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(57) Resumo: DISPOSITIVO DE IMUNOENSAIO E METODO
PARA IMOBILIZAR CARDIOLIPINA IMUNORREATIVA. A presente
invencdo refere-se a composigdes, métodos e dispositivos para a
detecgcao de anticorpos antilipoidais e o diagnéstico de doenga, por
exemplo, sifilis que sa@o descritos. Em particular, é descrito um método
para imobilizar um antigeno lipoidal, compreendendo cardiolipina,
lecitina, e colesterol, sobre um suporte sdélido (tal como uma
membrana de nitrocelulose). A capacidade para imobilizar um antigeno
lipoidal sobre uma membrana satisfaz a necessidade ha muito tempo
existente de teste a base de membrana para a detecgéo de anticorpos
antilipoidais. Também sédo descritos dispositivos de imunoensaio para
realizar simultaneamente testes treponemais e nao treponemais para
sifilis.
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Relatério Descritivo da Patente de Invencao para "DISPOSITIVO
DE IMUNOENSAIO E METODO PARA IMOBILIZAR CARDIOLIPINA
IMUNORREATIVA".
REFERENCIA CRUZADA COM REFERENCIAS RELACIONADAS

Este requerimento reivindica o beneficio do Requerimento de
Patente Provisério dos Estados Unidos N2 60/693.120, arquivado em 21 de
junho de 2005, cuja aplicacao é por este incorporada por meio de referéncia
em sua totalidade.
RECONHECIMENTO DE SUPORTE DO GOVERNO

Esta invencéo foi feita pelo National Center for HIV, STD, and TB
Prevention, Division of AIDS, STD, and TB Laboratory Research, Laboratory
Reference and Research Branch, Centers for Disease Control and Prevention,
uma agéncia do Governo dos Estados Unidos.
CAMPO |

Esta descricao refere-se a métodos para imobilizar um antigeno
lipoidal a um suporte sélido e imunoensaios e dispositivos de imunoensaio
relacionados (tais como, tiras de teste, dispositivos de fluxo direto, ou
dispositivos de fluxo lateral), cujas provas e dispositivos sao uteis, por exemplo,
para detecgao de anticorpos antilipoidais e/ou diagnéstico de doenca (tal como, sffilis).
ANTECEDENTES

A sifilis € uma doenga sexualmente transmitida (DST) causada
pelo espiroqueta da bactéria Treponema pallidum. Mais de 100.000 casos de
sifilis em adultos sao reportados em todo 0 mundo a cada ano. Além disso, a
doenca € transmitida congenitamente e afeta 3.000 ou mais criancas
anualmente. O curso da infec¢ao por sifilis dura muitos anos e pode levar a
uma variedade de apresentagdes clinicas, as quais sao caracterizadas por
quatro estagios.

O estagio priméario de infecgao por sifilis ocorre 10 a 100 dias
depois da infecgao bacteriana, e se caracteriza pelo aparecimento de um ou
mais cancros (ulceras indolores, vermelhas, exangues, tipicamente de menos

de 1 cm de diametro). Os cancros podem aparecer sobre a genitalia ou
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em outra parte sobre o corpo. Um cancro dura 3 a 6 semanas e se cura sem
trataménto, deixando uma pequena cicatriz. As pessoas infectadas sdo con-
tagiosas durante este estagio.

O estagio secundario de infeccdo por sifilis se caracteriza por

lesbes de pele semelhantes a rash que podem cobrir parte do corpo ou todo -

0 corpo. As lesbes de pele sao geralmente indolores e aparecem 1 a 6 me-

ses depois do inicio do um ou mais cancros iniciais. As lesdes de pele po-

“dem se assemelhar a verrugas, pustulas, ou ulceras. Caso néo tratadas, e-

las se curam em 2 a 12 semanas sem cicatrizagdo. Também pode ocorrer
febre, dor de garganta, astenia, perda de peso, dilatagao dos linfonodos, e
perda dos cilios e/ou parte das sobrancelhas durante este estagio de infec-
cdo. Além disso, os sintomas podem progredir para sifilis meningovascular,
a qual se caracteriza por inflamagéao do revestimento do cérebro e da medu-
la espinhal e/ou alteragdes na vasculatura do cérebro. As pessoas infecta-
das também sao contagiosas na fase secundaria.

O estagio seguinte desta doenca é sifilis latente ou o estagio
ocultos. Durante este estagio, a pessoa infectadé parece ter se recuperado e
esta assintomatica. Este estagio dura toda a vida em aproximadamente dois
tercos das pessoas que ndo sdo tratadas para sifilis. Durante o primeiro ano

de laténcia, podem ocorrer recaidas dos sintomas do estagio secundario.

- Exceto durante uma recaidas, as pessoas infectadas ndo sdo contagiosas

durante este estagio latente; no entanto, as criangas nascidas de maes la-

‘tentemente infectadas dentro de quatro anos do aparecimetno do cancro

primario podem contrair sifilis congénita.

A sifilis tardia ou terciaria é o estagio final da infecgdo ndo trata-
da. Este estagio pode ocorrer tdo cedo quanto um ano depois de infecgao ou
a qualquer momento depois disso com 10 a 20 anos sendo 0 mais comum. A
sifilis benigna, caracterizada por lesbes denominadas gomas, pode ocorrer
nos 0ssos, na pele, e nos 6rgaos internos. A morte € rara, mas pode ocorrer
dor e desfiguramento severo. A sifilis cardiovascular se caracteriza por aneu-
rismas aorticos bem como outros problemas cardiovasculares e freqiente-

mente resulta em morte. Pode ocorrer envolvimento neurologico nos esta-
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. gios iniciais da sifilis bem como se manifestar como sintomas de estagios

finais. No ultimo estagio da doenga, a neurossifilis pode ser assintomatica ou

0 paciente pode ter graves problemas neuroldgicos tais como possivel de-

méncia, insanidade, debilitacdo da mobilidade, cegueira, surdez, ou mesmo

morte.

A reacao imune na sifilis énvolve a producao de (i) anticorpos
treponemais, os quais sao especificos para antigenos de T. pallidum, e (i-
i) anticorpos antilipoidais, os quais reconhecem material 'Iipoivdal liberado pe-
las células hospedeiras danificadas, material semelhante a lipoproteina e
possivelménte cardiolipina liberada pelos treponemas. O-esteio da triagem e
do diagnéstico da sifilis € experimentagao sorologica para um ou outro ou
ambos tipos de anticorpos. _ . '

Os testes para anticorpbs antilipoidais (freqientemente denomi-
nados "testes nao treponemais") sao tipicamente baseados em um antigeno
composto de cardiolipina, colesterol e leticina natljrais.' Os testes nao trepo-
nemais amplamente usados (por exemplo, teste VDRL (Venereall Disease -
Research Laboratory) e teste RPR (Rapid Plasma Reagin )) monitoram, ou
microscopicamente (por exemplo, teste VDRL) ou macroscopicamente (por
exemplo, teste RPR), a formagédo de um floculento consistindo em comple-
x0s antigeno-anticorpo. Os testes ndo treponemais tém a vantagem de esta-
rem amplamente disponiveis, serem econémicos e convenientes para reali-
zar em grandes numeros de amostras. Além disso, como os titulos de anti-
corpos antilipoidais diminuem com o tratamento paré sifilis bem-sucedido,
eventualmente desaparecendo na maioria dos pacientes, enquanto os titulos
de anticorpos treponemais permanecem elevados por anos ou mesmo por
toda a vida, os testes nao treponemais sdo considerados a meihor es¢olha
para monitoragdo do tratamento ou experimentacdo para reinfecgao.

Os testes treponemais se baseiam em antigenos derivadoé de
T. pallidum e incluem a aglutinacdo de particulas de T. pallidum (TP-PA), o
teste de anticorpo treponemal fluorescente absorvido (FTA-ABS) e imunoen-
saios enzimaticos. Os testes treponemais sao usadbs essencialmente para

verificar a reatividade em testes nao treponemais. O teste treponemal tam-
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bém pode ser usado para confirmar uma impresséao clinica de sifilis na qual
o teste ndo treponemal é n3o reativo. Os testes treponemais sdo tecnica-
mente mais dificeis, consomem tempo, e sao caros de realizar e ndo podem

ser usados para monitorar tratamento porque o teste permanecera reativo

~ por anos ou por toda a vida em aproximadamente 85% das pessoas tratadas -

para sifilis com sucesso. |

Cada um dos testes de anticorpos descritos acima é realizado
usando uma amostra de soro que é obtida em uma situagéo clinica e envia-
do a um laboratério para analise. Portanto, os resultados 'dos testes tipica-
mente ndo estao disponiveis por varios dias depois da amostra ser coletada.

Devido a frequente dificuldade para rastrear pacientes com DSTs, o desen-

- volvimento de um teste rapido de ponto de atendimento é necessario para

ajudar o clinico a fazer um parecer, preferencialmente no dia da prova.
Dispositivos de imunoensaio (tais como tiras de teste, dispositi-

vos de fluxo direto, ou dispositivos de fluxo lateral), os quais oferecem resul-

tados locais rapidos, estdao disponiveis para testar qualitativametne niveis

séricos de anticorpos treponemais (por exemplo, DiaSys Corporation; ACON
Laborato‘ries, Inc.; Biokit, S.A.; Genix Technology; Standard Diagnostics;
Cortez Diagnostics, Inc.; e Phoenix Bio-Tech Corp). No entanto, testes ana-

logos para anticorpos antilipoidais tém sido mais dificeis de desenvolver no

- minimo em parte porque os antigenos hidrofébicos dos anticorpos antilipoi-

dais (por exemplo, antigenos de VDRL, USR ou RPR, ou c‘ardiolipina) resis-

- tem a fixagao a suportes solidos, os quais sdo um elemento de um dispositi-

vo de imunoensaio.
De acordo com alguns especialistas, a detecgao da sifilis seria

adicionalmente auxiliada por uma combinagdo de um teste nédo treponemal e

“um teste treponemal para fins de triagem e diagnéstico. Esta é uma aborda-

gem defendida pela Organizagdo Mundial de Saude, Treponemal Infections,
Technical Report Series 674, Geneva: WHO, 1982. Um teste facila de usar,
rapido de ponto de atendimento capaz de detectar simultaneamente tanto
énticorpos treponemais quanto ndo treponemais ajudaria a tratar desta ne-

cessidade ha muito tempo existente.
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SUMARIO

Esforgos para desenvolver imunoensaios nao solugao para teste

nao treponemal (ou teste combinado treponemal e ndo treponemal) tém sido

frustrados pela dificuldade de fixar antigenbs especificamente reconhecidos
por anticorpos antilipoidais (referidos como "antigenos lipoidais”), tais como
cardiolipina, antigeno de VDRL, antigeno de USR e semelhantes, é um
subétrato sélido, tal como uma tira de nitrocelulose. Por exemplo, o tamanho
muito pequeno da molécula de cardiolipina resultou em localizagdo insignifi-
cante desta molécula sobre um substrato sélido. Embora o tamanho da mo-
lécula de Cardiolipina possa ser aumentado conjugando cardiolipina a molé-
culas maiores (tais como proteinas), as conjugagdes referidas resultaram na
perda de antigenicidade. da cardiolipina. Mais geralmente, o alto grau de hi-
drofobicidade dos antigenos lipoidais torna dificila ligar os antigenos referi-
dos a muitas superficies sdlidas, tais como nitrogelulose e outras membra-
nas microporosas.

A presente descoberta proporciona uma abordagem para fixar
com seguranga antigenos lipoidais (0s quais sdo compostos de, no minimo,
cardiolipina, fosfatidilcolina (também referida como “lecitina"), e colesterol) a
um soélido substrato (tal como, uma membrana microporosa) ao mesmo tem-
po que mantendo a antigenicidade e a especificidade do antigeno para anti-

corpos antilipoidais. Usando métodos descritos aqui, neste requerimento de

patente, atuaimente é possivel fixar antigeno lipoidal a uma variedade de

suportes soélidos. A capacidade para fixar 0 antigeno lipoidal nesta maneira
possibilita que este seja usado,' por exemplo, em dispositivos de imunoen-
saio para teste rapido local de anticorpos nao treponemais. Em algumas
modalidades, dispositivos de imunoensaio descritos também incoi_poram én-
tigenos de T. pallidum que sdo reconhecidos por anticorpos treponemais, de
tal modo que o dispositivo convenientemente e simultaneamente detecta
tanto anticorpos nao treponemais (isto €, antilipoidais) quanto treponemais |
(isto é, anti-T. pallidum) . » '

Em um exemplo em particular, um antigeno lipoidal compreen-

dendo cardiolipina, lecitina e colesterol € contactado com uma populagéo de
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fragmentos Fab especificds para o antigeno lipoidal para proporcionar um
complexo de antigeno lipoidal-Fab, cujo complexo é prontamente fixavel a
um SUporie sélido, tal como um substrato permeavel de um fluxo direto ou
dispositivo de fluxo lateral. |

Os precedentes e outras caracteristicas e vantagens se tornardo
mais evidentes a partir da seguinte descricao detalhada de varias modalida-
des, a qual prossegue com referéhCia aos desenhos the anexados.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A FIGURA 1 é um rastreamento da absorvéncia a 280 nm do

eluente de uma coluna de Proteina A carregada com IgG purificada digerida

- por papaina. Foi usado um Detector de Absorvéncia/Fluorescéncia 1SCO

UA-5 ajustado para sensibilidade 2 e velocidade de diagrama 1.5 para cole-

- tar os dados. Tampé&o de elutriacdo de glicina foi adicionado a coluna quan-

~ do a absorvéncia a 280 nm do eluente retornou a linha basal depois de elu-

triagao do Pico | _
A FIGUBA 2 mostra uma imagem digital de um gradiente de gel

SDS. Alamedas (1) padrées de peso molecular'(a partir do topo: 203, 135,

83, 41, 31, 17, e 7 kD); (2) precipitado de sulfato de aménio de soro sifilitico
humano; (3) proteinas precipitadas por sulfato de aménio ndo retidas por
Proteina A (pico 1); (4) IgG purificéda por Proteina A precipitado de sulfato de
amoénio (pico 1); (5) IgG purificada por Proteina A antes de digestao por pa-
paina;,(6) IgG purificada por' Proteina A depois de diges’téo por papaina;

(7) proteinas da digestao de 1gG por papaina que ndo foram retidas por Pro-

teina A (pico 1) (predominantemente fragmentos Fab); (8) prbtel'nas retidas
por Proteina A de digestdao de IgG por papaina (incluindo fragmentos Fc); e .
(9) padrbes de peso molecular (a partir do topo: 207, 116, 98, 55, 37, 30, 20

e 7 kD).

A FIGURA 3 mostra uma série de hastes graduadas de nitroce-
lulose preparadas conforme descrito no Exemplo 7. As hastes graduadas
foram pintadas com IgG ou fragmentos Fab ou Fc conforme indicado, e pos-
teriormente mergulhadas em uma solugao contendo Proteina A conjugada a

ouro.
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A FIGURA 4 mostra uma série de hastes graduadas de nitroce-
lulose preparadas conforme descrito no Exemplo 8. As hastes graduadas
foram pintadas com um antigeno de USR revestido com a quantidade indi-
cada de fragmento Fab, e posteriormente mergulhadas em uma solugao
contendo Proteina A conjugada a ouro e soro reativo para sifilis (R) ou soro
nao reativo para sifilis (NR).

A FIGURA 5 é um grafico da ODsgo para misturas de IgG an-

-ti-humana de coelho (Fc) com ouro coloidal como uma fungédo do pH. Con-

forme descrito no Exemplo 9, um pH dtila no qual obter um conjugado de
ouro estavel para estes reagentes € o pH correspondente a menor ODsgo.

A FIGURA 6 é um grafico da ODsgy para misturas de I1gG an-
ti-humana de coelho (Fc) com ouro coloidal como uma fungéao da concentra-
¢do da IgG anti-humana de coelho (Fc) . Conforme descrito no Exemplo 10, -
a concentragdo de proteina que produz a menor ODsgo representa uma con-
centracao utila de IgG anti-humana de coelho (Fc) paré associada com par-
ticulas de ouro. |

A FIGURA 7 mostra uma imagem digital de cinco diferentes
modalidades fisicas de dispositivos de fluxo lateral que poderh ser usados
com os métodos descritos. As modalidades de dispositivos mostrados em

(A), (B)'e' (E) séo configuradas de modo que cada uma pode ser mergulha- -

da, ou parcialmente submersa, na amostra ou em uma solugdo contendo

amostra. As modalidades de dispositivos mostrados em (C) e (D) sao confi-
guradas de modo a receber um \_/olume da amostra (ou uma solugao conten-
do amostra) gota a gota em uma porta de introdugao de amostra.

A FIGURA 8 é uma vista em perspectiva de uma modalidade fi-
sica de um dispdsitivo de fluxo lateral, com uma porgao do estojo desprendi-
da para mostrar os componentes basicos do dispositivo e sda relacao uns
com os outros. |

A FIGURA 9 é uma representacao esquematica de uma modali-
dade de um antigeno lipoidal imobilizado e a captura de um analite de anti-
corpo antilipoidal. '

FIGURA 10 proporciona uma ilustragcao de um dispositivo de flu-
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xo direto tipico para detecg¢8o simultdnea de anticorpos treponemais e nédo
treponemai‘s na sifilis. O dispositivo é configurado para receber um volume
da amostra gota a gota em uma porta de introdu¢ao da amostra (localizada
no centro do dispositivo).

DESCRICAO DETALHADA

l. Introdugéo

Sao descritos aqui, neste requerimento de patente, dispositivos

~de imunoensaio para determinar a presenga e/ou quantidade de um anticor-

po antilipoidal em uma amostra de fluido, tal como soro humano. Os disposi-
tivos referidos incluem um substrato microporoso (tal como nitrocelulose,

néilon, fluoreto de polivinilideno (PVDF), polietersulfona, policarbonato, poli-

_éster, acetato de celulose, ésteres celuidsicos mistos, ou combinagdes dos

mesmos). O substrato inclui, entre outras coisas, uma area de captura antili-

~ poidal na qual é imobilizado um complexo de antigeno lipoidal-anticorpo an-

cora. O complexo referido tem um componente-de anticorpo ancora, o qual é

imobilizado sobre o substrato, e um componente de antigeno lipoidal, o qual

é especificamente ligado por o anticorpo dncora e é deste modo ancorado

ao substrato. O componente de antigeno lipoidal inclui cardiolipina, lecitina e

~ colesterol e pode ser especificamente ligado por anticorpos antilipoidais (tais

como anticorpos de - reagina presentes em sujeitos infectados com
T. pallidum). v
Outras modalidades de dispositivo adicionais incluem uma area

‘de aplicagdo da amostra e um caminho de fluxo da area de aplicacéo da

amostra para a area de captura antilipoidal. A &rea de aplicagao da amostra |
esta em contato continuo do fluido com a area de captura antilipoidal de tal -

modo que uma amostra de fluido disposta na area de aplicagdo da amostra

‘pode fluir através de ou ao longo da merhbrana (por exemplo, por agéo capi-

lar ou fluxo cromatogréfico) para a érea de captura de anticorpo antilipoidal.
A presenca e/ou quantidade de um anticorpo antilipoidal na amostra de flui-
do pode ser detectada por formacao de um complexo entre o anticorpo anti-
lipoidal e o complexo de antigeno lipoidal imobilizado-anticorpo ancora. AL-

guns dispositivos descritos também incluem um bloco absorvente, o qual -
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' esta em contato com a membrana e serve como um reservatorio para a a-

mostra depois de entrar em contato com a uma ou mais areas de captura.

Em exemplos particulares, um dispositivo revelado é um dispositivo de fluxo

lateral ou um dispositivo de fluxo direto.

Em algumas modalidades, o anticorpo ancora é um fragmento

Fab especifico para cardiolipina. Em outros casos, uma pluralidade de frag-

mentos Fab produzidos a partir de imunoglobulinas isolado de um ou mais

sujeitos infectados com T. pallidum servem como anticorpos ancora. Algu-

mas modalidades de dispositivo incluem um antigeno lipoidal que é um anti-
geno de U.SR, um antigeno de VDRL, ou um antigeno de VDRL sintético.
Em alguns casos (por exemplo, para um dispositivo de fluxo direto), um
substrato (tal como uma membrana de nitrocelulose) tem um tamanho de
poro de cerca de 0,2 um a cerca de 8 um. Em outros casos (por exemplo,
para um dispositivo de fluxo 'lateral), um substrato (tal como uma membrana
de nitrocelulose) tem um tamanho de poro até cerca de 12 um. Em ainda
outras modalidades de'di_sposit_ivo, a area de captura de anticorpo antilipoidal -
compreende uma ou mais linhas, as quais, em alguns exemplos, podem ter
uma largura de cerca de 8 mm a cerca de 15 mm.

Em dispositivos tipicos, o complexo de antigeno lipoidal-
anticorpo ancora é imobilizado sobre a membrana por um método envolven-
do (a) contactar o antigeno lipoidal com um ou mais anticorpos ancora espe-
cificos para no minimo um entre cardiolipina, lecitina, ou colesterol para for-
mar o complexo de antigeno lipoidal-anticorpo ancora; e (b) aplicar o com-
plexo de antigeno Iipoidal-anticofpo ancora a membrana. Em exemplos mais
especificos, o complexo de antigeno lipoidal-anticorpo ancora é imobilizado
sobre a membrana por um método envolvendo (i) imobilizar um anticorpo
ancora especifico para no minimo um entre cardiolipina, lecitina, ou coleste-
rol sobre a membrana; (i) bloquear sitios de ligagdo nao especificos sobre a
membrana; (iii) contactar o anticorpo ancora imobilizado com antigeno lipoi-
dal para formar um complexo de antigeno lipoidal-anticorpo ancora; e
(iv) lavar a membrana para remover qualquer antigeno lipoidal nao ligado.

Exemplos descritos do dispositivo proporcionam um anticorpo
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ancora ligado a um epitope que oc'orr,e naturalmente em um componente do
antigeno »Iipoi'dal (por exemplo, cardiolipina ou colesterol) e ndo a um grupo
derivado introduZidQ no antigeno para os fins de proporcionar um sitio de
ligagao para o anticorpo ancora. Por exemplo, o anticorpo ancora nio liga a
um componente do antigeno lipoidal biotinilado (tal como lecitina ou cardioli- -
pina biotinilada).

Em algumas modalidades, um dispositivo de imunoensaio reve-

~lado inclui adicionalmente uma area de captura treponemal tendo ou (a) um

antigeno treponemal imobilizado capaz de ser éspecificamente ligado por
um anticorpo anti-T. pallidum, ou (b) um anticorpo anti-T. pallidum imobiliza-

do que liga especificamente um antigeno treponemal movel. Nestas modali-

. dades, uma amostra de fluido aplicada na area de aplicagao da amostra po-

de fluir através de ou ao longo da membrana para a area de captura de anti-

~ corpo antilipoidal e para a area de captura treponemal.

Também descritos aqui, neste requerimento de patente, sdo

dispositivos de fluxo lateral para determinar a presenca e/ou quantidade de

um anticorpo antilipoidal em uma amostra de fluido. Estes dispositivos tipi-
camente incluem uma area de aplicagdo da amostra e uma area de captura
de- anticorpo antilipoidal isolada na qual é proporcionado um complexo de
anticorpo ancora imobilizado-antigeno lipoidal cujo complexo tem uma afini-
dade de ligagao especifica para um anticorpo antilipoidal de fase movel.

Qualquer liquido (tais como uma’ amostra biolégica de fluido) aplicado na

~area de aplicagdo da amostra flui ao longo de um caminho de fluxo da area

de aplicagdo da amostra para a area de captura de anticorpo antilipoidal. O |
caminho de fluxo pode continuar para um bloco absorvente a jusante asso--

ciado com o dispositivo de fluxo lateral, o qual age, no minimo em parte, co-

.mo um reservatoério liquido. A formacao de um complexo entre o anticorpo

antilipoidal e o complexo de antigeno lipoidal imobilizado pode ser detectada
para determinar a presenga e/ou quantidade de o anticorpo antilipoidal em
uma amostra de fluido.

| Em algumas modalidades do dispositivo de fluxo lateral, um blo-

co de conjugado é colocado no caminho de fluxo da area de aplicacdo da-
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amostra para a area de captura de anticorpo antilipoidal. O bloco de conju-
gado inclui um reagente detector mével ou mobilizavel para um anticorpo
antilipoidal, de tal modo que o fluxo de liquido através do bloco move o rea-
gente detector para a &rea de captura de anticorpo antilipoidal. A formagédo
de um complexo entre o reagente detector, anticorpo antilipoidal, e o com-

plexo de anticorpo &ncora-antigeno lipoidal proporciona um indicador visivel

ou detectavel de modo diverso da presenca do anticorpo antilipoidal em uma

‘amostra biolégica. Em modalidades alternativas, o reagente detector ndo é

suprido em um bloco de conjugado, mas ao invés é aplicado & membrana
microporosa, por exemplo de um frasco de revelador.

Exemplos de um reagente detecfor incluem uma Proteina A
marcada, Proteina G, ou anticorpo anti-humano, em que a etiqueta é urha ou
mais de uma enzima, particula de ouro coloidal, particula de latex colorida,
particula de prata adsorvida a proteina, particula de ferro adsorvido a protei-
na, particula de cobre adsorvido a proteina, partiéula de selénio adsoNido a
proteina, particula de enxofre adsorvido a proteina, particula de télurio ad-
sorvido a proteina, particula d'e carbono adsorvido a proteina, ou saco de
corante acoplado a proteina.

