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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
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A aplicacdo
Problema
dispositivos diagnosticos

Fonte: Arquivo pessoal, 2019

1.1 - Hemorragia feto — materna HFM

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.?

Em uma gestacdo normal, a placenta apresenta um fluxo sanguineo da méae
para o feto, garantindo as trocas gasosas materno-fetais, a nutricdo do feto,
eliminacdo de excretas e estimulando a producdo de hormonios e enzimas
especificas. A placenta usualmente age como uma barreira para a entrada de
hemécias/células fetais na circulagcdo materna, mas nesta atividade continua uma
pequena quantidade de eritrocitos fetais atravessa a barreira placentaria, por quebra

deste equilibrio de barreira.®1° Desta forma ocorre a exposicdo da mae a antigenos
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fetais herdados do pai, que a partir de entdo passam a ser considerados como nao-
proprios e desencadeiam toda a cascata de eventos que envolve a aloimunizagéo
materna.t!

Muitas sdo as causas que podem vir a ter como consequéncia a HFM, como
alteracdes placentarias, pré-eclampsia, choque hemorrdgico materno, trauma
materno-abdominal, trabalho de parto prolongado'?!2 entre outros.

As consequéncias podem ser tanto para a mae, aloimunizacdo materna na
gestacao corrente ou em futuras, em destaque aloimunizacdo RhD (figura 2), quando
a mulher € RhD-negativo e o feto é RhD-positivo e entdo esta passa a produzir
anticorpos contra os eritrocitos fetais gerando consequéncias para o feto como,
doenca hemolitica perinatal que pode desencadear a anemia fetal, que por sua vez

pode levar a insuficiéncia cardiaca, hidropsia fetal, e por fim, morte fetal 141>

Figura 2 - Representacdo esquemética do sistema de barreira da placenta e sua respectiva quebra

com inversao parcial de fluxo sanguineo
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Fonte: Arquivo pessoal, 2019

Detectar e quantificar a HFM ajuda a prevenir suas consequéncias, como a
aloimunizacéo por RhD, controlar a suspeita de descolamento prematuro da placenta
e/ou anemia fetal'®, neste caso ha medidas profilaticas. Para uma adequada
imunoprofilaxia, a quantificacdo precisa da HFM se faz necesséria para calcular a

dose de Ig anti-D.’
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Embora ndo haja uma definicAo universalmente aceita do grau de
transferéncia de eritrécitos do feto que constitui HFM, um volume de sangue variando
entre 10 e 150mL foram propostos. Trinta mililitros de HFM séo frequentemente
utilizados como limiar para administracdo de imunoglobulina (Ig) anti-RhD, a fim de
prevenir a sensibilizacdo RhD.*® Todas as mulheres RhD-negativo que tenha filhos
RhD-positivo devem receber pelo menos uma dose Unica de 300 ug de Ig anti — RhD
dentro de 72 horas ap0s o parto. Além disso uma amostra materna deve ser colhida
em 1 hora ap0s o parto para evidenciar a existéncia da HFM. Aproximadamente 17%
dessas mulheres se tornam aloimunizadas se a dose de Ig anti — RhD néo for
administrada corretamente.®

Estudos demonstraram que a administracdo de uma dose adicional de Ig anti
— RhD pré-parto no terceiro trimestre pode reduzir em 10 vezes a aloimunizacéo,
reduzindo para 0,1% a 0,2%.2°

A causa da natimortalidade secundéaria a HFM envolve a reducéo progressiva
da oxigenacdo fetal que determina a liberacdo de catecolaminas e diminui o
crescimento fetal. Esta associagéo leva a descompensacéo fetal progressiva, acidose
metabdlica, descompensacdo cerebral e miocardica, bradicardia e faléncia de
multiplos érgdos.*?!

A HFM, portanto, definida como a passagem de sangue da circulacao fetal
para a materna antes ou durante o parto tem sua incidéncia bastante variavel
conforme a literatura consultada, variando de 1/300 a 1/1500 nascimentos.*'8 Os
dados mundiais sdo mais homogéneos quando se referem a taxa de natimortos
decorrente da HFM: 0,04%. De maneira geral, os autores afirmam que: 1) a HFM pode
ocorrer em gestacfes, sem quaisquer fatores de risco materno e fetal; 2) ndo ha
definicdo clara do quanto de sangue caracteriza efetivamente a HFM, mas que a
incidéncia apontada pelos autores, como discrepante, € funcao do volume passado
do feto para a méae, de dificil calculo exato, mas quanto maior o volume, maiores as
consequéncias; 3) a terminologia de HFM macica é utilizada quando pelo menos de
30mL a 80mL de sangue fetal atinjam a circulagdo materna; 4) quanto ao grau da
HFM, elas podem ser definidas como leve, moderada e macica e 5) considerados
todos os graus, a incidéncia do evento aumenta com a progressao da gestacao (figura
3). Como pode ser observado, no primeiro trimestre a probabilidade é de apenas 4%,
aumentando progressivamente, sendo que na hora do parto, esta probabilidade pode
atingir 60%.%!
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Figura 3 - Percentual de probabilidade de ocorréncia da HFM segundo o momento da gestacdo
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Fonte: Adaptado de Marciano et al.??

A deteccdo da HFM é feita apds a identificacdo pela mé&e, de que ha
diminuicdo dos movimentos fetais. A primeira andlise realizada é por meio do
ultrassom, para a identificacdo da mudanca do padréo vascular sinusoidal, que pode
ser ineficaz em funcdo da geracdo do equipamento e mesmo pela deficiéncia na
interpretacdo. O padréo ouro do diagndstico envolve a realizacao do Doppler fetal para
a identificacdo da velocidade sistélica do pico da artéria cerebral média. A medida do
Doppler tem um papel importante na avaliagdo e acompanhamento da suspeita de
HFM e anemia fetal'®>, no entanto ndo é um exame disponivel em todas as
maternidades brasileiras. O terceiro pilar diagnéstico da HFM esta na investigacao
laboratorial.

A HFM teve seus estudos aprofundados com a descricdo do teste diagndstico
de eluicao acida por Kleihauer e Betke (K-B) em 1957, que diferencia a hemoglobina
fetal (HbF) daquelas contendo hemoglobina adulta, por meio da resisténcia a elui¢ao
acida que a primeira apresenta. Em 1963 Zipursky??® correlacionou a HFM a doenca
hemolitica perinatal (DHPN) também denominada de doenca hemolitica do recém-
nascido. Em 1996 Kaplan?* correlacionou a mesma com casos de trombocitopenia
neonatal. Em 1999 Nelson?® constata que ha relacéo entre a doenca do enxerto contra
o hospedeiro (DECH) com a ocorréncia da HFM em recém-nascidos e possivelmente
na génese de doencgas auto-imunes.

Tendo em vista a importancia do diagnostico laboratorial na deteccdo e

quantificacdo da HFM pode-se destacar alguns testes disponiveis, entre eles, o teste
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quantitativo de K-B, como mencionado anteriormente, este detecta hemacias fetais
que contém hemoglobina fetal (HbF) na circulagdo materna, devido estas serem
resistentes a eluicdo acida diferindo-as das hemacias que contem hemoglobina
adulta, que ao serem expostas ao acido ficam como fantasmas (figura 4 - A)1’. Através
deste teste € realizado a contagem das células fetais, a fim de quantificar a presenca
destas estabelecendo a quantia em determinado volume, caracterizando a ocorréncia
de HFM.%®

O teste de Roseta também utilizado, € um método altamente sensivel para
detectar qualitativamente 10 mL ou mais de sangue fetal, ou 0,2% de células fetais na
circulacdo materna (figura 4 - B)*. O gel teste (figura 4 - C), surgido posteriormente
tem sido usado, mas a exemplo do teste de roseta, ambos sdo usados apenas quando
ha incompatilidade RhD, portanto sdo limitados. Trabalhos recentes apontam que
estes testes devem ser seguidos de testes de confirmacado, podendo ser considerados
o teste de K-B ou a citometria de fluxo.

Outros métodos foram introduzidos para avaliar os mais diversos aspectos da
HFM, entre eles a Citometria de fluxo (CTF), considerada uma técnica sensivel, e de
melhor reprodutibilidade e precisdo comparado ao método K-B.?” Na CTF é utilizado
anticorpo monoclonal conjugado com Fluorocromo para deteccdo da HbF. A HbF é
distinguida da hemoglobina adulta pela sua fluorescéncia apés coloracdo com o
anticorpo (figura 4 - D). As indica¢cfes para o uso de CTF para deteccédo de HFM se
dividem em dois grupos principais: uma necessidade aguda de um diagndstico para
gerenciar uma emergéncia clinica e uma necessidade ndo aguda de investigar

possiveis causas de morte fetal inexplicada.?®
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Figura 4 - Estado da arte na determinacdo laboratorial da HFM - A) teste de K-B; B) teste de roseta;

C) gel teste e D) analise por CTF detectando HbF, sendo B e C para detec¢ao RhD.
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Fonte: Imagens obtidas de: A) Lopes 29; B) e D) Kim#; C) ipsemg.mg.gov.br

Ambos os testes possuem vantagens e limitacdes, sendo assim vale ressaltar
os trabalhos que compararam as técnicas. Em 2013, Mittal et al.>® compararam as
técnicas de gel teste e K-B com as demais, considerando que estas sao as melhores
para a quantificacdo de grandes volumes de HFM, enquanto que Othman et al.3!
ressaltam que a presenca de hemoglobina Fetal em adultos portadores de

hemoglobinopatias limitam o uso da CTF para quantificacdo da HFM.

1.2 — Anticorpos monoclonais

Anticorpo é um tipo de molécula de glicoproteina, também chamada
imunoglobulina (lg) (figura 5), produzida pelos linfocitos B que unem os antigenos,
geralmente com um alto grau de especificidade e afinidade. A unidade estrutural
basica de um anticorpo é composta de duas cadeias pesadas idénticas e duas cadeias
leves idénticas. As regides variaveis terminais das cadeias leves e pesadas formam
os locais de ligacdo do antigeno, enquanto as regifes constantes terminais das
cadeias pesadas interagem funcionalmente com outras moléculas no sistema

imunolégico.3?
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Figura 5 - Representagdo esquematica de uma unidade basica de imunoglobulina
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Fonte: Imagem obtida de Levinson®3

Os anticorpos monoclonais (AcMm) séo anticorpos produzidos contra
antigenos especificos e séo originados a partir de um Unico clone de célula.®?

