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RESUMO

A tecnologia de produgdo de anticorpos monoclonais revolucionou a
investigacao diagndstica, especialmente a analise dos grupos sanguineos em
imuno-hematologia. O polimorfismo das hemacias humanas torna a produgao de
novos insumos extremamente necessaria. Dentre os sistemas de grupos sanguineos
descritos, o sistema Rh tem se mostrado um dos mais complexos pela vasta
composic¢ao de antigenos. Analisando aspectos estruturais do antigeno D associado
as técnicas de biologia molecular, identificam-se numerosas variantes deste
antigeno por trocas de DNA entre genes similares levando a alteragdo de epitopos e
consequentemente de padrdo de expressao fenotipica na superficie das hemacias.
Desvendar e identificar estas variantes com insumos biotecnoldgicos desenvolvidos
no pais foi o desafio desta pesquisa, onde anticorpos monoclonais contra antigenos
eritrocitarios foram produzidos através de fusao celular, utilizando-se células de bago
de camundongos BALB/c imunizados com hemacias fenétipo D categoria IV2. Nove
fusbdes foram realizadas e os sobrenadantes de cultura foram triados por teste de
hemaglutinagdo em microplacas. Foram congelados e mantidos em nitrogéncio
liquido 41 hibridos. Estes hibridos foram clonados e mantidos em meio de cultura
para a obtenc&do dos anticorpos monoclonais, resultando em 12 clones 1gG1, 5 1gGaz,
e 10 IgM. Os clones foram selecionados para producdo de liquido ascitico, atraves
da injecdo dos clones em camundongos BALB/c. Os anticorpos monoclonais
produzidos, inicialmente ndo demonstraram a especificidade foco do presente
trabalho que foi a produgéo de anticorpos anti-D, no entanto, os hibridomas podem
ter secretado diferentes especificidades de anticorpos monoclonais, de acordo com
os antigenos presentes na membrana das hemacias utilizadas para a imunizagao
dos camundongos.

Uma segunda fase da pesquisa esta sendo feita para confirmacéo da(s)
especificidade(s) dos anticorpos monoclonais produzidos, utilizando novos testes

para a identificagdo das imunoglobulinas.

Palavras-chave: Anticorpo monoclonal, D categoria IV?, D parcial.
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ABSTRACT

The blood groups analyses in immunohematology have been highly benefited
based on the advance of the monoclonal antibody technology improvement on
diagnostics investigation. The human red blood cell polymorphism increases the
need for new alternatives. The Rh system blood group is the most complex of all, due
to the vast antigenic composition. When analyzing the structural aspects of the D
antigen in combination with the molecular techniques, based upon DNA exchange
between similar genes it is possible to identify a huge number of partial D variants,
this situation leads to a change of epitopes and hence the red blood cell phenotypic
expression pattern. Unveil and identify these variables through the use of local
biotechnology was the challenge of this research. Monoclonal antibodies against
human red blood cell were produced by cell fusion, using spleen cells from
immunized BALB/c mice and DIV? red blood cells. Nine fusions had been made and
the culture supernatants were selected to the hemaglutination test using microplates.
Forty-one hybrids had been frozen and kept in liquid nitrogen. These hybrids had
been cloned and kept in the culture to collect monoclonal antibodies, resulting in 12
IgG1, 5 1gGo, € 10 IgM. The clones had been selected for ascitic fluid production, by
injection in BALB/c mice. The monoclonal antibodies produced initially had not
produced the anti-D as expected by the research. However, the hibrydomas could
have created different specificities of monoclonal antibodies, according to the antigen
located in the donor red blood cells membrane used in the mice’s immunization.

The second phase of the research is being done to confirm the monoclonal
antibodies specificities produced through the deployment of new tests to

immunoglobulin identification.

Key words: Monoclonal Antibody, Category D 1V?, Partial D.
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1 INTRODUGAO

1.1 MEMBRANA E ANTIGENOS ERITROCITARIOS

A membrana eritrocitaria € a membrana celular mais estudada devido a
facilidade na sua obtencado, porque ndo ha presenga de material nuclear como em
outras células (GALLAGER, 1998).

A membrana eritrocitaria, como as milhares de outras células do organismo
humano, é essencialmente constituida de lipideos e proteinas. Esta membrana
consiste de uma bicamada fosfolipidica, que representa aproximadamente 50% de
sua massa total e forma a barreira entre dois compartimentos liquidos, intra e
extracelular (COOPER, 1997). As trocas moleculares entre estes compartimentos

séo feitas através de bombas e canais de trocas de ions (MURADOR, 2007).

Embora os eritrécitos tenham sido tradicionalmente considerados
reservatorios inertes de hemoglobina, sabe-se atualmente que, de fato, eles abrigam
numerosas moléculas de superficie que participam de varios processos fisiologicos.
Algumas destas moléculas sao proteinas importantes para a estrutura e fungéo das
hemacias, enquanto outras com fungdes néo esclarecidas para os eritrécitos tém
demonstrado papéis bem definidos e vitais em outros tecidos. Assim, a elucidagao
das bases moleculares e bioquimicas dos antigenos de grupos sanguineos contribui
pelo menos em trés aspectos: a) no entendimento da estrutura dos epitopos
antigénicos; b) identificagdo e exploragdo de novas moléculas e suas fungdes, tanto
nas hemacias, quanto em outras células; c) possibilidade de criar reagentes

geneticamente obtidos para o uso em laboratorios de transfusdo (TELEN, 1995).

A imuno-hematologia, a imunoquimica e a imunogenética nasceram, de fato,
em Viena, em 1900, quando tudo comegou com a descricdo do grupo sanguineo
ABO, por Karl Landsteiner. A descoberta desse sistema permitiu, mais

concretamente, o estabelecimento das bases cientificas da transfusdo sanguinea.
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Desde 1908, sabe-se cientificamente que os grupos sanguineos pertencem
ao capital hereditario que cada um de nds recebe, que sao transmitidos de pais para
filhos, seguindo as leis da genética e que apresentam diferentes frequéncias nas
diversas populagdes. O estudo da diversidade dos antigenos, a caracterizagao
bioquimica das diferentes proteinas e o estabelecimento das funcbes desta
multiplicidade antigénica trara uma substancial contribuicdo tanto para o
estabelecimento do estado de saude, assim como para o diagnostico,
desenvolvimento de tecnologias como a produgdo de anticorpos monoclonais e a
conduta terapéutica de muitas enfermidades (MURADOR, 2007).

Antes de 1939, os unicos antigenos de grupo sanguineo clinicamente
significativos identificados eram aqueles pertencentes ao sistema ABO. Assim, a
terapia de transfusdo baseava-se no cruzamento dos grupos ABO. Apesar da
compatibilidade ABO, a transfusdo sanguinea continuava a resultar em morbidade e
mortalidade (O’CONNOR, 1992).

Atualmente, a Sociedade Internacional de Transfusdo Sanguinea, reconhece
30 sistemas de grupos sanguineos (DANIELS, 2009) (Figura 1). Todos estes
sistemas tiveram seus genes sequenciados e localizados em regides

cromossOmicas especificas.

Figura 1: Representacdo esquematica dos antigenos de grupos sanguineos na
membrana eritrocitaria (Fonte: Curso de Imunohematologia, 2009. José Alisson dos
Santos).
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Portanto, um sistema de grupo sanguineo consiste de um ou mais antigenos
controlados por um unico gene ou por dois ou mais genes homdélogos ligados, que

apresentem pouco ou nenhum grau de recombinacéo entre eles.

Além dos sistemas de grupos sanguineos, existem as coleg¢des, que contém
antigenos sorologica, bioquimica e geneticamente relacionados, mas que n&o
atendem a todos os critérios requeridos para serem sistemas; e duas séries de
antigenos eritrocitarios: a série 700 de antigenos de baixa frequéncia e a série 901

de antigenos de alta frequéncia.

Os critérios para inclusdo de antigenos na série 700 devem considerar uma
baixa incidéncia (<1%) do antigeno em diversas populagdes testadas, uma perfeita
distingdo de outros antigenos de baixa incidéncia pertencentes aos sistemas ou
colegdes, além da demonstracdo de heranga genética do antigeno em pelo menos

duas geracgoes.

De maneira similar, antigenos a serem incluidos na série 901 devem
apresentar uma alta incidéncia (>90%) em diversas populagdes testadas, uma
perfeita distingdo de outros antigenos de alta incidéncia pertencentes aos sistemas
ou colegdes, além da demonstracdo de heranga genética do antigeno em pelo

menos duas geracgoes.

A classificagdo completa pode ser encontrada no site “International Society for
Blood Transfusion (ISBT)” http://www.blood.co.uk/ibgrl.