Algumas modalidades do dispositivo de fluxo lateral também in-
cluem uma area de captura treponemal no caminho de fluxo da érea de apli-

cagao da amostra. A area de captura treponemal referida pode incluir, por

~exemplo, um antigeno treponemal imobilizado tendo uma afinidade de Iiga-

cao para um anticorpo anti-T. pallidum moével du um anticorpo an-
ti-T. pallidum imobilizado tendo uma afinidade dé ligacao para um organismo
de T. pallidum mével ou antigeno de T. pallidum. O dispositivo de fluxo late-
ral também pode ter um réagente detector mével ou mobilizével'especin’fico
para o anticorpo treponemal no bloco do conjugado O reagente detector
para o anticorpo treponemal pode estar no mesmo ou em um bloco dvferente
do reagente detector para o anticorpo antilipoidal. Em modalidades particula- |
res, um reagente detector especifico para um anticorpo anti-T. pallidum
compreende Proteina A conjugada a ouro, Proteina G Fc-especifica conju-

gada a ouro, ou anticorpo anti-humano conjugado de ouro (porgdo Fc). Em
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outras modalidades, uma area de captura treponemal pode incluir um anti-
corpo anti-treponemal para captura de um antigeno treponemal mével pre-
sente em uma amostra de fluido. Em tais modalidades, um reagente detector

para o antigeno treponemal mdvel pode ser um anticorpo anti-antigeno tre-

~ ponemal marcado com ouro.

Os dispositivos de imunoensaio descritos (por exemplo, disposi-

tivo de fluxo direto ou de fluxo lateral) podem ser usados em métodos para

detectar anticorpos antilipoidais e/ou diagnosticar sifilis em um sujeito apli-

cando uma amostra bioldgica (tal como, sangue, soro, exudado de ulcera de
pele, urina, saliva, ou escarro) de um sujeito a um dispositivo revelado e de-

tectando a formagéo de um complexo entre o anticorpo antilipoidal, o com-

~ plexo de anticorpo ancora-antigeno lipoidal, e um reagente detector de anti-

corpo antilipoidal na area de captura. A detecgéo da formagéo do complexo
na area de captura detecta um anticorpo antilipoidal associado com infeccédo

por T. pallidum ou a doenca sifilis. Nestas modalidades nas quais o disposi-

“tivo inclui um bloco de conjugado no caminho de fluxo da area de aplicacao

da amostra para a area de captura de cardiolipina, o complexo detectado
inclui o detector mével ou mobilizavel. Em outras modalidades nas quais o
reagente detector é aplicado ao dispositivo a partir de uma fonte externa, o
complexo detectado inclui o detector aplicado externamente. Em algumas
modalidades, um reagente detector é Proteina A marcada, Proteina G Fc-
especifiéa, ou anticorpo anti-humano. |

Em modalidades particularmente vantajosas do método, o dis-

positivo revelado é capaz de detectar tanto os anticorpos antilipoidais (os

quais, por exemplo, sdo um indicador de infecgdo ativa) quanto anticorpos
anti-treponemais (0s quais, por exemplo, verificam a reatividade do teste nao

treponemal). Nestas modalidades do dispositivo as quais incluem o antl’gend

treponemal, o método inclui detectar a formagcdo de um complexo entre o

anticorpo anti-T. pallidum, o antigeno treponemal imobilizado, e um reagente

detector na area de captura. Conforme com o reagente detector usado para

anticorpos antilipoidais, 0 reagente detector para os anticorpos treponemais

podem ser proporcionados sobre o dispositivo ou aplicados a partir de uma
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" fonte externa.

Também s&o descritos aqui, neste requerimento de patente, mé-
todos para imobilizar cardiolipina> imunorreativa sobre um suporte sélido (tal
como, nitrocelulose). Os métodos referidos}envolvem (a) contactar um anti-
geno lipoidal, compreendendo cardiolipina"imunorreativa, com um ou mais
anticorpos especificos a no minimo um componente do antigeno lipoidal pa-
ra formar um complexo de antigeno lipoidal-anticorpo; e (b) aplicar o com-
plexo de antigeno Iipoidal-anticorpo a um suporte sdélido; em que a aplicagao
do complexo de antigeno lipoidal-anticorpo ao suporte sélido imobiliza a car-

diolipina imunorreativa sobre o suporte sélido. Em exemplos particulares, o

| antigeno lipoidal é um antigeno de USR, um antigeno de VDRL, ou um antf—

geno de VDRL sintético. Em outros exemplos, o anticorpo € um fragmento
de anticorpo que nao reagira substancialmente com Proteina A, Proteina G
Fc-especifica, ou anticorpo ahti-humano (porgao Fc) (tal como, um fragmen-
to Fab). Em ainda outros exemplos, o anticorpo € isolado do soro de um su-
jeito infectado com T. pallidum ou inoculado com T. pallidum. |
Outros métodos tipicos para imobilizar cardiolipina imunorreativa
sobre um suporte sélido, envolvem (a) imobilizar um ou mais anticorpos es-
pecificos para cardiolipina, lecitina e/ou colesterol sobre um suporte sélido;
(b) bloquear sitios de ligagao ndo especificos sobre o suporte solido; (c) apli-
carum antigeno lipoidal, compre'endéndo cardiolipina imunorreativa, lecitina
e/ou colesterol, ao suporte sélido para formar complelxos" de antigeno lipoi-
dal-anticorpo imobilizado; e (d) Iavar 0 suporte séiido para remover qualquer
antigeno lipoidal que € nao ligado especificamente por um ou mais anticor-
pos imobilizados. » ,
Também descritos aqui, neste requerimento de patente, sao kits
para o diagnostico de sifilis. Estes kits incluem um dispositivd revelado (tal
como um dispositivo de fluxo direto ou de fluxo lateral) e instrugbes para a-
plicar a amostra biolégica a area de aplicacdo da amostra ou do dispositivo.
O kit também pode incluir instrugdes para interpretar resultados do teste.
Os diSpositivos descritos também podem ser usados em méto-

dos para diagnosticar lipus em um sujeito analisando uma amostra biolégica
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do sujeito, aplicando a amostra biolégica ao dispositivo e detectando a for-
macgao de um complexo entre o anticorpo antilipoidal, o complexo de anti-
Corpo éncbra-antigeno lipoidal, e um reagente detector na area de captura. A
detecgao da formagao do complexo na area de captura detecta um anticorpo
antilipoidal associado com ldpus. Em alguns casos, um ou mais co-fatores .
(tais como Po-glicoproteina I) estdo presentes (tal como, adicionados a uma

amostra) para a detecgéo de lupus.

1. Abreviagbes e Termos
Ab anticorpo
HPLC cromatografia liquida de alta presséao
LFD Dispositivode fluxo lateral
PEG polietileno glicol
PVA  4lcool polivinilico
PVDF fluoreto de polivinilideno
| PVP polivinila pirrolidona
SDS dodecila sulfato de sédio
USR recuperacéo de soro ndo aquecido

A menos que mencionado de modo diverso, os termos téc;nicos

- s&do usados de acordo com a utilizagdo convencional. Definicbes de termos

comuns em biologia molecular podem ser encontradas em Benjamin Lewin,

. Genes V, publicado pela Oxford University Press, 1994 (ISBN 0-19-854287-

9); Kendrew et al. (eds.), The Encyclopedia of Molecular Biology, publicado

- pela Blackwell Science Ltd., 1994 (ISBN 0-632-02182-9); e Robert A. Meyers

(ed.), Molecular Biology e Biotechnology: a Comprehensive Desk Reference,
publicado pela VCH Publishers, Inc., 1995 (ISBN 1-56081 569 -8).
De modo a facilitar a revisdo das varias modalidades da invengdo, sdo pro-

procionadas as seguintes expllcagoes de termos especificos:

Analite: Um alvo, tal como um atomo, molécula, grupo de moléculaé ou
composto de origem natural ou sintética (por exemplo, farmaco, hormonio,
enzima, antigeno de fator de crescimento, anticorpo, hapteno, lectina, apo-
proteina, ou'cofator) que deve ser detectado ou medido que é capaz de ligar

especificamente a antigenos lipoidais imobilizados descritos aqui, neste re-
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' querimento de patente. Analites podem incluir, mas nao estéao limitados a

analites bioldgicos, anticorpos, farmacos, horménios, antigenos, haptenos,
lectinas, apoproteinas, ou cofatores. Em algumas modalidades, o analite

inclui anticorpos, tais como anticorpos antilipoidais (por exemplo, anticorpos

' vanti-cardiolipina), produzidos em resposta a infec¢ao por T. pallidum. Em

outras modalidadés, o analite inclui anticorpos antilipoidais produzidos em
resposta a qualquer de (i) uma doenca autoimune, tal como lupus, (i) varios
disturbios trombéticos venosos e arteriais, inclusive enfarte cerebral, (ii-
i) trombose venosa profunda, (iv) trombocitopenia

Anticorpo: Uma proteina consistindo em um ou .mais polipeptideos subs-

~ tancialmente codificados por genes de imunoglobulina ou fragmentos de ge-

nes de imunoglobulina. Os genes de imunoglobulina reconhecidos incluem
0s genes das regides constantes kappa, lambda, alfa, gama, delta, épsilon e
mu, bem como a miriade de genes de regides va_riéveis de imunoglobulina.
Cadeias leves sao classificadas como ou kappa ou lambda. Cadeias pesa-
das sdo classificadas como gama, mu, alfa, delta, ou épsilon, as Cjuais por
sua vez definem as classes de imunoglobulinas, IgG, IgM, IgA, IgD e IgE,
respectlvamente

A unidade estrutural de |munoglobullna bésica (anticorpo) geral-
mente € um tetramero. Cada tetramero é composto de dois pares idénticos
de cadeias de polipeptideos, cada par tendo uma cadeia "leve" (cerca de 25 |
kD) e uma "pesada” (cerca de 50-70 kD). O N-término de cada cadeia define
uma regiao variavel de cerca de 100 a 110 ou mais aminoacidos essencial-
mente responsaveis por reconhécimento antigénico. Os termos "cadeia leve

variavel" (VL) e "cadeia pesada variavel" (VH) se referem, respectlvamente a

~ estas cadeias leves e pesadas.

Anticorpos sao produzndos naturalmente em plantas e anlmals
em resposta a-antigenos apresentados ao sistema imune. Anticorpos produ-
zidos naturalmente  podem ser encontrados, por exemplo, no soro de um
animal. Por exemplo, uma pessoa infectada com T. pallidum tipicamente
produzira anticorpos no minimo contra antigenos de T. pallidum e anticorpos

contra material lipoidal que resulta da infecgdo treponemal (por exemplo,
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anticorpos antilipoidais), por exemplo, de células hospedeiras danificadas
pela infecgéo;

Anticorpos podem existir como imunoglobulinas intactas ou co-
mo uma série de fragmentos bem caracterizados pfoduzidos por digestao
com varias peptidases ou por métodos de DNA recombinante. Fragmentos
de anticorpos tipicos incluem, por exemplo, Fab, Fab’, F(ab’),, Fv, Fd, dAb,

regides determinantes de complementaridade (CDRY), e anticorpos de cadeia

unica (scFv). Um fragmento Fab é um ffagmento monovalente consistindo
nos dominios VL, VH, CL e CH1; um fragmento F(ab’), é um fragmento biva-
lente compreendendo dois fragmentos Fab encadeados por uma ponte dis-
sulfetvo na regiao de articulagao; um fragmento Fd consiste nos dominios _VH
e CH1; um fragmento Fv consiste dos dominios VL e VH de um unico brago
de um anticorpo; e um fragmento dAb consiste em um dominio VH (vide, por
exemplo, Ward et al.,, Nature, 341. 544-546, 1989; Fundamental Immuno-
logy, W. E. Paul, ed., Raven Press, N.Y., 1993).

Apesar de alguns fragmentos de ahticorpos serem definidos em
termos da digestdo de um anticorpo intacto, seré reconhecido que fragmen-
tos Fab ou outros fragmentos de anticorpos podem ser sintetizados de novo
ou-quimicame'nte ou utilizando m_etodolOgia de DNA recombinante. Portanto,
o termo anticorpo conforme usado aqui, neste requerimento de patente,
também inclui fragmentbs de anticorpos ou produzidos pelva modificagao de
anticorpos inteiros ou sintetizados de novo usando metodologias de DNA
recombinante. | '

Antigeno: Um composto quimico ou bioquimvico, compbsigéo, estrutura, de-
terminante, antigeno ou porgéo do mesmo que pode estimular a produgao:
de anticorpos ou uma respdsta de célula_s T em um animal, incluindo compo-
sicbes que sdo injetadas ou absorvidas em um animal. Um antigeno reagé
com os produtos de imunidade humoral ou celular especifice, incluindo as
induzidas por imunogénios heterélogos. O termo "antigeno" inclui todos os
epitopes antigénicos relacionados.

Soro hiperimune [Antigeno-especifico] : Anti-soro policlonal tendo especi-

ficidade para um antigeno em particular (tal como, um antigeno lipoidal e/ou
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* cardiolipina), cujo anti-soro € produzido em um sujeito em resposta a ataque

repetido (por exemplo, por inje¢ao, infec¢cao ou outra via) com o antigeno de
interesse (ou um organismo ou outra composicao contendo ou produzindo o

antigeno de interesse).

' ‘Anticorpo antilipoidal: Um anticorpo (tal como IgM ou IgG) tendo especifi-

cidade para um antigeno lipoidal (vide abaixo). Em alguns casos, anticorpos
antilipoidais sao produzidos pelo sistema imune de um sujeito (tal como um
ser humano) em resposta a um ‘estado de doencga, tal como uma infecgao
microbiana (por exemplo, bacteriana). Por exemplo, este termo contempla
anticorpos‘ antilipoidais produzidos em consequéncia de infecgao por
T. pallidum. Embora néo limitado pela teoria, imagina-se que anticorpos anti-
lipoidais em sujeitos infectados com T. pallidum séo produzidos em conse-

quéncia de lipideos liberados de células hospedeiras e/ou material seme-

~ Ihante a lipoproteinas e possivelmente cardiolipina liberada por treponemas.

Anticorpos antilipoidais também podem ser produzidos em resposta a doen-
cas ndois, incluindo, por exemplo (i) uma doenga autoimune, tal co‘mo lGpus
(Harris et al., Clin. Rheum. Dis., 11:591-609, 1985), (ii) varios disturbios’
trombéticos venosos e arteriais, incluindo enfarte cerebral (Harris et al.,. Clin.
Exp. Rheumatol., 2:47-51, 1984), (iii) trombose venosa profunda (Mueh et
al., Ann. Intern. Med., 92:156-159, 1980), (iv) trombocitopenia (Harris et al.,
Clin. _Flheum. Dis., 11:591-609, 1985), (v) embolismo pulmonar (Anderson e
Ali, Ann. Rheum. Dis., 43:760-763, 1984), ou (vi) perda fetal recorrente com

~ enfarte placentério (Derue et al., J. Obstet. Gynaecol., 5:207-209, 1985). An-

ticorpos antilipoidais encontrados em doencas nao treponemais podem ligar
especificamente um antigeno lipoidal na presenga de um ou mais co-fatores
(tais como Bo-glicoproteina I). '

~ Anticorpos antilipoidais para uso em algumas modalidades dos
métodos e composicdes (por exemplo, dispositivos) descritos aqui, neste
requerimento de patente, pode ser de qualquer origem, mas freqientemente |
serdao encontrados no soro de um suijeito. ,
Afinidade de ligacdo: Um termo que se refere & forga de ligagdo de uma

molécula a outra em um sitio sobre a molécula. Se uma molécula em parti-
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cular ligara a ou especificamente associard com outra molécula em particu-
lar, diZ-se qué estas duas moléculas apresentam afinidade de ligagao uma
pela outra. A afinidade de ligagdo esta relacionada com a constante de as-
sociagao e constante de dissociagdo por um par de moléculas, mas nao é
crucial para a invengao que estas constantes sejam medidas ou determina- -
das. Ao invés, afinidades conforme usado aqui, neste requerimento de pa-

tente, para descrever interagdes entre moléculas dos métodos e dispositivos

- descritos sdo geralmente afinidades aparentes (a menos que especificado

de modo diverso) observadas em estudos empiricos, os quais podem ser

usados para comparar a for¢a relativa com a qual uma molécula (por exem-

- plo, um anticorpo ou outro parceiro de ligagao especifico) ligara duas outras

moléculas (por exemplo, um analite € um conjugado analite-tragador). Os
conceitos de afinidade de ligagao, constante de associagcao e constante de
dissocia¢ao sao de conhecimento geral.

Amostra Bioldgica: Qualguer amostra que pode ser obtida diretamente ou

‘indiretamente de um sujeito, inclusive sangue total, plasma, soro, lagrimas,

rhuco, saliva, urina, fluido pleural, fluido espinal, fluido gastrico, suor, sémen,
secreg¢ao vaginal, escarro, fluido de ulceras e/ou outras erupgdes superficiais
(tais como bollhas, ou abscessos), fluido amnidtico, fluido sinovial, fluido ce-
rebroespinal, e/ou extratos de tecidos, células ou érgdos. A amostra bioldgi-
ca também pode ser uma amostra de pesquisa laboratorial tal como um so-

brenadante da cultura celular. A amostra é coletada ou obtida usando méto-

~dos de conhecimento geral daqueles versados na técnica.

Area de Captura: Uma regido de um dispositivo de imunoensaio (tal como‘
um dispositivo de fluxo direto_bu um dispositivo de fluxo lateral) onde um re-
agente de captura (tal como um complexo de anticorpo ancora-antigeno li-
poidal) é imobilizado. Um dispositivo de imunoensaio pode ter mais de uma
area de captura, por exemplo, uma "area de captura primaria," uma "area
de captura secundaria," e assim por diante. Freqlientemente um reagente
de captura diferente sera imobilizado nas areas de captura primaria, secun-
daria, ou diversa. Multiplas areas de captura pode ter qualguer orientacao

com respeito umas as outras sobre o substrato; por exemplo, uma area de
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- captura primaria pode ser distal ou proximal a uma area de captura secunda-

ria (ou diversa) e vice-versa. Alternativamente, uma area de captura primaria
e uma area de captura- secundaria (ou diversa) podem ser orientadas per--'
pendicularmente uma a outra de tal modo que as duas (ou .mais) areas de
captura formam uma cruz ou um sinal de mais ou outro simbolo.

Area de Captura de Anticorpo Antilipoidal: Uma area de captura em que

um antigeno capaz‘ de ser especificamente ligado por um anticorpo antilipoi-

dal (tal como um complexo de antigeno lipoidal-anticorpo ancora) é imobili-

zado como o reagente de captura.

Conjugado: Quando usado na forma de verbo, o termo "conjugado” significa

‘a ligacdo de uma molécula (por exemplo, Proteina A, Proteina G, ou anticor-

po de IgG anti-humana (Fc)) a outra molécula (por exemplo, ouro coloidal). A
ligacao referida pode envolver interagdes covalentes ou néo covalentes (tais
como eletrostaticas ou diverSas) entre os componentes do conjugado. A li-
gacao referida pode ser realizada por meios quirhicos; quer com ou sem o
uso de um grupo de ligagéo. Quando usado na forma de substantiVo, o ter-
mo "conjugado” significa um complexo molecular acoplado formado por con-
jugagao. | '

Detectar ou Deteccao: Refere-se a determinar quantitativamente ou quanti-
tativamente a presenga do um ou mais analites sob investigagéo (por exem-
plo, anticorpos antilipoidais e/ou anticorpos anti-T. pallidum ou antigenos
treponemais). "Detectar a Formacao de um Complexo“v se refere a detec-
tar um complexo compreendendo um reagente detector por qualquer metodo
adequado para observar a etiquéta particuiar associada com o reagente de-
tector; por eiemplo, observacéao visual de uma etiqueta colorida (ou vi_sivel
de modo diverso), medicao ou detecgao visual de uma etiqueta fluorescente,
quimiluminescente ou radioativa. ' |
Reagente Detector (ou Agente de Deteccao): Um reagente (ou séri.e de
reagéntes) que permite a detecgéao especifico de um complexo entre um a- |
nalite (tal como um anticorpo antilipoidal) e um reagente de captura (tal co-
mo complexos de anticorpo ancora-antigeno lipoidal). Descricdo adicional de

reagentes detectores e reagentes detectores tipicos especificos sao propor-
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cionados abaixo.

Emulséo:_ Uma mistura de dois fluidos imisciveis nos quais uma fase esta
presente como uma dispersao coloidal na outra fase, a qual é referida como
a fase continua, dispersante ou solvente. Algumas emulsdes prontamente se
separardao quando forem deixadas em repouso impassivel. Outras emulsdes
podem permanecer misturadas por extensoes de tempo consideraveis.
Epitope (ou determinante antigénico): Um local sobre a superficie de um
molécula de antigeno & qual uma molécula de anticorpo liga; geralmente um
antigeno tem varios ou muitos diferentes determinantes antigénicos e reage
com anticorpos de muitras especificidades diferentes. Um "epitope exdge-

no" é um epitope que nao é encontrado naturaimente em molécula de anti-

. geno de interesse e o qual é tipicamente adicionado a molécula de antigeno

para servir como um sitio de ligacdo para um anticorpo especifico para (ou
outro parceiro de ligagao especifico de) o epitope exdégeno. Uma molécula

de antigeno pode ser modificada quimicamente ou de modo diverso para

incluir um epitope exégeno. Por exemplo, uma molécula de antigeno pode

ser biotinilada (isto &, derivada com biotina) deste modo produzindo um epi-
tope de biotina exégeno que pode ser ligado especificamente por um anti-
corpo anti-biotina ou outro parceiro de ligagdo biotina-especifico (tal como,

avidina ou estrepavidina). Em algunas casos, um epitope exdégeno € uma

- "etiqueta de epitope." Etiquetas de epitopes incluem sequéncias de pepti-

deos (tipicamente menos de cerca de 15 aminoacidos, mas podem ser

- mesmo sequéncias de proteina de extensao total) as quais um anticorpo

pode ligar especificamente. Etiquetas de epitopes comumente conhecidas |
incluem hexa-His, octa-His, FLAG, HA, e numerosas outras.
Imunogenicidade: A propr'viedade de ser capaz de provocar uma resposta:
imune dentro de um organismo. Por exémplo, cardiolipina retém imunogeni;
cidade quando um anticorpo antilipoidal tem a capacidade de ligar um epito-
pe presente na cardiolipina. |

Etiqueta: Qualquer molécula ou composi¢ao ligada a um analite, analogo de
analite, reagente detector, ou parceira de ligacdo que é detectavel por'. meios

espectroscépicos, fotoquimicos, bioquimicos, imunoquimicos, elétricos, &ti--
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* €0s ou quimicos. Foram descritos exemplos de etiquetas, incluindo enzimas,

particulas de ouro coloidal, particulas de latex coloridas (Patentes dos Esta-
dos Unidos Nos. 4.275.149; 4.313.734; 4.373.932; e 4.954.452, cada uma
incorporada por meio de referéncia aqui, neste requeri‘mehto de patente).
Exemplos adicionais de etiquetas L’Jteis_ incluem, sem limitagdo, isétopos ra-
dioativos, co-fatores, aglutinantes, agentes quimilumihescentes ou fluores-

centes, particulas de prata adsorvidas a proteina, particulas de ferro adsor-

vidas a proteina, particulas de cobre adsorvidas a proteina, particulas de

selénio adsorvidas a proteina, particulas de enxofre adsorvidas a proteina,

particulas de telurio adsorvidas a proteina, particulas de carbono adsorvidas

~a proteina, e sacos de corante acoplados a proteina. A fixacdo de um com-

posto. (por exemplo, um reagente detector) a uma etiqueta pode ser através
de liga¢des covalentes, processos de adsorgao, ligagdes hidrofdbicas e/ou
eletrostaticas, como em quélatos e semelhantes, ou combinacbes destas
ligacdes e interacdes e/ou pode envolver um grupb de ligacao. _
Antigeno Lipoidal: Um antigeno incluindo (mas nao limitado a) cafdiolipina, '
lecitina e colesterol que € capaz de ser especificamente ligado por anticor-
pos antilipoidais. A natureza da cardiolipina, da lecitina e do colesterol con-
forme contemplado pelo termo "antigeno lipoidal" é discutida em detalhes
alhures no relatério descritivo. 7
Membrana microporosa: Uma pelicula ou estrutura fina tendo poros de ta-
manhb microscopico. Membranas microporosas no minimo permitem que
fluidos e analites soluveis passem ao longo ou através da membrana, por
exemplo, por agao capilar. As membranas sao feitas de uma ampla varieda-
de de materiais ou compostos de materiais, incluindo, por exemplo, polieter-
sulfona, nailon, policarbonato, poliéster, acetato de celulose, ésteres celuld-
sicos mistos, fluoreto de polivinilideno, e/ou nitrocelulose. Tamanhos de po-
ros adequados nao limitantes podem ser até cerca de 0,22 micron, de cerca
de 0,22 micron a cerca de 0,45 micron, de cerca de 0,22 micron a cerca de |
0,65 micron, de cerca de 0,22 micro a cerca de 0,8 micron, de cerca de 0,22
micron a cerca de 1,2 micron, de cerca de 0,65 micron a cerca de 3 micra,

de cerca de 0,65 micron a cerca de 5 micron, de cerca de 0,65 micron a cer-
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ca de 8 micra, de cerca de 5 micra a cerca de 10 micra, ou de cerca de 5
micra a cerca de 20 micra. Em casos particulares, o tamanho de poro pode
ser cerca de 0,22 micron, cerca de 0,45 micron, cerca de 0,65 micron, cerca

de 0,8 micron, cerca de 1,2 micron, cerca de 3 micra, cerca de 5 micra, cer-

~ ca de 8 micra, cerca de 10 micra, ou cerca de 20 micra. Qualquer membrana -

conhecida por aqueles versados na técnica adequada para dispositivos de
fluxo lateral ou de fluxo direto é prevista como estando dentro do escopo do
termo "membrana microporosa.” |

Proteina A e Proteina G: Proteina A é uma proteina isolada do Staphylo--
coccus aureus. Proteina G é uma proteina isolada de uma Streptococcus
species. Ambas as proteinas tém sitios de ligagdo para a porgao Fc da IgG
de mamifero. A Proteina G nativa também contém sitios de ligagao para al-
bumina, a regiao Fab de Igs, e regides de Iigagéo de membrana, as quais
podem levar a ligagdo nao especifica; no entanto, Proteina G recombinante

foi produzida para eliminar a albumina, Fab, e sitios de ligacao de membrana

ao mesmo tempo que retendo o sitio de ligacdo de Fc, o que o torna especi-

fico para a porgcéao Fc de 1gG. Conforme usado aqui, neste requerimento de

patente, "Proteina G" se refere a forma recombinante Fc-especifica de Pro-

| teina G (também referida como "Proteina G Fc-especifica”).

