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RESUMO

Células-tronco mesenquimais (CTM) são células-tronco adultas multipotentes de população

celular heterogênea que se proliferam in vitro como células aderentes ao plástico de cultura, de

morfologia fibroblastóide e capazes de se diferenciar em células da linhagem mesodermal como

osteócitos, condrócitos e adipócitos. O potencial terapêutico de CTMs vem sendo estudado em

modelos experimentais, como o coelho, no Laboratório de Engenharia Celular de Botucatu. No

entanto, ainda não foram relatados marcadores de superfície específicos para tais células, o que

impossibilita o isolamento de linhagens de CTMs de coelho por caracterização imunofenotípica. O

fato anterior é a justificativa da realização deste projeto cujo objetivo deste estudo foi produzir

anticorpos monoclonais contra CTMs de coelho. Células-tronco mesenquimais (CTM) derivadas de

medula óssea (MO) de coelho foram isoladas, cultivadas e expandidas ex vivo. As CTMs de MO

foram imunógenos para três camundongos da linhagem isogênica BALB/c e os esplenócitos obtidos

foram fusionados com células de mieloma múltiplo murino linhagem NS1 gerando hibridomas

secretores de anticorpos contra CTMs. Os hibridomas obtidos foram selecionados por citometria de

fluxo e as células produtoras de anticorpos foram retestadas. O híbrido MSC1-160 obteve a maior

reatividade tendo sido clonado pela técnica de diluição limitante e micro manipulação. Após

expansão clonal foi produzido líquido ascítico dos 10 melhores clones. Estas amostras foram

purificadas por cromatografia de afinidade à proteína A-sepharose em coluna CL-4B e o controle de

purificação realizado por eletroforese em gel de ágar a 1%. O isótipo identificado foi IgG para todos

os 10 clones que mantiveram alta reatividade por citometria de fluxo contra CTMs de coelho. Os 10

anticorpos monoclonais murinos obtidos e caracterizados receberam a denominação de MSC1-160

A20, A30, A41, A47, A55, A60, A63, A69, A81 e A82, sendo que todos apresentam grande

potencial biotecnológico para aplicado na pesquisa com células tronco mesenquimais de coelho .

Palavras chave: célula-tronco mesenquimal; anticorpo monoclonal; citometria de fluxo.



ABSTRACT

Mesenchymal stem cells (MSCs) are a heterogeneous population of cells that proliferate in

vitro as plastic-adherent cells, have fibroblast-like morphology and can differentiate into bone,

cartilage and fat cells. Therapeutic potential of MSCs have been studied in experimental models,

such as rabbit, in Laboratory of Cell Engineering of Botucatu. However, no specific markers have

been reported for expanded rabbit MSCs, which hampers the isolation of pure MSC populations by

immunophenotypic characterization. Thus, the objective of this study was to produce monoclonal

antibodies (mAbs) to rabbit MSCs. MSCs derived from rabbit bone marrow (BM) were isolated,

cultured, expanded ex vivo, and immunized into three BALB/c mices, and spleen cells subsequently

harvested were used to generate hibridoma cell lines secreting antibodies against MSCs. Hybridoma

cells were screened by flow cytometry and antibody-producing cells were subjected to subsequent

rounds of retests. MSC1-160 obtained the best positivity for IgG expression and was cloned by

limiting dilutions and micromanipulation. Ascitic fluid from ten best clones was purified by affinity

chromatography in Protein A-sepharose CL-4B column and purification control was performed by

electrophoresis in agarose gels. The purified IgG were tested against rabbit MSCs, obtaining high

positivity by flow Cytometry. In conclusion, we developed 10 mAbs, MSC1-160 A20, A30, A41,

A47, A55, A60, A63, A69, A81, and A82, that recognize rabbit MSC cell surface antigens showing

potential for immunophenotypic characterization of rabbit MSC cell lines.

Keywords: mesenchymal stem cell; monoclonal antibody; flow cytometry.
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1. INTRODUÇÃO

1.1 Células-tronco mesenquimais

Células-tronco mesenquimais (CTM) são células-tronco adultas multipotentes de população

celular heterogênea e alto potencial regenerativo1. CTMs se proliferam in vitro como células

aderentes ao plástico de cultura, possuem morfologia fibroblastóide e formam colônias em cultura

capazes de se diferenciar em células da linhagem mesodermal como osteócitos2, adipócitos3 e

condrócitos4, bem como em outras linhagens embrionárias5,6, revelando alto nível de plasticidade7,27

(Figura 1).

Figura 1. A multipotencialidade das CTMs. Autoregeneração das CTMs da medula óssea (seta curvada);
diferenciação nos tecidos da linhagem mesodermal (setas retas e contínuas);transdiferenciação em outras linhagens
(ectoderme e endoderme) é apresentada pelas linhas pontilhada. From: Nature 200926.

CTMs já foram obtidas de quase todos os tipos de tecido conjuntivo8 e tem sido

caracterizadas majoritariamente após isolamento de medula óssea, sendo esta, portanto, a principal

fonte de obtenção. Na medula óssea, até então são conhecidas ao menos cinco populações de

células-tronco não-hematopoiéticas adultas: células progenitoras endoteliais, células-tronco

mesenquimais, células progenitoras adultas multipotentes, células MIAMI e células-tronco muito
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pequenas semelhantes às embrionárias9. O tecido adiposo também tem sido muito utilizado para

obtenção de CTMs devido à grande concentração destas células no mesmo. A fração do estroma

vascular se tornou foco das investigações após comprovar-se capaz de fornecer CTMs

multipotentes. O procedimento cirúrgico simples, aliado à confirmação do sucesso destas células

em comparação com as de medula óssea, quanto à capacidade de diferenciação, freqüência de

colônias obtidas e morfologia, conferem as CTMs derivadas do tecido adiposo plena capacidade de

serem utilizadas na medicina regenerativa10.

