluir “¢”, a ndo ser quando for indicado claramente o contrario. Portanto,
“compreendendo A ou B” significa a inclusdo de A, ou de B, ou de A e B. Deve

ser ainda entendido que todos os tamanhos de bases ou tamanhos de




10

15

20

30/77 .

aminoacidos, é todos os valores de pesos moleculares ou de massas moleculares,
dados para os 4cidos nucléicos ou polipeptidios sdo aproximados, e sdo
fornecidos para a descrigdo. Embora métodos e .materiais semelhantes ou
equivalentes aos descritos aqui possam ser utilizados na pratica ou no teste da
presente invengdo, os métodos e materiais mais adequados s3o descritos aqui.
Todas as publiéag:ées, pedidos de patente, patentes, e outras referéncias
mencionadas s@o aqui incorporadas em suas totalidades como referéncias. No
caso de um conflito, o presente relatdrio, incluindo a explicagdo dos termos,
assumira o controle. Além disso, os materiais, métodos e exemplos sdo somente
ilustrativos, € ndo devem ser limitativos.

III. Cardiolipina |

A cardiolipina ¢ um difosfatidil glicerol (especificamente, 1,3-
difosfatidilglicerbl), que, como mostrado abaixo, tem uma estrutura que consiste

em trés moléculas de glicerol unidas por duas pontes de fosfodiéster.

: " OH
OH ' OoH
| J,
. . o 0
bl Y
RQ N ‘ R;
Cardiolipina

Os quatro grupos hidroxila das fungdes organicas glicerol externas
da cardiolipina sdo cada um deles esterificado com uma cadeia de acidos graxos
saturados ou insaturados (tipicamente com 14 a 18 carbonos de comprimento).

Como utilizado aqui, o termo “cardiolipina” prevé o 1,3-difosfatidilglicerol

_contendo qualquer distribui¢do de cadeias laterais de 4cidos graxos; desde que

pelo menos uma cadeia lateral de 4cidos graxos de cardiolipina possam variar
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- independentemente em comprimento (por ex., de aproximadamente 14 até

aproximadamente 25 carbonos, de aproximadamente 14 até aproximadamente 22
carbonos, de aproximadamente 14 até aproximadamente 20 carbonos, de
aproximadamente 14 afé aproximadamente 18 carbonos, ou de aproximadamente .
14 até aproximadamente 16 carbonos) e/ou em grau de saturag@o (por ex., desde
completamente saturado até possuindo aproximadamente 6 liga¢des duplas,
desde completamente saturado até possuindo aproximadamente 4 ligagdes
duplas, desde completamente saturado até possuindo aproximadamente 2
ligagdes duplas). Cadeias laterais de acidos graxos de cardiolipina
exemplificativas incluem miriétoil (14:0); palm\itoil (16:0); estearoil (18:0); oleoil
(18:1); miristoleoil (14:1); paimitoleoil (16:1); petroselinoil (18:.1); linoleoil
(18:2); linoleoil (18:3); eicosenoil (20:1); araquidonoil (20:4); erucoil (22:1);
DHA (22:6); ou nervonoil (24:1). ) ’ |

Em algumas modalidades, a cardiolipina é uma forma de ocorréncia

natural. A cardiolipina de ocorréncia natural se encontra disponivel

‘comercialmente a partir de um numero de fornecedores, por exemplo, Sigma

Aldrich, Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, EUA), e Lee Laboratories
(Grayson, GA, EUA). Ela também pode ser derivadé, pér exemplo, po; extragdo
por solvente dé tecido do musculo do coragdo bovino, por um método de
precipitagdo, ou por cromatografia em coluna de alta pressdo. A composigdo de
acidos graxos da cardiolipina, de ocorréncia natural ¢é geralménte distribuida de
acordo com uma ampla variedade de 4cidos graxos de ocorréncia natural, tais
como o palmitol (16:0); estearoil (18:0); oleoil (18:1); e linoleoil (18:2). A

espécie molecular de acidos graxos mais abundante nas formas de ocorréncia

natural da cardiolipina sdo o acido linoléico em 90%, seguido pelo 4cido ol€ico

ém 5%, e acido palmitrico em 1%.

Em outras modalidades, a cardiolipina ¢ uma forma de ocorréncia.
ndo-natural (também referida como “cardiolipina sinfe’tica). Exemplos néo-
limitativos de cardiolipina sintética incluem, por exemplo, tetraoleoil
cardiolipina, bis (dipalmitoil D,L-a-glicerilfosforil)-1,3 glicerol benzil éter sal
dissodico, bis (dipalmitoil D,L—a-gliceﬁlfosforil)-l,5 pentanodiol sal dissodico,

bis (dipalmitoil D,L—a—glicerilfosforﬂ)-1,3 propanodiol sal diss\()dico, bis
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(dipalmitoil D,L-a~glicerilfosforil)-1,4 butanodiol sal dissddico, bis (dipalmitoil
D,L-a-glicerilfosforil)-1,2 etanodiol sal dissddico, bis bis (dipalmitoil D,L-a-
glicerilfosforil)-1,3 glicerol sal dissédico, bis benzilfosforil)-1,3 propanodiol sal
dissédico, ou D,L-a-dipalmitoil 4cido bis-fosfatidico.

Acredita-se que o epitopo antigénico da cardiolipina envolva os
dois grupos fosfato e o grupo B-hidroxila da fung&o orgénica glicerol central.
Esse epitopo antigénico esta presente tanto em cardiolipinas de ocorréncia natural
como sintéticas. Cada uma ou ambas as cardiolipinas de ocorréncia natural e
sintética podem ser oxidadas como descrito aqui, c‘lesde que anticorpos anti-
lipidicos se liguem especificamente a forma oxidada.

V. O);idagdo da Cardiolipina

“A.  Geral

O versado no assunto ird percebér que a clivagem oxidativa das
cadeias laterais de acidos graxos da cardiolipina ira ocorrer na presenga de
agentes oxidantes, tais como NalO4 ¢ KMnQ,, ou NaIO4 e tetroxido de ruténio,
ou HIO4. ¢ KMnO, (ver, por ex., March, Advanced Organic Chemistry:
Reactions, Mechanisms and Structure, Segunda Edigdo, Nova York: McGraw

Hill Company, 1977, pagina 1.095). Ou seja, as ligagdes duplas presentes nas

cadeias laterais de acidos graxos seriam eventualmente oxidadas em grupos

carboxila, desse modo liberando um alquil carboxilato, tal como o 4acido
maldnico e/ou o 4cido capréico (como mostrado na Fig. 3). Em uma molécula de
cardiolipina completamente oxidada, todas as quatro cadeias laterais de acidos
graxos serdo clivadas na(s) primeira(s) (mais proximas) posi¢des de ligacdes
duplas, para produzir cadeias de acidos graxos, cada uma com um grupo
carboxila terminal (como mostrado na Fig. 3). Como a cardiolipina de ocorréncié
natural pode ser heterogénea com relagdo a sua composico de cadeia lateral de
acidos graxos, uma preparagdo de cardiolipina completamente oxidada sera uma

mistura de espécies oxidadas que refletem a homogeneidade das cadeias laterais

de 4cidos graxos na molécula ndo-oxidada. Uma homogeneidade adicional pode

surgir se a oxidag@o da cardiolipina € incompleta. Nesta situagdo, uma mistura de
espécies de cardiolipina oxidadas onde 1, 2 ou 3 das cadeias laterais de acidos

graxos sdo oxidados em acido(s) carboxilico(s) sera produzida (ver, por ex., Fig.
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3 como um exemplo de molécula de cardiolipina oxidada com um grupo
carboxila terminal que ilustra a oxidag&o incompleta, € um outro exemplo de uma
cardiolipina oxidada que passou por completa oxidagdo). Qualquer uma ou todas
as espécies de cardiolipina oxidadas descritas neste paragrafo sdo previstas como
sendo uteis nas composi¢des, métodos e dispositivos descritos.

B. Oxidacédo da Cardiolipina por NalO4 e KMnO,

Um método util para a oxidagdo da cardiolipina emprega periodato
(I04) e/ou permanganato (MnO,) como os agentes oxidantes. Os sais desses
agentes oxidantes incluem qualquer fon compensador que forne¢a um composto
eletricamente neutro. O periodato esta tipicamente na forma de um sal de

periodato, tal como NalO, ou HIO, (4cido periddico), e o permanganato esta

‘tipicamente na forma de um sal (tal como um sal de sédio ou de potassio), por

exemplo, KMnO,. Em uma modalidade especifica, NalO4 ¢ KMnO, séo

- utilizados como agentes oxidantes. Para por em pratica esse método de oxidagdo,

a cardiolipina obtida a partir de qualquer fonte pode ser adicionada a qualquer
solvente em que a cardiolipina se dissolva substancialmente. Tendo em vista a

natureza hidrofébica da cardiolipina, o uso de um solvente orgénico polar, tal

.como o t-butanol, etanol, metanol, propanol, acetona, dimetilformamida, ou éster

dietilico € preferivel. Outros solventes organicos ndo-polares podem ser
utilizados para suspender a cardiolipina, tais como o cloroférmio; contudo, esses
solventes orgénicos ndo-polares sdo menos Wteis porque os outros componentes
da réac;?lo de oxidagdo (como descrito abaixo) sfo menos soliveis nesses
solventes do que, por exemplo, em um solvente orginico polar ou em um
solvente aqudso. ' ‘

A concentragdo da solugdo de cardiolipina pode ser qualquer -
concentragdo util que, em sua faixa mais elevada, ainda permita que a
cardiolipina se dissolva no solvente escolhido. Um técnico no assunto pode
determinar facilmente o ponto” de saturagdo para a cardiolipina em qualquer
particular solvente. Em exemplos onde t-butanol é o solvente escolhido, as
concentragdes de cardiolipina podem ficar na faixa de aproximadamente 10
mg/ml até aproximadamente 250 mg/mol, tal como aproximadamente 10 mg/ml,

aproximadamente 25 mg/ml, aproximadamente 50 mg/ml, aproximadamente 75
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mg/ml, aproximadamente 100 mg/ml, aproximadamente 125 mg/ml,
aproximadamente 150 mg/ml, aproximadamente 200 mg/ml e aproximadamente
250 mg/ml. Se pequenas pérticulas estiverem presentes ap6s a dissolugdo da
cardiolipina no solvente escolhido, a solu¢do pode, opcionalmente, ser clareada
por qualquer técnica conhecida no assunto, tal como a centrifugacdo ou a
filtracdo.

Em algumas modalidades, a oxidagdo da cardiolipina pode ocorrer
na auséncia de oxigénio, como, por exemplo, em uma atmosfera de argdnio, hélio
ou nitrogé€nio. Uma reag@o de oxidagdo de cardiolipina ird ocorrer em uma
atmosfera contendo oxigénio, tal como o ar, ou em outra atmosfera; contudo, as
moléculas oxidantes contidas ai, tais como carbonatos, -podem diminuir a
eficiéncia da reagdo. Ainda assim, todas as atmosferas em que a reagdo de
oxidagdo de cardiolipina ird ocorrer, independentemente da eficiéncia da reagio,
sdo previstas nesta divulgagao. |

‘ Quantidades de agentes oxidantes, tais como NalO; e KMnO,,
suficientes para clivar de forma oxidantes ao menos' uma cadeia lateral de acidos
graxos de cardiolipina sfo entdo adicionadas a cardiolipina suspensa sob
constante agitagdo. Em alguns exemplos, o periodato e o permanganato (tais
como NalO4 e KMnO,) $3o0 usados em combinacgdo para oxidar a cardiolipina.
Em certos desses exemplos, o pediodato (tal como NalQ,) ¢ adicionado a solucio
de cardiolipina antes da adi¢do do permanganato (tal como KMnQ,). Os agentes
oxidantes podem ser dissolvidos em qualquer solvente no qual eles forem
soliveis e que ira se misturar com a solugdo de cardiolipina. Por exemplo, NalQ,
€ KMnO, podem ser dissolvidos em agua.

Quando NalO, ¢ utilizado em um método para oxidar cardidlipina,
a quantidade de NalO, utilizada na reagdo ndo ¢ importante. Minimamente, a
quantidade é tal que a reagdo ocorra dentro de um tempo razoavel sob as
circunstancias particulares. No outro lado do espectro, um excesso molar
consideravel de NalO,4 pode ser utilizado na reago de oxidagdo. Por exemplo, a
razdo molar de periodato (tal como NalO,) para cardiolipina pode ser de
aproximadamente 0,1:1 a aproximadamente 100:1, de aproximadamente 0,5:1 a

aproximadamente 50:1, de aproximadamente 1:1 a aproximadamente 25:1, de
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aproximadamente 2:1 a aproximadamente 15:1, de aproximadamente 2,5:1 a

aproximadamente 10:1, de aproximadamente 3:1 a aproximadamente 7,5:1, ou de
aproximadamente 4:1 a aproximadamente S:1. Em modalidades especificas, a
razdo molar de m-periodato de sédio para cardiolipina é de aproximadamente 4:1
a 5:1, ou mais especificamente de aproximadamente 4,2:1.

» Quando um percentual (tal como de KMnO,) ¢é utilizado em um
método para oxidar cardiolipina, a quantidade de permanganato utilizada na
reagdo ndo € crucial. Minimamente, a quantidade ¢ tal que a reagdo ocorra em um
tempo razodvel sob as circunstdncias particulares. De outro lado, um excesso
molar considerdvel de permanganato deve ser utilizado na reagdo de oxidagdo.

Por exemplo, a razdo molar de permanganato (tal como o KMnO,) para

cardiolipina pode ser de aproximadamente 0,01:1 até aproximadamente 100:1, de

aproximadamente 0,02:1 até aproximéidamente 50:1, de aproximadamente 0,1:1
at€¢ aproximadamente 25:1, de aproximadamente 0,25:1 até apro;cimadamente
15:1, de aproximadamente 0,3:1 até aproximadamente 10:1, de aproximadamente
0,4:1 até aproximadamente 7,5:1, de aproximadamente 0,5:1 até
aproximadamente 5:1, de aproximadamente 0,6:1 até aproximadamente 2:1, ou
de aproximadamente 0,7:1 até aproximadamente 1:1, ou mais especificamente de
aproximadamente 0,75: 1.

‘ A mistura da reag@o de oxidagdo pode ocorrer em temperaturas que
ndo impegam que a reagdo ocorra. De forma semelhante, a reagdo pode continuar
por qualquer peﬁ'odo de tempo que seja suficiente para causar a clivagem
oxidativa de ao menos uma cadeia lateral de acidos graxos de cardiolipina. Como
os tecnicos no assunto irdo perceber, o tempo de reagdo dependera de diversas
variaveis, incluindo a temperatura da reagdo, o tipo de solvente, as concentra¢des
dos reagentes € do produto; cada uma destas varidveis pode ser facilmente
ajustada por experimentagdes rotineiras. Em um exemplo, a rea¢io de oxidagdo
ocorre na temperatura ambiente e continua por ao menos 24 a 48 ho}as.

A reagdo de oxidagdo de cardiolipina pode ser interrompida com
qualquer agente redutor capaz de neutralizar o(s) agente(s) oxidante(s) presentes
na reagdo, e capaz de reduzir qualquer cetona formada no carbono-f da fungéo

organica glicerol central no grupo B-hidroxila correspondente. Um agente
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redutor, tal como um sal de bissulfito (tal como, por ex., o bissulfito de sédio), o
sulfeto dimetilico, cianoboroidreto de sédio (NaBH;CN), boroidreto de sodio
(NaBH,), triacetoxiboroidreto de potassio (NaBH(OAc);), borano de morfolina,
triisopropoxiboroidreto de potassio, borano de t-butil amina, borano de
dimetilamina, borano de piridina, borano de trietilamin_a, ou borano de
trimetilamina, € 1til para este proposito. Em alguns exemplos especificos, o
agente redutor € um sal de bissulfito, e em exemplos mais particulares, o agente
redutor ¢ o bissulfito de sddio. ‘ '

A quantidadp de agente redutor adicionada a reagdo ndo ¢ crucial
desde que os agentes oxidantes sejam abafados. Se a imunogenicidade da
éardioiipina oxidada for afetada prejudicialmente por oxidagdo em uma cetona
dos grupos [B-hidroxila das fun¢des organicas glicerol central da cardiolipina,
entdo a quantidade de agente redutor serd também uma quantidade que ira
restaurar 0s .érupos B-hidroxila para uma imunogenicidade suficiente da
cardiolipina oxidada. Por exemplo, uma quahtidade de bissulfito de sodio pode
ser adicionada a uma reégzéo de oxidagdo de cardiolipina contendo agentes
oxidantes de NalO, e KMﬁO‘; suficientes para fazer com que a mistura da reagio
se torne substancialmente incolor.