Parceiro de ligacao especifico (ou parceiro de ligagao): Uma molécula
ou composicao capaz de reconhecer e ligar a um aspecto estrutural especi-

fico de outra molécula ou composicao. Pares tipicos de parceiros de ligacdo

- especificos incluer'n‘ antigeno/anticorpo,  hapteno/anticorpo, hormé-

nio/receptor, flamento de acido nucléico/filamento de acido nucléico com-
plementar, s_ubstrato/en_zima, inibidor/enzima, carboodrato/lectina, bioti-

na/(estrept)avidina, e virus/receptor celular.

A expressao "liga especificamente a" se refere a capacidade de uma primei-

ra espécie molecular (tal como um anticorpo) para ligar preferencialmente a

uma segunda espécie molecular (tal como um antigeno reconhecido pelo

anticorpo) em comparagdo com outra espécie molecular ndo especifica. Por

conseguinte, a expressao "capaz de ser especificamente ligada por" se refe-

re a capacidade de uma primeira espécie molecular (tal como um antigeno)
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* para ser preferencialmente reconhecida e ligada por uma segunda espécie

molecular (tal como um anticorpo especifico para o antigeno) em compara-

¢ao com outra espécie molecular nao especifica.

Sujeito: Organismos multi-celulares vivos, incluindo organismos vertebra-

dos, uma categoria que inclui tanto mamiferos humanos quanto ndo huma-

nos.
A menos que explicado de modo diverso, todos os termos técni-

cos e cientificos usados aqui, neste requerimento de patente, tém o mesmo

significado conforme entendido comumente por uma pessoa de conhecimen-
to regular da técnica a qual pertence esta invengdo. Os termos singulares

oo

um,” "uma,” e "o0", "a" incluem referentes plurais a menos que o contexfo
indique claramente de modo diverso. Similarmente, a palavra "ou" pretende
incluir "e" a menos que o contexto indique claramente de modo diverso. Por-
tanto "compreendendo A ou B" significa "incluindo A ou B," ou "incluindo A e
B." Adicionalmente deve ser entendido que todos os valores de peso mole-
cular ou massa molecular sdo aproximados e sao proporcionados:somente
para descricdo. Métodos e materiais adequados usados na pratica ou na’
experimentagéo do assunto em questao revelado sao descritos abaixo; no
entanto, os materiais e métodos referidos sdo somente ilustrativos e néo pre- -
tendeem ser limitantes. Também podem ser usados métodos e materiais
similares ou equivalentes aos descritos aqui, neste requerimento de patente.
Todaé as publicagdes, requerimentos de patente, patentes, e outras referén-
cias mencionadas aqui, neste requerimento de patente, s@o incorporadas
por meio de referéncia em sua totalidade na extensio permitida pelos regu-
lamentos aplicaveis. No caso de conflito, a presente especificagdo, incluindo
explicagcdes de termos, controlara.

. Antigeno Lipoidal

Um antigeno lipoidal é qualquer antigeno contendo (sem limita-

¢ao) cardiolipina, lecitina e colesterol, cujo antigeno é capaz de ligar especi- |
ficamente um anticorpo antilipoidal. Em alguns exemplos, um antigeno lipoi-
dal liga especificamente um anticorpo antilipoidal (por exemplo, um anticorpo

anti-cardiolipina) presente em um sujeito infectado com T. pallidum (tal co-
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mo, um ser humano). Antl’genos lipoidais compreendendo cardiolipina (CL),
lecitina (L)'e colesterol (Ch) forem usados por muito tempo em provas de
so|u¢éo para detectar anticorpos antilipoidais no soro (vide, por exemplo, a
discussao anterior de "testes nao treponemais" para diagndstico de sifilis).
Antigenos lipoidais contendo CL/L/Ch especificos tipicos previamente usa- -
dos em provas de solugéo incluem os antigeno de VDRL, RPR, e USRs co-

mumente conhecidos (por exemplo, Teste de La&mina de VDRL (Venereal

~ Disease Research Laboratory), em: Larsen et al. (ed.), A Manual of Tests for

Syphilis, 9th Edition, Washington D.C.:American Public Health Association,
1998, pp. 157-178; Pettit et al., "Unheated serum reagin [USR] test as a
quantitative test for syphilis," J. Clin. Microbiol., 15(2): 238-242, 1982), e

~uma forma sintética do antigeno de VDRL ("VDRL sintético") descrita por

Castro et al. (Clin. Diagn. Lab. Immunol., 7(4):658-661, 2000). Infelizmente, a

~ natureza lipoidal de semelhantes antigenos tornou dificila fixar de modo con-

fiavel quaisquer destes antigenos a um suporte soélido, tal como uma mem-

brana bibula (por exemplo, microporosa), como nitrocelulose ou outras. Por

conseguinte, tem havido uma necessidade existente ha muito tempo (mas
previamente nao satisfeita) de proporcionar provas a base de membrana (tal
como, dispositivos de fluxo direto ou de fluxo lateral de imunoensaio) para

detecgéo de anticorpos antilipoidais, por exemplo, em amostras bioldgicas.

- Os dispositivos de imunoensaio referidos revolucionariam, por exemplo, o

diagnostico de ponto de atendimento de sffilis e outras doengas caracteriza-

~das pela presenca de__ antico;pos~éntilipoidais. Esta descoberta descreve,

entre outras coisas, um método para imobilizar antigenos lipoidais, tais como '
os antigenos de VDRL, USR, ou VDRL Sintético, a suportes membranosos;

portanto, proporcionando um meio para satisfazer uma necessidade existen-

‘te ha muito tempo na técnica.

Conforme discutido acima, métodos e composicdoes descritos
aqui, neste requerimento de patente, contemplam um antigeno lipoidal que
inclui (por exerhplo, compreende ou consiste essencialmente de) cardiolipi-
ha, colesterol e lecitina. Estes componentes tipicos de um antigeno lipoidal _

sao descritos em mais detalhes abaixo.
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A Cardiolipina

Cardiolipina  é  difosfatidila  glicerol  (especificamente,
1,3-difosfatidilglicerol), na qual tem uma cadeia principal 1,3-
difosfatidilglicerol), na qual tem uma cadeia principal consistindo em trEs mo-
léculas de glicerol unidas por duas pontes de fosfodiéster. Os quatro hidroxi-
la das porgdes de gliceros cardiolipina externa sdao cada uma esterificada
com uma cadeia de &cido graxo saturado ou insaturado (tipicamente de 14
a 18 carbonos de extenséo). Co‘nforme usado aqui, neste requerimento de
patente, o termo "cardiolipina” contempla 1,3-difosfatidilglicerol tendo qual-
quer distribuicdo de cadeias laterais de acido graxo. Portanto, as quatro ca-
deias laterais de acido graxo de cardiolipina pode variar independentemente
da extensao (por exemplo, a partir de cerca de 14 a cerca de 25 carbonos,
de cerca de 14 a cerca de 22 carbohos, de c‘erca de 14 a cerca de 20 carbo-
nos, de cerca de 14 a cerca de 18 carbonos, ou de cerca de 14 a cerca de
16 carbonos) e/ou grau de saturagao (por exemplo, a partir de completamen-
te saturado até tendo cerca de 6 ligacdes duplas, a partir de completamente
saturado até tendo cerca de 4 ligacoes duplas, ou a partir de completamente
saturado até tendo cerca de 2 ligagbes duplas). Cadeias laterais de acido
graxo tipicas de cardiolipina, conforme contemplado aqui, neste requerimen-
to de patente, incluem de modo independente miristoila (14:0); palmitoila
(16:0); estearoila (18:0); oleoila (18:1); miristoleoila (1'4:_1); palmi.toleoila
(16:1); petroselinoila (18:1); linoleoila (18:2); Iinolenoila.(18:3); eicosenoila
(20:1); araquidonoila (20:4); erucoila (22:1); DHA (22:6); ou nervonoila
(24:1). ‘

Em algumas modalidades, cardivolipina é uma forma de cardioli-
pina que ocorre naturalmente. A composi¢ao de acido graxo de cardiolipina

qué ocorre naturalmente € geralmente distribuida de acordo com uma ampla

variedade de acidos graxos que ocorrem naturalmente tais como palmitoila

(16:0); estearoila (18:0); oleoila (18:1); e linoleoila (18:2). A espécie molecu-
lar de acido graxo mais abundante em formas de cardiolipina que ocorrem
naturalmente sao acido linoléico a 90%, -seguido por acido oléico a 5%, e

acido palmitrico a 1%. Em outras modalidades, cardiolipina é uma forma que
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nao ocorre naturalmente (iambém referida como "cardidlipina sintética"). E-
xemplos néo limitantes de cardiolipina sintética incluem, por exemplo, tetra-
miristoila Acardiolipin_a, tetraoleoila cardiolipina, acido tetramiristoila-bis-(L-a-
glicerila) fosférico, sal dissodico de éter benzilico de bis (dipalmitoila D,L-a-
glicerilfosforila)-1,3 glicerol, sal dissodico de bis (dipalmitoila D,L-o-
glicerilfosforila)-1,5 pentanodiol, sal dissodico de bis (dipaimitoila D,L-a-
glicerilfosforila)-1,3 propanodiol, éal dissédico de bis (dipalmitoila D,L-a-
glicerilfosforila)-1,4 butanodiol, sal dissédico de bis (dipalmitoila D,L-a-
glicerilfosforila)-1,2 etanodiol, sal dissédico de bis (dipalmitoila ‘D,L-a-
glicerilfosforila)-metanodiol, sal dissédico de bis (dipalmitoila D,L-a-
glicerilfosforila)-1,3 glicerol, sal dissoédico de bis (benzilfosforila)-1,3-
propanodiol, ou écidd D,L-a-dipalmitoila bis-fosfatidico. |

| "Cardiolipina imunorreativa" é qualquer forma de cardiolipina (por
exemplo, cardiolipina que ocorre naturalmente ou sintética) que reage espe-

cificamente com anticorpos antilipoidais, tais como anticorpos antilipoidais

_presentes em um sujeito tendo sifilis ou infectado com T. pallidum.

B. Leticina

Lecitina € o nome comum para fosfatidilcolina. Fosfatidilcolina [e
um glicérofosfolipl’ded, o qual é geralmente o fosfolipideo mais abundante
em plantas e animais. E um bloco de construgao chave de bicamadas de
membrana, e é também o principal fosfolipideo circulahte no plasma. Fosfa-

tidilcolina contém duas cadeias laterais de acido graxo. Conforme usado a-

“qui, neste requerimento de patente, o termo "lecitina” contempla fosfatidilco-

lina tendo qualquer distribuicdo de cadeias laterais de acido graxo. Portanto,
as duas Cadeias laterais de acido gréxo de cardiolipina pode variar indepen-
dentemente da extensao (por exemplo, a partir de cerca de 14 a cerca de 25
carbonos, de cerca de 14 a cerca de 22 Carbohos, de cerca de 14 a cerca de
20 carbonos, de cerca de 14 a cerca de 18 carbonos, ou de cerca de 14 a
cerca de 16 carbonos) e/ou grau de saturagao (por exemplo, a partir de
completamente saturado até tendo cerca de 6 ligagbes duplas, a partir de
'completamente saturado até tendo cerca de 4 ligacoes duplas, ou a partir de

completafnente saturado até tendo cerca de 2 ligagdes duplas). Cadeias la-
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' terais tipicas de acido graxo de lecitina, conforme contemplado aqui, neste

requerimento de patente, incluem de modo independente miristoila (14:0);
palmitoila (16:0); stearoila (18:0); oleoila (18:1); miristoleoila (14:1); palmito-
leoila (16:1); petroselinoila (18:1); linoleoila (18:2); linolenoila (18:3); eicose-

“noila (20:1); araquidonoila (20:4); erucoila (22:1); DHA (22:6); ou nervonoila

(24:_1). _ 7 _

Em algumas modalidades,'lecitina € uma forma de lecitina que
ocorre naturalmente. A composicdo de &cido graxo de lecitina que ocorre
naturalmente inclui palmitoila (16:0), palmitoleoila (16:1), linoleoila (18:2),
estearoila (18:0), araquidonoila (20:4), miristoila (14:0), oleoila (18:1), e lino-
lenoila (18:3). As percentagens relativas de acidos graxos em lecitina que
ocorre naturalmente variam dependendo da fonte da lecitina (por exempio,
Balint et al., J. Lipid Res., 6(1):96, 1965). Por exemplo, lecitina na bile da
vesicula biliar humana € reportada como sendo cerca de 45% 16:0, 4%.16:1,
4% 18:0, 16% 18:1, 23% 18:2, 4% 20:4 com tracos de 18:3 e 14:0; e lecitina |
no plasma humano € reportado como sendo cerca de 35% 16:0, 11% 16:1,°
14% 18:0, 17% 18:1, 17% 18:2, 14% 20:4 com tragos de 18:3 e 14:0. Em
outras modalidades, lecitina é uma forma qué ndo ocorre naturalmente (tam-
bém referida como "lecitina sintética").

Exemplos nao limitantes de lecitina incluem, por exemplo:

Numero de Carbono | 1-Acila 2-Acila
14:0-14:0 Miristoila Miristoila
14:0-16:0 Miristoila Palmitoila
14:0-18:0 Miristoila Estearoila
16:0-14:0 Palmitoila Miristoila
16:0-16:0 Palmitoila Palmitoila
16:0-18:0 Palmitoila Estearoila
16:0-18:1 Palmitoila Oleoila
16:0-18:2 Palmitoila Linoleoila
16:0-20:4 Palmitoila Araquidonoila
16:0-22:6 Palmitoila Docosahexaeno'ila
18:0-14:0 Estearoila | Miristoila
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Numero de Carbono 1--Acila 2-Acila
18:0-16:0 Estearoila Palmitoila
1850-18:0 Estearoila Estearoila |
18:0-18:1 Estearoila Oleoila
18:0-18:2 Estearoila Linoleoila

| 18:0-20:4 Estearoila Araquidonoila
18:0-22:6 Estearoilé Docosahexaenoila
18:1-14:0 Oleoila Miristoila
18:1-16:0 Oleoila Palmitoila
18:1-18:0 Oleoila Estearoila
14:1-14:1 Miristoleoila Miristoleoila
14:1-14:1 Miristelaidoila Miristelaidoila
16:1-16:1 Palmitoleoila Palmitoleoila
16:1-16:1 Palmitelaidoila Palmitelaidoila
18:1-18:1 Petroselinoila Petroselinoila
18:1-18:1 Oleoila Oleoila
18:1-18:1 Elaidoila Elaidoila
18:2-18:2 . Linoleoila Linoleoila
18:3-18:3 Linolenoila Linolenoila
20:1-20:1 Eicosenoila Eicosenoila
20:4-20:4 Araquidonoila Araquidonoila
22:1;22:1 Erucoila Erucoila
22:6-22:6 | DHA | DHA
24:1-24:1 Nervonoila Nervonoila

Outros exemplos de lecitina em particular incluem, sem limita-
‘¢&o, DL-a-dimiristoila lecitina, L-a-dimiristoila cefalina, L-a-dipalmitoila leciti-
na, sal de monocolina de &cido dipalmitoila L-a-glicerofosférico, L-a-
dimiristoila lecitina, D-a-dimiristoila lecitina, L-a-distearoila lecitina, estearoila
glicollecitina, 1,2-dioleoila-sn-glicero-3-fosfocolina (18:71), 1,2-di|inojeoila-
sn-glicero-S-fosfochina (18:2), 1,2-dimiristoi1-sn-glicero-3-fosfocolina (14:0),

1,2-dipentadecanoila-sn-glicero-3-fosfocolina (15:0), 1,2-difitanoila-
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* sn-glicero-3-fosfocolina . (16:0), 1,2-dipalmitoila-sn-glicero-3-fosfocolina

(16:0), e 1-palmitoila-2-oleoila-sn-glicero-3-fosfocolina.

C. Colesterol

Colesterol é um esterdide tendo, em uma modalidade, a seguinte estrutura:

HiCa Hs
CH__,T\ ' | .
L CHy

- \\:‘ .
P

colesterol

Sabe-se que o colesterol interage com fosfolipideos ('tais como,
cardioiipina e lecitina) em membranas ou estruturas semelhantes a membra-
na (tais como lipossomas ou micelas). Nestas cifcunsténcias, acredita-se
que a molécula de colesterol seja orientada paralela as cadeias de acidos
graxos dos fosfolipideos, e 0 grupo oxidrila do colesterol interage com os
grupos de cabega dos f_osfovlipideos. |

Na formacgao dos antigenos lipoidais descritas aqui, neste reque-
rimento de patente, acredita-se que o colesterol estabilize a emulsao (por
exémplo, micela). Portanto, para os fins desta descoberta, o termo "coleste-
rol" inclui qualquer forma de colesterol ou outro derivado do colesterol que

tenha a capacidade de estabilizar uma emulséao a qual thtenha um antige-

“-no lipoidal. Em alguns exemplos, estabilizar uma emulsdo contendo antigeno

lipoidal se refere a prolongar o témpo que um antigeno lipoidal emulsificado

- - permanece-em solugdo. Por exemplo, a adigdo- de-colesterol a um antigeno

lipoidal pode prolongar o tempo que um antigeno semelhante permanece
dispersado em uma fase continua de uma emulsao (tal como, em uma solu-
¢ao etandlica) por 5%, 10%, 15% ou 25% conforme comparado com um an-
tl’géno comparavel contendo relativamente menos ou nenhum colesterol.

Exemplos ndo limitantes de derivados de colesterol incluem éter colest-5-en-
3 beta-ila-6-aminohexilico (AH-Chol; Zimmer et al., Eur. J. Pharm. Bio-
pharm., 47(2):175-8, 1999); éteres poli(etileno incoI)’ colesterilicos
(PEG(n)-Chols; Baba et al., Traffic, 2(7):501-12, 2001; IShiwata et al., Bio-
chim. Biophys. Acta, 1359(2):123-35, 1997); um derivado de colesterol catio-
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nico com um grupo de cabega hidroxietila amino descrito por Nakanishi e
Noguchi (Adv. Drug Deliv. Rev., 52(3):197-207, 2001); hemissuccinato de
colesterol (Meuillet et al., Eur. J. Pharmacol., 377(2-3).241-52, 1999; deidro-
ergosterol (DHE), o qual difere do colesterol por ter trés ligagoes duplas adi-

~cionais e um grupo metila extra (Mukherjee, Biophys. J., 75(4):1915-1925,

1998); derivados catidnicos de colesterol os quais co_ntém um grupo de ca-

bega amino terciario com um braco espacador diferente (Takeuchi et al.,

- FEBS Lett, 397(2-3):207-9, 1996), colesterila-3-beta-

carboxiamidoetilenodimetilamina  (Noguchi et al, FEBS |Lett,
433(1-2):169-173, 1998); e N-[tris [(beta-D-galactopiranosiléxi)metilajmetila]-

N-alfa-[4-(5-colesten-3 beta-iloxi)succinila]glicinamida (Kempen et al., J. Me-

- dicin. Chem., 27:1306-1312, 1984). Exemplos adicionais de derivados de

colesterol uteis na formagcao de membrana e estruturas semelhantes a

- membrana (por exempilo, lipossémicas ou micelares) (como um antigeno

lipoidal revelado) sao descritos nas Patentes dos Estados Unidos Nos.

.5.888.821; 5.043.164; 4.900.549; 4.442.037; 4.157.391; e 4.544.545, € na

Patente Européia No. EP0606613.
D. | Preparacao de Antigeno Lipoidal | _
Em modalidades de antigenos lipoidais CL/L/Ch, cardiolipina,

lecitina e colesterol podem ser combinados em qualquer proporgéao que for-

- ma um antigeno capaz de ser ligado especificamente por um anticorpo anti-

lipoidal (tal como, anticérpo ahti-CardioIipina). Em alguns casos, o antigeno

 lipoidal tomara a forma de uma micela, lipossoma, monte de membrana, ou

outra estrutura semelhante a membrana. Nestas estruturas, interagdes hidrb- |
fobicas fazem com que os cofnponentes- nao polares (tais como as cadéias
de 4cidos graxos) agreguem e excluam moléculas de agua do "nicleo." Con-
forme uma pessoa versada na técnica reconhecera, uma micela € uma es-
trutura nao-bicamada substancialmente esférica (ou fechada de modo diver-
so) tendo um interior hidrofobico composto de cadeias de acidos graxos (e
nao incluindo um centro aquoso). Em comparagao, um lipossoma é uma es-
trutura bicamada substancialmente esfericamente disposta que é maior do

que uma micela e encerra um centro aquoso. O tipo de estrutura formada:
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" por uma mistura CL/L/Ch dependera, por exemplo, da extensao e do grau de

saturagao das cadeias de acidos graxos de cardiolipina e lecitina, da tempe-

ratura, da composigao idnica do meio aquoso, e do modo de dispersdo dos

fosfolipideos na solu¢gdo. Em modalidades particulares, um antigeno lipoidal

' CL/L/Ch (tal como, um antigeno de VDRL’, RPR, USR, ou VDRL sintético)

forma uma micela em uma solugéo aquosa (tal como uma solugéo etandli-
ca). Em modalidades mais particulares, um antigeno IinidaI forma uma mi-
cela e ndo forma um lipossoma em uma solugdo aquosa (tais como uma so-
lugao etandlica).

| Um antigeno lipoidal para uso em uma composicdo ou método
descritos pode ser obtido comercialmente (por exemplo, Fisher (Cat. No.
B40765), Fisher (Cat. No. 22-415-132), Fisher (Cat. No. 23-038010), Tru-
e-Medix, IPX Overseas Corporation (Miami, FL, USA), Cenogenics Corpora-
tion (Morganville, NJ, USA),' Nova Century Scientific (Niagara Falls, NY, U-
SA) bem como outros fornecedores) ou pode ser produzido por qualquer
método comumente conhecido na técnica. Em uma modalidade, um antige-
no lipoidal é produzido conforme descrito no Exemplo 1.
Em algumas modalidades, uma solu¢do nao-aquosa contendo cardiolipina,
lecitina e colesterol (CL/L/Ch) é misturada com uma solugdo aquosa para
forfnar uma emulsdo. Pode ser usada.qualquer solugdo ndo aquosa na qual -

cardiolipina, lecitina e colesterol sdo cada um sollveis (ou parcialmente so-

laveis), incluindo, por exemplo, etanol (tal como etanol absoluto, etanol a

95%, ou etanol a 70%), cloroférmio, hexano : etanol (por exemplo, a 9:1),
tolueno (por exempib, 95%), diélorometano, ou benzeno. Em um exemplo,
umaACL/UCh‘ é preparada em etanol absoluto. _ ‘
Em algumas modalidades, uma solugdo CL/L/Ch dtila para pre-
parar um antigeno lipoidal pode incluir a partir de cerca de O,'OO1% a cerca
de 0,1% cardiolipina (tais como de cerca de 0,005% a’.cerca de 0,07%, de
cerca de 0,008% a cerca de 0,05%, de cerca de 0,01% a cerca de 0,04%, ou
a partir de cerca de 0,025% a cerca de 0,035%); de cerca de 0,05% a cerca
de 0,5% lecitina (tal como a partir de cerca de 0,07% a cerca de 0,4%, de

cerca de 0,09% a cerca de 0,3%, de cerca de 0,1% a cerca de 0,25%, ou a
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partir de cerca de 0,14% a'cerca de 0,21%); e/ou a partir de cerca de 0,2% a
cerca de 5% colesterol (tal como a partir de cerca de 0,4% a cerca de 3%,
de cerca de 0,7% a cerca de 2%, de cerca de 0,8% a cerca de 1%). Em e-

xemplos particulares, uma solugao CL/L/Ch utila paré preparar um antigeno

~ lipoidal inclui cerca de 0,03% de cardiolipina (tal como, cardiolipina que ocor-

re naturalmente), cerca de 0,21% de lecitina (tal como, lecitina que ocorre

naturaimente), e cerca de 0,9% de colesterol. Em outro exemplo, uma

- CL/L/Ch solugdo utila para preparar um antigeno lipoidal inclui cerca de

0,03% de tetramiristoila cardiolipina, cerca de 0,14% de 1-palmitoila-
2-oleoila-sn-glicero-3-fosfocolina e cerca de 0,9% de colesterol.

Uma solugao CL/L/Ch utila para preparar um antigeno lipoidal é
misturada com uma solugao aquosa para formar uma emulséo de antigeno
lipoidal. A soIUgéo aquosa pode incluir qualquer solugdo na qual uma solu-
cdo CL/L/Ch é imiscivel, tal como uma solugdo salina (por exemplo, incluin-
dé 0,1-1,0 M de NaCl, tal como cerca de 0,55 M de NacCl). Uma solugéo a-

quosa tipica inclui 0,55 M de NaCl, 0,05% (v/V) de formaldeido, 0,26 mM,

0,35 mM a 0,66 mM de fosfato de hidrogénio dissédico (para o dodecaidrato
(12-Hz0), heptaidrato (7-H;0), ou formas anidricas, respectivamente), e

1,2 mM de potassio.

A propor¢ao de solugao CL/L/Ch para solugao aquosa pode ser
qualquer proporg¢ao que resultara na formagéo de uma emulsao de antigeno

lipoidal (tal como, micelas contendo CLU/L/Ch). Em alguns éxemplos, a pro-

_porg'éo de solugao CL/L/Ch para proporgdo de solugdo aquosa é cerca de

1:10, cerca de 1:15, cerca de 2:33, ou cerca de 1:20. Em outros exemplos, a '

percentagem de solugao CL/L/Ch em uma emulséo & cerca de 3% (v/v), cer-

ca de 5% (v/v), cerca de 8% (v/v), cerca de 10% (v/v), ou cerca de 12% (V/v).

