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Resumo
Nishio, S. S. A. Desenvolvimento de imunossensor para detec¢cédo de hemorragia
feto-materna (HFM). 2019. 74 f. Dissertacéo (Mestrado) — Faculdade de Medicina de

Botucatu, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2019.

A Hemorragia feto-materna (HFM) se da pela transferéncia do sangue fetal para o
compartimento intravascular materno, devido a ruptura na membrana vasculo-sincicial
da placenta. A HFM pode ser responsavel pela alosensibilizacdo do sistema imune
materno, levando a morbidade e mortalidade de gravidez corrente e/ou de futura,
assim como também constitui a base da etiopatogenia de varias afec¢bes, como se
verifica na doenca hemolitica perinatal que expde a complicacbes fetais como,
hidropsia, danos cerebrais hipoxicos e morte fetal. Detectar e quantificar hemacias
fetais ajuda a prevenir as consequéncias devida a ocorréncia da HFM. Entre os testes
diagndsticos utilizados na deteccao e quantificacdo tém - se 0s mais sensiveis o teste
quantitativo de Kleihauer e Betke e o de Citometria de fluxo, sendo o primeiro
considerado padrao ouro. Tendo em vista a importancia do diagndstico laboratorial da
HFM foi desenvolvida a proposta da construgdo de imunossensor para deteccao de
amostras de sangue fetal na corrente sanguinea materna. Foi realizada a producéo
de anticorpo monoclonal com objetivo de produzir anticorpos contra antigenos de
superficies de heméacias fetais humana e também foram realizadas a construcéo de
unidades sensoriais para deteccdo de sinal biolégico de imunoafinidade entre
anticorpos que detectam hemacias fetais e a hemoglobina fetal presente nestas
células, a fim de se diagnosticar a ocorréncia da HFM. Foram obtidos como resultados
a producdo de anticorpo monoclonal que detecta hemacias humanas tanto adulta
quanto fetal e a construcdo de imunossensores que detectam reacdes de
imunoafinidade utilizando anticorpos monoclonais comerciais purificados anti-CD71 e
anti-HbF adsorvido a matrizes poliméricas em superficies de eletrodo impresso de
carbono e eletrodo interdigitado de ouro pela técnica Layer-by-layer (LbL). Os
sistemas sensoriais montados foram analisados através de medidas eletroquimicas e
de impedancia elétrica, sendo obtida uma melhor resposta por medida de impedancia

elétrica, portanto obteve-se resultados satisfatorios em eletrodos interdigitado de ouro.

Palavras — chave: Anticorpo monoclonal; Biossensor; Hemorragia feto — materna;

Imunossensor.



Abstract
Nishio, S. S. A. Development of immunosensors for the detection of fetomaternal
hemorrhage (FMH). 2019. 74 f. Thesis (Master) - Faculty of Medicine of Botucatu,

Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2019.

Fetomaternal hemorrhage (FMH) occurs through the transfer of fetal blood into the
maternal intravascular compartment, due to rupture in the placenta-syncytial
membrane. FMH may be responsible for the alosensitization of the maternal immune
system, leading to morbidity and mortality of current and / or future pregnancies, as
well as being the basis of the etiopathogenesis of various conditions, as in perinatal
haemolytic disease that exposes to fetal complications such as hydrops, hypoxic brain
damage, and fetal death. Detecting and quantifying fetal erythrocytes helps to prevent
the consequences due to the occurrence of FMH. Among the diagnostic tests used in
the detection and quantification are the most sensitive the quantitative test of Kleihauer
and Betke and the one of Flow cytometry, being the first considered gold standard.
Considering the importance of the laboratory diagnosis of FMH, the proposal of the
construction of immunosensor for the detection of fetal blood samples in the maternal
blood was developed. The production of a monoclonal antibody was carried out with
the objective of producing antibodies against antigens on human fetal red blood cells
and also the construction of sensorial units for the detection of biological signal of
immunoaffinity between antibodies that detect fetal red blood cells and the fetal
hemoglobin present in these cells, in order to diagnose the occurrence of FMH. The
results obtained are the production of monoclonal antibody that detects both adult and
fetal human erythrocytes and the construction of immunoassay detectors that detect
immunoaffinity reactions using purified commercial anti-CD71 and anti-HbF
monoclonal antibodies adsorbed to polymer matrices on carbon printed electrode
surfaces and interdigitated gold electrode by the Layer-by-layer (LbL) technique. The
sensory systems assembled were analyzed by means of electrochemical and electrical
impedance measurements, and a better response was obtained by electrical
impedance measurement, so satisfactory results were obtained on interdigitated gold

electrodes.

Key - words: Monoclonal antibody; Biosensor; Fetomaternal hemorrhage;

Immunosensor.
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1 - Introducéo

A hemorragia feto — materna (HFM) é descrita desde a década de 1950 como
a passagem do sangue fetal para a circulagdo materna. A mesma pode ocorrer devido
a disturbios na barreira placentaria suspeito de causar um vazamento que leva a
invasdo de células fetais na circulacdo materna. Pode ser devido a um trauma ou a
condicdes que levam a anormalidades placentarias como a pré-eclampsia.t?

