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Resumo 

Os antígenos ABO são carboidratos adicionados à superfície da membrana das hemácias, que 
conferem o tipo A, B, AB ou O aos indivíduos. Pelo fato do organismo humano produzir naturalmente 
anticorpos regulares contra antígenos desse sistema, ele se torna o mais importante na prática 
transfusional. Entre os testes pré- transfusionais, destaca-se a fenotipagem do sistema ABO/Rh, (fase 
direta e reversa da tipagem sanguínea). Tal técnica baseia-se na hemaglutinação, com leitura subjetiva 
e sem interfaceamento digital. Com os avanços das metodologias de Point of Care e Lab on a Chip, 
biossensores são desenvolvidos para modernizar e otimizar técnicas manuais como essas. Dentre 
estes, destaca-se neste trabalho o imunossensor, que se baseia na ligação antígeno- anticorpo, 
detectada por um transdutor e convertido em informação digital. O objetivo deste trabalho é a 
construção de um imunossensor para tipagem sanguínea ABO. Foram utilizados anticorpos anti- A e 
- B monoclonais produzidos home made e policlonais purificados de plasma de bolsa de descarte, na 
concentração de 0,05mg/mL, que compuseram a molécula biorreceptora do imunossensor, fixados à 
superfície do eletrodo de carbono pelo polímero quitosana. A espectrofotometria UV-visível foi utilizada 
para monitoramento de construção do filme. As amostras analisadas foram de doadores de sangue do 
Hemocentro de Botucatu, que foram previamente fenotipadas conforme protocolo de doação em A, B 
e O. A técnica de construção do filme polímero + anticorpos foi a de automontagem por Layer-by-Layer, 
(LbL) que permite obter filmes finos compostos de anticorpos e polímeros, por adsorção física. O tempo 
de exposição da amostra sobre o imunossensor inicialmente foi de 5, 15 e 30 minutos e submetidas à 
medidas eletroquímicas e comparadas com sistemas controle positivo e negativo. Dadas as análises, 
os tempos de incubações passaram a ser de 1, 2,3,4 e 5minutos. A técnica de voltametria cíclica foi 
utilizada para caracterizar os filmes, monitoramento de cada camada depositada e para detecção de 
diferentes amostras de sangue. A absorção de luz em espectrofotometria na região UV-vis demonstrou 
que o número ideal de bicamadas para a composição do filme é de 2 bicamadas para o anti-B. Para o 
anti-A os resultados não foram conclusivos, embora a adsorção de luz fosse maior com 3 bicamadas, 
não houve pico de adsorção. Foi adotado então o número de duas bicamadas pra ambos os filmes dos 
dois anticorpos, para uso de anticorpos monoclonais. Os anticorpos policlonais foram funcionalizados 
com nanopartículas de ferro, à qual propiciaram o uso de uma única bicamada do filme. As leituras em 
Voltametria cíclica com o eletrodo Quitosana + Anti-A monoclonal demonstrou um alto potencial de 
especificidade com a hemácia A, quando incubados com a hemácia A e B por 5 minutos. Acima desse 
período observou a inespecificidade do imunossensor. Com o sensor contento Quitosana + Anti-B 
monoclonal os resultados não foram conclusivos, pois as análises de comportamento das curvas de 
voltamograma e as áreas dos mesmos não demonstraram diferenças entres as análises com hemácias 
A e B em todos os tempos analisados. Os eletrodos Quitosana + Anti-A e Anti-B policlonais 
funcionalizados com nanopartículas de ferro, tanto nos testes de especificidade, quando no de 
reprodutibilidade não demonstraram diferenças em amostras especificas e inespecíficas. Um dos 
principais problemas em potencial são os resquícios de albumina na purificação dos anticorpos que 
possam influenciar nas leituras e ser depositados de forma inespecífica sobre o filme. Além disso, a 
hipótese de que a hemácia é atraída quimicamente pela quitosana pode ser um dos fatores que 
influenciaram os resultados. Entretanto, pode-se afirmar que as nanopartículas permitiram uma melhor 
fixação de anticorpos da classe IgM em eletrodos impressos de carbono, o que era um grande desafio 
para construção desse biossensor. Diante disso, constata-se o grande potencial da produção de 
imunossensores para identificação do grupo sanguíneo ABO, sendo necessários ajustes para que o 
sistema se torne específico e reprodutivo. 

 

 
Palavras-chave: Imonossensor, tipagem sanguínea, point of care, lab on a chip. 



 

 

Abstract 

 
The ABO antigens system is composed by carbohydrates added to the red blood cells’ membrane, 
which includes four blood types known as A, B, O and AB, in humans. Due to the human organism 
natural production of regular antibodies against this system, it became the most important transfusion 
practice. Between pre-transfusion tests, it can be highlighted both ABO and Rh phenotyping (direct and 
reverse phase of blood typing). This technique is based on hemagglutination, with subjective reading 
and without digital interfacing. With advances on Point of Care and Lab on a Chip methodologies, 
biosensors have been developed in order to modernize and optimize manual techniques, such as those 
mentioned. Among this new technology, the immunosensors stand out, which is based on the bond and 
affinity between an antigen and its respective antibody, that can be detected through a transductor and 
the information is converted in digital data. The main goal of this research is to construct an 
immunosensor that recognizes and identifies which blood type group from ABO system. Here are going 
to be used monoclonal antibodies anti-A and anti-B, home-made produced, and purified polyclonal 
antibodies from disposal bag’s plasma, in 0,05mg/mL concentration, which both composes the 
immunosensor’s bioreceptor molecule, fixed against the carbon electrode’s surface by the polymer 
chitosan. In order to monitor the film construction, the UV-visible spectrophotometry was used. The 
analyzed samples were from blood donors from Botucatu Hemocenter, which were all previously 
phenotyped according to donation protocol in A, B and O blood types. For the film made of polymer and 
antibodies construction, the technique used was self-assembly Layer-by-Layer (LbL), which allows the 
achievement of fine films with the required composition, through physic adsorption. The time of samples’ 
exposure over the immunosensors was initially of 5, 15 and 30 minutes, and they were subject to 
electrochemical measures and compared to both positive and negative control systems. Given the 
analyses made, the incubation times became 1, 2, 3, 4 and 5 minutes. The cyclic voltammetry technique 
was applied to distinguish the films, while monitoring each deposited layer, and also to detect different 
blood type samples. The light absorption in UV-vis spectrophotometry showed that the ideal number of 
bilayers for the film construction was 2 bilayers of anti-B. The results about anti-A film construction were 
inconclusive, even though the light adsorption was higher with 3 bilayers, there were no adsorption 
peak. Accordingly, it was used the number of 2 bilayers for both antibodies film construction. Polyclonal 
antibodies were functionalized with Fe nanoparticles, which propitiated the use of only one film bilayer. 
The reading obtained with cyclic voltammetry and chitosan-monoclonal Anti-A electrode showed a high 
specificity potential with the red blood cell A, when both cell A and B were incubated for five minutes. 
Above this period of time, it was seen an immunosensor nonspecificity. About the sensor containing 
chitosan and monoclonal Anti-B the results were not conclusive, since the analyses’ behavior of 
voltogram curves and the respective graphic area did not show differences between the tests with red 
blood cell A and B during all used times. Both electrodes with chitosan- polyclonal Anti-A and polyclonal 
Anti-B functionalized with iron nanoparticles did not show differences in specific and nonspecific 
samples, during specificity and reproducibility tests. One of the most important potential errors is the 
albumin remnants during the antibodies purification, that are able to disturb the readings and end up 
settling nonspecifically above the film. Other than that, the hypothesis that the red blood cell is 
chemically attracted to the chitosan can be a factor that might influence the results. Nevertheless, it can 
be assured that the nanoparticles allowed a better fixation the IgM antibodies on printed carbon 
electrodes, which was a huge challenge during this biosensor construction. In spite of that, it was found 
the immunosensors production’s great potential for identification of ABO blood types system, even 
though some adjusts are necessary in order to turn the system specific and reproducible. 