V. . Métodos de Imobilizagcéo de Ant/’geno Lipoidal

E sabido que anticorpos antilipoidais (por exemplo, reagina) no

soro humano reagira com antigenos lipidicos contendo cardiolipina, lecitina e

~ colesterol (tais como, os antigenos de RPR, VDRL, USR, ou VDRL sintéti-

cos). Conforme discutido acima, este conhecimento formou a base para tes-

tes séricos, nao treponemais a base de solugdo. Apesar de uma necessida-
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. de ha muito tempo existente de provas & base de membrana para testar sifi-

lis, ninguém reconheceu previamente que um antigeno lipoidal contendo
CU/L/Ch pode ser imobilizado sobre uma membrana (ou outro suporte séli-
do) usando, como um exemplo, os anticorpos antilipoidais o antigeno foi es-
pecificamente desugnado para detectar. Diferentemente de muitos outros
antigenos, 0s quais tém somente um smo de ligacdo para o anticorpo a ser

detectado, o antigeno lipoidal tem muitos sitios de ligagdo para anticorpos

‘antilipoidais. Portanto, conforme revelado aqui, neste reqUerimento de paten-

te, uma quantidade de anticorpo antilipoidal ndo saturante ou outro anticorpo

que pode ligar especificamente um antigeno lipoidal (ou, em particular e-

‘xemplos, fragmentos de semelhantes anticorpos, tais como fragmentos Fab)

pode‘_ser usada para ancorar um antigeno lipoidal-a um suporte sdlido, tal.
como uma superficie membranosa (incluindo, nitrocelulose, nailon e outras)
sem afetar de modo adverso a capacidade do antigeno lipoidal imobil_izado
para ligar especificamente e adicionalmente antiéorpos antilipoidais presen-
tes em uma fase moével (tal como uma amostra biolégica). |
A. Anticorpo f\ncorav

Anticorpos Uuteis para imobilizar um antigeno lipoidal em um su-
porte soélido (tal como uma membrana microporosa) nas composi¢gdes € mé-
todos descritos incluem qualquer anticorpo que tem a capacidade de ligar
especificamente um antigeno lipoidal, incluindo, por exemplo anticorpos an-
tilipoidais de um su;elto infectado com T. pallidum ou inoculado com
T. pallidum (tal como, um ser humano ou um coelho) antlcorpos an-
ti- colesterol antlcorpos anti- cardlollplna ou antlcorpos anti- Iecutma Confor-
me discutido em mais detalhes abaixo, fragmentos de ligagdo de antigeno
(tais como, fragmentos Fab) de anticorpos tendo as especificidades pfece-
dentes também podem servir como um anticorpo dncora nas composigoes e
métodos descritos. Anticorpos ancora podem ser monoclonais ou policlonais.
Em modalidades especificas, anticorpos ancora sao policlonais (tais como A
os anticorpos isolados de soro hipermune de seres humanos ou coelhos in-
fectados com T. pallidum). |

Anticorpos antilipoidais policlonais de sujeitos infectados com
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T. pallidum ou inoculados com T. pallidum podem ser obtidos, por exemplo,
isolando os anticorpos referidos a partir de soro disponivel comerciaimente
ou produzindo e isolando os anticorpos policlonais referidos usando métodos

comumente conhecidos na técnica. Fornecedores comerciais de produtos

~ sanglineos (tais como, soro) de seres humanos infectados com T. pallidum

incluem New York Blood Center (New York, NY, EUA); Biomedical Resour-
ces (Hatboro, PA, EUA); Life Diagnostics, uma division of Life Therapeutics

(formerly Serologicals) (Clarkston, GA, EUA); e Teragenix (formerly Millenni-

um Biotech, Inc) (Ft. Lauderdale, FL, EUA). Em outras modalidades, anti-
soros policlonais contendo anticorpos antilipoidais podem ser produzidos

imunizando animais hospedeiros (tais como coelhos, camundongos, cavalos,

_cabras e outros) com T. pallidum e/ou um antigeno lipoidal (tal como um an-

tigeno de VDRL). Procedimentos detalhados para produgdo de anticorpos

- monoclonais ou policlonais sdo descritos em Harlow e Lane (Antibodies, A

Laboratory Manual, CSHL, New York, 1988). Procedimentos nao limitantes

especificos para produzir anticorpos em um animal hospedeiro usando um

imunogénio contendo CL/L/Ch foram descritos, por exemplo, por Inoue e
Nojima (Biochim. Biophys. Acta, 144(2):409-414, 1967). Protocolos nao limi-
tantes especificos eétéo disponiveis para produ'zir anticorpos antilipoidais
por infecgdo de um animal hospédeiro com. T. pallidum (vide, por exemplo,
Perine et al., Infect. Immun., 8(5):787-790, 1973). Além disso, servicos de
produgéb de anticorpos customizados estdo disponiveis comercialmente-(vi-

- de, _pg_r‘_exe_mp_lp_,_ Spriqg_AYalle}_y Laboratories (qudbing,u MD,_EQA); A'Nlaine

Biotechnolnc;g'y Servicesv(PortIand, ME, EUA); CovalAb UK (Cambridge, Rei-
no Unido); 21st Century Biochemicals (Marlboro, MA, EUA) e numeroéas_
outras). Os seNigoes comerciais referidos podem ser usadoé para produzir
anticorpos policlonais ou monoclonais especificos para antigenos lipoidais. |

Em modalidades envolvendo anti-soro contendo anticorpos énti-
lipoidais, uma fracdo de anticorpo pode ser isolada do soro usando métodos
de conhecimento geral. Kits disponiveis comercialmente sao adequados pa-
ra uso no isolamento de anticorpos (incluindo anticorpos antilipoidais) do

soro. Os kits referidos estao disponiveis, por exemplo, na Millipore (Billerica,
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- MA, EUA), Pierce (Rockford, IL, EUA); BioRad (Hercules, CA, EUA), e mui-

tas outras. Um método nao limitante especifico para isolar anticorpos antili-
poidais do soro ¢ descrito no Exemplos 2-3.

- Outros anticorpos ancora tipicos que podem ser usados nas

- composi¢cdes e métodos descritos, incluem  anticorpos anti-colesterol e anti-

corpos anti-cardiolipina. Anticorpos anti-colesterol estdo presentes em soros

humanos e podem ser isolados conforme descrito acima para anticorpos an-

tilipoidais. Anticorpos anti-colesterol especificos e/ou protocolos para produ-

zir e/ou isolar anticorpos anti-colesterol podem ser encontrados em Kruth et
al. (J. Lipid Res., 42:1492-1500, 2001), Alving et al. (Biochem. Soc. Trans.,
17:637-639, 1989), Swanz et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85:1902, 1988),
Stollar et al. (Mol. Immunol., 26(1):73-79, 1989), e Publicagdo de Patentes
Internacionais PCT Nos. WO 00/06200, WO 97/21099, e WO 02/083100.
Anticorpos anti-cardiolipina 'purificados estdo disponiveis comercialmente,
por exemplo, na United States Biological (Swampécott,' MA, EUA; por exem-
plo, Cat. No. C1375). | |
'Um‘anticorpo ancora para uso nas presentes composicbes e
meétodos preferencialmente (i) nao aglutinam' com outros anticorpos &ncora
ligados a antigeno, € (ii) nao ligam substancialmenté a (ou reagem com) um
reagente (ou série de .reagentes) usados para detectar um analite de inte-
resse (tal como, um anticorpo antilipoidal presente na amostra).
| Aglutinagc@o € um processo por meio do qual anticorpos multiva-
lentes formam uma rede reticulada ligada por seus anﬁ'genos corresponden-
tes, os quais devem no minimo dois sitios de ligacdo para o anticorpo de
interesse (referido como um "antigeno multivalente"). Sob estas circunstan-
cias, um unico anticorpo pode ligar a dois antigenos diferentes e dois ahti-
corpos diferentes podem ligar ao mesmo antigeno. Ocorre aglutinagéov em
algumas concentragdes de anticorpo multivalente com antigeno multivalénte.
Um modo exemplar para evitar aglutinacdo de um anticorpo ancora com an-
tigenos lipoidais (os quais sdo multivalentes por natureza), é usar fragmen-
tos de anticorpos Fab (ou outros monovalentes) pafa ancorar um antigeno

lipoidal. Um fragmento de anticorpo monovalente nao pode ligar dois antige-
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nos e, portanto, ndo pode servir para reticular dois antigenos diferentes. Mé-

todos para preparar fragmentos de anticorpos monovalentes sdo de conhe-

cimento geral na técnica. Um método nao limitante para preparar e isolar

fragmentos Fab é proporcionado no Exemplo 5.
Um método n&o limitante alternativo para evitar aglutinagao é -
aplicar anticorpos ancora (independente da valéncia) a uma superficie sélida

(tal como, uma membrana de um dispositivo de imunoensaio a base de

“membrana) na auséncia de antigeno lipoidal; em seguida, ligar o antigeno

lipoidal ao anticorpo imobilizado. Neste método alternativo, os anticorpos e

antigenos sao fisicamente restritos de substancial reticulagao.

- B. “Suporte Sélido

Um suporte sélido (ou substrato) € qualquer material o qual é
insoluvel, ou pode ser tornado insoluvel por uma reagdo subseqlente. Os
métodos para imobilizar um antigeno lipoidal descritos aqui, neste requeri-
mento de patente, podem ser usados com qualquer suporte sélido ao qual
um anticorpo ancora fixara em uma maneira qué resiste substancialmente a
deprendimento quando lavado com uma solugéb aquosa, tal como quando

contactado com uma amostra de fluido (tal como uma amostra bioldgica).

| Modalidades preferenciais de suporte sélido para dispositiyos de imunoen-

saio descritos envolvem membranas microporosas, tais como nitrocelulose,
nailon, fluoreto de polivinilideno (PVDF), polietersulfona, policarbonato, poli-
éster, acetato de celulose, ésteres celuldsicos mistos, ou combinag¢bes das
A superficie de um suporte sélido pode ser ativada por proces-
S0s quimicos que causam ligagao covalente de um agente (por exemplo, um

anticorpo ancora ou complexo de anticorpo ancora-antigeno lipoidal) ao su-

_porte. No entanto, qualquer outro método adequado pode ser usado para

imobilizar um agente (por exemplo, um anticorpo ancora ou complexo de

anticorpo ancora-antigeno lipoidal) a um suporte sélido incluindo, sem limita-

- ¢ao, interagOes ibnicas, interagbes hidrofdbicas, interagdes covalentes e se-

melhantes. As forgas particulares que resultam em imobilizacao de um-agen-

te sobre uma fase sélida nao sdo determinativas para os métodos e disposi- -
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- tivos descritos aqui, neste requerimento de patente.

Uma fase sélida pode ser escolhida por sua capacidade intrinse-
ca para atrair e imobilizar um agente, tal como um reagente de captura. Al-
ternativamente, a fase sélida pode possuir um fator que tém a capacidade de
atrair e imobilizar um agente, tal como um anticorpo ancora ou complexo de
anticorpo ancora-antigeno lipoidal. O fator pode incluir uma substancia car-
regada que é carregada opostamente com respeito a, por exemplo, um anti-
corpo ancora ou complexo de anticorpo ancora-antigeno lipoidal ou a uma
substancia carregada conjugada ao anticorpo ancora ou complexo de anti-
corpo éncovra-antl’geno lipoidal. _

Numerosos e variados suportes sélidos sdo conhecidos daque-
les né técnica e incluem, sem limitacao, membranas bibulas ou microporo-
sas (tais como, nitrocelulose, nailon ou PVDF), as paredes das cavidades de
uma bandeja de reacéo, tubos de teste, contas de poliestireno, contas mag-
néticas, e microparticulas (tais como particulas de latex). Com respeito a
algumas modalidades de membranas, a estrutura porosa de nitrocelulose
tem excelentes vqu_alida'des de absorg¢do e adsor¢ao por uma ampla varieda-
de de reagentes, por exemplo, anticorpos ancora ou complexos de anticorpo
éncbfa-antigeno lipoidal. Nailon possui caracteristicas similares e também é
adequado. Estruturas microporosas sao uteis, como sao materiais com es-
trutura de gel no estado hidratado. |

Exemplos adicionais de suportes sdlidos uteis incluem: carboi-

dratos polimericos naturais e seus derivados sinteticamente modificados,

reticulados ou substituidos, tais como ég”ar; agarose, écido'algl’nico' reticula-
do, gomas guar substituidas e reticuladas, ésteres celuldsicos, especialmen-
te com &cido nitrico e acidos carboxilicos, ésteres celuldsicos mistos, e  éte-
res celuldsicos; polimeros naturais contendo nitrogénio, tais como proteinas
e derivados, inclusive gelatinas reticuladas ou modificadas; polimeros de
hidrocarbonetos naturais, tais como latex e borracha; polimeros sintéticos os
quais podem ser preparados com estruturas convenientemente porosas, tais
como vinila polimeros, inclusive polietileno, polipropileno, poliestireno, polivi-

nilcloreto, polivinilacetato e seus derivados parcialmente hidrolisados, polia-
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crilamidas, polimetacrilatoé, copolimeros e terpolimeros dos policondensa-
dos acima, tais como poliésteres, poliamidas, é outros polimeros, tais como
poliuretanos ou poliepdxidos; materiais inorganicos porosos tais como SUIfa-
tos ou carbonatos de metais terrosos alcalinos e magnésio, inclusive sulfato
de bario, sulfato de calcio, carbonato de calcio, silicatos de metais terrosos
alcalinos e de alcali, aluminio e magnésio; e 6xidos ou hidratos de aluminio

ou silicio, tais como argilas, alumina, talco, caulim, zedlito, silica-gel, ou vidro

~ (estes materiais podem ser usados como filtros cpm os materiais poliméricos

acima); e misturas ou copolimeros das classes acima, tais como copolime-

ros de enxerto obtidos inicializando a polimerizagédo de polimeros sintéticos

- sobre um polimero natural preexistente.

Exceto conforme fisicamente restrito de outro modo, um suporte
solido pode ser usado em qualquer formato adequado, tal como filmes, cha-
pas, tiras, ou placas, ou pode ser revestido sobre ou colado ou laminado a

veiculos inertes apropriados, tais como papel, vidro, filmes plasticos, ou teci-

dos.

C. Complexos de Anticorpo Ancora -vAntl'geno Lipoidal Imobili-
zantes _

Em algurhas modalidades, antn’genoé lipoidais sao imobilizado
sobre um suporte sélido.contactando em.solugao 0 antigeno lipoidal.com
anticdrpos ancora especificos para o antigeno lipoidal (por exem-

plo-anticorpos -antilipoidais, anticorpos anti-colesterol, anticorpos- an-

ti-lecitina, e/ou antlcorpos anti- carduohpma e/ou fragmentos de Ilgagao anti-

génica de qualsquer dos precedentes) para formar um complexo de antigeno -
Ilpondal-anncorpo ancora (ou complexo). Em modalidades particulares, anti-

geno lipoidal é contactado em solugdo com um fragmento Fab especmco

_para o antigeno lipoidal (por exemplo, um fragmento Fab isolado de imuno-

globulinas em soro humano sifilitico ou soro de outros sujeitos infectados ou
inoculados com T. pallidum).

Um complexo de antigeno lipoidal-anticorpo ancora tem um
Componente de polipeptideo (isto €, um anticorpo ancora) e um componente

lipidico (isto €, um antigeno lipoidal). Em contraste com lipideos, é de co-
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' nhecimento geral na técnica que polipeptideos (por exemplo, proteinas) ade-

rirdo fortemente (através de interacdes incompletamente caracterizadas) a
muitos tipos de suporte's solidos e, em particular, a suportes membranosos‘
(como nitrocelulose, nailon ou PVDF) (vide, por exemplo, Harvey, Optimiza-
tion of Nitrocellulose Membrane Based /m’munoassays, Keene, NH: Schlei-
cher and Schuell, 1991; Wallis et al., Ann. Rev. Microbiol., 33:413-437,
1979; Presswood, Membrane Filtration: Applications and Problems, New
York, NY: Marcel Dekker, 1981; Farrah et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
78:1229-1232, 1981; Batteiger et al., J. Immunol. Meth., 55:297-307, 1982;
Tijssen, Préctice and Theory of Immuhoassays,_ 8th ed, Amsterdam:The Ne-
therlands Elsevier, 1993). Portanto, através de sua associagao corh_ um
componente de polipeptideo (por exemplo, anticorpo ancora) também é pos-
sivel agora aderir fortemente (por exemplo, imobilizar) um antigeno lipoidal a
um suporte sélido (tal como,‘nitrocelulose, néibn, ou PVDF). Por conseguin-
te, os métodos descritos (e métodos para preparér as composicoes revela-
das) contemplam contactar um suporte soélido (tal como uma membrana mi-
croporosa) com uma solugdo de complexo de antigeno-anticorpo em que,
através de semelhante contato, o complexo de antigeno-anticorpo se torna
substancialmente imobilizado sobre o suporte sdlido. Em alguns exemplos,
um .complexo de anticorpo &ncora-antigeno lipoidal é substancialmente imo-

blllzado sobre um suporte sélido quando nao mais de cerca de 1%, nao mals

" de cerca de 2%, nao mais de cerca de 5%, nao mals de cerca de 10%, ou

~_nao mais de cerca de 25% do complexo de antigeno- antlcorpo se torna des-

tacado do suporte SO|IdO quando o] suporte é contactado com uma amostra
de fluido por um tempo suficiente para a amostra de fluido umedecer o su-
porte sélido (por exemplo, por um tempo suficiente para uma amostra de
fluido migrar ao longo de uma tira membranosa e contatar uma &rea onde
um antigeno lipoidal é imobilizado). |
Para imobilizar um antigeno lipoidal a uma superficie sélida,
também e contemplado que uma superficie sélida (tal como, nitrocelulose,
nailon ou PVDF) pode ser contactada com anticorpo ancora (por exemplo,

em solugdo) na auséncia de antigeno lipoidal. O anticorpo ancora polipepti-
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dico adere fortemente a s'uperficie soélida, conforme discutido acima, e é i-
mobilizado. Portanto, o anticorpo éncbra imobilizado é contactado com anti-
geno Iipoidal (por exemplo, em solugéo). A ligagéo especifica do antigeno
lipoidal pelo anticorpo ancora imobilizado serve também para imobilizar o
antigeno. Conforme discutido acima, esta técnica de imobilizagao de antige- .
no pode ser usada para evitar aglutinagao em circunstancias onde o anticor-

po ancora € multivalente e capaz de mediar a aglutinagdo na presenca de

um antigeno multivalente.

Sob circunstancias onde € desejavel detectar um analite de lo-
gacao de antigeno lipoidal (tal como, anti-antigenos lipoidais) usando um

antigeno lipoidal imobilizado, é vantajoso para o antigeno imobilizado ter

~ sitios de ligagdo expostos para o analite. Por conseguinte, nas situagdes

precedentes, quantidades de anticorpo ancora que nao saturardo (por e-
xemplo, bloqueardao) a maioria (ou predominantemente todos) os sitios de

ligacao de analite sobre um antigeno lipoidal sdo usadas para formar um

‘complexo de anticorpo ancora-antigeno lipoidal. Uma quantidade de anticor-

po éncora nao saturante em um complexo de anticorpo ancora-antigeno li-
poidal é qualquer quantidade de semelhante anticorpo que permitira que um
analite (por eXempIo,'anticorpos antilipoidais em uma fase mével) IigUe de
modo detectavel o.componente de antigeno lipoidal do complexo. Em alguns.
exemplos, n&o mais de-cerca de 1%, nao mais de cerca de 5%, nao mais de

cerca de 10%, nao mais de cerca de 25%, nao mais de cerca de 30% dos

- sitios de hgagao de antncorpo antlhpmdal disponiveis sao bloqueados pelo‘__ ‘

antlcorpo ancora. Em outros exemplos a partir de 10 ng a cerca de 1000 ng
de antlcorpo ancora em um volume de 1 pl sao reagidos com um volume

igual de antigeno lipoidal preparado, por exemplo, conforme descrito no E-

~xemplo 1. Em exemplos particulares, a partir de 25 ng a cerca de 750 ng, a

partir de 50 ng a cerca de 600 ng, de cerca de 100 ng a cerca de 500 ng, ou

a partir de cerca de 150 ng a cerca de 400 ng de ancora anticorpo séo usa-

- dos para preparar um complexo de anticorpo ancora-antigeno lipoidal.

A FIGURA 9 ilustra uma modalidade particular de um antlgeno
lipoidal (por exemplo, um antigeno de USR) fixado a um suporte sélido (por
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exemplo, uma membrana de nitrocelulose) através de um anticorpo ancora
(por exemplo, um Fab antilipoidal). A figura ilustra adicionalmente a capfura
pelo antigeno lipoidal imobilizado de um anticorpo antilipoidal de uma amos-
tra tipica (tal como, uma amostra de soro) e uma relagdo enire um detector,
0 anticorpo antilipoidal capturado, o ant_l’geho, € 0 anticorpo ancora.
Exemplos particulares excluem ancorar um antigeno lipoidal a
um éubstrato usando um anticorpo ancora especifico para um grupo deriva-
do (tal como, biotina, hexa-His, FLAG, ou outra etiqueté de epitope) o qual .
tenha sido adicionado a um componente de antigeno lipoidal com a finalida-
de de servir como um epitope para um anticorpo ancora. Os exemplos refe-
ridos ndo excluem inclusive cardiolipina derivada, lecitina derivada e/ou co-
lesterol derivado como componentes de um antigeno lipoidal; no entanto, em
semelhantes exemplos, os grupos derivado de semelhantes componentes

derivados ndo servem como epitopes para um anticorpo ancora.

1. Aplicacdo de Complexo de Anticorpo Ancora-Antigeno Lipoidal a

Membranas Microporosas

Alguns metodos e composicoes descritos contemplam um com-
plexo de anticorpo ancora-antigeno lipoidal (também referido como um "rea-
gente de captura") a ser fixado a uma membrana microporosa (tal como ni-
trocelulose, nailon ou PVDF). A membrana serve para imobilizar o reagente

de captura e proporcionar uma ‘superficie sobre a qual ou através da qual

~ uma amostra aplicada escoara ou passara. Nitrocelulose (quer pura ou mo-

dmcada em qualquer maneira conhecida na tecnlca) é uma membrana prefe-

rencnal para 0s dnsposmvos e métodos descntos Imaglna se que nltrocelulo-
se liga proteinas por ||ga_gao de_hldrogenlo, interacdes hidrofébicas, e por
mecahismos eletrostaticos (vide, por exemplo, Millipore Corporation, A Shon‘
Guide Developing Immunochromatographic Test Strips, 2nd Edition,
pp. 1-40, 1999, disponivel a pedido em (800) 645-5476).

Para reagentes de captura contendo proteina, tais como um
complexo de anticorpo ancora-antigeno lipoidal, acredita-se que o dipolo do
éster de nitrato de nitrocelulose interaja com o dipdlo forte das ligagOes de

peptideo da proteina. Sais em altas concentragdes, detergentes, e agua em
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uma solugao para aplicagdo podem enfraquecer e desestabilizar interagdes
eletrostéticas entre uma membrana de nitrocelulose e uma proteina a ser
aplicada na membrana. Portanto, é preferencial, em bora ndao necessario,
usar um tampao de baixa molaridade, por exemplo, 2 a 10 mM de tampdes
de fosfato, borato ou carbonato, para solubilizar reagentes de captura con-
tendo proteina para imobilizagcao sobre nitrocelulose.

O pH de uma solugéd para aplicacdo pode ser ajustado, mas

. nao precisa, para aumentar a ligacao do reagente de captura a uma mem- .

brana de nitrocelulose. Por exemplo, a solubilidade de um reagente de cap-

tura contendo proteina em uma solugao para aplicagao esta em um minimo

quando o pH da solugdo para aplicacao esta dentro de cerca de +/-

1 unidade de_pH do pl do reagente de captura contendo proteina.
Opcionalmente, 1 a 5% de metanol, etanol ou isopropanol pode
ser adicionado a uma solugdo para aplicagdo. Uma solucédo para aplicagao

pode ser aplicada a uma membrana manualmente ou em uma maneira au-

tomatizada. Por exemplo, um médulo de dispénsagéo de reagente (por e-

- xemplo, Matrix 1600, Kinematic Automation, Twain Harte, CA) pode ser usa-

do para aplicar reagente de captura a uma membrana microporosa (tal co-

mo, nitrocelulose).

Tipicamente, ndo é necessario bloqueio de uma membrana mi- ... .

- croporosa nos metodos e dispositivos descritos. Por exemplo, proteinas que

estéo presentes na amostra e outros agentes de bloqueio, os quais podem

ser adlmonados por exemplo, a um bloco de amostra ou bloco de conjugado

de um dlsposmvo de fluxo Iateral sao geralmente suficientes para evutar que
um analite seja adsowldo ndo especificamente sobre a membrana. Se for

desejado bloqueio opcional de uma membrana para uma aplicagao em parti-

cular, agentes de bloqueio uteis incluem, por exemplo, gelatina

(0,1% - 0,5%), leite em pé sem gordura (0,5% - 2%), caseina (1% - 2%),
BSA (1% - 2%), 19G (1% - 2%), PVP 8-10 kD (0,5% - 1,0%), e PVA 8-10 kD

 (0,5% - 1,0%).