CTMs cultivadas in vitro ainda não possuem marcadores únicos e específicos conhecidos.

Existe um consenso geral de que CTMs humanas não expressam os marcadores hematopoiéticos

CD45, CD34 e CD14 ou as moléculas co-estimulatórias CD80, CD86 e CD40, enquanto expressam

níveis variados de CD105, CD73, CD44, CD90 (THY-1), CD71 e CD27111,12, além de serem

reconhecidas pelo anticorpo monoclonal STRO-1. A variação observada no nível de expressão

desses marcadores provavelmente se deve às diferenças entre espécies, fontes de obtenção variadas

e condições de cultura a que são submetidas.

Além do evidente potencial para regeneração tecidual, que será descrito mais adiante,

trabalhos recentes tem demonstrado efeitos anti-proliferativos13-16 e anti-inflamatórios17-25

desempenhados por CTMs. Devido a estas características, o interesse da pesquisa médica nos

estudos envolvendo essa linhagem celular é intenso e crescente.

1.2 Potencial terapêutico das células-tronco mesenquimais

Os efeitos terapêuticos promissores das CTMs se baseiam na sua capacidade de se hospedar

e sobreviver durante um longo período de tempo em tecidos alvo distintos. Usando modelos

animais, foi demonstrado que logo após o implante as CTMs se integram nos variados tecidos

mesenquimais do receptor animal28-31. Os resultados obtidos por Ucelli e colaboradores indicam

baixos níveis de expressão de MHC I e nenhuma expressão de MHC II na superfície das CTMs,

sugerindo uma baixa rejeição do sistema imune do receptor nos implantes alogênicos e menos

complicações32. Sua baixa imunogenicidade in vitro33, em estudos pré-clínicos34 e em humanos35

suporta a possibilidade de utilização de CTMs de doadores alogênicos. Estudos apontam as CTMs

como uma real alternativa no tratamento de infarto do miocárdio e outras doenças cardíacas36 na

recuperação de animais com diabetes mellitus tipo 137, no auxílio de reparo em ferimentos na pele38,
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reconstrução de tecido muscular39 e outros inúmeros tecidos40 (Tabela 1). Constatou-se em

experimentos com coelhos que a injeção local das células-tronco mesenquimais na cartilagem

articular lesada promove o reparo do tecido danificado27.

Tabela 1. Mecanismos dos efeitos de CTMs em modelos pré-clínicos de doença1. Relação entre a doença, espécie
animal estudada, órgão alvo, mecanismo propriamente dito e via de administração das CTM.

From: Nature 2009 45-61.

Além do potencial em terapia celular, as CTMs também despertam interesse na área de

terapia gênica41-43. Reiser e colaboradores demonstram a capacidade de CTMs geneticamente

modificadas no tratamento de desordens neurológicas, sanguíneas, vasculares, musculares e

retardando o crescimento de tumores44. CTMs vem sendo utilizadas clinicamente na última década

principalmente na área hemato-oncológica e poucos efeitos adversos foram atribuídos aos

tratamentos. No entanto, o número limitado de pacientes submetidos a tais não nos permite firmar

conclusões sobre a segurança da utilização terapêutica de CTMs, principalmente pela sua habilidade



in vitro

1.3 Caracterização de linhagens de células-tronco mesenquimais

1.4 Anticorpos monoclonais: diagnóstico e terapêutica

mAb
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molecular particular, sua homogeneidade e sua habilidade de ser produzido em quantidades

ilimitadas69. A produção desses anticorpos possibilita o isolamento de reagentes com especificidade

única e desejada70, se encaixando perfeitamente nos requisitos necessários para uma ferramenta

segura de caracterização de linhagens celulares.

A decisão de Köhler & Milstein em não patentear os anticorpos monoclonais acarretou numa

rápida disseminação da técnica pelo mundo científico e biotecnológico. A inovação contribuiu para

a maximização de muitas metodologias, especialmente no campo da imunologia, como

imunofluorescência, ELISA, Western Blotting, citometria de fluxo, imunohistoquímica,

imunohematologia, entre outros, gerando grandes avanços na pesquisa, diagnóstico e terapêutica.

Desde então, o potencial diagnóstico e terapêutico desta ferramenta biotecnológica vem se

provando verdadeiro, dado ao número de anticorpos monoclonais existentes no mercado

atualmente77 (Tabela 2).

Tabela 2. Anticorpos monoclonais murinos aprovados até o ano de 200977.