Key-words: Immunosensor, blood typing, point of care, lab on a chip. 
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1 Introdução 

 
Os benefícios da tecnologia moderna já atingiram quase todos os aspectos 

de nossas vidas. No entanto, a saúde é uma área que provavelmente ganhou mais 

com as inovações tecnológicas que vivemos nas últimas décadas. Os avanços 

tecnológicos alcançados nos últimos anos salvaram milhões de vidas e melhoraram a 

qualidade de vida humana. A desigualdade no atendimento à saúde também faz parte 

de nosso cotidiano. Elas estão tão profundamente enraizadas com outros problemas, 

como os sociais, a disparidade de renda e educação que neste bojo, encontram-se as 

dificuldades diagnósticas em países em desenvolvimento, dependentes da tecnologia 

gerada pelo primeiro mundo. Isto se tornou evidente na pandemia do vírus SARS- 

Cov-2.(1) 

Os países em desenvolvimento não possuem acesso a muitas tecnologias de 

diagnóstico laboratorial/médico dos denominados “países desenvolvidos”. Estas 

tecnologias foram projetadas para laboratórios climatizados, com armazenamentos de 

material biológico e químico refrigerado, um fornecimento constante de calibradores e 

reagentes, insumos de toda natureza além de energia elétrica estável, profissionais 

altamente treinados e transporte rápido de amostras.(2) 

Estas exigências nem sempre são compatíveis com áreas remotas do globo, 

em especial no Brasil. Há de se lembrar das grandes distâncias difíceis de serem 

percorridas no norte do país, onde o melhor meio de transporte entre uma agência 

transfusional e outra é o sistemas de “voadoras”, barcos simples, pequenos, que 

conseguem transpor as barreiras em quilômetros de rios na Amazônia.(3) 

As evoluções trazidas ao longo dos últimos anos no setor médico envolvem 

tecnologias capazes de fornecer respostas confiáveis, rápidas e de fácil acessibilidade 

a problemáticas antes muito complexas e dispendiosas. As tecnologias point-of-care 

(POC) encabeçam essas inovações, buscando dispositivos flexíveis e capazes de 

atender a detecções em cenários diversos. Este tipo de tecnologia, bem como, a Lab- 

on-a-chip (LOC) são aquelas que envolvem o dignóstico rápido.(2) 

Atualmente os principais testes de diagnóstico laboratorial em uso podem ser 

divididos, de uma forma geral, em três grupos (Quadro 1): 



Quadro 1 – Principais plataformas de testagem diagóstica 
 

Convencional Testes Rápidos 

Point-of-care 

Ensaios Moleculares 

Centralizado em 
multinacionais 

Utilização simples Alto conteúdo tecnológico 
centralizado em 
multinacionais 

Forte presença da 
automação 

Leitura fácil Maior sensibilidade 

Menor preço(?) Grandes variações de 
preços 

Preços altos 

Usados em maior escala Maior 
parte=importados 

Demora na emissão de 
laudos (até dias) 

 
Fonte: Arquivo pessoal, 2020 adaptado de (4). 

 

 
A metodologia POC (point-of-care) vem sendo alvo de um grande número de 

projetos de desenvolvimento de testes rápidos, uma vez que aliam as vantagens da 

simplicidade, rapidez e facilidade para o usuário, com desempenhos cada vez 

melhores em termos de sensibilidade, especificidade, reprodutibilidade e estabilidade. 

Além disso, em geral não faz distinção do tipo de amostra a ser testado, podendo ser 

utilizado soro, plasma ou sangue total.(5) 

A tendência do laboratório moderno é baseada na universalidade do 

atendimento, na qualidade e na rapidez. Diante disto cresceram as microtecnologias, 

em especial a microtecnologia fluidica ou microfluidica ligadas historicamente às 

tecnologias de semicondutores, dando origem a duas terminologias extremamente 

atuais: POC e LOC (lab on a chip).(4) Melhorias na tecnologia POC vão determinar 

mudanças importantes nos laboratórios contemporâneos. Testes cada vez mais 

complexos serão executados em dispositivos que são menores e mais fáceis de 

utilizar do que os da geração atual. 

Esta evolução já pode ser identificada nos dias atuais.(6) As estruturas 

laboratoriais serão cada vez mais laboratórios de referência, denominadas “open lab” 

com espaços flexíveis e adaptáveis às novas tecnologias. O compartilhamento de 

espaços e a venda de serviços tem sido uma constante nas denominadas “facilities”. 

Outra denominação recente é a de deep underground laboratories que são 

infraestruturas multidisciplinares para realizar pesquisas sobre eventos raros, como 

interações de neutrinos, decaimento de prótons e matéria escura, em geofísica, 

relatividade geral e biologia. Existem 12 dessas infraestruturas implantadas no 

hemisfério norte. Outros três novos laboratórios estão em andamento sendo dois 



deles no hemisfério sul. A interação e a cooperação tem sido o forte destas estruturas 

otimizadas, onde a expertise e equipamentos de alto custo não existem em duplicata, 

diminuindo significativamente o custo operacional.(7) 

O compartilhamento de estruturas, os espaços co-working, as facilities assim 

como a tecnologia POC tem sido fácil de identificar nas dosagens clínicas e em 

diversas determinações hormonais.(8) No que tange a área da hemoterapia 

laboratorial, pouco se fala, pesquisa ou se disponibiliza. A ênfase tem sido dada na 

utilização dessas novas ferramentas (POC e LOC) para pacientes gravemente 

enfermos, especialmente após trauma, onde um grande número de pesquisas levou 

a uma mudança de paradigma que favorece o teste POC na orientação da 

denominada ressuscitação hematológica ou hemoterápica, bem como uso no período 

perioperatório onde as solicitações para transfusão são mais comuns.(9) 

Desta forma, na área de hemoterapia são utilizadas tecnologias clássicas, com 

técnicas em uso há mais de 100 anos, como o hemaglutinação em tubos, as técnicas 

de microplacas, microtubos, as tecnologias em gel, fase sólida, técnicas de biologia 

molecular até a automação completa, com equipamentos robustos, caríssimos, 

colocados sob a forma de comodato por cifras elevadas.(10)(11). A automação em 

hemoterapia se justifica para serviços de grande porte, trazendo o benefício de evitar 

o erro humano, sempre com o objetivo de levar o melhor para o paciente que está na 

ponta. As vantagens são muitas: diminuição do erro humano, a rapidez, confiabilidade, 

reprodutibilidade, precisão, segurança, margem de erro muito menor em relação aos 

aparelhos não automatizados, menor volume de amostra a ser coletada, pipetam as 

amostras e reagentes automaticamente e resultados altamente precisos e rápidos; 

interfaceados com prontuários.(12) (13) 

Avaliando a infraestrutura hemoterápica brasileira são encontrados os serviços 

de maior complexidade que correspondem na rede pública aos Hemocentros e na 

rede privada os Serviços de Hemoterapia, que executam todas as atividades do ciclo 

do sangue, incluindo captação, coleta, processamento de sangue, análises 

laboratoriais que envolvem amostras de sangue do doador e do receptor, além da 

distribuição em polo microrregional. A menor estrutura transfusional corresponde às 

agências transfusionais (ATs). No entanto, o Brasil tem mais de 2500 agencias 

transfusionais públicas que são as estruturas que garantem a capilaridade da 

hemoterapia brasileira, e na sua expressiva maioria, serviços que fazem menos de 

2.000 tipagens sanguíneas/mês, o que torna proibitivo do ponto de vista financeiro, a 



automação. As Ats são responsáveis em manter estoque de sangue obtido de um 

Hemocentro, Hemonúcleo ou de um Serviço de Hemoterapia conveniado, mas não 

tem nenhuma das atividades que envolvam as campanhas de doação de sangue, 

coleta, processamento, sorologia e testes de biologia molecular. A missão das Ats é 

o preparo do sangue para o paciente. (14) Diante dos elevados custos de aluguel de 

equipamentos para automação em imunohematologia nas agências transfusionais 

brasileiras, associado ao custos dos insumos e a de manutenção dos equipamentos, 

este projeto tem como finalidade a não utilização de tecnologias importadas, mas sim 

desenvolvida em território compatível com as necessidades dos serviços brasileiros 

agregando todas as características acima descritas para os sistemas 

automatizados.(15) 

Com este intuito, Alexandre Giannechini Romagnoli desenvolveu dissertação 

de mestrado com a proposta do desenvolvimento de imunossensor para tipagem 

sanguínea ABO. O autor utilizou o sistema de sensor de bancada (tarugo) e 

anticorpos anti-A e anti-B disponíveis no mercado mostrando de forma concreta que 

há a possibilidade de se propor a melhoria deste modelo com tecnologia nacional.(16) 

O foco deste trabalho é promover melhorias no desenvolvimento da proposta 

de imunossensor para tipagem sanguínea, com leitura objetiva, rápida, com 

transferência dos resultados de forma informatizada para o prontuário eletrônico do 

paciente. Neste projeto são utilizados anticorpos monoclonais murinos anti-A e anti-B 

obtidos, caracterizados e purificados no Laboratório de Engenharia Celular desde 

1992. Estes anticorpos foram caracterizados e purificados para a composição de 

imunossensor impresso de carbono utilizando o polímero quitosana e a técnica de 

construção do filme descrita como Layer-by-Layer. (17) 

Tendo em vista que o foco do projeto é a construção de imunossensor (IS) para 

a realização rápida, segura e com leitura informatizada, faz-se necessária uma rápida 

revisão sobre a tipagem sanguínea. 

