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RESUMO
Letchworth, Geoffrey J. III, e Judith A. Appleton. 1984

Este manual inclui métodos de 1laboratério detalhados que
irdo servir como orientacio aos pesquisadores, técnicos de
laboratério e estudantes na sua primeira experiéncia de producdo
de anticorpos monoclonais. Sao apresentadas estratégias e métodos
- para imunizacdo de camundongos, obtencao de linfécitos de
camundongos, cultivo e preparacao de celulas de mieloma murino,
fusdo desses dois tipos de células e producao de anticorpos dos
hibridomas resultantes em meio padronizado de cultivo, em meios
livres de soro e na cavidade peritoneal de camundongos. s3o
descritos com detalhes, métodos de radioimunoensaio para testar
a producao de anticorpos dos cultivos de hibridoma, incluindo a
elaboragiao de todos os reagentes necessérios sdo fornecidos
métodos para determinar o 1isotipo e a funcao dos anticorpos
contra os antigenos de superficie. Também estao inclu dos
processos detalhados para preparacao dos meios e das solugdes
para o cultivo celular e uma lista dos reagentes quimicos, soros,
material e equipamentos necesséarios.
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METODOS PARA PRODUCKO DE ANTICORPOS MONOCLONAIS

Por Geoffrey J. Letchworth III e
Judith A. Appleton

INTRODUCAO

Os anticorpos monoclonais tém se destacado como ferramentas
importantes no diagnéstico e na pesquisa, em varias disciplings
cientificas. Informagdes técnicas detalhadas sobre a producgao
desses anticorpos nao s3ao obtidas facilmente, apesar da
publicagao de varias revisoes e de manuais de 1laboratério (ver
pag. 63). Este manual de procedimentos detalhados foi compilado
como referéncia para os pesquisadores do Plum Island Animal
‘Disease Center (PIADC),de Nova York. Acreditamos que seja atil
para os pesquisadores, laboratoristas e estudantes que iniciam
trabalhos com anticorpos monoclonais. )

N3o foi nossa intenc3o abranger 0s numerosos usos dos
anticorpos monoclonais; essa informac¢ao poderd ser encontrada na
literatura especializada.

Também nao tentamos incluir todas as téchicas usadas no
PIADC, pois este assunto estd constantemente sofrendo mudancas;
numerosas técnicas estdo sendo desenvolvidas e outras
abandonadas. A maioria dos procedimentos foram modlficados
durante os anos 1980-83 no PIADC e est3o ainda em evolugdo.
Portanto, nada aqui deve ser considerado como definitivo.
Entretanto, seguindo as técnicas basicas deste manual
estudantes de graduac3o, laboratoristas ou cientistas serdo
capazes de produzir e analisar anticorpos monoclonais.

~ Uma breve visao geral da produgao de anticorpos monoclonais
“pode  ajudar a melhor entender 6s procedimentos descritos: neste'
manual (Figura 1). O .anticorpo monoclonal é uma populacao
homogénea de moléculas de anticorpos produzidos pelos:
descendentes de um Unico 1linfécito B. Os anticorpos monoclonais
s3o0 produzidos pelo hibridoma do 1linfécito B, isto ¢é, células
hibridas obtidas da fus3o de 1linfécitos B com células de
mieloma. -

Os linfécitos contribuem com genes especificos de produggo
de anticorpos ao hlbridoma, o mieloma agrega ao hikridoma genes
que permitem uma divisdo permanente e continua que expressam os.
-genes de- anticorpos. ’ e
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Os linfécitos ‘830 obtidos de animais, normalmente
camundongos, que foram imunizados com um antigeno especifico. As
células de mieloma de camundongo s3o obtidas indiretamente dos -
bancos dos técnicos que originalmente desenvolveram a técnica, G.
Kohler e C. Milstein, do Medical Research Council's Laboratory of
Molecular Biology, Cambridge, Inglaterra.

-~ A fus3o de linfécitos e células de mieloma & realizada em
meio contendo polietilenoglicol e semeados em placas de cultura
de tecido contendo macréfagos peritoniais como células
"alimentadoras™. O meio seletivo ‘hipoxantina-aminopterina-
timidina (HAT) permite ao hibridoma multiplicar-se até a
formagao de colbnias, visiveis a olho nu sobre um tapete, de
células alimentadoras, porém mata as células de mieloma que nao
estao fusionadas <com os 1linfécitos. Em cada cultura é testada a
presenga do anticorpo especifico. As Sulturas de hibridomas
produtores de anticorpos especificos sao expandidas .- para o
-congelamento e clonagem, e utilizadas para produzir quantidade
suficiente de anticorpos para estudos de caracterizacdo. Os
clones de hibridomas produtores de anticorpos com as
caracteristicas desejéaveis sao igualmente expandidos para
congelamento e producdo de anticorpos. Os anticorpos podem ser
produzidos por esses clones em cultura de células ou na cavidade
peritoneal do mesmo tipo de camundongo e conservados sob
congelamento. Muitos experimentos de pesquisa podem ser
realizados com menos de 10 ml do liquido ascitico de cada clone
produtor do anticorpo desejado Portanto, os clones de hibridomas
utilizados para a produgao de anticorpos nao sao mantidos
indefinidamente em cultivo continuo, mas sao congelados e
recuperados somente quando se quer produzir uma grande quantldade
de anticorpos
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PRODUCXO DE LINFOCITOS IMUNES

0s linfécitos que serdo fusionados com células de mieloma
resistentes a B-azaguanina devem estar comprometidos com a
sintese de anticorpos, mas ainda nao completamente diferenciados
em células plasmaticas maduras. Portanto, eles devem ser
coletados no tempo certo, apesar de nem sempre ser facilmente
determinado, ocorrendo normalmente apos a Ultima inoculacao do
antigeno no animal doador. A aplicacao deste principio permite
muitas variagoes nos esquemas de imunizaqao, nas vias, nas
adjuvantes e 'na escolha do local de coleta dos 1inf6citos para a

fusao
ANIMAIS A SEREM IMUNIZADOS

08 linfécitos de vidrios mamiferos parecem ser capazes de
~
fusao com células de mieloma do camundongo e de produzir

anticorpos.

Se houver interesse em uma resposta imune, por exemplo, da
foca contra a albumina do rato, seria razoavel imunizar as focas
com a albumina do rato e fusionar os 1linfécitos da foca com
células do mieloma de camundongo. Seria provavel que alguns
hibridomas produzissem anticorpos contra a albumina do rato. Esta
especificidade dos diferentes hibridomas iria, de acordo com a
idéia corrente, refletir os determinantes antigénicos da
: albumina, que eram estranhos ao sistema imune da foca.

Obviamente, a foca .iria responder melhor aos determinantes
do que um animal que fosse filogeneticamente mais préximo do
rato. Apesar de camundongos serem normalmente usados como fonte
de 1linfécitos para assegurar compatibilidade com células de
mieloma do camundongo, ele pode reagir contra os diferentes
determinantes de um animal para o qual o antigeno especifico tem
signific8ncia pratica. Portanto, a utilizacao de camundongo pode
ser uma desvantagen. Células de mieloma de outras espéciles
(rato, homem) também estao se tornando viiveis, e mielomas de
outros animais deverao ser . desenvolvidos no futuro.

Contudo, o emprego do camundongo como fonte de 11nf6c1t08‘
imunes oferece varias vantagens. Sao animals pequenos, de féacil
manejo, baixo preco e podem ser esplenectomizados rapidamente. UM
bago de camundongo contém o nimero certo de linfécitos para fazer

uma fusao.




Hibridomas entre camundongos s3ao mais faceis de produzir e
mais estéveis que hibridomas entre espécies. A maloria das
fusoes sao feitas com células de mieloma P3, 653, NS1 ou SP2/0,
sendo que todas transportam antigenos de histocompatibilidade
BALB/c. Se o0s linfécitos imunizados forem também obtidos de um
camundongo BALB/c, o hibridoma ir4 somente transportar o antigeno
de histocompatibilidade BALB/c podendo ser cultivado na cavidade
peritoneal do referido camundongo. .

Os hibridomas cultivados na forma de tumor ascitico no
camundongo irao produzir uma concentracao 1000 vezes mais elevada
de anticorpos do que os produzidos "in vitro". De cada camundongo
pode-se coletar 1-20 ml do liquido ascitico contendo 0,1 a 8,0
por cento de anticorpos monoclonais que podem ser usados em
numerosos estudos. Por exemplo, animais imunizados, passivamente,
com anticorpos monoclonais anti-virus podem ser usados para
testes de proteqao passiva, na qual o animal doador produz
somente uma subclasse de anticorpos dirigidos, especificamente
contra um determinante antigénico do virus. Portanto,
experimentos de especificidade sem precedentes podem ser
realizados. )

ANTIGENO

Os antigenos usados para producao de anticorpos monoclona}s
nao precisam ser puros. Misturas de diferentes antigenos irao
resultar na producdao de uma mistura de diferentes hibridomas,
cada qual produzindo anticorpos dirigidos contra um determinante
antigénico especifico, ou epitope, presente na mistura
antigénica. As técnicas para cultura dos hibridomas derivados de
uma unica fus3o sao planejadas para separar hibridomas produtores
de anticorpos com diferentes especificidades. Portanto, os .
hibridomas é que sao purificados,e nao os antigenos utilizados
para produzi-los. Entretanto, se forem necessérios anticorpos
monoclonais dirigidos contra um antigeno em particular, o uso de
preparac¢des contendo centenas de contaminacoes antigénicas iré
requerer que milhares de hibridomas sejam testados para cada um
que for selecionado. O método deve ser modificado para cada
antigeno em particular.

E bem conhecido que a avidez dos anticorpos tende a aumentar

de acordo com a exposicao repetida ao antigeno. Este principio é

- freqiientemente  utilizado, inconscientemente, na producao dos -
anticorpos monoclonais. A maioria dos pesquisadores inoculam o
antigeno duas ou mais vezes antes da coleta dos respectivos
linfécitos imunologicamente -comprometidos com 9 mesmo.
Preparacoes cruas, proteinas purificadas, ou a combinacao de cada
uma pode ser usada.



Se a primeira inoculagao contém muitos antigenos
contaminantes e a segunda inoculac¢do n3o, somente os linfécitos
que memorizaram 9s determinantes antigénicos presentes na segunda
inoculacao dever3o ser estimulados e fusionados com as células do
mieloma para produzir hibridomas. Portanto, os virologistas podem
achar mais conveniente administrar a primeira imunizacao sem
muita pureza, ou seja, células ou tecidos infectados, e usar uma
pequena quantidade de um antigeno virico mais puro (quer dizer,
purlficado por ultracentrifugagﬁb em gradiente) para a tGltima
inoculagao antes da fusao.

Alguns resultados confusos tém sido obtidos relo uso de uma
cepa de virus para a primeira 1munizagao e uma outra cepa do
mesmo virus para a segunda imunizacdo. Esta situagao também deve
ser evitada ou estudada mais detalhadamente e nao ser utilizada
para a produqao de hibridomas especificos. Os virologistas podem
também achar atil cultivar seus virus de imunizagao em camundongo
BALB/c ou em culturas de células derivadas do mesmo. Quando as
células BALB/c¢, contendo virus, sdo inoculadas no camundongo
- BALB/c, o sistema imune deverd reconhecer somente antigenos
estruturais e ndo-estruturais dos virus estranhos e nao os
antigenos das células do doador. Se o virus ou os outros
antigenos nao podem estar presentes no contexto das c€lulas
BALB/c, os antigenos "normais" indesejdvels podem ser removidos
em colunas de imuncafinidade. Outros melios de melhorar a
especificidade da resposta imune do camundongo podem ser
testados. O principio basico é que uma imunizac@o adequada
produzira um grande nimero de hibridomas que facilitarao o
trabalho de selec3o entre os hibridomas desejados e os
indesejados.

A resposta do camundongo aos antigenos de virus e muitos
outros parece ser bastante melhorada pela mistura 50-50 com
‘adjuvante completo de Freund. Normalmente 50 ul desta mistura sdo
injetados ~° subcutaneamente em cada um de quatro 1locais
diferentes. Esta inocula¢do pode ser seguida por outras injegdes
dos antigenos: com adjuvante incompleto de Freund ou sem
adjuvante. Este -antigeno nao deve ser misturado com um
estimulador de linfécito B policlonal (por exemplo,
lipopolisacarideo), pois, isto ird levar & producdo de muitos
hibridomas nao especificos. A Gltima dose do antigeno, dada antes
da fusdo, normalmente nao é misturada com adjuvante e geralmente

é dada endovenosamente.

PROCEDIMENTOS DE.IMUNIZACKO

Os pesquisadores que’ ja testaram vAarios - esquemas. de
imunizacao concordam que had o elemento "sorte" envolvido em cada
fusdo de sucesso. Dois camundongos, imunizados identicamente,
normalmente produzem diferentes quantidades de hibridomas.
Portanto, qualquer procedimento que ja tenha sido bem sucedido
pode eventualmente falhar.




E aconselhavel imunizar muitos animais, usar diferentes
preparagoes de antigeno, usar diferentes esquemas de 1nocu1agao,
testar o cagundongo quanto & produglo de anticorpos especificos
antes da fusao, e esperar pelo sucesso.

. 0 método "padrdao" de 1munizagao é 1inocular o antigeno,

inicialmente .via subcutdnea ou intraperitoneal, seguido de uma
segunda 1njeg§o endovenosa apdés 3 semanas. Os linfdécitos do bago
deverao ser coletados 3-4 dias apdés a segunda inoculac¢¥o.. Muitas
variagOes deste método tem provado ser ' eficientes e alguns
pesquisadores acreditam que pode~se optar por diferentes metodos
de imunizacao para cada antigeno. Algumas dessas variagOes
incluem: (1) duas ou mais 1njegoes subcutdneas com 1-2 semanas de
intervalo antes da inoculacao endovenosa que precede a fusao, (2)
combinar o antigeno com adjuvantes; (3) realizar fusdes a 2, 3,
4, 5 e 6 dias apdés a Gltima 1munizacao, (4)  1injetar o antigeno
até o animal apresentar anticorpos séricos ao imundégeno, inocular
uma dose final e fusionar as c¢élulas do baco; (5) injetar o
antigeno repetidamenteb via subcutdnea ou intradérmica (planta
do pé) seguido pela fusao dos linfdécitos dos gdnglios linfaticos
regionais 3-5 dias apéds a ultlma injegao, (6) dar uma dose lnica
de antigeno seguida pela fusao das células do baco apés 5 dias; e
(7) administrar 1munizagao secundaria endovenosa diéria durante
uma semana antes da fusio.

Quando as variagées dos métodos de imunizacao s@o combinadas
com diferentes maneiras de preparar o antigeno, uma variedade
infinita de possibilidades é gerada. Felizmente, a maioria das
comblnacoes possiveis podem resultar em exitosas fusoes
utilizando qualquer antigeno. Uma bem sucedida geracao de
anticorpos antiviricos resulta, freqiientemente, da combinagao de
antigenos viricos com o adjuvante completo de Freund, dividindo
--cada -dose. entre diversos pontos de inoculacao subcutaneah
‘administrando .apés o antigeno com o adjuvante incompleto de
Freund a cada semana, por varios meses, antes da fusao. Uma boa
resposta a antigenos solaiveis tem sido obtida pela gdministracao
da dose 1inicial seguida, apés 3 semanas, pela inje¢ao endovenosa
didria durante uma semana antes da fus3ao.

