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RESUMO

Anticorpos monoclonais (mAbs) sdo ferramentas-chave na investigacdo de fendmenos
biol6gicos e uma promissora alternativa para o tratamento de muitas doengas, em
especial os tumores. A cadeia produtiva de mAbs apresenta pontos cruciais para 0
desenvolvimento de um produto de qualidade que justifique os altos custos de producéo.
O procedimento de clonagem celular é a etapa de producdo que garante a
monoclonalidade das células produtoras, assegurando a especificidade do mAb. Desde
0s anos 80 existem tentativas de otimizacdo e automacéo deste procedimento visando a
garantia da monoclonalidade e aumento na eficiéncia de clonagem. A captura celular sob
observagéao direta ao microscopio pode ser considerada a Unica metodologia de clonagem
celular que garante 100% de crescimento monoclonal. Neste trabalho avaliamos
indicadores de eficiéncia de clonagem, tempo de execucédo e custos de uma metodologia
de clonagem celular por micromanipulacdo em comparacdo com a metodologia de
diluicdo limitante. Hibridomas murinos secretores de mAbs de diversas especificidades
foram clonados em paralelo por ambas as técnicas. Nao houve diferenca no tempo de
execucao das metodologias embora a observacéo dos clones da micromanipulacao seja
de 4 a 6 vezes mais rapida. A producdo de clones por micromanipulacdo é 4 vezes
superior a diluicdo limitante com reducéo de 60% no consumo de meio de cultura, o que
justifica os custos da metodologia. Concluimos que a clonagem celular por
micromanipulacdo é uma técnica precisa e que garante 100% de crescimento monoclonal
podendo vir a substituir a diluicdo limitante. Esta garantia elimina testes de comprovacgao
da monoclonalidade e reduz o tempo de cultura necessario para obtengdo de mAbs.

Palavras-chave: Anticorpos monoclonais; Clonagem celular; Diluicdo limitante;

Hibridomas; Micromanipulacéo.
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ABSTRACT

Monoclonal antibodies (mAbs) are outstanding tools for investigating biological
phenomena and a promising alternative to treat several diseases, specially tumors.
Production of mAbs has settled critical milestones at the production chain which justifies
high development costs. Cell cloning procedure is the milestone that guarantees
monoclonality and assures antibody specificity. Since the 80’s there have been attempts to
optimize and automate this procedure aiming to guarantee monoclonality and enhance
cloning efficiency. Celular capture under direct microscope observation is the only method
considered to guarantee 100% monoclonal growth. On this work we evaluated cloning
efficiency, working time and costs of a micromanipulating cloning technique compared with
gold-standard limiting dilution. Murine secretor hybridomas of various specificity were
cloned by both techniques in parallel. No differences were observed at both working times
although observation of micromanipulated clones was 4 to 6 times faster. Cloning
efficiency of micromanipulation cloning was 4 times higher than limiting dilution with 60%
reduction on media consume what justifies methodology costs. Cell cloning by
micromanipulation is a precise procedure that guarantees 100% monoclonal growth and
could substitute limiting dilution. This guarantee eliminates additional tests to assure
monoclonality and reduces culture working time on mAbs production.

Keywords: monoclonal antibodies; cell cloning; limiting dilution, hybridoma;

micromanipulation.
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INTRODUCAO

A producdo de anticorpos monoclonais tornou-se, desde sua descricdo 2,
importante ferramenta da biotecnologia médica e da producéo de biofarmacos,

A primeira geragdo de anticorpos monoclonais — mAbs, é constituida por
proteinas 100% murinas e proporcionou grandes avangos nas pesquisas biomédicas, tais
como caracterizacdo de proteinas, isolamento de virus e bactérias .

Esta geracdo propiciou o desenvolvimento e aprimoramento de técnicas de
diagnostico e investigacdo biomédica como imunofenotipagem, imunohistoquimica,
imunofluorescéncia, Enzyme-linked Immunosorbent Assay - ELISA e imuno-
eletrotransferéncia, consagrada como western blotting, iniciando o interesse na utilizacao
em imunomodulacéo, especialmente pés-transplante ).

Devido a sua origem, mAbs murinos apresentam imunogenicidade tipica e
pouca habilidade em ativar a resposta imune efetora limitando assim sua aplicacéo clinica
(6)

Como alternativas para os problemas encontrados na imunoterapia baseada
em anticorpos monoclonais murinos, foram descritos em 1984 ) e 1986 ®
respectivamente anticorpos monoclonais quiméricos e humanizados.

Os mAbs quiméricos sdo formados pela fusdo da regido variavel — Fv, da
imunoglobulina murina com a regido constante — Fc, da imunoglobulina humana. Na
producdo de mAbs humanizados, as regibes hipervariaveis determinantes de
complementariedade — CDRs, da imunoglobulina murina séo inseridas na imunoglobulina
humana ®1% A figura 1 apresenta as principais geracdes de mAbs.

Nos ultimos 30 anos, a tecnologia de anticorpos monoclonais passou por
grande desenvolvimento. Apesar dos métodos alternativos de producdo de mAbs como as

tecnologias de DNA-recombinante 'Y), Phage Display *?

, quimerizacdo e humanizacao
utilizando camundongos transgénicos **, a demanda pela descoberta e producdo em

larga-escala de mAbs murinos vém aumentando significativamente 4,
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sckv
(Fragmento variavel mAb Humanizado
de cadeia simples) (~90% humano)
mAb Murino zumab
(0% humano)
“momab”
mAb Humano
(100% humano)
“mumab”
(scFv);

mAb quimérico
(60 - 70 % humano)
“Ximab”

Figura 1 — Geracdes de anticorpos terapéuticos, suas denominacoes e especificacdes
(Adaptado de Ben-Kasus et al. ).

Entre 2001 e 2002, o mercado mundial de anticorpos terapéuticos cresceu
37,5%, movimentando US$ 5,4 bilhdes, dos quais 70% foram gerados por mAbs
quiméricos ©). Somente a area de Oncologia, que responde por 44% dos investimentos
em pesquisa movimentou, em 2008, um mercado de US$ 6,82 bi ().

Todavia, a producdo de mAbs requer identificacdo, isolamento e proliferacéo
de um uanico hibridoma secretor em meio a um conjunto heterogéneo de células, que
podem ser secretoras de anticorpos de diferentes especificidades ou nao secretoras
(17,18).

Dentro deste complexo procedimento, a etapa de clonagem celular é talvez, a
mais critica, considerando que a especificidade do anticorpo produzido depende
diretamente da verdadeira natureza monoclonal do hibridoma secretor ).

