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ANTICORPOS MONOCLOMAIS RADIOMARCADOS:UMA REVISAO

Iracelia Torres de Toledo e SOUZA, Helena OKADA

COMISSAO NACIONAL DE ENERGIA NUCLEAR
INSTITUTO DE PESQUISAS ENERGETICAS E NUCLEARES
Caixa Postal 11049 - Pinheiros
05499 - Sao Paulo - BRASIL

RESUMO

Desde a descricao por Kdhler e Milstein em 1975 da Tecno
logia de Hibridoma e a subseqiiente disponibilidade de enticorpos monoclo
nais contra um unico determinante antigénico, estas tecnicas tomaram-se
um suporte para a majioria dos laboratorios que utilizam procedimentos i
munoquimicos em pesquisas basicas, aplicadas ou clinicas.

Paradoxalmente, o grande sucesso dos anticorpos monocle-
nais gerou uma literatura vasta e dispersa dificultando o alcance de u-
ma perspectiva,

Esta concisa revisao reproduz registros de algumas publi
cagBes concernentes a produgio e uso de anticorpos monoclonais como ra-
diofarmacos.

Nestes ultimos anos conseguiu-se avangos significantes com
a combinagao do desenvolvimento de antigeno especifico associado a tu-
mor e anticorpos monoclonais. De fato, anticorpos monoclonais contra al
guns antigenos associados a tumor, bem definidos, conduzem a possibili-
dade pratica de produgcao de anticorpos radiomarcados altamente especifi
cos a serem usados como radiofarmacos no diagnéstico e terapia de tumo-
res humanos. A principal exigencia desta metodologia e a disponibilida-
de de preparagoes que, apos a marcacao e injecao in vivo, retenham a sua
integridade molecular e a capacidade de interacao especifica com o ant{
geno definido. Tratando-se de inJetéveis, devem ser preenchidas todes as
especificagoes radiofarmaceuticas como esterilidade, apirogenicidade e
ausencia de toxicidade.



RADIOLABELED NONOCLONAL ANTIBODIES:A REVIEW
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ABSTRACT

Since the description by Kchler and Milstein 1975df their
technique for producirg monoclonal antibodies of predefined specificity,
it has become a mainstay in most laboratories that utilize immunochemi-
cal techniques to study problems in basic, applied or clinical research.

Paradoxically, the very success of monoclonal antibodies
has generated a literature which is now so vast and scattered that itles
become difficult to obtain a perspective.

This brief review represents the distillation of many pb
lications relating to the production and use of monoclonaal antibodies
as radiopharmaceuticals.

Significant advances were made possible in the last few
years by combined developments in the fields of tumor-associated anti-
gens and of monoclonal antibodies. In fact monoclonal antibodies against
some well defined tumor-associated antigens, has led to significantly
greater practical possibilities for producing highly specific radiolabeled
antibodies ags radiopharmaceuticals for diagnosis and therapy of human
tumors., One of the main requirements of this methodology is the availabi
lity of stable radiopharmaceutical reagents which after labeling in vivo
injection retain the capacity of specific interaction with the defined
antigen and their molecular integrity. Since injection into human is the
objetive of this kind of study ell the specifications of radiopharmaceu
tical have to be fulfilled e.g. sterility, apirogenicity and absence of
toxicity.



PRODUCAC DE ANTICOR™0S. CONCEITOS BASICOS.

A produgao de anticorpos e apenas um dos aspectos da res
posta imunologica a agentes estranhos. As substancias capazes de desen—
cadearem a reacao do sistema imunologico sao denominadas antigenos. A
resposta do organismo ao reconhecer um antigeno e produzir uma proteina
chamada anticorpo.

Os mecanismos celulares que levam a produqio de anticor-
pos como resposta a um determinado antigeno sao complexos, porem, como
nao sao importantes para o entendimento da tecnica de producao de anti-
corpos nao serao aqui descritos. Analisa-se apenas como sao vistos os
ant{genos pelos anticorpos.

ANTIGENOS

Antigenos sdo substancias que atuam sobre um numero limi
tado de linfocitos, interagindo especificamente com receptores destas
celulas induzindo resposta imune especifica. Aparentemente o unico re-
quisito para que uma substancia seja antigenica e ter um tamanho mini-
mo, de preferencia uma macromolecula de peso molecular superior a 10.000
daltons. As macromoleculas apresentam sequencia de aminoacidos (ou ou-
tras sequencias organicas) que serao reconhecidas como nao proprias ao
organismo. Esta regiao da molecula, denominada determinante antigenico
ou epitopo, cabe no sitio combinatorio de receptores do linfocito provo
cando a resposta imune. Cada determinante antigenico ativara os clones
cujo receptor lhe seja complementar. O ant{geno possue duas proprieda
des: inunogenicidade, capacidade de induzir uma resposta imune especffi
ca e antigenicidade, capacidade de interagir com os anticorpos. Todas
as substancias imunogenicas sao tambem antigenicas, porem o inverso nao
e verdadeiro. Existem substancias denominadas haptenos, geralmente de
peso molecular baixo (menores que 4.000 daltons) que somente guando li-
gadas a uma molecula maior (moleécula carreadora) induzem a resposta imu
ne, mas sao capazes, por si so, de interagir com anticorpo.