Caso presentes, as fases aquosas e orginicas em uma reagdo de '
oxidagdo de cardiolipina podem ser separadas por qualquqr método conhecido na
técnica, por exemplc;, por centrifugacdo. Em uma modalidade, uma fase de t-
butanol contendo principalmente c‘ardiolipina oxidada e uma fase aquosa
contendo principafmeﬁte carboxilatos alquilicos podem ser separadas por
centrifugacio. A cardiolipina oxidada ¢ suficientemente hidrofobica para que se
espere que ela se separe em uma fase organica. Contudo, caso necessario, um
técnico no assunto pode determinar qﬁal dentre as fases aquosa ou organica (ou
ambas) contém cardiolipina oxidada por métodos conhecidos na técnica, tal
como CCD, HPLC, RMN ou cromatografia com gas.

Opcionalmente, a cafdiolipina oxidada na solugdo pode ser
dialisada em um tampdo util, tal como um tampdo fosfato 10 mM, pH 8,0, e

liofilizada até secar utilizando-se métodos bem conhecidos na técnica.
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C — Antigenicidade da Cﬁrdiolipina Oxidada

Foi demonstrado que a oxidagdo altera as propriedades antigénicas,

de alguns fosfolipidios (ver, por ex., US 6.177.282). Acredita-se que os
anticorpos anti-lipidicos de pacientes sifiliticos ligam os dois grupos fosfato e o
grupo PB-hidroxila da fun¢do orgénica glicerol central (ver, por ex., Castro e
outros, Clin. Diagn. Lab. Immunol., ’7(4'):658-661, 2000). Portanto, é benéfico
manter a conﬁgﬁrag:ﬁo da fungdo orgéanica glicerol central para conservar a
antigenicidade da cardiolipina, por exemplo, para detectar anticorpos anti-
lipidicos em soros sifiliticos. A antigenicidade da cardiolipina oxidada pode ser
testada por qualquer uma dentre um nimero de técnicas amplamente utilizadas
(incluindo, por ex., ELISA, dot blot, imuno-ensaio ‘enzimético, imuno-ensaio de

fluorescéncia) e/ou como descrito aqui (ver, por ex, o Exemplo 4). Como

mostrado no Exemplo 4 (abaixo), os métodos de oxidagdo de cardiolipina

descritos aqui mantém a antigenicidade da cardiolipina.
D — Misturas de Cardiolipina/Lecitina
As misturas de cardiolipina e lecitina podém ser oxidadas pelos

mesmos métodos descritos acima somente para a cardiolipina; a Unica diferenca

sendo em que o material inicial € uma mistura de cardiolipina ¢ lecitina. Na

reacdo de oxidaq:é"lo inicial, a cardiolipina e a lecitina sdo misturadas juntas em
uma razdo de peso (caraiolipina:lecitina) entre aproximadamenfe 20:1 e
aproximadamente 1:1, ou entre aproximadamente 1:1 e aproximadamente 1:10,
ou entre aproximadamente 10:1 e ‘ aproximadamente 1:10, ou entre
aproximadamente 5:1 e aproximadamente 1:5, ou entre aproximadamente 1:1 e
aproximadamente 1:5. Em exemplos particulares, a razdo de peso de

cardiolipina:lecitina inclui - aproximadamente 20:1, aproximadamente 10:1,

_aproximadamente  5:1, aproximadamente 2:1, aproximadamente 1:1,

aproximadamente 1:2, aproximadamente 1:3, aproximadamente | 1:5, ou
aproximadamente 1:10. o . ‘
V- Complexo de Molécuias de Ligacdo de'Cardiolipina Oxidada

AA,cardiolipina oxidada é uma molécula relativamente pequena.

Portanto, € benéfico ligar a cardiolipina oxidada a uma molécula maior (tal como

um polipeptidio) para facilitar a ligagdo da cardiolipina a uma superficie $élida'
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para uso nos métodos e dispositivos descritos aqui. Em certos exemplos, a
molécula maior é mais prontamente ligada a um substrato, tal como um substrato
absorvente do tipo que é utilizado na tecnologia de fluxo direto <ou de fluxo
lateral. A cardiolipina oxidada derivada € mais prontamente adsorvida e
localizada em um suporte poroso (tal como um substrato poroso de nitro-
celulose) do que a prépria molécula muito pequena da cardiolipina ou da
cardiolipina oxidada. A derivagdo da cardiolipina oxidada por ligagdo a uma
fun¢do orgénica de polipeptidios a ela aumenta vastamente sua versatilidade e
utilidade em imuno-ensaios baseados em superficies sélidas, (tais como os
ELISAs, fitas e/ou dispositivos de diagnostico de fluxo lateral, e/ou dispositivos
de fluxo direto). |

Moléculas de ligagdo adequadas incluem proteinas, polipeptidios
ou peptideos, tais como a albumina, hemocianina, tiroglobulina e derivados
destas, particularmente a albumina de soro bovino (ASB) € a Hemociahina da
familia Fissurellidae (HFF), a avidina, estreptavidina, ¢ a biotina. Outras
substancias derivadas de ‘polipept'idios ou ndo derivadas de polipeptidios sdo
conhecidas pelos versados no assunto.

As moléculas de ligagdo freqiilentemente contém um grupo reativo
para facilitar a conjugacdo covalente a cardiolipina oxidada. O grupo amina de
aminoacidos pode ser utilizado desta maneira. As moléculas de ligacdo que ndo
tém tais grupos podem ser freqiientemente reagidas com um composto quimico
apropriado para produzir grupos reativos. Compostos quimicos ilustrativos que
podem ser utilizados para produzir grupos reativos tteis em uma molécula de
ligagdo incluem, sem limitacdo, 1-etil-3-(3-dimetilamino propil) carbodiimida
(EDC) e N-hidroxisulfosucinimida (NHS).

A provisdo da cardiolipina oxidada aqui folrnece ‘a0 menos um
grupo carboxila reativo, que ndo esta de outra forma presente nas cardiolipinas de
ocorréncia natural ou sintéticas. Portanto, a cardiolipina oxidada pode ser ligada
através de um grupo reativo criado por oxidagdo a uma molécula de ligag@o por
quaisquer meios conhecidos na técnica e/ou descritos aqui. Tal ligacdo pode Aser

com ou sem um grupo de ligagdo adicional. Muitos métodos diferentes podem
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ser utilizados para produzir uma ligagdo entre a cardiolipina oxidada e uma
molécula de ligagdo. i ‘

Um exemplo de método qu.e pode ser utilizado para ligar
cardiolipina oxidada a uma molécula de liga¢do contendo amina (ou seja, uma
proteina, tal como a ASB, proteina sintética MAPS, IgY, estreptavidina, avidina
ou HFF) ¢ mostrado esquematicamente na Fig. 4. A reacdo na Fig. 4 ilustra que
um grupo carboxila criado pela clivagem oxidativa de uma cadeia lateral de
acidos graxos de cardiolipina, como descrito aqui, pode ser modificado para um
¢éster de NHS reativo' com aminas utilizando-se EDC em combina¢io com NHS
(ou Sulfo-NHS, como mostrado na Fig. 4). O éster de NHS de cardiolipina
oxidada ira entdo reagir com os grupos amina presentes em uma molécula de
ligagdo, tal como a ASB, como mostrado na Fig. 4, pafa formar uma ligagdo de
amina entre a cardiolipina oxidada e a molécula de ligagdo.

Algumas dos métodos e dispositivos aqui fazem uso de cardiolipina
oxidada ou de complexos de moléculas de ligagdo de cardiolipina oxidada
imobilizados em fases solidas. Q'ualquer método convencional de imobilizagdo
de uma substéncia em uma superficie solida é previsto nesta divulgacéo.

Métodos adequados . para imobilizar cardiolipina oxidada ou
complexos de moléculas de ligagdo de cardiolipina oxidada em fases solidas
incluem as interagdes ibnicas, hidrofébicas, covalentes, e outras.” A fase solida

(ver, por ex., a Secdo II) pode ser escolhida por sua capacidade intrinseca de

-atrair e imobilizar cardiolipina oxidada ou complexos de moléculas de ligagio de

cardiolipina oxidada. Alternativamente, a fase sélida pode possuir um fator que
tenha a capacidade de atrair ¢ imobilizar a cardiolipina oxidada ou os complexos
de moléculas de ligagdo de cardiolipina oxidada. O fator pode incluir, por
exemplo, uma substéncia carregada que seja opostamente carregada em relagdo a
cardiolipina oxidada ou aos complexos de moléculas de ligagdo de cardiolipina
oxidada, ou, por exemplo, uma substdncia carregada que seja opostamente
carregada em relagdo a uma substéncia carregada conjugada com a cardiolipina
oxidada ou com os complexos de moléculas de ligagdo de cardiolipina oxidada.
Como mais uma alternativa, o fator pode ser qualquer parceiro de ligagdo

especifico, como, por exemplo, a avidina ou a estreptavidina, que seja
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imobilizado sobre a fase sélida e que tenha a capacidade de imobilizar
cardiolipina oxidada ou complexos de moléculas de ligagio de cardiolipina
oxidada, como, por exemplo, cardiolipina oxidada biotinilada, através de uma
reacdo de ligagdo especifica.

Em algumas modalidades de métodos e dispositivos aqui, a
cardiolipina oxidada ou os“complexos de moléculas de ligagdo de cardiolipina
oxidada podem servir comol um reagente detector, e portanto serd conjugada a
um marcador. Qualquer molécula ou composigdo que seja detectavel por meios
espectroscopicos, fotoquimicos, Bioquimicos, imunoquimicos, elétricos, Opticos
ou quimicos pode servir como um marcador. Exemplos de marcadores, incluindo
enzimas, particulas de ouro coloidais, particulas de latex coloridas, foram
revelados (Patentes US N°%. 4.275.149, 4.313.734, 4.373.932 ¢ 4.954.452, cada
uma delas aqui incorporada como referéncia). Exemplos adicionais de

marcadores uteis incluem, sem limitagdo, co-fatores, ligandos, agentes

quimioluminescentes ou fluorescentes, particulas de prata adsorvidas por

proteina; particulas de ferro .adsorvidas por proteina, particulas de cobre
adsorvidas por proteina, particulas de selénio adsorvidas por proteina, particulas
de enxofre adsorvidas por proteina, particulas de telirio adsorvidas por proteina,
particulas de carbono adsorvidas por proteina, e sacos de tinta acoplados com
proteinas.

A ligagdo de um composto a um marcador pode ser através de
ligagdes covalentes, processos de adsor¢do, ligagdes hidrofobicas e/ou
eletrostaticas, como em quelatos e outros, ou combina¢les destas ligagbes e

interagdes, e/ou podem envolver um grupo de ligagdo. Métodos para marcar e

orientagdes sobre a escolha dos marcadores apropriados para varios propdsitos

sdo discutidas, por exemplo, em Sambrook e outros, Molecular Cloning: A

Laboratory Manual, CSHL, Nova York, 1989 e Ausubel e outros, Current

Protocols in Molecular Biology, Greene Publ. Assoc. ¢ Wiley-Intersciences,
1998.

Em a]gumas modalidades dos métodos e dispositivos, conjugados
de ouro coloidais de cardiolipina oxidada ou conjugados de ouro coloidais de

complexos de moléculas de ligagdo de cardiolipina oxidada sio previstos.
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VI — Dispositivos de Imuno-Ensaios

A descoberta aqui de um método para oxidar cardiolipina e
preparar conjugados de moléculas de ligagdo de cardiolipina, que possam ser
imobilizados em um suporte s6lido (tal como uma membrana micro-pdrosa,
como a nitro-celulose, 0 nylon ou o0 PVDF), permite imuno-ensaios baseados em
superficies solidas (tais como o EIA, ELISA, dispositivos de fluxo direto, hastes
de mergulho, e dispositivos de fluxo lateral) para a detec¢do de analitos que
ligam cardiolipina (tais como anticorpos anti-lipidicos em amostras bioldgicas de
sujeitos infectados com a T. pallidum). Em alguns exemplos, um imuno-ensaio
revelado permite a detecgdo da presenga (ou auséncia) de anticorpos anti-
lipidicos em uma amostra bioldgica para o diagnéstico da sifilis.

A — Formatos de Dispositivos de Imuno-Ensaio Representativos

e Informacdes Relacionadas

Os dispositivos de imuno-ensaio permitem a realizagdo de ensaios
relativamente baratos, descartiveis, ¢ baseados em membranas para a
identificagdo Visual da presenga (ou auséncia) de um analito em uma amostra
liquida. Tais dispositivos sdo usualmente formatados como hastes de mergulho
independentes (por ex., fitas de teste) ou como dispositivos que tenham algumas
espécies de caixa. Tipicamente, um dispositivo de imuno-ensaios pode ser
utilizado mesmo com poucos 200 pl de amostra liquida; e a detecgdo de um
analito na amostra pode (mas no precisa) ser completada dentro de 2 a §
minutos. Em ensaios clinicos, a amostra pode ser urina, sangue, soro, saliva, ou
outros fluidos. Em testes ndo-clinicos, a amostra pode ser um pequeno volume de

solugdo preparado a partir de terra, poeira, plantas, ou alimentos, e aplicada de

forma semelhante diretamente a fita do teste de membrana. Na maior parte dos'

casos, uma instrumentagdo auxiliar é necessaria para realizar tais testes, € tais
dispositivos podem ser facilmente utilizados em clinicas, laboratérios, locais
abertos, e em casa, até mesmo por pessoas sem experiéncia.

Os dispositivos de imuno-ensaios foram desenvolvidos para a

identificagdo ou a monitoragdo rotineira de condigdes fisioldgicas e patologicas

(por ex., doengas infecciosas, gravidez, cancer, males endécrinos) utilizando-se '

amostras biologicas diferentes (por ex., urina, soro, plasma, sangue, saliva), e
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para a analise de amostras ambientais (por ex., fluidos naturais e efluentes de
fabricas industriais), por exemplo, quanto a contaminagdo. Muitos desses testes
sdo baseados nas interagbes altamente especificas entre pares de liga'(;ﬁo
especificos. Exemplos de tais pares de ligagdo incluem antigeno/anticorpo,
hapteno/anticorpo, lectina/carboidrato, apoproteina/co-fator e
biotina/(estrept)avidina. Além disso, muitos desses testes envolvem dispositivos
(por ex., fase sélida, fitas de teste de fluxo lateral, testes de fluxo direto) com um

ou mais dos membros de um par de ligacdo ligado a um material de fase sélida

- mével ou imovel, tal como contas de latex, fibras de vidro, contas de vidro, fitas

de celulose ou membranas de nitro-celulose (Patentes US N%. 4.703.017,
4.743.560, 5.073.484). '

Uma categoria irqponante de ensaio imunocromatografico ¢ o
ensaio “sanduiche”. Geralmente, os procedimentos imunocromatograficos
sanduiche requerem a mistura da amostra que possa conter a analito a ser testado,
como, por exqmplo, ,anticbrpos anti—’lipidicos, com um antigeno reconhecido pelo
analito, como, por exemplo, cardiolipina oxidada. O antigeno, isto €, o reagente
detector, ¢ movel e tipicamente estd ligado a um marcador ou a um outro
reagente sinalizador, tal como latex com fiﬁta, uma solucdo de metal coloidal, ou
um radiois6topo. Esta mistura é entdo aplicada a um meio cromatografico
contendo uma faixa ou zona de antigenos imobilizados reconhecidos pelo
anticorpo analito de interesse. O meio cromatografico freqiientemente estid na
forma de uma fita que parece uma haste de mergulho. Quando o complexo da
molécula a ser examinada e o reagente detector atinge a zona dos antigenos
imobilizados no meio cromatografico, a ligagdo ocorre e o complexo de reagente
detector fica localizado na zona. Isso indica a presenga da molécula a ser testada.
Esta técnica pode ser utilizada para obter resultados quantitativos ou semi-
quantitativos. |

_ Alternativamente, um imuno-ensaio sanduiche pode requerer a
mistura de uma amostra, que pode conter o analito de interesse como, por
exemplo, anticorpos anti-lipidicos, com um anticorpo que reconhega o analito,
como, por exemplo, a proteina A ou um anticorpo secundério anti-humano de

cabra. O segundo anticorpo nessa mistura serd mével, marcado (por ex., com
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uma enzima, ouro coldide, ou outros), € servira como um reagente detector.