7

O termo “clonagem” é utilizado em areas distintas das ciéncias biomédicas. Em

7

biologia molecular, o termo “clonagem” é utilizado para designar o procedimento de
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obtencdo em grande quantidade de uma sequencia especifica de um determinado gene
(20).

Para a biologia reprodutiva, o termo “clonagem” determina a producdo de um
novo ser vivo utilizando células reprodutivas de um organismo e células somaticas de
outro, na técnica denominada de transferéncia nuclear de célula somatica **),

Para a biotecnologia, em especial na producdo de anticorpos e outras
proteinas, o termo “clonagem” determina o procedimento de isolamento de uma Unica
célula dentre uma populagdo heterogénea de células sendo denominado de clonagem
celular %),

Os métodos classicos de clonagem celular incluem a Diluicdo Limitante - DL,
Cilindros de Clonagem, Clonagem em suspensdo semi-sélida de Agar e, mais
recentemente, a separacdo celular ativada por imunofluorescéncia - FACS. Entretanto,
nenhum destes métodos pode garantir que os clones resultantes sejam derivados de uma
Gnica célula 8 22 24 29),

Na figura 2 podemos acompanhar a evolucdo das metodologias de clonagem

celular utilizadas na producao de mAbs.

Coffino et al, Clonagem em agar semi-solido

- Kohler & Milstein, Diluicdo Limitante

|7 MetCalf D, Aprimoramento de clonagem em agar

[
1972 1975 1977 1979 1993 1995 2000

1102

Parks et al, Clonagem por FACS ‘

Laboratério de Engenharia Celular

Wewetzer & Seilheimer,
Clonagem por micromanipulacéo

Caron et al, Clonagem por
micromanipulacao aprimorada
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Figura 2 — Linha do tempo dos procedimentos de clonagem celular na producéo de
mADs.

O método de DL, simples e amplamente utilizado, consiste na realizacado de
diluicdes seriadas em meio de cultura até uma determinada concentracdo ou densidade
celular em volume suficiente para distribuicdo em placas de cultura de 96 pocos. Esta
concentracdo pode ser ajustada para distribuir 1 célula / poco, 1 célula / 2 pocos ou 1
célula / 3 pocos ?+%528) A figura 3 ilustra os principais procedimentos da técnica de DL.

O intenso trabalho laboratorial, as observagdes rigorosas e minuciosas da
cultura, assim como a necessidade de sucessivas subclonagens, aumentam
significativamente o tempo de estabelecimento de linhagens monoclonais e reduzem

drasticamente a simplicidade inicial do processo 9.

D ® 1000 uL 500 uL 500 WL
< nmn N
10 mL
CONTAGEM
CALCULO —
. 4 -
L 200000000000
1 | 000000000000
I 000000000000
Q0 Q0 00
' _l o0 Q0 Q0
000000 33 33 33
Q99099 0600600000606
0000 O
00000 O
SO0000 O

Figura 3 — Etapas da técnica de diluicao limitante.

E importante ressaltar que a DL ndo é um processo de selecéo controlado, o
gue nado permite a selecdo das células com base em suas caracteristicas especificas
como viabilidade, secrecdo de anticorpos ou caracteristicas morfolégicas, selecionando
as células ao acaso 9.

A auséncia de controle sobre etapa téo relevante da producao gerou, no inicio

dos anos 80, uma busca por novas tecnologias e processos visando otimizar, automatizar
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e aprimorar a clonagem celular para garantir a monoclonalidade e recuperar hibridos
secretores raros ou de baixa frequéncia.

A eficiéncia de clonagem - EC, definida como a porcentagem do numero de
células que formam colbnias apds o procedimento de clonagem, é o principal indicador
utilizado para a comparacéo entre as diversas metodologias descritas 9.

Alteracdes no padrao de crescimento celular em células isoladas e col6nias de
baixa densidade, como perda das interacdes célula-célula e diluicdo dos fatores de
crescimento autocrinos, sdo uma das principais causas de queda na EC. Nestas
situacdes, mesmo sob condi¢des ideais, poucas células sobrevivem até que as condicoes
sejam restabelecidas .

Recentemente, as metodologias de separagdo celular por FACS tém sido
utiizadas concomitantemente as tecnologias de DNA-recombinante, permitindo a
separacdo de células altamente secretoras, especialmente as linhagens de células
ovarianas de Hamster chinés (CHO), que expressam marcadores especificos ¢ %%,

Sleiman et al, *® descrevem eficiéncia de clonagem de aproximadamente 58%
utilizando FACS, enquanto que o método de DL apresentou eficiéncia de 22,5%.

N&o se pode dizer que exista correlacdo direta e garantida entre as células que
marcam positivamente e as que realmente secretam. A propria marcacdo das células
pode tornar-se um inconveniente dependendo da linhagem utilizada ®® 29,

A captura celular sob observacao direta ao microscépio pode ser considerada a
Unica metodologia de clonagem de hibridomas que garante 100% de crescimento
monoclonal. Tal captura, pode ser possivel utilizando-se equipamentos de
micromanipulacéo 9.

Os micromanipuladores tiveram maior divulgacdo no meio cientifico em fungéo
das técnicas de reproducdo assistida como a fertilizacao in vitro, injecdo espermatica
intracitoplasmatica — ICSI, e, mais recentemente, a clonagem reprodutiva por
transferéncia nuclear — TN ©% 3% 32 A figura 4 destaca as principais utilizacbes da

micromanipulacao.
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MICROMANIPULACAO
Ovos Transferéncia

Nuclear
Injecao em Fertilizac&o
Animais in vitro
Organismo ICSI

Figura 4 — Principais aplicagbes da micromanipulagéo.

Nas metodologias de ICSI e TN, as mais comumente utilizadas, sdo colocadas
gotas de meio de cultura, em uma placa de Petri correspondentes ao nimero de embribes
gue se pretende construir. As gotas variam entre 4 e 20uL e, logo apds serem dispostas
na placa, sado rapida e cuidadosamente cobertas por 6leo mineral a 37°C. O 6leo mineral
impede o ressecamento das gotas durante a micromanipulacao e auxilia na manutencao
da assepsia 32

Estas condicoes de manipulacdo exigem infra-estrutura laboratorial e
condi¢cdes ambientais assépticas. Manter a assepsia ainda é o maior desafio em cultura
de tecidos, especialmente para o manipulador inexperiente. Entretanto, em certas
situacles, até mesmo os manipuladores mais experientes irdo sofrer com contaminacoes.
Se as condi¢cdes ambientais deterioram, como consequéncia de trocas de equipamentos
ou alteracdes sazonais de temperatura e umidade, a probabilidade de contaminacao
aumenta .