FATORES QUE INFLUEM NA IMUNOGENICIDADE

0 anticorpo e produzido injetando-se o ant{geno em ani-
mal de outra especie repetidas vezes ate que haja a formagao de anticor
pos capazes de resagirem com o antigeno formador. Varios fatores contri-
buem para a imunogenicidade de uma substancia:

1. Tamanho e natureza quimica da molecula do antigeno;
2., Adjuvante e dose total do imunégeno;

3. Escolha da especie animal e vias de administracgao;
4, Intervalo de tempo das injeqaes e tempo de sangria,



1. Tamanho e natureza quimica da molécula do antigeno.

Quanto maior a complexidade molecular maior a imunogenici
dade. Os anticorpos sao relativamente bem produzidos contra qualquer pro
teina de peso molecular superior a 10.000 daltons. Quanto maior for a mo
lécula antigenica, maior sera o numero de epitopos aumentando assim a
probabilidade de interagao com os receptores. Existem algumas substan-
cias de baixo peso molecular que apresentam consideravel imunogenicidade
como por exemplo: hormonio pancreatico glucagon (3.600 daltons), insuli-
na (6.000 daltons), angiotensina (1.031 daltons). Nao esta esclarecido
ainda se todas estas mcleculas de peso molecular baixo sao por si s0 imu
noginicas. ou se, ao serem inoculadas combinam a prote{nas do receptor
que atuariam como proteinas carreadoras destas moleculas pequenas.

Peptideos pequenos e substancias nao imunogenicas tais co
mo hormonios da tireoide, esteroides, drogas, etc necessitam ser conjuga
dos a moleculas maiores como albumina, tireoglobulina, etc para que haja
estimulo do sistema imunologico.

2. Adjuvante e dose total do imunogeno.

a) ADJUVANTE

Adjuvantes sao substancias utilizadas para intensificar a
resposta imune. 0 metodo geral para induzir a formagao de anticorpos e
injetar certo numero de animais com antigeno misturado com adjuvante sen
do o mais empregado o de Freund (oleo mineral acrescido de lesnolina ou
arlacel, emulsificadores). O adjiwvante de Freund (adjuvante de Freund a-
crescido de Mycobacterium tuberculosis, que produz um estimulo nao espe-
cifico no sistema imunologico) & usado nas injegoes iniciais. Nas reimu-
nizagoes booster usa-se o adjuvante de Freund incompleto. O adjuvante au
menta a formacao e persistencia de anticcrpos quando administrados junto
com o antigeno forneceindo imunogenicidade sem interferir na especificida
de da resposta imune. Aumentam a producao de anticorpos por induzirem a
uma reacao inflamatoria local. Retardam a adsorgao, a destruicao e a eli
minacao do antigeno permitindo uma estimulagao imunogenica mais prolonga
da. Mantem uma elevada concentracao serica do antigeno e evita o seu de-
gradamento por enzimas proteoliticos.

No caso do antigeno ser um hormonio, o adjuvante serve
tambem para minimj~ar os efeitos colaterais.

Baseados no fato de impurezas poderem exercer ef :ito adju
vante, alguns investigadores preferem imunizer animais usando materiais
relativamente impuros.

b) DOSE DE IMUNOGENO

Em geral 0,2 a 2mg do preparado imunoganico e injetado em
suspensao. Casos ha em que sao necessarios maiores ou menores quantida-
des de antigeno. A resposta nao depende diretamente da dose e uma vez ul
trapassado um limite minimo, e praticamente a mesma para qualquer dose.



Adnite-se a existencia de um valor maximo de dose, que se ultrapassado,
leva a uma diminuigao na producao de anticorpos, alem de causar efeitos
colaterais nos animais injetados como por exemplo a insulina que pode
induzir a hipoglicemia e ate a morte do animal. Neste caso evita-se a
reacao hipoglicemica sdicionando-se agucar ao alimento e a agua a serem
ingeridos pelo animal nas 24 horas apos a injecao.

3. Escolha da especie animal e vias de administracso.

a) SELECAO DA ESPECIE ANIMAL

A selecao da especie animal depende mais do volume de 8o
ro desejado do que qualquer outro fator. Coelhos e cobaias sao o8 ani-
mais mais usados para esta finalidade pois sao suficientemente grandes
para sobreviverem as sangrias e suficientemente pequenos para serea fa-
cilmente manuseados e sem necessidade de um espago muito grande para se
rem mantidos. Desde que animais da mesma especie possuem capacidade va-
riada de resposta a um dado imunogeno, a probabilidade de se conseguir
um anticorpo satisfatorio aumenta com o numero de animais imunizados.

Geralmente imunizam-se varios animais ao mesmo tempo pa-
ra aumentar a possibilidade de obtengao de anticorpos adequados, pois
nao se pode prever o grau de resposta do animal ao estimulo imunologico.

Nao se conhece nenhuma forma para prodquo de anticorpos
sensiveis podendo ser selecionados somente.

b) VIAS DE ADMINISTRAGAO

A inoculagio parenteral de antigenos pode ser feita pe-
las vias subcutanea, intradermica, intramuscular, endovenosa e intrape-
ritoneal.