Como descrito no exemplo anterior de um imuno-ensaio sanduiche, o analito

testado (caso presente) pode ser detectado quando-essa mistura for aplicada a um
meio cromatografico contendo uma faixa ou zona de antigenos imobilizados
reconhecidos pelo testado. _

Exempl'os.de imunq—enséios sanduiche realizados em fitas de teste -
sdo descritos nas Patentes US N°. 4.168.146 ¢ 4.366.241, cada uma das quais
sendo aqui incorporada como referéncia.

Os dispositivos de imuno-ensaios de fase sélida oferecem uma

~sensivel detecg@o de analitos em amostras de fluidos biolégicos. Os diépositivos

de imuno-ensaios de fase solida incorporam um suporte sélido ao qual um
membro de par ligando-receptor, usualmente um a;lticorpo, antigéno, ou haptenp,
se liga. As primeiras formas comuns de suportes s6lidos eram placas, tubos, ou
contas de poliestireno, que eram conhecidas a partir do campo dos radio-imuno-
ensaios € dos imuno-ensaios de enzima. Mais recentementé, um numero de
materiais porosos, tais como o nylon, a nitro-celulose, acetato de celulose, fibras-
de vidro, e outros polimeros porosos foi empregado como suportes_solidos. Em
outras formas comuns | de imuno-ensaios baseados em membrané, como
tipificado por alguns kits de detecg¢do de gravidez e ovulagdo, uma fita de teste
(ou uma haste de mergulho) é “fnergulhada” dentro de uma amostra suspeita de
conter o analito em-questdo. Adiciona-se entdio reagente detector marcado com
enzima, simultaneamente ou apés um periodo de incubagdo. O dispositivo em
seguida € lavado e entdo inserido dentro de uma segunda solugdo contendo um

substrato para a enzima. O marcador de enzima, caso presente, interage com o

_substrato, causando a formagdo de produtos coloridos, os quais, ou se depositam

como um precipitado por sobre a fase solida, ou produzem uma mudanga de cor
visivel na solugdo de substr'ato. EP-A 0 125 118 descreve tal imuno-ensaio de
haste de mergulho do tipo sahsiuiche. EP-A 0 282 192 descreve um dispositivo
de haste de mergulho para uso em ensaios do tipo competigéo.

Os dispositivos de imuno-ensaios do tipo fluxo diréto foram
projetados, em parte, para obviar a necessidade das ctapas de incubagdo e

“

lavagem com ensaios de hastes de mergulho. Os dispositivos de imuno-ensaios

’
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de fluxo direto envolvem um r'eagente de captura (tal como um complexo de
moléculas de ligagdo de cardiolipina oxidada) ligado a uma membrana ou filtro «
poroso ao qual uma amostra liquida € adicionada. '

’ A medida que o liquido flui através da membrana, o analito visado
(tal como um anticorpo anti-lipidico) se liga ao reagente de captura. A adi¢io de
amostra é seguida por (ou feita simultaneamente com) a adigdo de reagente
detector (tal como cardiolipina conjugada com ouro, Proteina A marcada (por
ex., conjugada com ouro) ou IgG anti-humana marcada (por ex., conjugada com
ouro)). Alternativamente, o reagente detector pode ser colocado sobre a
membrana de uma maneira que permita que o detector sé misture com a amostra
€ assim marque o analito. A detec¢do visual de reagente detector fornece uma
indicacdo da presehga do analito visado na amostfa. Dispositivos de imuno-
ensaios de fluxo direto representativos sdo descritos nas Patentes US N°.

4.246.339, 4.277.560, 4.632.901, 4.812.293, 4.920.046, € 5.279.935; e os pedidos |

de patente US N°%. 20030049857 € 200240241876.

Os dispositivos de ensaios de migragdo usualmente incorporam
dentro deles reagentes que possam ser ligados a marcadores coloridos, desta
forma permitindo a detecgdo visual dos resultados do ensaio sem a adicdo de

mais substancias. Ver, por exemplo, a Patente US N°. 4.770.853; a Publicacdo do

"PCT N°. WO 88/08534 ¢ a Patente Européia No. EP-A 0 299 428.

Existe um nimero de testes do tipo fluxo lateral disponiveis
comercialmente e de patentes que revelam métodos para a detecgdo de analitos
grandes (PM maior do qué 1.000 Daltons). A Patente US N°. 5.229.073 descreve
um método de fluxo lateral de imuno-ensaio competitivo semi-quantitativo para
medir niveis de lipoproteinas no plasma. Esse método utiliza uma pluralidade de
zonas de captura ou linhas contendo anticorpos imobilizados para ligar tanto a
lipoproteina marcada como a livre para dar um resultado semi-quantitativo.

A Patente US N° 5.591.645 fornece uma fita de teste
cromatografica com ao menos duas por¢des. A primeira por¢io inclui um
tragador moével e a segunda porgdo inclui um ligante imobilizado capaz de se
ligar ao analito. Exemplos adicionais de testes de fluxo lateral para analitos

grandes sdo divulgados nos seguintes documentos de patente: Patentes US N°.
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4.168.146, 4.366.241, 4.855.240, 4.861.711, e 5.120.643; Patente Européia N°.
0296724; WO 97/06439, ¢ WO 98/36278. '

Existem também testes do tipo fluxo lateral para a detec¢do de
analitos pequenos (PM \de 100 a 1.000 Daltons). Geralmente, esses testes de
analitos pequends envolvem uma inibicdo competitiva “tipica” para produzir
resultados negativos ou indiretos (isto €, reducdo de sinal com o aumento da
concentragdo de analito), conforme exempliﬁcadb pela Patente US N°.
4.703.017. Contudo, diversas abordagens foram desenvolvidas para detectar
pequenos analitos utilizando testes de fluxo lateral que produzem resultados
positivos ou diretos (isto €, aumento no sinal com o aumento da concentragédo do
analito). Estas incluem, por exemplo, as i’atentes US N°%. 5.451.504, 5.451.507,
5.798.273 ¢ 6.001.658. ’

A Patente US N° 5.451.504 fornece um método com trés zonas
especificas (mobilizagd@o, aprisionamento e detect¢do), cada uma contendo um
conjugado de latex diferente para dar um sinal positivo. A zona de mobilizagdo
contém anticorpo marcado para ligar o analito na amostra. Na zona de
aprisionamento, o anticorpo ndo-ligado e marcado € entdio aprisionado por
analogos de analito imobilizados. A zona de detecgdo captura o complexo de
analito-anticorpos marcado.

A Patente US N°. 5.451.507 descreve um método de imuno-ensaio

- desconectado, com duas zonas. A primeira zona possui reagente ligado de forma

ndo-difusa que se liga com um componente, por exemplo, um analogo de analito
ligado a, ou capaz de se tornar ligado a, um membro de um sistema de produgdo
de sinais. A segunda zona se liga a0 componente somente quando o analito a ser
testado estiver presente. A distdncia que o componente ‘migra para dentro da
segunda zona esta diretamente relacionada a concentragio de analito.

A Patente US N°. 5.798.273 revela um dispositivo de fluxo lateral
que inclui uma zona de captura com analogos de analito imebilizados € uma ou
mais zonas de leitura péra ligar anélogos de analito marcados.

A Patente US N°. 6.001.658 divulga um dispositivo de fita de teste,

com um parceiro de ligagdo passivel de difusdo marcado que se liga ao analito,

\
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um analito imobilizado, e uma 4rea de detecgdo contendo um anticorpo
imobilizado. |

Os dispositivos descritos aqui geralmente\incluem uma fita de
material absorvente (tal como uma membrana micro-porosa), que, em muitos
casos, pode ser feita de diferentes substancias, sendo cada uma delas junta a outra
em zonas, que podem estar encbstadas e/ou sobrepostas. Em alguns exemplos, a
fita absorvente pode ser fixada sobre um material ndo-interativo de suporte (tal
como poliéster ndo-trangado) para, por exemplo, conferir uma rigidez aumentada
a fita. As zonas dentro de cada fita podem conter diferencialmente o(s)
parceiro(s) de ligag@o especifico(s) e/ou outros reagentes necessarios para a
deteccdo elou a quantificagdo do analito particular sendo testado, por exemplo,
quanto a um anticorpo anti-lipidico. Assim, essas zonas podem ser vistas como
setores funcionais ou regides funcionais dentro do dispositivo de teste.

Em geral, uma amostra fluida (ou uma amostra suspensa em um
fluido) € introduzida a fita na extremidade proximal da fita, por exemplo, por

imersdo ou marcagdo. Uma amostra é coletada ou obtida utilizando-se métodos

bem conhecidos pelos técnicos no assunto. A amostra contendo os anticorpos

anti-lipidicos a ser detectada pode ser obtida a partir de qualquer fonte bioldgica.

Exemplos de fontes bioldgicas incluem o soro sanguineo, plasma sanguineo,

* urina, fluido espinhal, saliva, fluido de fermentagdo, fluido linfatico, fluido de

cultura de tecidos, e fluido de ascites de um ser humano ou de um aninal. A
amostra pode ser diluida, purificada, concentrada, filtrada, dissolvida, suspensa
ou manipulada de outras formas antes do imuno-ensaio para aperfeigoas os
resultados do 'imuno-ensaio. O fluido migra distalmente através de todas as
regides funcionais da fita. A distribuigdo final do fluido nas regides funcionais
individuais depende da capacidade de absor¢dio e das dimensdes do material
utilizado.

Em algumas modalidades, os suportes sélidos porosos, tais como a
nitro-celulose, descritos aqui acima, estio preferivelmente na forma de laminas
ou de fitas. A espessura de tais 14minas ou fitas pode variar dentro de amplos
limites, por exemplo, desde aproximadamente 0,01 até 0,5 mm; desde

aproximadamente 0,02 até 0,45 mm; desde aproximadamente 0,05 até 0,3 mm;
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desde aproximadamente 0,075 até 0,25 mm; desde aproximadamente 0,1 até 0,2
mm; ou desde aproximadamente 0,11 até 0,15 mm. O tamanho dos portos de tais
laminas ou fitas pode de forma semelhante variar dentro de amplos limites, por'
exemplo, de aproximadamente 0,025 até aproximadamente 15 microns, ou mais
especificamente de aproximadamente 0,1 até 3 microns; contudo, o tamanho dos
poros ndo deve ser um fator limitativo na sele¢do do suporte s6lido. A taxa de
fluxo de um suporte sdlido, quando cabivel, também pode variar dentro de
amplos limites, por exemplo, de aproximadamente 12,5 até 90 seg/cm (isto ¢, de
aproximadamente 50 até 300 seg / 4 cm), de aproximadamente 22,5 até 62,5
seg/cm (isto €, de aproximadamente 90 até 250 seg / 4 cm), de aproximadamente
25 até 62,5 seg/cm (isto ¢, de aproximadamente .100 até 250 seg / 4 cm), de
aproximadamente 37,5 até 62,5 seg/cm (isto ¢, de aproximadamente 150 até 250
seg / 4 cm), ou de aproximadamente 50 até 62,5 seg/cm (isto ¢, de
aproxirhadamente 200 até 250 seg / 4 cm). Em modalidades especificas de
dispositivos descritas aqui, a taxa de fluxo é de aproximadamente 62,5 seg/cm
(isto €, 250 seg / 4 cm). Em outras modalidades especificas de dispositivos
descritas aqui, a taxa de fluxo ¢ de aproximadamente 37,5 seg/cm (isto é, 150 seg
/ 4 cm).

Um outro aspectb comum a ser considerado no uso de dispositivos
de imuno-ensaios ¢ um meio.para detectar a formagdo de um complexo entre um
analito (tai como um anticorpo anti-lipidico) e um reagente de captura (tz_il como
complexos de moléculas de ligagdo de cardiolipina oxidada). Um detector
(tafnbém referido como reagente detector) cumpre este pfop(')sito. Um detector
pode ser integrado dentro de um dispositivo de imuno-ensaios (por exemplo,
inc[uido em uma camada de conjugado, como descrito abaixo), ou pode ser
aplicado ao dispositivo a partir de uma fonte externa.

Um detector pode ser um tnico reagente ou uma série de reagentes
que servem coletivamente para o propésito de detec¢do. Em alguns casos, um
reagente (_ietector ¢ um parceiro de ligagdo marcado especifico para o analito (tal
como Proteina A conjugada com ouro para um analito de anticorpos, ou Ab(Fc)
anti-humano marcado com ouro para um analito de um anticorpo humano, ou

cardiolipina oxidada marcada com ouro para um analito de anticorpos anti-
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lipidico). Em outros casos, um reagente detector inclui coletivamente um
primeiro pafceiro de ligacdo ndo-marcado especifico para o analito € um segundo
parceiro de ligagdo marcado especifico para o primeiro parceiro de ligagdo, €
assim por diante. Em cada caso, um reagente detector detecta especificamente o
analito ligado de um complexo de reagente de captura de analito e,
conseqiientemente, um reagente detector prefcrive]rflente ‘ndo se liga
sul;stancialmente ou reage com o reagente de Captura ou com outros
componentes localizados na area de captura de analito. Tal ligagdo ou reagdo
ndo-especifica de um detector pode fornecer um resultado positivo falso.
Opcionalmente, um reagente detector pode especiﬁcamente reconhecer uma
molécula de controle positivo (tal como uma IgG humana néo-especifica para um
detector de Proteina A inarcado, ou um detector de Proteina G marcado, ou um
Ab(Fc)) anti-humano que esteja preseﬁte na area de captura secundaria.

B — Construcio e Projeto de Dispositivo de Fluxo Direto

Um dispositivo de fluxo direto envolve um reagente de captura (tal

como um complexo de moléculas de ligagdo de cardioii})‘ina oxidada)

imobilizado sobre um suporte sé6lido, tipicamente, uma placa de micro-titulagdo

ou uma membrana (tal como de nitrocelulose, nylon, PVDF). As caracteristicas
das membranas tteis ja foram descritas anteriormente; contudo, ¢ ﬁ;il notar Que
em um ensaio de fluxo direto, a ascensdo capilar n3o é um aspecto
particularmente importante de uma membrana na medida em que a amostra se

movimenta verticalmente através da membrana ao invés de através dela como em

um ensaio de fluxo lateral. Em um formato representativo simples, a membrana

de um dispositivo de fluxo direto é colocada em contato funcional ou fisico com
uma camada absorvente (ver, por ex., a descrlgao de “camada absorvente”

abaixo), que atua como um reservatorio para conduzir uma amostra liquida

" através da membrana. Opcionalmente, em seguida a imobiliza¢do de um reagente

de captura,' quaisquer locais de ligagio de proteinas restantes na membrana
podem ser bloqueados (seja anterior ou simultaneamente a administragio da
amostra) para minimizar as interagdes ndo-especificas.