1.2 SISTEMA RH

O sistema de grupo sanguineo Rh foi descoberto em 1939, com anticorpos no
soro de uma mulher que tinha gerado um natimorto e apresentou reagao
transfusional hemolitica apds receber sangue de seu marido. Levine e Stetson
observaram que o anticorpo aglutinava hemacias do seu marido e 80% dos
doadores de sangue ABO compativeis. Levine e Stetson ndo nomearem este

anticorpo.
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Em 1940, Landsteiner e Wiener produziram anticorpos por injegao de
eritrocitos de macaco Rhesus em coelhos. Estes anticorpos aglutinavam eritrocitos
de macaco Rhesus e 85% dos eritrocitos humanos, e era muito semelhante ao
anticorpo descrito anteriomente por Levine e Stetson (DANIELS, 2007). Apds estas
descobertas, varios estudos foram realizados e como resultado, na metade da

década de 1940, o sistema Rh consistia de cinco antigenos (D, C, E, c, e).

Alguns anos depois, provou-se que os anticorpos Rh dos animais e humanos
ndo reagiam com o mesmo antigeno. No entanto, com o acumulo de milhares de
publicagdes tornou-se impossivel trocar o nome do anticorpo humano clinicamente
importante de anti-Rh. Em consequéncia, os anticorpos anti-Rh dos animais e raros
exemplos de anticorpos humanos “D-like” foram renomeados anti-LW (Landsteiner e
Wiener) e os anticorpos humanos passaram a ser chamados anti-D (nomenclatura
Fisher-Race) ou anti-Rho (nomenclatura de Wiener), pertencentes ao sistema de
grupo sanguineo Rh (LOMAS-FRANCIS, 2000).

E um sistema complexo, considerado o mais polimérfico de todos os sistemas
de grupos sanguineos humano em funcdo da organizagdo de seus genes no
cromossomo, o que facilita as recombinag¢des genéticas. A grande imunogenicidade
dos antigenos Rh, particularmente do RhD (RH1), faz deste sistema, o mais

importante na pratica transfusional depois do sistema ABO.

Os antigenos do sistema Rh estdo envolvidos em reagdes transfusionais
hemoliticas, doenga hemolitica do neonato (HDN) e anemia hemolitica autoimune.
Anormalidades morfologicas e funcionais de hemacias deficientes dos antigenos Rh
(fendtipos raros Rhpy € Rhmog) indicam que a proteina Rh é necessaria para a

integridade da membrana.

Como visto anteriormente, os antigenos do sistema Rh foram primeiramente
definidos por aloanticorpos usando simples técnicas de hemaglutinagdo. Em 60 anos
de investigacbes sorologicas, com o objetivo de prover transfusbes de sangue
efetivas e seguras, revelou-se que a expressao de um antigeno particular pode

variar na membrana da hemacia, apresentando alta expressao (ex. o antigeno D de
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alguns fenoétipos delecdo), baixa expressao (ex. Antigenos C e e de alguns fenétipos
raros) ou ainda a auséncia dos antigenos Rh (ex. fenétipo Rhyy). Antigenos de baixa
incidéncia foram associados com alguns fendtipos ou expressdes antigénicas
alteradas (REID, 2004). Além disso, no soro de alguns individuos, foram
identificados aloanticorpos contra antigenos expressos em suas préprias hemacias
(Ex. individuos D positivo com anticorpos anti-D) (LOMAS-FRANCIS & REID, 2000).

Os avangos dos estudos moleculares aliados aos estudos soroldgicos
contribuem muito para o entendimento deste complexo sistema de grupo sanguineo
Rh.

1.2.1 NOMENCLATURA

A terminologia utilizada para discutir o sistema Rh é derivada de diferentes
teorias genéticas. Fisher e Race propuseram a terminologia CDE, onde os antigenos
Rh eram produzidos por trés grupos de alelos intimamente ligados (D/d, C/c e E/e).
Anti-d nunca foi encontrado e nao existe. Wiener definiu a terminologia Rh-Hr, onde
acreditava que o gene responsavel por definir o sistema Rh, produzia um
aglutindégeno que continha uma série de fatores sanguineos, ou seja, multiplos alelos

em um unico locus génico.

Uma terminologia numérica, sem implicagdes genéticas foi introduzida em
1962, para um correto registro dos resultados sorologicos. Esta foi adotada e aceita
pela Sociedade Internacional de Transfusdo Sanguinea (ISBT): D é RH1; C, RH2; E,
RH3; ¢, RH4; e e, RH5 (DANIELS, G.L.,1999). Hoje, o sistema consiste de pelo
menos 50 antigenos independentes. Embora tenhamos antigenos classificados pela
nomenclatura ISBT até o numero 57, sete (Rh13, Rh14, Rh15, Rh16, Rh24, Rh25,
Rh38) se tornaram obsoletos (Figura 2).

Em 1986, Tippett propds uma outra teoria alternativa: um modelo de dois
genes, um produzindo ou ndo D e o outro produzindo C/c e E/e. Os dois genes RH
eram herdados juntos (TIPPETT,1986).
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SISTEMA Rh (ISBT: 004 — RH)
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009 010 011 012 013 014 | 015 | ' 016
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Figura 2: Antigenos do sistema Rh e a classificacdo segundo a ISBT

1.2.2 PROTEINAS E GENES

Os antigenos do sistema Rh sdo carreados por duas proteinas
transmembranares de multipasso (RhD e RhCE) com estruturas muito similares.
Ambas sao compostas de 417 aminoacidos, apresentando 6 algas (loops)
extracelulares, 12 segmentos transmembranarios e 7 intracelulares. Sdo produzidas

por dois genes ligados e homdlogos (RHD e RHCE).

O gene RHD produz o antigeno D e o gene RHCE produz os antigenos Cc e
Ee. A proteina RhD carreia o antigeno RhD, o mais imunogénico de todos os
antigenos de grupos sanguineos, presente em 85% da populacédo branca, mas esta

frequéncia pode variar dependendo da populagao estudada. Esta ausente em uma
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parcela importante de diversas populagbes, nos individuos chamados RhD
negativos, como resultado da supressao ou outras alteracbes do gene RHD. A
proteina RhCE carreia os antigenos C, c, E, e de acordo com as formas alélicas do
gene RHCE (ANSART-PIRENNE, 2004; DANIELS, 1995). Os demais antigenos
deste sistema sao carreados por variantes das proteinas RhD e RhCE, produzidas
por genes RHD e RHCE que sofreram algum tipo de mutag¢ao, desde pontuais por
simples trocas de bases (missense) até recombinagdes genéticas com trocas

parciais ou totais de exons entre os genes.

Os genes RHD e RHCE estao localizados no cromossomo 1, na posi¢cao
1p36.11 e em sentidos opostos. Sdo genes complexos que originam 0S NUMEerosos
antigenos do sistema Rh. Estudos do gene RH demonstram mais de 120 diferentes
alelos RHD e mais de 50 diferentes alelos RHCE. Novos alelos estdo sendo
descobertos (WESTHOFF, 2007).

Os genes RHD e RHCE sao homodlogos e ligados (haplotipo), cada um
contendo 10 exons. Cada exon de um gene constroi um segmento da proteina, de

maneira que os 10 exons produzem a proteina integral (Figura 3).

Figura 3: Genes do sistema Rh (Fonte: Curso de Imunohematologia, 2009. José
Alisson dos Santos).
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1.3 ANTIGENO D (RH1)

Na medicina transfusional, o antigeno D € o mais importante do sistema Rh e
o antigeno mais importante depois dos antigenos A e B. O anticorpo anti-D pode ser
a causa de severas e fatais reagdes transfusionais hemoliticas e doenca hemolitica
neonatal. Pelo menos 30% dos individuos D negativo transfundidos com hemacias

D+, formam anticorpos anti-D.

A presencga ou auséncia do antigeno D, indica o fenétipo Rh+ (presenga do
antigeno D) e Rh- (auséncia do antigeno D). Este antigeno esta presente entre 82%
e 88% dos caucasianos Europeus e Americanos e em 95% dos negros africanos. D
€ um antigeno de alta frequéncia no Extremo Oriente, atingindo 100% em algumas
populag¢des (DANIELS, 2007).

Existem variantes do antigeno D, que podem ser determinadas por trocas de
DNA entre genes similares levando a alteragao de epitopos e consequentemente de
padrao de expressao fenotipica na superficie das hemacias. Podem ser classificadas
em trés grupos: variantes D parciais (incluindo categorias), D fraco e Dg
(DENOMME, 2008). Hoje listam-se pelo menos 36 categorias de D, outras 47
variantes de D parciais, além de variantes D fraco e De (FLEGEL, 2010).