Wewetzer et al ¥ e Caron et al *” descrevem uma metodologia de selecéo

individual de células utilizando um aparelho de micromanipulagdo com controle
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monoaxial. No primeiro estudo, o autor ndo encontrou diferencas significativas entre o
método de DL e o método proposto obtendo eficiéncia de clonagem de 45% em ambos.

Ja Caron et al *” utilizaram o mesmo equipamento e a mesma metodologia
para o isolamento de linhagens ndo aderentes e aderentes, obtendo uma média na
eficiéncia de clonagem de 40%, sem utilizar hibridomas.

Em ambos os estudos, os autores relatam dificuldades na adaptacdo do
equipamento de micromanipulagdo ao microscopio invertido e também, no extenso tempo
de exposicdo da cultura a atmosfera e temperatura ambientes, o que limitou a
transferéncia a 50% da placa de cultura.

Outras metodologias, envolvendo sistemas automatizados de clonagem em
meio semi-sélido ®*| utilizacéo de técnicas litograficas *® e purificacéo celular mediada
por Laser %, foram descritas com resultados relevantes.

Com a maturidade do desenvolvimento técnico do Laboratério de Engenharia
Celular do Hemocentro da Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP, criado em 1993,
projetou-se para a primeira década do novo milénio o desafio de se iniciar a producéo de
mADbs com finalidade terapéutica. Tendo em vista a responsabilidade de tal meta, optou-
se pela aquisicdo de micromanipulador que atendesse as necessidades tanto da linha de
pesquisa com células-tronco, como da linha de producdo de mAbs. O desafio desta
dissertacao foi o de padronizar a utilizacdo de um equipamento para uma area até entao
n&o descrita.

Conforme previsto no regulamento do curso de Mestrado Profissionalizante do
programa de pos-graduacdo em Pesquisa e Desenvolvimento: Biotecnologia Médica,
apos esta introdugcdo, o conjunto de dados relativos ao trabalho de Mestrado sera

apresentado sob a forma de artigo cientifico.
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INTRODUCAO

A producdo de anticorpos monoclonais tornou-se, desde sua descricao 12 importante
ferramenta da biotecnologia médica e da producédo de biofarmacos.

Nos ultimos 30 anos, a tecnologia de anticorpos monoclonais passou por grande
desenvolvimento. Apesar dos métodos alternativos de producdo de mAbs como as

tecnologias de DNA-recombinante ¥ (12)

, Phage Display ™, quimerizagdo e humanizacao
utilizando camundongos transgénicos *®, a demanda pela descoberta e producdo em
larga-escala de mAbs murinos vém aumentando significativamente 9.

Entretanto, produzir um anticorpo monoclonal requer o isolamento de um Unico hibridoma
secretor em meio a um conjunto de células secretoras de anticorpos de diferentes
especificidades ou ndo secretoras 9.

Dentro deste complexo procedimento, a etapa de clonagem celular € a mais critica visto
gue a especificidade do anticorpo produzido depende diretamente da verdadeira natureza
monoclonal do hibridoma secretor 9.

Esta importancia desencadeou, no inicio da década de 80, uma busca por meios de
automatizar, otimizar e aprimorar o procedimento de clonagem celular para garantir a
monoclonalidade e reduzir o tempo de producéo dos anticorpos 81927,

Os métodos classicos de clonagem celular incluem a diluigdo limitante - DL, clonagem em
suspensao semi-sélida de agar e, mais recentemente, a separacdo celular ativada por
imunofluorescéncia - FACS. Todavia, nenhum destes métodos pode garantir que 0s
clones resultantes sejam derivados de uma Unica célula 18 2% 24.25),

A captura celular sob observacédo direta ao microscopio pode ser considerada a Unica
metodologia de clonagem de hibridomas que garante 100% de crescimento monoclonal.
Tal captura, pode ser realizada utilizando-se equipamentos de micromanipulacao 9.

Os micromanipuladores tiveram maior divulgacdo no meio cientifico em funcdo das
técnicas de reproducdo assistida como a fertilizacdo in vitro, injecdo espermatica
intracitoplasmética — ICSIl, e, mais recentemente, a clonagem reprodutiva por

transferéncia nuclear — TN ©0-32),
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No final da década de 90 e inicio dos anos 2000 foram descritos procedimentos de
clonagem celular por micromanipulacdo, porém os autores relataram dificuldades na
adaptacdo dos equipamentos ao microscopio, longo tempo de exposi¢cdo da cultura a
atmosfera e variagbes na temperatura e umidade, obtendo eficiéncias de clonagem de 40
a 45% (719,

Neste trabalho descrevemos uma nova metodologia de clonagem celular por
micromanipulagcdo e avaliamos indicadores de eficiéncia de clonagem, tempo de
execucao e custos em comparacado com a metodologia padrao-ouro de diluicdo limitante,

visando otimizar a producédo de mADbs.

MATERIAIS E METODOS

Obtencédo dos hibridomas murinos

Os hibridomas utilizados neste trabalho foram oriundos de protocolos de producédo de
anticorpos monoclonais murinos ja desenvolvidos ou em desenvolvimento no Laboratério
de Engenharia Celular da Divisdo de Hemocentro da Faculdade de Medicina de Botucatu
- UNESP.

A obtencado destes hibridomas seguiu a metodologia descrita por Khdler e Milstein @),
modificada por Deffune ©®® e padronizada nos Procedimentos Operacionais Padréo, do

Laboratério de Engenharia Celular ©®.

Determinacao dos critérios pré-clonagem celular

Para que o procedimento de clonagem celular possa ser realizado, os hibridomas devem
apresentar morfologia celular esférica, superficie celular homogénea, citoplasma néo-
vacuolizado e viabilidade celular superior a 70%.

A determinacdo da viabilidade celular e contagem foram realizadas por técnica de
exclusao por coloracao de Azul de Tripano a 0,4% (GIBCO®) e contagem de aliquota em

Camara de Neubauer 9,

Preparo de feeder cells
Foram utilizados como feeder cells, timécitos murinos preparados 24 horas antes do

procedimento de clonagem, na concentracdo de 2 x 10° células por poco, cultivados em
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meio de cultura completo — MC20, contendo meio de cultura RPMI 1640 (GIBCO®),

suplementos e 20% de Soro Fetal Bovino - SFB (GIBCO® - USA). As placas foram

cultivadas em incubadora Umida a temperatura de 37°C e atmosfera contendo 5% de CO,
(25)

Clonagem celular por Diluicdo Limitante

Imediatamente antes do procedimento, os hibridomas foram observados ao microscopio
para a determinacdo dos critérios pré-clonagens.