Na operagdo de um dispositivo de fluxo direto, uma amostra fluida

(tal como uma amostra de fluido corporal) é colocada em contato com a
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membrana. Tipicamente, um dispositivo de fluxo direto também inclui uma area
de aplicagdo de amostra (ou reserVatéﬁo) para receber e temporariamente reter
uma amostra fluida de um volume desejado. A amostra passa através da matriz
de membrana. Nesse processo, um analito na amostra (tal como um anticorpo‘

anti-lipidico) pode se ligar especificamente ao reagente de captura imobilizado

.(tal como um complexo de moléculas de ligacdo de cardiolipina oxidada).

Quando a detec¢do de um compiexo de reagente de captura/analito for desejada,
um-reagente detector (tal como a Proteina A marcada, a Proteina G maréada, a .
IgG anti-humana marcada, ou cardiolipina marcada) pode ser adicionado com a
amostra, ou uma solu¢do contendo um reagente detector pode ser adicionada
subseqiientemente a aplicagio da amostra. Se um analito for especificamente
ligado pelo\reagente de captura, uma representagdo visual atribuivel ao reagente
detéctor pafticular pode ser observada sobre a superficie da membrana. Etapas de
lavagem opcionais podem ser adicionadas a qualquer momento durante o
processo, por exemplo, em seguida a aplicagdo da ainostra, elou em seguida a
aplicagdo de um reagente detector.

C — Construgio e Projeto de Dispdsitivo de Fluxo Lateral

Dispositivos de fluxo lateral sio comumente conhecidos na técnica.
Em breve sintese, um dispositivo de fluxo lateral é um dispositivo analitico que

tém como sua esséncia uma fita de teste, através da qual flui um fluido de

~ amostra teste que se.suspeita conter um analito de interesse. O fluido teste e

qualquer analito suspenso pode fluir ao longo da fita para uma zona de detecgdo

. na qual o analito (caso presente) interage com um agente de caiatura € um agente

de detecgdo para indicar a presenga, auséncia e/ou quantidade do analito.
Numerosos dispositivos analiticos de fluxo lateral foram
divulgados, e incluem aqﬁéles mostrados nas Patentes US N%. 4.313.734,
4.435.504, 4.775.636, 4.703.017, 4.740.468, 4.806.311, 4.806.312, 4.861.711,
4‘.855.240, 4.857.453, 4.943.522, 4.945.042, 4.496.654, 5.001.049, 5.075.078,
5.126.241‘, 5.451.504, 5.424.193, 5.712.172, 6.555.390, e 6.368.876; EP
0810436; ¢ WO 94/01775, WO 95/16207, ¢ WO 97/06439, cada uma das quais

sendo incorporada como referéncia.
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Muitos dispositivos de fluxo lateral sdo ensaios de fluxo lateral de
uma unica etapa em que um fluido bioldgico € colocado em uma area de amostra
sobre uma fita absorvente (embora materiais ndo. absorventes possam ser

utilizados e tornados absorventes, por ex., através da aplicagdo de um surfactante

20 material), e deixado a migrar ao longo da fita até que o liquido entre em

contato com um parceiro de ligagdo especifico que interaja com um analito no

liquido. Uma vez que o analito interaje com o parceiro de ligagdo, um sinal (tal

como uma tinta fluorescente ou visivel de alguma outra forma) indica que a
interagdo ocorreu. Multiplos parceiros de ligagio discretos podem ser colocados
sobre a fita (por exemplo, em linhas paralelas) para detectar multiplos analitos no
l_iquido. As fitas de teste podem també{n incorporar indicadores de controle, que
fornecem um sinal de que o teste foi adequadamente realizado, mesmo se um
sinal positivo indicando a presénga (ou a auséncia) de um analito ndo seja visto
na fita. ‘ ’

A construgdo e concepgdo de dispositivos de fluxo lateral s3o muito
bem conhecidas na técnica, conforme descrito, por exemplo, em Milipore
Corporation, 4 Short Guide Developing Immunochromatographic Test Strips, 2
Edigdo, pgs. 1 a 40, 1999, disponivel para encomenda através de (800) 645-5476;
e Schleicher & Schuell, Easy to Work with Bioscience, Products and Protocols
2003, pgs. 73 a 98, 2003, disponivel para encomenda pela Schleicher & Schuell
Bioscience, Inc., 10 Optic;ﬂ Avenue, Keene, NH 03431, EUA, (603) 352-3810;
ambos os quais sendo aqui incorporados como referéncias.

Os dispositivos de fluxo lateral tém uma ampla variedade de
formatos fisicos que sdo igualmente bem conhecidos na técnica. Qualquer
formato fisico que suporte e/ou envolva os componentes baswos de um
dlsposmvo de fluxo lateral na relagdo de funcionamento aproprlada esté previsto
por esta divulgagdo. A Fig. 6 mostra diversos exemplos de dispositivos de fluxo
lateral. Esses exemplos demonstram algumas das rhodalidades fisicas que podem
sér uteis na construgéo de um dispositivo de fluxo lateral.

Os componentes béasicos de uma modalidade particular de um
dispositivo de fluxo lateral sdo ilustrados na Fig. 7, que mostra uma modalidade

particular na qual um envoltério alongado 10 contém uma fita de fluxo lateral
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absorvente 12 que se estende substancialmente por todo o comprimento do
envoltério 10. A fita de fluxo lateral 12 € dividia em uma camada de aplicacdo de
amostra 14 posicionada abaixo de uma entrada de introducdo de amostra 15, uma

membrana de resultado de teste intermediario 16, € uma camada absorvente distal

18. A fita de fluxo 12 ¢é intefro.mpida por uma camada de conjugado 20 que

contém conjugados marcados (tal como Proteina A conjugada com ouro, Proteina
G'gonjugada com ouro, Ab anti-humano conjugado com ouro). Um caminho de
fluxo ao longo da fita 12 passa da camada proximal 14, através da camada de
conjugado 20, para dentro da membrana de resultado de teste 16, para a eventual
coleta na camada absorvente 18. Agentes de ligagio seletivos (tal como um
complexo ancora de ;J.ntigeno de anticorpos anti-lipidicos) sdo posicionados em
uma linha de teste proximal 22 na membrana de resultado de teste 16. Uma linha
de controle 24 ¢ fornecida na membrana de resultado de teste 16 ligeiramente
distal & linha de teste 22.

Na operacdo da modalidade particular de um dispositivo de fluxo

- “lateral ilustrada na Fig. 7, uma amostra fluida contendo um analito de interesse,

tal como um anticorpo anti-lipidico, ¢ aplicada & camada de amostra 14 através
da entrada de introduc@o de amostra 15. Em alguns exemplos, a amostra pode ser
aplicada a entrada de introdu¢do de amostra 15 em gotas, ou, preferivelmente,
mergulhando-se a extremidade do dispositivo que contém a entrada de introdug@o
de amostra 15 dentro da amostra. Em outros exemplos nos quais a amostra é
sangue integral, um fluido desenvolvedor opcional é adicionado & amostra de

sangue para causar a hemolise dos glébulos vermelhos do sangue, €, em alguns

casos, para se obter uma dilui¢do apropriada da amostra de sangue integral. A

partir da camada de amostra 14, a amostra passa, por exemplo, por agdo capilar,
para a camada de conjugado 20. Na amostra de conjugado 20, 6 analito de
interesse pode se ligar (ou ser ligado a) um reagente detector movel ou
mobilizavel. Por exemplo, um analito de anticorpos anti-lipidicos pode ser ligar a
urh reagente det,ec'tm de cardiolipina conjugado com ouro ou Proteina A marcada
(por ex., conjugada com ouro) contido na camada de conjugado. O analito
complexado com o reagente detector pode subseqiientemente fluir para a

membrana de resultado de teste 16, onde o complexo pode interagir
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adicionalmente com um parceiro de ligagdo de analito especifico (tal como um
complexo de moléculas de ligagdo de cardiolipina oxidada), o qual € imobili_zeido
na linha de teste proximal 22. Em alguns exemplos, um anticorpo anti-lipidico
complexado com um reagente detector (tal como cardiolipina conjugada com
ouro, Proteina A marcada (por ex., conjugada com ouro), Proteina G marcada
(por ex., conjugéda com oufo), Ab anti-humana marcada (por ex., conjugada com
ouro)) pode se ligar ainda a complexos de moléculas de ligagdo de cardiolipina
oxidada na linha de teste proximal 22. A formagdo do imuno-complexo entre os
anticorpos anti-lipidicos, o reagente detector marcado (por ex., conjugada com
ouro), e o complexo de moléculas de ligagdo de cardiolipina oxidada pode ser
detectada pelo surgimento de uma linha visivel na linha de teste proximal 22, que
resulta do actimulo do marcador (por ex., o ouro) na regido localizada na linha de
teste proximal 22. A linha de controle 24 pode conter um parceiro de ligagdo de
detector-reagente-especifico imobilizado, que pode se ligar ao reagente detector
na presenc¢a ou na auséncia do analito. Tal ligagdo na linha de controle 24 indica
o desempenho apropriado do teste, mesmo na auséncia do analito de interesse.

Em uma outra modalidade de um dispositivb de fluxo lateral, pode
haver uma segunda linha de teste localizada paralela ou perpendicularmente (ou
em qualquer outra relagéo espacial) a linha de teste 22 na membrana de resultado
de teste 16. A operagdo desta modalidade particular é semelhante & descrita no
paragrafo imediatamente anterior com as consideragdes adicionais de que (i) um
segundo reagente detector especifico para um segundo analito, tal como um
anticorpo anti-7. pallidum, ou um organismo ou antigeno da T. pallidum, pode
também estar contido na camada de conjugado, € (ii) a segunda linha de teste ira
conter um segundo parceirb de ligagdo especifico que, tenha afinidade com um
segundo anaiito na amostra. Por exemplo, a segunda linha de teste pode conter
antigenos treponémicos - imobilizados que irdo se ligar especificamente aos
anticorpos anti- 7. pallidum presentes na.amostra, ou conter anticorpos anti-7.
pallidum imobilizados que irdo se ligar especificamente aos antigenos ou
organismos presentes na amostra,

Alguns dos materiais que podem ser Uteis para os componentes de

um dispositivo de fluxo lateral sdo mostrados na Tabela 1. Contudo, um técnico
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no assunto sabera que os materiais particulares utilizados em um dispositivo de
fluxo lateral particular dependerdo de um numero de varidveis, incluindo, por
exemplo; a analito a ser detectado, o volume da amostra, a taxa de fluxo
desejada, e outros, e pode selecionar rotineiramente os materiais uteis de forma
congruente.

Tabela 1

Componente ‘ Materiais Uteis

Fibra de vidro
Camada de Amostra Fibras trangadas
Tecido

Fibras ndo-trangadas
Filtros celuldsicos

Papel

Fibra de vidro
Camada de Conjugado | Poliéster ' ‘
' Papel

Polipropileno com superficie modificada

Nitro-celulose (incluindo a nitro-celulose pura e nitro-celulose modificada)
Membrana Nitro-celulose posta diretamente sobre suporte de poliéster
Fluoreto de polivinilideno

Nylon

Camada Absorvente Filtros celuldsicos

Papel

1 —'Camada de Amostra

A camada de amostra (tal como a camada de amostra 14 na Fig. 7)
é um componente opcional de um dispositivo de fluxo lateral que inicialmente
recebe a amostra, e pode servir para remover pequenas particulas da amostra.
Dentre os varios materiais que podem ser utilizados para construir uma camada
de amostra (ver Tabela 1), uma camada de amostra de celulose pode ser benéfica
caso um volume de cama grande (por ex., 250 pl/cm®) seja um fator em uma
aplicagdo particular. As camadas de amostra podem ser tratadas com um ou mais
agentes de liberagdo, tais como tampdes, sais, proteinas, detergentes e

surfactantes. Tais agentes de liberagdo podem ser uteis, por exemplo, para




10

15

20

25

30

54777

promover a re-solubilizagdo dos constituintes da camada de conjugado, e para
bloquear- locais de ligagdo ndo-especificos em outros componentes de um
dispositivo de fluxo lateral, tal como uma membrana de nitro-celulose. Agentes

de liberagdo representativos incluem, por exemplo, a trealose ou a glicose (1% - .

5%), PVP ou APV (0,5% - 2%), Tween 20 ou Triton X-100 (0,1% - 1%), caseina

(1% - 2%), SDS (0,02% - 5%) ¢ PEG (0,02 - 5%).

2 — Membrana é Solucgdo de Aplicagdo

Os tipos de membrana uteis em um dispositivo de fluxo lateral (tal
como a nitrofcelulo_se, o nylon € o PVDF), e consideragdes quanto a aplicagdo de
um reagente de captura para tais membranas foram discutidos anteriormen‘te.

3 - Camada de conjugado

A camada de conjugado (tal como a camadé de conjugado 20 na
Fig.‘7) serve para, dentre outras fungGes, segurar um reagente detector. Em
algumas modalidades, um reagente detector pode ser aplicado externamente, por
exemplo, a partir de uma garrafa de preparagdo, em cujo caso um dispositivo de
fluxo lateral ndo precisa conter uma camada de conjugado (ver, por exemplo, a
Patente US N°. 4.740.468).

O(s) reagente(s) /detector(es)' contidos em uma camada de
conjugado é tipicamente liberado na solugdo apos a aplicagéo da amostra teste.
Uma camada de conjugado pode ser tratada com varias substincias para
influenciar a liberagdo do reagente detector em uma solugdo. Por exemplo, a
camada de conjugado pode ser tratada com APV ou com PVP (0,5% a 2%) e/ou
com Triton X-100 (0,5%). Outros agentes de liberagdo incluem, sem limitagdo,
hidroxipropilmetil celulose, SDS, Brij e B-lactose. Uma mistura de dois ou mais
agentes de liberagdo pode ser utilizada em qualquer dad;l aplicagdo. Na
modalidade particular revelada, o reagente detector na camada conjugada 20 ¢é
cardiolipina oxidada conjugada com ouro, Proteina A marcada, Proteina G
marcada, ou IgG anti-humana marcada. -

4 — Camada Absorvente

O uso de uma camada absorvente 18 em um dispositivo de fluxo
lateral ¢ opcional. A camada absorvente atué aumentando o volume total da

amostra que entra no dispositivo. Esse volume aumentado pode ser 1til, por
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exemplo, para remover analitos ndo-ligados da membrana. Qualquer um dentre

uma variédade de materiais € util para preparar uma camada absorvente; ver, por

" ex., a Tabela 1. Em algumas modalidades do dispositivo, uma camada absorvente

pode ser de papel (isto €, de fibras celuldsicas). Os versados no assunto podem
selecionar uma camada absorvente de papel com base em, por exemplo, sua
espessura, compressibilidade, viabilidade de fabricagdo, e uniformidade do

volume de cama. A 'reteng:éo‘ de volume de um absorvente pode ser ajustada

mudando-se as dimensGes (geralmente o comprimento) de uma camada

’

absorvente.
D — Placas de Micro-titulagdo Revestidas com Antigeno
. 1
Outros imuno-ensaios baseados em superficies sélidas comuns sdo -
as varias formas de ensaios imuno-absorvente, tal como o ensaio imuno-
absorvente de ligagio enzimatica (ELISA), Esses ensaios tipicamente envolvem
antigenos (por ex., complexos de moléculas de ligagdo de cardiolipina oxidada)
aplicados nos vasos de uma placa de micro-titulagdo. Nesse ensaio, uma amostra

teste (por ex., soro ou sangue) potencialmente contendo um analito de interesse

‘(por ex., anticorpos anti-lipidicos) é colocada nos vasos de uma placa de micro-

titulag:ﬁo 'que contenha um parceiro de ligagio imobilizado (por ex., um .

complexo de moleculas de hgag:ao de cardiolipina ox1dada) especifico para o .