Um dos grandes problemas da Aimunizaqao é o choque
anafildtico. 0Os métodos de 1imunizacao praticamente garantem a
ocorréncia de reagSes anafilaticas fatais em bases regulares.
Portanto, é muito melhor iniciar a imunizacao com mais de um
camundongo por antigeno Uma redgra pratica e razodvel €é a de’
iniciar as imunizacdes com 10 camundongos para cada antigeno para
o qual os hibridomas deverdo ser elaborados.
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Os niveis de anticorpos séricos devem ser testados antes da
fus3o e os melhores animais deverdo ser selecionados para 1isso.
Se algum camundongo morrer de choque anafil&tico, Jum nuamero

suficiente normalmente sobrevive permitindo algumas fusdes.

Se todos sobreviverem apés a segunda inoculacao, as
primeiras fusoes poderao nao ter éxito e os camundongos restantes
poderao ser reinoculados para subseqientes fusdes. Camundongos
imunizados raramente s3ao perdidos. Os 1linfdécitos estimulados
possuem uma longa memoria. Se o§ camundongos com 6-10 semanas de
vida tiverem .-uma boa imunizacgao priméria, eles deverao dar uma
boa resposta a uma segunda inoculacao durante os proximos 12-18

meses.

11~



MANUTENCﬁO, CONGELAMENTO E DESCONGELAMENTO DAS CELULAS
DO MIELOMA DO CAMUNDONGO

As células P3 X 63 Ag8 de mieloma de camundongo,
freqilientemente chamadas simplesmente de P3, e as variantes de P3,
isto é, 653, sSpP2/0, NS1, e outras, sdo deficientes em enzima
hipoxantina guanina fosforibosil transferase (HGPRT). Estas
células n3o irao incorporar o antimetabdélito 8-azaguanina em suas
purinas sendo, portanto, resistentes a esta droga. Entretanto,
esta deficiéncia enzimatica as tornam sen51veis ao meio
hipoxantina-aminopterina-timidina (HAT) (ver pag 47) empregado
nas técnicas de anticorpos monoclonais. As celulas de mieloma que
perdem sua resisténcia a4 8-azaguanina, serdo capazes de crescer
no meio de HAT. Se estas cé;ulas gque se recuperaranm forem
usadas para a fusEo, elas irao crescer no meio HAT e mascarar a.
presenca de qualquer hibridoma (também resistentes ao HAT) que
for formado. Portanto, é prudente manter as células de mieloma
de camundongo em meio 8-azaguanina determinando a morte das
células revertidas se elas aparecerem.

As células de mieloma s3o normaImenSe mantidas em frascos
para cultura de tecidos com 75 cm2. Elas sao semeadas a 5 ‘X 10+*
células por mililitro em 25 ml de meio P3 (meio minimo essencial-"
MEM, DULBECCO ou EAGLE, com 10% de soro fetal bovino - SFB - e
15 ng de 8 azaguanina por mililitro) (ver pag 46). A incubagao é
feita a 37°C em camara Gmida com 5% de dioxido de carbono (C02)
o que permite um rapido crescimento, de tal forma que as células‘
deverio ser subculturadas a cada 2-3 dias. As subculturas sao
obtidas pela pipetagem vigorosa, individualizando as células, das
quais metade ou 3/4 sao desprezadas e posteriormente se adiciona
meio ,P3 novo que ird repor o que foil retirado. As culturas
deverao ser transferidas para frascos novos mensalmente.

As células do hibridoma e do mieloma de camundongo podem ser
estocadas indefinidamente em nitrogenio liquido. © congelamento é
‘realizado peletizando a cultura 4apdés 24 horas de crescimento
celular em MEM com 20% de SFB, ressuspendendo-a em MEM fresco. com
20% de SFB e 10% de dimetil sulféxido (DMSO) na concentragao
aproximada de 3 x 10° células por mililitro, e distribuindo-a em
frascos de congelamento (NUNC, 1 ml por frasco). Um frasco de 25
cm? com células densamente crescidas, normalment contém células
suficientes para um frasco de congelamento. Para alcan¢ar um
congelamento controlado, cologque os frascos em uma caixa de
papeldo padronizada para congelamento, previamente isolada com
meia polegada de espuma em todas as paredes internas. Coloque a

- caixa, no refrigerador a 4°C durante 1 =-1,5 . horas. . Apéds ..

transfira-a para o congelador - 70°C até o dia seguinte. Remova:
os frascos para o nitrogénio liquido dentro de alguns dias.
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As células sao descongeladas removendo-se os frascos do
nitrogénio 1liquido e 1imergindo 1med1atamente suas metades
1nferiores em 4&gua a 37°C sem agitacdo. Quando descongelada, a
suspensao de células é removida cuidadosamente com uma pipeta de
2 ml e ressuspendida em 10 ml de meio novo. As células s3o
peletizadas a baixa rotagdo e ressuspendidas novamente, com
cuidado, no meio, e apds transferidas para 2 ou 3 orificios de
uma placa para cultura de tecidos com 24 pogos. Estas células
devem sofrer passagens a cada 1 ou 2 dias durante uma semana
antes da fusao . .

As células de mieloma que serdo usadas na fus3o devem ser

diVididas em 1:2 cerca de 24 horas antes da fus3o. Para repor o
volume que foi retirado deve-se usar meio MEM com 20% de SFB.
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PREPARACI\O DA CULTURA DE MACRdFAGOS PERITONIAIS DE CAMUNDONGO

As culturas de macréfagos sao preparadas 1 ou 2 dias antes
.da fusiao. Os macréfagos servirao como células alimentadoras,
retirando fragmentos - de células, desintoxicando o meio e talvez
providenciando fatores de crescimento, favorecendo o inicio da
cultura do hibridoma em seu novo ambiente. Os macréfagos também
s8o usados em placas de clonagem pelas mesmas razoes.

Um camundongo adulto e saudivel, de outra linhagem (nao
havendo necessidade de usar um camundongo de linhagem mais cara)
é morto por deslocamento cervical, -embebido em A&lcool etilico
70% contendo povidone-iodine, e inoculado, via intraperitoneal
com 10 ml de meio MEM contendo 20% de SFB. O abdomem é
pressionado e massageado suavemente, e apés 5 minutos a pele é
afastada da parede abdominal. Usando uma tesoura estéril, faca
um pequeno corte na parede inserindo uma pipeta de Pasteur
estéril. Remova o maximo de fluido possivel sem risco de
contaminagao e transfira para um tubo de centrifuga estéril.

Conte os macrdéfagos e dilua a 40.000 células por mililitro
no meio HAT. Coloque 50 nl de suspens3o celular em cada oriffcio
de uma microplaca de cultura com 96 pog¢os, deixando vazios os
orificios das linhas externas da placa. Unm camundongo geralmente
fornece culturas suficientes para uma fusao. Incube as culturas
a 37°¢C em estufa umida contendo 5% de COa2 e examine
?1n§ciosamente para detectar contaminacoes antes de usé-las para

usao.
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PROCEDIMENTOS DE HIBRIDACAO

. No dia anterior ao da fusﬁo, ressuspenda as culturas. de
mieloma de camundongo que estiverem crescendo ativamente e divida
1:2. Adicione MEM com 20% de SFB para substituir o volume
retirado. Isto deve assegurar que as células estardo saudiveis e
crescendo ativamente no dia seguinte. Aproximadamente - 50 ml de
cultura de mieloma serao necessarios para cada Dbago de

camundongo.

No dia da fusao, coloque todos os meios necessarios, o
polietileno glicol (PEG) (veja pg.48), e a solucao de clorete de
amdénio (NH.Cl) em banho maria a 37°C perto da capela de fluxo
laminar na qual a fusao serid realizada. Ajuste a centrifuga para
a temperatura ambiente.

Uma vez que duas fusgesd podem ser feitas paralelamente,
dois camundongos imunizados sao trazidos aco laboratério e
sacrificados por deslocamento cervical. Use alcool etflico 70%
contendo 1iodo povidone para umedecer e desinfetar o pélo.

0 sangue pode ser c¢olhido diretamente. do coracdo para
futuros estudos sorolégicos. Fagca um corte na pele da parte
anterior da coxa esquerda com uma tesoura estéril. Segure o lado
préximo da 1lesdo com uma pingca e remova a pele do lado esquerdo
do tronco. Utilizando instrumentos estéreils, rompa a parede
abdominal, prenda o bag¢o, separe-o do mesentério e coloque-o numa
placa de petri que contenha diversas gotas de MEM com 10% de SFB.

Se o camundongo foi imunizado por injecSes,subcutaneas, o8
nédulos .- linfaticos podem ser colocados juntamente com o hago.
Corte o bago em aproximadamente 10 pedagos com tesoura estéril e
coloque numa peneira de metal com malha 60-100 (em um anel gp
apoio da largura de 35-50 mm, se conseguir encontrar um tao
pequeno), na mesma placa de petri. Umedeca um filtro com o meio
(MEM com 10% de SFB) e deixe gotejar mais meio sobre a tela
enquanto for triturando vagarosamente o bag¢o através da peneira
com um émbolo de uma seringa plédstica de 5 ml. Lave o émbolo da
seringa e a peneira com o meio até gastar mais ou menos 10 ml do
mesmo. Aproximadamente 95% do ba¢o deve se desintegrar e passar
através da peneira com o meio.

Transfira a suspensao das células para um tubo de centrifuga
de 15 ml. Enxagile a placa de petri com pequeno volume de meio e
adicione este enxagile ao tubo de centrifuga. Deixe o tubo en
repouso por dois minutos para permitir que os pedagos maiores de
baco sedimente. Pipete o sobrenadante em um segundo tubo de
centrifuga de 15 ml onde a fusao das células serd realizada.
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Os 0,5 ml da suspensgo de .células de bag¢o que permanecerem
no primeiro tubo e a polpa do bago aderente a parte inferior da
peneira podem ser tratados paralelamente, com 1linfécitos
esplénicos e utilizados como células alimentadoras . Entretanto,
as culturas de macréfagos peritonals tornam desnecesséria a
utilizacao de células esplénicas alimentadoras.

, Com a pipeta de Pasteur, deposite cuidadosamente 2 ml de SFB
na parte inferior do tubo de centrifuga que contem a suspensao de
células de baco. O meio contendo as células 1iré subir e flutuar
acima do SFB. Centrifugue o tubo a 300g, a temperatura ambiente,
durante 6-10 minutos. As - células irao cair através , do SFB para
formar um sedimento e os fragmentos das células serao retidos na
1nterface do meio com o SFB.

Quando a centrifugacao estiver completa,  descarte o
sobrenadante e ressuspenda o sedimento em 2 ml de sol. 0,83% de.
cloreto de aménio (NH4Cl) que foi - aquecido a 37°C. Apés 60
segundos, adicione 5 ml do meio (MEM com 10% de SFB). Eleve as
células de bago tratadas com NH.Cl com 2 ml de SFB e coloque na
centrifuga.

cOlha as células de mieloma em dois frascos, de 75 cm? para
cultura de tecidos, por baco, através de vigorosa pipetagem e

coloque na -mesma centrifuga que as células de bago tratadas com -

NH.Cl. Centrifugue todas as células a 300g durante 6-10 minutos.

Enquanto estas células estiverem sendo centrifugadas, retire
-0 frasco contendo 2 ml de PEG do banho-maria, adicione 3 ml de
MEM sem soro com 0,01% de etilenodiaminotetra acetato de sédio
(EDTA) aquecido e misture bem. Esterilize a mistura por
filtracdo e coloque numa- estufa a 37°C. Alguns pesquisadores
também adicionam algumas gotas de sol. 75% de bicarbonato de
-86dio ao. PEG para elevar o pH para aproximadamente 8. - )

Apbés as células terem sido centrifugadas, descarte todos-os
sobrenadantes. Se as células alimentadoras esplénicas forem para
uso, ressuspenda-as em meio HAT e deixe em repouso a temperatura
ambiente.

Compare o tamanho dos sedimentos das células de mieloma e do
bag¢o tratados com NH.Cl. Algumas pessoas contam as células, porém
bons resultados também podem . ser obtidos misturando volumes

iguais de células sedimentadas de bago e de mieloma. Um volume um = .

- pouco, menor dé células de mieloma é aceitédvel uma vez que a
relagao preferida é 1 célula de mieloma para cada 10 células de
bago. A relacio de volume um para um origina-se do tamanho grande
das células de mieloma em comparagao com os linfécitos
esplénicos.
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Ressuspenda os dois sedimentos de células em aproximadamente 5, ml
de MEM sem soro com 0,01% de EDTA e combine as duas suspensoes
na proporcao apropriada num tubo de centrifuga de 15 ml.
Centrifugue as misturas de células e lave mais duas vezes com MEM
sem soro contendo 0,1% de EDTA.

Drene as células do sedimento por sucgdo até que todo
sobrenadante seja removido. Bata levemente no tubo para soltar o
sedimento e lentamente misture 1 ml de PEG a 40% a 37°C com as
células, aspirando e soltando a mistura diversas vezes numa
pipeta de 2 ml. Apés 60 segundos, injete com firmeza 1 ml de MEM
sem soro com 0,01% de EDTA a 37°C, de cima da superficie do PEG
até a parte inferior do tubo. Este meio se misturaré parcialmente
com as células e o PEG j& no tubo. N3¥o tente mais misturar por
pipetagem. Apés outros 60 segundos force a ejegdo de 2 ml de MEM
aquecido sem soro com 0,01% de EDTA para dentro do tubo.

Novamente, nao tente misturar mais por pipetagem. Apds mais
2 minutos, injete 4 ml de SFB a 20% e MEM com 0,01% de EDTA
aquecidos, na parte inferior do tubo. A fusao celular pira neste
ponto, porém as células sido fragéis e estarao melhores se
deixadas em repouso por 30 minutos ou mais.

As células fundidas podem ser combinadas com as células
alimentadoras esplénicas do mesmo camundongo, em um frasco.
Apesar das células alimentadoras de bagos estimulados serem
necessarias enm placas de fusao que nao possuem macréfagos
peritoniais, elas nao s30 . necessairias em placas de fusZo que
contém macréfagos peritoniais, elas ndo sao prejudiciais.
Adicione meio HAT aquecido para levar o volume até 50-100 ml e a
concentracdo de células de bago até aproximadamente 10°® ml.
Distribua esta mistura em parcelas de 100 ul nos 60 pogos
internos das placas para cultura de tecido com 96 pog¢os contendo
culturas de macré6fagos peritoniais com 1 a 2 dias de idade.
~Incube as placas a 37°C em cé8mara uUmida com 5% de. CO3;

automaticamente controlada. Adicione 100 nl ‘'de meio HAT nas’
‘culturas no dia seguinte ao da fusao. Fa¢a isso com cuidado- para
impedir a transferéncia de bactérias de pogos ocasionalmente
contaminados para todos outros pog¢os. :

Verifique as culturas diariamente para detectar
contaminagao Aspire até ficar seco qualquer pogo que apresente
contaminagdo microbiana, preencha com alcool etilico 70% e seque
novamente. Se uma contaminacao faingica nao for detectada até apgp
a esporulagdo, descarte a placa inteira para prevenir dispersao
dos esporos .em toda estufa. Utilizando uma capela - de' fluxo .
laminar e esfregando todo equipamento e as maos com &lcool
etilico 70% antes de entrar na capela, usualmente val manter a
contaminagao sob controle.
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As células alimentadoras esplénicas podergo ou ndo crescer
ativamente em culturas de fus3o. Quando elas crescem, geralmente
formam coldnias que num corte transversal se assemelham a um
vulcdo. As células do centro serao pequenas, redondas e
densamente empilhadas Jjuntas. Préximo as bordas, as células
estarao esparsas, achatadas na superficie, alongadas no sentido
de 1 raio da coldnia e certamente pequenas.