Em 1975, Kohler e Milstein descobriram que era possivel obter quantidades
ilimitadas de anticorpos com especificidade predeterminada pela fuséo de linfocitos B
com células de mieloma de camundongo, obtendo assim células de infinita
proliferacdo secretoras de anticorpos, os hibridomas.3

O primeiro estagio na producdo de AcMm é a imunizacdo. Animais podem
produzir anticorpos contra uma ampla gama de estruturas moleculares. Existem
protocolos variados para imunizacdo de animais. Geralmente, antigenos em formas
agregadas sdo mais imunogénicos do que proteinas monoméricas.3®

Na técnica, as células mais utilizadas sdo de animais camundongos BALB/c,
sao utilizados os linfocitos B do animal previamente imunizado com o antigeno de
interesse e as células de mieloma mudltiplo murino. O mieloma murino pode ser
induzido quando injetado 6leo mineral na cavidade peritoneal do animal. As células
de mieloma derivadas de camundongo Balb/C sdo comumente utilizadas como
parceiras de fusdo devido estas possuirem a maquinaria celular necessaria para
secretar anticorpos.3¢

A obtencé&o dos hibridos é feita através da fusao entre as células de mieloma
e os linfocitos B, secretores de anticorpos, esta fusdo pode ser realizada comumente
de maneira quimica com o Polietilenoglicol (PEG). A primeira demonstracao de fusao
com PEG foi demonstrado por Pontecorvo em 1975, e desde entdo € o método mais
utilizado por ser um procedimento rapido e de facil manuseio. Este, funde as

membranas plasmaticas do mieloma e/ou linfécitos B, e células multinucleadas sdo
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formadas (heterocariose). Na préxima divisdo celular os nucleos das células
heterocaridticas formadas se fundem e as células filhas passam a ter o material
genético das células fusionadas.3’

Ap6s a fusdo obtém-se células multinucleadas, como mencionado
anteriormente, e o produto desta fusdo € mal controlado, isto €, pode-se obter a fusédo
de Linfécitos/Linfocitos, Mieloma/Mieloma e Mieloma/Linfocitos, sendo assim,
necessario realizar um processo de selecdo dos hibridos de interesse. Para esta
selecdo é utilizado o meio HAT (hipoxantina, aminopterina, timidina).*® O mecanismo
pelo qual o meio HAT seleciona os hibridos se deve que a sintese de &cidos nucléicos
pode seguir duas rotas: a “de novo” e a “selvagem”. Todas as células normais utilizam
a rota de novo, mas se ela for bloqueada, a célula passa a utilizar a rota selvagem. A
rota selvagem para sintetizar purinas usa hipoxantina e guanina como substrato que
sdo formados por ribose fosfato-inosinico e guanina acidoribose fosfato,
respectivamente, com ajuda da enzima hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase
(HGPRT). Similarmente, a rota selvagem para sintese de piridina usa o substrato
deoxitimidina para formar timidina monofosfato usando a enzima timidina kinase (TK).
Caso ambas as rotas forem bloqueadas, ocorrera morte celular, sendo assim, as
células fusionadas Linfocitos/Linfocitos, Mieloma/Mieloma e as células de mieloma
nao fusionados morreram quando submetidas a este meio de cultura, ja os linfocitos
B (esplendcitos) ndo fusionados morreram naturalmente devido ao seu tempo de vida
limitado.36:37

Os hibridos sdo os Unicos capazes de crescer e se multiplicarem neste meio.
Inicialmente a cultura celular dos hibridos contém uma mistura de anticorpos, devido
a obtencdo diversificada de clones de linfécitos B, cada um segregando o seu proprio
anticorpo no meio de cultura. Cada clone pode ser separado através de diluicdo
limitante em diferentes pocos, para verificar a especificidade de cada anticorpo
produzido, estes pocos entdo sdo testados individualmente, e quando positivos sao
reclonados para avaliar a producéo dos anticorpos novamente.38

A producdo de AcMm tem sido aplicada para diversos fins, para uso
terapéutico, diagndstico de doencas humanas e animais, identificacdo de moléculas,

identificacédo viral, entre outros.
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1.3 — Biossensor

Os biossensores desempenham um papel cada vez mais importante em
muitas areas da pratica bioldégica e médica contemporanea, como engenharia de
tecidos, engenharia celular, diagndsticos, farmacologia, bem como pesquisa de DNA
e proteina.®®

De acordo com a definicdo da IUPAC, um biossensor é um dispositivo
analitico para a deteccéo de analitos que combina um componente biolégico com um
componente de deteccéo fisico-quimico. Isso geralmente ocorre através do uso de
sistemas de analise miniaturizados, onde os componentes bioldgicos sao imobilizados
em uma superficie de estado sélido, que por sua vez interage com o analito. Essas
interacbes podem ser detectadas usando métodos elétricos, eletroquimicos e ou
opticos.*0

O conceito basico de biossensor foi elucidado pela primeira vez por Leyland
C. Clarck em 1962 em sua descricdo de um eletrodo enzimatico. O exemplo classico
foi a oxidase de glicose imobilizada (GOx), que converteu um simples eletrodo de
platina em um poderoso instrumento analitico para a deteccao de glicose em amostras
humanas de pessoas com diabetes. Duas décadas depois, os transdutores Opticos
foram aproveitados em conjunto com 0s anticorpos para criar monitores de
bioafinidade em tempo real. Esses imunossensores lancaram as bases para a
segunda linha evolutiva importante de instrumentacéo de biossensores.*

Os biossensores, especialmente os sistemas portateis Point — of — Care
(PoC), atraem uma atencdo consideravel com o desenvolvimento da tecnologia
sistemas micro — eletromecanicos biolégicos (BIoOMEMS) e da aplicacédo
miniaturizada.*?

O Point — of — Care Testing (PoCT) evoluiu como uma parte importante da
medicina laboratorial em virtude de sua compacidade, portabilidade e viabilidade de
operacdao por pessoal ndo-laboratorial, onde métodos de testes rapidos e precisos sao
uma preocupacdo primaria e, como resultado, melhorando o atendimento ao

paciente.*3
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1.3.1 - Imunossensor

Um tipo de biossensor, o imunossensor, € projetado para detectar a ligacéo
direta de um anticorpo ou antigeno para formar um imunocomplexo na superficie do
transdutor, que converte o sinal bioldgico de imunoafinidade em um sinal
mensuravel.*

O principio fundamental subjacente a tecnologia de biossensores € o
requisito de ligacdo intima para deteccao direta. O elemento biolégico esta ligado
“intimamente” (por exemplo, afixado, adsorvido, quimicamente ligado, aderido ou de
outra forma em contato fisico direto) com o transdutor para que ocorra "detec¢ao
direta" do evento de ligacdo.® A técnica Layer - by - Layer (LbL), camada por camada,
tem sido largamente empregada na imobilizacdo de proteinas e outras biomoléculas,
permitindo esta ligagdo intima.*

Existem varios métodos de deteccdo de sinal para imunossensores, tais como
elétricos, eletroquimicos, Opticos e de massa. Entre estes, os métodos de deteccao
elétrica oferecem as vantagens da facilidade na medicdo de sinais e na miniaturizacao
de dispositivos.4’

A transducédo de sinal em imunossensores pode ser realizada por diferentes
meios, aproveitando as diferentes mudancas de propriedades ou geracéo de sinal,
que ocorre apés a formacéo do complexo antigeno-anticorpo.*®

As técnicas de deteccdo elétrica e eletroquimica sdo particularmente
adequadas por ser de deteccdo rapida e simples, estas trabalham medindo as
mudancas nas propriedades elétricas causadas pela presenca de alvos biolégicos
especificos, estas mudancas podem ser causadas por interferéncia em campos
elétricos. Eletrodos (geralmente de ouro) sdo usados como interfaces tanto na
aplicacdo de campos elétricos as amostras testadas quanto como método de
transmissdo e medicdo de sinais elétricos de deteccdo*®, assim como também séo
utilizados os eletrodos impressos de carbono nas detecgées eletroquimicas.*®

Para as medicbes elétricas os tipos de sinal elétrico também variam
dependendo da aplicacdo e podem ser medidas simples de impedancia ou
resisténcia®®, medicdes de capacitancia, ou espectroscopia elétrica, tomando medidas
ao longo de uma gama de frequéncias.*®

A técnica de espectroscopia de impedancia é uma técnica de caracterizagédo

elétrica, que permite estudar o comportamento geral de um sistema quando um
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namero grande de processos intercorrelacionados, ocorre em diferentes velocidades.
Medidas de espectroscopia de impedancia fornece uma visdo detalhada das
caracteristicas elétricas da interface entre o eletrodo e a solucdo.>! Assim, um eletrodo
metalico é recoberto uniformemente com uma camada isolante ou semi-isolante do
material de interesse, quando o eletrodo est4 imerso em solugéo eletrolitica uma dupla
camada elétrica se forma na superficie do material com a aplicacdo de uma faixa de
corrente alternada. A interpretacdo da resposta do sistema eletrodo/solucédo é
analisada geralmente através de um modelo de circuito elétrico equivalente descrito

por Taylor e MacDonald®?, como demonstrado na figura 6.

Figura 6 - Circuito equivalente para um eletrodo metélico recoberto com filme pouco condutor
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Fonte: Imagem obtida de Taylor e Macdonald °2

Para as medidas eletroquimicas comumente € utilizada a voltametria, uma
técnica baseada nos fenbmenos que ocorrem na interface entre a superficie do
eletrodo de trabalho e a fina camada de solugdo proxima a essa superficie.>® Sendo
possivel obter informacgBes quantitativas e qualitativas de uma espécie quimica por
meio do registro de curvas de corrente versus potencial obtidas durante a eletrélise
ou adsorcao dessa espécie em uma cela eletroquimica constituida de pelo menos um
eletrodo de trabalho e outro de referéncia.>

O imunossensor eletroquimico oferece uma série de vantagens significativas,
incluindo alta sensibilidade, resposta rapida, simplicidade, facil miniaturizagéo e custo
relativamente baixo. Para um imunossensor eletroquimico, seu desempenho é
criticamente dependente das propriedades da interface do eletrodo. A estrutura, a
condutividade, a area superficial especifica e a biocompatibilidade da interface do
eletrodo desempenham um papel crucial na transducdo do sinal de interface

eletroquimica.®®
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1.3.2 — Polimeros

Matrizes poliméricas sdo aderidas ou adsorvidas na superficie de eletrodos
para imobilizacdo de substéncias de interesse e por auxiliar na condutividade
elétrica.>®

A polietileno imina (PEI), € um polieletrélito neutro rico em amina que se torna
catibnico em agua, ou seja, possui cations ativos. Isso € favorecido por conter uma
elevada densidade de grupos aminas primarios, secundarios e terciarios, como
apresentado na figura 7. E bem conhecido que a PEI ramificada, tem sido usado para
uma ampla variedade de aplicag@es biol6gicas.>’

Figura 7 - Estrutura da cadeia polimérica da polietileno imina (PEI)
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Fonte: Imagem obtida de Feng et al.58

A fibroina da seda (FS) é um biopolimero extraido do casulo do bicho da seda,
apresenta excelentes propriedades mecéanicas e estruturais, além de ser
biocompativel.>®

A FS produzida pela Bombyx mori consiste de duas cadeias polipeptidicas,
uma pesada (H) e outra leve (L). A estrutura da fibroina de seda depende do meio,
sendo que na forma cristalina apresenta estrutura predominantemente de folhas (3
(figura 8) e na estrutura soluvel em agua as cadeias estédo helicoidais e/ou aleatérias.
A fibroina tem se mostrado eficiente para imobilizacdo de biomoléculas via filmes LbL,
pois em filmes LbL assume estrutura folha B favorecendo estrutura secundaria de

peptideos.50
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Figura 8 - Estrutura da fibroina da seda (FS) produzida pelo bicho da seda Bombyx mori

Fonte: Imagem obtida de HE et al.®!
2 — Objetivos
2.1 — Objetivo geral

Producdo de imunossensor para deteccao rapida da HFM.