~analito em questao O analito hga especificamente o antigeno imobilizado;

depois, os materiais ndo ligados sdo removidos por lavagem, deixando
principalmente o complexo de analito-antigeno na placa. Este complexo pode ser

detectado de varias maneiras, como foi descrito em detalhes acima. Uma

_vantagem da placa de micro-titulagio ¢ que multiplas amostras podem ser

testadas simultaneamente (juntamente com controles), cada uma um ou mais
vasos diferentes na mesma placa; permitindo, portanto, uma analise de alto
rendimento com numerosas amostras.

E — Combinagdes de Antigenos

Cada um dos imuno-ensaios e/ou dispositivos de imuno-ensaio
discutidos aqui (por ex., ELISA, hastes de mergulho, dispositivo de fluxo direto
ou dispositivo de fluxo lateral) pode ser, em algum‘as modalidades, formatado

para detectar multiplos analitos através da adi¢do de reagentes de captura
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especificos para os outros analitos de interesse (por ex., antigenos treponémicos).
Por exemplo, certos vasos de uma placa de micro-titulagdo podem incluir
reagentes de captura especificos para os outros analitos de interesse. Algumas
modalidades de dispositivo de imuno-ensaios podem incluir areas de captura
secundarias, terciarias, ou ainda mais areas de captura contendo reagentes de
captura especificos para os outros analitos de interesse.

Modalidades particulares envolvem dispositivos de imuno-ensaios
que detectam ao mesmo tempo anticorpos anti-lipidicos e treponemas ou
anticorpos anti-treponémicos em amostras fluidas (tal como o soro humano). Tais
dispositfvos de combinagdo incluem ainda uma éarea de captura treponémica que
envolve (2) um antigeno treponémico imobilizado capaz de ser ligado

especificamente por um anticorpo anti-7. pallidum, ou (b) um anticorpo anti-T.

pallidum imobilizado que ligue especificamente um antigeno treponémico mével. ‘

Como utilizado aqui, um “antigeno treponémico” ¢ um antigeno que contenha ao

menos um determinante antigénico que ligue especificamente anticorpos anti-7.

- pallidum. Numerosos antigenos treponémicos foram descritos sobre o assunto;

ver, por exemplo, as Patentes US NC. 6.479.24é, 6.248.331, 5.681.934,
5.578.456, 4.868.118, e 4.740.467. Por exemplo, polipeptideos com ao menos os
seguintes pesos moleculares apareﬁtes foram descritos como antigenos da T.
pailidum: 16 a 20 KDa, 18 KDa, 18 a 23 KDa, 25 KDa, 35 KDa, 37 ,_KDa, 37-46
KDa, 38 KDa, 39 KDa, 41 KDa, 43 KDa, 44 KDa, 46 KDa, 47 KDa, 58 KDa,
150 KDa, e 180 KDa (para detalhes mais especificos, ver a Patente US N°.
4.846.118). |

Os antigenos. treponémicos € 0s aﬁticorpos anti-7. pallidum s@o

polipeptidios; portanto, quando utilizados como reagentes de captura, essas

moléculas podem aderir diretamente a um suporte sélido (tal como de nitro-

celulose, nylon ou PVDF). Mesmo assim, é previsto que antigenos treponémicos

ou anticorpos anti-7. pallidum 'sejam imobilizados (direta ou indiretamente)
sobre um suporte s6lido por qualquer método disponivel.

Um reagente detector pode ser utilizado para detectar a formagéo de
um complexo entre um reagente de captura treponémico e um' analito de

treponema especifico (tal como um treponema, um antigeno treponémico, ou um
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anticorpo anti-treponémico). Em algumas modalidades, um reagente detector (tal
como uma Ab anti-humana) pode detectar especificamente um analito de
treponema especifico ligado (por ex., um anticorpo lipidico humano). Em outros
casos, dois reagentes detectores separados para a detecgdo especifica de um
analito de treponema especifico ligado (por ex., anticorpo anti-treponémico ou
antigeno treponémico) ou de um analito de anticorpo anti-lipidico ligado sdo
previstos.

A operagdo de um dispo’sitivo de imuno-ensaio util para realizar
testes treponémicos e ndo-treponémicos concomitantes € substancialmente
semelhante aos dispositivos descritos em outras partes deste relatorio. Uma
caracteristica particulas de um dispositivo de combinagdo ¢ que uma amostra
fluida aplicada em uma éarea de aplicagdo de amostra é capaz de entrar em
contato (por ex., de fluir lateral ou fluir diretamente) cada uma dentre as areas dé
captura de anticorpos anti-lipidicos e de captura treponémica.

Outras modalidades de imuno-ensaios ou de dispositivos de imuno-
ensaios envolvem combinaqées -de antigenos contendo cardiolipina oxidada (por
ex., complexo de molécula de ligagdo de cardiolipina oxidada‘) e oturos antigenos
especificos para 'anticorpos anti-lipidicos; por exemplo, antigenos lipidicos
imobilizados compreendendo cardiolipina, lecitina e colesterol. A imobiliza¢do
de antigenos liﬁidicos ¢ descrita em detalhes em PCT/US2006/024117, que é
incorporado aqui em sua totahdade como referéncia. Em um exemplo um
antigeno lipidico compreendendo cardiolipina (por ex., cardiolipina de ocorréncia
natural ou sintética), lecitina e colesterol, entra em contato com uma populagio
de fragmentos Fab especificos para o antigeno lipidico para dar um complexo de
antigenos-Fab lipidicos, sendo que este complexo €. prontamente i)assivel de
ligagdo a um suporte solido em combinagdo com os éntigenos conter)do
cardiolipina oxidada.

VII — Kits

Sdo aqui revelados kits para uso na detecgdo de anticorpos anti-
lipidicos em uma amostra (tal como uma amostra biol6gica). Tais kits podem ser
utilizados também, por exemplo, no diagnostico de doengas em que a presenga de

anticorpos anti-lipidicos seja sintomatica da doenga (tal como a sifilis e o lipus).
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Certas modalidades dos kits revelados sdo geralmente portateis e fornecem uma
forma simples, rapida e/ou barata de detectar anticorpos anti-lipidicos e/ou
diagnosticar doengas (tais como a sifilis) sem a necessidade de unidades de
laboratério, tal como em uma unidade de atenidimento local.

Os kits incluem um ou mais dispositivos de imuno-ensaios (e/ou
placas de micro-titulagdo revestidas com antigenos) como revelados aqui, € um
meio portador, tal como uma caix/a, uma bolsa, um saco, um pacote pléstico (tal
como de pléstiéo moldado ou outro empacotamento transparente), ou outro
recipiente. Em alguns exemplos, os componentes do kit estardo embalados em
uma unica unidade de empacotamento, tal como uma caixa ou outro recipiente,
sendo que a unidade de empacotamento pode possuir compartimentos nos quais

um ou mais componentes do kit possam ser colocados. E, outros exemplos, um

kit inclui um ou mais recipientes, por exemplo, frascos, tubos, e similares que -
14

possam reter, por exemplo, uma ou mais amostras biologicas a serem testadas,
amostras de controle' positivo e/ou negativo ou solugdes (tais como um soro de
controle positivo contendo anticorpos anti-lipidicos ou treponémicos), dilugntes
(tais como tampdes de fosfato, ou tampf)es salinos), reagentes detectores (por ex.,
para aplicagdo externa a um dispositivo do kit), réagentes de substrato para a
visualizagdo de enzimas de reagentes detectores (tais como a 5-bromo-4-cloro-3-
indolil fosfato, tetrazélio nitroazul em dimetil formamida), e/ou solu¢des de
lavagem (tais como tampdes Tris, tampdes salinos ou dgua destilada).

Outras modalidades do kit incluem seringas, dispositivos de picada
no dedo, cotonetes, gazes quadradas, bolas de algoddo, curativos, luvas de latex,
bandejas de incubagdo com numeros de espago variaveis, vedagdes de placa
adesivas,Afolhas de relatério de dados, que podem ser tteis para o manuseio, a
coleta e/ou o processamento de umz;l amostra biolégica. Os kits podem também
opcionalmente conter implementos tteis para a introdugdo de amostras em uma
camara de amostra de um dispositivo de imuno-ensaios, incluindo, por exemplo,
pipetas, tubos capilares, lampadas de borracha (por ex., para tubos capilares), e
outros. Outras modalidades do kit podem ainda incluir meios de eliminag3o para
descartar um dispositivo de imuno-ensaios usado e/ou outros itens usado§ com 0

dispositivo (tal como amostras do paciente, etc.). Tais meios de eliminagio
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incluem, sem limitagdo, recipientes que sejam capazes de reter o-vazamento dos

materiais ‘descartados, tais como bolsas, caixas ou recipientes impermeaveis de
pléstico, metal, o outras.

Em alguns exemplos, um £it revelado incluiré instrugGes para o uso
de um dispositivo de imuno-ensaio ou de uma placa revestida com antigenos. As
instrugdes podem fornecer orientagdo sobre como aplicar a amostra ao
dispositivo de teste ou a placa, a quantidade dé tempo necessaria ou aconselhével
para esperar que se desenvolvam os resultados, e detalhes sobre como ler e
interpretar os resultados do teste. Tais instrugdes podem também conter padrdes, )
tais como tabelas padronizadas, graficos ou figuras para a comparagdo dos
resultados de um teste. Esses -padrdes podem opcionalmente incluir a informagdo
necessaria para quantificar o analito utilizando-se o dispositivo de teste, tal como
uma curva padrdo relacionada a intensidade do sinal ou nimero de linhas do sinal
para umgq quahtidade de analito assim presente na amostra.

EXEMPLOS

Os exemplos a seguir sio fornecidos para ilustrar certas
caracteristicas e/ou modalidades particulares. Esses exemplos nio devem ser
interpretados como se limitassem a invengdo as caracteristicas ou modalidades
particulares descritas. ’ |

’ Exemplo 1
Oxidag¢do de Cardiolipina

Este exemplo descreve a oxidagdo de ligacdes duplas nos éacidos
graxos insaturados de cardiolipina ndo-modificada em grupos carboxila.

Aproximadamente 100 mg de cardiolipina liofilizada (Avanti Polar
Liquids, Alabaster, AL, EUA) foram dissolvidos em 2 ml de t-butanol e
colocados em um frasco sob uma atmosfera de argdnio. Sessenta (60) mg de m-
periodato de sédio (NalO,) foram dissolvidos em 600 pl de agua destilada e
adicionados em gotas a suspensdo de cardiolipina com constante agitagdo. Logo
em seguida, 8 mg de permanganato de potassio (KMnO,), dissolvidos em 400 pl
de agua destilada, foram adicionados em gotas a mistura de reagcio de NalO, sob
constante agitagdo. A mistura mudou de cor (Fig. 1B) e foi deixada misturando-

se por 24 a 48 horas na temperatura ambiente.
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O grau de oxidagdo de cardiolipina foi determinado
qualitativamente = por  cromatografia em ~ camada delgada (CCD).
Aproxirhadamente 10 ml de uma solugdo de cloroférmio:metanol:hidréxido de
amonio (61,9 : 30,9 : 7,1 pof volume) foram colocados em um béquer de 100 ml.
Um papel de filtro ndobrado foi posto dentro do béquer e deixado a tornar-se
saturado com o sol)vent‘e. .

| Um (1) pl da mistura de reagdo de NalO,/KMnO,4 € 1 ul de uma
solugdo (controle) de cardioiibina 20mg/m1 em t-butanol foram postos em 1 cm a
partir da extremidade de uma fita de silica gel de CCD de 7,5 cm x 2,5 cm. A fita
foi colocada de encontro ao filtro de papel dentro do béquer, e o solvente foi
deixado migrando-se para o topo da fita.

'Apbs a fita sér removida do solvente, ela foi deixada evaporando-se
até secar. Apos isso, a ﬁfta foi molhada por uma breve submgrsﬁo em 50 ml de
etanol 5% contendo ao menos 10 ml de azul de molibdénio (Spray Reagent;
Altech; Parte 18213). A fita foi secada por aqueéimento com o auxilio de um
secador de cabelos para desenvolver a mancha.

Apé’)s o término da oxidacgdo de cardiolipina, a mistura de reacdo de
NalO4/KMnO, foi interrompida pela adigdo de 80 mg de bissulfito de s6dio em
200 ul de agua destilada.sob constante agitagdo. A mistura colorida entdo ficou
incolor (comparar Fig. 1B e Fig. IC). A mistura da reag@o interrompida foi .
centrifugada a 1000 xg por 5 minutos. Apés a centrifugagio, haVia duas fases
visiveis (Fig. 1D).

Opcionalmente, a fase de t-butanol sobrenadante foi colocada em
um frasco.redondo de evaporagdo e secada sob vacuo. Alternativamente, a fase
de t-butanol pode ser dialisada contra tampéo fosfat(; 10 mM, pH 8,0, ou com
outro tampdo, para substituir o solvente de alcool com uma solugdo que seja
adequada para o proximo uso pretendido da cardiolipina oxidada contida ali,ipor
exemplo, para o uso em ensaios imunocromatograficos, ou, por exemplo, para
conjugacdo em uma molécula de ligagdo. '

Como mostrado na Fig. 2, a cardiolipina sem modificagdes migra
principalmente para o topo de uma fita de CCD, conforme indicado na coluna A

pela mancha escura. mais distante do ponto da origem. A cardiolipina
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compreende naturalmente uma populagdo heterogénea de moléculas, como

descrito na Segdo IV. Como o acido lindico compde aproximadamente 90% das
cadeias laterais de acidos graxos na cardiolipina, as moléculas de cardiolina (e as
formas intimamente relacionadas a cardiolipina) contendo predominantemente
4cido linéico sdo provavelmente representadas pela mancha escura na Fig. 2,
coluna A. As formas de cardiolipina menos representadas .possﬁem
provavelmente mobilidades diferentes e podem ser responsaveis pela leve

mancha observada na coluna A na diregdo de migragao.

Como descrito anteriormente, a oxidagdo de cardiolipina oxida

alcenos, cliva as cadeias laterais de acidos graxos, e introduz grupos carboxila
dentro de uma ou mais .das cadeias laterais de acidos graxos. Os grupos éarboxila
presentes na cardioiif;ina oxidada interagem mais fortement; com o substrato de
silica de uma fita de CCD, o que retardz;. a migragdo das formas de cardiolipina
oxidada ao longo da ﬁfa. Sendo assim, nas preparagbes de c‘ardiolipina oxidada
(ver Fig. 2, colunas B e¢ D1), a mancha na dire¢do da migra¢do se torna mais
pronunciada (compafe-se a coluna A com as colunas B e D1). Além disso, a
clivagem oxidativa das cadeias laterais de 4cidos graxos produz carboxilatos
alquilicos, que possuem pouca mobilidade sobre uma fita de CCD sob estas
condi¢des. Como mostrado na Fig. 2, colunas B e D2, concebe-se que os

carboxilatos sejam representados por uma mancha branca (devido a exclusdo de

tinta) co-extensiva com o pornto .da. origem. Seguindo-se a oxidagdo de

cardiolipina como descrito neste exemplo, as formas oxidadas da cardiolipina
foram encontradas predominantemente na fase de t-butanol (mostrada na Fi‘g.'v2,
coluna D1), enquanto que os carboxilatos - alquilicos foram encontrados

predominantemente na fase aquosa (Fig. 2, coluna D2). « :

Conforme julgamento pof reatividade com soro sifilitico (ver, por

ex., Exemplo 4), a fase de t-butanol superior (“fase de alcool”) (ver Fig. 2, coluna
D1) contenha espécies de cardiolipina oxidada, enquanto acredita-se que a fase
aquosa inferior (ver Fig. 2, coluna D2) continha em sua maior pafte uma mistura

de subprodutos de 4cido malénico e de 4cido capréico com base em resultados de
CCD.

Exemplo 2
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| Ativacio de Cardiolipina Oxidada e Conjugag¢io com Moeléculas de Ligacao -

Este exemplo demonstra diversos métodos de conjugagdo de
cardiolipina oxidada com ASB ou HFF utilizando-se EDC e NHS.