Anticorpo Monoclonal Nome Comercial Alvo Tipo Uso

Fanolesomab NeutroSpec CD15 Mouse appendicitis (diagnosis)

Pemtumomab Theragyn MUC1 Mouse Cancer

Nofetumomab
merpemtan

Verluma ? Mouse Cancers

Imciromab Myoscint cardiac myosin Mouse cardiac imaging

Altumomab pentetate Hybri-ceaker CEA Mouse colorectal cancer (diagnosis)

Edrecolomab Panorex EpCAM Mouse colorectal carcinoma

Arcitumomab CEA-Scan CEA Mouse gastrointestinal cancers
(diagnosis)

Besilesomab Scintimum CEA - related antigen Mouse inflammatory lesions and
metastases (detection)

Ibritumomab tiuxetan Zevalin CD20 Mouse non-Hodgkin's lymphoma

Sulesomab LeukoScan NCA-90 (granulocyte
antigen)

Mouse osteomyelitis (imaging)

Oregovomab OvaRex CA-125 Mouse ovarian cancer

Muromonab-CD3 Orthoclone OKT3 CD3 Mouse prevetion of organ transplant
rejections

Capromab pendetide Prostascint prostatic carcinoma cells Mouse prostate cancer (detection)

Biciromab FibriScint fibrin II, beta chain Mouse tromboembolism (diagnosis)

Ertumaxomab Rexomun HER2/neu, CD3 rat/mouse
hybrid

breast cancer
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1.5 Produção de anticorpos monoclonais

A produção de AcMm pela técnica de Köhler & Milstein72 envolve procedimentos in vivo e

in vitro. A geração de células secretoras requer o uso de animais, habitualmente camundongos. Sob

condições apropriadas os hibridomas secretores de AcMm sobrevivem indefinidamente,

possibilitando a produção contínua de anticorpos. Em suma, a produção de AcMm requer uma série

de etapas, incluindo imunização, fusão, triagem preliminar, clonagem, caracterização, determinação

de isotipo, especificidade e potencial epítopo alvo71.

Como imunógeno, pode-se utilizar células intactas, membranas totais, frações de

membranas, proteínas purificadas, proteínas carreadas, microorganismos, etc. A escolha do agente

de imunização, sua via e agenda de imunização determinam em parte o sucesso do protocolo de

obtenção do determinado anticorpo monoclonal. Processos decisórios pré-protocolo são

imprescindíveis para este sucesso: qual o anticorpo desejado (especificidade)? Em que técnica este

AcMm será empregado: citometria de fluxo, hemaglutinação, ELISA, blotting? Qual o tipo de

imunoglobulina de interesse: IgG, IgM?. Respondidas as questões preliminares, a segunda etapa do

processo de imunização é definir a forma menos denaturante de obter o antígeno em questão e qual

será o controle da reação71.

Comprovando-se a eficácia da imunização animal através da titulação de anticorpos no soro

dos animais, a etapa subseqüente é a fusão celular. Os métodos de fusão celular são: químico, virais

e elétricos. O mais corrente ainda é o químico com uso de polietilenoglicol, substância que causa

fusão de membranas celulares. Para obtenção das células a serem fusionadas, o baço é extraído e

usado como fonte de células B. Esta fusão é realizada com células de mieloma murino (NS-1),

originando os hibridomas, capazes de crescer indefinidamente sob condições ideais. As células

mielomatosas, com gene hipermetilado têm capacidade de multiplicar-se indefinidamente in vitro,

sem produzir imunoglobulina e são deficientes da enzima hipoxantina-fosforibosil-transferase-

HGPRT, deficiência esta que será usada como meio de seleção dos hibridomas gerados. Os

linfócitos não têm essa capacidade, mas por sua vez, produzem imunoglobulina. Células híbridas de

boa qualidade são aquelas que herdaram a capacidade de multiplicação in vitro do mieloma e o gene

de Ig do linfócito B71.

As células cultivadas em meio seletivo HAT (hipoxantina-aminopterina-timidina)

promovem a proliferação dos hibridomas, ou seja, apenas as fusões desejadas (linfócitos B/NS-1),
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cujo hibridoma herdou o sistema HGPRT dos linfócitos (HGPRT+) e usa a via alternativa para

síntese de nucleotídeos, fato este impossível para o mieloma que não se fusionou (HGPRT-). As

demais células fusionadas serão eliminadas juntamente com as células não fusionadas71.

A cultura dos híbridos deve ser mantida para obtenção de sobrenadante de cultura contendo

anticorpos, estes são então testados quanto à especificidade frente à célula imunógena. Vários testes

podem ser aplicados (ELISA, radioimunoensaio, dot plot, immunoblotting, imunofluorescência,

citometria de fluxo, hemaglutinação, etc), no entanto, a escolha deverá ser estrategicamente definida

com base na aplicação que se deseja dar ao monoclonal71.

1.6 Justificativa

O Laboratório de Engenharia Celular da Faculdade de Medicina de Botucatu produz

anticorpos monoclonais de acordo com a técnica de Köhler & Milstein72 de 1975 modificada por

Deffune em 199273 (Figura 2). A produção do anticorpo monoclonal proposto no estudo lançaria a

primeira ferramenta de caracterização específica para células-tronco mesenquimais de coelho,

linhagem celular muito visada pela pesquisa médica e altamente promissora na terapia celular.

Figura 2. Produção de anticorpos monoclonais. Técnica para obtenção de anticorpos monoclonais desenvolvida por
Köhler e Milstein, 1975, modificada por Deffune, 1992.



26

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Produção de anticorpos monoclonais contra antígenos de superfície de CTMs de coelho.

2.2 Objetivos específicos

Isolar e expandir CTMs de coelho obtidas por punção de medula óssea.

Avaliar a melhor fonte de obtenção de CTMs de coelho: medula óssea ou tecido adiposo.

Produzir hibridomas secretores de anticorpos monoclonais dirigidos contra antígenos de

superfície de membrana de células-tronco mesenquimais de coelho.

Clonar e isotipar todos os anticorpos produzidos.