Estas células esgotam o meio rapidamente, por isso, trocas
freqiientes do meio (cada 2-3 dias) podem ser necesslrias. Utilize
0 meio HAT para as primeiras duas semanas e MEM com 20% de SFB
apés. Substitua apenas a metade do meio a cada alimentacio; 100%
de meio fresco é letal para alguns hibridomas. Se as células
~esplénicas alimentadoras nao £orem usadas ou falharem para. se
multiplicar extensivamente, nao seriao necesséarias mudancgas de
meio até 7-10 dias apés a fusdo. As mudangas de meio serao
necessarias apés este periodo.

Coldnias microscédpicas de h%pridomas devem ser visiveis em
aproximadamente 5 dias apés a fusao. Primeiramente, um grupo de
diversas células grandes, redondas e muito refriteis seréd visto
entre os macréfagos achados, células mortas de mieloma e
linfécitos. A medida que a coldénia crescer, as células vao se
empilhar no centro apresentando, num corte . transversal a
aparéncia da gema de um ovo frito.

As bordas das coldnias séo muito definidas em contraste com
as bordas difusas das colonias de células alimentadoras.
Inspeccionando-se as culturas pela parte inferior, as coldnias
brancas de hibridomas tém bordas definidas, enquanto que as
coldnias de células alimentadoras tém bordas difusas. Uma vez que
é necessario alimentar as culturas, as coldnias de hibridomas
podem ser perturbadas e as células podem misturar-se com as de.
'outras coldnias.

Muitas coldnias pequénas serdao iniciadas dentro do poco. Uma

vez due as células produtoras de anticorpos 'podem estar
misturadas com células nao-produtoras, a clonagem dos hibridomas
é essencial neste ponto. Assim sendo, fagca a clonagem

imediatamente apdés ser determinado que o hibridoma tem valor.
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ESQUEMA DE HIBRIDACAO

- 24 a 48 horas antes da fusiao:
Prepare ‘a cultura de macréfagos peritoniais em placas para
cultura de tecidos de 96 pogos.

= 24 horas antes da fusao:
: " Divida as culturas de mielomas em 1:2 e alimente-as com MEM
contendo 20% de SFB porém nao 8 azaguanina.

- No dia da fus@o:

Verifique cuidadosamente a presengca de contaminacao na
cultura de macré6fagos. Aquega todos os meios e o PEG a 37°C.

Aqueca a centrifuga a temperatura ambiente. Remova o bacgo
do camundongo e triture 1lentamente, através de uma peneira,
juntamente com 5 ml de meio contendo 10% de SFB.

Transfira a polpa do bag¢o para um tubo de centrifuga (tubo
1). . .

Lave a placa de petri com 5 ml de meio e adicione o lavado
ao tubo 1 (o tubo 1 e a placa de petri podem ser descartados se
forem usados alimentadores de macréfagos).

Coloque SFB no tubo 2 e centrifugue.

Adicione o meio 1livre de soro ao PEG (60: 40), misture,
esterilize por meio de filtracao e incube a 37°C-em estufa com 5%
de COa.

Retire o tubo 2 da centrifuga e descarte o sobrenadante.

Trate o sedimento de células com 2 ml de solucao 0,83% de
NH.Cl durante 60 segundos, adicione 5 ml de meio, coloque o SFB,
e centrifugue.

Remova as células de mieloma e centrifugue ao mesmo tempo
que as células em NH.Cl. ' :

Descarte todos sobrenadantes.

Ressuspenda as células do tubo 2 e os mielomas em MEM sen
soro com 0,01% de EDTA. ’ :

Junte 1 volume das células centrifugadas do tubo 2 com 1
volume das células de mieloma centrifugadas.

Lave duas vezes em MEM livre de soro com 0,01% de EDTA. ,

Aspire todo meio e bata levemente na parte inferior do tubo.

Adicione 1 ml ‘de -s01. 40% de PEG e .espere 60 segundos.
Trabalhe com cuidado.

Adicione 1 ml de MEM sem soro com 0,01% de EDTA e espere 60
segundos.

Adicione 2 ml de MEM sem soro com 0,01% de EDTA e espere 2
minutos.

Adicione 4 ml de MEM com 0,01% de EDTA e 20% de SFB e espere
30 minutos.

Adicione 90 ml de HAT MEM com 20% de SFB.

-Distribua 100 ul em cada orificio em 10 placas para cultura
de tecidos com 96 orificios.

- No dia seguinte ao da fusio:

Alimente as.culturas com 100 pl de meio HAT por orificio.
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NUMERACXO DOS SISTEMAS DE HIBRIDOMAS

Um laboratério de anticorpos monoclonais é um pesadelo de
controle de estoques. Todos os hibridomas _8e parecen, nao
importando que tipo de: anticorpos eles estao produzindo, nao
importando de onde eles ven, nao importando quantas vezes eles
foram clonados. E essencial seguir um esquema de identificacao
compreensivo comecando com a primeira fus3ao e nunca mudando. Nés
achazos 0 seguinte esquema util, obviamente outros podem ser
também. .

A FUSRO

E empregada uma série de nameros e letras para indicar o
antigeno usado na fusao, por exemplo, BTV 17 para bluetongue
virus tipo 17. Isto é seguido por um ."X" e a identidade do
mieloma usado, por exemplo, BTV 17 x 653 ou BTV 17 x P3. ' '

COLONIAS DE HIBRIDOMAS

As- placas para cultura de tecido com 96.pocos nos quais as
coldnias estio crescendo, s3o numeradas pelo pesquisador; as
filas e as colunas possuem letras e numeros impressos no
plastico. Cada colénia  pode ser identificada pelo namero da
placa, uma letra indicando a fila do pog¢o, e um numero para a
coluna do pogo, por exemplo, 2B4 (placa 2, fila B, coluna 4). A
designacdo da coldénia pode ser adicionada ao nome de fusao
seguindo um traco, por exemplo, BTV 17 x 653 - 2B4.

CLONES DE HIBRIDOMAS

Os clones s3o ‘numerados consecutivamente e o0s nGmeros
adicionados a designacao anteriormente deduzida apés um ponto,
por exemplo, BTV 17 x 653 - 2B4.12. Clones que forem reclonados
recebem nimeros 1logo apés outro ponto, por exemplo, BTV 17 x 653
- 2B4.12.3.
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PARA PUBLICACAO

Se possivel, os antigenos e as 1linhagens celulares
utilizados devem ser definidas no item de materiais e métodos da
publicacdo. Assim sendo, nimeros laboratoriais abreviados (por
exemplo, 2B4.12 e 4C1.3) s3o usados no texto. Se isso for muito
confuso, um esquema pode ser feito, relacionando de um lado a
designacao laboratorial completa para todos hibridomas a serem
publicados e do outro 1lado numeros simples consecutivos, por
exemplo: ) . :

BTV 17 x 653 - 2B4.12 - 1
BTV 17 x 653 - 4C1.3 = 2
BTV 4 x P3 - 1A4.8 - 3

"Estes numeros simples podem ser usados no texto.
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~ .
PROPAGACAO E SUBCULTURA DE COLONIAS DE HIBRIDOMAS

As culturas de hibridomas que crescem bem podem produzir uma
camada Unica ou elas podem formar varias camadas superpostas
visiveis macroscopicamente na superficie de crescimento. As
células na parte inferior das camadas irao sufocar a nao ser que
. as pilhas formadas sejam rompidas. As coldnias devem ser agitadas
quando estiverem aproximadamente do tamanho da ponta menor de uma
pipeta de Pasteur (0,5 a 1,0 mm). As células ficam geralmente
dispersas apés reposigao da metade do meilo. Aspire meio
recentemente preparado com um pipetador de 100 ul e force a
ejecdo para dentro do meio antigo. A maioria das culturas
agitadas vao crescer rapidamente, algumas vao crescer muito’
lentamente e algumas ir3ao morrer nao importando qual o tratamento
gue receberam. As culturas que crescem lentamente ou gue morrem
devem ser perturbadas o minimo possivel. .

Se puderem ser vistos grupos de 2 ou 4 células vivas, a
cultura estd crescendo e deve ocasionalmehte receber meio fresco.
Se somente puderem ser vistas células vivas isoladas, a cultura
nao esta crescendo e deve receber apenas 1 ou 2 gotas de meio
fresco semanalmente. ‘

, Teste as culturas em relaggo a atividade de anticorpos t3o
logo elas comecem a crescer bem e seu meio se tornar amarelo. Uma
vez que alguns hibridomas produzem menos anticorpos em
concentragﬁes menores de soro, use um meio contendo 20% de SFB.

As culturas que estiverem produzindo os anticorpos desejados
devem ser propagadas e as culturas repicadas devem ser
congeladas, clonadas e wutilizadas para produzir um pequeno
estoque de anticorpos. (Geralmente 10 ml do meio gasto &
suficiente)

Os hibridomas desejados sao propagados para congelamento e
producao de anticorpos - através de subcultivo ou dividindo a
cultura em 1,2 e apdés 4 pogos de uma nova placa para cultura de
tecido com 96 pocos.

Estas culturas s3o divididas 1:2 em 1 poco de uma placa de
24 pogos. Quando esta cultura . tiver crescido para cobrir
aproximadamente metade da superficie de crescimento, é dividida
em um outro pocgco. Isto, geralmente, leva apenas 24 horas. Apés,
estas duas culturas sao divididas em mais dois pogos. Estas .
quatro culturas’ s3o divididas 1:2 em uma garrafa de 25 . ¢m® para
cultura de tecidos. Elas podem geralmente ser divididas 1:2 apés
2 dias, e as duas culturas das garrafas divididas 1:2 novamente
apés mais 2 dias. Desta forma, quatro garrafas de células podem
ser obtidas em 1 semana.
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Estas culturas nas garrafas sgo alimentadas com mudangas
didrias de meio até haver uma camada unica de células (na maioria
das vezes em 48 horas). células siao removidas e congeladas
(aproximadamente 1 ml por frasco para congelar) como descrito na
manutencao de mieloma.

Os hibridomas n3o-clonados comumente perdem sua capacidade
para .produzir anticorpos. Uma vez que os hibridomas nao-
produtores podem crescer mais que o0s grupos produtores de
anticorpos, os hibridomas devem ser clonados o mais cedo possivel
em 1-10 dias apés eles serem °identificados como sendo lteis. A
placa com 96 pocos usada para subculturar as culturas originais é
um bom lugar para se obter células para clonagem.

A placa com 24 pogos da qual as células foram divididas para
garrafas de 25 cm* é um lugar. apropriadg para a obtencao de
anticorpos para estudos de caracterizagao preliminar. Todas as
culturas replicadas sao alimentadas o mais generosamente possivel
com MEM. contendo 20% de SFB, de forma que todas eias contenham
uma camada UGnica de células vivas. Apdés isso, o meio nao é mudado
durante 3-4 dias. Quando este meio estiver amarelo, porém as
células ainda estiverem vivas, ele é misturado, centrifugado, e
armazenado em frascos com tampas de pressao a 4°cC. Parcelas podem
ser congeladas (-70°C) se a381m for desejado. As culturas podem
ser revigoradas pela remogao da maioria das " células e por
diversas mudangas de meio e uma segunda colheita pode ser
realizada e misturada com a primeira.- Se uma garrafa-teste das
células congeladas provar ser viadvel no descongelamento e se os
clones estiverem crescendo, as culturas de hibridomas nao-
clonadas crescendo ativamente podem ser descartadas.
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MEIQ CONDICIONADO

As células de hibridomas n3ao crescem bem e muitas vezes
morrem quando cultivadas em concentragoes baixas. Aquelas que
requerem cultivo em concentragoes tdo baixas que as células
normalmente morreriam devem sobreviver durante o cultivo e a
clonagem. Diversas técnicas foram desenvolvidas para permitig a
sobrevivéncia dos hibridomas nestas condi¢Ses. Células nao-
divisiveis compativeis podem ser adicionadas as culturas. As
células do baco, alimentadoras, adicionadas a fusoes recentes sao
um exemplo. Outros exemplos incluem a utilizagao de timécitos ou
células macréfagas peritoniais em culturas de hibridomas. Apesar
de nés termos iniciado a utilizac3do de Sulturas de macréfagos
peritoniais para todas as <clonagens e fusoes, também utilizamos
uma técnica alternativa. Isto inclui um meio condicionado para
todas culturas de hibridomas onde as concentracoes de células sao
baixas. - . , . .

O meio é condicionado pelo crescimento, nele, de sélu;as de
mieloma de camundongos por dois a trés ciclos de divisao celular
(24-36 horas). O melhor meio condicionado é aquele que estiver
apenas iniciando a mudar a c¢or de vermelho para amarelo. Em
muitos casos, uma Unica célula de hibridoma vai crescer em até 1
ml deste meio. .

As células de mieloma de camundongos sao mantidas,
normalmente, em um meio contendo 8-azaguanina. Para produzir o
meio condicionado, substitua inteiramente o meio de azaguanina
numa cultura de células de mieloma, trés vezes, com 2 digs de
intervalo, com MEM recente contendo 10% de SFB porém nao 8-
azaguanina. N6és utilizamos frascos de Erlenmeyer de vidro de 125
ml para cultivar grandes volumes de células para o nmeilo
condicionado. Dois dias apdés a ultima mudanca de meio, é usado
MEM contendo 20% de SFB para substituir o meio gasto. Verta este
apdés 24-36 horas, centrifugue se as células forem vistas
.macroscopicamente, e filtre através @ de uma membrana . de 0,45 um
para remover as células que possam estar presentes. Adicione mais
MEM com 20% de SFB a c¢ultura e colha 24-36 horas mals tarde. Uma
vez que algumas das células serao removidas em cada colheita e as
células restantes continuem a replicar .= ativamente, estas
colheitas podem continuar indefinidamente. E necessario apenas
manter as células saudAveis e replicando ativamente.
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Se o meio condicionado ndo for necessario por diversas
semanas, as células podem ser mantidas com trocas de meio nas
segundas, quartas e sextas-feiras com MEM contendo 10% de SFB ou
soro bovino e, novamente, MEM com 20% de SFB e colheitas didrias
quando houver necessidade. Culturas utilizadas para produzir meio

condicionado n3o necessitam nunca serem postas de volta em meio
de 8-azaguanina.