Aliquotas das culturas foram retiradas para a determinacdo da densidade celular inicial e
viabilidade. Os hibridomas selecionados para o procedimento foram clonados utilizando a
técnica de Diluicdo Limitante segundo Deffune ©?® * e cultivados paralelamente aos
clones submetidos a técnica de micromanipulagéo.

Como testemunho da técnica de DL, uma aliquota de 5 mL do meio de cultura do Ultimo
tubo de diluicdo foi mantida em placa de Petri, sob as mesmas condi¢cdes da cultura, por
15 dias.

Clonagem celular por Micromanipulacao

A técnica de micromanipulacdo - pMan, foi realizada em aparelho com controles triaxiais
semi-automaticos Transferman NK2® e sistema de injecdo misto ar-6leo e CellTram
Vario® (Eppendorf®), acoplado a um microscépio 6ptico invertido Axiovert 200 (Zeiss®).
Foram utilizados microcapilares de vidro, estéreis, de 15um de didmetro interno, com
ponta angulada e termomodelada, especiais para biopsia embrionaria.

A técnica é constituida de trés etapas: 1) Montagem da placa de Petri para isolamento
dos hibridomas; 2) Isolamento dos hibridomas por micromanipulacao e 3) Plagueamento
dos clones.

Na etapa 1, uma placa de Petri de cultura celular foi colocada sobre uma termoplaca de
adaptacao ao charriot do microscoépio e levada ao fluxo laminar.

Com auxilio de uma micropipeta, gotejou-se MC20, na placa de Petri, de forma simétrica,
adicionando uma gota contendo os hibridomas a serem clonados, retirada do mesmo
poco de cultura utilizado para a DL. As gotas foram cobertas com 6leo mineral estéril para

a manutencao da assepsia, temperatura e umidade.
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Na etapa 2, utilizou-se o micromanipulador para aspirar e transferir os hibridomas para as
gotas de MC20, selecionados segundo critérios morfolégicos de viabilidade como alta
refringéncia, membrana integra, citoplasma uniforme e alto grau de turgidez.

Os clones foram plagqueados aspirando-se cuidadosamente as gotas de MC e
dispensando-as cada qual a um poco na placa de cultura de 96 pocos, previamente
incubada com feeder cells.

As trés etapas foram repetidas até que o plaqueamento complete os 96 pogcos de uma
placa de cultura. A placa de cultura foi cultivada em incubadora imida a 37°C e atmosfera
contendo 5% de CO..

Entre as etapas, o microcapilar foi imerso em placa de Petri contendo 150 uL de MC20 e
coberta com 6leo mineral estéril. Esta placa é utilizada para a limpeza e manutencéo da
assepsia do microcapilar em repouso.

Apoés o término do procedimento, a placa de Petri usada como repouso foi incubada por
15 dias como testemunho da técnica, sendo verificada para a presenca de contaminacao
a cada 24h.

Determinacado do tempo de execucdo dos procedimentos

Os procedimentos de clonagem celular e observacdo microscépica dos clones foram
cronometrados para a composicao do tempo de execugdo. Foram observados
separadamente os tempos de manipulacdo dos hibridos e observacdo dos clones. O
tempo de manipulacéo foi cronometrado somente para as atividades particulares de cada
técnica, ndo incluindo obtencdo de feeder cells, viabilidade celular e manutencédo dos
hibridos.

Observacao microscopica e classificacdo dos clones

As placas de cultura foram observadas em microscépio invertido com contraste de fase 1
(Ph1) Axiovert 100® (Zeiss®), 48h, 96h e 10 dias apés o procedimento de clonagem.

As observacdes foram padronizadas quanto a area de observacao do poco de cultura e
sentido de leitura da placa e foram realizadas pelo mesmo manipulador, para ambas as
técnicas em cada um dos intervalos.

A classificacao dos clones foi executada durante a primeira observacao das clonagens de

DL seguindo os seguintes critérios:
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- Clones unicos:
e Grupo de células coeso ou muito proximo;
e Crescimento concéntrico;
e Auséncia de outros agrupamentos celulares.
- Clones mudltiplos:
e Grupo de células disperso;
e Crescimento aleatorio;
e Mais de um agrupamento celular no mesmo poco.
Na terceira observacao os clones foram numerados sequencialmente, iniciando na placa

referente a DL e concluindo no ultimo pocgo da placa referente a pMan.

Nova proposta para as observacdes da técnica de micromanipulacao

Foi realizada uma modificacdo no protocolo de observacdo dos clones para a técnica de
micromanipulacdo, devido ao fato de ndo serem necessérias a realizagdo das duas
primeiras observagdes. Na nova proposta, somente o tempo da observacgéao realizada 10
dias apdés o procedimento de clonagem foi utilizado para o calculo do tempo de

observacéo total e do tempo de execucéo total da técnica de micromanipulacéo.

Registro fotografico das observacodes

A documentacdo da evolucdo do crescimento dos clones bem como aspectos
morfolégicos relevante ao trabalho foram documentados utilizando camera
monocromaética de alta definicdo, especial para microscopia, Axiocam MRm (Zeiss®) e
camera digital adaptada para microscopia Powershot A120 (Canon®), acopladas ao

microscépio 6ptico invertido Axiovert 200 (Zeiss®).

Determinacéo da eficiéncia de clonagem e eficiéncia de clonagem relativa
A eficiéncia de clonagem - EC, pode ser definida como a porcentagem de pocos com
crescimento celular apds o procedimento de clonagem @429 e foi calculada utilizando-se

a seguinte férmula:

EC% = NC3 X 100, onde:
NP
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NC3 = numero de clones obtidos na 32 observacéo

NP = nimero de pocos distribuidos

A eficiéncia de clonagem relativa - ECRel, corresponde a porcentagem de clones Unicos
observados apds o procedimento de clonagem em relacdo ao total de pocos distribuidos

em uma placa de cultura de 96 pocos.

indice de Contaminac&o Celular
O indice de Contaminacdo Celular — ICC, foi determinado por observacido direta de
contaminantes ao microscopio e avaliacdo macroscépica de turvacdo e/ou alteracao
brusca de coloragdo do meio de cultura, segundo parametros definidos por Freshney (25),
iniciando-se 24h ap6s o procedimento e estendendo-se durante todo o cultivo.
Os casos confirmados de contaminacdo foram quantificados para o calculo do ICC
segundo a formula:
ICC% = NCont3 X 100, onde:

NP

NCont3 = numero de contaminagdes encontradas até a 32 observagao;

NP = nimero de pocos distribuidos.

Os pocos contaminados foram aspirados e sanitizados com solugédo de hipoclorito de

sodio a 2% seguido de lavagem com agua para injecao e aspiracao.