2.2 — Objetivos especificos

v' Obter anticorpos monoclonais murino dirigidos contra Hemécia Fetal
Humana.

v Construcdo e padronizacdo do imunossensor para identificacdo e
guantificacdo de Hemoglobina Fetal e/ou Hemacia Fetal Humana, a fim de identificar
a HFM.

3 — Material e métodos

Este projeto obteve aprovacido do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Medicina de Botucatu sob parecer n°2.183.782 e também da Comissé&o de Etica
no Uso de Animais sob registro n®1223/2017, respeitando as exigéncias legais.

3.1 - Producéao do anticorpo monoclonal murino (AcMm)

Para obtenc&o do AcMm, foi utilizada a técnica classica descrita por Kéhler e
Milstein em 1975%*, modificada por Deffune em 1992%2, esta técnica passou a ter
grande impulso a partir do reconhecimento inequivoco da importancia dos AcMm para

diagndéstico e mais recentemente, para uso terapéutico.
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3.1.1 — Animais

Foram utilizados camundongos isogénicos - Balb/C (n=15) com até 6
semanas de idade.

Quanto ao planejamento estatistico/delineamento experimental, foram
necessarios 5 animais para cada grupo de imunizacdo, um total de 2 grupos para
imunizacdao, ficando 5 animais para obtencéao de timocitos. Os animais foram mantidos
em gaiolas com racéo e agua ad libitum. Ficaram alojados no Biotério da Universidade
onde estavam submetidas as condi¢des necessérias para evitar ao maximo condi¢cdes
de estresse que comprometem a qualidade da imunizacao.

Apos o periodo de imunizacdo os mesmos foram levados ao Laboratoério de
Engenharia Celular (LEC) para a remocao do baco (esplenectomia) e processamento
dos linfécitos para a fusdo celular. Os ultimos 5 animais, de menor idade (entre 2 e 3
semanas), ficaram reservados para o procedimento de timectomia e obtencdo de
feeders cells, estas células foram utilizadas por estas secretarem fatores de
crescimento e servirem de células de companhia as células obtidas apés a fuséo.®
Para estes procedimentos os animais foram anestesiados com xilazina 5 mg/kg por
via intraperitoneal e ketamina 80 mg/kg, pela mesma via, foram induzidos a morte com
uma sobredose de tiopental de 50mg/kg por via intra - peritoneal, quer no caso da
esplenectomia, quer no caso da timectomia.

Ambos os procedimentos, esplenectomia e timectomia, foram realizados
conforme protocolo operacional padrdo (POP) do LEC®3. Apds procedimento
anestésico, os animais foram higienizados pela passagem em Hipoclorito a 1% e
posteriormente em alcool 70°, colocados sobre leito cirdrgico previamente preparado,
em cabine de seguranca biologica Classe II-A. Utilizando luvas estéreis e material
cirargico previamente autoclavado, foi realizada a inciséo de pele e subcutaneo com
auxilio de tesoura de ponta reta até a exposicao do peritdbnio. Com auxilio de uma
nova tesoura de ponta delicada é feita a incisdo em peritdbnio com a exposi¢do do
baco. Pinga-se o pediculo esplénico com pinga anatdmica, sem dentes, e corta-se 0
pediculo, pela parte superior da fixacdo da pinca.

Para a timectomia, os animais de 2 a 3 semanas foram submetidos a conduta
inicial descrita acima. Apos a tricotomia € realizada a abertura de pele e subcutaneo
com auxilio de tesoura de ponta fina. Pinca-se o apéndice xiféide com pinca Kelly, e

com a tesoura de ponta fina disseca-se a parte inferior do gradil costal, cortando o
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musculo diafragma. Lateralmente € procedido o rebate do gradil costal, previamente
cortado a Esquerda e a Direita, para cima com a exposi¢cdo do timo, 6rgdo de cor
esbranquicada. Pinca-se o pediculo vascular e corta-se abaixo da pingca com o
cuidado de néo lesionar o 6rgado que é extremamente fragil. O mesmo €é colocado em
Placa de Petri para se proceder a dissociacdo e a obtencdo das células em

suspensao.

3.1.2 — Obtencéao do antigeno

Amostras de sangue de corddo umbilical (SCU) foram obtidas ap6s serem
encaminhadas rotineiramente para a Agéncia Transfusional do Hemocentro de
Botucatu para a realizacdo de tipagem sanguinea, teste de Coombs direto do recém-
nascido, estas foram segregadas ap0s a realizacdo destes exames, antes de serem
descartadas. Portanto, nenhuma amostra de sangue de corddo foi exclusivamente
coletada para o presente projeto. O termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)
foi aplicado previamente.

O antigeno de interesse foi do grupo sanguineo li, um antigeno de superficie
de hemécias ligados ao sitema ABO, onde este grupo consiste em dois antigenos de
hidratos de carbono poli-N-acetilactosamina estruturalmente relacionados | e i. Os
fendtipos correspondentes séo | ou i. As poli-N-acetilactosaminas (polilactosaminas,
poli-LacNAc) consistem na repeticdo de unidades dissacaridica de N-acetilactosamina
(LacNAc; Galbl-4GIcNAc, em que Gal é D-galactose e GIcNAc é N-acetil-D-
glucosamina). As unidades LacNAc podem formar cadeias lineares (tipo i) ou
ramificadas (tipo 1). O antigeno linear i € abundantemente expresso na superficie dos
eritrécitos embrionarios e em eritrécitos durante periodo de eritropoiese alterada.®*
Conforme o desenvolvimento do individuo o antigeno i € substituido por I, podendo
entdo ser utilizado como um marcador de hemacias fetais®:66

Foi seguido o protocolo de obtengcdo do antigeno contra Hemécias Fetais
(HemF). Para o protocolo as amostras foram submetidas a lavagem em solucao salina
isotonica estéril a 0,9% por seis vezes. Entdo, foi preparada uma suspensédo de
hemacias de sangue de corddo umbilical a 10%, ou seja, uma aliquota de sangue de

corddo diluida em solucéo salina estéril.
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3.1.3 — Imunizacgéo

Os animais, como mencionado em topico anterior, foram camundongos de
linhagem isogénica Balb/c, e as via de inoculagcéo foram intraperitoneais (IP) no ciclo
de 1 a 3 e endovenosa (EV) no Booster (quadro 1). A via IP é classica para as
imunizacdes, devido ao grande volume desta cavidade € permitida a inoculacdo de
um volume maior do imundégeno e por evitar que atinja o sistema sanguineo
diretamente.®

Antecedendo a fuséo foi aplicado um reforco (Booster) do antigeno por via EV
(figura 9 - C), para garantir que o antigeno seja percebido pelo sistema imunoldgico
do animal, visto que a inoculag¢édo EV permite uma resposta forte e rapida, porém uma

resposta de curta duragdo®¢-3’, por isso utilizada apenas como uma dose de reforco.

Quadro 1 - Protocolo de imunizagéo utilizado

Via de inoculagao

D1 100pl

D+15 100p

D+30 100p

4 dias antes da Fusao 50pl

Fonte: Arquivo pessoal, 2018.

Figura 9 - Detalhe do protocolo de imunizacdo: injecdo endovenosa do booster - A) Dispositivo de
contencdo aberto; B) dispositivo de contengdo fechado e C) imobilizagdo do camundongo para

inoculacéo.

B) C)

Fonte: Arquivo pessoal, 2018
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3.1.4 — Preparo das células NS1

Foram utilizadas células de mieloma murino, linhagem NS1 (figura 10),
doadas pelo Institute de Transfusion Sanguine de Paris/Institute Pasteur. Estas
células foram descongeladas 2 semanas antes da fusdo conforme protocolo do
laboratério, foi realizado teste de viabilidade para verificar se havia a presenca de
células vivas, para isto uma aliquota das células (30 pl) foram misturadas a uma
aliqguota de azul tripan (30 pl) e entdo observadas por microscopia. Verificada a
presenca de células vivas, estas foram entdo mantidas em frascos de cultura de
células em suspensdo com meio de cultura completo (meio enriquecido (RPMI) + 20%
de Soro Fetal Bovino (SFB)) em estufa de CO2 a 5% e a temperatura de 37°C.

Figura 10 - Microfotografia obtida por microscopia invertida de luz direta das células de mieloma

multiplo murino (NS1)

Fonte: Arquivo pessoal, 2018

3.1.5 — Preparo das células do Baco

Esplendcitos, linfocitos B secretores de anticorpos, foram obtidos do baco dos
animais previamente imunizados, descrito em protocolo anterior. Estas células foram
extraidas do 6rgdo do animal conforme protocolo do LEC®3, foram utilizadas nesta
técnica, cell scrapers, placas de Petri, agulhas e seringas de 20ml (figura 11 — A).
ApoOs a extracao e lavagem das células com HEPES, o pellet celular foi suspendido
em RPMI, retirada uma aliquota para contagem de células e em seguida foram
armazenadas em tubo Falcon, de maneira vertical, em estufa de CO2 a temperatura
de 37°C até o momento da fusdo. A contagem celular foi realizada em camara de

Neubauer utilizando o corante azul de tripan para realizagdo da contagem de células
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viaveis, ou seja, foram consideradas apenas as células vivas. Quando nao foi possivel

realizar a fusdo nos dias agendados os esplendcitos foram congelados.
Figura 11 - Detalhamento metodolégico da esplenectomia: materiais utilizados na dissociacéo do baco
do animal - A) Materiais para dissociacdo do baco; B) Baco do animal a ser dissociado e C)

Esplendcitos.