Desde a introducéo da profilaxia com a imunoglobulina (Ig) anti — RhD sua
taxa de deteccdo aumentou. A avaliagdo da hemorragia feto — materna (HFM)
envolvendo a deteccao e quantificacdo de hemécias fetais na circulagdo materna se
faz necessaria principalmente para a prevencao de suas consequéncias, tanto para a
méae quanto para o feto.®>* A quantificacdo dessas células na circulagdo materna é de
grande importancia principalmente quando ocorre a aloimunizacdo materna. Nestes
casos, como dito anteriormente, é realizada a administragdo de doses Ig anti — RhD,
a administracdo dessa dose depende da quantificacdo do volume de células fetais na
corrente sanguinea materna, € através dessa quantificacdo que se realiza o calculo
da dose adequada.l®

Encontrar um método de diagnoéstico rapido é de grande relevancia quando
analisadas as consequéncias da ocorréncia da HFM, e tendo em vista as limitacdes
dos testes hoje ja utilizados, limitacGes estas que envolvem desde técnicas laboriosas
com tempo prologado para sua realizacdo, até o uso de técnicas sensiveis, porém de
alto custo.

Os imunossensores trazem a proposta ideal, um teste rapido que pode ser
aplicado com baixo custo. O desenvolvimento de imunossensores para testes
diagnésticos emergiu nos udltimos anos de forma extraordinaria. Considerados
dispositivos analiticos compactos, compreendem a tecnologia de deteccdo e
converséo de sinais que ocorrem durante a reagdo antigeno anticorpos.®

Na concepcao dos imunossensores identifica-se claramente a convergéncia
de diferentes campos da ciéncia, entre eles, a biologia, a quimica e a eletrdnica no
campo da inovacdo tecnologica criando oportunidades de um diagnoéstico mais
preciso, rapido, seguro e transponivel para o mais proximo possivel do paciente
permitindo a rapida tomada de decisdo médica. Tradicionalmente, testes diagndsticos
ocorrem em laboratérios complexos. Muitos fabricantes e profissionais de saude vém

pressionando ha décadas para descentralizar alguns desses testes e aproxima-los do
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paciente. Tudo isso envolve um grande esforco para melhorar o atendimento aos
pacientes. 67

O tema desta pesquisa foi delineado com a perspectiva de desenvolver um
imunossensor para a deteccao da HFM. Para atender este objetivo, ha a necessidade
de se revisar trés topicos essenciais para o entendimento do objetivo delineado, dos
materiais e métodos bem como dos resultados obtidos. Portanto, cada tdpico sera
abordado a seguir compreendendo os aspectos da HFM, da producao de anticorpos
monoclonais e da construcdo dos biossensores/imunossensores.

Esta revisdo foi feita na ordem acima, pois foi em funcdo do problema
identificado: a dificuldade de se determinar quantitativamente a HFM e o impacto
desta na epidemiologia da morte materno-infantil que se propds o desenvolvimento
de anticorpo monoclonal especifico e a construcdo do imunossensor para aplicacédo
clinica em salas de parto e centros obstétricos, levando em consideracdo a estrutura

do processo cientifico, figura 1.

Figura 1 - Delineamento cientifico do problema da quantificacdo da HFM

Teste rapido parauso em sala
de parto e centro obstétrico=
imunossensor

(6} 0"59qU9“Ci35fTatemﬂ’femiS T Uso de novas tecnologias e da
da HFM X dificuldade na < ciéncia para validar novos

quantificagdo da mesma

A aplicagdo
Problema
dispositivos diagnosticos

Fonte: Arquivo pessoal, 2019
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5 - Conclusdes

Os protocolos desenvolvidos de obtencéo de anticorpos monoclonais murino
dirigidos contra antigenos expressos na Hemacia Fetal Humana produziram
anticorpos que reconhecem ambos os tipos de hemécias, adultas e fetais.

Os resultados obtidos na técnica de citometria de fluxo concluem que é
possivel utilizar o anti— CD71 como marcador de antigenos de superficie de hemacias
fetais quando h& a presenca de eritroblastos na amostra.

Ambos o0s sistemas montados em eletrodo interdigitado de ouro que
apresentaram resultados satisfatorios, FS/anti — CD71 e FS/anti — HbF e sistema
montado em eletrodo impresso de carbono FS/anti — HbF, possuem um grande
potencial para a aplicacdo de um imunossensor para deteccdo da hemorragia feto-
materna, pois ambos demonstraram especificidade e detectaram a presenca dos

antigenos nas amostras testadas.
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6 - Perspectivas

Reiniciar os protocolos de obtencdo de anticorpos monoclonais murinos
usando amostras de heméacias de sangue de corddo umbilical com mais de 20% de
eritroblastos utilizando a técnica de imunizagéo subtrativa.

Ampliar os estudos de prova de conceito do desempenho dos
imunossensores utilizando eletrodos interdigitados de ouro com anti — CD71 e anti —
HbF e eletrodo impresso de carbono com anti — HbF, ambos utilizando como polimero
a fibroina da seda, para compararmos as medidas dos sistemas montados com
andlises de citometria de fluxo, para entdo concluirmos a proposta de podermos

utiliza-los na deteccédo da HFM.
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