Determinacgdo da vulnerabilidade mecéanica da técnica de diluic&o limitante.
Foram avaliados quatro momentos de vulnerabilidade mecéanica identificados na técnica
de DL, avaliados pela variacdo na viabilidade celular em cada um dos pontos criticos
conforme descrito abaixo:

e Pré-clonagem (controle);

e Pos-centrifugacédo (P1);

e 1°tubo de diluicédo (P2);

e 2°tubo de diluicao (P3);

e 3°tubo de diluigao (P4);

e Pré-plaqueamento (P5).
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A avaliacéo foi realizada utilizando-se cinco hibridomas em cultivo e simulando a técnica
de DL. Uma aliquota de 100 pL foi retirada para cada determinacédo de viabilidade. Para
reduzir o consumo de MC20, as diluicdes seriadas foram realizadas em solucao fisiolégica

aquecida a 37°C.

Andlise de custos

Foi realizado levantamento dos custos unitarios de insumos descartaveis, reagentes e
material permanente utilizados exclusivamente para a execucdo dos procedimentos de
clonagem celular. Também foi incluso nos custos o valor de hora-trabalho para o cargo de
Bidlogo com base nos valores utilizados pela Se¢do de Recursos Humanos da Faculdade
de Medicina de Botucatu - UNESP. Estes valores serviram de base para andlise dos

custos de implantacéo e execucdo das técnicas.

RESULTADOS

Foram realizados 20 procedimentos de clonagem celular pelos métodos de DL e uMan.
Estas clonagens envolveram seis diferentes protocolos de obtencdo de anticorpos
monoclonais. O tempo médio de manipulacdo para a técnica de DL foi de 30 £ 6,6 min,
enquanto que para a uMan foi de 199 + 40,2. Ap6s a distribuicdo dos clones no ambiente
das microplacas, trés observacdes por microscopia invertida foram realizadas sendo duas
com intervalo de tempo de 48 horas e uma apos 10 dias. Para ambos os protocolos a
medida que a cultura evoluia, houve progressivamente a diminuicdo no tempo de

observacéo (Figura 5).
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Tempo de Execucéo
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Figura 5 — Tempo de execucédo das técnicas de clonagem celular.

Avaliando-se o tempo de execucdo relativo da técnica de uMan, observa-se que a
montagem da placa de isolamento € responsavel por 5,05% do tempo, sendo que o
procedimento de micromanipulacdo por si envolveu 15,36% do tempo, e o plaqueamento
10,63% do tempo. Outras etapas como a transferéncia de placas da estufa de CO; para o
microscopio, do microscépio para ambiente de fluxo laminar e a higienizacdo e anti-sepsia

necessarias para procedimento estéril foram responsaveis por 62,52% do tempo (Figura

6).
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Tempo de Execucdo Relativo - Micromanipulagao (%)

5,05

15,36

62,52

10,63

E Montagem B Micromanipulacdo B Plagueamento O Outros

Figura 6 — Tempo de execucdo relativo a cada procedimento da técnica de clonagem

celular por micromanipulagao.

Comparando o tempo de execucdo de observacéo e o total, para cada um dos diferentes
protocolos, identifica-se que nos 11 primeiros protocolos, o tempo médio total de
execugdo para a técnica de diluicdo limitante foi de 169 min. e nas ultimas nove
clonagens de 151,5 min., enquanto que para 0 mesmo grupo de clonagens, na técnica de
pMan inicial o tempo foi de 316 min. para os 11 primeiros protocolos e de 298 min. para
0s ultimos nove. Ja na técnica de uMan proposta, sem as duas primeiras observacoes
microscopicas, o tempo foi de 233 min. nos 11 primeiros protocolos e 214 min. nos
ultimos nove. Quando se considera a reducéo percentual no tempo, a maior reducao foi
de 37,17% e a menor de 14,42% correspondendo este, ao primeiro protocolo de

clonagem realizado por uMan, em destaque na Tabela 1.

A comparacao entre os tempos de observacao e execucdo das técnicas de DL, yMan e a

nova proposta para observacao da pMan sdo demonstradas nas figuras 7 e 8.
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Tempo de Observacdao Comparado
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Figura 7 — Tempo de observagdo comparado entre as técnicas de DL, uMan e nova
proposta para pMan. Obs - uMan (red) — Tempo de observagdo da nova proposta para

pMan.

Tempo de Execucdo Comparado
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Figura 8 — Tempo de execucdo comparado entre as técnicas de DL, yMan e nova
proposta para gMan. Total - pyMan (red) — Tempo de observagdo da nova proposta para

pMan.
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Na figura 9 se identificam os aspectos de observacdo por microscopia invertida. Em A, a
observagéao realizada com 48 h evidenciando um clone Unico da técnica de DL. Em B, o
mesmo clone apos 96 h e em C apds 10 dias, com elevada celularidade. Em D, E e F
aspectos em maior aumento do clone identificado.

Figura 9 — Fotomicrografia de clone multiplo em cultura 48h, 96h e 10 dias apos DL.

A - C: Evolucéo do crescimento do clone nas trés observacdes (aumento de 200, 50 e
50X, respectivamente). D — F: Detalhes da morfologia do clone em cultura (aumento de
100, 100 e 200X, respectivamente. Seta: localizacdo do clone na placa de cultura.

A analise por microscopia invertida dos clones multiplos da técnica de DL é evidente
como mostra a figura 10. As setas mostram, com 48 horas, trés pequenos agrupamentos
celulares em A, sendo que com 96 horas estes agrupamentos se uniram formando uma
aparente e Unica massa celular. Nas observacdes subsequentes, registros do crescimento
celular em multiplas camadas.

A relevancia das observacdes microscopicas com intervalos de 48 horas € nitida. Na
figura 11, a primeira observacédo apos a DL determinou a marcacdo do poco da placa de
cultura como sendo Unico enquanto que em B, observa-se que com 96h as formacdes

eram multiplas.
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Figura 10 — Fotomicrografia de clone multiplo em cultura 48h, 96h e 10 dias ap6s DL.
A - C: Evolucédo do crescimento do clone nas trés observagfes (aumento de 200, 50 e
50X, respectivamente). D — F: Detalhes da morfologia do clone em cultura (aumento de
100, 100 e 200X, respectivamente. Seta: localiza¢céo do clone na placa de cultura.

Figura 11 — Fotomicrografia de clone multiplo identificado como clone Unico 48h apds DL
e re-classificado apés 96h e 10 dias de cultivo. A - C: Evolucdo do crescimento do clone
nas trés observacdes (aumento de 200, 50 e 50X, respectivamente). D — F: Detalhes da
morfologia do clone em cultura (aumento de 100, 100 e 200X, respectivamente. Seta:
localizacéo do clone na placa de cultura.
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N&o foram observadas alteracdes nos aspectos morfologicos das clonagens realizadas
por uMan, durante as trés observacdes, em nenhum dos 20 procedimentos. A figura 12
apresenta detalhes do clone isolado por uMan acima da camada de feeders cells,

observadas ao fundo com tamanho nitidamente diferente do clone.