O fendtipo D parcial resulta de mutagdes na regido extracelular da proteina de
membrana, podendo levar a aloimunizagao. O fendtipo D fraco era considerado um
polimorfismo quantitativo e ndo qualitativo da expressédo do antigeno D e, portanto,
teoricamente individuos com este fendtipo, em contraste com fenétipos D parciais,
nao desenvolveriam aloanticorpos anti-D. No entanto, atualmente o fenétipo D fraco
esta sendo amplamente estudado por meio de técnicas moleculares, e os estudos
demonstram mutagdes missenses, resultando em unica ou multiplas substituicdes de
aminoacidos, localizados na regido transmembranar ou intra celular (Figura 4).Ja

foram descritos alguns tipos de D fraco que aloimunizam pacientes (FLEGEL, 2010).
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Nos fenotipos Dgj, 0 antigeno D é expresso em niveis muito baixos e nao é
detectado por testes sorologicos rotineiros. Sé € detectado por testes de adsorcao e
eluicdo de anti-D (WAGNER, 2004; WESTHOFF, 2007).

Figura 4: Proteina RhD. Em circulos laranja e vermelho estdo representadas as
mutagdes D fraco. Em azul, as mutag¢des de D parciais.

Dependendo do fendtipo Rh, RhD e RhCE diferem por 32 a 36 substituicbes
de aminoacidos (HUANG, 1997). Poucas destas substituicbes estdo nos “loops”
externos e ainda é incerto que residuos presentes em RhD, e ausentes de RhCE,
sejam essenciais para a expressao do antigeno D. Um mosaico de numerosos
epitopos constituem o antigeno D. Auséncia de um ou mais desses epitopos,
determinados por reagdes de aglutinacdo das hemacias, quando testadas contra
anticorpos monoclonais anti-epD1 até anti-epD9 (epD = epitopo de D), resulta em
fendtipos D parciais, representando uma variagdo qualitativa da expressado dos
antigenos D (Figura 4). Individuos que expressam em suas hemacias antigenos D
parcias podem, quando expostos a um antigeno D normal, produzir aloanticorpos
anti-D clinicamente importantes, dirigidos ao epitopo que lhes falta, capazes de
causar reacao transfusional e doengca hemolitica do neonato (HDN). Fendtipos D
parciais foram inicialmente classificados em categorias e sub-categorias usando
anticorpos policlonais anti-D e anticorpos humanos anti-D de individuos D parciais
(TIPPETT, 1996).
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Anticorpos humanos monoclonais agora estdo sendo usados para classificar
antigenos D parciais de acordo com os epitopos de D (epD) expressos. O modelo
original consistia de 9 epitopos de D, foi expandido para 16 (TIPPETT, 1996), 30
(JONES et al, 1995) e atualmente 37 epitopos (SCOTT, 1996), demonstrando uma
extensiva heterogeneidade sorolégica dos fenotipos D parciais. Em geral, a

eliminacao de epitopos de D resulta de uma substituicdo de um unico aminoacido.

Antigenos D parciais, que perdem um ou mais epitopos, estdo sendo
extensivamente estudados molecularmente. Foram definidos diversos tipos de alelos
variantes do gene RHD, que produzem fendtipos D parciais. Antigenos D parciais
resultam de rearranjos génicos de RHCE em RHD (Dlll, DVI, DFR, DBT) e de RHD
em RHCE (DHAR) ou de uma simples mutagdo de ponto (DII, DVII, DHMi, DNB,
DNU, DHR, DHM, DFW) (LOMAS-FRANCIS, 2000). (Figura 5)

Nos individuos com tipos DVI, DBT e Ry,™ (DHAR), os alelos produzem
fenotipos D parciais faltando muitos epitopos do antigeno D e que, por
consequéncia, se imunizam facilmente quando transfundidos com hemacias D

positivas.

Sorologicamente, o fendtipo D parcial é determinado de acordo com a
reatividade obtida com anticorpos monoclonais anti-D (JONES, 1995), sendo entao
divididos em categorias (Figura 6). Algumas dessas categorias estdo associadas a
alguns antigenos de sanguineos de baixa incidéncia, o que também ajuda na
diferenciagcao entre elas (GIRELLO, 2002; DENOMME, 2008; LOMAS-FRANCIS,
2000).
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Figura 5: Variantes do antigeno D. Trocas em RHD. Os aminoacidos codificados
pelo gene RHD estao representados por caixas pretas e caixas brancas representam
os codificados pelo RHCE. D parciais associados com troca de um unico aminoacido
estdo no topo da figura. Ao lado de cada rearranjo, esta indicado o antigeno de
baixa frequéncia associado.

FIGURA 6: Categorias de antigeno D (Fonte: Curso de Imunohematologia, 2009.
José Alisson dos Santos).
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1.4 ANTICORPOS MONOCLONAIS

A investigacéo de caracteristicas antigénicas celulares teve como ferramentas
inicialmente os anticorpos obtidos a partir de individuos imunizados (o ser humano
ou animais), produzindo anticorpos policlonais, que reconhecem diversas estruturas
na superficie destas células e apresentam baixas concentracbes e pouca
especificidade (BLANCHARD, 1995). A producdo dos anticorpos policlonais vem
sendo descontinuada gradativamente devido a falta de matéria prima (origem

humana).

Tais ferramentas diagndsticas, no entanto, tiveram grande avango a partir do
desenvolvimento dos anticorpos monoclonais (AcMm) por Kéhler e Milstein em 1975
(KOHLER, 1975). Estes sdo imunoglobulinas produzidas por um unico clone de
células B, diferindo dos anticorpos policlonais por serem monoespecificos e
homogéneos. O desenvolvimento dos reagentes monoclonais trouxe grande
contribuicdo na area de imuno-hematologia, pois estes reagentes vém substituindo

os reagentes policlonais com total eficacia.

Anticorpos monoclonais (AcMm) sdo importantes ferramentas imunoquimicas;
suas principais caracteristicas sdo especificidade de ligagdo, homogeneidade e a

capacidade de serem produzidos em grande quantidade.

Os reagentes derivados de anticorpos monoclonais apresentam grandes
vantagens sobre os policlonais. Eles ndo s&o contaminados por proteinas séricas
nao-imunoglobulinicas, tem especificidade e afinidade consistentemente
reproduzivel e, podem ser produzidos em quantidade ilimitada durante um periodo

indefinido de tempo.

A produgdo de monoclonais revolucionou o diagndstico na area médica, tanto
humana, como em veterinaria. Apesar desta tecnologia ja ter mais de 30 anos,
desde a primeira descricdo em 1975, e sua ampla aplicagédo, a aspirada diminui¢cao
de custos para os servicos de saude ainda ndo se tornaram realidade. Trata-se de
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tecnologia dominada por paises com amplo investimento em biotecnologia, fato este

nao evidenciado fortemente no Brasil.

O método de producdo destes anticorpos envolve a fusdo de linfocitos B de
animais previamente imunizados com o antigeno de interesse e células neoplasicas
em fase exponencial de crescimento (mieloma multiplo). A fusdo do linfécito B com o
mieloma resulta em células denominadas “hibridomas” (Figura 7). Uma das
principais vantagens sobre a produgao dos hibridomas é que os antigenos nao

purificados podem ser utilizados para a produgdo de anticorpos especificos
(HARLOW , 1988).

PRODUGAO DE ANTICORPOS MONOCLONAIS

Imunizagao
Fusao - PEG
Linfécitos produtores Mieloma
de anticorpos NS/1
(HGPRT) Hibridoma
Baco
Re-clonagem
Hemaglutinagao Diluicao Limitante
Selegao de Cultivo dos clones
hibridos positivos Clonagem positivos

Figura 7: Produgao de anticorpos monoclonais.

Na producdo do anticorpo monoclonal, apds a realizacdo da fusao celular,
trés situagdes podem ocorrer: 1) células fusionadas (linfécito B do camundongo com
mieloma multiplo murino), objetivo dos protocolos de produgdo de anticorpos
monoclonais, 2) células linfocitarias ndo fusionadas ou fusionadas ao acaso entre si

e 3) mieloma multiplo ndo fusionado ou fusionado ao acaso entre si (Figura 8).
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Somente a primeira formacao € de interesse. As demais situacdes descritas em 2 e
3 devem ser eliminadas. Na situacao 2, o problema é auto-limitado tendo em vista a
pouca viabilidade de linfocitos normais em cultura a longo termo. Estas células
linfocitarias entrardo normalmente em apoptose programada e serao eliminados das
culturas pelos processos de repicagem. Mas a terceira situagéo € preocupante, uma
vez que o mieloma se divide rapidamente em cultura dificultando a selegdo dos
hibridomas. Utilizam-se, entdo, propriedades do genoma do mieloma incluindo a
hipermetilagdo e a deficiéncia de uma enzima do sistema hipoxantina-guanina-
fosforibosiltransferase (HGPRT), uma das enzimas da via de recuperagao da sintese
de nucleotideos. Células normais sdo HGPRT positivas enquanto o genoma do
mieloma € HGPRT negativo. Para regular esta etapa, utiliza-se a selegdo enzimatica
dos hibridomas através do sistema Hipoxantina-guanina-fosforibosiltransferase
(HGPRT). Assim, 24 horas apos a fusao é adicionado meio de cultura contendo o
suplemento Hipoxantinaaminopterina-timidina (HAT). A aminopterina bloqueia a via
de novo, restando somente a via de recuperagao a ser utilizada para a formacgao de
nucleotideos. No entanto, a hipoxantina pode ser utilizada na sintese somente por
células HGPRT positivas, ou seja, hibridomas e linfécitos. Os mielomas contém a
proteina HGPRT n&o funcional e morrem nessas condi¢cbes. Os linfécitos nao
fusionados possuem morte programada, o que permite a viabilidade na cultura
somente dos hibridomas (HARLOW, 1988).