 

1.1 Tipagem sanguínea ABO: O estado da arte 

 

O sistema ABO foi descoberto por Landsteiner em 1900 em Viena. Na época, 

verificou-se que ocorria o evento de aglutinação das hemácias humanas quando os 

glóbulos vermelhos de um indivíduo eram colocados em contato com soro de outros 

indivíduos. Formulou-se a hipótese de que havia anticorpos produzidos por um que 



reconhecia estruturas expressas na membrana celular dos eritrócitos de outros. Tais 

estruturas denominadas antígenos (proteicos ou não) possuem epítopos que 

estimulam a resposta imune e são reconhecidos por anticorpos naturais específicos. 

Esta descoberta impulsionou de forma relevante a evolução da hemoterapia.(18) 

Na superfície das hemácias encontra-se uma diversidade de antígenos 

secretados pelos eritrócitos ou outras células. Estes antígenos podem ser proteínas, 

glicoproteínas, carboidratos, lipídeos etc. Portanto sua composição química é 

diversificada. Os antígenos ABO são carboidratos, produtos secundários dos genes. 

Sua formação inicia-se na vida intrauterina, ao redor da quinta semana pós fertilização 

estendendo-se até o 4º- 6º mês de vida, atingindo, portanto, sua maturidade na vida 

pós-natal. Vale ressaltar que na 12ª semana de gestação, os antígenos ABO estão 

altamente expressos em diferentes tecidos fetais: hepático, renal, medula óssea, 

cérebro, cerebelo, timo, linfonodos, intestino delgado, cólon, retina, pulmão e glândula 

tireoide, mas ao nascimento está majoritariamente expresso em hemácias, além de 

manter expressão nos tecidos já mencionados. Desta forma, os grupos sanguíneos 

ABO são considerados tissulares e de grande relevância no transplante de 

órgãos.(19) Isto coloca este grupo sanguíneo dentro do escopo de relevância em 

clínica transfusional, transplantes e terapia celular.(18) 

Os métodos de análise laboratorial deram as primeiras indicações de que a 

especificidade dos antígenos residia nos carboidratos e revelaram os açúcares 

imunodominantes nas estruturas antigênicas. Subsequentemente, os procedimentos 

de fragmentação química permitiram que as estruturas determinantes completas 

fossem estabelecidas. Experimentos de degradação com glicosidases revelaram 

como a perda de uma especificidade pela remoção de uma única unidade de açúcar 

expôs uma nova especificidade e sugeriram que a biossíntese procedia por uma 

reversão desse processo, em que as estruturas de oligossacarídeo eram construídas 

pela adição sequencial de unidades de açúcar.(20) Consequentemente, os produtos 

genéticos primários do grupo sanguíneo foram previstos como enzimas 

glicosiltransferases que adicionaram o último açúcar para completar as estruturas 

determinantes (os antígenos ABO são produtos secundários dos genes).(21) A 

identificação das enzimas, produtos primários dos genes esclareceu muito sobre a 

bioquímica dos grupos sanguíneos. 



Os antígenos do grupo sanguíneo ABO (H) humanos são produzidos por 

enzimas glicosiltransferases específicas (GTs), o sistema de grupo sanguíneo ABO é 

determinado pelo tipo de glicosiltransferases expressas no corpo: N- 

acetilgalactosaminiltransferase (GTA) ou Galactosiltransferase (GTB). Os antígenos 

A e B são modificados a partir do carboidrato correspondente ao grupo sanguíneo O 

pela adição de diferentes monossacarídeos, o antígeno A corresponde ao açúcar 

imunodominante terminal a N-acetilgalactosmina (GalNAc), enquanto o antígeno B é 

determinado pela galactose.(22) 

Os testes imuno-hematológicos pré-transfusionais envolvem: a fenotipagem do 

sistema ABO/Rh, que compreendem a fase direta e reversa da tipagem sanguínea, a 

pesquisa de anticorpos irregulares e a prova de compatibilidade maior. Estes testes 

são baseados na hemaglutinação, técnica essa fundamentada na ligação antígeno 

(Ag) - anticorpo (Ac), que, na presença de ambos os elementos aglutinam.(11) 

Com o passar do tempo, essa técnica, realizada de forma convencional, em 

tubos de hemólise deu lugar à técnicas avançadas, como a de aglutinação em 

coluna(gel-teste), ensaio de aderência de hemácias em fase sólida e eritrócitos 

magnetizados em muitos lugares do mundo, alguma destas, inclusive, são realizadas 

no Brasil. Muitas destas novas tecnologias são adaptáveis à automação e os 

principais fabricantes neste campo desenvolveram equipamentos semi ou totalmente 

automatizados para testes imuno-hematológicos.(23) 

Apesar dos testes de rotina de bancos de sangue (tipagem sanguínea ABO/Rh) 

estarem migrando, em serviços de grande porte, para sistemas altamente 

automatizados, a maioria das amostras de sangue dos pacientes para tipagem 

ABO/Rh ainda é realizada por técnicas manuais com leitura subjetiva. A automação 

em bancos de sangue, sem dúvidas, é um dos pilares de sustentação para esses 

serviços de alta qualidade e permitindo controles de processo integrados, que inclui a 

identificação de amostras de forma confiável, entrada eletrônica de resultados, 

controle de qualidade obrigatório, classificação padronizada de reações, tempo de 

resposta rápido e potencial para aumento produtividade, liberando os técnicos 

qualificados para executar outras funções críticas no ciclo do sangue.(24) 

A automação melhora a objetividade e a reprodutibilidade dos testes. Reduz 

erros humanos na identificação de pacientes e erros de transcrição além de permitir a 



rastreabilidade da documentação e dos testes realizados, dos reagentes e processos 

e do arquivamento de resultados. Mudar de métodos manuais para automação é um 

grande compromisso para qualquer serviço de transfusão para fornecer assistência 

de qualidade ao paciente, com menor tempo de resposta, mas se torna um grande 

problema, tendo em vista o custo de manutenção deste tipo de tecnologia.(25) 

A maior desvantagem da automação é que, pode comprometer a curto espaço de 

tempo a viabilidade financeira do serviço. Entre os principais pontos negativos está o 

fato de que estes equipamentos robustos requerem, para ter custo-benefício 

justificável, uma rotina com alto número de testes por mês e esta não é uma realidade 

da expressiva maioria das agências transfusionais do país.(15)(26)(27) 

O Brasil tem hoje cerca de 2066 unidades transfusionais, sendo a maioria delas 

agências transfusionais, portanto unidades com foco em testes imuno-hematológicos 

em pacientes. Estas unidades são consideradas de pequeno porte, com menos de 

2.000 testes/mês, no entanto, garantem a capilaridade do sistema hemoterápico 

brasileiro.(14) 

Dentro deste escopo, o desenvolvimento de um biossensor com tecnologia 

nacional, que possa atender uma demanda crescente de dispositivos para diagnóstico 

rápido tem se mostrado cada vez mais necessário. 

O interesse em criar um imunossensor específico para a tipagem sanguínea é 

calcado em alguns indicadores: 1) as unidades hemoterápicas que garantem a 

capilaridade do sistema brasileiro são agências transfusionais: unidades menores, 

intra-hospitalares, na maioria das vezes sem um quantitativo de tipagem sanguínea 

que sustente a automação (onerosa e indicada para serviços com elevada demanda); 

2) a expressiva maioria dos serviços brasileiros usam técnicas totalmente clássicas, 

manuais, observador dependente e sem interfaceamento digital; 3) as técnicas em gel 

e em micro colunas são onerosas e mesmo assim, observador dependente; 4) apesar 

da grande evolução da transfusão no Brasil, os hospitais ainda não implementaram o 

sistema de pulseira com código de barras que rastreie e interligue, por meio 

informatizado, a bolsa de hemocomponentes compatibilizada e o paciente. Sabe-se 

que as estatísticas de erros em troca de pacientes no ato transfusional existem no 

mundo todo, tendo como consequência a incompatibilidade sanguínea (levando à 

reações transfusionais), insuficiência renal e outras complicações. Mesmo com 



avanços em treinamento profissional e novas técnicas, a taxa de erro humano tem se 

mantida. 