Figura 12 — Fotomicrografia de um clone 48h ap6s a micromanipulacdo (Aumento de
200X, Phl).

Apés 10 dias de cultura, os clones obtidos por pMan apresentaram crescimento
homogéneo, distribuidos pelo fundo do poc¢o de cultura ou em cachos, como pode ser

observado nas figuras 13 e 14.



Figura 13 — Fotomicrografias dos clones 10 dias apds a micromanipulacdo (Aumento
100X, Phl).
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Figura 14 — Fotomicrografias dos clones 10 dias ap6s a micromaniopulacdo (Aumento de
200X, Phl).
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Analisando a eficiéncia da clonagem nos diferentes protocolos realizados, a média para
DL foi de 30,52 + 24,22% e para uMan 33,00 + 20,24%. A eficiéncia média relativa foi de
10,99 + 8,62% para DL e de 33,00 + 20,24% para uMan (Tabela 2).

Tabela 2 - Eficiéncias dos protocolos de clonagem realizados

Eficiéncia de Clonagem

Diluic&o Limitante Micromanipulacao

PROC. CLONE EC (%) ECRel (%) EC (%) ECRel (%)

1 DIVS 2-12 64,58 23,96 53,13 53,13
2 DIVS2-65 13,54 0,00 15,96 15,96
3 MSC 1-160 20,83 8,33 70,83 70,83
4 DIVSP 3-65 3,12 2,08 14,58 14,58
5 DIVSP 1-321 0,00 0,00 35,42 35,42
6 LEU 10-49 15,62 4,17 32,29 32,29
7 LEU 2-34 7,29 5,21 32,29 32,29
8 TAEB 1- 40 40,62 17,71 14,58 14,58
9 ED 1-134 7,29 4,17 9,38 9,38
10 CTMh 3-98 19,79 521 53,13 53,13
11 CTMh 3-172 16,66 9,38 16,67 16,67
12 CTMh 4-304 9,37 5,21 7,29 7,29
13 CTMh 3-75 61,45 10,42 34,38 34,38
14 CTMh 3-187 7,29 3,13 7,29 7,29
15 CTMh 3-100 62,50 18,75 56,25 56,25
16 CTMh 3-173 25,00 11,46 21,88 21,88
17 CTMh 3-170 61,45 22,92 53,13 53,13
18 CTMh 3-98A33 57,29 21,88 43,75 43,75
19 CTMh 3-98A63 59,37 20,83 47,92 47,92
20 CTMh 3-98A17 57,29 25,00 38,54 38,54

MEDIA + DP 30,52 + 24,22 10,99 + 8,62* 33,00 + 20,24 33,00 * 20,24*
EC - Eficiéncia de Clonagem; ECRel — Eficiéncia de Clonagem Relativa

* Médias estatisticamente diferentes segundo Teste t (Student) com o = 0,05
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A figura 15 abaixo apresenta os dados da viabilidade celular em cada um dos 20

procedimentos realizados além das curvas de eficiéncia de fusdo para ambos os métodos

de clonagem celular.

EC X Viabilidade
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Figura 15 — Grafico comparativo da viabilidade celular dos hibridos pré-clonagem com a

Eficiéncia de Clonagem (EC) em ambos os procedimentos de clonagem celular.

Projetando-se os valores de tempo em minutos para os procedimentos futuros observa-se

a tendéncia a reducéao (Figura 16).
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Figura 16 - Curva de aprendizado do procedimento de clonagem celular por

micromanipulacao (prospectiva para 25 procedimentos)
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Na Tabela 3 encontram-se 0s registros do indice de contaminacgéo celular cuja média para

o procedimento de DL foi de 1,39 + 0,53 e para uMan 2 + 1,61.

Tabela 3 — indice de Contaminac&o Celular observado até 10 dias pds-procedimento

indice de Contaminac&o Celular - ICC

METODO CLONE CONTAMINACOES ICC(%)
ED 1-134 1 1,04
CTMh 3-75 1 1,04
CTMh 3-187 2 2,08

DL CTMh 3-100 2 2,08
CTMh3-98A33 1 1,04
CTMh 3-98A17 1 1,04
MEDIA +DP  1+0,51 1,39 + 0,53
TOTAL 8 0,42
CTMh 3-172 5 5,21
CTMh 3-75 2 2,08

uMan CTMh 3-187 1 1,04
CTMh 3-100 1 1,04
CTMh 3-98A63 1 1,04
CTMh 3-98A17 2 2,08
MEDIA+DP 2+154 2+1,61
TOTAL 12 0,63

DL — Diluicéo Limitante; yMan — Micromanipulagao.

A figura 17 apresenta os valores de viabilidade observados na determinacdo da

vulnerabilidade mecéanica do procedimento de DL.
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Figura 17— Variacdo da viabilidade celular nos diferentes pontos-critico de leséo
mecanica da DL. Hibrid. - hibridoma

A figura 18 lista os principais custos de implantacdo da técnica de micromanipulacao.

Custos de implantacao - yMAN
Equipamento Valor (R$)
Axiovert 200 ® 60.686,53
Transferman NK2 ® 64.459,50
CellTram Vario ® 9.361,15
Microcapilares 2.208,95
TOTAL 136.716,13

Figura 18 — Custos de implantacdo da técnica de micromanipulacéo.

A comparacao entre o consumo de MC20 nas duas técnicas apresentou uma reducéo de

61,54% como demonstrado na figura 19.

VOLUME DE MEIO DE CULTURA (mL)

Diluicdo Limitante 26 £1,7
Micromanipulacao 10+ 0,14
Reducao Percentual 61,54 %

Figura 19 — Consumo médio de MC20 nas técnicas.
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Os insumos utilizados, a quantidade utilizada em cada método de clonagem, preco

unitario e o custo por método estdo representados na figura 20.

