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Introducao |

O luminoforo  Y,05:Er,Yb' obtido pelo método
Pechini Modificado apresenta o processo de up
conversion que, apés ser recoberto com silica
aminofuncionalizada®®, exibe potencial para ser
aplicado como marcador na deteccéo de antigenos
ou anticorpos”. Para tanto se utilizou o sistema de
auto-reconhecimento  avidina-biotina, onde se
conjuga o marcador com avidina e o antigeno ou
anticorpo é biotinilado®. Contudo um agente de
ligacdo cruzada (crosslinker) é requerido para
efetuar a conjugacdo, sendo cloridrato de N-(3-
dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (EDC)
vantajoso em comparacdo aos reagentes mais
empregados encontrados na literatura. Neste
trabalho foi investigada a conjugacao do luminéforo
com o sistema avidina-biotina, demonstrando a
eficacia para emprego em imunoensaios.

Resultados e Discussao |

A solucgéo de streptavidina 1 mg/mL adicionou-se
solucdo do crosslinker EDC, ligeiramente em
excesso, deixando o sistema em reagdo por 2 h a
temperatura ambiente. Paralelamente, uma massa
conhecida do luminéforo funcionalizado (RSS1_SB)
foi suspensa em 1 mL de tampdo PBS 0,01 mol/L
em ultra-som e adicionada ao conjugado EDC-
streptavidina, permanecendo em reacdo por 2 h a
temperatura ambiente. Seguiu-se a etapa de
lavagem por centrifugacdo, 3 vezes com tampéao
PBS 0,01 mol/lL, para eliminar excesso do
crosslinker. Em seguida adicionou-se uma solucéo
de biotina 10 mg/mL em tampé&o borato de sédio. O
sistema foi deixado em reacdo a temperatura
ambiente por 1,5 h, sendo em seguida transferido
para um saco de didlise. O conjugado luminéforo-
aminofuncionalizado-streptavidina-biotina foi
dialisado por 24 h over nigth em tampé&o PBS a 17
°C sob agitacdo. Todas as etapas foram
monitoradas por espectroscopia no UV-VIS para
avaliagdo da eficiéncia do método, Fig. 1. Nesta
Figura observam-se deslocamentos de bandas
predominantemente para o azul devido a transi¢ées
do tipo n — m* dos reagentes puros em relacdo ao

sistema conjugado final, embora deslocamentos
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para o vermelho aparecam também, os quais sao
devido a transicdes do tipo m — 17*.
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Fig. 1 - Espectros UV-VIS do conjugado luminéforo
aminofuncionalizado (RSS1_SB)-streptavidina-biotina,
reagentes puros e sistemas conjugados intermediarios.

Conclusoes |

Os deslocamentos para o azul observados sé&o
consideraveis, pois ha uma grande contribuicdo dos
elétrons nao ligantes do oxigénio da carbonila e do
nitrogénio presentes nas moléculas biolégicas.
Deve-se destacar também o reduzido tempo de
reacdo do sistema (~27 h), comparado a protocolos
onde outros tipos de crosslinkers sdo empregados.
Assim, estes deslocamentos apés conjugacdo
indicam que o EDC é adequado ao protocolo
desenvolvido e, portanto pode ser aplicado em
imunoensaios envolvendo nanomarcadores
aminofucionalizados.
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