Ao avaliarmos as diferentes técnicas existentes na rotina imuno-hematológica 

em bancos de sangue podemos listar: hemaglutinação em lâminas, hemaglutinação 

em tubos, microplacas e colunas em gel-sephadex (conhecida como técnica em gel). 

Estas duas últimas são consideradas semiautomatizadas, mas ainda assim a leitura 

final é observador-dependente. Cada uma destas técnicas tem suas vantagens e 

desvantagens, e todas elas são tecnologia importada. A figura 1 apresenta a timeline 

da evolução das técnicas de tipagem sanguínea ABO. 



 

 

Figura 1 – Timeline da evolução da tecnologia de tipagem sanguínea ABO utilizadas na rotina transfusional 
 

 

 
Fonte: arquivo pessoal, 2020. 



A tipagem sanguínea classicamente possui duas etapas distintas: 1) fase 

direta ou globular, onde são estudados os antígenos expressos na superfície dos 

glóbulos vermelhos utilizando anticorpos comerciais e 2) fase reversa ou sérica, 

onde são estudados os anticorpos naturais produzidos pelos indivíduos que não 

possuem determinados antígenos. Por exemplo, indivíduos do grupo O devem 

apresentar anti-A e anti-B, aqueles do grupo A, possuem apenas anti-B, os 

indivíduos do grupo B possuem naturalmente anti-A circulante e aqueles que são 

do grupo AB não expressam anticorpos contra sistema ABO. Para se concluir 

uma tipagem sanguínea há que se ter a concordância de ambas as fases da 

tipagem. Durante mais de 80 anos os anticorpos utilizados para a tipagem 

sanguínea eram obtidos de indivíduos com altos títulos de anticorpos séricos. A 

partir de 1975, com surgimento da tecnologia monoclonal, houve a migração 

para este tipo de tecnologia, tendo em vista que é mais segura e reprodutível. 

 

 
1.2 Os anticorpos Monoclonais Murinos (AcMm) 

 

Anticorpos monoclonais murinos (AcMm) são Imunoglobulinas produzidas 

pela plataforma biotecnológica chamadas também de hibridomas. A importância 

dos anticorpos monoclonais e seu impacto no mercado mundial está bem 

estabelecido há mais de 30 anos, em especial após a primeira aprovação pelo 

Food and Drug Administration (FDA) do primeiro anticorpo monoclonal 

terapêutico: o muronomab ou OKT3 indicado para a abordagem clínica de 

rejeição aguda de transplante de órgãos. O aumento da especificidade no 

diagnóstico da maioria das doenças infecciosas, neoplásicas ou mesmo 

determinação fenotípica de antígenos é inquestionavelmente melhor com a 

tecnologia de monoclonais. Houve nos últimos anos, uma maciça expansão do 

uso dos AcMm. Em 2009 este mercado era de 36,5 bilhões de dólares.(28) 

Quatro anos mais tarde, o aumento foi de 105,47% atingindo em 2013 cifras de 

75 bilhões de dólares (26,36% de aumento/ano) e em 2015 já se listavam mais 

de 300 novos anticorpos em desenvolvimento no mundo e este mercado não 

para de crescer, inclusive no Brasil.(29)(30)(31) 

Diante do desafio de implantar o uso de métodos biotecnológicos na 

Faculdade de Medicina de Botucatu, em 1992, com forte parceria com o Instituto 



Nacional de Transfusão de Sangue de Paris, e acordo formalmente assinado, o 

Hemocentro de Botucatu implantou o Laboratório de Produção de Anticorpos 

Monoclonais Murinos(32). Neste contexto, a produção de AcMm para tipagem 

sanguínea e fenotipagem eritrocitária foram os projetos iniciais. Em dezembro 

de 1992 foi obtido o anticorpo de especificidade anti-A, em 1993, o anti-B. 

Estes anticorpos foram obtidos pela imunização de camundongos Balb-c, 

isogênicos, com protocolos denominados de curta duração, com suspensão de 

hemácias humanas a 1%, tipadas com reagentes comerciais. Após o controle de 

imunização que identificava a presença de anticorpos esperados na corrente 

sanguínea do animal foi realizado a esplenectomia para a remoção do baço e 

obtenção do pool de linfócitos B. Estas células foram fusionadas com mieloma 

múltiplo murinho, não secretor de imunoglobulinas, pelo método químico 

utilizando o polietilenoglicol. Esta técnica foi inicialmente descrita por Köhler e 

Milstein em 1975 e posteriormente modificada por Deffune em 1989.(33)(34) 

Os anticorpos anti-A e anti-B obtidos foram clonados pela técnica de 

diluição limitante e os clones caracterizados criopreservados no banco de células 

do Laboratório de Produção de Anticorpos Monoclonais, em nitrogênio líquido ( 

-1960C). 

 
De 1994 a 2007 estes anticorpos monoclonais validados foram utilizados 

na rotina transfusional pelos métodos em lâmina, tipagem sanguínea em tubo e 

em microplacas. No entanto, apesar de não haver regulamentação da ANVISA 

que proibisse o uso destes anticorpos produzidos e validados home made, foram 

proibidos pelo novo gestor do Hemocentro em 2007. Durante estes 14 anos, 

mais de 350.000 amostras de sangue foram tipadas usando estes anticorpos. 

Estes anticorpos foram produzidos com recursos de projetos de pesquisa e 

distribuídos ao Hemocentro sem custos. Isto gerou uma economia significativa 

que permitiu investimentos em demais áreas tecnológicas. Somente em 2014 a 

ANVISA legislou sobre uso de reagentes e células produzidas no país, 

publicando a RDCn0 34 de 2014 no seu parágrafo primeiro(35): 

§ 1° A produção e utilização de reagentes produzidos no 

serviço de hemoterapia (in house) para realização de 

testes imuno-hematológicos dependerá de autorização 



expressa da Anvisa. § 2° A autorização para a utilização de 

testes imuno-hematológicos produzidos no serviço de 

hemoterapia (in house) deverá ser normatizada em 

regulamento específico. 

O regulamento específico foi publicado em 2016 (RDC n0 36/2015). A 

Nota   Técnica   esclarece   que   produtos   rotulados   internacionalmente 

como Analytic    Specific     Reagente (ASR)     ou     aqueles     registrados 

como Investigational Use Only (IUO) não estão sujeitos à registro na Anvisa. 

Portanto, a responsabilidade por seu uso é exclusivamente do laboratório, que 

deve respeitar a legislação sanitária em vigor, entre esses os que incluem 

“especificação e sistemática de aprovação de insumos, reagentes, 

equipamentos, instrumentos e a documentação da validação do ensaio”. Este 

regulamento torna claro que a produção home made não fica proibida, mas sim 

passa por critérios de controle de qualidade que devem ser criteriosos e devem 

ter seus registros mantidos durante 20 anos. 

Destaca-se que estes anticorpos poderiam ter sido patenteados, mas na 

época de sua obtenção, a Universidade não dispunha de Agência de Inovação 

e os trâmites eram muito mais complicados. Desta forma, optou-se pela 

colocação destes insumos na prática diária do Hemocentro, suas agências e 

hemonúcleos. 

Como o foco do desenvolvimento foi o de obter anti-A e anti-B para uma 

tipagem sanguínea rápida e segura, os anticorpos obtidos pelo protocolo de 

imunização curto são da classe IgM.(36) 

1.3 Anticorpos da Classe IgM 

 

Tendo em vista que o foco deste projeto é a construção de um imunossensor 

utilizando anticorpos monoclonais murinos de especificidade anti-A e anti-B, 

produzidos pelo Laboratório de Engenharia Celular, e que para ambas as 

especificidades, a classe da imunoglobulina é IgM, será feita uma revisão sobre 

esta classe de Ig. 

Os anticorpos da classe IgM são glicoproteínas mais complexas que as IgG. 

É considerada a primeira classe de imunoglobulina produzido pelos linfócitos B. 