Preco
Quantidade por unitario Custo por
Insumo Clonagem Marca (R$) | Clonagem (R$)
DL pMan DL pMan

Oleo Mineral OmL| 28 mL|Rioquimica ® 0,01 0,00 0,35
MC20 26 mL| 10 mL |In house 0,54| 16,14 6,21
Placa de Petri 0 un. 4un. | TPP ® 0,81 0,00 3,23
Placa de 96 pocos 1 un. lun.|TPP® 5,15 5,15 5,15
Ponteira de 1000 uL 1 un. 3 un. | Axygen ® 0,04 0,04 0,13
Ponteira de 200 uL 8 un. 12 un. | Axygen ® 0,04 0,32 0,48
Ponteira de 10 uL Oun.| 99un.|Axygen ® 0,04 0,00 3,91
Tubo cbnico de 15 mL 4 un. Oun.|BD® 0,70 2,81 0,00
Pipeta soro. 10 mL 1 un. 4 un.|Greiner ® 1,10 1,10 4,40
Microcapilar Oun.| 0,5un.|Eppendorf® 88,36 0,00, 44,18
Suporte em "V" 1 un. 1 un. | Eppendorf ® 11,95 11,95 11,95
Hora-trabalho 2,7h 3,7h | ---- 72,85| 196,70| 269,55
SOMA 234,21 | 349,52

Figura 20 — Custos dos insumos descartaveis utilizados nos procedimentos. MC20 — Meio

de Cultura Completo suplementado com 20% de Soro Fetal Bovino

DISCUSSAO

Em relacdo ao tempo de execucédo dos procedimentos de clonagem celular, a figura 5
demonstra uma significativa diferenca entre a manipulacdo da DL e da pMan. Tal
diferenca ndo pode ser observada no tempo relativo as trés observacées microscépicas
gue sucedem cada procedimento. Ao comparar o tempo de observagdo das duas
técnicas, considerando uma diferenga de 10 minutos, foi possivel determinar que o tempo
de observacéo da DL foi menor em 5% dos procedimentos, foi superior ao da pMan em
30% e nao houve diferenca entre os tempos de observacdo em 65% dos procedimentos
(Tabela 1). Da forma como o protocolo de yMan foi delineado para este estudo, o tempo
de execucgdo desta técnica é, em média, 47% maior do que o tempo de execucdo da DL.
Entretanto, considerando apenas o tempo de manipulagdo, acrescido do tempo da

observacédo realizada 10 dias apds o procedimento, ocorreu uma reducdo de 28%, em
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média, no tempo de execucdo, fazendo com que a diferenca de tempo entre as duas
técnicas seja em média de 26%. Os dados apresentados nas figuras 7 e 8 destacam
ainda mais a reducao nos tempos de observacdo e execucdo dos procedimentos de
clonagem bem como uma menor variagéo entre o tempo de observacdo na nova proposta
para a yMan. Ao comparar as médias do tempo de observacdo de ambas as técnicas,
considerando apenas o0 tempo relativo a terceira observacéo, o tempo necessario apos a
MMan é de 4 a 6 vezes menor que o0 necessario a DL..

A figura 6 apresenta dados relativos a proporcionalidade do tempo em relacdo as
atividades desenvolvidas durante a execucdo do procedimento. Pode-se destacar que
mais de 60% do tempo de execucdo nao é dedicado a selecdo e isolamento das células
de interesse. Este tempo, registrado no grafico como “outros” é utilizado para o transporte
entre 0 micromanipulador e o fluxo laminar, obrigatoriamente distantes para evitar
vibracbes, manutencdo da assepsia e ajustes no sistema de injecdo. A fadiga do
manipulador ndo exerce influéncia significativa devido aos curtos intervalos de tempo
realizados entre a montagem, micromanipulagédo, e plagueamento e ao curto tempo
despendido nestas atividades.

A primeira observacdo dos clones, realizada 48h apds a clonagem, exige grande atencéo
e habilidade visual do manipulador na busca de colénias de 2 a 8 células (figuras 9, 10 e
13) em uma &rea de 33,6 mm?2 . Considerando que o didmetro médio de um hibridoma é
de 15um, é necessario buscar uma area 12.000 vezes maior que a area ocupada pelas
células.

O crescimento acelerado dos hibridomas pode causar a juncdo de agrupamentos
celulares oriundos de diferentes células 48h apOs o procedimento, impossibilitando uma
classificacdo precisa dos clones. A figura 10 (A e B) documenta este tipo de
acontecimento. As imagens apresentadas na figura 11, ressaltam que a observacao
realizada 48h ap6s o procedimento de DL é crucial para a classificagcdo dos clones mas
deve ser confirmada pela observacdo realizada 96h apés a DL, em especial quando
realizada por observador inexperiente. Estes dados confirmam o que fora observado por
diversos outros autores 324 29),

A figura 12 demonstra o grande numero de células de morfologias variadas, entre elas,

timécitos, fibroblastos, células epiteliais e estromais do timo do camundongo, que s&o

“ Area do poco da placa de cultura de 96 pogos, calculada com base nos dados fornecidos pelo fabricante (TPP® AG —
Suica).
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provenientes da suspensdo de feeder cells. Ndo é raro o observador equivocar-se na
classificacdo dos clones na primeira observacao devido a semelhanca destas células com
os hibridomas, quando em suspensédo. A puMan oferece a possibilidade de eliminacao
destas observacgdes devido ao fato da checagem visual da monoclonalidade ocorrer antes
do plagueamento dos clones, ainda em observacdo microscopica direta no
micromanipulador. Ndo é necessaria a classificacdo dos clones, o que pode reduzir a
observagdo microscopica para apenas uma observacao que poderd ser realizada apos
sete dias, mas preferencialmente apos 10 dias do procedimento. A taxa de
desdobramento populacional de hibridomas é estimada em 18h ?*?® e sendo assim, apés
10 dias de cultivo, estima-se que o clone possua mais de 8.000 células (2** células), o
gue torna sua visualizacdo microscopica quase instantanea, e reduz em cerca de 45% o
tempo de observagdo. Ndo foram observadas diferencas na cinética de crescimento dos
clones obtidos por micromanipulacdo conforme evidenciado pelas figuras 13, 14 e 15.

Os procedimentos de pMan apresentaram EC acima da média descrita na Literatura "%
em 40% dos procedimentos (Tabela 2). Com base nos dados de EC relativa, 50% dos
procedimentos de pMan apresentaram ECRel acima da média, sendo que em oito
procedimentos a diferenca foi 20% superior. Pode ser destacado também que, dos 20
procedimentos de pMan realizados, 17 (85%) apresentaram ECRel acima da média da
DL, sendo que em 10 procedimentos esta diferenca foi 22% superior a média. Foi
possivel verificar que os procedimentos de yMan produziram, em média, quatro vezes
mais clones “Unicos” que os procedimentos de DL, sendo que em alguns casos, esta
razdo chegou a 10 vezes. Diversos autores “*?) recomendam ao menos trés ciclos de
subclonagens para a obtencdo de culturas monoclonais, sendo que mesmo assim, €
necesséria a confirmacdo da monoclonalidade do anticorpo produzido por eletroforese,
imunoprecipitacdo ou Citometria de Fluxo. Os clones produzidos por pMan nao
necessitam de técnicas adicionais para a comprovacao da monoclonalidade, visto que tal
controle é executado pelo manipulador, por observacdo direta ao microscopio, no
momento da clonagem, conforme observado por Wewetzer & Seilheimer .