Caracterizar imunoquimicamente os anticorpos produzidos.
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3. MATERIAL E MÉTODOS

3.1 Instalações

Este trabalho foi desenvolvido em dois laboratórios da Faculdade de Medicina de Botucatu:

Laboratório Experimental de Cirurgia, onde foi realizada a etapa de coleta de medula óssea dos

animais; Laboratório de Engenharia Celular, pertencente ao Hemocentro de Botucatu, onde foram

realizadas todas as demais etapas (Figura 3).

O Laboratório de Engenharia Celular é integrante da seção de Biotecnologia do Hemocentro

de Botucatu tendo iniciado suas atividades em dezembro de 1992. Durante este período, graças às

fontes de financiamento de pesquisa vigente no país, em especial FAPESP, CNPq, FINEP, BNDES

e FNS que foram entidades de suporte à pesquisa, as atividades cresceram dando hoje vazão a três

diferentes linhas de atuação: obtenção de anticorpos monoclonais murinos, diferenciação de células-

Figura 3. Instalações do Laboratório de Engenharia Celular do Hemocentro de Botucatu. A Área limpa, sala
de screening, B área limpa, nicho de células-tronco, C sala de microscopia e D Laboratório de Atividades
Complementares.

A B

C D
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tronco de diferentes espécies e mais recentemente a linha de produção de curativos bioativos com

foco em terapêutica humana. Estas linhas de pesquisa ocupam uma área correspondente a 1200 m2

classificados em três categorias:

1. Laboratório convencional ou onde encontras as atividades do Laboratório de

Atividades Complementares (LAC) tais como: contagem de células, viabilidade, preparo

de tampões, técnicas ELISA, eletroforese de proteínas em gel de agarose ou

poliacrilamida, purificação de proteínas pela técnica de cromatrografia de afinidade,

entre outras (Figura 3.D).

2. Área limpa classificada 10.000. Esta área possui ar filtrado sob pressão positiva com

filtros do tipo HEPA, contém vestiário específico com ducha na entrada e colocação de

EPIs de circulação interna para diferenciar de aventais de circulação convencional em

corredores ou outros laboratórios. Dentro desta área encontra-se equipado e em

funcionamento a área de (Figura 3.A) que funciona tecnicamente como ante-

sala dos três nichos de cultura celular com ar filtrado individualizado. Em todos os

nichos existem dois ambientes: microscopia (Figura 3.C) seguida de área de

manipulação estéril (Figura 3.B) propriamente dita. No primeiro nicho são

desenvolvidas atividades relacionadas à pesquisa de curativos bioativos, no nicho 2

pesquisas com a produção de novos anticorpos monoclonais murinos e no primeiro, a

diferenciação de células tronco.

Laboratório de contenção de nível III de segurança, P3 ou BSL-3 dentro da classificação

internacional da matiz da OMS de laboratórios segundo a periculosidade, presença ou

não de medidas preventivas e de vacinação além do risco para o homem e o meio

ambiente. Nesta área o conceito laboratorial diferenciado recebe tem sistema de ar

filtrado com filtros e pressão negativa. A contenção de entrada começa

pela existência de outro laboratório, que corresponde ao LAC, seguido de vestiário de

barreira com colocação de roupas insufláveis e uso obrigatório de ar comandado. Todo o

ar respirado pela equipe de pesquisadores deve vir exclusivamente do sistema de ar no

dorso do manipulador. A totalidade do ar interno passa por filtros de saída que garantem

a filtração do tipo ULPA. Esta área ainda está em fase final de acabamento. Terá o

destino de cultivo de células-tronco de pacientes que possam ter algum vírus do tipo
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Figura 4. CTMs em aderência inicial.. A Objetiva de 5X, B objetiva de 10X e C e D objetiva de 20X, em contraste
de fase ph1.

A

C

B

D
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Figura 5. Cultura de CTMs após 3 dias do plaqueamento incial, ainda com a presença de outras linhagens
celulares do estroma medular em suspensão. A e B objetiva de 10X e C e D objetiva de 20X, em contraste de fase
ph1.

A B

C D
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Figura 6. Cultura de células-tronco mesenquimais de medula óssea de coelho em 2ª passagem. A Objetiva de 5X,
B objetiva de 10X e C e D objetiva de 20X, em contraste de fase ph1.

A B

C D
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Figura 7. Cultura de CTMs em plena expansão, atingindo confluência >70% da placa, prontas para
tripsinização. A objetiva de 5X, B objetiva de 10X, C objetiva de 20X e D objetiva de 40X, em contraste de fase
ph1.

A

C

B

D



3.4 Criopreservação das CTMs

screening

3.5 Avaliação de duas diferentes fontes de CTMs

PDT

Population Doubling Time

Population Doubling Time

Figura 8. Ampolas de CTMs de coelho criopreservadas. A Caixa (gaveta) para ampolas de
criopreservação e B ampolas em descongelamento para realização de testes.

A B



Figura 9. CTMs derivadas de tecido adiposo em diferentes estágios de cultura. A Colônia de CTMs em aderência
inicial em objetiva de 10X, B CTMs em confluência >70% em objetiva de 20X, C CTMs em segunda passagem,
em objetiva de 5X e D objetiva de 20X, em contraste de fase ph1.

A B

C D
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3.6 Imunização e obtenção de hibridomas secretores de anticorpos

A obtenção de anticorpos seguiu rigorosa agenda incluindo imunização, fusão celular e

screening dos híbridos obtidos. Para o protocolo de imunização foram utilizados três camundongos

isogênicos da linhagem BALB/c. Os antígenos foram apresentados como proteínas de membrana de

CTMs previamente isoladas de medula óssea de coelho e expandidas ex vivo. Como se almejava

obtenção de anticorpos da classe IgG, para utilização em citometria de fluxo, adotou-se protocolo

longo de imunização com cinco doses de imunização incluindo o booster. O protocolo de fusão

celular consistiu na fusão de linfócitos B extraídos dos animais imunizados às células de mieloma

múltiplo murino linhagem NS1 (Figura 11), utilizando polietilenoglicol e meio de cultura seletivo

HAT.