O meio condicionado é geralmente utilizado de preparaggo
recente ou guardado por periodos cugtosga temperatura ambiente ou
a =-20°C. As qualidades de conservag¢ao sao desconhecidas.
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TESTE DE SOBRENADANTES DE HIBRIDOMAS

Clones de hibridomas ﬁteis crescidos "in vitro", produzem
anticorpos de um ftGnico isdtipo, dirigido contra um anico
determinante antigénico e usualmente numa concentrac¢ido entre 0,1
e 10 ug por mililitro. Devido a um isétipo 1nadequado,
especificidade contra um determinante antigénico nao exposto ou
'nao repetido ou uma concentragcao muito baixa-: tanto do antigeno
como do anticorpo, estes anticorpos podem nao ser ativos em
alguns dos seguintes testes: virus neutralizacao, "imunodifusdo em
gel de agar, 1lise mediada por complemento, células mediando
citdlise dependente de anticorpo,ﬂ anticorpo marcado com
fluoresceina ou com peroxidase, fixagao de complemento e outros.
consequentemente, a utilizac3o de qualquer um destes testes para
avaliar os hibridomas quanto. a producao de anticorpos que uteis
falhard na deteccg3o de alguns anticorpos que reagiriam
fortemente com o antigeno desejado porém, simplesmente falharam
ao reagirem sob condicoes experimentais especificas ou ao
mediarem a reatividade que esta sendo medida. .

. Para evitar alguns destes problemas, muitos pesquisadores
tém wusado o radioimunoensaio indireto (RIA) ou ensaio imuno
enzimatico (ELISA) como um método primario de triagem
("screening"). Estes testes medem somente um uUnico ligante de
anticorpo para antigeno. Apesar do teste de RIA ser mais dificil
e caro para montar que muitos outros testes, ele oferece a
vantagem combinada de sensibilidade e ampla reatividade, que

permite a deteccao de todas as concentracgdes significantes e .

todos os isétipos de anticorpos monoclonais. Além disso, o RIA
apresenta resultados claros, quantitativos e reproduziveis e que
nao dependem de tempo e temperatura. Os anticorpos detectados por
RIA podem entdo ser confiavelmente testados para atividade em
outros testes. Por exemplo, resultados negativos em ‘virus
neutraliza¢do, em relacdo a resultados positivos no RIA, podem
ser interpretados com confianca ‘como indicadores da presenga de
um anticorpo ligante, ao virus porém que realmente ndo reage em
- virus neutralizacao O conceito de que "resultado  negativo em
virus neutralizacdo. indica uma verdadeira auséncia de anticorpo

ligante pode ser falso é muito enganoso. ‘

O teste RIA pode ser feito usando-se antigeno aderido ao
plastico ou pelo uso de células vivas em suspensio, células vivas.
em monocamadas ou monocamadas fixadas. O uso das técnicas com
fase sé6lida ou células em monocamadas fixadas presumivelmente
permitem que os anticorpos reajam com determinantes antigénicos
de todos os antigenos, no entanto, alguns epitopes podem ser
destruidos durante a fixacao. Técnicas usando _células vivas em
suspensdao ou monocamadas vivas 1limitam a reagao dos anticorpos
aos determinantes antigénicos presentes na superficie da membrana
celular. .
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RIA FASE SOLIDA
O antigeno pode ser preparado de varias formas:

(1) Lavar as células em frascos plasticos 3 vezes com tampao
salina (PBS) e congelar com 2 ml de PBS cobrindo as mesmas. A
medida que o PBS descongela, agite vigorosamente os frascos para
romper as células. Entao sonique o fluido, centrifugue a alta
velocidade para remover as particulas, titule contra antissoro
convencional em RIA, e congele em aliquotas. Dilua o antigeno na
concentracao adequada, antes do uso.

(2) Prepare uma suspensdao 10% de células em PBS contendo
1,5% de 1-0-n-octyl-8-D-glicopiranosida e 2 mM de fluoreto de
fenilmetil sulfonil. Agite por 45 minutos a temperatura ambiente,
centrifugue a 400 g e descarte o sedimento. Centrifugue o
sobrenadante a 150.000 g, diélise contra PBS durante a noite a
4°C, e ajuste .a- concentracao protéica para 1 mg/ml para uso
direto em RIA.

(3) Prepare uma suspensgo 5-10% de células em PBS contendo
1% de Triton X-100 e 2 mM fluoreto de fenilmetilsulfonil. Agite
por 30 minutos a temperatura ambiente, centrifugue a 400 g e
descarte o sedimento. Centrifugue o sobrenadante a 150.000 g,
didlise contra PBS com 0,1% de Triton X-100 por 24 h, a 4° C, e
centrifugue a 5.000g, por 1 hora a 3° C. Ajuste o contetdo
protéico para 1 mg/ml antes do uso em RIA.-

(4) virus purificado, proteinas virais oﬁ outros antigenos
purificados podem ser usados diretamente. :

O RIA é feito por 1ncubac§o de 100 nl de solucﬁo, de
antigeno nos orificios de micro-placas de cloreto de polivinil de
fundo em forma de V, a temperatura ambiente por meia hora ou
mais. A lavagem das placas é feita uma vez por aspersido de tampao
RIA (PBS com 10% de soro de cavalo inativado e 0,08% de aziga
- sédica - NaN3) nas cavidades das mesmas e apés agitacao o tampao .
é desprezado. As placas 830 incubadas por 15 minutos a
temperatura ambiente com 200 ul de tampao RIA ou PBS contendo 5%
de soro albumina bovina .(BSA).

0 tampao é retirado da placa e 25 nl de sobrenadante de
hibridoma (dilufido a 1:2 em tampao RIA) é incubado nas cavidades
por 90 minutos a temperatura ambiente. As cavidades sao lavadas
apds 3 vezes com tampao RIA.

s imunoglobulinas 1287 anti-camundongo (50 ul), diluidas em
tampao RIA para 20.000 "counts" ‘por minuto por 50 ul, g8ao
incubadas nos pogos por 90 minutos a temperatura ambiente. os
pocos sao lavados 4 vezes com tampao RIA e secos a temperatura
ambiente. : . :
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Cada placa flexivel é entlo encaixada sobre uma microplaca dura,
e o0s po¢os da placa flex{vel sio pressionados dentro dos pog¢os
da placa dura. Um fio aquecido é passado entre as superficies
planas superiores das duas placas para separar os pogos flexiveis
da sua placa:. Este processo gera vapores téxicos e deve ser feito
em uma capela de exaustao. O conteido de cada cavidade é
transferido para um tubo de vidro e contado individualmente
durante um minuto com um contador gamma.

RIA COM CELULAS EM MONOCAMADAS FIXADAS

As células s3o cultivadas em microplacas com fundo chato.
Elas sao .lavadas uma vez com PBS e fixadas por cinco minutos a
temperatura ambiente com 50 ul de glutaraldeido a 0,15%. Estoque
o glutaraldeido a 25% em aliquotas de 0,1 ml a - 20° C. No dia de
uso, 16,6 ml de tampao fosfato 0,15 M (pH 7,0) é adicionado; o pH
é reajustado para 7, 0 com hidréxido de sédio (NaOH) 5 N. (Tampﬁo
fosfato: solucdao 0,15 M de dihidrogénio fosfato de sédio
(NaH2PO.) adicionado a solug3o 0,15 M de monohidrogenio fosfato
de sédio (NazHPO,) até o pH chegar a.7,0).

vinte e cinco ul de glicina 0 1 M sao adicionados aos pogos.
(1 parte de glicina 0,3 M em tampao fosfato 0,15 M, pH 6,8 mais 2
partes de PBS com pH ajustado para 6,8 com NaOH 0,3N ou 'HC1 0,3N
com no maximo 1 més apds o preparo; para tampao fosfato, 0, 15 M
NaH2.PO., ¢é adicionado a 0,15 M NaaHPO., até o pH chegar a 6 8).
Isto é incubado nas células por 5 minutos a temperatura ambiente.
As células sao lavadas 3 vezes com tampao RIA, e a Gltima lavagem
é deixada nas células As placas seladas podem ser estocadas a 4°
C. As placas 830 lavadas uma vez mais com tampao RIA, antes do
uso.

Para o  RIA, 25 nl de tamp3o e 25 pl de sobrenadante de
hibridomas sao adicionadas as cavidades Umidas e incubades por
90 minutos a temperatura ambiente. As células sao lavadas 4 vezes
com tampao RIA, incubadas por 90 minutos adicionais a temperatura
ambiente, com 25 nl de imunoglobulina anticamundongo marcadas com

.. *28T diluida para 20.000 "counts" .por minuto por .25 ul, e.

lavadas ‘4 vezes mais. Solugao aquosa de NaOH (25 nl de 5 N) é
- entdo incubada sobre as células por 15 minutos - a temperatura
ambiente. Células solubilizadas sao capturadas com um aplicador
com ponteiras de algoddo ("Q-tips") e contadas por 1 minuto em
contador gamma. 4

Para nosso trabalho com o virus da Blue Tongue (BTV), nés
modificamos este procedimento de monocamadas fixadas como segue:
células (Vero ou BHK) em monocamadas sao tripsinizadas e semeadas
com virus em placas de 96 cavidades. Quando o efeito citopético é
evidente, as monocamadas sao lavadas uma vez com PBS {(com 0,08%
NaNs), ent3o 50 pul de PBS sao adicionados para cada pog¢o. Espacgos
entre os pocos das placas sao preenchidos com tampao para
prevenir rachadura da placa plastica.
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Duzentos nl de acetona a =-70° C sao adicionados por gotejamento .
sobre o PBS: se 80% da acetona for adicionada diretamente sobre a
monocamada, o plastico ' podera se dissolver. A fixagao é
praticamente imediata. A acetona-PBS é sacudida para fora da
placa e as monocamadas sao lavadas trés vezes com tampao RIA. O
lavado final é deixado e o0 resto do ensaio é realizado como
descrito previamente. Todavia, nés encontramos que somente 15.000
"counts" por minuto de F(ab')z de coelho anticamundongo marcado
com *22I era suficiente para detectar anticorpo 1ligante. Acima
de 30% dos "counts" totais (4.500 "counts"/minuto) adicionados
eram ligados neste RIA. ,

RIA COM MONOCAMADAS VIVAS

Este ensaio é feito exatamente como o RIA comdcélulas em
monocamadas fixadas, exceto os passos de fixacao que sao omitidos
e o tamp3ao MEM, 20 mM HEPES (veja pag. 51), 10% de soro de cava}o
(HS), e 0,08% de NaNa, é usado. O PBS com 2% de HS e a solugao
0,08% de NaNs podem também ser usados. A incubacao devera ser a
40 C. o ) : ’ ’ ’ ' '

RIA COM CELULAS VIVAS EM SUSPENSXO

As células s3o tripsinizadas na supegficie de crescimento
com o0 minimo de tripsina possivel. Elas sao ressuspensas em MEM
com 10% de SFB e deixagas repousar por 1 hora a temperatura
ambiente. As células sao contadas, peletizadas por centrifugagao
leve, ressuspensas em tamp3o RIA a 10° cels/ml. Sao entao
adicionadas 50 ul de células a ,cada pogo em forma de U das
microplacas duras, seguido pela adigao de 50 ul de sobrenadante
de hibridomas e 5ncubagao a 4° C por 60 minutos em agitador de
placas gom agitacao suficiente para que as células permanecam em
suspensao.

As células s3o lavadas trés vezes por centrifugadﬁo das
placas para serem peletizadas em cada cavidade, retirando o
fluido e ressuspendendo as mesmas em 100 nl de tampao RIA. Os
- sédimentos de células drenadas sao, ‘entao, incubados a 4°C por 60
minutos em agitador de microplacas com 50 ul de Ig
anticamundongo marcadas com *25%I (30.000 "counts" por minuto por
50 pnl) e lavadas trés vezes como antes. 25 ul de tampao RIA sao
adicionados a cada pogo da placa; as células sao captadas com
ponteiras "Q-tips" e contadas por 1 minuto em contador gamma.
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PREPARACAO DO SEGUNDO ANTICORPO PARA RIA

0 segundo anticorpo (radioativo) para RIA pode ser adquirido

de fontes comerciais. A experiéncia do Instituto Wistar
demonstrou que os anticorpos adquiridos comercialmente podem nao
ser suficientemente puros para dar uma pequena coloracdo de fundo
de contagem necessdrio para trabalhos muito criticos com
antigenos presentes em quantidades muito baixas. Por esta razao,
nés temos feito nosso préprio anticorpo de coelho, purificado por
-afinidade, contra fragmentos F(ab')2 de gama globulina (IgG) de
camundongo para uso em RIA. Uma gnica partida de soro de coelho
dura por muitos anos uma vez que sao usadas pequenas quantidades
em cada ensaio. Em torno de 1mg de anticorpo purificado é
necessario para 2 x 10°® testes.

A imunoglobulina de camundongo é obtida de 10-20 camundongos
BALB/c por precipitacao . de soro total com sulfato de amdnio
saturada vol./vol. a 4° C. A imunoglobulina é peletizada a 4.000
rpm por 20 minutos, ressuspensa em volume igual ao original do
soro com agua destilada, recentrifugada para remover proteings
insoliveis e reprecipitada pela adigao de igual  volume de solucgao
saturada de sulfato de amdénio. O precipitado é novamente
peletizado por centrifugacao a alta velocidade, redissolvido em
uma quantidade minima de &gua destilada, e centrifugado. novamente
para remover contaminantes insoluveis. _

A IgG de camundongo ¢é obtida pela passagem do soro 2 vezes
precipitado através de coluna de Sephadex G-200 equilibrada com
PBS-azida. O segundo pico contém a IgG com alguma IgM (tracos no
final do primeiro pico) e IgA (carregada no final do pico de

IgG). A 1IgG é concentrada por didlise a vacuo para 20 mg/ml
‘contra de tampao acetato de sédio 0,15M (pH 4,45).

Para cada 100 mg de IgG, 2 mg de pepsina sao adicionadas. A
mistura é incubada a 37° C durante a noite e centrifugada para
remover o material pgecipitado O pH do sobrenadante é ajustado a
7,4 para parar a agao da pepsina e o material é dialisado contra
PBS. .

A IgG digerida é passada através da mesma coluna de Sephadex
G-200 equilibrada com ‘PBS~azida. O F(ab')a deveré salr em um pico .
entre a Iqunao digerida (pico 1) e as subfracoes de IgG (pico
3). As fracoes contendo o pico 2 sao misturadas, concentradas por
didlise a vAcuo, misturadas com 1igual volume de adjuvante
completo de Freund e injetadas intradermicamente em coelhos (0,5
-1 mg de F(ab')2. por animal). Uma segunda dose de F(ab')a é dada
20-30 dias apés. O nivel de anticorpos anticamundongo é
verificado 7-14 dias apés por imunodifusag contra anticorpos
monoclonais de varias classes. Os coelhos sao, entao, sanqrados
ou reinoculados.
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De cada coelho tendo atividade de antiglobulina, 50 ml de
sangue pode ser retirado através de uma incisdo feita com um
bisturi ou cédnula com uma agulha hipodérmica com didmetro 20, na
artéria média da orelha. Apdés um mes, os coelhos podem ser
reinoculados ou sangrados novamente. O sangue poderd ser incubado
a 37° C por algumas horas, o soro transferido com cuidado para
tubos de centrifuga e centrifugados'a 2.500 rpm/min, e congelados
em aliquotas de 3 ml.