V. Dispositivos de imunoensaio

A descoberta aqui, neste requerimento de patente, de um méto-
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* do para imobilizar um antigeno lipoidal (tal como, um antigeno de VDRL e/ou

USR) a um suporte sélido (tal como, uma membrana microporosa, como ni-
trocelulose, nailon ou PVDF) possibilita a produgao de dispositivos de imu-
noensaio para a deteccao de analites de ligagao de antigeno lipoidal (tais
como, anticorpos antilipoidais em amostraé‘biolégicas de sujeitos infectados
com T. pallidum). Em alguns exemplos, um dispositivo de imunoensaio reve-
lado permite a deteccao da presenca (ou auséncia) de anticorpos antilipoi-
dais em uma amostra biolégica para diagndstico de sifilis.
A. Formatos de Dispositivos de imunoensaio Representativos
e Informacoes Relacionadas

Dispositivos de imunoensaio permitem o desempenho de provas
a base de membrana relativamente econdmicos e descartaveis, para a iden-
tificacao visual da presenga (ou auséncia) de um analite em uma amostra de
liquido. Os dispositivos referidos geralmente sdo formatados como hastes
graduadas livres (por exemplo, tiras de teste) ou como dispositivos tendo
algum tipo de estojo. Tipicamente, um dispositivo de imunoensaio ‘pode ser
usado com téo pouco quanto cerca de 200 pl de amostra de liquido, e a de-
teccdo de um analite na amostra pode (mas néao precisa) estar completa
dentro de 2 a 5 minutos. Em testes clinicos, é amostra pode ser urina, san-
gue, soro, saliva, ou outros fluidos. corporais.. Em testes .ndao clinicosv,. a a-
mostra pode ser uni pequeno volume de solugdo preparada partir de terra,

po, plantas, ou alimento, e aplicados de modo similar diretamente a tira de

___teste da membrana. Na maioria dos casos, ndo € necessaria instrumentagcdo
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ancilar para realizar os testes referidos, e os dispositivos referidos podem

ser facilmente usados em clinicas, laboratérios, localizagbes de campo, e em

- casa mesmo por pessoas inexperientes.

Foram desenvolvidos dispositivos de i‘munoensaio' para a identi\-
ficacdo ou monitoragdo de rotina de condicdes fisiolégicas e patologicas (por
exemplo, doengas infecciosas, gravidez, cancer, disturbios enddcrinos) u-
sando amostras bioldgicas diferentes (por exemplo, urina, soro, plasma,
sangue, saliva), e para analise de amostras ambientais (por exemplo, fluidos

naturais e efluentes de plantas industriais), por exemplo, para contaminacgéo.
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Muitos destes testes se baseiam nas interagOes altamente especificas entre
pares de Iigagéo especifica. Exemplos de semelhantes pares de ligagao in-
cluem anﬁ’geno/anti_corpo, hapteno/anticorpo, lectina/carboidrato, apopfotei-
na/cofator e biotina/(estrept)avidina. Além disso, muitos destes testes envol-
vem-dispositivos (por exemplo, fase soélida, tiras de teste de fluxo lateral, tes- .
tes de fluxo direto) com um ou mais dos membros de um par de ligacéo fixa-

dos a um material de fase sélida movel ou imével tal como contas de latex,

fibras de vidro, contas de vidro, tiras de celulose ou membranas de nitrocelu-

lose (Patentes dos Estados Unidos Nos. 4.703.017; 4.743.560; e 5.073.484).
Uma categoria principal de imunoensaio € o ensaio "sanduiche".

Em geral, procedimentos de imunoensaio sanduiche exigem misturar uma

~amostra, a qual pode conter um analite de interesse (por exemplo, anticorpo

antilipoidal), com um reagente detector que especificamente reconhece o
analite, por exemplo, Proteina A conjugada a ouro, Proteina G conjugada a

ouro, ou anticorpo secundério conjugado a ouro especifico para anticorpo

antilipoidal (por exemplo, anticorpo secundario anti-humano Ab ou an-

ti-humano Ab(Fc)). O reagente detector € movel e tipicamente é ligado a

uma etiqueta ou outro reagente de sinalizacéo, tal como latex tingido, um sol

~ de metal coloidal, ou um radioisétopo. Esta mistura é em seguida aplicada a

um meio cromatogréfico. (tal.como..uma .membrana. microporosa ou bibula,
como nitrocelulose, néilon ou PVDF) contendo uma banda ou zona de anti-

genos. imobilizados reconhecidos-pelo anticorpo de interesse do analite. O

- meio cromatograflco frequentemente esta sob a forma de uma tira que se

assemelha a uma haste graduada ou a qual pode ser mcorporada em um
estojo, tal COmo em um dlsposmvo de fluxo lateral ou um dnsposmvo de fluxo.
direto. Quando o complexo da molécula a ser testado e o reagente detector
atingem a zona dos antigenos imobilizados sobre o meio cromatogréfico;
ocorre ligacado e o complexo de reagente detector é localizado na zona. Isto
indica a presenga da molécula a ser testada. Esta técnica pode ser usada

para obter resultados quantitativos ou semi-quantitativos. Exemplbs de imu-

- noensaios sanduiche realizados sobre- tiras de teste sdo descritos, por e-

xemplo, nas Patentes dos Estados Unidos Nos. 4.168.146 e 4.366.241.
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Em outras formas comuns de imunoensaios a base de membra-

na, conforme tipificado por alguns kits domésticos de detec¢ao de gravidez e

ovulacao, uma tira de teste (ou' haste graduada) é "mergulhada" em uma

amostra suspeita de conter o analite do sujeito. Reagente detector marcado

com enzima € em seguida adicionado, quér simultaneamente ou depois de

um periodo de incubagdo. O dispositivo em seguida é lavado e em seguida
inserido em uma segunda solugdo contendo um substrato para a enzima. A
etiqueta da enzima, caso presehte, interage com o substrato, causando a
formacao de produtos coloridos, os quais ou depositam como um precipitado
sobre a fase sélida ou produzem uma alteragdo de cor visivel na solugao do
substrato. O requerimento de patente européia No. EP-A 0 125 118 descré-
ve um imunoensaio de haste graduada do tipo sanduiche semelhante. O
requerimento de patente européia No. EP-A 0 282 192 descreve um disposi-
tivo de haste graduada para uso em testes do tipo de competicao.

Dispositivos de imunoensaio do tipo de fluxo direto foram desig-
nados, em parte, para'preveni_r a necessidade de etapas de incubégéo e la-
vagem associadas com testes de haste graduada. Dispositivos de imunoen-
saio de fluxo direto envolvem um reagente de captura (tal como um comple-
xo de anticorpo éncora-antigend lipoidal) ligado a umé membrana porosa ou -
filtro ao qual uma amostra de liquido é adicionada. A medida que-o.liquido
escoa através da membrana, o analite alvo (tal .como anticorpo antilipoidal)
liga éo reagente de captura. A-adicdo de amostra é segvuida por adi¢do de
reagente detector (tal como, Protelna A ‘conjugada a ouro ou IgG anti-
humana conjugada a ouro (Fc)). Alternatlvamente 0 reagente detector pode
ser colocado sobre a membrana em uma maneira que permite ao detector |
misturar com a amostra e deste modo marcar o analite. A detecg:éo‘visual de
reagente detector proporciona uma indicagao da presenga de analite alvo na
amostra. Dispositivos de fluxo direto de imunoensaio tipicos sdo descritos
nas Patentes dos Estados Unidos Nos. 4.246.339; 4.277.560; 4.632.901;
4.812.293; 4.920.046; e 5.279.935; e nos Requenmentos de Patente U.S.
Nos. 20030049857 e 20040241876.
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Dispositivos de teste de migrag¢ao geralmente incorporam dentro
dos mesmos reagentes que foram fixados a etiquetas coloridas, deste modo
permitindb deteccgao visivel dos re_sultados de teste sem adicao de substén-
cias. Vide, por exemplo, a Patente U.S. No. 4.770.853; a Publicacao de Pa-

- tente Mundial PCT No. WO 88/08534 e o requerimento de Patente Européia -

No. EP-A 0 299 428.

H& uma série de testes do tipo de fluxo lateral disponiveis co-

mercialmente e patentes descrevendo métodos para a detec¢do de grandes -

analites (peso molecular maior do que 1.000 Daltons). Patente U.S. No.
5.229.073 descreve um método de fluxo lateral de imunoensaio competitivo
semiquantitativo para medir os niveis de lipoproteina plasmatica. Este méto-
do utiliza Uma pluralidade de zonas de captura ou linhas contehdo anticorpos

imobilizados para ligar tanto a lipoproteina marcada quanto livre para dar um

~ resultado semi-quantitativo.

A Patente U.S. No. 5.591.645 proporciona uma tira de teste
cromatografico com no minimo duas porgdes. A primeira porgao inclui um

tragador mével e a segunda porgado inclui um aglutinante imobilizado capaz

| de ligar ao analite. Exemplos adicionais de testes de fluxo lateral para gran-

- des analites sdo descritos nos seguintes documentos de patente: Patentes

dos .Estados. Unidos..Nos..4.168.146;. 4.366.241; 4.855.240; 4.861.711;.e
5.120.643; Patente Europeia No. 0296724; publica¢gdes de Patente Interna-
cional Nos. WO 97/06439; e WO-98/36278. |

Também hé testes do tlpo de fluxo Iateral para a detecgao de

pequenos analltes (peso molecular 100 a 1.000 Daltons) Geralmente estesi“
testes de pequenos analites envolvem inibicdo competitiva "tipica" para pro-.

duzir resultados de relatérios hegativos ou indiretos (isto é, redugao de sinal
com concentragé@o de analite crescente), conforme exemplificado pela Paten-
te U.S. No. 4.703.017. No entanto, foram desenvolvidas varias abordagens
para detectar pequenos analites usando testes de fluxo lateral que produzem

resultados de relatérios positivos ou diretos (isto €, aumento em sinal com

concentracao de analite crescente). Estes incluem, por exemplo, as Patentes

dos Estados Unidos Nos. 5.451.504; 5.451.507; 5.798.273; e 6.001.658.
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A Patente U.S. No. 5.451.504 proporciona um método com trés

zonas especificas (mobilizagédo, captura e detecgdo) cada uma contendo um

-conjugado de latex diferente para produzir um sinal positivo. A zona de mobi-

lizagdo contém anticorpo marcado para ligar o analite na amostra. Na zona
de captura, anticorpo marcado e nao ligado é em seguida capturado por
analogo de analite imobilizado. A zona de deteccao captura o complexo de
analite marcado-anticorpo. |

A Patente U.S. No. 5.451.507 descreve um método de imunoen-

saio desconectado de duas zonas. A primeira zona tem reagente ligado ndo

difusivamente que liga com um componente, por exemplo, um analite analo-

"go ligado a, ou capaz de ser ligado a, um membro de um sistema produtor

de sinal. A segunda zona liga ao componente somente quando o anaiite a
ser testado esta presente. A distancia que o componente migra para dentro
da segunda zona estéa diretamente relacionada com a concentrac;éo de anali-
te. | .

A Patente'U;S. No. 5.798.273 descreve um dispositivq de fluxo
lateral que inclui uma zona de captura com analite imobilizado analogo e
uma ou mais zonas de leitura para ligar analite-marcado analogo.

A Patente U.S. No. 6.001.658 revela um dispositivo de tira de
teste com um. parceiro de.ligacao marcado. difundivel que liga com. analite

um analite imobilizado, e uma area de detec¢do contendo um antlcorpo imo-

" bilizado.

o Os d|§go§|tlvoss descntos aqw neste requenmento de patente )
geralmente mcluem uma tira de material a absorvente (tal como uma membra-
na microporosa), a qual, em alguns casos, pode ser feita de diferentes subs-
tancias cada uma ligada a outra em zonas, as quais podem ser Iimit_édas
e/ou sobrepostas. Em alguns exemplos, a tira de absorvente pode ser fixada
sobre um material ndo interativo de suporte (tal como poliéster nao tecido);
por exemplo, para proporcionar aumentada rigidez para a tira. Zonas dentro
de cada tira podem conter diferencialmente um ou mais parceiros de ligacdo
especificos e/ou outros reagentes requeridos para a deteccao e/ou quantifi-

cagao do analite em particular sendo testado para, por exemplo, um anticor-
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po antilipoidal. Portanto estas zonas podem ser visualizadas como setores
funciohais_ ou regides funcionais dentro do dispositivo de teste.

Em geral, uma amostra de fluido (ou uma amostra suspendida
em um fluido) € introduzida para a tira na extremidade proximal da tira, por
exemplo, mergulhando ou pintando. Uma amostra é coletada ou obtida u- -
sando métodos de conhecimento geral daqueles versados na técnica. A a-

mostra contendo os anticorpos antilipoidais a serem detectados pode ser

~ obtida de qualquer fonte bioldgica. Exemplos de fontes biolégicas incluem

soro sanguineo, plasma sanglineo, urina, fluido espinal, saliva, fluido de
fermentacao, fluido linfatico, fluido de cultura de tecido e fluido de ascite de

um ser humano ou animal. A amostra pode ser diluida, purificada, concen-

-trada, filtrada, dissolvida, suspendida ou manipulada de modo diverso antes

de imunoensaio para otimizar os resultados do imunoensaio. O fluido migra

~ distalmente através de todas as regides funcionais da tira. A distribui¢éo final

do fluido nas regides funcionais individuais depende da capacidade adsortiva

e das dimensoes dos materiais usados.

Em algumas modalidades, suportes solidos porosos, tais como
hit_rocelulose, descritos acima preferencialmente estéo sob a forma de cha-
pas ou tiras. A'espessura de_ Semelhahtes chapas ou tiras pode variar dentro -
de.amplos limites, por..exem'plo.,. a.partir de cerca de.0,01 a 0,5 mm, de cerca.
de 0,02 a 0,45 mm, de cerca de 0,05 a 0,3 mm, de cerca de 0,075 a 0,25
mm, de éerca de 0,1 a-0;2 mnﬁ~ ou de cerca de 0,11 a 0,15 mm. O tamanho

~de poro de semelhantes chapas ou tiras pode variar de modo sumllar dentro-

de amplos Ilmltes por exemplo a pamr de cerca de 0,025 a 15 m|cra ou

mais especificamente de cerca de 0,1 a 3 micra; no entanto, nao se pretgen- :
de que o tamanho de poro seja um fator limitante na sele¢édo do suporte soli-
do. O indice de fluxo de um suporte sélido, onde aplicavel, também pode
variar dentro de amplos limites, por exemplo, de cerca de 12,5 a 90 s/cm
(isto €., 50 a 300 s/4 cm), cerca de 22,5 a 62,5 s/cm (isto é,90 a 250
s/4 cm), cerca de 25 a 62,5 s/cm (isto é, 100 to 250 s/4 cm), cerca de 37,5 a
62,5 s/cm (isto é, 150 a 250 s/4 cm), ou cerca de 50 a 62,5 s/cm (isto &, 200

a 250 s/4 cm). Em modalidades especificas de dispositivos: descritos aqui,
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" neste requerimentb de patente, o indice de fluxo é cerca de 62,5 s/cm (isto

é, 250 s/4 cm). Em outras modalidades especificas de dispositivos descritos
aqui, neste requerimento de paténte, o0 indice de fluxo é de cerca de 37,5
s/cm (isto €, 150 s/4 cm). | '
Outra caracteristica comum a ser considerada no uso de dispo-
sitivos de imunoensaio € um meio para detectar a formag&o de um complexo

entre um analite (tal como um anticorpo antilipoidal) e um reagente de captu-

ra (tal como complexos de Iantico'rpo ancora-antigeno lipoidal). Um detector

(também referido como reagente detector) serve esta finalidade. Um detector

pode ser integrado em um dispositivo de imunoensaio (por exemplo, incluido

~'em um bloco de conjugado, conforme descrito abaixo), ou pode ser aplicado
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ao dispositivo a partir de uma fonte externa.

Um detector pode ser um unico reagente ou uma série de rea-
gentes que servem coletivamente a finalidade de detecgdo. Em alguns ca-
sos, um reagente detector é um parceiro de ligagdo marcado especifico para
o analite (tal como, Proteina A conjugada a ouro para um analite de anticor- -
po, ou Ab anti-humano marcado com ouro (Fc) para um analite de anticorpo
humano). Em outros casos, um reagente detector inclui coletivamente um
primeiro parceiro de ligagao nao marcado especifico para o analite e um se- -
gundo parceiro de ligagdo marcado especifico para o primeiro parceiro de
ligagao e assim por diante. Em cada caso, um reagente detector especifica-

mente detecta analite ligado de um complexo de analite-reagente de captura

e, portanto um reagente detector preferenqlalmente nao substanmalmente__“

liga a ou reage com o reagente de captura ou outros |componentes Iocallza-

dos na area de captura do analite. A ligagao ou reagdo nao especifica referi-
da de um detector pode proporcionar um resultado falso positivo.',Opcion.'al-
mente, um reagente detector pode reconhecer especificamente uma molécu-
la de controle positivo (tal como uma IgG humana néo'especifica para um
detector de Proteina A marcada, ou um detector de Proteina G marcada, ou |
um Ab anti-humano marcado (Fc)) que esta presente em uma area de captu-
ra secundaria. |
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Preferencialmente, um reagente detector para uso nos métodos

complexo de anticorpo ancora imobilizado-antigeno lipoidal. Uma pessoa de

conhecimento regular da técnica pode facilmente determinar combinagoes

de reagentes detectores particulares e complexos de anticorpo ancora- -

antigeno lipoidal particulares que satisfarao esta preferéncia para a deteccao |

de analites particulares. Por exemplo, para a detecgao de anticorpos antili-

oidais humanos, algumas combinacdes tipicas ndo limitantes incluem:

ti-antigeno de colesterol ndo hu-
mano (mamifero) (por exemplo,
Fab)

anti-humano (qualquer es-

pecificidade)

Antigeno | Anticorpo Ancora Reagente Detector

Lipoidal

CUL/Ch | fragmento de ligagdo an- | Proteina A, Proteina G, ou
“ti-antigeno lipoidal humano (por | Ab anti-humano (Fc)
exemplo, Fab)

CL/L/Ch | fragmento de ligagdo de antige- | Proteina A, Proteina G, ou
no anti-colesterol humano (por | Ab anti-humano (Fc)
exemplo, Fab)

_ ‘CUL/Ch fragmento de ligagao de antige- | Proteina A, Proteina G, ou |
‘no anti-cardiolipiha humano (por | Ab anti-humano (Fc)
exemplo, Fab) | |

CL/L/Ch | Ab de -extens@o total -antilipoidal | Ab anti-humano (qualquer-| -
ndo humano especificidade)

CuL/Ch Ab- de extensdo total an- | Ab anti-humano (qualquef‘

. |ti-colesterol ndo humano... .. . | especificidade) ... . . [

CLUL/Ch |Ab_ _de _extensdo _total an-|Ab anti-humano (qualquer |
ti-cardiolipina ndo humano especificidade)

CLU/L/Ch | fragmento dé ligacdo  an- | Proteina A, Proteina G, Ab |
ti-antigeno lipoidal ndo humano | anti-humano (qualquer es- |
(mamifero) (por exemplo, Fab) pecificidade)

CLU/L/Ch |fragmento de ligagdo an- | Proteina A, Proteina G, Ab |
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Antigeno | Anticorpo Ancora Reagente Detector

Lipoidal

CUL/Ch |fragmento de - ligagdo an- | Proteina A, Proteina G, Ab
ti-antigeno de cardiolipina nao | anti-humano (qualquer es-

humano (mamifero) (por exem- pecificidade)

plo, Fab)

B. Construcdo e Desenho de Dispositivo de Fluxo Direto

Um dispositivo de fluxo direto envolve um reagente de captura
(tal como um complexo de anticorpo ancora-antigeno lipoidal) imobilizado
sobre um suporte sélido, tipicamente, uma membrana (tal como, nitrocelulo-
se, nailon, ou PVDF). Caracteristicas de membrana Uteis foram descritaAs
previamente; no entanto, é (tila observar que em um teste de fluxo direto
aumento Capilar ndo é uma caracteristica particularmente importante de uma
membrana uma vez que a amostra se move verticalmente através da mem-
brana ao invés de sobre esta como em um teste de fluxo lateral. Em um
simples formato represéntativo, a membrana de um dispositivo de fluxo dire-
to é colocada em contato funcional ou fisico com uma camada absorvente
(vide, por exemplo, descricdo de "bloco absorvente" abaixo), a qual age co-
mo um reservatério para extrair uma amostra de fluido através da membra-
na. Opcionalmente, depois-de imobilizagdo de um reagente de captura, -
quaisquer sitios de ligacdo de p’rotel'ha remanescentes sobre a membrana

podem ser bloqueados (ou-antes ‘ou simultaneamente com a administracao

. da _amostra) para minimizar_interaces ndo especificas. Uma modalidade @~

fisica tipica de um dispositivo de fluxo direto é mostrada na FIGURA 10.
Na operag¢ao de um dispositivo de fluxo direto, uma amostra de

. fluido (tal como uma amostra de fluido corporal) é colocada em contato. com

a membrana. Tipicamente, um dispositivo de fluxo direto também inclui uma
area de aplicacao da amostra (ou reservatorio) para receber e reter tempora-
riamente uma amostra de fluido de um volume desejado. A amostra passa
através da matriz da membrana. Neste processo, um analite na amostra (tal

como um anticorpo antilipoidal) pode ligar especificamente ao reagente de

~ captura imobilizado (tal como complexo de anticorpo &ncora-antigeno lipoi-
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dal). Onde_ se deseja a détecgéo 'de_ um complexo de analite-reagente de
captura, um reagente detector (tal como Proteina A marcada, Proteina G
marcada, ou IgG anti-humana marcada (Fc)) pode ser adicionado com a
amostra ou uma solugao contendo um reagente detéctor pode ser adiciona-

do subseqlente a aplicacdo da amostra. Se um analite for especificamente -

ligado por reagente de captura, um visual tipico atribuivel ao reagente detec-

tor em particular pode ser observado sobre a superficie da membrana. Eta-

~ pas de lavagem opcionais podem ser adicionadas em qualquer momento do .

processo, por exemplo, depois de aplicacdo da amostra, e/ou depois de apli-

cagao de um reagente detector. .

- C. Construcao e Desenho de Dispositivo de Fluxo Lateral
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Dispositivos de fluxo lateral séo comumente conhecidos na téc-
nica. Em resumo, um dispositivo de fluxo lateral é um dispositivo analiticor
tendo como sua esséncia uma tira de teste, através da qual flui um fluido de
amostra de teste que é suspeito de conter um analite de interesse. O fluido
de teste e qualquer analite suspendido pode éscoar ao longo da tira para

uma zona de detec¢do na qual o analite (caso presente) interage com um

' ~ agente de captura e um agente de detec¢éo para indicar uma presenga, au-

séncia e/ou quantidade do analite.
~ Foram.descritos.numerosos. dispositivos analiticos de fluxo late-

ral, e incluem aqueles mostrados nas Patentes dos Estados Unidos Nos.-

4.313.734; 4.435.504;  4.775.636; 4.703.017; 4.740.468; 4.806.311; -
4806312, 4.861711; 4.855.240; 4.857.453; 4.943522; 4.945.042;

4.496.654; 5.001.049; 5.075.078; 5126.241; 5451.504; 5.424.193;
5.712.1 72, 65553_90, eégé—B_B;G,na Patente Eu ropéia No. EP 081 04_36;
nas publicacdes de Patentes Internacionais Nos. WO 92/12428;
WO 94/01775; WO 95/16207; e WO 97/06439, cada uma das quais & incor-
porada por meio de referéncia.

Muitos dispositivos de fluxo lateral sdo testes de fluxo lateral de
uma etapa nos quais um fluido biolégico é colocado em uma area da amos-
tra sobre uma tira bibula (embora possam ser usados materiais nao bibulos,

e tornados bibulos aplicando um tensoativo ao material), e deixado para mi-
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" grar ao longo da tira até o liquido entrar em contato com um parceiro de liga-

cao especifico que interage com um analite no liquido. Uma vez que o anali-

te interage com o parceiro de ligacdo, um sinal (tal como um corante fluores-

cente ou visivel de modo diverso) indica que ocorreu a interagao. Multiplos
parceiros de ligagao distintos podem ser colocados sobre a tira (por exem-
plo, em linhas pafalelas) para detectar multiplos analites no liquido. As tiras
de teste também podem incorporar indicadores de controle, os quais propor-
cionam um sinal de que o teste foi realizado adequadamente, mesmo se um
sinal positivo indicando a presenca (ou auséncia) de um analite nao for vista
sobre a tira.. | B

A construgéo e o desenho de dispositivos de fluxo lateral é de
conhecimento geral na técnica, conforme descrito, por exemplo, em Millipore
Corporation, A Short Guide Developing Immunochromatographic Test Strips,
2nd Edition, pp. 1-40, 1999, disponivel a pedido em (800) 645-5476; e Schle-
icher & Schuell, Easy to Work with BioScience, Products e ProtOcqls 2003,
pp. 73-98, 2003, 2003, disponivel a pedido em Schleicher & Schuell BioSci-
ence, Inc., 10 Optical Avenue, Keene, NH 03431, (603) 352-3810; ambos os |
quais sao incorporados aqui, neste requerimento de patente, por meio de
referenma em suas totalidades.

. Dispositivos.de fluxo lateral tem uma.ampla varledade de forma-
tos fis_lcos que sao igualmente de conhecimento geral na tecnlca. Qualquer
formato fisico que suporte e/ou encerre os componentes: basicos de um-dis-
posmvo de fluxo Iateral na relagao de fungao apropnada é contemplado por
esta descoberta A FIGURA 7 mostra vanos exemplos de dISpOSI'(IVOS de
fluxo lateral. Estes exemplos demonstram algumas das modalldades flSlcas
que podem ser Gteis na construgcao de um dispositivo de fluxo lateral.

Os componentes béasicos de uma modalidade partlcular de um
dispositivo de fluxo lateral sdo ilustrados na FIGURA 8, a qual mostra uma
modalidade particular na qual um estojo alongado 10 contém uma tira de
fluxo lateral bibula 12 que prolonga substancialmente toda a extensdo do
estojo 10. A tira de fluxo lateral 12 € dividida em um bloco de aplicacdo de
amostra proximal 14 posicionado abaixo de uma porta de introdugcédo de a-
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mostra 15,_uma membrana do resultado do teste intermediério 16, e um blo-
co absorvente distal 18. A tira de fluxo 12 é interrompida por um bloco de
conjugado 20 que contém conjugado marcado (tal como Proteina A conju-

gada a ouro, Proteina G conjugada a ouro, Ab anti-humano conjugado a ou-

ro). Uma tira ao longo do caminho de fluxo 12 passa do bloco proximal 14, -

através do bloco de conjugado 20, para a membrana do resultado do teste

16, para acumulagdo eventual no bloco absorvente 18. Agentes de ligacdo

posicionados sobre uma linha de teste proximal 22 na membrana do resulta-

“seletiva (tais como um complexo de anticorpo ancora-antigeno lipoidal) sdo

do do teste 16. Uma linha controle 24 € proporcionado na membrana do re-

" sultado do teste 16 Iigeiramenvte distal a linha de teste 22.