Figura 11. Linfócitos e mieloma ao microscópio invertido. 1 Linfócito murino normal não fusionado, 2 mieloma
múltiplo NS1 e 3 híbrido em rearranjo cromossômico. Objetiva de 40X em contraste de fase ph2.

Figura 10. Câmara de Neubauer, utilizada para determinação de viabilidade celular e contagem de
células totais.



3.7 Screening dos híbridos secretores por citometria de fluxo

screening

goat anti-mouse

screening

in vitro

Figura 12. Citômetro FACSCalibur do Laboratório de Citometria de Fluxo do Hemocentro de Botucatu.



3.8 Clonagem celular
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3.9 Expansão dos clones secretores por produção de líquido ascítico
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3.10 Controle eletroforético da monoclonalidade

A confirmação da monoclonalidade foi realizada pela técnica de eletroforese em gel de ágar

nos períodos pré e pós-purificação. Foi realizada a eletroforese sobre lâminas de vidro em gel de

ágar a 1%, diluído em tampão Veronal (pH 8.9). As lâminas foram cobertas pelo gel e após

secagem foram formadas finas canaletas de aproximadamente 1,2 cm de comprimento. Em cada

lâmina de vidro foram aplicados 5uL da amostra. As lâminas foram dispostas na cuba de

eletroforese, aplicando-se 80mA e 180V durante 60 minutos. Após a corrida, as lâminas foram

deixadas em solução contendo 70% de álcool, 5% de ácido acético e 25% de água, durante 20

minutos para fixação, cobertas por papel filtro e deixadas em estufa a 37ºC por 12h para secagem.

Para evidenciar a separação das proteínas, utilizou-se o corante negro de amido e a leitura em

scanner com o software SDS-60 para eletroforese (CELM®).

Figura 13. A Sobrenadante de cultura utilizado para determinação do isotipo de Ig e B líquido ascítico
criopreservado utilizado para purificação dos anticorpos de interesse.

A B



3.11 Determinação da concentração de proteínas totais

software

ProteinA280 software

3.12 Determinação de classe e subclasse de imunoglobulinas

Cytometric Bead Array Analysis Isotype Murine Immunoglobulins

beads

beads

BD CellQuest Software

BD CBA Software

Figura 14. , aparelho utilizado para determinação de proteínas
totais.



3.13 Purificação das imunoglobulinas por imunoafinidade à proteína A Sepharose

Staphylococcus aureus

Hi-Trap

Tabela 3. Condições para ligação e eluição de imunoglobulinas murinas em proteína A de Staphylococcus aureus.

Subclasse IgG Ligação Eluição

IgG1 pH > 8.0 pH < 6.0

IgG2a pH > 7.0 pH < 4.5

IgG2b pH > 7.0 pH < 3.5

IgG3 pH > 7.0 pH < 4.5

Figura 15. Aparelho ÄKTA prime plus, utilizado para purificação das amostras de
líquido ascítico obtidas.
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3.14 Validação dos anticorpos monoclonais produzidos

Os anticorpos monoclonais produzidos e purificados foram submetidos a testes em

citometria de fluxo para verificar sua reatividade com as linhagens celulares em questão. Foram

utilizadas, além de CTMs de medula óssea de coelho, CTMs de tecido adiposo de coelho e CTMs

de tecido adiposo humano, todas derivadas de cultura celular em 3ª passagem. A análise do

desempenho dos AcMm produzidos frente à diferentes populações celulares visa caracterizar a

especificidade do anticorpo, bem como possíveis reações cruzadas contra antígenos presentes em

CTMs de diferentes espécies animais.



4. RESULTADOS E DISCUSSÃO

4.1 Avaliação de duas diferentes fontes de CTMs

28

49

17,5

8,4

39

46,5

0

10

20

30

40

50

60

(A) Tempo médio de
cultura/dias

(B) Média de células
obtidas/10^4

(C) Células obtidas
10^3/dias de cultura

Medula Óssea
Tecido Adiposo

Gráfico 1. Custo benefício na obtenção de CTMs de medula óssea e tecido adiposo. A) Tempo de cultura médio
necessário para que as CTMs pudessem ser congeladas após a terceira passagem, representado em dias. B) Média de
células obtidas por frasco de cultura inicial, na potência 104. C) Relação entre o tempo médio de cultura celular e a
média de células obtidas por cultura inicial, na potência 103, representando a efetividade diferencial entre os tecidos,
com superioridade do tecido adiposo.
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A partir da fórmula PDT calculamos o potencial de proliferação celular das duas diferentes

populações celulares. CTMs derivadas de medula óssea obtiveram PDT = 0,57, enquanto CTMs de

tecido adiposo apresentam PDT = 0,22, ou seja, proliferam 2,6 vezes mais rapidamente que CTMs

de medula óssea.

4.2 Fusão celular e seleção dos híbridos secretores

Foram realizadas três fusões celulares pelo método de polietilenoglicol, adotando protocolo

de imunização longo visando a obtenção de anticorpos da classe IgG. O antígeno apresentado foram

CTMs de coelho íntegras, previamente isoladas e expandidas ex vivo. Os animais foram

anestesiados com pentobarbital, removeu-se o baço seguido da extração dos esplenócitos. Estes

foram fusionados com células de mieloma múltiplo murino (NS/1) gerando um total de 2592

híbridos.