Varios pesquisadores divergem neste ponto. Estudos "rapidos
e impuros" podem tolerar o nivel de coloragcdao de fundo
significante relativo a presengca da regiio Fc da molécula de
imunoglobulina, a IgM e talvez outras proteinas presentes no soro
do coelho. Estudos quantitatlvos criticos com anticorpos
monoclonais podem requerer purificacgdo do fragmento F(ab'). da
IgG de coelho. O segundo anticorpo utilizado em muitos estudos no
PIADC é a imunoglobulina anticamundongo purificada por afinidade.
Muitos lotes dao uma especificidade muito boa com baixo nivel de
coloracao de fundo.

A purificaCﬁo das imuhoglobulinaé de coelhos anticamundongo‘

por afinidade pode ser feita tanto pelo brometo de cianogénio
adquirido comercialmente, sefarose 4B ativada - ou bromoacetil
celulose (BAC), como apresentado aqui. As fdérmulas das solugoes
sdo dadas no apéndice (pag. 48). '

1. Dois gramas de BAC, s3o inchados por 24 h com trés trocgs
de 4agua destilada. Sao, entao, lavados por 3 horas em tampao
fosfato de sodlo 0,05 M (pH 5 8), agitados e ressuspensos em 10
. ml do mesmo tampdo. A 'suspensao ¢é sonicada para dispersar os
grumos e peletizada a 4.000 rpm por 20 minutos. O sobrenadante é
descartado e o sedimento é ressuspenso em 10 ml de.tampao fosfato
de sédio 0,05 M (pH 5,8).

2. A capacigade tamponante da suspensgo de BAC é
determinada pela adicao de uma quantidade cuidadosamente medida
tampao Nde bicarbonato de sédio 1 M (pH 10) para 2,5 ml da
suspensao preparada no passo 1 até atingir o pH 9 . serfo

necessirios aproximadamente 0,2 ml, .ficando a concentracao final

de bicarbonato em torno de 0,1 M.

3. Em uma segunda aliquota de 2,5 ml de suspensgo' de BAC
(preparada no passo 1), 10 mg de IgG de camundongo
cromatograficamente puros sao adicionados sob agigacao A IgG
deve ser previamente dissolvida em 0,2 ml de tampao fosfato de
sédio 0,05 M (pH 5,8). A mistura é agitada por 2 horas a
temperatura ambiente.
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4. A mesma quantidade de tampﬁo bicarbonato de sé6dio 1 M
(rH 10), tal como fol preparado para atingir o pH 9 no passo 2 é
adicionada & mistura BAC-IgG. Isto pode ser em torno de 0,2 ml e
deve resultar em uma concentracao de 0,1 M de bicarbonato.
A mistura é agitada durante a noite a 4° C. Deste modo, a IgG é
ligada ao BAC.

5. A mistura BAC-IgG é entao centrifu ada a 4.000 rpm por
20 minutos, ressuspensa em 15 ml de uma solucao de 2 aminoetanol
0,05 M mais bicarbonato de sédio 0,1 M (pH 8,9), e agitada
durante a noite a 4° C. Desta forma h& bloqueio dos sitios
remanescentes no BAC.

6. A mistura é novamente centrifugada a 4.000 rpm por 20
minutos e lavada 3 vezes com aproximadamente 40 ml de cloreto de
sédio (NacCl) 0,15 M, até o sobrenadante apresentar uma D.O.azeo
igual a zero. O sobrenadante pode ter que ser centrifugado para
uma leitura mais exata. Toda IgG livre deverad ter sido retirada.

7. O BAC-IgG é lavado com glicina-HCl 0,1 M, pH 2,8 (tampgo
de eluicdo) e a densidade 6tica do sobrenadante. é checada a
280nm. Uma D.O.aze0 de 2zero significa gque a IgG esté fortemente
ligada ao BAC. A mistura BAC-IgG lavada com &cido & entdo lavada
com PBS-azida e ressuspensa na proporc¢ao de 20% com PBS-azida
tampao Esta preparacao pode ser estocada a 4° C por 2 a 3 meses.

8. 0 soro de coelho anticamundongo é preparado por
centrifugacao a 20.000 rpm por 1 hora.' Assumindo que o antissoro
.contém em torno de 1 mg/ml de imunoglobulina (Ig) anticamundongo
especifica, e que 10 mg de IgG estavam acoplados ao BAC, em torno
de 2,5 ml de soro poderia ser misturado a 2,5 ml de suspensao de
BAC a 20% preparada no passo 7. A mistura é agitada por 2 horas a
40 C, .

9. O BAC-IgG-antiIg é centrifugado a 4.000 rpm por 20
minutos. O sobrenadante é recolhido e testado em imunodifusao
" para demonstrar -que toda a atividade anticamundongo foi removida-
pelo imuno-absorvente.

10. O sedimento é lavado duas vezes com 40 ml e uma terceira
vez com 2,0 ml de PBS, e entdo ressuspenso em 1 ml de tampao
glicina—HCl 0,1 M (pPH 2,8) a temperatura ambiente. A suspensao.
levaré em torno de 5 minutos.
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11. A suspenséo é centrifugada a 4.000 rpm por 10 minutos
para separar o anticorpo anticamundongo purificado de imuno
absorvente. O -sobrenadante contendo a antiIg diluida podera ser
transferido para um oQutro recipiente e imediatamente neutralizado
pela adicao de tampao fosfato de sédio 0,3 M (pH 7,8) até o pH
atingir 7,2. A concentragao de anticorpos é medida em D.0.280
(usando E2°° cm/1,4 =1 mg/ml) e dializado a vacuo contra PBS
.para concentrar a 1 mg/ml. Ent3o, aliquotas de 50 ul sao
distribuidas em frascos Nunc de 2 ml e congeladas a -70° C. O
anti-soro é testado por imunodifus3o contra anticorpo monoclonal
de camundongo. para demonstrar atividade contra varias classes e
subclasses de anticorpos de camundongo.
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RADIOIODINACAO DE ANTICORPOS

As resinas dg trocas iénicas usadas para separar o anticorpo
marcado do *22, nao-ligado §30 preparadas em grandes lotes e
estocadas a temperatura ambiente entre intervalos de uso. As trés
resinas Dowex-1, DEAE Sephadex e DE 52 -~ sao todas tratadas antes
do uso. O pré- tratamento com HCl-NaOH do DE 52 pode ser omitido,
se desejar. As resinas sao tratadas separadamente, mas de forma
idéntica. - :

Em torno de 50 g de Dowex-l, 10 g de DEAE Sephadex e 20 g
de DE 52 s3o embebidas, cada umqﬁ em 15 volumes de HC1l 0,5 N por
30 minutos. cCada resina é, entao 1lavada com aproximadamente 10
trocas de Agua destilada até que o pH da Agua chegue a 4,0. O pH
da 4gua destilada, obviamente, deve ser mais alto que 4,0 antes
do uso; 1isto pode requerer algum ajustamento. A lavagem do Dowex-
1 pode ser feita pela aspiracido do sobrenadante; DEAE Sephadex e
DE 52 sao melhor lavados em funil de Buchner. .

Cada resina é, entao, embebida em NaOH 0,5 N por 30 minutos
seqguida pela lavagem até que o pH seja reduzido a8,0. 0
procedimento pode ser interrompido neste ponto.

0 embebimento com HCl1l 0,5 N por 30 minutos é rgpetido e as
resinas sao lavadas até atingir PH 4,0. Elas sao novamente
embebidas em NaOH 0,5 N seguido por lavagem até o pH ser reduzido
a s, g Este procedimento também pode ser interrompido neste ponto
também.

O NaHaPO. 0,5 M é adicionado as resinas drenadas. O ApH deve .
. ser 4,5. O Dowex-1 é deixado durante a noite; o DEAE Sephadex e o
DE 52 sao estocados sob vacuo durante a noite.

O NaH2PO. 0,5 M é entdo succionado e o NaHaPO. 0,2 M é
adicionado -até o pH chegar a 7,0. . .

Um tampao é entao preparado pela adicao de NaH:PO, 0,2 M a
NaHPO, 0,2 M até que o pH caia a 7,0. cada resina é lavada
muitas - vezes com este tampdo, ressuspensa -em torno de dois
volumes de tampao, e empacotada em frascos de 100 ml. Para cada
100 ml de suspensao de resina, 1 ml. de azida sédica a 2% €&
adicionada. Todas as resinas sao estocadas a temperatura ambiente
onde elas permanecem estéaveis por anos. O tampao remanescente nao
usado é esterilizado por filtracdo e & estocado a temperatura
ambiente.

Para preparar as colunas, corte e quebre duas pipetas
Pasteur para remover as suas pontas finas. Coloque uma pequena
quantidade de 1a de vidro dentro da ponta grossa das pipetas e
deixe-a correr para a ponta quebrada. Cuidados devem ser tomados“
para evitar perfuracoes nestes chumagos.
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Coloque um tubo de borracha macia com comprimento de 2 polegadas
sobre a ponta fina de cada pipeta e prenda-as verticalmente num
suporte. Adicione tampdo (fosfato 0,2 M) a cada coluna, o fluxo
deve ser de 1 gota por segundo. Utilize wuma pingca no tubo de
borracha para evitar entrada de bolhas nas colunas. Remova toda a
fibra perdida acima dos chumacos, encha as colunas -até a metade
mais ou menos com tampdo, e adicione DEAE-Sephadex. Abra a pinca
para empacotar o Sephadex a uma profundidade em torno de 5 mm.
Entao feche novamente os tubos. Adicione DE 52, abra a pinga e
empacote o DE 52 também até 5 mm de profundidade. Feche os tubos
novamente. Use uma pipeta Pasteur com a ponta fina removida para
adicionar Dowex-1 até a altura do pescogo das colunas Lave cada
coluna com 10 ml de tampao e depois com 20 ml de tampao contendo
10% de soro equino. As colunas, agora prontas para a separacao,
sao0 princadas.

N6s temos adotado o procedimento "Iodogen" de Fraker e Speck
(Biocheg. and Biophs. Res. Commun. 80: 849-857, 1978) para
iodinagao de anticorpos de coelho. Este procedimento é mais
simples e mais rdpido que o método da Cloramina T. O Iodogen (1,
3, 4, 6-Tetracloro-3,6-diphenilglicoluril) é insolivel na &gua e
‘pode " ser adsorvido .ao vidro. E solubilizado em cloroférmio, e 5
ou 10 pg s3qo secos em tubos de vidro de 12 x 75 mm de acordo conm
indicac3do do fabricante. As reagdes de iodinacao s3o0 realizadas
nestes tubos. A remocao da proteinaﬂ e do 1isé6topo do frasco de
reagao interrompe a reacao de iodinacao, e o "Iodogen" permanece
ligado ao vidro.

Os tubos sao preparados em lotes e estocados
indefinidamente, em local seco a temperatura ambieénte. No dia da
iodinacao, um tubo coberto com "Iodogen" é& 1lavado com tampao

fosfato para retirar algum pedago de "Iodogen" perdido. O tubo é

drenadg, e os itens abaixo s3o colocados préximos a uma capela de
marcagao:
1. Tubo com "Iodoqen“
2. Luvas plasticas
3. Coluna de troca iénica (preparada como indicado
acima).
4. Tampgo RIA (10% de HS, 0.08% de azida sédica). :
5. Tampao fosfato 0,2M, pH 7,0, 10 ml sem soro, 10'm1 com
: 10% de HS. . "
6. Tubo de centrifugacao com rosca para 15 ml, encapado com
lamina de chumbo.
7. Pipetas Pasteur, bulbo para pipetagem, tubos,
micropipetador e ponteiras.
8. 0,25 mCi*2%I (Na*2?2I em NaOH) num volume total de 10 ul
ou menos.
9. Tubos de vidro de 12 x 75 mm contendo 100 ul de tampao
fosfato mais 10% de HS.
10. Anticorpo, 50 ul em 50 ul de tampao fosfato.
11. Contador "geiger", protetor de chumbo.
12. Recipiente para residuos radioativos.
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0 executor da iodinacio deve usar luvas duplas. Todo o
procedimento, incluindo a marcagao e o trabalho nas colunas, deve
ser realizado em capela adequada. O tubo de 1Iodogen, lavado e
drenado, é colocado em cdlice de .chumbo e 50 ug de anticorpo é
adicionado. Duzentos e cingllenta nci de *22I s3o adicionados
usando uma pipeta Eppendorf ou, seringa de Hamilton. O tubo é
agitado vagarosamente e a reagdao ocorre em 15 minutos. Uma pipeta
Eppendorf é usada para transferir a mistura para a coluna. O tubo
de Iodogen & lavado com 200 pl de tampao fosfato sem soro e este
" volume é também transferido para a coluna. A coluna ‘de troca
idnica é aberta e o0 anticorpo radioativo é passado através dela
com tamp3o fosfato contendo 10% de HS. Quatro ml sdo coletados da
coluna para dentro dos tubos de centrifugacao, embrulhados em
lamina de chumbo. Estes 4 ml s3o diluidos com 4 ml de tampao RIA
(10% HS e 0,08% de azida sédica). A coluna é deixada correr até
secar e §é descartada com os tubos de 12 x 75 mm, ponteiras
Eppendorf e pipetas Pasteur.

Os anticorpos marcados e o tampao RIA s30 misturados,
amostras de 25 ul sao contadas por 0,1 minuto para determinar a
atividade e os anticorpos s3o estocados dentro de chumbo a 4° C,
aonde é estdvel por aproximadamente 2 meses. Anticorpos marcados
por este procedimento geralmente tém 4-7 x 10°® counts/minutos por
25 ul.

Verificar radioatividade do técnico e na 4&rea de trabalho
apdés a execuc¢do do trabalho.
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CLONAGEM DE HIBRIDOMAS

Hibridomas normalmente sio linhas celulares instAiveis, 1isto
é, elas tendem a perder a habilidade de produzir anticorpos. As
células que perderam esta capacidade rapidamente suplantam as
que conservaram a habilidade de producao de - anticorpos. Isto
pode ocorrer, ainda, enquanto o nivel de anticorpos no meio de
cultura é detectaivel. Desta forma, cultivos ainda vidveis estao
invarialvelmente perdidos. Para que nao aconte¢a esta perda,
deve-se clonar os hibridomas aproveitaveis, para selecionar as
células que tém capacidade de produzir anticorpos, separando-as
das demais. Esta etapa deve ser realizada 1logo que seja
determinada a viabilidade dos hibridomas. Apés repetir a
clonagem varias vezes a linha celular tende a estabelecer-se. No
entanto, em muitos casos, quantidades suficientes de anticorpos
podem ser produzidas para  executar determinados projetos, a
partir dos primeiros clones ainda nio perfeitamente
estabelecidos. Caso determinados clones forem  congelados em
nitrogénio 1liquido, estes podem ser descongelados ‘e produzir
grande quantidade de anticorpos necessirtos para projetos
maiores. .