Nesta fase, ha diversos hibridomas produtores de anticorpos monoclonais
diferentes em uma mesma coldnia de células e por isso devem ser posteriormente
submetidas ao processo de clonagem celular. Neste processo, objetiva-se a
deposi¢cdao de somente uma célula (clone) em cada cavidade da placa de cultura
para crescimento de uma coldénia composta por clones secretores de anticorpos
especificos a um unico determinante antigénico (epitopo) denominados
monoespecificos. Estes clones secretores sdo selecionados e amplificados para a
obtencdo de maiores volumes, na intencdo de obter maiores concentracbes do
anticorpo, possibilitando a caracterizagdo e uso do mesmo. Tanto apos a fuséo
celular como apés a etapa de clonagem celular, a fase de triagem (screening), ou
seja, o0 teste delineado para estudo dos provaveis anticorpos obtidos ¢é

extremamente importante. O teste de triagem deve ser o mais préoximo possivel da
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forma futura de utilizacdo do anticorpo monoclonal, facilitando a analise do

desempenho desses anticorpos no teste escolhido (PRICE, 1995).

Figura 8: Aspecto fotomicrografico logo apds a fusao celular: 7 Linfécito murino
normal ndo fusionado, 2 mieloma multiplo NS1 e 3 hibrido em rearranjo
cromossémico. Objetiva de 40X em contraste de fase ph2 (Fonte: Laboratério de
Anticopos Monoclonais — UNESP-Botucatu, 2009).

Apos a primeira etapa de triagem os hibridomas secretores de anticorpos
monoclonais sao retestados pelo menos 3 vezes para garantir a estabilidade da
célula recém-construida. Mantendo-se com reatividade contra o antigeno escolhido,
a célula é submetida a clonagem celular. Esta etapa é novamente procedida de
triagens subsequentes para entdo se estabelecer a fase de amplificagdo clonal. A
amplificacdo clonal pode ser feita por métodos em cultura como “batch de cultura”
(cultura descontinua) em frascos de tamanhos progressivamente maiores chegando
a 1 litro e até bio-reator ou pelo método in vivo, com a producéo de liquido ascitico
(HARLOW, 1988).

O liquido ascitico, também denominado ascite, € um fluido intraperitoneal
extraido de camundongos que desenvolveram um tumor peritoneal. O tumor é

induzido através da inje¢cdo de hibridomas no periténio, que funciona como uma
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camara de crescimento para essas células. Esse método possibilita o crescimento
dos hibridomas para altas densidades e sua secrecédo de anticorpo € mantida. Deste
modo, forma-se uma solu¢gao com alta concentragao de anticorpos, que pode variar
de 1 a 10mg/mL, e pode ser coletada (HARLOW, 1988). A producédo de liquido
ascitico € o método de escolha para obtencdo de anticorpos monoclonais em
maiores concentracbes por diversas razdes, entre elas o facil desempenho da
técnica, proporciona alta concentragcdo de AcMm e elevada taxa de sucesso além de
baixo custo por mg de AcMm produzido. Apesar da alta relevancia, sabe-se que a
inducédo de ascite pode causar dor e sofrimento aos animais, motivo pelo qual se

costuma reduzir o numero de animais utilizados (GEUS, 1998).

A evolugao dos reagentes passou nas ultimas décadas do uso dos reagentes
denominados policlonais aos monoclonais com certa euforia, e mais recentemente
nova geragao de anticorpos comegam a aparecer: os denominados “engenherados”
ou produzidos pela associagao dos avangos da biologia molecular com a engenharia

celular.

O diagnostico hemoterapico, em especial na area de dominio da imuno-
hematologia, a contribuicdo da tecnologia dos monoclonais € indiscutivel. No
entanto, a diversidade antigénica das hemacias humanas (DANIELS, 2007) com a
sua geo-distribuicdo heterogénea faz com que a gama de reagentes disponiveis por
um mesmo fornecedor n&o atenda as necessidades da demanda transfusional. O
dilema na hemoterapia aponta para os diversos problemas na obtengdo de soros
e/ou hemacias raras para conclusao da identificagcdo de anticorpos irregulares, bem
como na selecdo de glébulos para transfundir pacientes alosensibilizados
(ENGELFRIET, 2006).

Nao se tem disponivel no mercado nacional uma grande variedade de
antisoros e hemacias fenotipadas (raras), principalmente quando se tratam de
antisoros dirigidos contra antigenos de alta frequéncia e/ou baixa frequéncia, o que
obriga uma dependéncia de centros de referéncias, sua maioria no exterior, gerando
demora na investigacao e elevagao custos. Muitas sao as situagdes de impedimento

da continuidade dos estudos imunohematoldgicos.
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Em relagédo ao antigeno D (RH1), em virtude do polimorfismo deste antigeno,
os fabricantes estdo produzindo anticorpos monoclonais de modo a detectar a
grande maioria das variantes deste antigeno (Figura 9), no entanto, devido a grande
miscigenagao da populagdo brasileira, os reagentes disponiveis ainda nao
conseguem detectar todas as variantes. Deve-se utilizar uma combinagdo adequada
dos clones anti-D, oferecendo uma seguranca na identificagdo destas variantes.
Outro fator relevante é o custo destes reagentes, que € na sua totalidade originado
de matéria prima importada, gerando com isso elevado custo para o consumidor

final.

Figura 9: Kit comercial para caracterizagao sorolégica de antigenos D parciais. ID-
Partial Rh D-Typing Set (Diamed® AG, Morat, Switzerland)

A necessidade da auto-suficiéncia nacional destes insumos deve-se ao fato
de exercer uma hemoterapia de melhor qualidade, visando o bem estar do paciente,

com custos racionalizados, fato este motivador deste projeto.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Neste trabalho, o objetivo foi a produgdo e caracterizagcdo de anticorpos
monoclonais dirigidos contra antigenos eritrocitarios humanos, para utilizagdo nos

testes imuno-hematologicos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Producéo e caracterizagao de AcMm dirigidos contra antigenos de diferentes
epitopos do antigeno D (RH1), a partir de banco de hemacias fenotipadas.

Neste trabalho, a imunizagéo foi com o fenoétipo D parcial V2.

* Produgcdo e caracterizacdo de anticorpos monoclonais murinos (AcMm)
dirigidos contra contra antigenos eritrocitarios humanos raros: alta frequéncia
e/ou baixa frequéncia populacional.

» Determinagao de classe e subclasse dos anticorpos obtidos.

» Estudo da expresséo dos antigenos D (RH1) utilizando os anticorpos obtidos.

» Caracterizagao dos anticorpos obtidos e avaliagdo sobre a aplicabilidade na

pratica transfusional.
» Validagdo multicéntrica dos AcMm caracterizados: Hemocentro de Botucatu,
Banco de Sangue do Hospital Sirio Libanés e Avaliagdo Externa da

Qualidade — ANVISA/MS ou outro centro de referéncia no exterior.

» Registro e /ou patenteamento dos produtos obtidos.
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3 MATERIAIS E METODOS

Esta pesquisa obteve a aprovagao do Comité Experimental do Hospital Sirio
Libanés (Anexo 1) e da Comissédo de Etica em Experimentacdo Animal da Faculdade
de Medicina da UNESP — campus Botucatu, com protocolo n°® 766/2009 — CEEA
(Anexo 2).

3.1 OBTENGAO DAS HEMACIAS FENOTIPADAS

Para os protocolos de imunizacdo de animais e consequente produgao de
anticorpos monoclonais murinos foram selecionadas hemacias Rh+, com fenétipo D
categoria 1V?, a partir da consulta dos registros eletronicos dos doadores de sangue
do Banco de Sangue — Hospital Sirio Libanés, e convocacéo destes doadores para

nova doagao de sangue.