Na etapa de investigação ao microscópio , na procura por híbridos, foram selecionados 587

híbridos para screening em função destes poços possuírem colônias em plena expansão, com células

morfologicamente arredondadas, translúcidas e não-aderentes. Destes últimos, os híbridos MSC1-1 

a MSC1-282, MSC2-1 a MSC2-200 e MSC3-1 a MSC3-105 foram selecionados como tendo

provável atividade anti-CTM de coelho. A diferença entre os híbridos obtidos (2592) e os testados

(587) corresponde aos poços cujos híbridos não foram viáveis por provável exclusão enzimática que

envolve a técnica de hibridomas. Sabidamente, o mieloma múltiplo não secretor NS1 utilizado

possui um gene hipermetilado que lhe confere a característica de ser Hipoxantina-Ribosina-

Fosforibosil-transferase (HGPRT) negativo e que o impede de usar a via alternativa para a síntese

de nucleotídeos enquanto que linfócitos B de camundongos imunizados possuem gene normal, com

a característica de ser HGPRT positivo. O híbrido ideal é aquele que no momento da fusão guarda

suas características HGPRT+ e usam a via alternativa. No dia seguinte da fusão, adicionou-se ao

meio de cultura hipoxantina-aminopterina e timidina que obrigam as células a usarem a via

alternativa. As células com gene hipermetilado são incapazes e morrem. Outra justificativa além da

seleção enzimática genética para esta diferença entre híbridos construídos e testados fica por conta

da habilidade técnica. Quanto mais agressiva for a obtenção das células esplênicas, maior a

prevalência de fibroblastos na cultura. Os fibroblastos tornam o híbrido e futuro clone inviável

economicamente e mesmo em termos de pesquisa. Os híbridos não podem ter a característica de



batch

screening

screening

screening

Tabela 4. Eficiência das fusões celulares do protocolo MSC.

Fusões
Nº placas

de 96 poços

Nº híbridos

obtidos

Nº híbridos

testados

Cobertura de

Screening

Híbridos

retidos finais

MSC-1 10 480 282 58,75% 3

MSC-2 8 480 200 41,66% 2

MSC-3 9 384 105 27,34% 1

Total 27 1344 587 43,67% 6

Tabela 5. Híbridos obtidos e positividade para IgG e IgM no último reteste.

Híbrido 3º Screening para IgG 3º Screening para IgM

MSC1-132 ----- 51,24%

MSC1-160 67,26% 0,38%

MSC1-193 46,11% 81,21%

MSC2-13 32,03% 82,78%

MSC2-91 56,30% 71,51%

MSC3-5 46,50% 79,16%
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4.3 Clonagem celular

As clonagens por diluição limitante e micromanipulação tiveram por objetivo isolar apenas

uma única célula em cada poço da placa de cultura, produzindo populações celulares homogêneas,

derivadas de um clone único. Esta população monoclonal produzirá apenas um tipo de

imunoglobulina, denominada agora anticorpo monoclonal. Estas populações foram testadas em

citometria de fluxo para verificar a reatividade desejada contra CTMs de coelho. Com o gate celular

definido, foram lidos no citômetro primeiramente o controle de autofluorescência e controle

secundário. O controle de autofluorescência contém apenas células e tem por objetivo determinar a

fluorescência natural da linhagem testada. O controle secundário tem além das células o anticorpo

secundário IgG-FITC, porém sem o anticorpo primário (sobrenadante), a fim de garantir que os

resultados nas análises posteriores sejam obtidos exclusivamente pela presença de IgGs no

sobrenadante de cultura contra CTMs. O híbrido submetido à clonagem apresentou desempenho

ideal, gerando ao todo 68 clones, mantidos em cultura e observados por aproximadamente 15 dias.

Após crescimento exponencial e produção de imunoglobulinas em níveis detectáveis, novo teste de

screening foi realizado para verificar a manutenção da especificidade da imunoglobulina secretada

pelos clones. Dos 68 clones, 20 foram altamente positivos no screening, sendo então selecionados

como produtores de anticorpos monoclonais com a especificidade desejada (Tabela 6).

Tabela 6. Resultados da clonagem realizada a partir do híbrido MSC1-160.

Método de Clonagem Nº clones obtidos Nº clones testados Clones selecionados
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4.4 Expansão dos clones secretores por produção de líquido ascítico

Os clones selecionados foram submetidos à expansão por meio da técnica de ascite, para

obtenção de alta concentração das imunoglobulinas produzidas por estes.

A média de volume de líquido ascítico obtido foi de 13,7 mL, quantidade satisfatória para

execução de experimentos posteriores, inclusive purificação do monoclonal, visto que além do

volume a concentração de proteínas também foi relevante, perfazendo média de 28,4 mg/mL82

(Tabela 7). A produção de anticorpos monoclonais por indução de ascite fornece altas

concentrações de imunoglobulinas, preserva propriedades moleculares, afinidade e especificidade

do anticorpo, além de não requerer procedimentos de concentração, os quais podem desnaturar o

anticorpo diminuindo sua efetividade. Deve-se ressaltar também que o método possui desvantagens,

como as várias proteínas murinas e outros contaminantes presentes no líquido ascítico, exigindo

purificação das amostras.