Na operacao da modalidade particular de um dispositivo de fluxo

lateral ilustrado na FIGURA 8, uma amostra de fluido contendo um analite de
interesse, tal como um anticorpo antilipoidal, é aplicada ao bloco de amostra

14 através da porta de introdugao de amostra 15. Em alguns exemplos, a

amostra pode ser aplicada a porta de introdugao de amostra 15 gota a gota

ou, menos preferencialmente, mergulhando a extremidade do dispositivo

exemplos onde uma amostra € sangue total, um fluido revelador opcional é

contendo a porta de introdug&o de amostra 15 dentro da amostra. Em outros

adicionado a amostra.de sangue. para causar. hemodlise das hemécias e, em . ..

- alguns casos, para fazer uma diluicao apropriada da amostra de sangue to-
~-ta|».- A partir do bloco de-amostra 14, a amostra-passa, por exemplo, por acao

~ capilar, para o bloco de conjugado 20. No bloco de conjugado 20, o analite

de mteresse pode ilgarm(ou ser I|gédo por) um reagente detector moblllzado

ou mobilizavel. Por exemplo, um analite de anticorpo antilipoidal pode ligar a-

um reagente detector de Proteina A conjugada a ouro contido no bloco de
conjugado. O analite em complexo com 6 reagente detector pode em segui;
da escoar para a membrana do resultado do teste 16 onde o complexo pode
interagir adicionalmente com um parceiro de ligagao analite-especifico (tal

como um complexo de anticorpo ancora-antigeno lipoidal), o qual é imobili-

zado na linha de teste proximal 22. Em alguns exemplos, um anticorpo anti-

lipoidal em complexo com um reagente detector (tal como, Proteina A conju- -
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' gada a ouro, Proteina G conjugada a ouro, ou Ab anti-humano conjugadd a
ouro) pode ligar adicionalmente a complexos de anticorpo ancora-antigeno
lipoidal imobilizado nao marcados na linha de teste proximal 22. A formagao
do imunocomplexo entre anticorpo antilipoidal, reagente detector marcado
(por exemplo, conjugado a ouro) , e complexo de anticorpo ancora imobiliza-
do-antl’geno lipoidal pode ser detectada pelo aparecimento de uma Iinha vi-
sivel na linha de teste proximal 22, a qual resulta da acu'mulag:éo do marca-
dor (por exemplo, ouro) na regiéo localizada da linha de teste proximal 22. A
linha controle 24 pode conter um parceiro de ligacao de reagente detec- -
tor-especiﬁbo imobilizado, o qual pode ligar o reagente detector na presenga

* ou auséncia do analite. A ligacado referida na linha controle 24 indica desem-
penho apropriado do teste, mesmo na auséncia do analite de interesse.

Em outra modalidade de um dispositivo de fluxo lateral, pode
haver uma segunda linha de teste localizada paralela ou perpendicular (ou
em qualquer outra relagdo espacial) a linha de teste 22 na membrana do
resultado do teste 16. A operac¢ao desta modalidade em particular éi similar a
descrita no paragrago imediatamente precedente com as consideragdes adi-
cionais que (i) um segundo reagente detector especifico para um segundo
gnaiite, tal como um a.nticorpo anti-T. pa/lidum, também pode estar contido
no bloco.de conjugado, e (i) a segunda.linha de teste contera um segundo
parceiro de ligagdo especifico tendo afinidade para um segundo analite na

amostra. Por exemplo, a segunda linha de teste pode conter antigenos tre-

dum presentes na amostra _

Alguns dos matenals que podem ser utels para os componentes
de um dlsposmvo de fluxo lateral sao mostrados na Tabela 1. No entanto,
uma pessoa versada na técnica reconhecera que 0s materiais particulares
usados em um dispositivo de fluxo lateral particular depénderé de uma série
de variaveis, incluindo, por exemplo, o analite a ser detectado, o volume da
amostra, o indice de fluxo desejado e outros, e pode selecionar rotineira-

mente 0s materiais Uteis por conseguinte.

ponemals |mob|||zados que especmcamente ligarao antlcorpos anti-T. pal//-_.__
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Tabela 1. ]
Componente | Material Utila
Fibra de vidro
Fibras tecidas
‘Bloco da Tela
~ Amostra Fibras nao tecidas

Filtros celuldsicos
Papel

Fibra de vidro

Bloco de Poliéster

Conjugado Papel

Polipropileno modificado superficialmente

Nitrocelulose (incluindo nitrocelulose pura e nitrocelulose
modificada)

Membrana Nitrocelulose fundida direta sobre suporte de poliéster
Polivinilideno fluoreto | |

Nailon

Bloco Absor- | Filtros celuldsicos
vente Papel

1. Bloco da Amostra

O bloco da amostra (tal como o bloco da amostra 14 na FIGURA

'8) é um componente opcional de um dispositivo de fluxo lateral que inicial-

mente recebe a émostra, e pode servir para remover particulados da amos-
tra. Entre os varios materiais que podem ser usados para construir um bloco-
da amostra (vide a Tabela 1'), um bloco da amostra de celulose pode ser be-
néfico se um grande volume de leito (por exemplo, 250 pl/cm?) for um fator
em uma aplicagao particular. Blocos de amostra podem ser tratados com um

ou mais agentes de liberagdo, tais como tampdes, sais, proteinas, detergen-

~tes, e tensoativos. Os agentes de Iiberagéo referidos podem ser uteis, pof

exemplo, para promover ressolubilizagao de constituintes de bloco do conju-

gado, e bloquear sitios de ligacdo nao especificos em outros componentes
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+ de um dispositivo de fluxo lateral, tais como uma membrana de nitrocelulose.

Agentes de liberagdo tipicos incluem, por exemplo, trealose ou glucose
(1% - 5%), PVP ou PVA (0,5% - 2%), Tween 20 ou Triton X-100 (0,1% - 1%),"
caseina (1% - 2%), SDS (0,02% - 5%), e PEG (0,02% - 5%).

2. Membrana e Solugdo de Aplicacdo:

Os tipos de membranas Uteis em um dispositivo de fluxo lateral (tais como
nitroéelulose, nailon e PVDF), e consideragdes para aplicar um reagente de
captura a membranas semelhantes foram discutidos previémente. :

3. Bloco do Conjugado

O bloco de conjugado (tal como bloco de conjugado 20 na FI-

 GURA 8) serve para, entre outras coisas, encerrar um reagente detector. Em

algumas modalidades, um reagente detector pode ser aplicado externamen-
te, por exemplo, de um frasco de revelador, em cujo caso um dispositivo de
fluxo lateral nao precisa conter um bloco de cohjugado (vide, por exemplo, a
Patente U.S. No. 4.740.468). |

~ Um ou mais reagentes detectores contidos em um blocd de con-
jugado € liberado em solugéo na aplicacao da amostra de teste. Um bloco de
conjugado pode ser tratado com vérias substancias para influenciar a libera-
¢ao do reagente detector em solugcdo. Por exemplo, o bloco de conjugado
pode ser tratado com PVA ou PVP (0,5% a 2%) e/ou Triton X-100 (0,5%).
Outros agentes de liberagao incluem, sem limitag&o, hidroxipropilmetila celu-
lose, SDS, Brij e B-lactose. Uma mistura de dois ou rn_ais‘agentes de libera-
¢ao podem ser usados em qualquer dada aplicagdo. Na modalidade descita
em particular, o reagente detectbr no bIocb de conjugado 20 é Proteina A
marcada, Proteina G, ou IgG anti-humana (Fc).

4.  Bloco Absorvente

O uso de um bloco absorvente 18 em um dispoSitivo de f_luxo
lateral € opcional. O bloco absorvente age aumentando o volume total de
amostra que penetra no dispositivo. Este volume aumentado pode ser utila, |
por exemplo, para lavar o analite ndo ligado da membrana. QUanuér um de
uma variedade de materiais é Utila para preparar um bloco absorvente, vide,

por exemplo, a Tabela 1. Em algumas modalidades de dispositivos, um blo-
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co absorvente pode ser papel (isto é, fibras celuldsicas). Uma pessoa versa-
da na técnica pode selecionar um bloco de papel absorvente com base em,
por exemplo, sua espessura, compressibilidade, manufaturabilidade, e uni-

formidade do volume do leito. O volume de captacdo de um absorvente pre-

~ parado pode ser ajustado alterando as dimensdes (geralmente a extensao)

de um bloco absorvente.

D. . Dispositivos de Combinacao

Cada um dos dispositivos de imunoensaio discutidos acima (por

‘exemplo, haste graduada, dispositivo de fluxo direto ou dispositivo de fluxo

lateral) pode ser, em algumas modalidades, formatado para detectar multi-
plos analites pela adicdo de areas de captura secundarias, terciarias ou mais. .
contendo reagentes de captura especificos para os outros analites de inte-

resse. Em particular, esta descoberta contempla dispositivos de imunoensaio

~ que detectam simultaneamente anticorpo antilipoidal e treponemas ou anti-

corpos anti-treponemais em amostras de fluido (tal como, soro humano). Os
dispositivos de combinagéo referidos adicionalmente incluem uma area de
Captu_ra treponemal envolvendo (a) um antigeno treponemal imobilizado ca-

paz de ser especificamente ligado por um anticorpo anti- T. pallidum, ou (b)

~ um anticorpo anti-T. pa/lidum imobilizado que liga especificamente um anti-

geno treponemal movel. Conforme usado aqui, neste requerimento de paten- .

- te,.um "' ‘antigeno treponemal” é um antigeno contendo no minimo um deter-

mmante antngenlco que liga especmcamente anticorpos anti-T, pallidum. Fo-

“ram descntos na técnica numerosos antigenos treponemals wde , por exem- '_ |

| plo as Patentes dos Estados Unldos Nos 6. 479 248 6.248. 331 5 681 934 |

5.578. 456 4. 868 118; e 4. 740 467. Por exemplo, pollpeptldeos de no mini-
mo 0s segumtes pesos moleculares aparentes foram descritos como antige-
nos de T. pallidum:. 16-20 kDa, 18 kDa, 18-23 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 particulares, vide a Patente
U.S. No. 4.846.118).

| Antigenos treponemais e anticorpos anti-T. pallidum séao polipep-

tideos; portanto, quando usados como reagentes de captura, estas molécu-
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" las podem ser diretamente aderidas a um suporte sélido (tal como, nitrocelu-

lose, nailon ou PVDF). Nao obstante, é contemplado que antigenos trepo-
nemais ou anticorpos anti-T. pallidum podem ser imobilizados (diretamente
or indiretamente) sobre um suporte sélido pbr qualquer método disponivel.
Um reagente detector pode ser usado para detectar a formacgao
de um complexo ‘entre um reagente de captura treponemal e analite trepo-
nema-especifico (tal como, um treponema, um antigeno treponemal, ou um
anticorpo anti-treponemal). Em alrgumas modalidades, um reagente detector
(tal como um Ab anti-humano (Fc)) pode detectar especificamente um anali-

te treponema-especifico ligado (por exemplo, um anticorpo anti-treponemal

| humano) e um analite de anticorpo antilipoidal ligado (por exemplo, um _anti-

‘corpo-antilipoidal humano). Em outros casos, sé@o previstos dois reagentes

detectores separados para deteccdo especifica de um analite trepone-
ma-especifico ligado (por exemplo, anticorpo anti-treponemal ou antigeno
treponemal) ou um analite de anticorpo antilipoidal ligado.

A operagéo'de um dispositivo de imunoensaio utila para realizar

testes treponemais e nédo treponemais simultineos é substancialmente simi-

lar-aos dispositivos descritos alhures nesta especificagdo. Uma caracteristica

payrt'ic‘ular_ de um dispositivo de combinagao & que uma amostra de fluido a-

__plicada a uma &rea de aplicagdo da amostra é capaz de.contatar (por exem-

plo, fluir para ou fluir através de) cada uma de uma area de captura de anti-
corpo antilipoidal e para-uma area de captura treponemal. -
Vi. Kits

25

30

Sao descntqs aqw neste requenme_nto de pétenteA kl'(S para uso
na detecgao de antlcorbbé antilipoidais eﬁw uﬁa amostra (tal como, uma a-
mostra blologlca). Os kits referidos também podem ser usados, por exemplo,
no diagnostico de doengas nas quais a presenga de anticorpds antilipoidais
€ sintomatica da doenca (tal como, sifilis ou lupus). Al'gumas modalidades
dos kits descritos sao geralmente portaveis e proporcionam um modo sim-
ples, répido, e/ou de custo eficaz para detectar anticorpos antilipoidais e/ou
diagnosticar doenca (tal como sifilis) sem a necessidade de instalagdes labo-

ratoriais, tal como em uma instalacao de ponto de atendimento.
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Os kits incluem um ou mais dispositivos de imunoensaio confor-
me revelado aqui, neste requerimento de patente, e um meio de veiculo, tal
como uma caixa, uma boisa, uma sacola, caixa plastica (tal como plastico

moldado ou outra embalagem transparente), empacotador (tal como, um

_ plastico selado ou selavel, papel, ou empacotador metalico), ou outro recipi-

ente. Em alguns exemplos, os componentes dos kits serdo contidas em uma
unica unidade de embalagem, tal COmMOo uma caixa ou outro recipiente, cuja
unidade de embalagempode ter compartimentos Nnos quais um ou mais com-
ponentes do kit podem ser dispostos. Em outros exemplos, um kit inclui um

ou mais recipientes, por exemplo, frascos, tubos, e semelhantes que podem

“reter, por exemplo, uma ou mais amostras bioldgicas a serem testadas, a-

mostras de controle positivo e/ou negativo ou solugdes (tais como, um soro

controle positivo contendo anticorpos antilipoidais ou treponemais), diluentes

~ (tais como, tampdes de fosfato, ou tampdes de salina), reagentes detectores

(por exemplo, para aplicagdo externa a um dispositivo do kit), reagentes de
substrato para visualizagao de enzimas reagentes detectores (tal como, 5-

bromo-4-cloro-3-indolila fosfato, nitroblue tetrazélio em dimetila formamida),

| ‘e/ou solugdes de lavagem (tais como, tampdes Tris, tamp&o de salina, ou
- agua destllada)

.20 .. . Outras modahdades de klts lncluem senngas dlsposmvos de . . .

picada digital, esfregagos de alcool, compressas de gaze, bolas de algodao,

de deposutos seladores de placa adeswas chapas de relatonos de dados,

30

_as quais podem ser utels para manusear coletar e/ou processar uma amos-

tra bioldgica. Os kits' também podem conter opcionalmente implementos u- -

teis para introduzir amostras em uma camara de amostra de um dispositivo

.de imunoensaio, incluindo, por exemplo, conta-gotas, Dispo-pipetas, tubos

capilares, bulbos de borracha (por exemplo, para tubos capilares), e seme-
Ihantes. Ainda outras modalidades de kits podem incluir meios para descarte
para descartar um dispositivo de imunoensaio usado e/ou outros itens usa-
dos com o dispositivo (tais como amostras de pacientes, e etc.). Os meios

para descarte podem incluir, sem limitagao, recipientes que sdo capazes de

- bandagens, luvas de latex, bande’jas de-incubacdo com numeros variaveis - -
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" conter vazamento a partir de materiais descartados, tais como pléstico, me-
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tal ou outras bolsas, caixas ou recipientes impermeaveis.
Em alguns exemplos, um kit revelado incluira instru¢gées para o

uso de um dispositivo de imunoensaio. As instrucdes podem proporiconar

| orientagao sobre como aplicar amostra ao dispositivo de teste, a quantidade

de tempo necessaria ou aconselhavel para esperar pelo desenvolvimento

dos resultados, e detalhes sobre como ler e interpretar os resultados do tes-

te. As instrugdes referidas também podem incluir padrées, tais como tabelas,

gréaficos, ou figuras padrdes para comparagdo dos resultados de um teste.
Estes padroes podem incluir opcionalmente a informagédo necessaria para

quantificar o analite usando o dispositivo de teste, tal como uma curva pa-

drao relacionando a intensidade de sinal ou numero de linhas de sinal a uma

quantidade de analite presente portanto na amostra.
EXEMPLOS _

Os exemplos seguintes sdo proporcionados para iIuSt_rar algu-
mas caracteristicas e/ou modalidades particulares. Estes exemplos nao de-
vem ser considerados para limitar a invengdo as caracteristicas ou modali-
dades particulares descritas. '

EXEMPLO 1 o o
Preparacao de um Antigeno Lipoidal de USR o

Este Exemplo descreve a preparagao de um antigeno lipoidal

| exemplar, um antigeno de USR, o qual pode. ser fixado a um suporte sélido,

tal como nitrocelulose, usando os métodos descritos. Cerca de 100 ml de um

antigeno de USR pode ser preparado conforme descrito neste Exemplo; no

entanto, aqueles de conhecimento regular da técnica reconhecerao que este
protocolo descrito pode ser escalada para cima ou para baixo para pfoduzir
mais ou menos, respectivamente, antigeno de USR. Além disso, a menos
que determinado expressamente de modo diverso, todas as etapas do mé-
todo, reagdes, e etc. neste e nos exemplos seguintes foram realizados em
temperatura ambiente (por exemplo, de cerca de 20°C a cerca de 25°C).
Oito (8) ml de salina tamponada com VDRL (10 gramas de NaCl,
0,5 mL de formaldeido, 0,093 gramas de dissédio hidrogénio fosfato, e 0,170
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- suspensao de antigeno centrifugada (neste caso, 19 ml). Todos os sedimen-
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gramas de diidrogénio fosfato de potassio em 1 litro de agua destilada) foi
adicionado a um frasco redondo com rolha de vidro de 250 mL. Durante um
periodo de 40 a 60 segundos, 10 mL de antigeno de VDRL (0,9% de coles-
terol, 0,03% de cardiolipina_de, coragao bovino, e cerca de 0,21% de leticina

em etanol) foi adicionado diretamente sobre a salina tamponada com conti- -

nua rotacdo do frasco. A rotagdo do frasco foi continuada por aproximada-

mente 10 segundos depois da adicdo do antigeno de VDRL. Em seguida, 82

- mL de salina tamponada de VDRL foi adicionado a mistura da reagdo. Com

0 topo posiciomado no frasco, o frasco foi agitado de baixo para cima e de

volta aproximadamente 30 vezes em 10 segundos. Aliquotas de cerca de 19

mL da mistura agitada foram centrifugadas em tubos de ago inoxidavel em

uma centrifuga angular (Sorvall SS-3) em temperatura ambiente em uma

forca centrifuga relativa de aproximadamente 2000 x g por 15 minutos (me-

~ dida quanto a centrifuga atingiu a velocidade desejada). O fluido do sobre- .

nadante foi cuidadosamente decantado invertendo o tubo para longe do lado

contendo o material sedimentado. Depois de remover 0 sobrenadante, o tu-

bo da centrifuga foi invertido e esfregado com gaze de algodao sem agitar o

sedimento. O sedimento foi em seguida ressuspendido com suave agitagdo

em um volume de solugéo de ressuspenséo (3,72% de EDTA, 40% de clore-

to.de colina (v/v),. salina tamponada com.fosfato.pH 6.9.+.0.1) igual ao da

tos ressuspendidos foram recombinados-em um frasco-com rolha-de vidro e - '

__suavemente torvelmhados para mlsturar para formar a preparagao de anti-

30
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geno. A preparagao de antlgen-o' fOI em segunda colocada dentro de um refn-

gerador (a partlr de cerca de 2°C a cerca de 8°C) por aproximadamente uma
semana para estabilizar.

'EXEMPLO 2

Fracionamento por Sulfato de Amonio de Soro Humano Infectado por
T. pallidum

Este Exemplo descreve um método para separar uma fragao
contendo imunoglobulina do soro. O método deste Exemplo (bem como ou-

tros métodos de isolamento de imunoglobulina que sdo comumente conhe-
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* cidos na técnica) pode ser usado para purificar parcialmente imunoglobuli-

nas a partir de qualquer fonte de soro sanglineo, inclusive soro de sujeitos

nao humanos (tais como coelhos).

- Soro de pacientes humanos infectados com T. pallidum (referi-

dos do inicio ao fim deste e nos exemplos seguintes como “anti-soro hiperi-

mune") foi obtido da Biomedical Resources (Hatboro, PA). Um volume dese-
jado de anti-soro hiperimune foi colocado em um recipiente que encerra mais
de duas vezes o volume de soro. Com agitacao, uma quantidade de 70% de
sulfato de aménio saturado igual ao volume de soro foi lentamente adiciona-

do gota a gota ao soro. Esta mistura foi agitada por aproximadamente 4 ho-

ras em temperatura ambiente antes de centrifugagdo a aproximadamente

3000 rcf por 30 minutos. Depois de centrifugagdo, o sobrenadante foi des-
cartado e a fracao contendo imunoglobulina precipitada foi ressuspendida
em um volume de agua destilada igual ao volume original de soro. Em se-
guida, uma quantidade igual de solugdo de sulfato de aménio saturado a
70% foi adicionada gota a gota & fracdo contendo imunoglobUIiné ressus-
pendida com agitagdo, a mistura foi centrifugada, o sobrenadante foi decan-
tado, e o precipitado foi ressuspendido_cqm_b acima. Este procedimento foi
em seguida repetido uma vez mais. O precipAiitadHQ contendo imunoglobulina -
final foi ressuspendido com agua destilada para um décimo do volume de ..
soro original. A fragao contendo imunoglobulina ressuspendida foi dialisada
contré'trés» volumes-de-100x 0,85% de cloreto de-sédio'pH 8.0 de-um-dia
para o outro a 2-8°C. A concentragao de proteina total no retentado da diali-

-se fbi &éiéﬁ'hi—hada» péld fesfé Vd'é "ﬁréie'ihéﬁdéﬁBradfﬁrdéid—ﬂad@ d"e édordo

com as instrugbes do fabricante.

EXEMPLO 3

Purificacédo de IgG Usando uma Coluna de Afinidade de Proteina A v
IgGs foram isoladas da fracao contendo imunoglobulina do Exemplo 2 usan-
do cromatografia por agarose de Proteina A. Conforme é de conhecimento
na técnica, a Proteina A liga especificamente a regido Fc da IgG de uma va-
riedade de espécies de mamiferos.

Um reservatério de tampao contendo 1000 mL de tampao de
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fostato de SOdIO a 20 mM, pH 7.4 ("tampao de fosfato") foi conectado a uma
coluna de 10 ‘mL de Proteina A Sepharose CL-4B (Pharmacia). A coluna foi
lavada com 200 mL_ do tampao de fosfato, e foi medido o pH do eluente. A
coluna nao foi carregada com a amostra contendo-imunoglobulina até o pH
do eluente estar na faixa de 7,3 = 0,2.

Depois de desconectar o reservatorio do tampao, o retentado da
dlallse contendo imunoglobulina do Exemplo 2 foi aplicado a coluna tomando
cuidado para néo perturbar a superficie da matriz da coluna. Em seguida, 20
mL de tampao de fosfato foi adicionado a coluna, o reservatério de tampao
foi refixado a coluna, e fragcbes foram coletadas usando uma coletor de fra-

¢ao carregado com tubos de 80-12 x 125 mm didmetro. A absorvéncia a

- 280 nm do eluente da coluna foi monitorada. Quando a absorvéncia a

280 nm do eluente retornou & linha basal (indicando a elutriagdo substanci-

~ almente completa de proteina ndo especifica), um segundo reservatério de

tampéao contendo 500 mL de glicina a 100 mM pH 2.7 foi conectado a colu-

.na. Novamente, as fragcoes foram coletadas ao mesmo tempo que monito-

rando a absorvéncia do eluente a 280 nm. Todas as fragdes elutrizada no

‘tampéo de glicina tendo uma absorvénciazsonm de 0,1 ou mais foram combi-

nadas. As fragoes referidas incluiram proteinas especificamente ligadas por
Proteina A, isto &, IgGs,.que estavam presentes.no soro humano. infectado
por T. pallidu. O pH da solucdo combinada foi ajustado para 7,2 + 0,2 usan-

~-do 2,0M de tampéao Tris €ea Concentragéé'»'de~prote|'na total foi determinada
~conforme descnto prevnamente
~ EXEMPLO 4

Ligacao Especmca de lgG Purlflcada em Protema A a Antlgeno de USR
em Solugéao

Foi determinado o titulo de desfecho das IgGs purificadas corh
Proteina A obtidas conforme descrito no Exemplo 3. Foram feitas diluigoes
seriais da amostra de IgG (a partir de 1:2 até 1:512) em 0,9% de salina. Cin-
qienta (50) yl de cada diluicdo foi colocado em cada um de 10 circulos
(14 mm) sobre uma lamina de videvo de 5,08 x 7,62 cm (2 x 3 polegadas).

O antigeno de USR, preparado conforme descrito no Exemplo 1,
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* foi suavemente ressuspendido e colhido em uma agulha de administragéo e

seringa em uma posicdo vertical. Véarias gotas foram dispensadas e descar- _
tadas para limpar a agulha de ar. Em seguida, 1 gota em queda livre (apro-

ximadamente 22 pL) de suspensao de antigeno foi adicionada a cada circulo

‘contendo IgG. A lamina foi colocada sobre o rotor mecanico por 4 minutos a

180 + 2 rpm. Ao realizar este teste em um clima seco onde a eyaporagéo
pode ser um problema, pode ser vantajoso colocar as laminas sob uma co-
bertura umidificante de umidade durante a etapa de rotagdo. Imediatamente
depois de rotacao, a lamina foi visualizada microscopicamente usando ocu-

lares de 10x e uma objetiva de 10x para determinar em quais reagdes ocor-

reu floculagdo. O titulo de IgG foi determinado para serem a maior diluigé’lo

que da uma reacgao fraca (ou fracamente) positiva. -

Um volume original de amostra de IgG purificada em Proteina A
foi diluida em um primeiro volume de diluigdo de salina tamponada com fos-
fato pH 7,2 £ 0,2 ("PBS") para um titulo de anticorpo eficaz de 152048. Por-
tanto, em uma situagdo onde o titulo de desfecho da amostra foi 1:32, um
volume de amostra foi diluido com 64 volumes de salina tamponada com

fosfato pH 7.2 + 0.2 ("PBS") (Em outros exemplos, um soro tendo um titulo

| d‘e desf_echc_; de 1:16 sera dilui(_:l__q_ com 128 volg_(nes de PBS, e um soro_tendo :

um titulo de desfecho de 1:64 sera diluido com 32 volumes de PBS, e etc.).