A — Método Um '

Apé6s a completa evaporagdo da fase de t-butanol descrita no
Exemplo 1, a preparag@o de cardiolipina oxidada seca foi suspensa er;l 2 ml de
N,N-formamida em uma concentragio de aproximadamente 25 mg/ml. Dez (10)
mg de EDC e 10 mg de NHS foram dissolvidos em 1 ml de agua destilada. A
solugdo de EDC/NHS foi entdo adicionada a solu¢do de formamida contendo
cardiolipina oxidada. Como um técnico no assunto ird reconhecer, a EDC € a
NHS irdo converter os grupos carboxila em cardiolipina oxidada em ésteres de
NHS reativos com amina.

Um excesso molar de até 40-\;eze§ ‘de ASB ou de HFF foi

adicionado a mistura de cardiolipina oxidada/EDC/NHS, e a mistura foi mexida

- por uma hora na temperatura ambiente. Preferivelmente, aproximadamente 1 ml

de uma solugdo de 5 mg/ml de ASB ou de HFF foi adicionado. A medida que a
quantidade de ASB ou de HFF na mistura da reagdo for aumentada (por ex., até
10 mg/ml ou mais), ficard mais provavel que o componente de proteina se
reticule, o que fard com que um precipitado aparega. Neste caso, pode ser
necessario separar o precipitado por centrifugagio e descarta-lo.

l A mistura da reagdo foi clar_iﬁcada, conforme preciso, € entdo*
dialisada contra duas mudangas de um litro de tampdo fosfato 10 mM, pH 8,0. A
preparagdo foi concentrada por filtragdo de membrana (Filtro Centricom;

Millipore) até apfoximadamente 10 mg/ml de cardiolipina oxidada. A solugdo de

cardiolipina oxidada pode ser armazenada em 2 a 8°C ou em -20°C até que seja -

precisa.

B — Método Dois

Apbés a completa evaporagio da fase de t-butanol, conforme
descrito no Exemplol, a preparagio de cardiolipina oxidada seca foi suspensa em

2 ml de N,N-formamida em uma concentragdo de aproximadamente 25 mg/ml.

"Esta mistura de formamida foi entdo dialisada contra duas mudangas de um litro

de tampdo fosfato 10 mM, pH 8,0 antes da adi¢do da solugdo de EDC/NHS,
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conforme descrito no Método 1 déste Exemplo. As etapa seguintes a adi¢do da
solugdo de EDC/NHS sdo as mesmas descritas no Método 1.

C - Método Trés

Uma preparacdo de cardfolipina oxidada foi preparada através da
dialise da fase de t-butanol descrita no Exemplo 1 contra tampio fosfato 10 mM,
pH 8,0, seguida pela liofilizagdo até a secagem. Para uso em uma reagio
subseqiientemente, a cardiolipina oxidada liofilizada foi reconstituida em agua
até aproximadamente 25 mg/ml. Depois, 10 mg dp EDC ¢ 10 mg de NHS
dissolvidos em 1 ml de 4gua destilada foram adicionados & solugdo de
cardiolipina oxidada com agitagdo por 1 hora na temperatura ambiente. As etapas
seguintes a adi¢@o da solugdo de EDC/NHS sdo as mesmas descritas no Método
Um. |

Exemplo 3
Biotinilagdo de Cardiolipina Oxidada

Este exemplo descreve a biotinilagido de cardiolipiné oxidada.

Dez (10) mg de cardiolipina oxidada (ver Exemplo 1) foram
dissolvidos em 1 ml de 4cido N-morfolinoetano sulfonico (MES). Cem (100) ul
de biotina-PEO-amina 20 mg/ml foram adicionados a solugio dé cardiolipina.

Imediatamente em seguida, 25 pl de uma solugdo de EDC 1 mg/ml frescamente

preparada foram adicionados & mistura de biotina/cardiolipina, € a solugdo foi _

misturada por 2 horas na temperatura ambiente. A mistura da reacfo foi entdo
dialisada contra duas mudangas de tamp@o fosfato 10 mM, pH 8,0. O produto
biotinilado foi concentrado por liofilizagdo e pode ser posteriormente
reconstituido com agua destilada para uma concentragdo desejada, por exemplo,
de 10 mg/ml.
Exemplo 4
Antigenicidade de Preparacdes de Cardiolipina
. Este “exemplo demonstra que a cardiolipina oxidada como

preparada no Exemplo 1 retém a antigenicidade quando testada em confronto

com soro sifilitico utilizando-se dois imuno-ensaios.

A — Teste de Inibi¢do RPR (Rapid Plasma Reagin)
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Cem (100) pl de soro sifilitico (lote de 50 1) foram misturados com

50 pl das preparagdes de cardiolipina-ASB ou cardiolipina-HFF
(aproximadamente 2,5 a 5 mg/ml) descritas na Tabela 2. Se uma prepérag:ﬁo de
cardiolipina oxidada retém sﬁa antigenicidade, os anticorpos anti-lipidicos
presentes no soro irdo se ligar especiﬁéamente a preparagdo de cardiolipina
oxidada, que ir4 atuar para reduzir o niumero de locais de ligagdo de anticorpos
anti-lipidicos disponiveis. Em outras palavras, o soro sera “despojado” de alguns
ou de todos os locais de ligagdo de anticorpos anti-lipidicos. O soro que foi
-d\espojado dos locais de ligagdo de anticorpos anti-lipidicos sera menos reativo
quando testado no teste RPR convencional.

Tabela 2 — Preparagdes de Cardiolipina Oxidada

N°.da Método de
Preparagdo de Horas de Oxidac¢ao ~ Tipo de Conjugado Preparagéo (ver
Cardiolipi‘na 4 Exemplo 2)
1 48 ) ’ ~ Método Um
2 Duplicata da Preparacio 1 '
3 48 Cardiolipina oxidada-HFF Método Um
4 Duplicata da Preparagdo 3
5 24 i Cardiolipina oxidada- Método Trés
ASB
6 ' 24 Cardiolipina oxidada-HFF Método Trés
7 24 - Cardiolipina oxidada- Meétodo Um
’ ASB
8 ’ Duplicata da Preparagdo 7 ‘
9 i 24 Cardiolipina oxidada-HFF Método Um
10 « | Duplicata da Preparagéo 9
1 T " Conjugado de Método Dois
cardioiipina oxidada-ASB
12 24 Cardiolipina oxidada-HFF Método Dois

O soro despojado (e de controle) foi testado em um teste RPR de
acordo com o Capitulo 10 do Manuel of Tests for Syphilis, 9* Ediggo,
Washingtqn, DC, EUA: American Public Health Association, 1998.
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Como mostrado na Tabela 3, o soro sifilitico de.controle, ao qual

foram adicionados 50 pl de ASB ndo-conjugada 5 mg/ml, reagiu com o antigeno .

do teste RPR em uma dilui¢do de soro de 1:8. A incubagdo do soro sifilitico com

cada uma das preparagdes de cardiolipina de 1 a 12 (descritas na Tabela 2) inibiu

a reatividade do soro com o antigeno do teste RPR em ao menos duas vezes. Este

resultado indica que cada uma das preparagbes cardiolipina reagiu em algum

grau com os anticorpos anti-lipidicos presentes no soro sifilitico teste, e portanto

inibiu o soro despojado de reagir com o antigeno do teste RPR. Por exemplo, a

pré-incubagdo do soro de teste sifilitico com as preparagdes de cardiolipina 2, 11

€ 12 inibiu completamente a reatividade do soro no teste RPR.

Tabela 3 — Resultados do Teste de Inibi¢cio RPR

Preparagdo da Cardiolipina Utilizada para a Pré-

incubagdo de Soro

Diluigdo de Soro (Lote de 50 ml) .

1:1

1:2 | 1:4 | 1:8 | 1:16 | 1:32

Nada (ou seja, controle) R R Ry|Rm| N [ N
Preparagio 1 Rm | N N N N N
Preparagédo 2 N N N N | N N.
Preparagdo 3 Rm, N N [ N] N ‘N
Preparagéo 4 - Rmy, N N | N N N
Isreparac;ﬁo S Rm, N N | N N N
Preparagio 6 Rmy, N N N N N
Preparacéo 7 Rmy, N | N | N N N
Preparagio 8 Rm |Rmy| N | N | N | N
Preparagéo 9 Rm Rmy| N} N [ N N
Preparagio 10 Rm Rm,y{ N | N N N

‘ Pr‘epa.rac?io 11 N N N | N N N
Preparagdo 12 N N N N | N N

*Ver Tabela 2 para a descrigdo das preparagdes de -cardiolipina

R = reagdo positiva forte
R(, = reagéo positiva

Rm = reagdo fraca

Rm(, = reagdo muito fraca
N =reagdo negativa

B — Teste de Imuno-blot

Ensaios de Dot-blot foram realizados utilizando-sé o Immun-Blot®

Assay Kit (BioRad) com um conjugado alcalino-fosfatase de IgG anti-humana de
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cabra de acordo com as instrugdes do fabricante. Como mostrado na Fig. 5, a

‘ prepara¢do 5 de cardiolipina oxidada-ASB (ver Tabela 2) reagiu com o ‘soro

sifilitico (Lote 00) ao longo de uma vasta faixa de concentra¢des de antigenos
(7,5 a 120 pg) e anticorpos (d’iluig:?ao de 1:10.a 1:640).
A Fig. 5 também mostra que o soro do Lote 00 (dilui¢do 1:640)

‘reage com uma prepara¢do de 7. pallidum de célula inteira, o que confirma que o

doador do soro fora infectado com a 7. pallidum.
‘ ~ Exemplo 5
Prep‘arag:ﬁ.o de Conjugado Cardiolipina Oxidada com Ouro

Este exemplo demonstra a conjugagdo de cardiolipina oxidada-ASB
ou ~HFF com ouro coldide, e a determinagdo de condigSes uteis para a
preparac@o de tais conjugados com ouro. Esta preparagdo de ouro coldide pode
Vser utilizada como o conjugado em uma fita de fluxo lateral, tal como a fita de
fluxo lateral descrita em relagdo a Fig. 7.

A— Déterminaqﬁo de um pH Util para a Reacéo de Conjugacio
de Cardiolipina Oxidada/Ouro Coléide

Aproximadamente 25 ml de tampdo fosfato 10 mM foram

colocados em um béquer de 50 ml, e ajustados para pH 5,0 com acido fosforico

0,2 M. Duas aliquotas de 0,5 ml do tampdo em pH 5,0 foram transferidas para

dois tubos de ensaio de 12 x 75 mm, um rotulado como “teste” e o outro rotulado

como “controle”. Entdo, o pH do tampdo fosfato restante no béquer foi

seqiiencialmente ajustado para 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0; 8,5; 9,0; 9,5; e 10,0

utilizando-se carbonato de potassio 0,2 M. Em cada pH, duas aliquotas de 0,5 ml

. foram transferidas para um tubo de ensaio “teste” e um “controle” como descrito

para a amostra de pH 5,0.

Seis (6) pl de uma preparagdo de cardiolipina-ASB ou de uma
preparac¢do de cardiolipina-HFF 5 mg/ml (30 pg), preparada como descrito -no
Exemplo 2, foram adicionados a cada ufn dos tubos “teste” e “controle”, e bem
misturados. ‘ |

Aproximadamente 25 ml de ouro coléide 40 nm (solugio de 1%)
(British Biocell Intemationai, Londres, Inglaterra) foram colocados em um

‘béquer de 50 ml separado, e uma série de amostras de ouro coléide de “controle”
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e de “teste” em pHs ‘5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0;-8,5; 9,0; 9,5; ¢ 10,0 foi 4
produzida como descrito acima. _

Um (1) ml de ouro coldide em cada pH foi adicionado as solugdes
de cardiolipina “teste” e “controle” com o pH correspondente. As solugdes de
ouro/cardiolipina foram bem misturadas, e incubadas por 20 minutos na
temperatura ambiente. Entéo, 200 pl de NaCl 2M foram adicionados ao conjunto
de tubos rotulados como “teste” € 200 pl de agua destilada foram adicionados ao
Conjunto de tubos rotulados como “controle”. Os conteidos de ambos os
conjuntos de tubos foram deixados em incubagdo por 30 minutos na temperatura .
ambiente. ' A

A densidade Optica de 580 nm (DOsgg) de cada amostra “teste” foi
registrada em confronto com a amostra “controle” correspondente. O ﬁH da
amostra com a menor DOsgy foi determinado como sendo-um pH favorével para a
formagdo de um conjugado de ouro da pfepgrac;éd de cardiolipina oxidéda—ASB
ou —HFF. |

As particulas de ouro coléide tém uma superficie carregada
negativamente, devido & camada de ions negativos adsorvidos por sobre a
superficie da particula de ouro durante o processo de fabricagdo. Proteinas, tais
como a ASB ou a HFF e¢m preparages de cardiolipina oxidada-ASB ou —HFF,

serdo atraidas as particulas’ de ouro negativamente carregadas através de

interagdes idnicas, hidrofobicas e 'dativas. Estas intera¢Ses fundamentam a

formagdo de conjugados de ouro coloidais-proteina. No pl de uma proteina
conjugada com a uma particulé de ouro (isto é, o pH em que a proteina tem um
somatério de cargas igual a zero), o conjugado tera o maximo-de estabilidade.

A adi¢do de NaCl as particulas de ouro coloidais ndo-conjugadas
ird rompér a camada de ions negativamente carregados adsorvidos na superficie
do ouro. Em resultado, a particula de ouro ira dissociar e eventualmente liberar
fons de ouro (isto é, Au") na solugdo. Os ions de ouro livres podem ser medidos
na DOsg. Ao revés, um conjugado de proteina-ouro (por ex., conjugado de
cardiolipina oxidada-ASB-ouro ou conjugado de cardiolipina oxidada-HFF-ouro)
¢ resistente ao rompimento por NaCl no pl do componente .de proteina do -

conjugado (por ex., no pl da cardiolipina oxidada—ASB ou no pl da carEliolipina
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oxidada-HFF). Assim, neste exemplo, o pH da amostra com a menor DOsg, €
selecionado.
Como a razdo molar de cardiolipina para molécula de ligagdo em

cada preparagdo de molécula de ligagdo de cardiolipina oxidada (por ex.,

cardiolipina oxidada-ASB ou cardiolipina oxidada-HFF) pode ser diferente, o pl

de cada preparacdo também pode ser diferente. Portanto, é benéfico determinar o
pH 1til, como descrito neste exemplo, para cada preparagdo de molécula de
ligacdo de cardiolipiﬁa oxidada que for feita.

B — Determinacdo de uma Concentragio Util de Cardiolipina-
ASB ou de Cardiolipina-HFF para uma Reaciio de Conjugacio com Ouro
Coléide

Cem (100) pl de agua &estilada foram adicionados a cada tubo em
uma sérié de onze tubos de ensaio de 12 x 75 mm. Depois, 1 pl, 2 pl, 5 pl, 7 pl,
10 pl, 15 pl, 25 pl, 50 pl, 75 pl ou 100 pl de uma solugdo 1 mg/ml de
cardiolipina-ASB ou de cardiolipina-HFF foram adicionados a um tubo
correspondente na série. O décimo primeiro tubo na série serviu como um
controle. Cada tubo foi bem misturado, e deixado em incubagdo na temperatura
ambiente por 5 minutos. Neste ponto, a solu¢do em cada tubo tinha cor vermelha.
Quinhentos (500) pl de uma solugdo de NaCl 10% foram entdo adicionados a
cada tubo de ensaio com agitagdo, e os tubos foram novamente incubados na

temperatura ambiente por 5 minutos. A cor da solugio de cada tubo foi observada

de olho com alguma transformag@o de vermelho para azul ap0s a adigdo de NaCl.