C)

Fonte: Arquivo pessoal, 2018
3.1.6 — Fuséao

O procedimento da fuséo foi executado conforme Procedimento Operacional
Padrdo (POP) do LECS3,

O processo de fuséo celular foi realizado entre os linfécitos B dos animais
imunizados com a linhagem mielomatosa denominada NS1, em fase exponencial de
crescimento, na relacdo 1:10 (1 NS1 para cada 10 linfocitos) (figura 12). Foi utilizado
o método quimico na presenca de PEG, PM 4.000% por este gerar poros na
membrana celular permitindo a fusédo do material genético entre as células em um
processo de centrifugacdo. Apds a contagem celular das células do baco e das células
NS1, foram realizados os calculos de volume/volume dos produtos que foram
utilizados no procedimento, como, o volume de PEG, SFB e RPMI. Para todos os

volumes, foram considerados o total de células fusionadas.

Figura 12 - Representacdo esquematica do processo de fuséo celular em meio quimico

Células 1 (NS1) : 10(Linfocitos B)
+PEG

&G 0)

Células NS1 05

Linfécitos B (do animal previamente
imunizado.

Fonte: Imagem modificada de Alberts et al.5”



35

Os produtos finais das fusdes celulares foram distribuidos em placas de
células em suspensédo de 96 pocos, recebendo cada poco o volume de 100 pL das
células fusionadas. Uma aliquota de NS1 e dos esplendcitos foram separados em
pocos controles (figura 13), cada uma das placas receberam a seguinte nomenclatura:
HemF1, HemF2, HemF3 e HemF4.

Figura 13 - Aspecto da microplaca de 96 pocos contendo células fusionadas - (1) Nome da fuséo e
identificacéo detalhada; (2) controle da fusdo: aliquota do mieloma multiplo murino/NS1; (3) controle da
fuso: aliquota dos linfocitos obtidos para a fusdo e (4) identificacio do pesquisador e respectiva data

da realizagdo do procedimento.

Fonte: Arquivo pessoal, 2018

Ao término do plagueamento, as mesmas foram mantidas em estufa de CO2
a 5% e a temperatura de 37°C. No dia seguinte da fuséo, foi utilizado o meio HAT para
a selecdo enzimatica de células deficientes no sistema HGPRT (hipoxantina-fosfo-
ribosil-transferase). As células geneticamente selecionadas, HGPRT negativas, ndo
sobrevivem em meio contendo hipoxantina, aminopterina e timidina, como é o caso
da linhagem NS1 utilizada®3’. Somente as células HGPRT positivas sobrevivem e
podem entrar em divisdo celular, neste caso, os hibridos que herdaram estas
caracteristicas das células linfoides esplénicas dos camundongos. Este meio foi
utilizado do dia D+1 ao D+15 ap6s a fuséo celular. No D+4 foram adicionados aos
pocos as Feeder cells, aproximadamente 2 x 10° por poco, devido aos hibridomas
formados terem um baixo crescimento nos estagios iniciais e ndo se desenvolverem
quando cultivadas em baixa densidade®’. As Feeder cells funcionam como células

alimentadoras pois fornecem fatores importantes para o crescimento dos hibridos.
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Nos dias subsequentes foram realizadas trocas de meio a cada 48 horas ou

conforme a necessidade, seguindo o Cronograma/Protocolo conforme figura abaixo:

Figura 14 - Cronograma seguido no procedimento apds fuséo celular HemF = Hem@cias fetais; HAT
D+= dias de uso do meio de cultura com Hipoxantina, Aminopterina e Timidina; Screening: data de
inicio dos testes de screening; HT D+= passagem das células para meio de cultura com Hipoxantina e

Timidina e MC D+ = introduc¢éo do meio de cultura completo, sem HAT.

Cronograma/Protocolo de Obtengdo de Anticorpos Monoclonais: HemF
Projeto - Suelen Assunpgao Nishio

Fusdo-1

Dia DO D1 D2 D3
Fuséo
HemF L\
HAT D+ 1 2 3
Feeders cells L\
Screening S L

D8 D9| D10

Dia D15| D16 | D17
Fuséo -
HemF
Feeders cells
Screening A~ A ~ ~ L L] L] S~ L) L ] L) ~ ~
HT D+ 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29
MC D+ 30

D22 | D23 | D24 D29 | D30

Fonte: Arquivo pessoal, 2018

3.1.7 — Screening

O screening € uma das etapas mais importantes da producédo do AcMm, este
pdde ser realizado entre o 7° ao 14° dia da fusdo, conforme o desenvolvimento dos
hibridos das fusfes realizadas. Os pocos contendo os hibridos foram testados
retirando-se 100uL do sobrenadante e testado com 50uL do antigeno de interesse no
qual os animais foram submetidos a imunizacéo, ou seja, suspensao de hemacias de
sangue de corddo umbilical a uma concentracdo menor, a 5%.

O método de screening escolhido para as fusdes realizadas foi o de
hemaglutinacéo, devido ao anticorpo de interesse ser contra antigenos de superficie
de hemécias fetais, antigeno i.

Para cada poco positivo, os hibridos foram transferidos para pocos de placas
de 24 pocos (figura 15), afim de expandi-los e obter um maior nimero de células para
realizagdo de novos testes de screening. Para os demais pog¢os que inicialmente
foram ndo-reagentes (NR), um segundo teste foi realizado apds 48 horas para

confirmacéo do teste se NR ou a identificagcdo de um novo positivo.
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Figura 15 - Aspecto da amplificacdo dos hibridomas de interesse: hibridos com Screening positivo

transferidos para placa de 24 pocos

Fonte: Arquivo pessoal, 2018

3.1.8 — Clonagem

Apés realizado o screening, os pocos contendo hibridos identificados como
positivos, foram preparados para a realizacdo da clonagem por diluicdo limitante.

O poco positivo original frequentemente contém mais de um clone de células
de hibridoma, e muitas células hibridas possuem uma variedade instavel de
cromossomos, sendo assim, os anticorpos produzidos pelas células desejadas podem
ser superados pelas células que ndo produzem o anticorpo de interesse. A clonagem
unicelular garante que as células que produzem o anticorpo de interesse sejam
verdadeiramente monoclonais e que a secrecdo desse anticorpo possa ser
estavelmente mantida isolando um clone estavel de células de hibridoma que
secretam o anticorpo desejado.3637

Sendo assim, as células dos pocos positivos foram segregadas e a contagem
foi realizada, foram calculadas as concentragfes celulares aumentando o volume da
suspensao ajustando a diluicdo dessas, afim de isolar um nimero de 100 células e de

50 células em placas de 96 pocos, conforme ilustrado na figura 16.

Figura 16 - Esquema representativo da técnica de clonagem celular pelo Método de Diluigao Limitante

Diluigao limitante

Contagem

Calculo

m 1omL somL 20mL istribui
Distribuidos em

Placas de 24 p¢s placa de 96 p¢s
contendo hibridos positivos

Fonte: Arquivo pessoal, 2018
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Foram adicionados um volume de 2 x 10° de Feeder cels 48 horas antes do
procedimento da clonagem, foram adicionadas previamente para controle
microbioldgico e também para que as mesmas secretassem os fatores de crescimento
necessarios aos hibridomas, afim de melhorar o desempenho da expanséo celular.

As células foram plaqueadas afim de se obter uma célula por poco, mas
possivelmente ocorreram situagdes em que houveram mais de uma por pogo, assim
como também ndo houveram deposicdo de hibridos em alguns pocos, entédo, 24 horas
apos a clonagem as placas foram observadas em microscopio invertido e foram

anotados nos pogos a presenca de um unico clone “U” ou de multiplos “M” (figura 17).
Figura 17 - Aspecto fotografico da microplaca de clonagem pelo método de diluicdo limitante com
identificacdo dos clones visualizados - Circulo em verde com a inscrigédo “U”, representa a visualiza¢éo
por microscopia invertida de apenas um grupamento de células; Circulo em vermelho, com a inscri¢éo
“M”, representa a identificagao visual, por microscopia invertida de mais de um grupamento celular (M=

multiplos).
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Fonte: Arquivo pessoal, 2018

Esta verificacdo se faz necesséaria para confirmacdo de que o anticorpo
produzido em cada poco seja monoclonal, ou seja, produzido por um anico clone de

célula.

3.2 — Citometria de Fluxo — Padronizacdo do anticorpo anti — hemoglobina fetal
humana (anti - HbF) e anti — CD71

Para analise de citometria de fluxo foram utilizados anticorpos monoclonais
anti-HbF marcados, hoje ja utilizado na literatura por ser considerada uma técnica
sensivel para deteccdo e quantificagdo de hemacias contendo hemoglobina fetal e

portanto utilizada na determinacdo da HFM.?® Juntamente com o anti — HbF foram
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realizadas marcac6es com o anti — Hu CD235a como estratégia de Gate devido este
ser um marcador de superficie de Glicoforina A presente nos eritrécitos em todos os
seus estagios de maturacdo. Também foi utilizado o anti-CD71, um receptor de
transferrina que detecta precursores eritréides,®® este marcador foi utilizado por
reconhecer toda a linhagem de eritroblastos e ndo reconhecer os eritrécitos maduros,
as hemécias propriamente ditas, podendo entdo ser utilizado como um possivel
marcador de heméacias fetais.

Os anticorpos monoclonais marcados anti — HbF lote n°551796 e anti-CD71
lote n°531062 foram obtidos comercialmente, tendo em vista de que o projeto fez uso
de reserva técnica de outro projeto financiado pela FAPESP (processo n°
2016/25281). A otimizacao de custos foi importante na realizacdo deste trabalho.

Para a utilizacdo de ambos, os mesmos foram submetidos a leituras de
padronizacao para poder estimar o volume apropriado para os testes.

As amostras foram tratadas de maneira distintas. Para a deteccdo da
hemoglobina fetal foi necessario realizar marcacao intracelular, ao contrario da

marcacao dos precursores eritréides com anti-CD71 que foi extracelular.

3.2.1 — Marcacao Intracelular

Amostras de sangue de corddo (100upL) foram fixadas em 2mL de
glutaraldeido a 0,05% por 10 minutos em temperatura ambiente e foram lavadas duas
vezes com PBS. As células fixadas foram permeabilizadas com 500uL de Triton X-
100 a 0,01% (Merck®) por 10 minutos em temperatura ambiente e lavadas com PBS.
Apés a lavagem o sedimento (pellet) de células foi suspendido em 300uL de PBS com
0,1% BSA (Prothemo®). Entdo, 100uL da suspenséo foi incubada com 10puL de anti-
HbF, fluorescéncia FITC (BD Pharmigen™) e com 2,5uL anti-Hu CD235a,
fluorescéncia PE (Abcam®), no escuro e em temperatura ambiente por 15 minutos. Os
volumes dos anticorpos utilizados nas marcac¢des foram obtidos como resultados da
padronizacdo realizada previamente. Apos a incubagdo as células foram lavadas e
suspendidas em 500pL de Isoton (BD®) com 0,1% de formaldeido.