Em seguida, um volume de micela de USR (preparado conforme descrito no

Exemplo 1) igual ao volume original de IgG purified foi adicionado a amostra

_.de IgG diluida com suave misturaggo. A mistura foi deixada para sedimentar

a 2-8°C por vérios dias até o sobrenadante clarear. Em seguida, o sobrena-

dante foi removido e substituido com um volume de PBS igual ao primeirb
volume de diluicdo (por exemplo, 64 volumes de PBS na situagéo descrita
acima). As etapas precedentes foram repetidas até o sobrenadante ser cla-
reado. Depois de remover o sobrenadante final, o volume de material preci-
pitado (contendo complexos de micela de USR -anticorpo (IgG); também
referido como micelas revestidas com 1gG) foi medido com um cilindro, e a

concentracao de proteina das revestidas com IgG foi determinada pelo mé-

- todo de Bradford.
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EXEMPLO 5 ,
Prepafagéo e Isolamento de Fragmentos Fab

IgG purificada em Proteina A (preparado conforme descrito no
Exemplo 3) foi concentrada para aproximadamente 20 mg/ml usando um
filtro  centrifugo Centricon® (Millipore) e dialisado contra 2 x 1000 mL de _'
Tampéao de Amostra (20 mM de fosfato de sédio, 10 mM de EDTA, pH 7.0).

Papaina imobilizada sobre 6% de contas reticuladas dgarose em

~uma pasta fluida a 50% em 50% de gliéerol, 0,1 M de acetato de sédio -

(pH 4.4) e 0,05% de azida de sodio (Pierce) foi misturado por inversdo ou
suave agitagdo para obter uma suspenséo uniformeL Em seguida, 2,5 mL da
pasta fluida foi adicionado a um tubo de teste de vidro ou outro recipiente de
reagdo adequado. Para equilibrar o gel, 20 mL de Tampao de Digestao re-
cém-preparado (20 mM de fosfato de sédid, 10 mM de EDTA, 20 mM de cis-

- teina-HCI, pH 7.0) foi adicionado a pasta fluida. Em seguida, o gel foi sepa-

rado do tampé&o por centrifugacéo, e este procedimento foi repetido com ou-
tros 20 mL de Tampéo de Digestao. O gel equilibrado foi ressuspendido em
2,5 mL de Tampao de Digestao.

IgG purificada em Proteina A (2,5 m1 de uma solugdo de
10 -mg/ml) foi diluida com 2,5 mL de Tampao de Digestéo. A solugao de IgG

foi adicionada ao tubo ou recipiente contendo a papaina imobilizada, € a

- mistura foi incubada a partir de cinco horas até de um dia para o outro em

um banho-maria em shaker a 37°C em alta velocidade. Uma misturagao
constante do gel foi mantida durante a incubagao. -

~ Depois da incubag&o, 7,5 mL de 10 mM de Tris-HCI, pH 7.5 foi
adicionado a mistura da reagé_b, e a mistura foi separada por centrifugacado a -
300 rpm por 25 minutos. O sobrenadante (0 .qual contém fragmentos de i-

-munoglobulina) foi removido da papaina imobilizada sedimentada.

O sobrenadante foi passado sobre coluna de uma Proteina A conforme des-

crito no Exemplo 3.-Conforme mostrado na FIGURA 1, foram recuperados

~ dois picos protéicos. O Plco I, o qual ndo ligou especificamente Proteina A,

foi a fracao Fab de fragmentos de imunoglobulina, e o Plco Il, o qual ligou

especificamente Proteina A, foi a fragdo Fc. As concentracdes protéicas das
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* fragbes Fab e Fc foram determinadas conforme previamente descrito.

EXEMPLO 6
Andlise por Gradiente de Gel de Poliacrilamida SDS de Amostras Con-
tendo Imunoglobulina

Este Exemplo ilustra o teor de proteina de véarias amostras pro-

duzidas nos Exemplos 2, 3 e 5. Um gradiente de gel poliacrilamida linear a

10-20% pré-fundido Bio-Rad® com 4% de gel de empilhamento foi usado
para separar, por tamanho, as bandas de proteina presentes na fragdo de
imunoglobulina de sulfato de aménio (vide o0 Exemplo 2), Proteina A picos | e
Il (vide o EXempIo 3), 1gG purificada erh Proteina A antes e depois de diges-
tao por papaina (vide o Exemplo 5), e 1gG picos | (Fab fracao) e Il (Fc fra-
¢ao) depois de digestao por papaina (vide o Exemplo 5).

As amostras (2,5 pg/pl) foram diluidas a 1:1 em amostra tampao

de Laemmli (62,5 mM de Tris-HCI, 2% de SDS, pH 6.8, 2% de SDS e 25 %

de glicerol (sem B-mercaptoetanol)). As amostras foram aquecidas} e carre-
gadas nas cavidades respectivas. O tampdo do reservatorio foi
Tris-glicina-SDS (25 mM de Tris-HCI, pH 8.3, 192 mM de glicina, 0,1% de
SDS). O gel foi passado por 45 minutos a 200 VOIts Depois de trés lavagens
com H,0, os géis foram corados por 30 minutos com Pierce Gel Code Blue®
eem segwda clareados por lavagem repetida com agua.

Conforme mostrado na FIGURA 2, a fragdo de soro (alameda 2)
hiperimune humano (sifilitico) precipitada com sulfato de amdnio continha
uma mistura de bandas de proteina de predominantemente alto peso mole-
cular. Conforme mostrado na FIGURA 2, alameda 4, uma fragao de IgG rela-
tivamente pura foi ligada por e elutriada de uma coluna de Protel’na A. Diges-

~ tdo por papaina da IgG purificada em Proteina A produziu uma mistura de

proteinas (alameda 6), as quais foram separaveis em duas p'opulagc")e_s de
proteinas por fracionamento sobre uma coluna de Proteina A. A FIGURA 2,
alameda 7 mostra que um fragmento de IgG digerido por papaina predomi-
nante de aproximadamente 54 kD. n&o foi retido pela coluna de Proteina A.
Este peso molecular aparente € o tamanho esperado de fragmentos Fab.

N&o houve substancialmente bandas de proteina de maior peso molecular
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(representando, por exemplo, fragmentos Fab, ou Fc ou IgG nado digerida)
observ'adas na alameda 7. Proteinas tendo os pesos moleculares esperados

de fragmentos Fc e IgG nao digerida foram retidas pela coluna de Proteina A

. (alameda 8).

EXEMPLO 7
Conjugado de Ouro Coloidal e Proteina A Nao Detecta Fragmentos Fab

Um (1) ul das fracdes de digestao por papaina de IgG (prepara-

do conforme descrito no Exemplo 5) foi pintado sobre uma membrana de

nitrocelulose de 5 mm x4 cm e secados de um dia para o outro. Cem
(100) ul de caseina a 1% em 10 mM de tampéo de fosfato com 0,25 M de
cloreto de sédio, pH 7.4 foram colocados dentro das cavidades correspon-
dentes de uma lamina de microtitulo. Dois (2) ul de Proteina A conjugada a
ouro coloidal foram misturados dentro de cada cavidade e as tiras corres-
pondentes foram colcoadas dentro de cada cavidade.

Conforme mostrado na FIGURA 3, conjugado de ouro coloidal e

Proteina A detectaram as fra¢des de IgG e Fc mas nao as fracoes Fab.

EXEMPLO 8
Determinagdo de uma Quantidade Utila de Fab para Fixar a Micela de
USR | |

Fragmentos Fab preparados conforme descrito no Exemplo 5
foram diluidos em PBS para 1000 pg/pl, 100 pg/ul, 10 pg/pl, 1 pg/pl,
100 ng/pll e 10 ng/pl. Cada diluicdo de fragao Fab foi mistu‘rada com um vo-

“lume igual de uma soblugéo de micelas de USR preparada conforme descrito

no Exemplo 1. Um (1) yl desta mistura de Fab-micelas de USR foi pintado '
sobre uma mgmbraha'de nitrocelulose de 5 mm x 4 cm e secado de um dia
para o outro em temperatura ambiente.

Um anti-soro humano (0 qUaI foi reativo no teste de RPR erri
uma diluicdo a 1:64) foi diluido a 1:400 em um tamp&o consistindo em 1% de
caseina, 10 mM de fosfato, 0,25 M de cloreto de sédio pH 7.4. Um soro hu-
mano RPR-nao-reativo diluido de modo similar foi usado como um controle
hegativo. Cem (100) pl de anti-soro (ou soro nao-reativo) e 2 pl de ouro co-

loidal Proteina A foram combinados em.cada uma de varias cavidades de
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' uma lamina de microtitulo. Uma unica tira de nitrocelulose contendo antige-

no lipoidal reagido com Fab secado foi colocada dentro de cada cavidade
em temperatura ambiente por um tempo suficiente para os componentes

dispostos dentro das cavidades migrarem ao longo da membrana para a lo-

' calizagao onde a mistura de Fab-micelas de USR foi pintada.

Conforme mostrado na FIGURA 4, tiras de nitrocelulose tendo

1000, 10 ou 0,1 pg de Fab ligado ao antigeno de USR deu uma reagao posi-

tiva com soro humano RPR-reativo (R). N&o foi observada reagdo para

quaisquer das amostras contendo soro RPR-néo-reativo (NR).

| Este Exemplo demonstra que, no minimo, fragmentos Fab de a
partir de cerca de 100 ng a cerca de 1 mg (tal como de cerca de 100 ng a
cerca de 450 ng) podem ser reagidos com uma preparagao de antigeno de
USR (vide o Exemplo 1) para facilitar a fixacdo do antigeno lipoidal a uma
membrana de nitrocelulose sem efeito adverso substancial sobre a reativi-
dade do antigeno de USR com anticorpos antilipoidais séricos em uma prova
de imunoensaio (tal como, tiras de teste, e dispositivos de fluxo di.reto e/ou
fluxo lateral). Uma quantidade de fragmento Fab utila € ndo limitante para
usar conforme descrito neste Exemplo ¢ cerca de 10 pg.
EXEMPLO 9

Determinacdo de um pH Utila para Conjugacédo de IgG Anti-Humana de

Coelho (Fc) Purificada por Afinidade a Ouro Coloidal

Este _Exemplvo ilustra'um método represen_tatiVo para determinar
um pH utila para conjugac¢ao por afinidad_e de IgG anti-humana de coelho
purificada (Fc) (Rockland, Gilbertsville, Pa.) com ouro coloidal. A IgG anti-
humana de éoelho (Fc) especificamente liga somente a porgao Fc de IgG
humana, e nao Iiga as regides Fab ou outras regides ndo-Fc de uma IgG
humana. Anticorpos com esta -especificidade também podem ser referidos
como "Fc anti-humano." Prepara¢des de ouro coloidal tais como as descritas
neste e em outros exemplos podem ser usadas como reagentes detectores |
em imunoensaios descritos (incluindo, por exemplo, tiras de teste, e disposi-
tivos de fluxo direto e/ou fluxo lateral).

Cerca de 25 mL de tampao de fosfato a 10 mM foi colocado den-
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tro de um bequer de 50 mL, e ajustado para pH 5.0'com 0,2 M de acido fos-

- forico. Du_és aliquotas de 0,5 mL do tampdo em pH 5.0 foram transferidas

para'os dois tubos_de teste de 12 x 75 mm, um marcado "teste" e o 'outro
marcado “"controle.” Em seguida, o pH do tampao de fosfato remanescente

~ dentro do béquer foi sequencialmente ajustado para 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, .

8.0, 8.5, 9.0, 9.5, e 10.0 usando 0,2 M de carbonato de potassio. Em cada
pH, duas aliquotas de 0,5 mL foram transferidas para um tubo de teste de

"teste" e de "controle" conforme descrito para a amostra de pH 5.0. Em se-

guida, 30 ug de IgG anti-humana de coelho purificada por afinidade (Fc) foi
adicionado a cada um dos tubos de "teste" e "controle”, e os conteudos dos

tubos foram bem misturados. Cerca de 25 mL de 40 nm de ouro coloidal (so-

lugao a 1%) (British Biocell International, Londres, Inglaterra) foi colocado

dentro de um béquer separado de 50 mL, e foi produzida uma série de a-

- mostras de ouro coloidal de "controle” e de "teste" em pH 5.0, 5.5, 6.0, 6.5,

7.0,7.5,8.0,85,9.0,95,¢ 10.Q conforme descrito acima.
Um'(1‘) mL de ouro coloidal em cada’pH foi adicionado as solu-

cOes de "teste" e de "controle" tendo o pH corréspondente. As solugdes de

'ouro/IgG anti-humana de coelho (Fc) foram bem misturadas, e incubadas

| por 20 minutos em temperatura ambiente. Em séguida, 200 ul de NaCl a 2

M foi adicionado a série de tubos marcados "teste" e 200 pl de dgua destila-

- da. foi adicionado a série de tubos marcados "controle." Os conteudos de

ambas as séries de tubos foram deixados para incubar por 30 minutos em

- temperatura ambiente.

A densidade ¢6tica a 580 nm (ODsgo) de cada ambstra de "teste"
foi lida cohtra a amostra de “controle" correspondente. O pH da amostra com
a menor ODsgo foi determinado como sendo um pH favoravel para a forma-
¢cao de uma preparagao de conjugado de ouro. Particulas de ouro coloidal
tém uma superficie carregada negativamente devido a camada de ions ne-
gativos adsorvidos sobre a superficie das particulas de ouro durante o pro-
cesso de fabricagao. Proteinas, tais como IgG serao atraidas para particulas
de ouro carregadas negativamente através de interagdes idnicas, hidrofébi-

cas, e dativas. Acredita-se que estas interagdes fundamentem a formacgao
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de conjugados de ouro coloidal-proteina. No pl de uma proteina conjugada a
uma particula'de ouro (isto €, o pH onde a proteina tem uma carga zero li-
quida), 0 conjugado sera 0 mais estavel.

A adicao de NaCl a particulas de ouro coloidal ndo conjugadas
rompéré a camada de ions negativamente carregados adsorvidos a superfi- -
cie do ouro. Em consequéncia, a particula de ouro dissociara e finalmente
liberara ions de ouro (isto é, Au®) em solugdo. Os ions de ouro livres podem
ser medidos em ODsgo. Em contraste, um conjugado de proteina-ouro é re-
sistente a disrup¢édo por NaCl no pl do componente da proteina do conjuga-
do. Por conseguinte, o pH da amostra com a menor ODsgo € um pH utila no
qual realizar reagbes de conjugacdo de ouro para obter um conjugado de
ouro estavel.

Conforme mostrado na FIGURA 5, um pH Utila para conjugacéo

- de 30 ug de IgG anti-humana de coelho (Fc) com até 10 ug de ouro coloidal -

(isto é, 1 mL de uma solugéo a 1%) é aproximadamente pH 9.5. O método
descrito neste Exemplo é amplamente aplicével_a qualquer numero de ou-
tras proteinas que podem ser conjugadas a ouro para uso em um imunoen-
saio revelado (tal como, Proteina A ou Proteina G). Além disso, acredita-se
que as reacdes descritas sdo escalaveis para outras quantidades de conju-
gado de ouro e proteina.

EXEMPLO 10

Determinagéo de uma Concentragio de Proteina Utila para Conjugacgao
de Ouro Coloidal | -

Este Exempilo ilustra um método exemplar para determinar uma
concentragao de proteina utila para reagdes de conjugagao com ouro coloi- -
dal. Preparagbes de ouro coloidaltais como as descritas neste e em outros
exemplos podem ser usadas como reagentes detectores em imunoensaios
descritos (incluindo, por exemplo, tiras de teste, e dispositivos de fluxo direto
e/ou fluxo lateral).

Metade (0,5) mL de 10 mM de tampé@o de fosfato (ajustado para
o pH dando a menor ODsgo conforme descrito no Exemplo 9) foi adicionado a

2 séries de 5 tubos. Uma série de tubos foi etiquetada "teste" e a outra série -
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" foi etiquetada "controle." Trinta (30) pg, 20 ug, 10 ug, 5 yg, ou 2,5 pg de IgG

anti-humana de coelho (Fc) foi em seguida adicionado a cada uma das s6-
ries de tubos, e bem misturados. Um (1) mL de 40 nm de ouro coloidal (solu-
¢do0 a 1% ajustada para 0 mesmo pH que o tampéao de fosfato) foi adiciona-
do a cada tubo. As amostras foram incubadas por 20 minutos em temperatu-
ra ambiente. Em seguida, 200 pi de 2 M de NaCl foi adicionado as amostras
etiquetadas "teste” e 200 pl de agua destilada foi adicionado as amostras
etiquetadas "controle." Depois de incubagao por 30 minutos em temperatura

ambiente, a ODsgy das amostras de teste foram lidas contra as amostras

controle correspondentes. A menor concentracao de IgG anti-humana de

coelho (Fc) produzindo a menor ODsgo indica uma concentragdo Utila (ou fai-
xa de concentracdo) para formagdo de uma preparacdo de conjugado de
proteina-ouro. ’
| Neste Exemplo, a menor concentragdo de IgG anti-humana de
coelho (Fc) produzindo a menor ODsg; representa a cohcentragéo onde uma
quantidade dtila de IgG anti-humana de coelho (Fc) foi associada com parti-
culas de ouro. Maiores concentragdes de IgG anti-humana de coelho (Fc),
embora Uteis, sdo menos preferenciais porque o excesso de IgG anti-
humana de coelho (Fc) pode formar associagdes mais fracas com as parti-
culas de ouro, por exemplo, revestindo uma camada de moléculas de IgG
anti-humana de coelho (Fc) que associaram previamente com as particulas
de ouro. o , | .
Conforme mostrado na FIGURA 6, aproximadamente 30 pg é

uma quantidade utila de IgG anti-humana de coelho (Fc) para conjugar a

10 pg de ouro coloidal (isto €, 1 mL de uma solugdo a 1%). O método descri-
to neste Exempld é amplamente aplicavel a qualquer nimero de outras pfo-
teinas que podem ser conjugadas a ouro para uso em um imunbensaio reve-
lado (tal como, Proteina A ou Proteina G). Além disso, acredita-se que as
reacOes descritas sdo escalaveis para outras quantidades de proteina e con-
jugado de ouro. _

A. Preparacao de uma "Mini-preparacao” Conjugada a Ouro

Uma mini preparagao de conjugado de ouro de Fc anti-humano
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de coelho foi preparada adicionando 5 mL de tampao de borato a 10 mM a
uma q'uant'ida'de de IgG anti-humana de coelho (Fc) necessaria para obter
uma conc.ent‘ragéo de.proteina utila (tal como, 30 pg) conforme descrito aci-
ma. Esta solugdo de proteina foi em seguinte ajustada para um pH dtila (tal
como, pH 9.5) conforme tarhbém descrito acima. Dez (10) mL de outo coloi-
dal 40 nm (solugéo a 1% ajustada para o pH utila) foi adicionado a solucéao

de proteina com pH ajustado com completa misturagéo. A mistura foi incu-

~bada por 20 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, 1,6 mL de ca-

seina a 10% foi adicionado para uma concentragao final de 1% de caseina,
e a incubagao foi continuada um adicional de 20 minutos em temperatura

ambiente. A mistura da reacéao foi centrifugada a 6500 x g por 10 minutos, e

.0 sobrenadante foi removido e descartado. O pélete foi ressuspendido em

0,5_ mL de tampao de ressuspensdo (150 mM de NaCl, 20 mM de base
Trizma, 10% dé sucrose, 5% de Trehélose, 0,1% de caseina, 0,05% de azi-
da de sédio). ,

O pélete ressuspendido contendo IgG anti-humana de coelho
conjugada a ouro (Fc) pode ser usado para uma variedade de fins, incluindo

sem limitagao, como um reagente detector para anticorpos antilipoidais hu-

~ manos em um dispositivo de fluxo lateral.

EXEMPLO 11
Deteccéo de Anticorpos Antilipoidais no Soro Humano

 Este Exemplo demonstra que anticorpos antilipoidais em soro
sifilitico podem ser detectados usando um reagente de cathra_ de complexo
antigénico Fab-USR imobilizado com nitrocelulose em combinagdo com uma
IgG anti-humana de coelho mével (Fc) ou reagente detector conjugado‘de
ouro de Proteina A. |

Um (1) pl do complexo antigénico Fab-USR foi aplicado para

separar membranas de nitrocelulose e deixado para secar de um dia para o
outro em temperatura ambiente conforme descrito no Exemplo 8. Um conju-
gado de ouro coloidal foi preparado conforme descrito no Exemplo 10. Soros
sifiliticos humanos reativos e um soro humano nio reativo (nao sifilitico) fo-
ram diluidos a 1:100, 1:200 ou 1:400 em 1% de caseina, 10. mM de fosfato,
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1 R4 CVE VF N
2 RS N VF F
3 R2 N N N

4 R16 VF N W
5 R32 s s s
6 NR N N N
7 R64 | VF F W
8 R128 s s s
9 R4 - VF VF N
10 R64 W W W
11 R256 s s s
12 NR N N N
13 R512 s s S

~J
i N

- 0,5 M de cloreto de sédio pH 7.4. Cem (100) pl de cada diluigédo de soro foi

colocado em um numero apropriado de cavidades separadas de uma lamina
de microtitulo. Dois (2) pl de Proteina A conjugada a ouro (preparado em

uma maneira analoga ao Exemplo 10) foi em seguida adicionado a cada ca-

- vidade. Uma tira de nitrocelulose contendo reagente de captura de complexo
‘antigénico Fab-USR imobilizado foi em seguida colocado dentro de cada

cavidade contendo as solugdes de anticorpo e reagente detector. A solucao
dentro das cavidades escoou para o alto da tira por agéo capilar.
Conforme mostrado na Tabela 2, muitos dos sessenta soros sifi-

litcos humanos reativos reagiram com as preparagdes de antigeno

- Fab-USR imobilizado. Uma reacao positiva foi caracterizada por um ponto

visivel de varias gradacOes de intensidade de cor, a partir de muito pélido

(VF), palido (F), fraco (W) e forte (S). Nenhuma reagio visivel foi indicada

por "N." -Nao houve nenhuma reagao observada para o soro humano nao

_reativo (nao sifilitico) em qualquer diluicao de soro testada.

Tabela 2 Reatividade de Anncorpo Lipoidal Imoblllzado com Soros S|f|I|t|cos :
Humanos

| Diluigées do Soro |
100 200 400

SoroN®  Titulo de RPR *®




~l
ol

Diluicdes do Soro

SoroN® = Titulo de RPR?

100 200 400
14 RI6 VF w w
15 R8 w w F
16 R1024 S S S
17 NR N N N
18 R512 S s S
19 R64 F w w
20 R256 S S S
21 RS VF VF F
22 R1024 S S S
23 NR N N N.
24 R32 w S S
25 R16 VF F w
26 RS w w W
27 R32 w w S
28 . R4 N N VF
29 NR N N N
30 " R1024 S S S
31  R32 S S S
32 . Ri16 VF W W
33 NR N N N
34 NR N N N
35 R32 W w S
3  Red O F w w
37 . R8 . VF F w
38 NR N N N
39 R4 N N VF
40 R32 W s s
41 R8 F w w
42 R128 W S S
43 R N N N
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DiIUigGes do Soro

Soro N¢ Titulo de RPR ?

100 200 400
44 R512 s S S
45  RI16 VF w w

46 R1024 S S S
47 NR N N N
48 R64 VF F W
- 49 R512 S S S
50 ~ NR N N N
51 R256 S 'S S
52 " R4 VE F N
53 R128 s S S
54 R32 w w S
55 R2 N N N
56 R256 s s ‘s
57 NR N N N
58 R64 w w S
59 R8 w W F
60 R128 S s S

2 O Titulo de RPR é a maior diluigdo de soro sifilitico reativo a qual da uma
reacao visivel no teste de reagina plasmatica rapida padrao (RPR).
EXEMPLO 12 |

Detecgéao Simultanea de Anticorpos Nido Treponemal e Treponemal no

Soro ou Plasma Humanos |

Este Exemplo demonstra um dispositivo de teste de fluxo direto
que possibilita a detec¢ao simultdnea em uma amostra biolégica (fal como,
soro ou plasma humanos) de anticorpos especificos para antigenos trepo-
nemais ou nao treponemais (lipoidais). O dispositivo referido é utila, por e-
xemplo, no diagnéstico de sifilis em um sujeito.

O dispositivo de teste de fluxo direto usado neste Exemplo inclu-
iu uma membraha pintada com antigeno trepohemal recombinante, antigeno

de VDRL (imobilizado conforme descrito nos Exemplos precedentes) e um
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controle. O dispositivo de protétipo foi proporcionado pela Span Diagnostics
Ltd. (173-B., New Industrial Estate, Udhna, Surat -394 210, India). O antigeno
trepdnemal recombinante, antigeno de VDRL imobilizado, e controle foram
dispostos em uma configuragéo triangular ao longo das bordas da membra-
na (vide, por exemplo, a FIGURA 10). Os estudos foram realizados com o -
dispositivo de tesie em repouso sobre uma superfl’cie_ horizontal para asse-
gurar distribuigao igual dos reagentes durante o teste.

Cem (100) pl de tampao de lavagem foi adicionado ao centro do |
dispositivo de teste e deixado para embeber por no minimo 30 segundos. O

tamp&do de lavagem era destituido de solventes organicos e detergentes.