Foram selecionados dois doadores que apresentavam este fendtipo D
categoria IV?. Para determinagdo do fenotipo destes doadores foram utilizadas
técnicas de screening utilizando métodos de hemaglutinagcdo com anticorpos anti-
Go? para determinagao do antigeno Go® (RH30) e testes soroldgicos com anticorpos
monoclonais conhecidos dirigidos aos epitopos do antigeno D provenientes do Il e
IV Workshop Internacional de Anticorpos Monoclonais (Nantes, 1996/ Paris, 2000).
Na auséncia de reatividade com alguns destes epitopos (epitopos 1, 2, 3 € 9), os
mesmos foram analisados pela técnica de PCR multiplex (MAASKANT-VAN WIJK,
1998) para caracterizagdo molecular do gene RHD (Figura 10).
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Figura 10: Técnica de PCR multiplex para caracterizagdo molecular do gene RHD
(Fonte: Laboratério de Biologia Molecular — Banco de Sangue Hospital Sirio Libanés,
2009)

3.2 PROTOCOLOS DE IMUNIZAGAO

Os protocolos de imunizagao utilizados seguiram a técnica classica descrita
por Kohler e Milstein (KOHLER, 1975), modificada por Deffune e padronizada no
laboratério de Engenharia Celular do Hemocentro de Botucatu (DEFFUNE, 1992).

O protocolo utilizado foi de longa duragdo. Para cada protocolo foram
utilizados camundongos de linhagem isogéncia BALB/c, mantidos no Biotério de
Laboratério de Pesquisa de Doencas Tropicais da Faculdade de Medicina da
UNESP - campus Botucatu, em sala climatizada por meio de ar condicionado e
exaustdo além de temperatura programada para 22°C, visando o bem estar dos

animais.

Denominaram-se DIVS e DIVSP os protocolos em que se utilizou,
respectivamente, hemacias fenotipadas D categoria IV® e hemacias D categoria 1V®
tratadas com enzima papaina. Em cada protocolo foram imunizados 5 camundongos
como descrito no Quadro 1, sendo que todos, dentro de cada protocolo, receberam
a mesma fonte do antigeno na dose de 500uL de suspensao de hemacias a 5% e a

mesma via de inoculagdo. Para imunizagao, foi utilizada a via intraperitoneal (IP).
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No protocolo DIVS, um dos camundongos foi ao obito, portanto o protocolo de

imunizagao seguiu-se somente com 4 camundongos.

Protocolo de Antigeno Ne° de Agenda de Via de
Imunizagao animais Imunizagao Inoculagao
DO — 12 Imunizagao IP
D7 — 22 Imunizagao IP
DIVS Hemacias fenétipo DIV 4 D27 — 32 Imunizagéo IP
D42 — Reforgo IP

DO — 12 Imunizagao IP

Hemacias fendtipo DIV D7 — 22 Imunizagao IP

DIVSP tratadas com enzima 5 D27 — 32 Imunizacao IP
papaina D42 — Reforgo IP

Quadro 1 — Protocolo de imunizagdo em camundongos BALB/c com hemacias DIV?
e hemacias DIV? tratadas com enzima papaina.

Como parceiras de fusao foram utilizadas as células de mieloma multiplo
murino da linhagem NS/1, obtidas por Kohler e Milstein (1975), provenientes do
Laboratoire de Genie D’Institute National de Transfusion Sanguine (INTS) de Paris,
integrante da Agence Francaise du Sang, mantidas em nitrogénio liquido
(DEFFUNE, 1996).

As células NS/1 foram descongeladas 8 dias antes da fusdo segundo Deffune
(1992) e mantidas em crescimento com meio de cultura, em estufa a 37°C e
atmosfera contendo 5% de CO,. Acompanhou-se o crescimento das células até que
elas apresentassem viabilidade celular igual ou superior a 90%, verificada por

coloragao azul de tripano (Tripan Blue 0,4%) em microscopio éptico.
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3.3 FUSAO CELULAR

As fusbes celulares foram realizadas segundo a técnica descrita por Kohler &
Milstein (1975) com modificagées de Deffune (1992).

ApOs as duas primeiras imunizagdes realizadas com intervalo de 21 dias, os
animais receberam um reforgo final por via intravenosa (21 dias ap6s a segunda
imunizagao), sem adjuvante, trés dias antes da fusdo. No dia da fusdo, os
camundongos foram anestesiados com anestésico tiopental sodico para a
esplenectomia e, em seguida, eutanasiados com o mesmo farmaco na dose de 60-
80mg/kg de peso animal (IP). Cada baco retirado foi manipulado separadamente em
capela de fluxo laminar para a perfuragdo da capsula esplénica e remogao dos

linfocitos.

O procedimento de fusdo foi realizado por cocentrifugagcdo dos linfécitos
recém-coletados de cada animal imunizado juntamente com células NS/1 na
proporcao de 1/10 e o agente fusionante polietilenoglicol PM 4000 (PEG - Merck®)
(1mg de PEG para cada 100 x 10° células - NS1 + linfécitos). Em seguida, as células
foram distribuidas em microplacas de cultura celular de 96 cavidades, contendo meio
enriquecido (ME) em aminoacidos essenciais (Gibco BRL®) e ndo essenciais (Gibco
BRL®), e soro fetal bovino (SFB) a 20%.

A selecdo enzimatica dos hibridos obtidos foi realizada dentro do sistema
hipoxantina-guanina-fosforibosiltransferase ~ (HGPRT) segundo KOHLER &
MILSTEIN (1975). Apds a realizagédo da fusao celular com a distribuicdo das células
na microplaca, o meio seletivo HAT (Hipoxantina-Aminopterina-Timidina) foi
adicionado a cultura (100uL por cavidade da placa). Este meio possibilita a selegéao
através da proliferacdo dos hibridomas (linfécito B + NS/1) e a eliminagdo das

células nao fusionadas.

Trés dias apo6s a fusao foram adicionadas a cultura dos hibridomas as células
de companhia (feeders cells) células oriundas de timo de camundongo de até 20
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dias de vida, na quantidade de 1 x 10° células por cavidade da placa. A finalidade é
suplementar o meio de cultura com fatores de crescimento, importantes para o
desenvolvimento dos hibridos recém-construidos (GORDON, 1988; DAVIS, 1994).
Além disso, os timdcitos facilitam a visualizagdo do crescimento dos hibridomas por

possuirem tamanho menor.

3.4 SELECAO DOS HIBRIDOMAS (TRIAGEM)

A partir da fusdo, a observagdo em microscépio invertido permitiu o
monitoramento diario das células. As cavidades onde houve proliferacdo celular e
confluéncia de 95 a 100% foram marcadas para a coleta dos sobrenadantes de
cultura (SNC). Todos os SNC foram coletados no dia do teste, quando houvesse
passado no minimo 48 horas sem troca de meio de cultura, favorecendo o aumento

da concentragédo de imunoglobulinas.

O método de screening utilizado foi a técnica de hemaglutinagdo em
microplacas para determinar a presenca de anticorpos especificos contra os

antigenos utilizados na imunizagdo dos camundongos.

Os SNC coletados foram testados por técnicas de hemaglutinacdo em
microplacas (DEFFUNE, 1996), utilizando as mesmas hemacias ou hemacias de
mesmo fendtipo daquela que serviram a imunizagdo dos animais (hemacias colhidas
em anticoagulante EDTA, lavadas e ressuspensas a 3% em solugcdo salina
fisiologica). Recolheu-se 50uL de SNC a ser testado, colocando-se em microplaca

“e “, "

de 96 cavidades com fundo em “v’ ou “u”, adicionou-se 25uL de suspensao de
hemacias a 3% em solucéo salina fisioldgica e centrifugou-se a 800rpm durante um
minuto, agitou-se, lendo contra um fundo claro. Os SNC reagentes foram

classificados de acordo com o grau de reatividade (1+ a 4+).

Cada célula construida, uma vez negativa, foi descartada do protocolo.
Aquelas cujo teste inicial foi positivo, mesmo que em fraca intensidade, foram
expandidas para volumes crescentes de meio de cultura e os respectivos

sobrenadantes testados por mais trés vezes por hemaglutinagdo em microplacas



37

com intervalos de 48 horas. Os hibridos que mantiveram-se com bom
desenvolvimento celular e reagentes até a quarta triagem foram submetidos a

expansao.

3.5 EXPANSAO DOS HIBRIDOS EM CULTURA

Apos a verificagdo dos hibridos positivos resultantes da fusao celular, os
hibridos selecionados na primeira triagem foram expandidos conforme preenchiam
as cavidades da microplaca de cultura de 96 pocgos. Assim, as células foram
repicadas para placas de 24 pocos e, posteriormente, para frascos de cultura de
25cm?, ao mesmo tempo em que as triagens subsequentes eram realizadas. Ent&o,
as células que mantiveram a reatividade até o quarto teste foram congeladas em
solucédo de SFB contendo 10% de dimetilsulfoxido (DMSQO), seguido de imersdo em

nitrogénio liquido para assegurar sua conservagao, segundo Deffune et al. (1996).