Tabela 7. Produção de anticorpos monoclonais por indução de ascite em camundongos BALB/c, volume de líquido
ascítico produzido e dosagem de proteínas totais.

Identificação dos clones Nº de animais Volume obtido (mL) Proteínas totais (mg/mL)

MSC1-160 A20 4 11,0 26,53

MSC1-160 A30 4 23,0 29,62

MSC1-160 A41 4 8,0 28,06

MSC1-160 A47 4 14,0 27,25

MSC1-160 A55 4 9,0 34,36

MSC1-160 A60 6 12,0 27,91

MSC1-160 A63 4 9,0 30,12

MSC1-160 A69 6 7,0 25,32

MSC1-160 A81 6 32,0 29,43

MSC1-160 A82 4 12,0 25,44
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4.5 Controle eletroforético da monoclonalidade

Através das análises de eletroforese em gel de ágar dos AcMm selecionados foi possível

determinar o número de espécies protéicas existente no líquido ascítico pré e pós-purificação por

cromatografia de afinidade. A Figura 16 demonstra o perfil eletroforético pré-purificação, com

presença do pico monoclonal (seta) e outras proteínas, evidenciando albumina (maior pico), em

virtude de sua alta concentração no líquido ascítico. A eletroforese pós-purificação comprovou não

apenas a origem monoclonal das imunoglobulinas, mas também a eficácia do método utilizado para

purificação das amostras, exibindo somente a banda de gamaglobulinas. A análise por densitometria

do clone MSC1-160 A63 aponta 20,9% de gamaglobulinas no pré-purificação, equivalente a

6,3mg/mL, e 100% no pós-purificação (Figura 17).

Figura 16. Eletroforese em gel de ágar a 1% em lâmina de vidro, pré-purificação. As setas indicam o pico de
gamaglobulina de interesse. Líquido ascítico dos clones A MSC1-160 A20, B MSC1-160 A41, C MSC1-160
A60 e D MSC1-160 A63.

A B

C D
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Figura 17. Análise por densitometria das eletroforeses pré e pós-purificação do clone MSC1-160 A63.

4.6 Determinação de classe e subclasse de imunoglobulinas

Foi realizada a determinação de classe e subclasse dos 10 clones selecionados com alta

reatividade anti-CTM em citometria de fluxo. Todas as imunonoglobulinas são da classe IgG1

(apenas) e apresentaram cadeia leve kappa (Tabela 8). Tal fato é plenamente satisfatório, não

apenas por confirmar a origem monoclonal das imunoglobulinas produzidas, mas por demonstrar

Frações %
Gama 20,9%
Beta 19,5%

Alfa 2 5,3%
Alfa 1 8,9%

Albumina 44,8%

Frações %
Gama 100,0%

Pico gamaglobulina

Albumina

Pico imunoglobulina purificada



Tabela 8. Determinação de classe e subclasse dos anticorpos monoclonais.

Identificação do clone Classe e subclasse
MSC1-160 A20 IgG1-k
MSC1-160 A30 IgG1-k
MSC1-160 A41 IgG1-k
MSC1-160 A47 IgG1-k
MSC1-160 A55 IgG1-k
MSC1-160 A60 IgG1-k
MSC1-160 A63 IgG1-k
MSC1-160 A69 IgG1-k
MSC1-160 A81 IgG1-k
MSC1-160 A82 IgG1-k

dot plot software Cell Quest



4.7 Purificação das imunoglobulinas por imunoafinidade à proteína A Sepharose

S. aureus

Hi-Trap Protein-A

Figura 18. Determinação de Classe e Subclasse de Imunoglobulinas murinas pelo método (BD
Biosciences®). Gráfico indicando presença de imunoglobulinas IgG1 de cadeia leve .
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Cada purificação rendeu de quatro a cinco ampolas de 2mL de imunoglobulinas purificadas

para cada clone. Através do aparelho NanoDrop® ND-1000 foi determinada a concentração de

proteínas totais das purificações. A Tabela 9 apresenta os resultados obtidos para as ampolas mais

concentradas de cada clone.

Tabela 9. Concentração protéica das frações de líquido ascítico purificadas.

Clone mg/mL
MSC1-160 A20 2,41
MSC1-160 A30 0,94
MSC1-160 A41 3,78
MSC1-160 A47 1,19
MSC1-160 A55 2,59
MSC1-160 A60 2,30
MSC1-160 A63 4,46
MSC1-160 A81 0,86
MSC1-160 A82 2,00

4.8 Validação dos anticorpos monoclonais por citometria de fluxo

Figura 19. Gráficos de leitura do aparelho AKTA-PRIME® durante as purificações de líquido ascítico dos
clones A MSC1-160 A63, B MSC1-160 A55, C MSC1-160 A41 e D MSC1-160 A20, todos da subclasse IgG1.

A B

C D
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Foi analisado o desempenho dos anticorpos monoclonais produzidos pela técnica de

citometria de fluxo. Amostras purificadas dos 10 anticorpos foram testadas contra CTMs de medula

óssea de coelho, CTMs de tecido adiposo de coelho e CTMs de tecido adiposo humano.

Na citometria de fluxo contra CTMs de medula óssea de coelho verificou-se significante

reatividade contra as células testadas, resultado condizente com os apresentados nos screenings

anteriores, para os 10 anticorpos, com pequena queda nos valores (Tabela 10). Tal decréscimo pode

ser explicado pela concentração de anticorpos nas amostras purificadas utilizada, 1mg/mL,

possivelmente menor do que as utilizadas nos screenings. A Figura 20 apresenta o histograma

obtido na análise por citometria de fluxo do anticorpo MSC1-160 A69 contra esta população

celular.