- Cem (100) pl de um soro ou plasma humanos foi em seguida adicionado ao

.centro da membrana do dispositivo .de teste e foi deixado para reagir com a

superficie por no minimo 30 segundos. Se as amostras devessem ser man-

~ tidas por um periodo de tempo curto, as amostras foram armazenadas a 2-

8°C. Para armazenamento mais longo, as amostras foram armazenadas a -

20°C ou menos. Antes de testar amostras previamente congeladas, as a--

mostras foram completamente degeladas, suavemente misturadas e subme-

tidas a centrifugacdo a 2.000 x g por 10 minutos. O sobrenadante transpa-
rente resultante foi em seguida testado. O dispositivo de teste foi em seguida
lavado com tampao de lavagem (150 pl por no minimo 30 segundos, o qual
possibilitou a absor¢éo da solu¢édo). Para determinar se anticorpos especifi-
cos para.um ou mais antigenos treponemais e/ou nao trepohemais (lipoidais)
estavam presentes na amostra, 200 pl de SIGNAL REAGENT (Reagente de
Proteina A de Ouro Coloidal) foi adicionado e deixado para embeber. Para a |
interpretagéd inicial, os resultados foram lidos depois de cerca de 2 minutos. -
Para uma intérpretagéo final bs resultados foram lidos depois de cerca de
10 minutos. |
Se um ponto colorido apareceu somente na area de controle,
entdo a amostra foi considerada como sendo ndo reativo para anticorpos
especificos para quer um ou mais antigenos treponemais e/ou nao trepone-
mais (lipoidais). A reatividade na area controle somente indicou que o dispo-

sitivo estava funcionando adequadamente, e indicou adicionalmente um di-
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' agnéstico negativo para sifilis (ou infecgdo por T. pallidum) para o sujeito do

qual a amostra foi obtida. Se o ponto controle e qualquer um ou ambos os
pontos de antigeno treponemal é/ou néo' treponemal foram reativos (isto €,
coraram), foi adicionalmente considerado um diagndstico positivo de sifilis
(ou infeccado por T. pallidum) no indiv_idud (conforme discutido abaixo em
mais detalhes). Se, ao completar o testé, nenhum dos pontos controle, de

antigeno treponémal ou de antigeno ndo treponemal pareceram reativos,

-entao o teste foi considerado invalido.

A Tabela 3 ilustra os resultados obtidos a partir do processa-
mento de 150 amostras obtidos de doadores saudaveis que nao tinham sido

previamente infectados com T. pallidum.

Tabela 3 v
Amostra | Teste de | Teste de este de Fluxo direto oo Nao T
Qty VDRL | TPHA Ponto Treponemal onto Nao frepo-
: . nemal
+ve: 2 : : | +ve: 2 -
150 ve: 148 -ve: 150 | -ve: 150 : ve: 148

Os testes de VDRL e TPHA séo testes a base de solugao para
detectar em amos{ras de individuos anticorpbs especificos para antigenos
néb treponemais (lipoidais) e antigenos treponemais, respectivamente, Con-
forme mbs_trado na Tabela 3, o teste a base de membrana (de fluxo direto) |
pai'a a deteccgao de éada tipo de anticorpo em amostras de pacientes pro-

porcionaram o resultado idéntico ao teste a base de solugéo para o anticorpo

“correspondente. Vantajosamente, o teste de fluxo direto de detecgéo dupla

possibilitou que tanto anticorpos anti-treponemais quanto anti-nao-
treponemais (antilipoidais) fossem detectados em um unico ensaio. Somente
duas amostras (1,3%) de um sujeito saudavel apresentaram uma reagdo
positiva com o teste de VDRL e o antigeno nao treponemal (lipoidal) do dis-
positivo de fluxo direto. Portanto, ambos os testes tiveram incidéncia baixa e
idéntica de resultados falso positivos € nenhuma incidéncia idéntica de resul-
tados falso negativos ao testar soro de sujeitos nao infectado “com
T. pallidum. |
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O dispositivo de teste foi em seguida usado para analisar soro
de nove péci'entes que se sabia estarem (ou terém sido) infectados com
T. pallidum (o soro dos pacientes referidos também é referido como soro sifi-
litico). Conforme demonstrado na Tabela 4A, o teste & base de membrana
(de fluxo direto) proporcionbu resultados idénticos aos testes a base de so- .
lugéo para cada amostra; isto €, cada amostra teve a mesma reatividade no

teste de VDRL a base de solugdo como para o antigeno néo treponemal li-

-gado a.membrana, e no teste de TPHA & base de solugdo como para o anti-

geno treponemal ligado a membrana. Conforme descrito acima para as a-
mostras de soro de individuos "saudaveis”, a vantagem do teste de fluxo di-
reto foi a capacidade para usar um unico teste para testar simultaneamente
o soro de pacientes para reatividade a antigenos treponemaié € nao trepo-
nemais (lipoidais).

Tabela 4A.
| Amostra | Teste de Teste Fluxo direto — - -
No. | VDRL | de Controle Antigeno Antigeno Naéo
. TPHA Treponemal | Treponemal
1 + + + + + '
2 + + + + +
3 . + + + + +
4 + + + + +
5 + + + + +
6 + + + + +
7 + - + - +
8 + - + - +
9 + - + - +

Para comparar a 'sensibilidade dos testes de VDRL e TPHA a
base de solugéo com o dispositivo de teste de fluxo direto, sorb da amostra 6
acima foi selecionado, diluido serialmente, e cada dilution foi testado con-
forme acima. Conforme demonstrado na Tabela 4B, a sensibilidade do dis-
positivo de fluxo direto para detecgdo simultanea de anticorpos anti-nao-
treponemais (antilipoidais) e anti-treponemais em soro sifilitico foi similar ao

teste de solugdo de detec¢ao Unica para cada tipo do anticorpo.
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' Tabela 4B.
Fluxo direto
Diluigao | |eSte de | Teste de Nao tre-
VDRLA TPHA Controle Treponemal ponemal
110 |+ + + + +
1:20 +/- + + + -
1:40 - + + + -
1:80 - | H- + + -
1:160 - - + +/- -
1:320 - - + - -
1:640 - - + - -

Amostras de quarenta e dois (42) pacientes foram triadas para
anticorpos Aanti-treponemais e anti-nao-treponemais (antilipoidais) usando o
dispositivo de fluxo direto de deteccdo dupla e os testes a base de solugao
de TPHA e RPR. Em teste tradicional para sifilis, o soro dos pacientes fre-
qﬂentemethe‘é primeiro triado para reatividade com um antigeno nao trepo-
nemal (antigeno lipoidal), por exemplo, usando o teste de RPR. O teste de
RPR tipicamente € relizado em um laboratério e pode levar varios dias para |
completar; entrementes, o paciente testado € liberado do local de teste. Se o
teste de RPR for positivo, seria recomendadd um- teste subsequente para
determinar a reatividade do soro do paciente com um ou mais antigenos tré:

ponemais (tal como, o teste de TPHA) para um diagnostico positivo de sifilis.

Frequentemetne ¢é dificila fazer um paciente retornar para realizar um teste

de TPHA subsequente, cujo tesfte também é realizado tipicamente em um

‘laboratério e pode levar dias para completar. Testar amostras de pacientes

somente para reatividade a um ou mais antigenos trepo'nemais (por exem-
plo, usando o teste TPHA) também tem limita¢cdes porque uma vez que um
paciente tenha sido infectado com T. pallidum (isto €, tenha tido sifilis), seu
titulo para anticorpos anti-treponemais tipicamente permanece elevado
mesmo depois' de tratamento bem-sucedido. Portanto, urh teste positivo para
antigeno treponemal somente pode nao ser totalmente informativo.

As caracteristicas de performance do dispositivo de fluxo direto
comparado com os testes a base de solucdo de RPR ou TPHA na experi-
mentagcao de uma populagao de 42 pacientes sdo apresentadas na Tabela
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Tabela 5A
TPHA
+ - Total
Ponto vTreponemal + 20 4 24
- 1 17 18
21 21 42

A sensitibilidade do dispositivo de fluxo direto para detectar anti-

corpos anti-treponemais foi 95% e a especificidade foi 81%.

Tabela 5B
RPR
+ - Total
Ponto Nao Trévponemal 4+ 13 0 13
- 1 28 29
14 28 42

A sensitibilidade do dispositivo de fl.uxo direto para detectar anti-
corpos anti-nao-treponemais (antilipoidais) foi de 93% e a especificidade foi
de 100%.

De 42 pacientes triad_os, 13 pacientes foram considerados como
sendo positivos para ponto tanto RPR quanto ndo treponemal (Tabela 5B,
nimero esquerdo superior), e 20 foram:considerados como sendo positivos
para ponto tanto TPHA quanto treponehﬁal (Tabela 5A, nimero esquerdo
superior). Todos os 13 pacientes que foram positivos para ponto tanto RPR
quanto nao trebonemal também foram positivos para ponto TPHA quanto
treponemal. Portanto, baseado nos resultados do dispositivo de fluxo direto

somente, estes 13 pacientes teriam sido tratados para sifilis imediatamente

- sem necessidade de experimentagao subsequente.

No uso do dispositivo de teste de fluxo direto descrito neste E-
xemplo, uma série de ndo limitante de recomendagdes de tratamento clinico

sao:
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Ponto Trepo- | Ponto Nao Tre- | Recomendagao Clinica

nemal ponemal

- - - Nenhuma agéo a ser tomada; repetir |
teste de fluxo direto depois de cerca de
3 meses, especialmente em popula-

¢des em alto risco de sifilis

- + Nenhum tratamento para sifilis; investi-
gar causas alternativas para titulo ele-
vado de anticorpos antilipoidais (por

exemplo, tpus)

+ + | Tomar sangue ‘para teste RPR quanti-
tativo e obter medicao basal; tratar pa-
ciente para sifilis; e repetir teste de
RPR quantitativo em 6 meses para de-
terminar a eficacdia do tratamento

+ - | Nenhum tratamento para sifilis; repetir |
' teste de fluxo direto depois de cerca de

3 meses para detectar infeccao ativa

Apesar desta descoberta ter sido descrita com uma énfase em

modalidades particulares, sera ébvio para aqueles de conhecimento regular

‘da técnica que podem ser usadsa variagbes das modalidades particulares e

se pretende que a descoberta possa ser praticada de modo diverso de con-
forme. especificamente descrito aqui, neste requerimento de patente. Por
conseguinte, esta descoberta inclui todas as modificagdes engloba'das den-
tro do espirito e do escopo da descoberta conforme definido pelas seguintes

reivindicagoes.
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REIVINDICACOES

1. Dispositivo de imunoensaio, caracterizado pelo fato de que
compreende um substrato microporoso tendo uma dérea de captura de
anticorpo antilipoidal, compreendendo:

(a) um anticorpo ancora imobilizado sobre o substrato; e

(b) um antigeno lipoidal, compreendendo cardiolipina, lecitina,
e colesterol,

em que o anticorpo ancora imobilizado é especificamente ligado a
um ou mais dos componentes de cardiolipina, lecitina ou colesterol do antigeno
lipoidal formando deste modo um complexo de anticorpo ancora imobilizado-
antigeno lipoidal.

2. Dispositivo de imunoensaio de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo fato de que o substrato é uma membrana microporosa.

3. Dispositivo de imunoensaio de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado pelo fato de que o anticorpo ancora nao liga especificamente um
epitopo exégeno em um ou mais dos componentes de cardiolipina, lecitina ou
colesterol do antigeno lipoidal.

4. Dispositivo de imunoensaio de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado pelo fato de que o antigeno lipoidal compreende uma micela e
nao um lipossoma.

5. Dispositivo de imunoensaio de acordo com a reivindicagéo 1,
caracterizado pelo fato de que o anticorpo ancora é especificamente ligado ao
componente de cardiolipina do antigeno lipoidal.

6. Dispositivo de imunoensaio de acordo com a reivindicagcdo 1,
caracterizado pelo fato de que € para determinar no minimo uma da presenca
ou quantidade de um anticorpo antilipoidal em uma amostra de fluido,
compreendendo adicionalmente uma darea de aplicagido da amostra e um
caminho de fluxo da area de aplicagcdo da amostra para a area de captura de
anticorpo antilipoidal; em que a no minimo uma da presenca ou quantidade de
um anticorpo antilipoidal em uma amostra de fiuido pode ser detectada por

formacado de um complexo entre um anticorpo antilipoidal em uma amostra de
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fluido e o complexo de antigeno lipoidal imobilizado-anticorpo dncora.
7. Dispositivo de imunoensaio de acordo com a reivindicagéo 1,

- caracterizado pelo fato de que compreende adicionalmente uma area de

captura treponemal compreendendo:

(@) um antigeno treponemal imobilizado capaz de ser
especificamente ligado por um anticorpo anti-T. pallidum, ou

(b) um anticorpo anti-T. pallidum imobilizado que liga
especificamente um antigeno treponemal moével.

8. Dispositivo de imunoensaio de acordo com a reivindicagao 1,
caracterizado pelo fato de que o substrato compreende nitrocelulose, nailon,
fluoreto de polivinilideno (PVDF), polietersulfona, policarbonato, poliéster,
acetato de celulose, ésteres celulésicos mistos, ou combinagbes dos
mesmos.

9. Dispositivo de imunoensaio de acordo com a reivindicagéo 1,
caracterizado pelo fato de que o anticorpo ancora é um fragmento Fab
especifico para cardiolipina.

10. Diépositivo de imunoensaio de acordo com a reivindicagéo 1,
caracterizado pelo fato de que o anticorpo ancora é uma pluralidade de
fragmentos Fab produzidos a partir de uma fragao de imunoglobulina de um
sujeito infectado com T. pallidum.

11. Dispositivo de imunoensaio de acordo com a reivindicagao 1,
caracterizado pelo fato de que o antigeno lipoidal € um antigeno de USR, um
antigeno de VDRL, ou um antigeno de VDRL sintético.

12. Dispositivo de imunoensaio de acordo com a reivindicagéo 1,

‘caracterizado pelo fato-de que a area de captura de anticorpo antilipoidal

compreende uma ou mais linhas.

13. Dispositivo de imunoensaio de acordo com a reivindicagéo
12, caracterizado pelo fato de que a uma ou mais linhas tém uma largura de
cerca de 8 mm a cerca de 15 mm.

14. Dispositivo de imunoensaio de acordo com a reivindicagao 1
ou 7, caracterizado pelo fato de que o dispositivo é um dispositivo de fluxo

direto.



15. Dispositivo de imunoensaio de acordo com a reivindicacdo
14, caracterizado pelo fato de que compreende ainda um bloco absorvente,
- 0 qual estd em contato com o substrato.
16. Dispositivo de imunoensaio de acordo com a reivindicagdo
5 14, caracterizado pelo fato de que o substrato tem um tamanho de poro de
cerca de 0,2 um a cerca de 8 um.

17. Dispositivo de imunoensaio de acordo com a reivindicagao 1
ou 7, caracterizado_pelo fato de que o dispositivo é um dispositivo de fluxo
lateral.

10 18. Dispositivo de imunoensaio de acordo com a reivindicagdo
17, caracterizado pelo fato de que o substrato tem um tamanho de poro de
até cerca de 12 um.

19. Dispositivo de imunoensaio de acordo com a reivindicagdo
17, caracterizado pelo fato de que o dispositivo de fluxo lateral compreende

15 ainda um bloco de conjugado localizado no caminho de fluxo, em que o
bloco de conjugado compreende um reagente de detector mével ou
mobilizavel especifico para o anticorpo antilipoidal.

20. Dispositivo de imunoensaio de acordo com a reivindicagéo
19, caracterizado pelo fato de que o reagente de detector compreende

20 Proteina A conjugada a ouro, Proteina G Fc-especifica conjugada a ouro, ou
anticorpo anti-humano conjugado a ouro (por¢do Fc).

21. Dispositivo de imunoensaio de acordo com a reivindicagéo
19, caracterizado pelo fato de que o bloco de conjugado compreende ainda
um reagente de detector movel ou mobilizavel especifico para o anticorpo

~ 25— anti-T. pallidum ou o antigeno treponemal mével.

22. Dispositivo de imunoensaio de acordo com a reivindicagéo
21, caracterizado pelo fato de que o reagente de detector especifico para o
anticorpo anti-T. pallidum compreende Proteina A conjugada a ouro,
Proteina G Fc-especifica conjugada a ouro, ou anticorpo anti-humano

30 conjugado a ouro (porgdo Fc), ou o reagente de detector para o antigeno
treponemal movel compreende anticorpo antiantigeno treponemal marcado

com ouro.
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23. Dispositivo de imunoensaio de acordo com a reivindicagao 1,
caracterizado pelo fato de que o complexo de antigeno lipoidal-anticorpo
ancora é imobilizado sobre o substrato por um método compreendendo:

contactar o antigeno lipoidal com um ou mais anticorpos ancora
especificos para no minimo um entre cardiolipina, lecitina, ou colesterol para
formar o complexo de antigeno lipoidal-anticorpo ancora; e

aplicar o complexo de antigeno lipoidal-anticorpo ancora ao

_substrato. o

24. Dispositivo de imunoensaio de acordo com a reivindicagao 1,
caracterizado pelo fato de que o complexo de antigeno lipoidal-anticorpo
ancora é imobilizado sobre o substrato por um método, compreendendo:

imobilizar um anticorpo ancora especifico para no minimo um
entre cardiolipina, lecitina, ou colesterol sobre o substrato;

bloquear sitios de ligagao nao especificos sobre o substrato;

contactar o anticorpo &ncora imobilizado com um antigeno
lipoidal para formar um complexo de antigeno lipoidal-anticorpo ancora; e

lavar o substrato para remover qualquer antigeno lipoidal nao
ligado especificamente pelo anticorpo ancora.

25. Método para detectar anticorpos antilipoidais em um suijeito,
caracterizado pelo fato de compreende:

aplicar uma amostra biolégica de um sujeito ao dispositivo de
imunoensaio, como definido na reivindicagédo 1; e
detectar a formagcdo de um complexo entre um anticorpo

antilipoidal presente na amostra biolégica e 0 complexo de antigeno lipoidal

“imobilizado-anticorpo ‘ancora, em que a detec¢do da formagao do complexo

detecta o anticorpo antilipoidal no sujeito.

26. Meétodo de acordo com a reivindicagdo 25, caracterizado
pelo fato de que a detecgdo do anticorpo antilipoidal é usada para
diagnosticar sifilis no sujeito.

27. Meétodo de acordo com a reivindicagdo 25, caracterizado
pelo fato de que a amostra biolégica é sangue, soro, exudado de ulcera de

pele, urina, saliva, escarro, ou fluido cerebroespinhal.
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28. Método de~acordo com a reivindicacdo 25, caracterizado
pelo fato de que compreende ainda aplicar ao dispositivo de imunoensaio
um reagente de detector especifico para o anticorpo antilipoidal.

29. Método .de acordo com a reivindicacdo 25, caracterizado
pelo fato de que compreende ainda adicionar um reagente de detector
especifico para o anticorpo antilipoidal a amostra biolégica antes de ou

simultaneamente com a aplicagdo da amostra ao dispositivo de

imunoensaio.. . ... _.

30. Método de acordo com a reivindicagdo 27 ou 28,
caracterizado pelo fato de que o reagente de detector é Proteina A marcada,
Proteina G Fc-especifica, ou anticorpo anti-humano.

31. Método de acordo com a reivindicagdo 30, caracterizado
pelo fato de que a etiqueta é uma enzima, particulas de ouro coloidal,
particulas de latex coloridas, um agente quimiluminescente, ou um agente
fluorescente.

32. Método para diagnosticar sifilis em um sujeito, caracterizado
pelo fato de que compreende:

aplicar uma amostra bioldgica ao dispositivo, como definido na
reivindicacao 7;
detectar na &rea de captura de anticorpo antilipoidal a formagéo
de um primeiro complexo entre um anticorpo antilipoidal presente na
amostra biolc’)giba e o complexo de antigeno lipoidal imobilizado-anticorpo
ancora; e
detectar na area de captura treponemal a formacdo de um

’ ‘segun'do—complexo entre: T o

(@) um anticorpo anti-T. pallidum presente na amostra
biolégica e o antigeno treponemal imobilizado, ou

(b)  um antigeno treponemal presente na amostra bioldgica e
o anticorpo anti-T. pallidum imobilizado,

em que a detecgdao da formagao do primeiro complexo e o
segundo complexo é usada para diagnosticar sifilis no sujeito.

33. Método de acordo com a reivindicacdo 32, caracterizado
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pelo fato de que a amostra bioldgica € uma amostra de sangue humano.

34. Método de acordo com a reivindicagdo 33, caracterizado
pelo fato de que a amostra de sangue humano é sangue total ou soro.

35. Dispositivo de imunoensaio, caracterizado pelo fato de que é
para determinar no minimo uma da presenca ou quantidade de um anticorpo
antilipoidal em uma amostra de fluido compreendendo:

uma membrana microporosa;

uma area de aplicagao da amostra;

uma area de captura de anticorpo antilipoidal compreendendo
um complexo de antigeno lipoidal-anticorpo &ncora, cujo complexo
compreende um anticorpo dncora e um antigeno lipoidal especificamente
ligado pelo anticorpo ancora, e cujo complexo é imobilizado sobre a
membrana pelo anticorpo ancora; em que o antigeno lipoidal compreende
cardiolipina, lecitina e colesterol; e

um caminho de fluxo da area de aplicagcdo da amostra para a
area de captura de anticorpo antilipoidal; em que a presenca e/ou
quantidade de um anticorpo antilipoidal em uma amostra de fluido aplicada a
area de aplicacdo da amostra pode ser detectada por formagdo de um
complexo entre o anticorpo antilipoidal e o complexo de antigeno lipoidal
imobilizado-anticorpo ancora.

36. Método para imobilizar cardiolipina imunorreativa sobre um
substrato, caracterizado pelo fato de que o método compreende:

contactar um antigeno lipoidal, compreendendo cardiolipina

imunorreativa, com um ou mais anticorpos especificos para no minimo um

~componente  doantigeno ‘lipoidal para formar um complexo de antigeno

lipoidal-anticorpo; e

aplicar o complexo de antigeno lipoidal-anticorpo a um substrato,
em que a aplicagdo do complexo de antigeno lipoidal-anticorpo ao substrato
imobiliza a cardiolipina imunorreativa sobre o substrato.

37. Método de acordo com a reivindicagdo 36, caracterizado
pelo fato de que o antigeno lipoidal € um antigeno de USR, um antigeno de

VDRL, ou um antigeno de VDRL sintético.
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38. Método de acordo com a reivindicagdo 36, caracterizado
pelo fato de que o anticorpo é um fragmento de anticorpo que néo reagira
substancialmente com Proteina A, Proteina G Fc-especifica, ou anticorpo
anti-humano (porgao Fc).

39. Método de acordo com a reivindicagdo 38, caracterizado
pelo fato de que o anticorpo € um fragmento Fab.

40. Método de acordo com a reivindicagao 36, caracterizado
pelo fato de que o anticorpo é isolado do soro de um suijeito infectado com T.
pallidum ou inoculado com T. pallidum.

41. Método de acordo com a reivindicagdo 36, caracterizado
pelo fato de que o substrato compreende nitrocelulose.

42. Método de acordo com a reivindicagdo 36, caracterizado
pelo fato de que compreende:

contactar um antigeno lipoidal, compreendendo cardiolipina
imunorreativa, lecitina, e colesterol, com um fragmento de anticorpo
especifico para cardiolipina, lecitina, ou colesterol para formar um complexo
de antigeno lipoidal-anticorpo; em que o fragmento de anticorpo nao reage
substancialmente com Proteina A, Proteina G Fc-especifica, ou anticorpo
anti-humano(porgéo Fc); e

aplicar o complexo de antigeno lipoidal-anticorpo a um substrato,
o qual imobiliza a cardiolipina imunorreativa sobre o substrato.

43. Método de acordo com a reivindicagdo 42, caracterizado
pelo fato de que compreende:

contactar um antigeno lipoidal, compreendendo cardiolipina
“imunorreativa, com um fragmento Fab especifico para cardiolipina, lecitina,
ou colesterol para formar um complexo de antigeno lipoidal-Fab; em que o
antigeno lipoidal € um antigeno de USR, um antigeno de VDRL, ou um
antigeno de VDRL sintético; e

aplicar o complexo de antigeno lipoidal-Fab a nitrocelulose, o
qual imobiliza a cardiolipina imunorreativa sobre a nitrocelulose.

44. Método para imobilizar cardiolipina imunorreativa sobre um

substrato, caracterizado pelo fato de que compreende:



imobilizar um ou mais anticorpos especificos para no minimo um
entre cardiolipina, lecitina ou colesterol sobre um substrato;

bloquear sitios de ligagao nao especificos sobre o substrato;

aplicar um antigeno lipoidal, compreendendo no minimo uma
cardiolipina imunorreativa, lecitina ou colesterol, ao substrato para formar
complexos de antigeno lipoidal-anticorpo imobilizado; e

lavar o substrato para remover qualquer antigeno lipoidal que é

nao ligado especificamente pelo um ou mais anticorpos imobilizados.
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FIG. 8
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RESUMO
Patente de Invengdo: "DISPOSITIVO DE IMUNOENSAIO E METODO
PARA IMOBILIZAR CARDIOLIPINA IMUNORREATIVA".

A presente invengdo refere-se a composicbes, métodos e

dispositivos para a detecgao de anticorpos antilipoidais e o diagndstico de |

doencga, por exemplo, sifilis que sao descritos. Em particular, é descrito um
método para imobilizar um antigeno lipoidal, compreendendo cardiolipina,

lecitina,_e_colesterol,_sobre. um suporte sélido (tal como uma membrana de

nitrocelulose). A capacidade para imobilizar um antigeno lipoidal sobre uma
membrana satisfaz a necessidade ha muito tempo existente de teste a base
de membrana para a detecgdo de anticorpos antilipoidais. Também sao
descritos dispositivos de imunoensaio para realizar simultaneamente testes

treponemais e nao treponemais para sifilis.
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