Trés métodos de clonagem tem sido empregados com sucesso.
Pesquisadores, em virios laboratdérios, fazem clonagens através de
suspensao em agarose, ou pelo método de diluigao Outros
descrevem a obtencao de bons resultados fazendo diluicoes en
monocamadas de timdécitos murinos ou em células do exsudato
peritoneal. Uma vez que hibridomas especificos podem ser
clonados facilmente por um ou outro método, deve-se tentar outra
técnica de clonagem, caso nao tenhamos sucesso com a primeira.

Todos os métodos requerem que se tenhadhibridomas crescendo

. ativamente e que estejam em exelentes condig¢oes. Assim, a cultura -

a ser clonada, deve ser dividida, suplementada com ‘meio novo,
contendo 20% de soro fetal bovino (SFB) um_dia antes da clonagen.

O primeiro dos métodos a seguir relacionados, foi usado

inicialmente, no PIADC. No entanto, esse método foi abandonado em .

favor do segundo, pois este é mais eficiente, ou seja, o método
de diluicao, empregando cultivos de macréfagos peritoniais.
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1) No. dia da clonagem, as células sao ressuspendidas,
contadas e diluidas a 1.000, 100 e 10 em azul de tripan por
milimetro de MEM com 20% de oro fetal bovino. Necessita-se de
pelo menos 5 ml de cada diluigao Com uma pipeta de Pasteur na .
posicao vertical, as células sdo colocadas em uma microplaca de
fundo chato com 96 pogos (1 gota por pogo, 60 pogos por
diluigao), nos quais, anteriormente, foram colocados 200
microlitros de mgio contendo 20% de SFB. “Apdés, 10 ml de agarose-
MEM a 0,25% sao colocados nos tubos contendo o restante das
células diluidas. Esta agarose é colocada em 24 pogos, que
receberam previamente 1,5 ml de MEM com 0,5% de agarose, agora ja
solidificado. A camada superior de agarose, contendo as células,
é colocada a temperatura ambiente para a solidlficagao do agar, e
apds incubada em estufa Umida a 37° C com 5% de COa.

A agarose a 0,5% é preparado pela combinagﬁd de:
25 ml de agarose a 2% em agua destilada
25 ml de MEM 2X (sem glutamlna e bicarbonato)
20- ml1 de SFB .
1 ml de glutamina (200 mM) ' :
2 ml de bicarbonato de sédio (NaHCOs) a 7,5%
27 ml de MEM com 20% de SFB

A agarose é dissolvida e esterilizada por .autoclavagio e
resfriado a 42° C. Todos os outros componentes s30 aquecidos a
42°C antes. de misturi-los a agarose.

A agarose 0,25% é preparada pela combinagao de igual volume
de MEM com 20% de SFB e. MEM com 0,5% de agarose, descrita
anteriormente.

Todas as culturas s3o examinadas, para observacido de
crescimento celular, 4-7 dias apds. As culturas contendo mais de
dez coldnias, por pogo devem ser descartadas, pols clones
individuais nao poderao ser selecionados.

As culturas devem ser examinadas, para identificar os clones
"Nnos po¢os. Pogos com: mais de um clone devem ser 1denti£icados,
para que nao sejam selecionados Placas com 10 30 clones s3o as
melhores.

Os clones terio crescido o suficiente para serem
subcultivados apés 10- 15 dias. sSe a estufa apresentar uma boa
umidade, provavelmente nao ha necessidade da troca de meio,
durante esse periodo. No entanto, os clones devem ser observados
periodicamente. Os clones limitantes de diluiggo s3o selecionados
dos pogos pela agitagao do meio, retirando-se a metade do
- liquido e das células, com o auxilio de uma pipeta de Pasteur.
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Clones em agarose sao facilmente visiveis a olho nu, e
podem ser aspirados com uma pipeta de Pasteur. Cada clone é entao
colocado em 0,1 ml de meio condicionado, num anico pog¢o, de uma
placa com 96 pogos. As células sao, entao, cultivadas como
qualquer outro cultivo celular, e devem ser testadas para
presenca de anticorpos, o quanto antes possivel..

Varios clones que crescem bem e que produzem quantidade
maxima de anticorpos, sao selecionados, multiplicados e
congelados. Um Unico clone pode ser cultivado e produzir
anticorpos para serem usados em estudos definitivos.

2) Nés preferimos o seguinte método de clonagem: macréfagos
peritoniais sao colhidos, conforme descrito anteriormente (pégina
.14) e para cada clonagem, duas placas com 96 pogos 830
utilizadas colocando 200 pul de MEM com 20% de SFB, contendo 10¢
. células por mililitro em todos os pogcos com execao dos mais

externos. Dependendo da riqueza do SFB, nés constatamos que o0s
hibridomas: podem ser diluidos, até chegar a cinco células por
mililitro, e mesmo assim, produzir inGmeras coldnias isoladas. O
procedimento adotado é o seguinte: '

Ressuspenda os hibridomas que estejam crescendo ativamente
em MEM com 20% de SFB a duas diluicoes de 50 e de 5 células por
mililitro e 5 ml por diluicao Usando um pipetador multicanal,
coloque 50 nl da suspensao celular, nos 60 pog¢os mais internos de
uma microplaca, contendo macréfagos peritoniails. Simplesmente
adicione 50 pl aos 200 pul que J& estavam no pogo. Apds isso
envolva as placas em engoltério "saran" (plastico aderente
transparente para preservagao de alimentos frescos) e incube-as
.de 4 a 7 dias. Examinar entao os pogos, para identificar coldnias
isoladas, e marcd-las circundando o po¢o, na tampa da microplaca.
Apés 7 a 8 dias, as coldnias devem estar de bom tamanho para
serem separadas e alimentadas. Dez a doze dias apés, devem estar
prontas para serem testadas. Apés a 1dentificacao de clones
. positivos, eles .sao subcultivados e congelados. Se as coldnias
isoladas forem todas negativas, os hibridomas positivos podem ser.
identificados de coldénias maltiplas, das quais possam ser
clonados facilmente. :
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TESTE PARA CLASSE E SUBCLASSE DE ANTICORPOS DE HIBRIDOMAS

A maiotia dos. hibridomas utilizaveis devem produzir
imunoglobulinas suficientes para produzirem uma linha fraca,
- quando testados contra imunoglobulinas anticamundongo pelo
método de imunodifusao em dgar de Ouchterlony. Comercialmente,
existem soros de c¢oelhos ou cabra anticamundongo com boa
concentra¢do e especificidade para este teste.

O teste para classe e subclasse dos anticorpos de hibridomas
é realizado em placas de petri com 50 mm de didmetro, contendo 3
ml de agarose a 1% em NaCl 0,1 M, e tampao Tris-HC1l 0,02M, com
PH 8,0. VaArias placas de petri podem ser preparadas ao mesmo
tempo. Os pogos sao perfurados.e o 4&gar é aspirado; a porgao
inferior da placa dé recoberta com parafilme, antes de ser
recoberta com a porgao superior da placa. As placas podem ficar
estocadas durante meses a 4°C. Trés grupos de 8 pogos periféricos
de 7 ul e um pog¢o central de 7 nl. podem ser cortados em uma
placa. Os sobrenadantes normalmente s3ao colocados nos pogos
pexriféricos, e o soro de <coelho anticamundongo é colocado no
pogo central, . uma vez gque esse soro comprado é caro. A leltura
dos resultados é realizada 24 a 48 horas apdés a incubacao a
temperatura ambiente. As linhas normalmente sé podem ser
observadas com uma luz intensa, por baixo da placa, de
preferéncia em uma sala escura. : v
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ENSAIO CITOTOXICO MEDIADO POR COMPLEMENTO
METODO DE EXCLUSAO DO CORANTE

0 método citotdéxico mediado por complemento é usado para
identificar anticorpos que combinam com antigenos presentes na
superficie de células vivas, irao ativar o sistema complemento e
-desta forma romper a membrana celular.

‘1) Se forem usadas células normais ou tumorais, estas devem
ser tripsinizadas e semeadas na mesma garrafa, um dia antes do
ensalo. o .

2) No., dia do teste, remova as células do frasco com
tripsinizacao leve, dilua no meio (500 ml de RPMI 1640 contendo
5% de SFB, 2 ml de HEPES 1M, 1 ml de NaOH' 0,03 M) para 4 x 10°
células por mililitro e distribua entdo 0, 05 ml por pogo de uma
microplaca de fundo redondo.

3) Acrescente diluigges de O 0§ ml de anticorpo por pogo.
Como o complemento de camundongo nao 1nterfere com o teste, o
liquido ascitico pode ser testado sen inatlvacao prévia. .

4) Agite as placas, para homogeneizar as células e incube
por 90 minutos a temperatura ambiente.

5) Centrifugue as placas por 3 a 5 minutos a 1200 rpm para
peletizar ‘as células. . .

" 6) Retire o sobrenadante da placa e o excesso de fluido da
superficie da placa. - o

7) Adicione diluigﬁes apropriadas de complemento resfriado
de coelho na quantidade de 0,05 ml por pog¢o. Varias diluigoes
(1:2, 1:5,  1:10) do complemento devem ter sido testadas
previamente. Somente alguns, talvez 1 de cada 25 coelhos, tém o
complemento de que ndo causa lise inespecifica. Este teste serve
para encontrar um coelho que combine com a c¢élula, ou o sistema
- célula-virus que estd sendo testado. Coelhos diferentes sao,
6timos com células dlferentes.

8) Agite as placas em um microagitador para ressuépender as
células, coloque uma tampa e incube as placas por 45 minutos a
37°C em camara uUmida com 5% COa.

9) Coloque as placas no gelo apds a incubagﬁo, adicione azul
de tripan gelado, na quantidade de 0,05 ml por po¢o, e calcule a
percentagem de células vivas (brancas) e mortas (azul).

10) Determine a diluigso do anticorpo apresentando 50% de

lise citotédxica comparando com graficos ou resultados de
computador. '
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11) Cada teste deve ter seus controles. Paré o teste do soro
use:
a) Sé o complemento
b) Soro pré-sangria e complemento
¢) Menor diluig¢ao do soro, sem o complemento
d) soro sabidamente positivo.

Para o teste dos hibridomas use:

a)- S6 o complemento

b) Sobrenadante de mielomas apropriados, seguido de
complemento

C) Menor diluicao do sobrenadante, sem complemento

d) Sobrenadante positivo, com varias diluigoes.
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MEIO DE "TONG CHANG" LIVRE DE SORO PARA HIBRIDOMAS

Os anticorpos monoclonais produzidos em meios livres de soro -
podem ser concentrados 1000 vezes através de didlise,
ultracentrifugacado, ou ainda podem ser purificados por
cromatografia por afinidade ou em proteina-A-sepharose. A férmula
para o meio "Tong chang" sem soro estd no anexo (veja pg. 48) .
trabalhos de outros laboratdérios que recomendam a adlgao de 10 uM
de 2 aminocetanol, 10 uyM de 2 .‘mercaptoetanol, 1 .x 10-° M de
selenito de sédio, 4 ng por mililitro de acido oléico em 1 mg por
mililitro de soro albumina bovina e 1 - 2 ug por mililitro de
lipoproteinas humanas de baixa densidade para melhorar este meio.
Ooutros meios sem soros ja existem disponiveis comercialmente.

Os hibridomas podem ser cultivados em frascos de Erlenmeyer
de 250 ml, Sontendo 100 ml de meio com 20% de soro fetal bovino.
As células sao entao lavadas em meio sem soro e alimentadas com
100 ml ~de meio sem soro. O meio deve ser trocado 2-3 vezes por
semana. Algumas linhas celulares crescem bem nesse meio e outras
simplesmente nao. )




PROPAGAQgQ DE HIBRIDOMAS COMO ASCITE EM CAMUNDONGOS

Hibridomas cultivados "in vitro" produzem 0,1 - 10 ug de
anticorpos por mililitro. Os mesmos ‘hibridomas, quando cultivados
na cavidade peritoneal de camundongos, podem produzir 5 a 80 mg
de anticorpos por mililitro de fluido ascitico. Ambos os métodos
possuem algumas vantagens. Os anticorpos, produzidos "in vitro"
com um hibridoma devidamente clonado e cultivado em SFB
realmente livre de imunoglobulinas ou meio sem soro, é realmente
monoclonal e monoespecifico. A baixa concentragdo de anticorpos
pode ser superada pelo cultivo dos hibridomas em meio livre de
soro, concentrando apdés os anticorpos através de precipitacgio
com sulfato de amdnia, didlise,  ‘ultracentrifugagdo, ou
cromatografia por afinidade com proteina A. Entretanto, isso é
desnecessario para dvérios estudos. Quando grandes quantidades ou
grandes concentragoes de anticorpos sao necessarias, os
hibridomas podem ser cultivados na cavidade peritoneal de
camundongos sem maiores problemas. Os anticorpos monoclonais
produzidos em camundongos estgrao contaminados com outros
anticorpos que normalmente estag presentes. Assim sendo, 9s
camundongos usados para a produgao de liquido ascitico deverao
estar protegidos contra os antigenos para os quais se deseja a
producao de anticorpos e contra todos os antigenos que apresentam
reacao cruzada com o antigeno especifico.

A técnica é simples. Usa-se camundongos BALB/c de 6 a 10
semanas de idade que .recebem 0,5 ml de "pristane" (2, 6, 10, 14~
tetrametilpentadecano) por via intraperitoneal com o auxilio de
uma seringa de vidro (agulha de 23G - 3/4"). Alternativamente, a
soluqao estéril de azul de tripan pode ser utilizada para
sensibilizagao. Entre 3 - 21 dias, (preferencialmente 14), 1 Xx

0‘ hibridomas, com rdpido crescimento e com poucas passagens,
sao injetados intraperitonealmente. A ascite deve aparecer dentro
de 2 semanas e deve ser colhida assim que for identificada. Os
hibridomas podem c¢rescer na forma de tumores sélidos e produzir
. pequenas quantidades de anticorpos. Caso aparecam tumores sélidos .
em vez de ascite, a ascite pode ser produzida pelo uso ‘de uma
‘quantidade menor de- hibridomas, em um. outro grupo de camundongos.

O liquido ascitico é coletado por punggb do camundongo com
uma agulha N 20; com o -liquido sendo coletado em um tubo de
centrifuga de plastico com tampa. Parte do liquido vai coagular,
e pode ser gecuperado apés retrac3o do codgulo. Os camundongos
coletados sao devolvidos para as gaiolas e reexaminados
diariamente para presenca de ascite. Normalmente, sao coletados
em dias alternados e sé sao sacrificados apdés o aparecimento de
grandes massas tumorais. : : : R
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O liquido ascitico é centrifugado para remover as células,
todos os fluidos que contenham anticorpos do mesmo hibridoma sao
misturados, o 1liquido resultante "pool" é dividido em aliquotas
(geralmente de 100 ul, 1 ml e um frasco grande de estoque), e
sao congeladas a ~70°cC. Uma aligquota de cada "pool" deve ser
testada para determinar a concentra¢ao de anticorpos.
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w
ANEXO 1 - MEIOS E SOLUC&ES PARA A PRODUCAO DE ANTICORPOS
MONOCLONAIS

A - SOLUCAO ESTOQUE PARA TODOS OS MEIOS

1) Soro fetal bovino (SFB) - 1Inativar o complemento, pelo
aquecimento do s8oro, -a 56°C, durante 30 minutos. Verifique a
capacidade de crescimento c¢lonado de mielomas.