Apods o congelamento em 6 ampolas, cada hibrido foi semeado em frascos de
cultura de 25cm? para expansdo denominada “batch de cultura’, em que o material
permanece em cultivo por um periodo de 8 dias sem troca de meio de cultura,
conseguindo-se assim, maior liberacdo de anticorpos. As células em apoptose
separadas por centrifugacdo foram desprezadas e o sobrenadante de cultura

congelado em tubos devidamente identificados para posterior analise.

3.6 VIABILIDADE CELULAR

Para garantir o sucesso da clonagem celular, foi realizada a estimativa de
viabilidade dos hibridomas pela coloragdo Azul de Tripan a 0,4%. Em microscopia
Optica as células vivas aparecem claras e brilhantes, pois a membrana plasmatica
integra exclui o corante. As células mortas ou em degeneragdo, ao contrario,
incorporam o corante e aparecem maiores e com coloracdo azulada, devido a
fragmentacdo da membrana plasmatica. Assim, o resultado foi expresso em

porcentagem de células viaveis, segundo a formula:
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Viabilidade celular (%) = n° de células vivas x 100

n°® células vivas + n° células mortas

3.7 CLONAGEM

A clonagem dos hibridomas positivos foi realizada pelo método de diluigao
limitante em microplaca (HARLOW, 1988) com timdcitos obtidos de camundongos
BALB/c de 15 a 20 dias de idade como células de companhia. A finalidade da
clonagem é garantir que haja uma unica célula (hibridoma) em cada pogo da placa
de cultura. Através da observacido por microscopia invertida, cada poco foi
identificado sob a condigao de clone unico ou multiplo, sendo que somente os clones

oriundos de pogos denominados Unicos foram considerados potenciais monoclonais.

Os clones que se desenvolveram foram testados por hemaglutinagdo em
microplacas, segundo o protocolo anteriormente descrito, e aqueles que obtiveram
forte reatividade foram expandidos em volumes crescentes de meio de cultura até
que alcangcassem densidade adequada para congelamento e para inoculagdo em
camundongos visando a producdo de ascite. As células foram congeladas em
solucdo de SFB contendo 10% de DMSO a 4°C, seguido de congelamento em

nitrogénio liquido.

3.8 DETERMINAGAO DA CLASSE E SUB-CLASSE DAS IMUNOGLOBULINAS
PRODUZIDAS

A determinacdo da classe das imunoglobulinas produzidas foi realizada pelo
método de imunodifusdo dupla em gel de agar (Ouchterlony), utilizando
imunoglobulinas policlonais de coelho de especificidade anti-imunoglobulinas
murinas. Este € um método onde ocorre precipitagdo na regido de equivaléncia

quando antigeno e anticorpo se difundem no agar (CATTY, 1988; ROIT,1997).

A técnica de citometria de fluxo foi realizada para determinacédo da classe e
sub-classe das imunoglobulinas murinas produzidas (BROW,1995; HAYDEN, 1988),



39

através do kit CBA Flex - IgA, IgG e IgM (BD Biosciences®), utilizado de acordo com

as instrugdes do fabricante.

Conjugated beads to antibody (CBA) é um kit utilizado para identificacdo
rapida do isotipos de cadeia pesada e leve de um anticorpo monoclonal murino em
uma unica amostra. Cada esfera (bead) prevé uma superficie de captura para uma
proteina especifica. Para a determinagcdo do isotipo, anticorpos reveladores com
intensidade de fluorescéncia diferentes para cada isotipo sdo colocados apoés
incubagdo das beads com a amostra (sobrenadante de cultura). O kit aliado a
citometria de fluxo permite volume de amostra pequena, poucas diluicbes e rapida
execugao da técnica. Este produto possibilita a detecgdo de mais de uma classe

e/ou subclasse na mesma amostra (MORGAN, 2004).

A leitura foi realizada em citdbmetro de fluxo provido de laser de argbonio a
480nm, de 15mW, e as informagdes obtidas foram analisadas pelo software Cell

Quest - BD® por graficos em “dot plot” para analise.

3.9 OBTENCAO DE ANTICORPOS MONOCLONAIS POR PRODUGCAO DE
LIQUIDO ASCITICO

Para a obtencao de anticorpos monoclonais em maior concentragédo que em
sobrenadante de cultura, decidiu-se pela produgdo de liquido ascitico. Para tal,
foram utilizados camundongos fémeas da linhagem BALB/c, com cerca de 60 dias
de vida, provenientes do biotério da FMB — UNESP e mantidos nas mesmas

condi¢des anteriormente descritas.

Suspensdes de clones produtores foram injetadas na cavidade peritoneal dos
camundongos previamente tratados com 1,0mL de Pristane®. Apés 10 a 15 dias da
injecdo das células, com o intumescimento do abdémen dos animais, o liquido
ascitico foi puncionado utilizando-se seringas e agulhas estéreis. As células e a
gordura foram removidas apods centrifugagcéo a 25.000 x g por 30 minutos, e o liquido
ascitico aliquotado em ampolas, congelado e conservado a - 80°C.
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3.10 AVALIAGAO ELETROFORETICA DA MONOCLONALIDADE

O controle eletroforético da monoclonalidade foi realizado a partir do liquido
ascitico obtido e anticorpo monoclonal purificado. Realizou-se a eletroforese sobre
ldaminas de vidro em gel de agar a 1%, de acordo com o protocolo operacional
padrao desenvolvido no Laboratério de Bioquimica do Hemocentro da FMB. As
ldminas de vidro numeradas foram cobertas por gel de agar a 1% diluido em tampao
Veronal (pH 8.9) e, apds secagem, foram formadas finas canaletas de 1,2cm de
comprimento. Em cada lamina de vidro foi aplicada 5uL da amostra. As laminas
foram dispostas na cuba de eletroforese, aplicando-se 80mA e 180 V durante 60
minutos. Apdés a corrida eletroforética as laminas foram deixadas em solugao
contendo alcool, acido acético e agua (70% de alcool, 5% de acido acético e 25% de
agua) durante 20 minutos para fixagdo, cobertas por papel filtro e deixadas em
estufa a 37°C por 12 horas para secagem (OLIVEIRA, 2009). Para evidenciar a
separagao das proteinas, utilizou-se o corante negro de amido e a leitura em

scanner com o software SDS-60 para eletroforese (CELM®)
3.11 CONFIRMAGAO DE ESPECIFICIDADE E VALIDAGAO MULTICENTRICA

Uma etapa inicial foi realizada utilizando hemacias fenotipadas do Banco de
Sangue — Hospital Sirio Libanés. Como segunda etapa, avaliou-se a concentragéo
dos anticorpos produzidos pelo método de titulacdo do soro, utilizando hemacias de
diferentes fendtipos. Posteriormente, nova etapa sera realizada, utilizando painéis
comerciais, painéis proprios e eventualmente painéis de centros de referéncia
internacional.

Os anticorpos monoclonais foram testados pela técnica classica de
aglutinagdo em tubos, mas em uma etapa posterior, apds a caracterizagdo, os
anticorpos serao testados e padronizado nas técnicas: Microplacas, Colunas de gel,
Citometria de fluxo e Western blotting. Uma vez caracterizados os anticorpos, a
produ¢cdo em meédia escala, utilizando batch de cultura pela técnica de Spinners sera
realizada seguida das etapas de controle de qualidade a ajuste de titulagéo. A

posteriori, 0os anticorpos serdo aliquotados e enviados em centro parceiros para
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controle em paralelo com reagentes comerciais disponiveis. Cada centro recebera o

anticorpo produzido in house.
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4 RESULTADOS

4.1 PERFIL FENOTIPICO E GENOTIPICO DAS HEMACIAS UTILIZADAS NA
IMUNIZAGAO

Para a apresentagdo dos resultados, diferentes etapas metodoldgicas serao
apresentadas, entre elas, o perfil fenotipico e genotipico dos doadores de hemacias
utlizadas como imunégeno. Foram selecionados dois doadores de sangue do Banco
de Sangue do Hospital Sirio Libanés que inicialmente apresentaram os seguintes
resultados: Doador 1 (protocolo DIVS), Grupo sanguineo ABO/Rh O Rh+; fenétipo
Dccee (Ror), K-k+; Kp(a-b+); Fy(a-b+); Jk(a+b+); M-N+; S-s+; U+; Tja+; Di(a-) e
Doador 2 (protocolo DIVSP), grupo sanguineo O Rh+, fenotipo Dccee (Ror); K-k+;
Kp(a-b+); Fy(atb+); Jk(a+b+); M+N-; S-s+; U+; Tja+; Di(a-). Os doadores, foram
fenotipados para um outro antigeno do sistema Rh (Go?), que € um antigeno
associados a variantes de D categoria IV?. Os resultados demonstraram a presencga

do antigeno de baixa frequéncia (Go®) nas hemacias dos doadores.