O mesmo procedimento foi realizado com amostras de sangue periférico
adulto, sendo estas amostras utilizadas como grupo controle negativo, com baixa

expressao de hemoglobina fetal.
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3.2.2 — Marcagéao extracelular

Amostras de sangue de cordao foram lavadas por 3 vezes com PBS, apos a
lavagem foi preparada uma suspensdo de hemacias a 5% em PBS. Entdo, 100pL
desta suspensdo foi incubada com 10uL anti-CD71 (Pharmigen®) no escuro e em
temperatura ambiente. Apds a incubacdo as células foram lavadas e suspendida em
500pL de Isoton (BD®).

3.2.3 — Anédlise de citometria de fluxo

As andlises foram realizadas no laboratério de Citometria de fluxo do
Hemocentro de Botucatu, com a colaboracao da Prof2. Dr2. Marjorie de Assis Golin. O
citometro de fluxo BD® FACSCalibur 4 Cores foi calibrado de acordo com as
instrucdes do fabricante, as amostras preparadas foram lidas em 30.000 eventos, 0s
dados obtidos foram analisados e interpretados no software Cell Quest Pro.

3.3 — Construcédo do Imunossensor

3.3.1 — Solucdes

As solucdes a serem utilizadas foram preparadas nas seguintes
concentracfes: PEl a 0,2 (mg/mL) e FS 0,2% (w/v), anti — HbF a 5 (ug/mL) e anti —
CD71 a 5 (ug/mL). Os anticorpos utilizados, foram anticorpos purificados nao
marcados adquiridos comercialmente de mesmo numero de lote dos anticorpos
marcados utilizados na citometria de fluxo.

Os polimeros PEI e FS foram diluidos em agua de Milli-Q, com resistividade
18,2 MQ e pH ~5,7 e os anticorpos anti — HbF e anti— CD71 foram diluidos em solugéo
tampéo PBS pH 7,4.

Amostras de sangue de cordado e sangue periférico adulto, foram lavadas e
entdo preparada uma suspenséo de hemacias a 5% em PBS. Para a avaliacdo do
anticorpo anti-CD71 foram utilizadas suspensédo de hemacias, ao passo que para
avaliacdo do anticorpo anti — HbF esta suspensdo de hemacia foi submetida a

criopreservacdo em temperatura - 80°C por 10 minutos e apoés, descongelada em
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banho Maria e centrifugadas por 2 minutos a 3200 rpm, afim de se romper a

membrana da hemacia por hemolise e obter a hemoglobina, deixando-a livre.

3.3.2 — Fabricacédo dos filmes automontados camada por camada (Layer-by-
Layer, LbL)

Para a montagem dos filmes foram utilizados eletrodos impresso de carbono,
sendo este composto por um eletrodo de referéncia, um contra eletrodo e um eletrodo
de trabalho (figura 18 - A) onde sao realizados os testes e eletrodo interdigitado de
ouro (EIO) (figura 18 - B).

Figura 18 - Detalhamento dos tipos de Eletrodos utilizados - A) Eletrodo impresso de carbono e B)

Eletrodo interdigitado de ouro.

Contra eletrodo o
Eletrodo de trabalho 2

Conexio C. E. Eletrodo de referéncia

Conexao R. E.

A) Eletrodo impresso de carbono B) Eletrodo interdigitado de ouro

Fonte: A) http://www.dropsens.com/en/screen_printed_electrodes_pag.html (modificado); B) Arquivo
pessoal, 2018.
Os filmes PEl/anti - HbF, PEl/anti - CD71, FS/anti - HbF e FS/anti - CD71

foram preparados em eletrodo impresso de carbono pelo método LbL*® (figura 19)
para realizacdo de medida eletroquimica.

Inicialmente foi adicionado 20uL da solucao de PEI ou FS sobre o eletrodo de
trabalho por 20 minutos, tempo necessario para que uma camada do material
adsorvesse completamente no eletrodo.>® Em seguida o excesso da solucédo foi
retirado e o eletrodo foi lavado com PBS para retirar o excesso de moléculas
fracamente adsorvidas. Apés este procedimento o eletrodo foi seco e aplicado uma
nova camada (20uL) do anticorpo de interesse (anti — HbF ou anti — CD71), foram

incubados em temperatura ambiente por 30 minutos, para que ocorra a adsorcao do
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mesmo no polimero previamente aplicado na superficie do eletrodo. Apos o periodo
de incubacgao o excesso do anticorpo foi retirado e realizada a lavagem com PBS.

Figura 19 - Montagem dos filmes LbL em eletrodo impresso de carbono

)
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% « <
20yL de PEI ou FS 20pL de anti-HbF ou

20 minutos anti-_CD71
30 minutos

-
~
-~
-~
-
-~

-

Anticorpo

Fonte: modificado de http://www.dropsens.com/en/screen_printed_electrodes_pag.htmi

Filmes PEl/anti — HbF, PEl/anti — CD71, FS/ anti — HbF e FS/ anti — CD71
também foram preparados pela técnica LbL na superficie do EIO (figura 20) para
realizacdo de medida elétrica. Os eletrodos interdigitados de ouro foram produzidos
no Laboratério de nanofabricacdo do CNPEM (Centro Nacional de Pesquisa em
Energia e Materiais).

O EIO foi preparado previamente, isto €, submetido a uma lavagem com
sonicacado por 1 minuto em solucédo de KOH e alcool etilico para retirar as impurezas
da superficie do eletrodo e obter uma melhor aderéncia na montagem dos filmes
devido a hidrofilizacdo. Em seguida foi aplicado 20uL da solucdo contendo o polimero
PEI ou FS por 40 minutos, logo apds foi realizada a lavagem com PBS para retirar o
excesso das moléculas fracamente adsorvidas. E entdo o eletrodo foi seco e aplicado
uma camada da solucéo contendo o anticorpo de interesse (anti — HbF ou anti— CD71)
e incubado por 40 minutos, tempo esperado para que promova a adsor¢cdo do
anticorpo pelo polimero previamente aplicado, apds a incubagdo procedeu-se a

lavagem.
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Figura 20 - Montagem dos filmes LbL em EIO
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20 uL PEl ou FS 20 pL anti - HbF ou anti - CD71 =
40 minutos 40 minutos Antlcorpo

Fonte: Arquivo pessoal, 2018

ApGs a fabricagéo dos filmes, os eletrodos foram armazenados a temperatura

de 4 a 8°C até a realizacao da leitura.

3.3.3 — Medidas eletroquimica

A voltametria ciclica (VC) foi utilizada para observar a resposta do filme na
presenca do antigeno. As analises foram realizadas no Laboratério de Biossensores
e Biossistemas (LBios) do Instituto de Ciéncia e Tecnologia (ICT) da UNIFESP sob
supervisao da Profé. Dr2. Marli Leite de Moraes. Os Voltamogramas foram obtidos
utilizando um potenciostato uyStat 400 com o software DropView da DropSens®
(Oviedo, Espanha), as leituras foram realizadas na presenca de PBS (200uL) como
solucéo eletrolitica. A velocidade de varredura foi de 0,05 V/s, e a faixa de potencial
foide -0,6 V a 0,6 V. Mudancas na corrente e area do voltamograma foram analisadas.

A resposta do filme foi verificada utilizando-se as amostras preparadas de
sangue periférico adulto (S. Adulto), como controle negativo, e amostras de sangue
de corddo umbilical (SCU). Inicialmente foi adsorvida a amostra controle negativo por
5 minutos, foi realizada a lavagem com PBS e entéo realizada a leitura com 200 uL
de PBS. Em sequéncia foi adsorvido por 5 minutos a amostra de SCU, realizado o
procedimento de lavagem e leitura. As medidas foram realizadas em triplicada, ou

seja, para cada amostra foram realizadas 3 medidas consecutivas.
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3.3.4 — Medidas elétrica

Medidas de impedancia elétrica foram utilizadas para captar a interacéo
antigeno/anticorpo na superficie do eletrodo de ouro, estas medidas foram obtidas
pelo equipamento Solartron 1260 A com o software Smart v3.3.1, utilizando a faixa de
frequéncia de 1Hz a 10MHz e uma corrente alternada (AC) de 50mV. A regiao de
baixa frequéncia € dominada pelo efeito da dupla camada, enquanto que na regiao de
102 e 10* Hz hé& contribuicdo do material sobre o eletrodo e em frequéncias superiores
a 10° Hz a impedancia do sistema é dependente da capacitancia geométrica.>?

As respostas dos filmes foram realizadas na presenca de uma suspensao de
hemacias a 5% em PBS de S. Adulto (controle negativo) e SCU (amostra positiva).
Inicialmente 15 pL do controle negativo foi adsorvido por 5 minutos, apés o tempo de
adsorcao o eletrodo foi lavado e entdo realizada a leitura na presenca de 15 uL de
PBS. O mesmo procedimento foi realizado para as amostras positivas. As medidas
também foram realizadas em triplicada.

As analises foram realizadas no laboratorio de Ceramicas Avancadas do ICT-

UNIFESP em colaboragéo com o Prof. Dr. Eduardo Antonelli.

4 — Resultados e Discussdes
4.1 — Producéao dos anticorpos monoclonais

4.1.1 - Expanséo das células NS1

Inicialmente o descongelamento da linhagem de células mielomatosas, NS1
duas semanas antes do procedimento das fusdes nao foi satisfatorio. Foram utilizados
0s meios de cultura ja produzidos em experimentos anteriores e ap0s varias tentativas
falhas, foram checadas as condi¢cbes destes meios de cultura e constatou-se que 0
pH do mesmo nado estava em condi¢cfes adequadas para o cultivo destas células. O
pH ideal é entre 7,4 e 7,8, 0 pH do mesmo se encontrava em 5,5, o que justifica o mau
desempenho da amplificagdo das células NS1. Apds detectado o problema, foi
providenciado a correcdo do pH com uma solugédo de NaOH e entdo realizado novo
procedimento de descongelamento, onde foi obtida a amplificac&o celular necesséaria.

Estudos mostram a influéncia do pH na sensibilidade a aménia de linhagens
celulares de hibridomas murino. Uma relacédo significativa entre a taxa de crescimento

especifica e taxa de mortalidade, respectivamente, bem como a concentracdo de
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NH3, mas ndo a concentracdo total de aménia, é detectada por muitos autores, ha
varios anos®®. O controle da formacédo e consumo de lactato numa linha celular de
hibridoma & conseguido por alteracdo do pH durante a fase inicial de crescimento
exponencial, influenciando-a positiva ou negativamente’®.

O desempenho das tentativas de descongelamentos pode ser observado na
figura 21.