2) Glutamina: 20 mM de glutamina preparada em &gua

-destilada deionizada: prepare e filtre, em membrana de 0,22 um,

ou compre pronto. Mantenha congelado.

3) Meio essencial minimo (MEM): Dissolva o pé de MEM
autoclavavel adquirido no comércio em &gua destilada, deionizada,
colocando 400 ml em frascos com capacidade de 500 ml, e autoclaxp-
de acordo com as recomendacdes do fabricante (MEM, nao
autoclavivel, MEM modificado por Dulbecco, RPMI 1640, MEM
modificado por Iscove, e outros meios também podem ser
utilizados. :

4) Bicarbonato de s86dio - Prepare soluééo 7,5% em &gua

destilada deionizada. . Filtre em membrana de 0,22 um, e estoqne a. .
~4°C, nunca mais de duas semanas. ‘

B - MEIO P3 (MEM COM 10% DO SFB, 15 ng POR MILILITRO DE 8-
AZAGUANINA '

1) 801ucao estoque de 8-azaguanina: adicione 0,769 g de 8-
azaguanina a 25 gotas de Agua destilada.. Acrescente 50% de

.hidréxido de sédio, gota a .gota, agitando até a droga se

dissolver completamente.'Adicione dgua deionizada até a 500 ml,
filtre com f£filtro de membrana de 0,22 um, e estoque a 4°C em
aliquota de 100 ml. :

2) Preparacsb do meio: em 400 ml de MEM, adicione, (a) 50
ml de SFB, (b) 4,8 ml de solugcao estoque de 8-azaguanina, (¢c) 5
ml de glutamina 20 mM, e (d) 12 ml de bicarbonato de sédio a
7,5%. Teste a esterilidade para aerébios e anaerébios em tubos de
tioglicolato. Estoque a 4° C.’ Use em 6 semanas ou adicione mais
qlutamina.
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C - MEM SEM SORO COM 0,01% DE EDTA

1) Faca solucﬁo de EDTA com: (a) 8 g.de cloreto de sédio,
(b) 200 mg de cloreto de potassio, (c) 1:1g monohidrogéniofosfato
de sédio (NazHPo.), (d) 200 mg de fosfato de potdssio (KxaPOd).,
(e) 29,8 ml de sol 0,1 M de etileno diaminotetraacetato de sédio,
e (f) 2 ml de vermelho de fenol a 0,5%; e junte quantidade
suficiente de Agua destilada para 1 litro, ajuste o pH para 7,2
com 80l. 5 N de hidréxido de sédio, autoclave por 25 minutos a
121°cC.

2) Adicione a 400 ml de MEM: (a) 35 ml de solucao de EDTA,
(b) 5 ml de sol. 200 mM de qlutamina, e (¢) 12 ml de bicarbonato

de sédio a 7,5%.
D - MBM COM 0,01% DE EDTA E 20% DE SFB

1) Adicione a 400 ml de MEM: (a) 35 ml da solucﬁo de EDTA,
(b) 5 ml de sol. 200 mM de glutamina, (c¢) 12 ml de bicarbonato de
sédio a 7,5%, e (d) 100 ml de SFB. . :

E - MEIO HAT (HIPOXANTINA - AMINOPTERINA - .TIMIDINA)

1) . SOIucﬁo estoque de hipoxantina: adicione 0,68g de
hipoxantina a 500 ml de Agua destilada, dissolva por aquecimento
sobre chama ou.em banho -maria, esfrie a temperatura ambiente,
filtre com uma membrana de 0,45 ym e congele em aliquotas de :
10 ml.

2) Solucdo estoque de aminopterina : adicione 1,9 mg de
aminopterina a 99 ml de A&gua destilada, adicione 0,5 ml de
hidréxido de sédio 1N para dissolver a droga, neutralize ¢om 0,5
ml de &cido cloridrico 1 N, passe por um filtro de 0,45 um, e
congele em aliquotas de 10. ml. Obs: A aminopterina deve ser
protegida da 1luz, deveﬂser quardada congelada e usada dentro de 6
meses, apbds a dissolucao.“

3) Solucgao estoque de timidina: dissolver 0,387 g de
timidina em 200 ml de A&gua destilada, préxima ao ponto de
fervura adicione 0,0225 g de glicina, esfrie a temperatura
ambiente, passe em um filtro de 0,45 ym, e congele em aliquotas
de 10 ml.

4) Preparacao do meio: adicione a 400 ml de MEM: (a) 1 ml da
solucao estoque de timidina, (b) 5 ml da solugao estoque de
aminopterina, (c¢) 5 .ml da solucao estoque de. hipoxantina, (d) .
5 ml de sol. de 200 mM glutamina, (e) 12 ml de bicarbonadto de
sédio a 7,5%, (e) 100 ml de SFB. Submeta a teste de esterilidade
para aerébios e anaerébios. Estoque a 4°C, adicione mais
glutamina se a estocagem for superior a 6 semanas. -
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F - SOLUCAO DE CLORETO DE AM6N10 A 0,83%

1) Dissolva 0,83 g de cloreto de ambénio em 100 ml de &gua
destilada, filtre por uma membrana de 0,45 um, e estoque a 4°C.

G -_SOLUCKO DE POLIETILENO GLICOL (PEG)

1) Estoque PEG em aliquotas de 2 ml, em frascos com
capacidade de 10 ml, a 4°C até utilizagao.

2) Para a fusao, adicione 3 ml de MEM sem soro com EDTA a
0,01%, agite bem, filtre por uma membrana de 0,45 um e estoque a
37°C, com 5% de COz2 até o wuso. Algumas gotas de sol. de
bicarbonato de sédio a 7,5% podem ser acrescidas para aumentar o
PH para 8. :

H - MEIO DE TONG CHANG SEM SORO PARA HIBRIDOMAS

1) Solu¢§o estoque de 1insulina: Reduza o pH de 100 ml de
dgua destilada para 2,5 com acido <cloridrico. Dissolva 20 mg de
insulina em 10 ml desta éguaﬂdestllada, filtre pPor uma membrana
de 0,45 um, e estoque a 4°C. Nao use a solugao com mais de duas
semanas.

2) Solugdo estoque de , transferina: 'Dissolva 20 mg de
transferina em 10 ml de solugao de salina tamponada com fosfato

(PBS), filtre por:.uma membrana de 0,45 um, e estoque a 4°C. Use - ..

em 2 semanas.

3) Adquira amino-Aacidos nao essenciais 100X de uma fonte
comercial.

4) Preparacao do meio: adicione a 400 ml de MEM: (a) 2 ml de
soluqao de insulina, (b) 2 ml de soluqao estoque de transferina,
(c) 4 ml de amino-acidos nao—essenciais, (d) 5 ml de sol. 200 mM

. de glutamina, e (e) 12 ml de bicarbonato de sédio a 7,5%..

I - SOLUCOES PARA CROMATOGRAFIA POR AFINIDADE COM
BROMOACETILCELULOSB

1) Sol. 0,05 M de 2-aminoetanol em so0l. 0,1 M de
bicarbonato de sédio (pH 8,9): adicione a 80 ml de agua
destilada: (a) 0,305 ml de 2-aminoetanol e (b) 0,84 g de
bicarbonato de sédio Adicione acido cloridrico 1 N para ajustar
o pH para 8,9 e adicione agua destilada até o volume de 100 ml.
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2) Solucao tamponada de fosfato de s8&dio 0,05 M (pH 5,8):
(a) Adicione 1,725 g de fosfato de sé6dio dihidrogenado (NaHaPO,)
a 250 ml de A&gua destilada, (b) adicione 1,775 g de fosfato de
sédio monohidrogenado (NazHPO,) a outros 250 ml de A&qua
destilada, e (c) adicione a solugdo de NaaHPO, aos 250 ml de
NaH;PO, até essa ficar com o pH 5,8.

3) Soluglo salina-fosfatada-tamponada com azida: adicione
0,8 g de azida sbédica em 1 litro de solucao salina-fosfatada-

-tamponada.

4) Solucao 0,15 M de cloreto de sédio: adicione 0,876 g de
cloreto de s6dio a 100 ml de Agua destilada.

5) Tampao 0,1 de glicina &cido cloridrico (HCl)(pH 2,8):
Adicione 0,75 g de glicina a 42 ml de &gua destilada, e reduza o
pPH para 2, 8 com HC1l 1 N, e adicione quantidade suficiente de égua

destilada para 100 ml..

6) Tampao de bicarbonato de s8édio 1,0 M (pH 10): (a)
Adicione 2,861 g de carbonato de sédio decahidratado NazCOs.10H20
em 10 ml de dgua destilada, (b) adicione 0,84 g de bicarbonato de
s6édio (NaHCOs) em outros 10 ml de &gua, e (c) adicione A solucio
de NazCOs até ela atingir o pH 10,0.

7) Solucd3o 0,3 M de fosfato de sédio (pH 7,8): (a) adicione
4,14 g de NaHaPO, em 100 ml de agua destilada, (b) adicione

4,26 g NazHPO. &w ‘outros 100 ml de dgua'destilada e (¢) adicione-

a solucao de NaH,PO. aos 100 ml de NaHPO. até atingir o PH 17,8.
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ANEXO II - LISTA E GLOSARIO DE PRODUTOS QUIMICOS E BIOLOGICOS
UTILIZADOS NA PRODUCAO DE ANTICORPOS MONOCLONAIS®

- =~Ethyl alcohol

Klcool etflico

NOME INGLBS NOME PORTUGUES- NOME ESPANHOL QUANTIDADE
- ' REQUERIDA
-Acetone Acetona Acetona 1 gal.
-Agarose Agarose Agarosa 25 g.
-2-Aminoethanol 2-aminoetanol 2-aminoetanol 100 g.
-Aminopterin Aminopterina Aminopterina 25 g.
—Ammoniun Cloreto de Cloruro de

chloride ambnio amonio 100 g.
-Ammoniun Sulfato de Sulfato de

sulfate ambénio amonio - : 1 Kg.
-8-Azaguanine 8-azaguanina : 8-azaguanina 1 g.
-Bovine serum Soro bovino Suero bovino 51.
-Bovine serum Albumina sérica Albumina serica

albumin bovina bovina 100 g.
-Bromoacetylcel-"Bfomo-acetil Bromo-acetil ,

lulose~BAC " celulose celulosa 2°9g.
-Carbon dioxide | Diéxido de Dioxido de tanques
: carbono carbono

-Chloroform Cloroférmio Cloroformo 11.
-DE 52 | DE 52 ' ~DE 52 500 g.
-DEAE Sephadex DEAE Sephadex . DEAE.Sephadex 50 g.
-Dimetyl Dimetil Dimetil

sulfoxide sulféxido sulfoxido 500 ml.
-Dowex-1 Dowex-1 Dowex-1 100 g.

choride form cloreto - cloruro

-EDTA EDTA EDTA 0,1 M

Alcohol etilico 5 gal.

1. Quantidades necessarias péra a implantagao de um laboratdrio
de anticorpos monoclonais
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-Freund's com-
plete adjuvant

-Freund's incom-
pPlete adjuvant

=Glutamine
~-Glutaraldehyde
-Glyciné

-HEPES

'Adjuvante com-

pPleto de Freund

Adjuvante in-
completo de Freund

Glutamina
Glutaraldeido
Glicina

HEPES

-Horse serum HS soro de cavalo

-Hydrochloric
acid

-Hypoxantine
-Insulin
-Iodine 125

=Iodogen

"Acido
cloridrico

Hipoxantina
’Insulina
Iodo-125

Iodogeno

-2-Mercaptoethanol 2-mercaptoeta-.

-MEM, bicarbonate

=Phenol red.

" -phenylmethy- "

nol

MEM tamponado

buffered com bicarbonato
-Mouse IgG IgG de camundongo
-Nitrogen Nitrogénio

liquid liquido 7
-Amino acids 100x Aginoécidos 100x
" (non-essential) nao-essenciais -
-1-0-n-Octyl-8-D 1-0-n-0c¢til-g-D

glucopyranoside glicopiranosida
-Oleic acid dcido oléico
-Pepsin Pepsina

Vermelho de fenol

51

Adyuvante com-
pleto de Freund 10 ml.

Adyuvante incom-
pleto de Freund 10 ml.

Glutamina 500 g.
Glutaraldehido 10 ml.
Glicina 1 Kg.

HEPES 100 g.

suero de caballo 1 1.

Acido

clorhidrico 1 gal.
Hipoxantina 1 g.
Insulina 100 mg.
.Iodo-lzs 1 mCi
Iodogeno 25 g.
2=-mercapto- 100 ml.
etanol

MEM buferado
con bicarbonato 100 1

IgG de ratén 20 mg.

Nitrégeno'
liquido

Aminodcidos 100x

no esenciales °~ 100 ml -

1-0-n-Octil-g8-D
glucopiranosida 1 g.

&4cido oléico 10 g.
Pepsina 100 mg.
Rojo de fenol lo'q.

' Fluoreto fenilmetil Fluoruro fenilmetil .



=-Phenylmethy-

Fluoreto fenilmetil Fluoruro fenilmetil

sulfonyl fluoride sulfonil

-Polyethylene
glycol-PEG

=Potassium
chloride

-Potassium
phosphate.

=-Povidone
iodine

-Rabbit antimouse

IgA. .
IgGl
IgG2a
IgG2b
IgG3

IgM sera

=Rabbit serum

—-Sephadex G-75
or G-200

-Sodium acetate

~Sodium azide

-Sodium monéhydro- Foéféto de sédio. .

gen phosphate -

Polietileno
glicol-PEG

Cloreto de
potéssio

Fosfato de
potéssio

Iodo
povidone

Soro de coelho
anticamundong
IgA o _

IgGl

IgG2a

IgG2a

IgG3

IgM

Soro de coelho

Sephadex G-75
ou G-200

Acetéto'de sédio

Azida de sédio

=sodium Bicarbonato de
bicarbonate de sédio

. =Sodium Carbonato de

- ‘carbonate sédio
-Sodium CIdretd de
chloride sédio
-Sodium dihydrogen Fosfato de sédio
phosphate dihidrogenado
-Sodium Hidréxido
hydroxide - de sédio

monohidrogenado

52

. IgG3

sulfonil

Propietilenglicol
PEG

Cloruro de
potasio

Fosfato de
potasio

Ioduro
povidone

Suero de conejo
anti-raton

IgA

IgGl

IgG2a -

IgG

IgM

Suero de conejo

Sephadex G-15
o G-200

Acetato de sédio
Azida de sédio

Bicarbonato de
sédio

Carbonato de

sédio

Cloruro de
sédio

Fosfato de sédio
dihidrogenado

Hidréxido

de sédio

Fosfato de s6dio’
monohidrogenado

NMNVNNNDDN

1g4g.

20 g.
500 g.
500 g.

1 gal.

ml‘o
ml.
ml.
ml.
ml.
ml.

500 ml.

100 g.
100 g.

100 g.

100 g.
1oo'g}
500 §.
1 Kg.