Diante destes resultados, as hemacias dos doadores foram testadas contra
um painel de soros monoclonais dirigidos aos epitopos do antigeno D provenientes
do Ill e IV Workshop Internacional de Anticorpos Monoclonais (Nantes, 1996/ Paris,
2000) e os resultados demonstraram auséncia de reatividade com os epitopos 1, 2,

3 e 9, como descrito no Quadro 2, caracteristica do fenotipo D categoria V2.

Os doadores foram analisados pela técnica de PCR multiplex, para
confirmacgéo do gendtipo RHD (Figura 11). Observou-se auséncia dos exons 3 e 7

confirmando o genotipo D/IVZ.
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epD D categorias doad
DIl | DIl [DIva|DIVb|DVa1]Dva2]bva3bva4] bva| bvb| pvi | bvil] bFR] DeT] bHA]DHM] DNB] DAR| DNU[DOL [ DHK
13 |+ | +| - | - + |+ | -] -|+]|+|-|V]V 0
21 + [ + - - + |+ | + | + + |+ - + |+ |+ | +|+|V 0
2.2 + |+ -] -]+ ||+ +| -] - -+ -+ +|V 0
3.1 + [ + - - + |+ |+ |+ [+ | V]|+]|+]| + - + | V| + | +]|+ ]|+ 0
5.1 + |+ |+ ]+ -l - -] - + |+ | -+ | ]|+ |+ +]|+ 4+
5.2 + |+ |+ |+ |+ + - - - + |+ - - + |+ | + - + 4+
5.3 + [+ |+ |+ ]| - - - - - + | - + [+ |+ -] +]| - 4+
54 + [+ | + | + | + - - - - - + - + |+ |+ | +]| V] - 4+
6.1 + |+ [+ |+ |+ |+ ]|+ ]| +]|+|W + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ +]+] 4+
6.2 + [+ |+ |+ |+ |+ |+ ]|+ |+]|V + |+ | + + |+ |+ |+ +|V 4+
63 |+ |+ |+ |+ |+ +|+]|+]|+]|V + |+ | - + |+ |+ [+ ]|+ | V] 4+
6.4 + [+ |+ |+ |+ |+ |+ ]+ | +]| - + | - |+ |+ |+ |+ | +|+|+]|V 4+
65 |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ +]|+ +| - |+ + |+ |+ [+ ]+ |+ ]| 4+
6.6 + [+ |+ |+ |+ |+ - - - + | - - V]i+ |+ | +|+]|V 4+
6.7 + [+ |+ |+ |+ |+ |+ + |+ + | - - + (V]| + |+ ]| V] 4+
6.8 + |+ |+ [+ |+ ]|+ |+ |+ + | -] - + | - |+ | + 4+
8.1 + [+ |+ |+ |+ |+ |+ + |+ - - - V]| + -+ [V 4+
82 [+ |+ [+ |+ |+ |+ ]|+ ]|+ ]|+ - |+ + |+ |+ |+ | +]| 4+
8.3 + [+ |+ |+ |+ ]|+ | - - -+ - 4+
9.1 -l - - ||| |||+ ]+ + |+ | + + | + 0
151 + | + | + + |+ |+ |+ + + | +| + + |+ |+ |+ | + 4+
161 + | + | + | + | + + |+ |+ |+ + + 4+

Quadro 2 — Painel de anticorpos monoclonais (workshop internacional) dos doadores
utilizados no protocolo de imunizagao.

200pb == > ; : = Ctl Interno (200pb)

xon 5 (157pb)
xon 4 (126pb)
xon 3 (111pb)
xon 7 (96pb)
xon 9 ( 71pb)

50pb < b . xon 6 (57pb)

Figura 11: Técnica de PCR multiplex para caracterizagdo molecular do gene RHD
dos doadores utilizados na imunizagcdo dos camundongos (Fonte: Laboratorio de
Biologia Molecular — Banco de Sangue Hospital Sirio Libanés, 2009).

4.2 OBTENGAO DE ANTICORPOS MONOCLONAIS

Utilizaram-se 05 camundongos da linhagem BALB/c para os protocolos de
imunizacao anteriormente descritos sendo que todos os animais do protocolo DIVSP
permaneceram vivos até o dia da fusdo. Entretanto, no protocolo DIVS, 01 animal
morreu impedindo o procedimento de fusdo celular. Realizaram-se nove fusdes

celulares a partir de dois protocolos de imunizagao diferentes, sendo protocolo DIVS
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para imunizagdo utilizando hemacias D categoria IV? e protocolo DIVSP para
imunizagdo utilizando hemacias D categoria I1V? tratadas com enzima papaina,
correspondendo a um total de 2.470 células construidas envolvendo os dois

protocolos no periodo de margo a agosto de 2009 (Tabela 1).

Tabela 1 - Hibridos construidos nos protocolos de imunizagao utilizando como
antigeno hemacias Rh(D)+ fenétipo D categoria IV? (DIVS), e hemacias D categoria
IV® tratadas com enzima papaina (DIVSP) segundo o rendimento.

FUSAO N° placasde  N°de hibridos N° de hibridos % de hibridos
96 pocos distribuidos testados testados
DIVS 1 3 289 56 19,4
DIVS 2 3 289 66 22,8
DIVS 3 2 179 179 100,0
DIVS 4 2 179 179 100,0
TOTAL 10 936 480 X =60,5
DIVSP 1 4 347 347 100,0
DIVSP 2 2 171 171 100,0
DIVSP 3 3 211 211 100,0
DIVSP 4 4 343 343 100,0
DIVSP 5 ) 462 462 100,0
TOTAL 18 1.534 1.534 X=100,0

Trés dias apds a fusao, iniciou-se a observacdo das placas de cultura
para identificagdo dos hibridos que se desenvolveram (figura 8). O método de
triagem definido como padrao foi o de hemaglutinagdo em microplacas utilizando as
mesmas hemacias ou hemacias com a mesma caracteristica fenotipica da hemacia

que serviu a imunizagao dos animais.

Do total de 2470 células construidas, 2014 (81%) foram testadas inicialmente. Os
hibridos considerados reagentes no primeiro teste foram expandidos e
progressivamente testados para se definir a estabilidade dos mesmos em cultura. No
protocolo DIVS dos 480 hibridos testados foram identificados 259 hibridos cujo
desempenho no teste de hemaglutinagdo em microplacas mostrou-se reagente. Para

o protocolo DIVSP, partindo de 1534 hibridos testados, obtiveram-se 105 hibridos
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reagentes. A medida que os hibridos eram expandidos, o desempenho de
reatividade foi decrescente, como €& descrito na literatura, pois nem todos os
rearranjos cromossOmicos que ocorreram durante a fusao celular sao estaveis. Entre
cada teste houve um intervalo de tempo de no minimo 72 horas. Desta forma, o
desempenho dos testes foi de 206 e 29 hibridos reagentes para o protocolo DIVS
(no 2° e 3° retestes, respectivamente) e 71 e 30 para o protocolo DIVSP. As figuras

11 e 12 mostram a reatividade dos hibridos nos diferentes testes de triagem de cada

protocolo.
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Figura 12: Desempenho da reatividade dos sobrenadantes de cultura dos hibridos
reagentes ao longo do tempo (DIVS).
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Figura 13: Desempenho da reatividade dos sobrenadantes de cultura dos hibridos
reagentes ao longo do tempo (DIVSP).
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Durante o processo de expansao celular, alguns hibridos ndo apresentaram
crescimento satisfatério ou contaminacdo bacteriana e foram eliminados do
experimento; foram congelados e mantidos em nitrogéncio liquido 20 hibridos do
protocolo DIVS e 21 hibridos do protocolo DIVSP para a constituicdo do banco de
células. Estes hibridos foram clonados, cujo procedimento visa garantir que a
imunoglobulina obtida no final do processo seja oriunda de células de padrao unico.
Para assegurar uma clonagem eficiente, os hibridos em cultura foram submetidos ao
teste de viabilidade. Segundo DAVIS (1994), as células devem apresentar
viabillidade igual ou acima de 90% para serem clonadas, entretanto, os valores
obtidos foram abaixo, porém proximos a 90% e decidiu-se por realizar a clonagem.
Os percentuais de viabilidade, em cada processo de clonagem estao expressos nas

tabelas 2 e 3.

Tabela 2 — Percentual de viabilidade dos hibridos para a producdo de anticorpos
monoclonais obtidos com a imunizagdo dos camundongos com hemacias fenétipo D
categoria 1V® (DIVS) no momento da clonagem, segundo o numero de clones
testados, obtidos e selecionados apos triagem por hemaglutinagao.