Figura 21 - Células de mieloma multiplo murino/linhagem NSlcoradas com azul de tripan para teste
de viabilidade - A) Células com 100% de mortalidade - células coradas em azul = células mortas e B)

- célula em maior volume= necrose celular e - células viaveis, com aspecto normal

4 ‘r :
A A= 4

Fonte: Arquivo pessoal, 2018

4.1.2 — Imunizacfes

O protocolo das imunizagdes foi realizado em duas etapas. Em uma primeira
etapa quando coincidiu com a ma amplificacdo das células NS1, os animais foram
mantidos em biotério por um periodo prolongado e a dose de reforco booster foi
realizada ap6s 60 dias da primeira inoculagéo IP, comprometendo o desempenho da
imunizacdo. Na segunda etapa, o protocolo foi realizado no tempo previsto.

A geragdao de anticorpos monoclonais por tecnologia de hibridomas requer uma
analise dos epitopos a serem reconhecidos detalhada, especialmente no que diz
respeito a aplicacao final, guando o anticorpo deve reconhecer o alvo’*. Mudangas no
protocolo de imunizacdo podem comprometer o sucesso da obtencdo do anticorpo
monoclonal desejado. Quanto as condigbes dos animais e manejo durante as
inoculagdes, os procedimentos foram controlados, 0s animais permaneceram vivos e

saudaveis durante todo periodo das imuniza¢gbes. Constatou-se de forma evidente
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que a injecdo de hemécias humanas é altamente imunogénica, no entanto, o alvo
eram antigenos expressos em hemécias fetais humanas, mas ndo em hemacias
adultas. Levando em consideracéo trabalhos prévios do grupo, a utilizacdo de técnica
de tolerizacdo, também denominada de imunizacdo subtrativa, que diferente da
tradicional, primeiro se injeta o antigeno que ndo se quer reconhecer, seguido de dose
controlada de quimioterapico, por varios ciclos, para posteriormente se injetar a
amostra que expresse 0s antigenos para 0s quais se deseje obter um anticorpo
monoclonal. Etapas futuras devem levar isto em consideracgdo, utilizando a hemacia
humana adulta como toler6geno, seguido de imunossupressédo e posteriormente a
amostra que apresentara o imunégeno, isto €, que apresente o maior volume de

hemacias fetais.’?

4.1.3 — Fusdes

Foram realizadas 4 fusdes, sendo a 12 HemF1 e 22 HemF2 produtos da
primeira etapa de inoculagcdo, utilizando células congeladas segundo Maruschi
(1988)"% e a 32 HemF3 e 42 HemF4 da segunda etapa de inoculacgéo utilizando células

frescas na 32 fusdo e congelada na 42 fuséo (tabela 1).

Tabela 1 - Produto das fusdes realizadas

Protocolo N° de placas N° de hibridos N° de hibridos Hibridos positivos

96 pogos construidos testados (retidos)

HEMF 1 12 1152 4 0
HEMF 2 15 1440 5 0
HEMF 3 6 576 27 20
HEMF 4 4 384 8 3
TOTAL 37 3552 44 23

HEMF = protocolo de fusado celular. Hibridos construidos sdo aqueles oriundos da razéo de 10 linfdcito
para cada NS1; hibridos testados sdo aqueles que tiveram crescimento celular apés a fuséo e
apresentaram confluéncia de mais de 70% e hibridos retidos é a denominacéo utilizada para aqueles

cujo sobrenadante de cultura se apresentou reagente no screening. Fonte: Arquivo pessoal, 2018.

Como pode ser observado na tabela 2, o produto das fusées 1 e 2 ndo foram
satisfatorios. Apesar de apresentarem um numero maior de hibridos construidos, o
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desenvolvimento dos mesmos ndo teve um bom desempenho, o uso de células
congeladas contribuiu para isto, as células permaneciam vivas nos primeiros dias da
fusdo, mas logo observava-se a presenca de apoptose. Dentre as células hibridas
obtidas nestas fusdes ndo foram identificadas células secretoras de anticorpos de
interesse, possivelmente o tempo prolongado das inoculagdes, devido ao problema
operacional relacionado ao pH ja discutido anteriormente contribuiu para isto.

Nas fusdes 3 e 4, apesar de um numero menor de hibridos construidos
observa-se que se obteve um numero maior de hibridos testados, principalmente na
32 fusdo onde foram utilizadas células frescas. Nesta fusdo foram obtidos hibridos
secretores de anticorpos que reagiram positivamente com 0s antigenos testados no
teste de screening, o produto destas fusdes pode ser acompanhado nas imagens 22
— A B,C,D,EeF. EmA) e C) observam-se o controle dos linfécitos extraidos do
baco do camundongo previamente imunizado, com viabilidade de 100%, o0 mesmo
podendo ser observado na figura C, o aspecto da célula mielomatosa murina,
denominada de NS1. Nesta Ultima, o tamanho & muito maior e existe uma
irregularidade na forma, caracteristica deste clone. Em ambas as situacdes (A e C)
nao houve a adi¢cdo do meio de cultura seletivo contendo HAT. Na fotografia E, podem
ser observadas células de diferentes tamanhos e bastante irregulares correspondendo
ao momento seguinte a fusdo celular. Neste momento existe muita irregularidade de
membrana e alteracdo de forma até que a célula fusionada se organize corretamente
para o reparo da membrana ou entre em morte celular. Ainda na mesma figura no
sétimo dia apos a fusdo, a analise por microscopia invertida se pode observar a
apoptose natural dos linfécitos (B), a apoptose induzida e necrose celular do NS1 na
presenca do meio de cultura seletivo, que € muito acentuada quando comparada com
a imagem dos linfécitos e em F) a imagem da fusao celular de fato se organizando em
clusters (imagem dentro dos circulos).

Esta sequéncia fotografica representa didaticamente todas as fases de
mudanca morfologica que acontece com as células nos sete primeiros dias de fusédo
celular. Apesar de pequeno o numero de hibridomas testados, eles representariam as

células com maior estabilidade genética.’
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Figura 22 - Produto das fusdes HemF3 e HemF4 — D1= primeiro dia de fusdo; HAT = meio de cultura
contendo hipoxantina-aminopterina e timidina; A) e C) controle dos linfécitos do baco e mieloma
murino (NS1) sem a adi¢do de meio de cultura HAT; B), D) e F) controle da fus&o celular no sétimo dia,
na presenca de meio de cultura seletivo, HAT, dos linfocitos ( apoptose natural), das células
mielomatosas (NS1) com apoptose induzida e dos hibridomas se organizando em clusters
(agrupamento de células circuladas).

A) D1 - Controle Linfocitos C) D1 - Controle NS1 sem E) D1 - Controle Fusdo sem
sem Hat HAT HAT

B) D7 — Controle Linfocitos D) D7 — Controle NS1 com
com HAT HAT

F) D7 — Fusd@o com HAT

Fonte: Arquivo pessoal, 2018

4.1.4 — Screening

O teste de screening escolhido foi a técnica de hemaglutinacdo em tubo.
Apesar de antiga, esta técnica permite a obtencdo dos resultados de forma mais
rapida e segura, identificando os hibridos secretores de anticorpos contra antigenos
de superficie de hemacias. Inicialmente para a detec¢cdo do antigeno de interesse foi
utilizada a suspenséo de hemacias de Sangue de SCU, tendo como base o antigeno
obtido como imunégeno. Foram realizados 3 testes subsequentes, sendo utilizadas
suspensdes de hemécias de SCU e também de sangue adulto, totalizando 4 testes
(tabela 2). Esta reproducado dos testes com intervalos de 48h, sem troca do meio de
cultura se faz necessario em funcado dos rearranjos cromossémicos que ainda podem
ocorrer na célula recém-fusionada, fazendo-a perder a especificidade. Outros autores
relacionam a perda da especificidade com pH do meio de cultura e a classe e sub-
classe de IgG."™
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Tabela 2 - NUmero de testes de screening realizados por fuséo celular

Protocolo |Hibridos positivos [Hibridos positivos [Hibridos positivos |Hibridos positivos

(retidos no 1°teste) | (retidos no 2°teste) |[(retidos no 3°teste) | (retidos no 4°teste)

HEMF 3 20 14 14 14
HEMF 4 3 3 3 3
TOTAL 23 17 17 17

Fonte: Arquivo pessoal, 2018

Como pode ser observado, 26,08% dos hibridos testados como reagente no
primeiro teste tornaram-se negativos. Todos a aqueles que perderam a
especificidade foram do protocolo HEMF 3.

Nos testes de screening realizados foram observadas reacbes de
hemaglutinagcdo ++, +++ e ++++ (figura 23). A diferenca da intensidade de
reconhecimento pode ocorrer por: 1) antigenos diferentes e polimérficos sendo
reconhecidos sobre as hemacias fetais; 2) hibrido tem uma maquinaria fragil para a
secrecdo de quantidades mais robustas de imunoglobulina; 3) parte da imunoglobulina
produzida pode estar sendo adsorvida sobre a superficie plastica, ou ainda, estar em
maior quantidade armazenada no citoplasma e nao secretada para fora da célula e
finalmente, o polimorfismo genético dos antigenos expressos sobre hemacias é muito
importante. Alguns antigenos se expressam de forma macica, como o caso do
antigeno H ( mais de um milhdo de vezes sobre a mesma hemacias), e outros, como
0 CD71, séo expressos 30.000 a 40.000 vezes na mesma célula.”®

Apbs a identificacdo dos hibridos secretores de anticorpos foi realizado um
teste subsequente utilizando também uma suspenséo a 5% de sangue adulto para
cruzarmos as informacdes, sendo descartada como hibrido positivo aqueles que
reagiam para ambos. O anticorpo desejado era aquele que reagia positivamente com
as hemacias fetais e ndo reagiam com as hemacias adultas, podendo ser um anti-i,
um anticorpo que reage com o antigeno i presente nas hemacias de recém-nascidos®*
ou anti-CD71 expressos em eritroblastos fetais®® que porventura atingiram a

circulacao materna.
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Figura 23 - Reacdo de hemaglutinacdo em tubo: aspecto do screening realizado com reacgbes

negativas e positivas

6l , |

D) Teste positivo ++++
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A) Teste negativo B) Teste positivo ++ C) Teste positivo +++

Fonte: Arquivo pessoal, 2018

Foram identificados hibridos com perfis de reconhecimento distinto: aqueles
qgue reagiram ++ somente para SCU (desejado) e hibridos que reagiram ++, +++ e
++++ para ambos, ou seja, reconhecem um antigeno bem formado na vida fetal e que
permanece na hemécia adulta. ApGs esta triagem, foram mantidos dois hibridos, um
que reagiu ++ somente com SCU (HEMF3 - P110) e outro que reagiu ++++ (HEMF3
— P417) para ambas as amostras testadas (quadro 2), este ultimo foi mantido pois
apresentou caracteristicas particulares, quando testado com diversas amostras, com
tipagens sanguineas ABO e com diferentes grupos RhD, expressou positividade para
ambos, sendo assim, optou-se por preserva-lo tendo em vista que pode vir a ser um

novo produto.