400 a.

1 Kg.



-2,6,10,14~-Tetra- 2,6,10,14 tetra metil 2,6,10,14 tetra

methylpentadecane pentadecano . metilpenta decano 100ml.
-Thioglycolate Meio de cultivo Medio de cultivo

culture medium de tioglicolato de tioglicolato
-Thymidine Timidina Timidina 1g.
-Transferrin Transferina _ Transferina 100 mg.
-Tfis Tris , Tris ) 1 kq.
~Triton X-100 Triton X-100 Triton X-100 100 ml.
-Tr&pan blue Azul de tripam Azul de tripan 100 ml.
4% ' 4% : 4%
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’
ANEXO III -~ LISTA E GLOSARIO DE EQUIPAMENTOS E MATERIAIS

REQUERIDOS PARA A PRODUCAO DE ANTICORPOS MONOCLONAIS

INGLES:
ESPANHOL:
PORTUGURS:
INGLES:
ESPANHOL:
PORTUGURS :
A
INGLES:
ESPANHOL:
PORTUGUES :
INGLES:
ESPANHOL :
PORTUGUES
- A
INGLES:
ESPANHOL:
PORTUGUES
INGLES:
ESPANHOL:
PORTUGUES :
INGLES:
. ESPANHOL:
 PORTUGUES :
INGLES:
ESPANHOL:
PORTUGUES :
A
INGLES:
ESPANHOL :

: A
PORTUGUES:

Applicators, cotton-tipped
Aplicadores con punta de algodén
Aplicadores com ponta de algodao

_Barrier paper for radioactive work

Papel barrera para trabajo radioactivo
Papel barreira para trabalho radioativo

Centrifuge, low speed with refrigeration
Centrifuga de baja velocidad con refrigeracién
Centrifuga de baixa velocidade com refrigeragao

Centrifugue tubes, 15 and 50 ml, conical, plastic,
srew-cap

Tubos cénicos para centrifuga, de 15 y 50 ml, de
plasticos, con tapon de rosca
Tubos para centrifuga, 15 e 50 ml, cénicos,

de plastico, com tampa de rosca

Columns for gel and ion exchande chromatdgraphy
Columnas para cromatografia en gel y de intercambio
idénico

: CQlunas para cromatografia em gelie‘de troca

ionica

Equipment, standard assortment of 1aboratory hardware
Equipo usual de laboratério

Equipamento, aparelhos usuails de laborétorio

Freezer box, cardboard

~Caja de cartén para congelar

Caixa para congelar de papelad

Freezer, liquid nitrogen, 600 vials per fusion
COngelador, nitrégeno liquido, 600 viales por fusion
Botijdo, nitrogénio liquido, 600 garrafas por fusao

Freezer tubes, 1 ml plastic, for liquid nitrogen
freezer
Tubos plasticos de 1 ml, para congelador de nitrégeno

1iquido

Tubos para congelamento, 1 ml, de pléstico, para -
botijdo de nitrogénio . . - :
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A
INGLES:
ESPANHOJ,:
PORTUGUES :

INGLES:
ESPANHOL:

PORTUGUES :
VaY
INGLES:
ESPANHOL:
PORTUGUES :
Pad
INGLES:
ESPANHOL: |
PORTUGUES :

INGLES:

Freezers, low and ultra-low temperature
congeladores de temperatura baja y ultra baja“
congeladores, com temperaturas baixas e ultra baixas

Fume hood for radioactive iodine work

Campana de extraccién para trabajar com iodos
radiactivos

Capela de exaustdo para trabalho com iodo radioativo

Gamma counter
Contador gamma
Contador gamma

Geiger counter '
Contador Geiger
Contador Geiger

Glassware, standard assortment including beakers,

flasks, and graduated columns

ESPANHOL:

PORTUGUES :

INGLES:
ESPANHOL:
PORTUGUES :

INGLES:
ESPANHOL:
PORTUGUES :

INGLﬁs-
ESPANHO
PORTUGUES :
INGLES:
ESPANHOL:
PORTUGUES:
INGLES:
ESPANHOL :
PORTUGUES :
INGLES:

ESPANHOL:
PORTUGUES:

Cristaleria usual de laboratérios incluyendo matraces
y cilindros graduados

vidraria, estoque usual incluindo copos de Becker,
frascos de Erlenmeyer e provetas .

Glass wool
Lgna de vidrio
La de vidro

Haﬁilton syringe, 10 nl
Jeringa Hamilton, 10 ul
Seringa Hamilton, 10 nl

Heatihg stir plate
Agitador magnético térmico
Agitador magnético com placa de aquecimento

Incubators, humidified, automatic COx, 2 ft® per
fusion
Incubadoras de COa . humidificadas con 1nyecc16n de 2
ples cuibicos por fusién
Incubadoras, amidas, COa automdtico, 2 pés: cubicos ‘por
fusa0~

Laminar flow cabineté with aspirator bottle
campanas de flujo laminar con matraz de aspiracion
Capelas de fluxo laminar com aspirador

Lead bricks for radioactive shielding

Blocks. de plomo para proteccién radiocactiva
Tijolos de chumbo para protecao de radioatividade
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INGLES:
ESPANHOL:
PORTUGUES :

’
INGLES:
ESPANHOL:

PORTUGUES :

»
INGLES:
ESPANHOL:

PORTUGUES :

" INGLES:
ESPANHOL:
PORTUGUES :

»
INGLES:
ESPANHOL:
PORTUGUES:

A~
INGLES:

ESPANHOL:
PORTUGUES:

INGLES:
. ESPANHOL :
PORTUGUES :

INGLES:
. ESPANHOL:
PORTUGUES :

A
INGLES:
ESPANHOL:
PORTUGUES:

A
INGLES:
ESPANHOL:
PORTUGUES:

INGLES:
ESPANHOL:
PORTUGUES :

Lead cup from old *’“Q container
vaso de plomo de un recipiente usado de 282,
Copo de chumbo de um recipiente usado com *3°1

Manifold, 8 tip, for washing microtiter plates
Manifold de 8 salidas para lavar placas de
microtitulacién

Manifold de 8 pontas para lavar placas de
microtitulagao

Membrane filters, 0.22 and 0.45 um, 115 and 250 ml,
disposable

Filtros de membrana de 0.22 y 0.45 um, 115 y 250 ml,
descartébles . :
Filtros de membrana, 0.22 e 0.45 um, 115 e 250 ml,
descartéveis

Mice, BALB/c.

- Ratones, BALB/c¢

camundongos, BALB/c

Micréscope, inverted tissue culture model
Microscopio, invertido para cultivo celular
Microscédpio, modelo invertido para cultivo celular

Microtiter plate shaker
Agitador de placas para microtitulacién
Agitador de placas para microtitulacao

Microtiter plates, V - botton, polyvinylniny chloride
Placas microtiter, fondo en V de cloruro de polivinilo
Placas para microtitulacao, fundo VvV, em cloreto de
polivinil

Parafilm

. Parafilm

Parafilme

Pasteur pipets, plugged and unplugged

Pipetas de Pasteur, conectables y no conectables
Pipetas de Pasteur, com conexao e sem

Petri dishes, 50 and 100 mm
Cajas de Petri, 50 y 100 mm
Placas de Petri, 50 e 100 mm

‘PH meter

Medidor. de PH © potenciometro
Potencidémetro ' :
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INGLES:
ESPANHOL :
PORTUGUES :
INGLES:
ESPANHOL:
PORTUGUES :
A
INGLES:
ESPANHOL

PORTUGUES :

A
INGLES:

Pipets bulbs, 1/2 oz, 2, 5, 50 ml
Bulbos para pipeta, de 1/2 o0z, 2, 5, v 50 ml
Bulbos para pipetas, 1/2 oz, 2, 5, 50 ml

Pipets tips for pipetter o
Puntas de pipetas para pipetador
Ponteiras para pipetador

Pipets, 1, 2, 5,-10, and 25 ml, all in large quantity
in metal cans '
Grandes cantidades de pipetas de 1, 2, 5, 10, y de
25 ml, en cilindros de metal
Grandes quantidades de pipetas de 1, 2, 5, 10 e de
25 ml, em cilindros de metal

Pipetter, adjustable microliter, 0-200 ul, single and

- 8 channel

ESPANHOL:

PORTUGUES :

Pipetero ajustable de 0-200 pl, simple y de
8 canales . )
Pipetador ajustavél, de 0-200 microlitros, simples e

de 8 canais

INGLES:
ESPANHOL :
PORTUGUES :

INGLES:
ESPANHOL:
PORTUGUES :

INGLES:
ESPANHOé:,
PORTUGUES::

INGLES:
 ESPANHOL:
PORTUGUES:

INGLES:
ESPANHOL :
PORTUGUES:

INGLES:
ESPANHOL:
PORTUGUES

- INGLES:
ESPANHOL:
PORTUGUES:

Platic gloves
Guantes de pléastico
Luvas de pléastico

Plastic wrap
Envoltura pléstica
Envoltério pléstico

Rabbits
Conejos
Coelhos

Rubber tubing
Tubos de caucho o hule .
Tubos de borracha

Serum bottles, 100 and 500 ml
Botellas de suero, 100 y 500 ml
Frascos para soro, 100 e 500 ml

sonicator
sonificador
sonicador

surgical ‘instruments, scissors and forceps .

Instrumentos quirdrgicos, tijeras y forceps
Instrumentos cirirgicos, tesouras e pingas
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INGLES:
ESPANHOL:
PORTUGUES

INGLES:
ESPANHOL:
PORTUGUES :

INGLES:
ESPANHOL:
PORTUGUES :

INGLES:
ESPANHOL:
PORTUGUES :

INGLES:
ESPANHOL:
PORTUGUES :

INGLES:
ESPANHOL:
PORTUGUES :

INGLES:
ESPANHOL :

PORTUGUES :

Syringe needles, 20, 23 and 27 gauge
Agujas de jeringa, tamano 20, 23 y 27
Agulhas de seringa, tamanhos 20, 23 e 27

Tissue culture flasks, 25 cm? and 75 cm?
Matraces para cultivo celular de 25 cm? y 75 cm?
Garrafas para cultivo celular, 25 cm?* e 75 cm?

Tissue culture plates, 24- and 96-well
Placas para cultivo celular con 24 y 96 huecos

Placas para cultivo de células com 24 e 96 pogos

Tube clamps
Abrazadera de tubos
Pincas de Mohr

Waste container for radioactive materials
Reclplente para desecho de materiales radiocactivos
Recipientes para lixo de materiais radioativos

Water bath
Bafio maria
Banho maria

Wire sieves in metal support rings, 60-100 mesh
Tamices de alambre en anillos metélicos con
malla de 60 a 100

Peneiras de arame em suporte de anéis metédlicos, com .
rede 60 a 100 :
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ANEXO IV - LISTA DE EMPRESAS DEDICADAS A COMERCIALIZAR
ANTICORPOS E PRODUTOS BIOLOGICOS

- N [ Antibodies . . . ] etios b intestious ape
L uly- 0380, Kollostnd Olage (512) 320-6588
Arel Lab Accessories (816) 366046 Nchols lhestAe (714) 0818000
hlotocaempeibiiity Corp
516) 486-3.
Acowele Chem & Sd Cop (518) 43)-4000
Anal Lab Acosasones (S186) 3366848 vy ool - bt oo
Sotest Dugs Com (201) $75-4500 Scantbodes 10) 26083
Cedartene Labs Lid (416) 6768001 Scarmoies m,}'
Immunogiebuline Venkex Labe (20 '.'
Acawete Chem & Sg. Corp. (516) 433-4000 hgad
Amersham Cop (312) 6836300, Wmmlﬂg
1000‘ 323-97% MM b
Boproducts for Soence. Inc (317) 894-7338 —— - .. .wm-;-“ D-nh .:;.Gn [ U 'mmnu
Mornhesn Cop. (317) 8488380, mencelensl sntthedias to Beotech Res Labe e (301)
(000) 42884 Bletocempatinity L ) w uan-nm ulnm
CALTAD Labs (418) 8714108 Accwste Chem & 8t Corp. (518) 433-4000 180} 42
Cantrnige Mescal Teatwele. Corp. Sucon, nc (018 3202 CALIAG Lade um uuwn
L Nagtiog g e e pwivr vy . Buproducts Jmmn.ugmm.rm cH 312) 8526800
dxaige Hles Brschems, e Sostvirger Marcheim Comp. (117) 6494380, o avd Dot u unwl
(81918281322 ros - 1000) 4296433 "
h - e o ool Com. B ot o 344-3089
C.‘:L’I’.m‘l.“ L\d. (416) 076-8801 Nordic m:'awg: L‘.:,M
Chermicon il kic (213) 322-2481, (714) 061-1109
437-7500 Corp -Chricel neirs. Obw.
DYNAL, tnc umoa«m omunm
mmmru } 0628000 snon T (218) 201-3008,
n-aaouu(uu 7-3322 uanmnnn (000) 663-3440
ST CETAnIE e Cop o
Serotec ua. 00075 7094 . Seiclec Lid 0887 I
VMRD. e (509) 3348018 Tymed Labs. ina. (416) 0714404
monoelenal antibedion to menselonal sniibedies to
nl.-m. ret m
I en g < o vm iy o o Accurate Chem & 60 Corp (516) 4334800  Acawsie Chem &.M
Serotec Lia _ . lonal anlibedles to for Science, Inc. nmruo c«unnunw uen
VWS we 1500y 33405018 Somponents end resepiers o 5, Tie ;3&:: R orrCoyae 317) 852
ale Chem & Sd 4 5 lmnﬂoxdl
Vectar (415) 897-3800 roagry Sdi Com. (319) 433-4000 Berorec L3 Boe7s omt Forem aed Bl £0 (416) 4438047
Wadak b0 Boscences (418) 7014089 oou: nc (207) 0074173 mem e o . 2 ,":‘-‘a
Waigene R 8 D Lads . Inc (810) 445-3083 BeoGonez Late (415) 8319191 ) Jaresen b, (USA)
Yort Bologoals i (316) mcsu Buoproducts lor Scence, nc (317) 004-7538 """““ "'““""""’0",“
o Boen rger Marvhenn Carp. (317) 8498360, omegs (608) 2744330
Srninosis of a&‘i‘;l:.?”‘” . (213) 3220481 Searaoses (e 10) 4643
M:’q":;,":"' o (917) 6474838, ‘ monselonal aniibedics o
( 0 (]
s sioy Anttanty Co. (BADCe)
418) 222 4940 Acosals Chem & 8d. Corp @1 ey
SIO0E SN v, 1201) 0074173 Bote Marvam Corm. 317 8464360,
Bopronucts lr Sc-::-( m (:sl‘l) 894-7838 (000)
CALTAG Lt 14154734108 8‘,:;.,““ ypes “'3 :.’.’;'.3'“.,
N";)‘a&." 4080 . Sesatec LId 00678 79941 «c «nul
c“wgs'me.‘ York Biniogicate i (310) 761 0889 m’ °° ; ]
Duweyew™s i 1312) 383-2134 *  mensslonal antibedies to DNA
(bt daneai ol Acowste Chem & Sa Crp ($16) 4334900 °’(;,., .&",’;n, vore. O.
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