Protocolo Viabilidade Ne clones Ne clones Ne clones
(%) testados obtidos retidos no
30 teste

DIVS 2 - 12 89,5 78 32 5
DIVS 2 - 56 83,3 56 19 5
DIVS 2 - 65 81,8 28 10 5
DIVS 2 - 196 84,4 9 3 1
DIVS 2 - 225 85,7 17 17 5
DIVS 3 - 22 91,6 15 5 5
DIVS 3 - 81 50,0 17 16 5
DIVS 4 - 65 69,5 17 2 2
DIVS 4 - 71 72,2 12 11 5
DIVS 4 - 88 74,0 19 9 5

TOTAL X 78,2 268 124

I
(&Y
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TABELA 3 — Percentual de viabilidade dos hibridos para a produgcao de anticorpos
monoclonais obtidos com a imunizagdo dos camundongos com hemacias fenétipo D
categoria IV? tratadas com enzima papaina (DIVSP) no momento da clonagem,
segundo o numero de clones testados, obtidos e selecionados apés triagem por
hemaglutinagéo.

Protocolo Viabilidade Ne° clones Ne° clones Ne° clones
(%) testados obtidos retidos no
3° teste
DIVSP 1 - 321 85,0 23 15 5
DIVSP 2 -4 2 2 2
DIVSP 3 - 65 9 6 5
TOTAL MEDIA 40 23 12

O controle da clonalidade foi realizado pela técnica de eletroforese em gel de
agar a 1%. A Figura 14 representa o controle realizado com o teste coradol com azul

de Coomassie.

Uma vez identificado a clonalidade pela eletroforese, foram realizadas as
determinacdes de classe pela técnica de Ouchterlony e posteriormente classe e sub-

classe por citometria de fluxo usando kit CBA-BD®.

Pelo método Ouchterlony foram identificadas 10 IgM e 17 1gG. A Figura 15

mostra o arco de precipitacao do teste realizado e corado por azul de Coomassie.

Os desempenhos dos 27 clones testados por citometria de fluxo estdo
listados na Tabela 4. Este método, mais sensivel e especifico confirmou a classe
das imunoglobulinas determinando a sub-classe de IgG.
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Fragoes %
Gama 17.7
Beta 16.5
Alfa 2 4.9
Alfa 1 8.8
Albumina 51.2
Pré-Albumina 0.9

Figura 14: Técnica classica de eletroforese em gel de agar a 1%: 1 Ponto de
aplicagéo, 2 Imunoglobulinas (Ig) e 3 albumina.

Anticorpo1

Anticorpo 2

Anticorpo 3

Figura 15: Método de imunoprecipitagdo Ouchterlony. Método onde ocorre
precipitagdo na regido de equivaléncia quando antigeno e anticorpo se difundem no
agar. Centro: Anticorpo anti-lgG, Anticorpo 1: Ocorreu precipitagdo (IgG),
Anticorpo 2: Ocorreu precipitagdo (IgG) e Anticorpo 3: Nao ocorreu precipitagao
(IgG).
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Tabela 4 — Classe e sub-classe, determinada por citometria de fluxo, dos anticorpos
produzidos pelos clones obtidos nos protocolos de imunizagdo com hemacias
fendtipo D categoria IV® (DIVS) e com hemacias D categoria IV? tratadas com
enzima papaina (DIVSP).

Clone Classe/subclasse

DIVS 2 - 12A47, A74 lgG1k
DIVS 2 — 56A68, A77 IgM k
DIVS 2 — 65A48, A65 lgG1k
DIVS 2 — 196A54 IgM k
DIVS 2 — 225A06, A56 IgM k
DIVS 3 — 22A27, A38, A43 lgG1k
DIVS 3 — 81A05, A36, A46 IgG1
DIVS 4 — 65A31, A95 IgG1 k
DIVS 4 — 71A22, A23, A48 lgG2a k
DIVS 4 — 88A35, A47 lgG2a k
DIVSP 1 — 321A31, A44, A65 IgG1 k
DIVSP 2 — 4A75, A90 IgM k
DIVSP 3 — 65A21, A24, A30 IgM k

Na figura 16 estdo representados os graficos de “dot plot’ do software Cell
Quest — (BD Bioscience®) do controle negativo, dois controles positivos e andlise de

classe e subclasse de alguns dos clones testados.
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Figura 16: Determinacdo de Classe e Subclasse de Imunoglobulinas murinas pelo
método CBAFlow (BD Bioscience®). (A) Controle negativo; (B) controle positivo para
IgG1, 1gGap, IgA, IgE; (C) controle positivo para IgGz,, 19Gs, IgM; (D) Amostra 56A68
IgM; (E) Amostra 12A47 IgG1.

4.3 CONFIRMAGAO DA ESPECIFICIDADE

Esta etapa foi realizada inicialmente com auxilio de hemacias fenotipadas do
Banco de Sangue — Hospital Sirio Libanés. A técnica de screening para verificagao
da reatividade do anticorpo escolhida foi o método convencional de aglutinagéao
classica em tubos. Todos os anticorpos monoclonais obtidos apresentaram
reatividade 4+ com todas as hemacias testadas. Diantes de tais resultados, prop6-se
a titulagdo de anticorpos monoclonais comerciais com hemacias Rh(D)+ e Rh(D)-, e
fez-se a comparagcdo com os titulos dos monoclonais obtidos in house. Os
resultados demonstraram mesmo padrao de titulo utilizando diferentes hemacias, o
que descarta o propoésito inicial de producdo de anticorpos anti-D. Os anticorpos
monoclonais estdo sendo analisados com outras hemacias e em outras técnicas,

para uma posterior caracterizagado da especificidade.
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5 DISCUSSAO

Os sobrenadantes de cultura analisados por citometria de fluxo revelaram que
os anticorpos monoclonais obtidos na presente pesquisa foram na maior parte
imunoglobulinas da classe 1gGy. No entanto, também foram produzidos

imunoglobulinas da classe IgM e 1gG2,.

O foco do trabalho foi a produgcdo de anticorpos monoclonais dirigidos ao
antigeno D (RH1), no entanto, as hemacias utilizadas para a imunizagdo dos
camundongos carregavam em sua membrana outros antigenos eritrocitarios, o que
pode ter levado a formagao de outros anticorpos eritrocitarios, justificando diferentes

classes de imunoglobulinas.

Os clones obtidos foram selecionados para obtengao de anticorpos por liquido
ascitico. A producgao do liquido ascitico se fez necessaria para garantir seu uso
posterior na rotina imuno-hematologica, por conter concentracbes mais altas de

imunoglobulinas secretadas que os sobrenandantes de cultura.

Infelizmente, € uma realidade brasileira, ndo termos em diversas situacgdes,
condigcbes de encerrar nossos estudos imuno-hematoldgicos, ndo por falta de
interesse, e sim por falta de reagentes disponiveis no mercado, necessarios para

conclusao dos casos.

Os anticorpos monoclonais continuam em estudo, para uma posterior

caracterizagao da(s) especificidade(s).
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6 CONCLUSOES

A produgdo de hibridomas secretores de anticorpos contra antigenos

eritrocitarios humanos foi possivel.

Os anticorpos monoclonais produzidos foram da classe IgG4, IgM e 1gG2a.

Os anticorpos monoclonais produzidos, em uma primeira fase do estudo de
caracterizagdo, nao demonstraram de imediato, a especificidade foco do presente
trabalho que foi a produgado de anticorpos anti-D, dirigidos a fenétipos D categoria,
no entanto, os hibridomas podem ter secretado diferentes especificidades de
anticorpos monoclonais, de acordo com os antigenos presentes na membrana das

hemacias dos doadores utilizados para a imunizagdo dos camundongos.

Uma segunda fase do projeto esta sendo feita para confirmacdo da(s)
especificidade(s) dos anticorpos monoclonais produzidos, utilizando novos testes

para a identificagdo das imunoglobulinas.
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7 PERSPECTIVAS

A pesquisa sera mantida com a caracterizagao dos anticorpos monoclonais
obtidos, utilizando outros métodos de identificacdo de anticorpos. Depois de
caracterizados estes anticorpos monoclonais, pretende-se coloca-los na rotina
imuno-hematoldgica e para o futuro, de acordo com a caracterizagao dos anticorpos,

ha o interesse de registro e /ou patenteamento dos produtos obtidos.

7.1 VALIDAGAO MULTICENTRICA

Uma vez caracterizados os anticorpos, a produgdo em meédia escala,
utilizando batch de cultura pela técnica de Spinners sera realizada seguida das
etapas de controle de qualidade a ajuste de titulagdo. A posteriori, os anticorpos
serao aliquotados e enviados em centro parceiros para controle em paralelo com

reagentes comerciais disponiveis.
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ANEXOS

Anexo 1: Aprovacao do Comité Experimental do Hospital Sirio Libanés.

Anexo 2: Aprovagdo da Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da
Faculdade de Medicina da UNESP — campus Botucatu, com protocolo n° 766/2009 —
CEEA o comité da Universidade Estadual Paulista
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Anexo 2: Aprovagdo da Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da
Faculdade de Medicina da UNESP — campus Botucatu, com protocolo n® 766/2009 —

CEEA o comité da Universidade Estadual Paulista
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