A quantidade minima de molécula de ligagdo de cardiolipina oxidada util para
estabilizar o conjugado com ouro foi determinada como ‘se‘ndo a menor
concentragdo em uma solugio de cor azul apés a adi¢do de NaCl.

Concentragdes mais elevadas do complexo de moléculas de ligagdo
de-cardiolipina oxidada, embora sejam ftteis, sio menos preferidas porque o
excesso de complexos de ligagdo de cardiolipina oxidada pode formar
associagdes mais fracas com as particulas de ouro, por exemplo, por
sobreposi¢do sobre uma camada de complexos de molécula de ligagio de

cardiolipina oxidada que havia previamente se associado a particulas de ouro.
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De forma semelhante, concentragdes mais baixas de complexos de
moléculas de ligagdo de cardiolipina oxidada podem ser uteis, mas sdo mfﬁnos
preferidas porqu.e as particulas de ouro ndo-conjugadas podem fornecer
“inte_rferénciaé” secundarias em outras aplicagdes dos complexos de ligagdo de
cardiolipina conjugada com ouro. Alternativamente, as particulas de ouro nido-
conjugadas podem sér separadas de complexos de moléculas de ligagdo de
cardiolipina conjugadas com ouro utilizando-se métodos comumente conheqidos
na técnica, tais como a centrifugacdo ou a filtragéo.

o C — Mini-preparacées de Cardiolipina-ASB ou de Cardiolipina-
HFF Conjugadas com Ouro

Para uma prgparaqﬁo particular de cardiolipina oxidada-ASB ou —
HFF, determinar ﬁm pH util e uma concentragdo.util de cardiolipina oxidada-
ASB ou de cardiolipina oxidada-HFF conforme descrito acima. Se o pH util for
de 8,0 ou mais elevédo, adicionar entdo 5 ml de tampdo borato 10 mM até a
quantidadé de complexo de molécula de ligacdo de cardiolipina o’xidada
liofilizado necessaria para atingir a concentragdo util; depois, ajﬁstar o pH para o
pH util. Se o pH util for de 8,0 ou menos, adicionar 5 ml de tampﬁo fosfato 10
mM até a quantidade de complex;) ‘de molécula de ligagdo de cardiolipina
oxidada liofilizado necessaria para atingir a concentragdo util; depois, ajustar o
pH até o pH 1til. Em seguida, adicionar 10 ml de ouro ¢oléide 40 nm (solugdo de
1% ajustada para o pH 1til), e misturar bem. Incubar a mistﬁra por 20 minutos na
temperatura ambiente. Centrifugar a mistura da reac¢éo a 6500 xg por 10 minutos,
e remover o sobrenadante. Re-suspender a bolota em ‘0,5 ml de tampéo de re-
suspensdo (NaCl 150 mM, base Trizma 20 mM, sacarose (sucrose) 10%,
Trealose 5%, ASB 0,1%, azeto de sédio (sodium azide) 0,05%). A bolota re-
suspensa contendo cardiolipina oxidada-ASB ou ~HFF conjugada com ouro pode
ser utilizada para uma variedade de prop6sitos, incluindo, sem limitagdo, o uso
como um reagente detector para anticorpos anti-lipidicos em um dispositivo de
fluxo lateral.

Exemplo 6

Ligac¢io de Complexos de Moléculas de Ligagio de

Cardiolipina a Nitro-Celulose
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Este exemplo descreve um método representativo para ligar
complexos de cardiolipina-proteina a uma superficie sélida, neste caso, a nitro-
celulose.

Para uma preparacdo de cardiolipina oxidada-ASB ou -HFF
particular, determinar um pH util como descrito anteriormente. Re-suspender o
complexo de cardiolipina oxidada-ASB ou —HFF liofilizado em tampéo acetato
de s6dio 10 mM (para valores de pH uteis entre 4,0 € 5,6), ou em tamp@o fosfato"
10 mM (para valores de pH tteis entre 7,0 e 9,0). Ajustar a solucdo até o pH til,
com éci.do acético 2 M para valores de pH entre 7,0 € 9,0. Etanol (0,5%) pode ser
opcionalme;lte adicionado a solugdo de cardiolipina oxidada para melhorar a
aplicagdo de reagentes diminuindo-se a viscosidade da solugdo. Depois, aplicar a
solugdo de cardiolipina oxidada-ASB ou —HFF 4 nitro-celulose utilizando-se o
modulo de distribuigdo de reagente Matrix 1600 (Kinematic Automation, Twain
Harte, CA, EUA) de acordo com as orientagdes do fabricante.

Apbs a aplicagdo da preparégéo de cardiolipina oxidada-ASB ou —
HFF a nitro-celulose, a membrana deve ser secada por 30 minutos a 37°C seguida
por 2 horas em um vécuo dissecador antes do uso, por exemplo, em um
dispositivo de fluxo lateral.

Exemplo 7

Detec¢io de Anticorpos Anti—Lipidicos em Soro Humano com
um Reagente de Captura de Conjugado de Cardiolipina Oxidada-Proteina

Este exemplo demonstra que anticorpos anti-lipidicos em soro
sifilitico podem ser detectados utilizando-se um reagente de captura -de
conjugado de cardiolipina oxidada-proteina-ouro.

Um (1) pl das pfeparag:ées 1 a 17 (como descritas na Tabela 2)
foram cada uma delas aplicadas a membranas de nitro-celulose separadas como
descrito no Exemplo 6, ¢ deixadas de lado. Um conjugado de ouro coloidal foi
preparado como descrito no Exemplo 5 utilizando-se a preparagio de éardiolipina
oxidada 6 (ver Tabela 2). & ‘

Soro siﬁHtico (Lote 00) ou soro ndo-reativo (normal, humano) foi
diluido 1:10 e colocado em um numero apropriado de vasos separados de uma

placa de micro-titulago de 40 vasos. Trés (3) ul da preparagdo 6 conjugada com
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Qufo (para uso como um reagente detector) foram entdo adicionados a cada vaso.
Fitas de nitro-celulose contendo cada uma das prepara¢des imobilizadas de 1 até
17 (ver Tabela 2) foram entdo colocadas dentro dos vasos que continham as
solugdes de anticorpos e de reagente detector. A solugdo nos vasos flui para cima
sobre a tira por agdio capilar. Cada preparagdo de cardiolipina oxidada
imobilizada foi testada contra ambos os soros sifilitico e ndo-reativo (ou seja,
controle). ' \

Como mostrado na Tabela 4, muitas das preparagdes de
cardiolipina oxidada dentro ou sobre nitro-celulose mostraram uma reagdo
positiva, o que ¢ indicativo de um complexo “sanduiche“ entre o reagente de

captura de cardiolipina oxidada imobilizada, a0 menos um anticorpo anti-

lipidico, e o reagente detector de conjugado de ouro e cérdio,lipina oxidada. A

‘reatividade foi medida em uma escala de 0 (N eg)’ a 4+, com 4+ indicando o sinal

mais forte observado sobre a fita de nitro-celulose.

Tabela 4

Preparacio de Cardiolipina Soro Reativo Lote 00 Soro ndo-Reativo
1 ' 2+ ’ Neg
2 +/- . +/-
3 -1+ Neg
4 1+ / Neg
5 4+ 4 Neg
6 2+ Neg
7 1+ _ +-
8 I 1+ Neg
9. +- . - .
10 +/- ‘ +/-
11 2+ , Neg
12 1+ Neg

Exemplo 8

Oxidacdo de Misturas de Cardiolipina e Lecitina
Este exemplo descreve a oxidagdo de misturas de cardiolipina e

lecitina, € demonstra que as misturas oxidadas de cardiolipina € lecitina tém um
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desempenho ao menos tdo bom quanto a cardiolipina oxidada sozinha nos
ensaios descritos nos Exemplos 4 a 7.

A cardiolipina e a lecitina foram misturadas juntas em razdes de
cardiolipina para lecitina de 1:1, 1:3 e 1:5 por peéo. As misturas foram entdo
oxidadas como descrito no Exemplo 1. Como mostrado na Fig. 8, coluna A, uma
mistura de cardiolipina nfo-modificada e de lecitina nio-modificada resulta em
duas manchas sobre uma fita de CCD. A cardiolipina ndo-modificada migra para
o topo da ﬁté de CCD, como indicado pela mancha escura mais afastada do
ponto de origem (ver tarhbém a Fig. 2, coluna A). Av lecitina ndo-modificada
migra um tanto mais lentamente sobre o local da CCD e ¢ mostrada como a:
mancha escura aproximadamente na metade do caminho entre a cardiolipina e o
ponto de origem.

Como descrito anteriormente, a oxidagdo sob as condi¢des do

- Exemplo 1 oxida alcenos, cliva as cadeias laterais de dcidos graxos, e introduz

grupos carboxila em uma ou mais das cadeias laterais de 4cidos graxos de
cardiolipina é lecitina. Os grupos carboxila presentes nas moléculas oxidadas
interage mais fortemente com o sﬁbstrato de silica de urﬁa fita de CCD, o que
retarda a migra¢do das formas oxigadas ao longo da fita. Assim, nas misturas
oxidadas de card~iolipin,a.e 1ecitina, uma mancha- pronunciada na dire¢do da
migragdo € observada (ver Fig. 8, colunas B e C). Além disso, a'clivagem
oxidativa das cadeias laterais de acidos graxos produz carboxilatos alquilicos, os
quais possuem pouca mobilidade em uma fita de CCD nestas condi¢des. Como
especialmente evidente a partir da Fig. 8, coluna D, acredita-se que os
carboxilatos sdo representados por uma mancha branda (devido a exclusdo de -
tinta); que € co-extensiva-com o ponto de origem. Em seguida a oxidagio das
misturas de cardiolipina/lecitina como descrito neste exemblo, formas oxidadas
de cardiolipina foram encontradas predominantemente na fase dé t-butanol
(mostrada na Fig. 8, coluna C), enquanto que os carboxilatos alquilicos foram
encontrados predominantemente na fase aquosa (ver Fig. 8, coluna D).

A - Conjugagio com ASB e HFF de Misturas de

Cardiolipina/Lecitina Oxidadas
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Misturas oxidadas de cardiolipina e lecitina foram conjugadas a

~ ASB ou a HFF, como descrito no Método 3 do Exemplo 2. As pfepgrag:6es de

7

cardiolipina/lecitina conjugadas com ASB ou HFF s@o descritas na Tabela 5.

f

Tabela 5 — Misturas de Cardiolipina/Lecitina

n°. da Prep. de Quantidade de
Cardiolipina (CL) - Razdo CL:L Molécula de Ligagdo | Molécula de Ligagdo
Lecitina (L) (por peso) por Reagdo

CL/L1 1:1 ' ASB : | 5
CLL2 | I " ASB 2
CL/L3 1:1 HFF 2
CL/L 4 1:1 '~ HFF . 1

“CILS | 3 ASB 5
CL/L 6 13 ASB 2
CL/L7 1:3 . HFF 2
CL/L 8 : 1:3 HFF . 1
CL/L9 1:5 ASB 5

CL/L 10 s ASB 2

CL/L 11 1:5 HFF 2

CL/L12 ~ 1:5 HFF 1

B — Teste de Inibi¢do de Misturas de Cardiolipina/Lecitiné Oxidadas
As antigenicidades das preparagbes de cardiolipina/lecitina
descritas na Tabela 5 foram testadas no Teste de Inibigdo RPR, como descrito no
“Exemplo 3. Como mostrado na Tabela 6, cada uma das preparagdes .de

cardiolipina/lecitina inibiu completamente a reatividade do soro sifilitico no teste

RPR tradicional.

Tabela 6 — Resultados do Teste RPR para Misturas de Cardiolipina/Lecitina
J

Prep. de Cardiolipina/Lecitina Utilizada para a Diluicdo de Soro (Lote 50 1)

Pré-Incubacio de Soro ' 1:1 1:2 | I:I3 ) 1.4 1:5] 1:6

N Nada (isto &, controle) R-| R |R, |Rm| N | N
CL/L 1 N | N |[N|N|N]|N
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CL/L2 N | N [N|N|N]|N
CL/L3 N | N [ N|N|N|N
CL/L 4 N | N |[N|N|N|N
CL/LS N | N |[N|N| N[N
CLL6 - N | N |[N|N | N[N
CL/L7 N | N |[N|[N|[N|[N
"CLL8 N | N |N|N|N|N
CL/L9 N | N | N[N [N|N
CL/L 10 N | N |[N|N|N|N
CLL 11 N | N [N|N|N|N
CL/L 12 N | N |[N|N]|N]|N

R = reagdo positiva forte
R, = reag@o positiva

Rm = reagdo fraca

Rmg, = rea¢do muito fraca
N = reagdo negativa

v

Este resultado demonstra que as misturas de cardiolipina/leticina

- despojam (removem) muito eficientemente os anticorpos anti-lipidicos do soro

sifilitico, de modo que tal soro seja ndo-reativo no teste RPR tradicional.
C — Teste Imuno-Dot de Misturas de Cardiolipina/Lecitina Oxidadas

Ensaios dot-blot foram realizados utilizando-se o Immun-Blot®
Assay Kit (BioRad) com um conjugado alcalino—fosfatase de IgG anti-humana de
cabra de acordo com as instrugdes do fabricante. Como mostrado na Fig. 10,
misturas de cardiolipina/lecitina oxidadas na faixa de 375 ng a 21 pg por ponto
(dbt) reagiram com o soro sifilitico (Lote 94265; dilui¢do 1:50). Em comparagao,
nenhuma das quantidades testadas das preparé(;(”)es de cardiolipina/lecitina

oxidadas mostrou qualquer reacgéo significativa com soro humano normal (isto &,

* soro ndo-sifilitico).

As preparag(”)es em que a cardiolipina e a leciﬁna foram oxidadas
em uma razio de-1:1 (por peso) € entdo conjugadas a ASB ou a HFF (ou seja,
ASB 1:1 e HFF 1:1) foram mais reativas com o soro sifilitico. Até mesmo
somente 375 ng da preparagdo com ASB 1:1 e 656 ng da preparagio com HFF
1:1 ligaram-se aos anticorpos humanos presentes no soro sifilitico neste ensaio.

Exemplo 9
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Detec¢do de Anticorpos Anti-Lipidicos em Soro Humano com
Reagente de Captura de Proteina-A ou de Anticorpo Aﬂti-Humano

Este exemplo demonstra que 0s anticorpos anti-lipidicos presentes
em soro humano podem ser detectados utilizando-se um reagente de captura de
proteina-A ou de anticorpos anti-humanos, o qual é imobilizado em uma
membrana de nitro-celulose, em coopera¢do com um reagente detector conjugado
de cardiolipina oxidada-proteina-ouro mével.’

_Sangue integral sera coletado de um sujeito humano que acredita-se
estar em risco para uma condi¢do que faz aumentar os niveis no soro de anticoros
anti-lipidicos. Tais condi¢bes incluem, por exemplo, infec¢do por 7. pallidum
(isto €, com sifilis), ou lupus. O soro serd separado do sangue integral por
métodos bem conhecidos na técnica. O soro pode ser diluido, por exemplo, com
solu¢do salina normal ou com outras solugdes que nfo irdo descaracterizar ou
afetar de outra forma a ligagdo especifica dos anticorpos anti-lipidicos presentes
no soro, ou interferir de outra forma com o método déscrito.

A amostra de soro serd aplicada a uma fita de nitro-celulose
contendo um reagente detector conjugado de cardiolipina oxidada-proteina
marcado, moével ou mobilizavel. Tal conjugado pode ser, por exemplo,
cardiolipina oxidada-ASB marcado com ouro, ou um conjugado de cardiolipina
oxidada-HFF marcado com ouro, ou uma mistura conjugada com ASB, marcada
com ouro, de cardiolipina oxidada e lecitina oxidada.