Quadro 2 - Hibridos selecionados para amplificagédo e clonagem

O -SCuU Especificidade Provavel

HEMF3 — P110 anti —i? anti — CD71?
HEMF3 — P417 + + Anticorpos dirigidos contra fendtipo
especifico — testar com painel de hemécias

Fonte: Arquivo pessoal, 2018

Os hibridos selecionados foram amplificados para posterior clonagem.
Durante a amplificacdo ocorreram problemas técnicos e amostra do hibrido pretendido
HEMF3 — P110 foi perdida devido a uma contaminacao por fungo, sendo mantida

apenas a amostra HEMF3 — P417.
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4.1.5 - Clonagem

Seguindo o protocolo foi realizada a clonagem do hibrido HEMF3 — P417 por
diluicdo limitante, segundo Harlow e Lane3® modificado por Deffune®?.

O objetivo da clonagem foi selecionar 3 po¢cos com positividade estavel, foram
selecionados pogos com clones de células Unicos, a analise diaria por microscopia

invertida foi realizada para confirmar a caracteristica monoclonal (figura 24 - A).
Figura 24 - Andlise por microscopia invertida da clonagem realizada - A) Crescimento de um Unico

clone de célula; B) crescimento de multiplos clones e C) clone em expansao

4 CE, ';V\

Clones em crescimento

|
. Fe
c)

A) Clone - Unico B) Clones - Muiltiplos

Fonte: Arquivo pessoal, 2018

Os clones foram mantidos em condi¢des de cultura celular, com meio
completo (RPMI + 20% SFB) até que atingissem uma confluéncia (figura 24 - C) para
que fosse realizado um novo teste de screening. Apés realizado estes novos testes e
confirmada a estabilidade, foram aplicados testes imunohematoldgicos para pesquisa
de antigenos de superficies ja conhecidos. Foram testados painel comercial com 16
hemécias (Fresenius®), o anticorpo testado reagiu com os antigenos de superficie
dessas hemacias. Também foram realizados testes com hemacias comerciais tipo | e
Il em cartdes de gel com tampéo de baixa forca idnica (BFI), com a enzima papaina e
também em salina, o anticorpo reconhece antigenos de superficie das hemacias | e Il
na presenca de BFI e na salina (figuras 25 - A e C), mas se degrada na presenca de

enzimas proteoliticas como a papaina (figura 25 - B).
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Figura 25 - Testes imunohematolégicos realizados em coluna de gel e técnica classica de
hemaglutinacéo em tubo utilizando hemacias do tipo | e Il - A) Teste coluna de gel na presenga de BFI;
B) teste coluna de gel na presenca de papaina e C) testes de hemaglutinacdo em tubo na presenca de
salina.

~m
.

A) BFI — Hemacias | e Il B) Papaina — Hemécias | e Il C) Salina — Hemécias | e Il

Fonte: Arquivo pessoal, 2018

A pré-analise do anticorpo secretado pelo clone HEMF3 — P417 confirma a
sua ndo especificidade pelo antigeno de interesse, sendo assim, optou-se pela

amplificagéo e criopreservagdo do mesmo para uma caracterizagao futura.

4.2 — Citometria de fluxo

4.2.1 — Fixagédo e permeabilizagdo paraimunomarcacéo da hemoglobina fetal

A fixacdo e a permeabilizacdo fizeram parte do protocolo de marcacdo
intracelular para detec¢do da hemoglobina fetal (HbF) por citometria de fluxo. Foram
encontrados diversos métodos na literatura para realizar esta marcacao. Ao realizar
o procedimento verificou-se a necessidade de padronizar o volume da amostra a ser
utilizada e do reagente fixador, Glutaraldeido a 0,05%, devido a presenca de hemdlise
durante o procedimento, sendo esta hemoélise também citada na literatura.®’7."®

Apbs os primeiros testes foi verificado que o volume utilizado inicialmente 1/2,
ou seja, 1mL de Glutaraldeido a 0,05% para 1mL de amostra de SCU é inadequado,
com este volume as células ndo eram fixadas adequadamente e ao entrar em contato
com o reagente permeabilizante Triton X-100 elas eram hemolisadas, resultando em
uma baixa expresséo da HbF.

Foi revisando a literatura e realizando novos testes que se identificou que o
volume adequado para que ocorra a fixacdo da célula por completo € de no maximo
50uL da amostra de sangue para o volume de 1mL de Glutaraldeido a 0,05%. Como

pode ser observado na figura 26, quando utilizado este volume as células
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permaneciam integras quando analisadas por microscopia. O tempo de incubacéo
também foi testado, e 0 melhor tempo foi o indicado pelo fabricante de 10 minutos

tanto para a fixacdo quanto para a permeabilizacao.

Figura 26 - Hemacias integras apés procedimento de fixagédo e permeabilizacédo
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Fonte: Arquivo pessoal, 2018

4.2.2 — Deteccédo da hemoglobina fetal com anti — HbF

A andlise por citometria de fluxo para deteccdo da hemoglobina fetal utilizando
o anticorpo anti-HbF pbéde ser realizada apds a fixacdo e permeabilizacdo das
hemacias das amostras de sangue. Um total de dez amostras de SCU e uma amostra
de sangue adulto utilizada como controle negativo.

Para o delineamento experimental foi utilizado como estratégia de Gate o
anticorpo anti-CD235a, um marcador de Glicoforina A presente na superficie das
hemacias em qualquer estagio de maturacéo®®, onde este anticorpo pdde marcar em
todas as amostras utilizadas a regido das hemacias, e a partir da deteccdo desta

regido quais dessas células continham a HbF (figura 27).
Figura 27 - Andlise por Citometria de Fluxo: Estratégia de Gate para detec¢do da hemoglobina fetal -
A) delimitando o campo de andlise por tamanho e granulosidade; B) marcagédo da regido das hemacias

com anti-CD235a e C) marcacao intracelular da hemoglobina fetal com anti-HbF.
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Fonte: Arquivo pessoal, 2018
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Referente ao total de amostras analisadas (tabela 3), a média de HbF em SCU
ficou em aproximadamente 60%, houve uma variacdo para menos em algumas

amostras, deve-se levar em consideracdo que em muitas delas havia a presenca de

coagulo.
Tabela 3 - Resultados em % obtidos na avaliacdo das amostras testadas pela técnica de citometria de
fluxo
Amostras Gated %
1-SCU 63,74
2-SCU 55,84
3-SCU 32,21
4 - SCU 60,89
5-SCU 56,94
6 - SCU 46,62
7—-SCU 66,34
8 - SCU 68,50
9-Scu 72,07
10-Scu 63,29
Controle Negativo 3,69
50% SCU (amostra 1) + 50% sangue 50,10
adulto (Controle negativo)

Fonte: Arquivo pessoal, 2018

Quando avaliado o volume de anticorpo a ser utilizado, volumes de 2,5uL, 5uL
e 10uL foram testados e obteve-se uma melhor resposta quando as amostras foram
marcadas com 10 pL do anticorpo anti-HbF.

Os resultados das andlises pode ser observado na representacao gréafica da
figura 28, os dados foram tratados no software Cell Quest Pro, pode-se observar a
baixa expressdo de HbF em amostras de sangue adulto e um percentual consideravel
de 72% em amostra de SCU, o resultado dessas analises corroboram com os
encontrados na literatura, onde o percentual varia de 60 a 80% nos primeiros meses
de vida.®

Também foi realizada analise de uma mistura de 50% de SCU com 50% de
sangue adulto, simulando uma condicdo da HFM, e com esta anélise pode-se verificar
que o teste de citometria de fluxo € sensivel na detec¢cdo de amostras de SCU em

amostra adulta como observado na tabela 3.
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Figura 28 - Analise de amostras marcadas com anti-HbF utilizando o software Cell Quest Pro® - A)

Analise de amostra negativa (sangue adulto) e B) analise de amostra positiva (SCU).
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Fonte: Arquivo pessoal, 2018

Ambos os resultados analisados, amostras de sangue adulto, amostras de
SCU e a mistura foram satisfatérios quando marcados com anti — HbF, a técnica
apesar de laboriosa é sensivel na deteccéo e quantificacdo, conforme demonstrado

nos dados da literatura consultada.30:79

4.2.3 — Deteccdao de eritrocitos imaturos (eritroblastos) com anti — CD71

Para a pesquisa de eritroblastos foram realizadas marcacdes extracelulares
com anti-CD71, um receptor de transferrina.®

Os resultados foram obtidos através da andlise de citometria de fluxo de
amostras de SCU e de sangue periférico adulto, também foi realizado o controle
hematimétrico destas amostras para certificar-se da presenca de eritroblastos (figura
29).

Figura 29 - Aspecto do esfregago sanguineo corado por Leishmann - Controle hematimétrico das
amostras de SCU testadas — A); B) e C) - Presenca de eritroblastos

Fonte: Arquivo pessoal, 2018
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Como estratégia de Gate as células foram avaliadas por tamanho e
granulosidade (figura 30), sendo identificada a regido das hemacias obteve-se a
identificacdo das células marcadas com anti-CD71.

Figura 30 - Andlise por Citometria de Fluxo: Estratégia de Gate para andlise de amostras marcadas

com anti-CD71 - A) As células foram identificadas por tamanho e granulosidade; B) células sem

marcacao e C) células marcadas com anti-CD71.
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Fonte: Arquivo pessoal, 2018

Foram avaliadas um total de 5 amostras de SCU, uma amostra de sangue
adulto como controle negativo e uma mistura 50% de SCU com 50% de sangue adulto
(tabela 4).

Tabela 4 - Resultados em % obtidos na avaliacdo das amostras testadas pela técnica de citometria de

fluxo e controle hematimétrico do percentual de eritroblastos em lamina

Amostras Gated (%) Eritroblastos em
lamina (%)
1-SCuU 57,57 40
2-SCU 17,40 12
3-ScuU 9,73 6
4 -SCU 12,06 7
5-SCU 15,44 9
Controle Negativo 1,43 0
50% SCU (amostra 1) + 50% sangue 31,23 -
adulto (Controle negativo)

Fonte: Arquivo pessoal, 2018

Quando avaliado o volume de anticorpo a ser utilizado, volumes de 2,5uL, 5uL
e 10uL foram testados e obteve-se uma melhor resposta quando as amostras foram

marcadas com 10 pL do anticorpo anti-CD71.
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Os resultados foram satisfatorios quando comparadas amostras de sangue
adulto e SCU contendo eritroblastos (figura 31). Quando comparado o numero de
eritroblastos em lamina com a andlise de citometria observa-se que os valores séo
bem proximos.