Quando a IgM é secretada pelas células, cinco das unidades básicas em forma 

de Y se unem para formar uma grande molécula de pentâmero com 10 locais de 

ligação ao antígeno, tornando-a voraz, com uma forte ligação antígeno-anticorpo 

(Ag-Ac). Quando ocorre a ligação Ag-Ac, na presença de imunoglobulina IgM, 

como no caso da tipagem sanguínea ABO, ocorre naturalmente aglutinação das 

hemácias. Este fenômeno também é observado com os microrganismos.(37) A 

imunoglobulina M (IgM) é um receptor de antígeno nos linfócitos B e o primeiro 

anticorpo produzido em uma resposta imune. Ele está presente tanto na 

membrana das células B como em molécula solúvel no sangue. Devido ao seu 

grande tamanho (900kDa), a IgM é encontrada principalmente no espaço 

intravascular, ou seja, na corrente sanguínea e também no fluido linfático. No 

soro, a IgM existe na forma de pentâmero e compreende aproximadamente 10% 

do conteúdo normal de imunoglobulina no soro humano. É a terceira 

imunoglobulina humana mais abundante no organismo.(38)(39)(40) Ela é 

predominante nas respostas imunes primárias e forte fixadora de complemento, 

o que a torna mais eficiente.(41) A Figura 2, a seguir, demonstra a estrutura de 

duas diferentes apresentações de IgM: pentâmero e hexâmetro. 

Figura 2 – Representação esquemática da estrutura da IgM 
 

Fonte: Representação da Região variável, Fab (verde), da região constante, Fc (azul), da 

cadeia pesada (contorno escuro) e da cadeia leve (sem contorno) são representados. 

Adaptado de Moh et al, 2016.(42) 

A classe de imunoglobulina M é caracterizada por proteínas de alto peso 

molecular com coeficiente de sedimentação 19S incluindo formas menores 

(monômeros) com S20, w de aproximadamente 7S. Tanto a forma de IgM com 

coeficiente de sedimentação 7S como 19S são fluidos extracelulares 

identificados por técnica de radioimunoensaio. A demonstração da estrutura 

polimérica com coeficiente de sedimentação 19S dissociada por mercaptanos 



prova que esta apresentação é composta por ligações de pontes dissulfeto entre 

cada subunidade. 

Trabalhos sugerem que a forma da IgM 7S é detectada nas amostras a fresco, 

em especial em sobrenadantes de cultura onde o mercaptoetanol é um 

integrante, mas as formas monoméricas não são estáveis ao congelamento.(43) 

O entendimento das propriedades físico-químicas da molécula pode ser 

importante para sua aplicação e fixação em sensores. O quadro 3 abaixo 

representa estas propriedades.(44) 

Quadro 3 - Propriedades físico-químicas da IgM 
 

Fonte: Adaptado de Gautam S, 2011. (44) 

 

 
Trabalhos publicados a partir de 1986 mostram que a titulação, avidez e 

especificidade usando anticorpos monoclonais murinos (AcMm), da classe IgM 

e de especificidade anti-A, anti-B, anti-AB, anti-H, anti-Lewis a e anti-Lewis b 

foram comparados com soros policlonais de origem humana. Os resultados 

mostram que os anticorpos monoclonais são semelhantes aos obtidos com soros 

policlonais. A superioridade dos monoclonais reside no fato de que nenhuma 

reação inespecífica foi observada. Isto tornou o uso destes anticorpos 

universal.(45)(46) 



1.4 Obtenção dos Sobrenadantes de Cultura 

 

Os anticorpos monoclonais utilizados neste projeto foram produzidos pelo 

Laboratório de Produção de Anticorpos Monoclonais do Hemocentro de Botucatu 

e sua expansão foi com a obtenção de sobrenadante de cultura. Antes de se 

iniciar ou decidir pelo processo de expansão clonal há de se estabelecer a 

quantidade necessária de anticorpos para os ensaios. Necessidades de até 10g 

de imunoglobulinas purificadas são classificadas de pequena escala. O quadro 

3 apresenta o tipo de produção de AcMm, as necessidades em gramas 

desejadas da imunoglobulina de interesse, o tipo de expansão recomendada 

para laboratórios de cultura e exemplos utilizados. 

Quadro 4 – Tipo de produção e exemplos de obtenção de AcMm 
 

Fonte: Adaptado de Monoclonal Antibodies, 1995 e https://pivotalscientific.com/scientific- 
library/in-vitro-and-in-vivo-mab-production/(47) 

 

 
Quanto ao rendimento obtido registra-se que nos sobrenadantes de 

cultura a concentração de imunoglobulinas específicas secretadas está entre 1 

e 10µg/mL enquanto na técnica denominada ascite ou fluido ascético se obtém 

até 1.000 vezes mais imunoglobulinas. No entanto, no presente projeto se tem a 

limitação de que a expansão por este método não é possível, pois as 

imunoglobulinas anti-A e anti-B da classe IgM sofrem adsorção in vivo pelo 

sistema retículo endotelial do camundongo.(47) 

https://pivotalscientific.com/scientific-library/in-vitro-and-in-vivo-mab-production/
https://pivotalscientific.com/scientific-library/in-vitro-and-in-vivo-mab-production/


A figura 3 registra todas as etapas a partir da identificação das ampolas 

criopreservadas no Banco de células, o descongelamento em microplacas, a 

repicagem em frascos T25cm2
 75cm2

 roller  preparo do inóculo para 

biorreator. Todas as etapas são monitoradas por microscopia invertida com 

contraste de interferência /luz transmitida, ideal para observação de células em 

suspensão. 

Uma vez obtido o volume suficiente para o desenvolvimento do projeto, a 

etapa seguinte se denomina: clarificação dos sobrenadantes de cultura. 



 

 

Figura 3 – Representação esquemática do escalonamento de bancada para a obtenção de sobrenadante de cultura 
 

 

 

Fonte: Arquivo pessoal, 2019. Em A = etapas subsequentes do escalonamento em bancada para a obtenção de sobrenadante de cultura pelo método bath. 

Em B = fotografia obtida em microscópio Zeiss, invertido, luz direta, aumento 20X. Setas pretas apontam crescimento em clusters de clone de anti-A 
descongelado para amplificação. 



1.5 Clarificação do SNC 

 

A clarificação do SNC (sobrenadante de cultura) significa a eliminação, 

por diferentes métodos, de debris celulares, macroagregados, DNA livre e 

eventuais floculações que possam estar presentes no meio de cultura. Esta 

etapa metodológica foi inserida na tecnologia de hibridomas com o objetivo de 

aumentar a produtividade dos sobrenadantes obtidos das culturas de células 

para atender à demanda crescente de biofármacos, por meio do aumento da 

densidade celular e tempos de cultura mais longos que permite como 

consequência, a presença de mais artefatos.(48) 

Existem diversos métodos descritos para a clarificação do SNC, algumas 

delas consideradas como técnicas de pré-tratamento, como precipitação, 

floculação aniônica, floculação catiônica e floculação modo misto. Como 

tratamento propriamente dito são listados: métodos precipitantes e floculantes 

como ultracentrifugação, a floculação, filtração e outras como passagem por 

dispositivo de retenção em célula acústica.(49)(50)(51) 

A técnica de clarificação se não realizada, ou realizada de forma 

inadequada pode comprometer a etapa subsequente que é a purificação dos 

anticorpos monoclonais. Isto se dá pela presença de partículas em tamanhos 

menores que um mícron que não podem ser removidos por ultracentrifugação. 

Desta forma, os protocolos de maneira geral, utilizam a ultracentrifugação 

seguida da filtração, considerados mundialmente os métodos associados mais 

utilizados. Destaca-se que a seleção dos filtros para esta finalidade deve ser 

criteriosa. Buyel et al. alertam para o fato de que as imunoglobulinas (proteínas) 

podem ser adsorvidas à diatomita contida na maioria da sílica dos filtros(50). Os 

filtros de poliestersulfonas (PES), celulose e fluoreto de polivinilideno (PVDF) são 

os mais indicados pois têm baixa capacidade de ligação com proteínas. A 

escolha do tamanho do poro de exclusão também é essencial.(52) 

O quadro 5 lista as diferentes técnicas para a clarificação de SNC. 