Os resultados da citometria de fluxo dos anticorpos testados contra CTMs de tecido adiposo

de coelho foram positivos, ou seja, todos os 10 anticorpos apresentaram reatividade contra esta

população celular, com destaque para o anticorpo MSC1-160 A30 (Tabela 10). A Figura 21

apresenta o histograma da análise realizada com o clone MSC1-160 A30.

R1

Marker Events % Gated % Total Median
All 8537 100.00 85.37 24.58
M1 4895 57.34 48.95 38.54

File: MOC-MSC-A69.010
Acquisition Date: 27-Nov-09
Gate: G1
Total Events: 10000

M1

Figura 20. Análise do controle de autofluorescência e definição do gate celular com CTMs de medula óssea
de coelho. Histograma do resultado obtido pelo clone MSC1-160 A69.
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A análise realizada com CTMs de tecido adiposo humano indicou pouca reatividade dos

anticorpos contra esta população celular, com padrão de reconhecimento variando entre 5,37% e

29,82% (Tabela 10).

Tabela 10. Desempenho dos anticorpos monoclonais frente a diferentes populações celulares.

Figura 21. Análise do controle de autofluorescência e definição do gate celular com CTMs de tecido adiposo
de coelho. Histograma do resultado obtido pelo clone MSC1-160 A30.

R2

Marker Events % Gated % Total Median
All 9196 100.00 91.96 53.28
M1 7774 84.54 77.74 63.21

File: TAC-MSC-A30.016
Acquisition Date: 27-Nov-09
Gate: G2
Total Events: 10000

M1

R3

Figura 22. Análise do controle de autofluorescência e definição do gate celular com CTMs de tecido adiposo
humano. Histograma do resultado obtido pelo clone MSC1-160 A47.

Marker Events % Gated % Total Median
All 8693 100.00 86.93 14.20
M1 2592 29.82 25.92 32.49

File: HUMAN-MSC-A47.031
Acquisition Date: 27-Nov-09
Gate: G3
Total Events: 10000

M1
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AcMm CTM-MO coelho CTM-TA coelho CTM-TA humano
MSC1-160 A20 39,63 70,44 16,17
MSC1-160 A30 53,83 84,54 5,37
MSC1-160 A41 41,3 60,63 13,98
MSC1-160 A47 37,26 68,16 29,82
MSC1-160 A55 40,7 56,67 10,98
MSC1-160 A60 42,26 44,32 17,12
MSC1-160 A63 50,52 52,33 16,7
MSC1-160 A69 57,34 78,88 16,96
MSC1-160 A81 39,52 54,59 5,71
MSC1-160 A82 36,95 55,6 12,96

No Gráfico 2 estão representados em comparação os padrões de reconhecimento dos

anticorpos monoclonais frente às diferentes populações celulares.
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Gráfico 2. Análise comparativa dos anticorpos monoclonais frente a diferentes populações celulares. Os padrões de

reconhecimento estão representados em porcentagem.

Os resultados obtidos indicam que os anticorpos monoclonais produzidos apresentam alto

padrão de reconhecimento para CTMs de coelho, provenientes tanto de medula óssea quanto tecido

adiposo, enquanto apresentam menor padrão de reconhecimento para CTMs de tecido adiposo

humano. A diferença entre os valores obtidos pode ser resultante de uma série de fatores
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interferentes nas análises: espécie animal da população celular, variação entre espécies na expressão

dos antígenos de superfície, presença de células estromais da medula, entre outros. No quesito

especificidade, a análise destaca os anticorpos monoclonais MSC1-160 A30 e MSC1-160 A81,

apresentando alto padrão de reconhecimento para CTMs de coelho e reatividade muito baixa para

CTMs humanas.

5. CONCLUSÕES

Foi possível isolar e estabelecer culturas de células-tronco mesenquimais de coelho.

Foi demonstrado que, apesar da medula óssea ser a fonte mais utilizada para obtenção de

CTMs, populações celulares semelhantes provenientes do tecido adiposo apresentam taxas

de crescimento e proliferação significantemente maiores, diminuindo o tempo necessário

para a realização do trabalho bem como os custos envolvidos.

Foram produzidos hibridomas secretores de anticorpos contra células-tronco mesenquimais

de coelho.

Dos 10 clones produzido todos tiveram a determinação do isótipo por citometria de fluxo e

foram purificados e caracterizados.

Todos os anticorpos monoclonais produzidos pertencem à classe IgG, à subclasse IgG1 e

apresentam cadeia leve kappa.
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Foi possível demonstrar a aplicabilidade de todos os AcMm produzidos através dos ensaios

em citometria de fluxo contra diferentes populações de células-tronco, técnica mais utilizada

na caracterização imunofenotípica de linhagens celulares em pesquisa.

Oito dos AcMm produzidos apresentaram reação cruzada com células-tronco de tecido

adiposo humano, enquanto os AcMm MSC1-160 A20 e MSC1-160 A81 apresentaram

reatividade quase que exclusiva à CTMs de coelho.

6. PERSPECTIVAS

Pretende-se conjugar os anticorpos monoclonais produzidos com o corante fluorescente

FITC para utilização em imunofluorescência indireta e citometria de fluxo sem a necessidade de

anticorpos secundários na reação. Os AcMm produzidos deverão ainda ser testados contra um maior

número de diferentes populações celulares, a fim de avaliar a especificidade contra células-tronco

mesenquimais apenas.
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