Figura 31 - Analise de amostras marcadas com anti-CD71 utilizando o software Cell Quest Pro® - A)

Analise de amostra negativa (sangue adulto) e B) andlise de amostra positiva (SCU).
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Fonte: Arquivo pessoal, 2018

Os dados obtidos com esta analise evidenciam que o anti-CD71 pode ser
utilizado como um marcador de hemacias fetais quando ha a presenca de eritroblastos
na amostra, estes dados se confirmam quando observado o valor obtido na mistura,
onde foi utilizado 50% do controle negativo (sangue adulto) com 50% da amostra 1
(SCU) sendo detectada a presenca de 31,23% de hemécias fetais.

4.3 — Construcdo do imunossensor
4.3.1 — Adsorcéo dos filmes (PEI/Ac e FS/Ac) em eletrodo impresso de carbono
e em eletrodo interdigitado de ouro.

Os filmes automontados, camada por camada LbL, tiveram resultados
satisfatorios quanto a adsor¢do dos diferentes polimeros testados (PEI e FS) e dos
anticorpos (AC) na superficie do eletrodo impresso de carbono. A interacao dos filmes
na superficie do eletrodo pode ser observada quando realizada as leituras durante a
construcdo destas camadas, a comparacgao desta adsorcao na superficie do eletrodo
pode ser observada nas figuras 32 - A, B, C e D, onde s&o observados o deslocamento
e um aumento na area dos voltamogramas. Quando adsorvido o anticorpo houve um

crescimento na areade 0,81 em A, de 2,83 em B, de 1,42 em C e de 3,88 em D. Este
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aumento na area, aumento na densidade eletrénica, pode ser atribuido a adsorcao do

PEI ou FS e dos anticorpos sobre o eletrodo.

Figura 32 - Adsorgdo dos polimeros e anticorpos testados na superficie do eletrodo impresso de
carbono - A) Adsorcao de PEl/anti — CD71; B) Adsorcao de FS/anti— CD71; C) Adsorcéo de PEl/anti —
HbF e D) Adsorcéo de FS/anti — HbF.
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Fonte: Arquivo pessoal, 2018

Ja para os EIOs foram realizadas avaliac6es por microscopia 6ptica e obtidas
imagens antes e ap6s a montagem dos filmes para verificacdo da adsorcdo das
camadas. O eletrodo puro, antes da adsor¢cdo da bicamada pode ser observado nas
figuras 33 - A e B e nas figuras 33 - C e D do eletrodo contendo o polimero PEI/AC e
33 - E e F contendo o polimero FS/AC podem ser observadas estruturas ramificadas

gue sugerem a adsorc¢éo da bicamada.
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Figura 33 - Avaliacdo microscépica dos EIOs antes e apds a adsor¢éo da bicamada pelo método LbL

- A) e B) Eletrodo puro, antes das adsorcoes; C) e D) ap6s a adsorgdo da bicamada PEI/AC; E) e F)

apo6s a adsorgdo da bicamada FS/AC.

A) Eletrodo puro

B) Eletrodo puro

E) Aderéncia do polimero FS

F) Aderéncia do polimero FS

4.3.2 Deteccao eletroquimica no eletrodo impresso de carbono

Fonte: Arquivo pessoal,

2018

Medidas eletroquimicas por voltametria ciclica foram realizadas nos eletrodos

impressos de carbono construidos, ap0s a adsor¢cdo de amostras preparadas de
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suspensao de hemécias e de hemoglobina a 5% de sangue periférico adulto e Sangue
de Cordao Umbilical (SCU).

Realizando-se a analise comparativa das areas dos voltamogramas (tabela 5)
e dos deslocamentos das curvas (figuras 34 — A, B, C e D) das unidades sensoriais
construidas com as bicamadas FS/anti-CD71 e PEl/anti-CD71, assim como também
para a construida com a bicamada PEl/anti-HbF (figura 34 — G e H), verificou-se uma
variacdo pouco significativa, comprovando a inespecificidade dessas unidades para
identificar os diferentes sistemas construidos. Foi observado nesta analise uma alta
taxa de oxirreducdo das amostras testadas quando adsorvidas nos eletrodos, tanto
para as amostras obtidas de sangue adulto, quanto para as amostras obtidas de SCU,

em ambos 0s sistemas, aqueles contendo o0 anticorpo e naqueles contendo apenas o

polimero.
Tabela 5 - Area dos voltamogramas e diferencas entre os sistemas construidos
Eletrodos Area do Voltamograma | A-Ao* | Areado Voltamograma | A—Ao*
construidos (ap6s adsorcao de S. (ap6s adsorcgao de
Adulto) SCU)
1 camada PEI 5,39 3,04 6,28 3,93
1 bicamada 5,47 2,40 5,82 2,75
PEl/anti-CD71
1 camada FS 3,35 1,45 6,89 4,49
1 bicamada 5,95 3,12 7,28 4,45
FS/anti-CD71
1 camada PEI 4,92 4,63 4,22 3,93
1 bicamada 5,82 4,36 5,74 4,28
PEl/anti-HbF
1 camada FS 6,35 5,11 6,16 4,91
1 bicamada 5,96 1,66 6,98 2,68
FS/anti-HbF

* (Ao = &rea do eletrodo apds adsorgdo da camada do polimero e da bicamada polimero/anticorpo)

Fonte: Arquivo pessoal, 2019
Foi observado um aumento expressivo de oxirreducdo principalmente nas
amostras preparadas de hemoglobina livre, acredita-se que isso se deva ao ferro
presente no grupo heme que faz parte da estrutura da mesma.°
Apesar de também ter ocorrido oxirredugao elevada no sistema FS/anti — HbF,

guando comparada a corrente aplicada em -25 pA foi possivel observar a
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especificidade do imunossensor contendo o anticorpo anti — HbF (figura 34 - F), o

mesmo nao foi observado no sensor contendo apenas o polimero FS (figura 34 - E).

Figura 34 - Voltamogramas das medidas eletroquimicas das unidades sensoriais construidas - A) FS;
B) FS/anti-CD71; C) PEI; D) PEl/anti-CD71; E) FS; F) FS/anti-HbF; G) PEI e H)PEl/anti-HbF.
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4.3.3 — Deteccdo elétrica no eletrodo interdigitado de ouro

Medidas de Impedancia elétrica foram realizadas nos eletrodos interdigitados
de ouro, apds a adsorcao das amostras preparadas de suspensdo de hemacias e de
hemoglobina a 5% de sangue periférico adulto e Sangue de Corddo Umbilical (SCU).

Foram realizadas leituras dos eletrodos construidos para os sistemas: PEI e
PEl/anti-CD71, PEI e PEl/anti — HbF, FS e FS/anti-CD71 e FS e FS/anti — HbF. Os
dados obtidos foram tratados no software Origin.

Foram realizados célculos para gerar as variaveis necessarias para a analise
de impedancia elétrica, foram calculados a Frequéncia angular (W), Capacitancia em
série (Cs), Constante de propagacdo (TAU), Capacitancia em paralelo (Cp),
Resisténcia em paralelo (Rp), Perda em paralelo (lossP), utilizando os dados obtidos
das leituras de impedancia, Frequéncia em Hz, Impedancia Real (Z’) e Impedancia

Imaginaria (Z”) (quadro 3).

Quadro 3 - Férmulas para calcular as variaveis necessarias para a analise de impedancia elétrica

Variaveis Foérmulas
Frequéncia angular (W) = 2*3.1416*Col(E")
Capacitancia em série (Cs) = -1/(Col(W)*Col(L"))
Constante de propagacédo (TAU) = Col(W)*Col(K")*Col(Cs)
Capacitancia em paralelo (Cp) = Col(Cs)/(1+Col(TAU)*Col(TAU))
Resisténcia em paralelo (Rp) = (1+Col(TAU))/(Col(Cs)*Col(TAU))
Perda em paralelo (lossP) = 1/Col(Rp)

*Col(E) = Frequéncia Hz; Col(L) = Impedancia Imaginaria (Z”); Col (K) = Impedancia Real (Z’)

Fonte: Arquivo pessoal, 2019

Para gerar os gréaficos no Origin foram utilizadas as variaveis W e lossP.

Os resultados obtidos néo foram satisfatorios quando utilizado o PEI como
polimero. Nas unidades sensoriais construidas com o anti-CD71 e testados com
suspensao de heméacias (figuras 35 — A e B) nao foram observadas perdas elétricas
consideraveis e quando utilizado o anti-HbF com amostras de hemoglobina (figuras
35— C e D) foi observada adsorcéo para todas as amostras testadas, verificando entao
a inespecificidade dos imunossensores para esta aplicagao.
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Figura 35 - Medidas de impedancia elétrica no EIO com o polimero PEI - A) Eletrodo contendo PEI; B)
eletrodo contendo PEl/anti-CD71; C) eletrodo contendo PEI e D) etrodo contendo PEl/anti-HbF
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Fonte: arquivo pessoal, 2019.

Ja4 quando utilizada a FS como polimero verificou-se perdas elétricas

consideraveis como pode ser observado na figura 36 — B, nesta analise foi possivel

detectar 2 perdas dielétricas na amostra de SCU ao contrario da amostra de S. Adulto

que houve apenas 1 perda dielétrica quando analisadas nas regiGes de 102 a 10* Hz.
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Figura 36 - Medidas de impedancia elétrica em EIO com o polimero FS - A) eletrodo contendo somente
FS e B) eletrodo contendo FS/anti-CD71.
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Fonte: Arquivo pessoal, 2019

Foram realizadas analises microscOpicas deste imunossensor apdés as
medidas de impedancia elétrica para verificacdo de possiveis alteragcbes em sua
superficie. As alterac6es podem ser observadas nas imagens 37 - A e B, foi possivel
identificar a presenca de hemacias, que possivelmente tenha relacdo com as reacdes
de imunoafinidade pesquisadas no presente trabalho.

Figura 37 - Andlise microscopica do eletrodo contendo FS/anti-CD71 apés as medidas de impedancia

elétrica - A) e B) S&o observadas a presenc¢a de hemacias aderidas a superficie do imunossensor.

Fonte: Arquivo pessoal, 2019

Devido a problemas técnicos o sistema FS/anti-HbF ndo p6de ser analisado
por completo, quando analisado os dados obtidos no seu controle FS (figura 38) foi
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verificado resultados semelhantes ao obtido no controle FS do sistema FS/anti-CD71,

0 que leva a propor a reproduzir os testes para uma analise mais detalhada.

Figura 38 - Medidas de impedéncia elétrica em EIO contendo o polimero FS
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Fonte: Arquivo pessoal, 2019

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 hemacias, 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 detec¢cdo 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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