 
 
 
 

 

Quadro 5 - Diferentes técnicas listadas na literatura, para clarificação de sobrenadantes de cultura/ anticorpos monoclonais 
 

 
Fonte: Arquivo Pessoal, 2020. Foram utilizadas referências listadas na última coluna.(49)(50)(51) 



1.6 Purificação de anticorpos monoclonais murinos da classe IgM 

 

Uma vez clarificados os sobrenadantes de cultura contendo anticorpos 

monoclonais, a etapa seguinte corresponde à purificação da imunoglobulina 

M. A produção de biomoléculas, como os anticorpos monoclonais, que 

possuem alto valor agregado, tem apresentado mudanças importantes nos 

últimos anos. Independentemente de tais melhorias nos processos de 

purificação de anticorpos monoclonais, esta etapa além de crucial, configura- 

se de grande complexidade e dificuldade técnica, quando o anticorpo é da 

classe IgM.(53) 

Antes da ampla disponibilidade e uso da Proteína A e da Proteína G para 

a purificação de IgG, o uso da técnica de precipitação por sulfato de amônio 

era o método padrão para isolar IgG e outras proteínas séricas. A adição de 

sulfato de amônio reduz a solubilidade efetiva das proteínas por meio da 

competição direta por sítios de ligação na superfície da proteína. As proteínas 

precipitadas resultantes podem ser isoladas por centrifugação. Uma 

concentração de sulfato de amônio entre 40% e 50% resulta na precipitação 

de IgG da maioria das espécies. Como outras proteínas podem ser 

precipitadas juntamente com proteína de interesse, o uso de sulfato de 

amônio não resulta em uma fração de anticorpo altamente purificado e, como 

tal, deve ser considerada de baixa resolução ou como etapa inicial de outros 

protocolos de purificação de anticorpo usando, por exemplo, colunas de 

cromatografia.(54) 

A Proteína A e Proteína G são proteínas de ligação a imunoglobulinas 

expressas em Staphylococcus aureus e Streptococcus sp., respectivamente, 

que foram adaptados para uso na purificação de grandes quantidades de IgG e 

não especificamente IgM. Eles estão disponíveis covalentemente ligados a 

resinas de afinidade, como 4% de agarose reticulada, tornando-os adequados 

para o isolamento de anticorpos em sistemas considerados de baixa pressão. 

A grande quantidade de pesquisas, nas últimas duas décadas, com a 

produção de anticorpos monoclonais, tornou a IgM potencial agente terapêutico 

além de sua grande contribuição para o diagnóstico de ponta. A fim de explorar 

totalmente o potencial de IgM, em uma forma altamente pura e ativa, devem ser 

elencados processos de purificação de baixo custo, para a realização de ensaios 



clínicos, caracterização e análises de atividade. As propriedades físico-químicas 

complexas da IgM, em particular seu grande tamanho e sua natureza instável 

tornam a purificação de IgM difícil e temida por muitos laboratórios.(44) 

Cláudia Iwashita Verinaud em seu trabalho de doutoramento pelo Instituto 

Butantã/Instituto de Pesquisas Tecnológicas de São Paulo, em 2016 versando 

sobre desenvolvimento de estratégias para a purificação de IgM a partir de 

plasma humano descreve: 

Purificação com sulfato de amônio, polietilenoglicol e ácido caprílico já 

foram descritos para a purificação de IgM. A separação de proteínas 

por precipitação é interessante, pois as proteínas possuem diferentes 

coeficientes de sedimentação, o que faz com que elas se separem com 

diferentes concentrações destes produtos associados a 

centrifugações. No entanto os métodos de precipitação são drásticos, 

o que podem causar a desnaturação das proteínas, além de ser um 

método menos robusto. (55) 

Antes de ser iniciado o processo de purificação, deve-se ter claramente as 

características físico-químicas da molécula a ser purificada.(56) 

Os métodos de purificação de anticorpos monoclonais oferecem vários 

graus de pureza do anticorpo, além de grandes diferenças sobre os diferentes 

métodos de tratamento da proteína, podendo ou não causar desnaturação da 

mesma. Considera-se que para estabelecer o protocolo de purificação eficaz, é 

necessário ter algum conhecimento da estrutura do anticorpo e de outras 

propriedades físico químicas, como já mencionado anteriormente. A precipitação 

com sulfato de amônio é usada há muito tempo para separar gamaglobulinas de 

outras proteínas presentes no sobrenadante da cultura de tecidos contendo soro 

fetal bovino à 10%. Além disto, sabe-se que as IgM são insolúveis na presença 

de uma grande diversidade de tampões em especial naqueles com baixas 

concentrações de sais e ainda mais, se a molécula encontra-se na apresentação 

monoméricas, pentamérica ( mais frequente) e não na hexamérica.(57) 

Portanto, há necessidade de reconhecer se as unidades obtidas são 

monoméricas (7S) ou pentaméricas (19S), existindo a possibilidade de coexistir 

no sobrenadante de cultura as duas formas. Isto acontece porque nos protocolos 

de obtenção de anticorpos monoclonais, um dos aditivos colocados no meio de 

cultura para minimizar o estresse oxidativo é o 2-mercaptoetanol.(58) 



1.7 Avanços Tecnológicos em Dispositivos de Diagnostico Rápido 

 

 
A busca por suprir a necessidade de diagnósticos rápidos, eficazes e 

precisos, fizeram a ciência investir em tecnologias que auxiliasse na tomada de 

decisão do médico e, consequentemente o tratamento, o mais rápido possível, 

sendo sua resposta rápida e com maior probabilidade de eficácia. Diante dessa 

necessidade, a proposta de uma medicina translacional personalizada e 

inovadora tem sido registrada em publicações recentes, visando a diminuição de 

subjetividade e do tempo de realizações de exames convencionais, tornando a 

assistência ao paciente rápida e eficaz.(59) 

A exemplo disso, consolida-se o desenvolvimento de novas tecnologias, 

como a POC, também conhecida como Testes Laboratoriais Remotos (TLR) ou 

Testes rápidos (TR), a qual baseia-se na realização de testes próximo ao 

paciente, que visa obtenção de resultados precisos em minutos compreendendo 

a tecnologia de miniaturização denominada Lab-on-a-chip (LOC). Sua 

versatilidade inclui desde de materiais simples, como tiras básicas de testes 

manuais, até instrumentos mais complexos de bancada, como os de que utilizam 

técnicas de microfluídica.(60) Com relação aos seus benefícios destaca-se a 

portabilidade, fazendo com que os exames possam ser realizados no local aonde 

o paciente se encontra; interfaceamento digital com softwares, o qual pode tornar 

a informação acessível em qualquer serviço; velocidade na transmissão e 

acesso de resultados; simplicidade do ensaio e diminuição da subjetividade nos 

resultados; precisão; necessidade de menor quantidade de amostras; redução 

de erros; entre outros. A concepção do LOC foi um dos marcos que surgiram 

com o desenvolvimento da biotecnologia em pesquisa, no qual consiste na 

miniaturização de equipamentos e técnicas laboratoriais em biossensores 

eletroquímicos.(61)(62) 

Sobre a miniaturização, uma importante tecnologia que ganha destaque 

em relação à obtenção de dispositivos de diagnóstico rápido é a nanotecnologia, 

mais especificamente para esse projeto, os nanomateriais. Dentre os diversos 

tipos de nanomateriais, as nanopartículas magnéticas ganham destaque devido 

à possibilidade de controle do sistema através de campo magnético externo .(63) 

As características principais para a aplicação de nanopartículas em dispositivos 



rápidos são: alta área superficial, que permite a interação eficaz com moléculas 

ou biomoléculas utilizadas nos ensaios, a funcionalização simplificada da 

nanopartícula com a biomolécula de interesse e por fim o superparamagnetismo, 

essa última a característica principal que permite a separação dos elementos 

imobilizados a partir de campo magnético externo.(64) 

Nanopartículas magnéticas funcionalizadas com moléculas de terminação 

amina foram utilizadas nesse projeto. As nanopartículas comerciais foram 

gentilmente cedidas pela nChemi Engenharia de Materiais LTDA. 