Os anticorpos anti-lipidicos presentes na amostralde soro irdo se
ligar a cardiolipina do reagente detector e fluir (tal como por acdo capilar, ou por
forgas de fluxo lateral) para uma porgdo da fita de nitro-celulose onde um agente
de captura de proteina A ou de antiéorpo anti-humano estiver imobilizado. O
anticorpo anti-lipidico complexado com o reagente detector de cardiolipina sefé
capturado pelo reagente de captura de proteina A ou de anticorpo anti-humano. O

acumulo de complexos de reagentes detectores desta maneira ir4 resultar em um

sinal detectavel (por exemplo, um sinal visivel) na nitro-celulose na area onde o

reagente de captura estiver imobilizado.
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O surgifnento de um sinal detectavel conforme descrito ird indicar
que anticorpos anti-lipidicos estdo presentes na amostra de soro, e pbde ser util
no diagnésticé de certas condigdes, tais como a sifilis ou o lapus.

Exemplo 10

Deteccao de Anticorpos Anti-lipidicos em Soro Humano com Imuno-ensaio
Ligado a Enzima

‘ Este exemplo demonstra que os anticorpos anti-lipidicos presentes
em soro humano podem ser detectados utilizando-se cardiolipina oxidada
conjugada a ASB ou 4 HFF como um reagente de captura, que € imobilizado em
uma placa .de micro-titulag@o para o desempenho de um imuno-ensaio ligado a
enzima. As alternativas & ASB ou a HFF incluem a proteina sintética MAPS,
IgY, streptavidina, e a avidina. Os vasos de uma placa de micro-titulagdo com 96
vasos foram revestidos corh 100 pl (10 pg/ml) de uma solucéoA contendo 10
pg/ml de complexo de cardiolipina oxidada-ASB ou de cardiolipina conjugada-
HFF. A solugdo foi deixada secando até o dia seguinte'a 37°C. Os vasos foram
entdo bloqueados por 2 horas na temperatura ambiente com ao menos 200 pl de
caseina 1% em solugdo salina tamponada com Tris fosfato (TPBS) com pH 7,2.
Os vasos foram lavados uma vez com 200 pl de TPBS. Depois, 100 pl de soro
humano (tanto de controle como de indiﬂriduos infectados com a T. pallidum),
diluidos em '1:20, 1:40, 1:80 ou 17160 em TPBS de caseina 1% foram
adicionados a cada vaso. A placa de micro-titulagdo foi incubada na temperatura
ambiente por 60 minutos; seguida por trés lavagens com 200 pl de TBST. Cem
(100) pl de anticorpo anti-humano de cabra conjugado com peroxidase de raiz-
forte (PRF) diluida 1:3000 em TPBS com caseina 1% foram adicionados a cada
vaso na températura ambiente por 45 minutos. A placa de micro-titulagdo foi
lavada trés vezes com TPBS antes da adigdo de 100 pl por vaso de substrato de
TMB. Na presenga de HRP, o substrato de TMB mudou de cor. A reagdo da
enzima HRP-substrato foi interrompida pela adi¢do de acido sulfarico 2 M. A
solugdo em cada vaso foi registrada espectrofotometricamente em 450 nm.

Como mostrado nas Tabelas 7 e 8, os anticorpos anti-lipdicoé
presentes em soros sifiliticos humanos (“Reativo”) ligaram-se aos complexos de

cardiolipina oxidada-ASB e —~HFF imobilizados nos vasos da placa de micro-



10

15

- 77177

titulagdo. No entanto, ndo houve ligagdes significativas no soro de controle
(“N&o-reativo™) para 0 mesmo antigeno imobilizado.

Tabela 7 — Imuno-ensaio Ligado a Enzima com Antigeno de Cardiolipina Oxidada-ASB

Diluigdo de soro Reativo Reativo Nao-reativo Nao-reativo

1:20 1,938 . 1,712 0,103 0,066

1:40 0,569 0,769 0,004 0,005

1:80 . © 0,348 0,495 0,018 0,020

Sem soro 0,032 0,031 0,029 0,033

Testes duplicados (resultados mostrados) foram realizados para cada ponto de dados. O soro
sifilitico utilizado para esse conjunto de dados possui um titulo de 1:64 como determinado pelo
teste RPR. '

Tabela 8 — Imuno-ensaio Ligado a Enzima com Antigeno de Cardiolipina Oxidada-ASB

Diluigdo de soro Reativo Reativo Nao-reativo Nao-reativo
1:20 1,970 1,700 0,071 0,062
1:40 0,825 0,842 0,045 ' 0,039
1:80 0,552 0,479 0,031 0,027
1:160 0,281 - 0,245 : 0,022 0,022
Semsoro 0,046 0,034 0,021 0,019
Testes duplicados (resultados mostrados) foram realizados para cada ponto de dados. O soro
sifilitico utilizado para esse conjunto de dados possui um titulo de 1:128 como determinado
pelo teste RPR. -

Embora esta divulgagdio tenha sido descrita com énfase em

modalidades partlculares sera 6bvio para um técnico no assunto que variagdes

das modahdades particulares podem ser utilizadas e ¢ pretend1d0 que a

divulgacdo seja praticada de outras formas que ndo as descritas aqui. Os recursos,
caracteristicas, compostos, fun¢des orginicas quimicas, ou exemplos descritos
em conexdo, com um aspecto, modalidade, ou exemplo particular da invengio
devem ser entendidos como aplicaveis a qualquer outro aspecto, modalidade ou
exemplo da inveng@o. Desta forma, esta divulgagdo inclpi todas as modifica¢des
abrangidas pelo espirito e escopo da divulgagdo como definida nas reivindicagdes

a seguir. ' ‘
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REIVINDICACOES

1. Método para produzir cardiolipina oxidada que seja

imunorreativa com anticorpos anti-lipidicos, e capaz de se ligar a uma proteina
para a fixacdo a um substrato, caracterizado pela cardiolipina compreender uma
funcdo organica glicerol central e cadeias laterais de acidos graxos, o método
compreendendo:

- a reacdo da cardiolipina com um m-periodato de s6dio e um
permanganato de potédssio em um solvente de t-butanol sob uma atmosfera de
argénio para oxidar as cadeias laterais de 4cidos graxos da cardiolipina, para
fornecer grupos carboxila terminais em uma ou mais das cadeias laterais, gerando
assim uma suspensdo de cardiolipina, onde a razdo molar de m-periodato de
sodio a cardiolipina € 0,1:1 a 100:1, e a razdo molar de permanganato de potassio
a cardiolipina € 0,1:1 a 100:1;

- a adicdo de bisulfito de sodio a suspensdo de cardiolipina,
apos reacdo da cardiolipina com o m-periodato de s6dio e o permanganato de
potassio, para extinguir a oxidagdo da cardiolipina e para reduzir uma B-cetona
formada na func@o orgénica de glicerol central para um grupo B-hidroxila, de
maneira a reter a imunogenicidade da funcado organica glicerol central; e

- a ativacdo dos grupos carboxila da cardiolipina oxidada com
uma carbodiimida para ligar por covaléncia um portador de proteina a pelo
menos um dos grupos carboxila.

2. Método de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pela razdo molar de m-periodato de sddio a cardiolipina ser 4:1 a 5:1, e a razdo
molar de permanganato de potassio a cardiolipina ser 0,5:1 a 1:1.

3. Método de acordo com a reivindicagio 1 ou 2,
caracterizado pela razdo molar de m-periodato de sddio a cardiolipina ser 4,2:1,
e a razdo molar de permanganato de potdssio a cardiolipina ser 0,75:1.

4. Método de acordo com a reivindicagio 1, 2 ou 3,
caracterizado pela carbodiimida ser 1-etil-3-(3-dimetilamino

propil)carbodiimida (EDC).
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S. Método de acordo com uma das reivindicagdes 1 a 4,
caracterizado pela cardiolipina ser reagida com o m-periodato de sédio antes da
cardiolipina ser reagida com o permanganato de potdssio.

6. Método de acordo com uma das reivindicagdes 3 a 35,
caracterizado pela carbodiimida ser N,E’-diciclohexil-carbodiimida ou
diisopropilcarbodiimida.

7. Método de acordo com uma das reivindicacdes 1 a 6,
caracterizado pela ativacdo dos grupos carboxila ainda compreender reagir os
grupos carboxila com uma succinimida apds reagir os grupos carboxila com a
carbodiimida.

8. Método de acordo com uma das reivindicagdes 1 a 7,
caracterizado por compreender ainda a separacdo de uma fase aquosa e de uma
fase de alcool apds a adi¢do do agente redutor, e a recuperacdo de cardiolipina
oxidada da fase de dlcool.

9. Método de acordo com uma das reivindicacdes 1 a 8,
caracterizado por compreender ainda a ligacdo por covaléncia de uma proteina
a pelo menos um dos grupos carboxila ativados para fornecer um conjugado de
cardiolipina-proteina.

10. Meétodo de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 7 a
9, caracterizado pela succinimida ser N-hidroxisucinimida (NHS) e a
carbodiimida ser 1-etil-3-(3-dimetilamino propil)carbodiimida (EDC).

11. Método de acordo com a reivindicacdo 9, caracterizado
pela ligac@o por covaléncia de uma proteina compreender a ativacao dos grupos
carboxila através da reacdo da cardiolipina oxidada com uma carbodiimida e
entdo com uma succinimida para fornecer um produto, € entdo a conjugacdo do
produto com a proteina.

12. Método de fabricacdo de um dispositivo de fluxo lateral,
caracterizado por compreender a fixacdo a um substrato de fluxo lateral de uma
proteina conjugada feita através do método definido na reivindica¢do 9 ou 11.

13. Meétodo de acordo com a reivindicacio 12 ou 13,
caracterizado por compreender ainda a fixagao ao substrato de fluxo lateral de

um antigeno treponémico que reaja com anticorpos para o 7. pallidum.
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14. Método de acordo com a reivindicacio 12 ou 13,
caracterizado pelo substrato ser um substrato de nitro-celulose.

15.  Dispositivo de fluxo lateral caracterizado por ser fabricado
através do método definido na reivindicacdo 12 a 14.

16. Dispositivo de fluxo lateral para determinar a presenca e/ou
quantidade de um anticorpo anti-lipidico em uma amostra de fluido
compreendendo:

- uma area de aplicacdo da amostra 14; e

- uma darea de captura de cadiolipina 22 compreendendo uma
cardiolipina oxidada imobilizada que tem uma afinidade de ligacdo para um
anticorpo anti-lipidico, em que a cardiolipina oxidada imobilizada tendo uma
afinidade de ligacdo para o anticorpo anti-lipoidal € feito pela pelo método como
definido em qualquer uma das reivindicacoes 1-11;

caracterizado pelo liquido aplicado na édrea de aplicacdo da
amostra f14 luir em uma direcdo de fluxo a partir da area de aplicacdo da amostra
14 até a drea de captura de cardiolipina 22, e pela formagdo de um complexo
entre o anticorpo anti-lipidico e a cardiolipina oxidada imobilizada ser detectavel
para determinar a presenca e/ou quantidade do anticorpo anti-lipidico em uma
amostra de fluido.

17.  Dispositivo de fluxo lateral de acordo com a reivindicagio
16, compreendendo ainda um bloco conjugado 20 na passagem de fluxo 12 desde
a area de aplicacdo de amostra 14 até a area de captura de cardiolipina 22,
caracterizado pelo bloco conjugado compreender um reagente detector moével
ou mobilizavel.

18. Dispositivo de acordo com a reivindicagdo 17,
caracterizado pelo anticorpo anti-humano marcado compreender IgG anti-
humano marcado ou Fc anti-humano marcado.

19. Dispositivo de acordo com a reivindicagdo 17,
caracterizado pela cardiolipina oxidada marcada, anticorpo anti-humano
marcado, Proteina A marcada, ou Proteina G marcada compreender uma
marcagao, € em que a marcagao compreende um ou mais dentre uma enzima,

uma particula de ouro coloidal, uma particula de latex colorida, uma particula de
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prata adsorvida por proteina, particula de ferro adsorvida por proteina, particula
de cobre adsorvida por proteina, particula de selénio adsorvida por proteina,
particula de enxofre adsorvida por proteina, particula de teldrio adsorvida por
proteina, particula de carbono adsorvida por proteina, ou um saco de tinta
acoplado em proteina.

20. Dispositivo de acordo com a reivindicacio 16,
caracterizado por compreender ainda uma drea de captura treponémica na
passagem de fluxo 12 da area de aplicacdo de amostra 14, a 4rea de captura
treponémica compreendendo um antigeno treponémico imobilizado possuindo
uma afinidade de ligacao para um anticorpo anti-T. pallidum.

21. Dispositivo de acordo com a reivindicacio 20,
compreendendo ainda um bloco conjugado na passagem de fluxo desde a 4rea de
aplicacdo de amostra 14 até a drea de captura treponémica, caracterizado pelo
bloco conjugado compreender anticorpo anti-7. pallidum, antigeno T. pallidum,
ou T. pallidum.

22. Dispositivo de acordo com a reivindicacio 21,
caracterizado pelo bloco conjugado compreender ainda cadriolipina oxidada
marcada, anticorpo anti-humano marcado, Proteina A marcada, ou Proteina G
marcada.

23. Dispositivo para detectar ao mesmo tempo a presenga e/ou a
quantidade de anticorpos treponémicos e de anticorpos anti-lipidicos em uma
amostra fluida, compreendendo:

- uma area de aplicacdo de amostra 14;

- um bloco conjugado 20 compreendendo ao menos um de
uma cardiolipina oxidada marcada, um anticorpo anti-humano marcado, Proteina
A marcada, e Proteina G marcada;

- uma darea de captura principal 22 compreendendo uma
cardiolipina oxidada imobilizada que possua uma afinidade de ligagdo para um
anticorpo anti-lipidico, em que a cardiolipina oxidada imobilizada tendo uma
afinidade de ligacdo para o anticorpo anti-lipidico € feita pelo método como

definido em qualquer uma das reivindicacdes 1 a 11; e
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- uma drea de captura secundaria compreendendo um segundo
parceiro de ligacdo imobilizado que tenha uma afinidade de ligacdo para
anticorpos treponémicos;

caracterizado pelo liquido colocado sobre a drea de aplicagcdo de
amostral4 fluir em uma direcao de fluxo a partir da area de aplicacdo de amostra
14 através do bloco conjugado 20 em direcdo as drea de captura principal e
secunddria 22, e pela formag¢do de um primeiro complexo entre o anticorpo anti-
lipidico, a cardiolipina oxidada, e a0 menos um reagente detector na area de
captura principal determinar a presenca e/ou a quantidade de anticorpos anti-
lipidicos em uma amostra fluida, e pela formacdo de um segundo complexo entre
o anticorpo treponémico, o segundo parceiro de ligacao imobilizado, € a0 menos
um reagente detector na drea de captura secunddria determinar a presenca e/ou a
quantidade de anticorpos treponémicos em uma amostra fluida.

24.  Kit de diagnostico de sifilis caracterizado por compreender
um dispositivo como definido na reivindicagdo 17, instru¢des para a aplicacao da
amostra biolégica a area de aplicacdo de amostra e para a interpretacdo do

resultado do teste.
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- Figura 10

Reativo N&o-reativo
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ASB Controle . 5
Vazia ~ - f } }
Namero da Coluna ,
Preparagédo |- 4 5 3 a2 5 B
1:1 ASB 12 pg 6ug| 3pg| 15ug| 750ng| 375ng
1:1 HFF 21pg| 10,5pg| 5.2pg| 26pg| 1,3ug| 656ng
1.3ASB° | 10,5pg| 525pg| 26pg| 1,3ug] 656ng| 328ng
1:3 HFF 3 Hg 15pg)! 750ng|! 375ng| 187 ng 93 ng
1:5 ASB 9.9ug| 4,9Hg| 247pg| 1,23ug| 618ng| 309ng
1.5 HFF 3 ug 15mMg) 750ng| 375ng| 187ng 93 ng
'|ASB Controle 15 g 7,5 Hg 3.7ug{ 187ug| 937ng| 468ng
Vazia 0 0 0 0 0 0
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