A figura 15 apresenta dados sobre a influéncia da viabilidade celular do hibrido sobre a
EC de cada uma das técnicas. E possivel observar que a EC do procedimento de DL é
mais afetada pela viabilidade do hibrido com picos e vales coincidentes no grafico.

Entretanto, mesmo em procedimentos de DL cuja viabilidade foi relativamente alta (acima
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de 80%), a EC manteve-se abaixo de 20% como pode ser observado nos procedimentos
2, 5,12 e 14. Na técnica de yMan, a viabilidade do hibrido nédo influencia a EC ja que as
células sdo selecionadas pelo manipulador com base em suas caracteristicas
morfolégicas de vitalidade e, portanto, somente sdo clonadas células viaveis. Tal
caracteristica é evidenciada nos procedimentos 8, 11,12 e 14, cuja viabilidade do hibrido
€ superior a 85% e EC é inferior a 20%. Esta baixa EC pode ser devida a incapacidade de
recuperar as células das goticulas de MC20 utilizadas durante a micromanipulacao.
Diversos fatores podem afetar este processo como, por exemplo, ressecamento da
goticula, aderéncia da célula a placa de Petri, posicionamento da ponteira e
homogeneizacéao insuficiente.

A figura 16, apresenta a curva de aprendizado do manipulador para a técnica de yMan
determinada como a variacao do tempo de execucédo da técnica em funcdo do niumero de
procedimentos executados. Ha uma tendéncia de reducdo do tempo de execucdo mais
acentuada no inicio dos procedimentos devido a adaptacdo aos equipamentos e
sequéncia de atividades em cada etapa do procedimento. Esta variacdo tende a
estabilidade conforme o nimero de procedimentos aumenta e como pode ser observado
no gréafico, apds 25 procedimentos o tempo de execucdo deve variar entre 150 e 180
minutos.

A uMan apresentou um ICC total de 0,63% contra 0,42% da DL, o que indica que as
técnicas apresentam alto nivel de manutencao da assepsia. Foram observados 20 pocos
contaminados sendo 8 de DL e 12 de pMan, um indice 50% maior.

Conforme relatado por Freshney | alteracdes no ambiente do laboratério de cultura, tais
como temperatura, umidade e manutencdo de equipamentos podem elevar os indices de
contaminacdo. Durante o periodo de execucdo dos 12 ultimos procedimentos foi
necessaria a realizagdo da manutencdo do sistema de ventilacdo do laboratério
prejudicando o mecanismo de pressao positiva e alterando a temperatura ambiente para
30° C, em média. Também houve alteracdo na umidade do ambiente devido ao regime
sazonal de chuvas estar com volumes acima do previsto para a época. Entretanto,
nenhuma das placas de testemunho apresentou sinais de contaminacao, o que indica que
a origem das contaminac¢des encontradas poderia ser decorrente da manipulacdo durante
as observagfes. Também néo foram observadas contaminagdes em culturas de outros

protocolos no laboratério. A auséncia de contaminantes nas placas testemunho da yMan
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demonstra que a metodologia utilizada garantiu a manutencdo da assepsia durante o
procedimento de yMan.

Os dados apresentados na figura 17 demonstram que as diversas etapas da técnica de
DL ocasionam les6es mecénicas nas células, reduzindo, em média, 85% a viabilidade da
suspensao final. Esta diferenca alcangcou 100% nos hibridos 1 e 4. Foi observado que
estas lesdes sdo decorrentes dos procedimentos de centrifugacdo anterior a diluicdo e
homogeneizagéo entre as diluicées seriadas.

O custo de implantacdo da técnica de pMan (Figura 18) inclui a aquisicdo de 25
microcapilares, o suficiente para a realizacdo de 50 procedimentos. Considerando que a
média de procedimentos realizados em nosso laboratério € de 11 procedimentos ao ano,
esta quantidade inicial seria suficiente para quatro anos e seis meses de trabalho. Aliado
ao fato do fabricante n&o vender o insumo em quantidades inferiores a 25, este custo foi
contabilizado juntamente com a aquisicdo do equipamento. O consumo de MC20 foi
reduzido em 61,54% com a técnica de uyMan correspondendo a uma economia de R$
485,17 por litro de MC20 utilizado. Apds 4,5 anos de utilizagdo da técnica, periodo de
finalizacdo da primeira compra de microcapilares, esta redugéo representa uma economia
de R$ 2183,29 por litro de MC20.

Foi observado que o custo de execucao da técnica de pMan foi 49% superior a técnica de
DL (Figura 20). Dentre estes custos, a hora-trabalho corresponde a 77% do custo e os
microcapilares por 12%. Na técnica de DL, os custos de hora-trabalho correspondem a
83%. A alta eficiéncia de clonagem nos procedimentos de DL causa um aumento no custo
de producdo de mAbs, visto que os clones classificados como multiplos deverdo ser
testados e os clones reagentes necessitam, obrigatoriamente, de subclonagens para
atingir a monoclonalidade. Estes valores ndo foram quantificados neste trabalho devido a
heterogeneidade de métodos de teste que podem ser utilizados para a determinacéo da
reatividade dos clones, todavia, a utilizacdo da metodologia de Citometria de Fluxo, como
delineado para os hibridos MSC e CTMh, eleva os custos. Para estes testes € necessario
analisar custos de reagentes como anticorpos especificos, controles isotipicos e a

utilizacdo do equipamento.
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CONCLUSOES

A clonagem celular por micromanipulacdo é um procedimento preciso e de alta

eficiéncia, podendo substituir a clonagem celular por diluicdo limitante.

A condicdo de monoclonalidade é garantida na clonagem celular por

micromanipulacao visto que 100% dos clones obtidos sdo considerados Unicos.

Apesar da clonagem celular por diluicdo limitante ser um procedimento de facil
execucao e baixo custo, conclui-se que sua eficiéncia € limitada e ndo garante a

condi¢do de monoclonalidade do anticorpo produzido.

Embora sofisticada, a clonagem celular por micromanipulacdo nao exige
habilidades distintas das necessarias para os demais procedimentos realizados no

laboratorio de cultura celular.

Os custos de implantacédo e execucdo da clonagem celular por micromanipulacao
podem ser reduzidos pelo aumento na produtividade, reducdo do tempo de
manutencdo das culturas e eliminacdo das técnicas de comprovacdo da

monoclonalidade pés-clonagem.
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