 

 
1.8 Biossensores 

 

Os biossensores possuem diversas aplicações, como em análise de 

alimentos, controle ambiental, detecção clínica, indústrias farmacêuticas, 

agrícolas entre outras. Isso é justificado pela sua análise in situ, o seu fácil 

manuseio, alta precisão e desempenho em tempo real. Por ter várias 

aplicabilidades, os biossensores levaram a uma multidisciplinariedade, 

permitindo união de físicos, químicos, bioquímicos e engenheiros para o 

desenvolver dispositivos eletrônicos ágeis que podem te um amplo campo de 

aplicações.(65) 

Esses equipamentos são considerados dispositivos analíticos, na qual 

combinam a ligação de elemento biológico com dispositivos que fazem uma 

sinalização química (transdutores). A característica de transdução rápida, 

sensibilidade e especificidade de sinais bioquímicos para a detecção quer seja 

quantitativa ou semiquantitativa de analitos de interesse, são os fatores 

fundamentais para um biossensor ser viável em aplicações práticas.(66) O 

princípio básico, em qualquer tipo de combinação entre o transdutor e o analito 

biológico é produzir um sinal que possa ser relacionado com a quantidade do 

analito da amostra podendo ser úteis em áreas consideradas remotas do 

planeta.(67) 

As interações biomoleculares são transformadas em sinais eletroquímicos 

que são recebidos e interpretados por um software, que gera a representação 

da interação que ocorre entre a biomolécula receptora e o analito de 



interesse.(68) Vários biossensores usando anticorpos foram propostos na 

literatura. As sensibilidades dos teste são dependentes das propriedades do 

transdutor e da qualidade da molécula biorreceptora.(67) Por possuírem alta 

especificidade, sensibilidade, versatilidade e avanço tecnológico, estes 

dispositivos são utilizados no diagnóstico clínico(69). O dispositivo é composto 

por uma biomolécula receptora acoplado a um transdutor de sinal, o qual detecta 

a ligação de seus complementares, que corresponde à 5ª geração da tecnologia 

POC.(67) 

A classificação desses biossensores se dá pelo tipo do biorreceptor ou 

pelo tipo de transdução realizada.(70) Quanto ao biorreceptor, eles podem ser 

denominados enzimáticos, quando o receptor for enzimas; celulares, quando for 

células e imunossensor quando for anticorpos. Algumas outras moléculas, como 

o ácido desoxirribonucleico (DNA) também pode ser um tipo de biorreceptor. A 

geração de sinal desses biorreceptores (na forma de luz, calor, pH, mudança de 

carga ou massa, etc.) após a interação com o analito correspondente é 

denominado biorreconhecimento.(71) Com base no transdutor, os biossensores 

podem ser: eletroquímicos(72)(73), dentre as classes o mais comercializado; 

ópticos(74); piezoelétricos(75) e térmicos.(76) 

Os biossensores eletroquímicos convertem informações biológicas em 

elétricas, fornecendo dados tanto qualitativos como quantitativos, baseando-se 

em reações que resultam na produção ou consumo de elétrons.(77) A alteração 

de corrente ou do potencial gerado a partir da eletro-redução ou eletro-oxidação 

que ocorrem durante a interação com o analito são mensuradas e são 

proporcionais ao tipo de analito utilizado.(78) Eles são reconhecidos pela 

capacidade de detectar mudanças diretas, que ocorrem na interação entre o 

biossensor e a amostra, não havendo necessidade de marcadores secundários 

ou sondas.(79) 

Os biossensores eletroquímicos podem ser analisados por técnicas como 

a potenciométricas, amperométricas e voltamétricas.(80) Além dessas, outras 

técnicas também podem ser utilizadas, como a condutométricas e 

impedimétricas.(81) Os transístores potenciométricos utiliza como referência o 

potencial e a corrente constante. Já o amperométrico se baseia na mensuração 

de corrente em relação ao tempo em um potencial aplicado constantemente. 



Com os transístores voltamétricos é possível obter resultados a respeito do 

potencial de oxirredução e adsorção do material contido no eletrodo e, nessa 

situação a variação da corrente é obtida em diferentes valores de potencial. Os 

condutométricos são capazes de identificar alterações na condutividade 

ocasionada na interação do biorreceptor e o analito. (82) Por último, a técnica de 

impedância eletroquímica é utilizada analisar as mudanças de capacitância ou 

resistência à transferência de carga elétrica.(83) 

A escolha da voltametria cíclica baseia-se no fato de se tratar de um 

método eletroquímico e ser um método versátil para investigação científica e 

inovação devido ao fato da maioria dos processos envolver transferência de 

elétrons. Isto torna os processos passíveis de serem monitorados por esta 

técnica. A aplicabilidade deste método de leitura abrange caracterização, 

síntese, mecanismos e análise. Em todas as aplicações, a técnica pode 

funcionar bem com uma grande variedade de compostos, incluindo orgânicos, 

inorgânicos, polímeros, filmes e semicondutores, entre outros. Desta forma, a 

escolha deste método de leitura se torna relevante nesta fase de caracterização 

do IS. (84) Além, disso ela é utilizada para estudos de processos como os de 

redução e oxidação de espécies moleculares, cinética de reações heterogêneas 

de transferência de elétrons e reações químicas acopladas a processos 

adsortivos.(85) Outra vantagem é que o equipamento pode ser levado aos 

hospitais e/ou residências, sendo vantajoso, uma vez que em algumas técnicas 

o equipamento necessita de um lugar estruturado, com uma bancada grande 

para comportar o equipamento e realizar os ensaios. 

A detecção das reações eletroquímicas ocorre entre o contato na superfície 

do eletrodo de trabalho com a substância eletroativa do sistema que pode estar 

tanto adsorvida na superfície do eletrodo de trabalho, quando em solução, como 

é o caso das células eletroquímica. Nesse caso, ocorre uma alteração do 

intervalo pré-estabelecido do eletrodo de trabalho e há a aferição da corrente 

elétrica em cada potencial aplicado. A diferença de potencial é mensurada entre 

o eletrodo de trabalho e o eletrodo de referência, e a corrente é mensurada entre 

o eletrodo de trabalho e o eletrodo auxiliar. Essa leitura gera um gráfico que é 

exibido como corrente versus potencial em um voltamograma.(86) 



O sistema estrutural para realização das análises é composto por três eletrodos: 

o eletrodo de trabalho, que possui função de elemento de transdução da reação 

bioquímica; o eletrodo de referência, cujo potencial é conhecido e estável; e o 

contra eletrodo, responsável por estabelecer uma conexão à solução eletrolítica 

de modo que uma corrente possa ser aplicada ao eletrodo de trabalho. 

Elementos como ouro, platina, carbono; por serem bons condutores e 

quimicamente estáveis são usualmente aplicados na composição de eletrodos. 

Esse sistema pode ser em eletrodos impressos ou em uma célula eletroquímica 

contendo os três eletrodos imersos em uma solução eletrolítica. É no eletrodo de 

trabalho que ocorre a interação biorreceptor e analito.(81) 

Figura 4 - Representação esquemática de 2 tipos de biossensores 

eletroquímicos. 

 

 
Fonte: Adaptado de Damiati S, 2020.(87) Legenda Em a) representação de uma célula 

eletroquímica e em b) a representação de um eletrodo impresso. Ambos demonstram o 
eletrodo de trabalho (WE), o eletrodo de referência (RE) e o contra eletrodo (CE). Além disso, 
a figura demonstra também esses eletrodos conectados a um potenciostato, que gera o 
potencial elétrico da reação. 

Para que haja a imobilização de um componente biológico na superfície do 

IS é necessário uma matriz imobilizadora (polímero) para promover a 

estruturação do anticorpo para que ele mantenha sua conformidade e fixe a 

porção do fragmento cristalizável (Fc) do anticorpo na matriz, deixando a 

apresentação do fragmento antigen-binding (Fab) (sítio de reconhecimento) 

disponível para a reação antígeno-anticorpo. Para isso, definir o melhor polímero 

nem sempre é fácil. Polímeros naturais como quitina, quitosana, celulose e 

fibroína da seda (FS) veem sendo de interesse nos últimos anos como matriz de 



imobilização (88)(89), uma vez que esses polímeros possuem propriedades 

físicas e estruturais que favorecem a estabilidade e atividade dessas 

biomoléculas, vide quadro abaixo. (90) 

Quadro 6 – Polímeros frequentemente usados para construção de biossensores, 

suas origens e funções 
 

Polímeros Origem Função 

 
Quitina 

 

Parede celular dos fungos e no 
exoesqueleto dos artrópodes. 

 
Base para a produção de quitosana. 

 
 
 

Quitosana 

 

Obtido à partir da hidrólise da 
quitina, presente na estrutura de 

sustentação de insetos, 
crustáceos, cogumelos e 

fungos. 

 

Atividade biológicas antifúngicas, antibacteriana, 
antitumoral, antitrombogênica, entre outros. Além 

disso, são utilizados como promotores de absorção e 
agentes hidratantes, cicatrização de feridas e para 

produção de filmes. 

 

Polietilenoimina 

(PEI) 

 

Polímero Sintético. 
Possuem aminas favoráveis que fazem a interação 

com o grupo carboxílico do anticorpo. 

 

Fibroína de seda 
Produzida pelo Bombyx mori 
(bicho da seda) e extraída do 

seu casulo. 

Possui propriedades mecânicas, estruturais, e é 
biocompatível. 

 
Celulose 

Encontrada na parede celular 
dos vegetais. 

Por ser insolúvel em água, confere resistência às 
reações químicas. 

Fonte: arquivo pessoal, 2020. 

 

 
Na leitura do sinal é possível observar que no voltamograma identifica-se 

um pico de oxidação e um de redução. Esse evento ocorre devido a um aumento 

de potencial em voltagem de V1 a V2 e, gerado a oxidação do analito. Esse 

potencial aumenta até atingir o pico máximo de oxidação. Por outro lado, a 

corrente do sistema aumenta baseando-se na corrente captada. Esse episódio 

resulta no pico de oxidação, também chamado de anódico. Após atingir o pico 

máximo de oxidação, a corrente declina, e assim o potencial agora é lido 

negativamente e a corrente torna-se cada vez mais negativa até atingir o seu 

potencial máximo de redução, ou catódico, do analito e chegar no valor de início 

(figura 5). 

https://www.todamateria.com.br/fungos/
https://www.todamateria.com.br/artropodes/


 
 
 

 

Figura 5 – Ilustração de voltamograma 
 

 

 
Fonte: Adaptado de Owen J. Guy and Kelly-Ann D. Walker, 2016(86). 

 
1.9 Imunossensores 

 

Os imunossensores são definidos como dispositivos analíticos, 

compactos, classificados dentro da tecnologia descrita como Point-of-care / Lab- 

on-a-chip. Estes micro dispositivos detectam e quantificam um analito alvo. Sua 

construção envolve 3 elementos fundamentais: um receptor biológico 

(antígeno/anticorpo) que detecta especificamente a molécula alvo; um 

transdutor, que interpreta o evento de reconhecimento biológico e o traduz em 

um sinal quantificável; e um display de processamento de sinal.(91) 

A imobilização correta de anticorpos sobre uma superfície sólida é uma 

etapa crucial para o desenvolvimento de imunossensores pois envolve o 

biorreconhecimento. É a etapa que será responsável pela sensibilidade e 

confiabilidade analítica. 

Essa imobilização, principalmente com moléculas ativas como anticorpos, 

em substratos sólidos é desafiadora para aplicação em imunossensores 

(92)(93), devido ao fato de que a organização estrutural que determina a 

atividade dessas biomoléculas é essencial para o funcionamento dos 

dispositivos e é bastante heterogênea.(94) 

Dentre estas moléculas bioativas, a imunoglobulina (Ig) é a classe de 

proteínas de maior tamanho, com peso molecular variando de 160.000 daltons, 



para IgG a 900.000 daltons para as IgM. A estrutura básica das Igs é composta 

por quatro cadeias polipeptídicas, duas pesadas (H) e duas leves (L), ligadas por 

ligações de dissulfeto. Ambas as cadeias têm regiões constantes (C) e variáveis 

(V). As regiões variáveis das cadeias H (VH) e L (VL) são responsáveis pelo 

reconhecimento e pela ligação com o antígeno. (95) Deste modo, a imobilização 

dos anticorpos deve ocorrer de tal modo que os sítios de reconhecimento fiquem 

livres (Fab), estáveis e expostos ao meio para que ocorra a interação antígeno- 

anticorpo.(96) 

Existem diferentes técnicas de imobilização dos anticorpos, as mais 

utilizadas configura-se na confecção de filmes ultrafinos automontados cama por 

camada, pela técnica LbL (97) (98) com polímeros e anticorpos. Essa técnica foi 

desenvolvida por Decher et al (99)(100) e consiste em uma atração eletrostática 

entre as moléculas. Essa técnica de adsorção física é a mais adequada para 

imobilização de moléculas biológicas segundo a literatura, devido à sua 

versatilidade e processo de adsorção ocorrer em condições brandas, como 

soluções aquosas, pH e força iônica otimizadas,(92)(100) além de não ser 

necessário equipamentos sofisticados. A montagem do filme LbL é baseada nas 

interações intermoleculares entre os materiais, e por isso o interesse de 

encontrar o material apropriado para confecção da matriz de imobilização da 

biomolécula que permita manter sua função biológica específica.(101)(102) 

Desta forma gera-se a formação do filme que ocorre devido às interações 

eletrostáticas, bem como por ligações de hidrogênio, interações de Van der 

Waals e hidrofóbicas.(102) 

As interações entre moléculas geram efeitos cooperativos de atração em 

multipontos exercendo papel fundamental na imobilização. Neste caso a 

desnaturação da biomolécula durante a imobilização é minimizada. (103)(104) 

Assim, a imobilização do anticorpo pode ocorrer via interações com as regiões 

C-terminal das cadeias polipeptídicas, bem como com as cadeias laterais. 

 

 
1.10 Justificativa 

 

Estudo anterior conduzido por Romagnolo (2019) aprovado pelo CEP sob 

nº79265217.3.0000.5411 avaliou a possibilidade de construção de 



imunossensor para tipagem sanguínea ABO. Os resultados obtidos elencaram 

as dificuldades e apontam necessidade de melhorias no processo que 

motivaram o delineamento do presente estudo.(16) 

Segundo a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) o Brasil 

possui sistema hemoterápico que em 2018 foi responsável por 4.240.410 

doações de sangue e 3.385.651 transfusões. Cada doação e cada transfusão 

envolveu 1 tipagem sanguínea. Além destes números, no mesmo ano foram 

registrados 2.890.000 nascimentos, que por lei, é obrigatória a tipagem 

sanguínea realizada no momento do parto, isto perfaz um montante de 

10.516.061 testes realizados anualmente, não considerando os exames 

realizados em laboratórios clínicos e convênios, apenas informações do Portal 

da Saúde -DATASUS, portanto não inclui a estatística completa envolvendo a 

rede privada de assistência à saúde, que realiza em média 45% dos 

atendimentos (105). Analisando os dados do quadro 2 observa-se que no ano 

de 2018 o Sistema Único de Saúde (SUS) desembolsou para os serviços 

públicos brasileiros, especificamente a rede hemoterápica, a cifra de 

R$125.256.943,04. Reafirmando, estes valores não levam em consideração as 

análises realizadas em laboratórios clínicos de rede privada, e outras causas de 

tipagem sanguínea que não as listadas no quadro (doador de sangue, receptor 

de transfusão em recém-nascido). Trata-se de um mercado importante, com 

interesses os mais diversos. Todos estes recursos envolvem cifras importantes 

de importação de materiais e testes diagnósticos que poderiam e deveriam estar 

sendo produzidos com tecnologia brasileira caminhando para autonomia 

nacional nesta área. 



Quadro 2 – Dados DATASUS de procedimentos relacionados com tipagem 

sanguínea, no ano de 2018 com valor total desembolsado em reais 
 

 
CÓDIGO 

PROCEDIMENTO 
SUS 

 
DESCRIÇÃO DOS 
PROCEDIMENTOS 

 
VALOR 

UNITÁTIO 
(EM R$) 

 

NÚMERO DE 
EXAMES 

ANO BASE 
2018 

 
VALOR TOTAL ANUAL PAGOS 

PELO SUS EM REAIS 

 

0212010018 
Exames imuno- 

hematológicos em doador 
de sangue 

 

15,00 
 

4.240.410 
 

63.606.150,00 

 
0212010026 

Exames pré-transfusionais 
I/II 

 
17,04 

 
3.385.651 

57.691.493,04 

 
0202120023 

Determinação direta e 
reversa de grupo ABO 

(RN) 

 
1,37 

 
2.890.000 

 
3.959.300 

 
TOTAL ANUAL 

   
10.516.061 

 
125.256.943,04 

Fonte: extraído de Tabnet Win.32 – DATASUS: 

http://tabnet.datasus.gov.br/cgi/tabcgi.exe?sinasc/cnv/pnvuf.def acesso em 12/10/2020. 

 
 

2 Objetivos 

 
2.1 Objetivo Geral 

 

Construção de imunossensor impresso para realização de tipagem 

sanguínea ABO utilizando anticorpos monoclonais murinos produzidos home 

made. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

 Purificação dos anticorpos monoclonais anti-A e anti-B produzidos home 

made 

 Imobilização dos anticorpos monoclonais anti-A e anti-B em filmes 

automontados camada por camada (LbL) contendo polímero quitosana – 

que foi usado como matriz de imobilização dos anticorpos. 

 Otimização das condições de deposição e análise das interações 

polímero-anticorpo. 

 Detecção dos antígenos ABO em amostras reais utilizando métodos 

eletroquímicos. 
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