Porem um imunogeno misturado com adjuvante tem como via
mais eficaz a intradermica e subcutanea, podendo as vezes usar multiplos
sitios subcutaneos e intramuscular.

Um efetivo e conveniente regime de imunizagao utiliza co
baia ou coelho, emprega injecao subcutanea de 0,5ml de suspensao conten
do aproximadamente 0,25mg do antigeno emulsificado no adjuvante de Freund
completo.

4, Intervalo de tempo das_injegoes e tempo de sangria,

A resposta imunitaria e relativamente lenta apos injegao
primaria. Ocorre um perfodo de latencia (fase LAG) que compreende o in-
tervalo entre a inoculagao e o aparecimento de anticorpos especificos
detetaveis. A seguir verifica-se um aumento exponencial da sua concen-
tragao (fase LOG) entrando depois na fase de PLAT0 ou de REPOUSO onde
néo ha aumento nem diminuigao do nivel serico. A ultima fase da respos-
ta primaria (fase de DECLINIO) inicia-se quando a velocidade da degrada
¢80 prevalece sobre a velocidade de sintese resultando na &iminuicao pro



gressiva do nivel de anticorpos. 0 nivel de anticorpos e mantido quan-
do degradacgao e sintese se igualam.Faz-se uma primeira sangria para tes
tar a preserca de anticorpos. Entre os testes dispon{veis: imunoenzima—
tico -~ ELISA, imunofluorescencia, radioimunoensaio. A imunizacao e con-
tinuada somente com os animais que apresentam titulo crescente de anti-
corpo. Esses animaic recebem doses de reforgo. A injegao de reforgo des
perta a resposta secundaria, que difere da primaria em varios aspectos:
necessita de menor dose de antigeno. A fase LAG e menor e a LOG mais a-
centuada, com produgac rapida e abundante de anticorpos 1gG de alta afi
nidade pelo antigeno que induziu a sua formagao, a fase de PLATO atingi
da rapidamente, e longa e a de DECLINIO lenta e persistente (FIGURA 1).
Nas respostas primarias assim como nas secundarias ha produgao de IgM e
1gG porem a producao de IgG na resposta priméria comeca mais tarde que
a IgM e na resposta secundaria a IgG e a imunoglobulina predominante.
Nas respostas primarias e secundarias a concentracao de IgM serica dimi
nue rapidamente enquanto que a producao de IgG e mais persistente.

) Plato

[4]

-

e /\

X ] oy
/] (]
[e]

g RESPOSTA RESPOSTA
© le _ PRIMARIA e SECUNDARIA —~—gr
= !

© '

g Platd |

)

g :

[

E !L \‘~Log

8 Lag ‘

c

Q

[&]

[}

)

H
1? inoculagao 2* inoculagao
Tempo apos a imunizacao

rig.1 Produgao de anticorpos durante as respostas prima-
rias e secundarias a um antigeno.



Anticorpos sao proteinas globulares (a cadeia peptidica
dobra-se varias vezes rssultando em uma estrutura globular compacta cha
madas de imunoglobulinas. Ja e longamente reconhecido que as imunoglobu
linas sao grupos de moleculas de proteina altamente heterogeneas que es
tao presentes nos fluidos circulantes do corpo em estado de equilibrio
dinamico entre compartimentos intra e extra vascular. Existem 5 classes
de imunoglobulinas: IgG, IgM, IgA, IgE e IgD cujas moleculas diferem en
tre si quanto a seqiiencia primaria e o numero de cadeias que as consti-
tuem. Estas proteinas alem das diferencas estruturais apresentam fungoes
distintas.

Igm: ¢ a maior imunoglobulina sintetizada durante a exposicao inicial
com o antigeno.

1gG: e produzida durante a segunda e subseqiiente exposicao com o antige
no. E a principal imunoglobulina presente na circulagao dos flui-
dos corporeos.

IgA: presente predominantemente nos fluidos secretores, tem papel impor
tante na protecao do organismo contra microorganismos patoginicos.

1gE: e encontrada na circulagao dos fluidos corporeos apenas por alguns
minutos porque liga-se avidamente a certas celulas do corpo.

IgD: e tambem encontrado na circulagao dos fluidos corporeos por apenas
alguns minutos.

Embora estas imunoglobulinas tenham propriedades e estru
turas distintas sao similares nas suas proteinas basicas. Todas estas
munoglobulinas sao compostas por 2 cadeias pesadas e 2 leves ligadas p-
ponte dissulfidica.

A resposta imune resulta na geragao de grupos heterog§
neos de moleculas de anticorpo tendo em comum a habilidade de reagir com
o antigeno. Nao direciona para a producao de IgA, IgE,IgD mas estas imu
noglobulinas servem como ilustragao para a natureza dinamica da respos—
ta imune e demonstracao das variaveis associadas com o estudo da produ-
cao endogena de imunoglobulinas.

A presenca de um antigeno especifico desencadeia um esta
do de alerta em celulas especializadas denominadas linfocitos que tem a
a propriedade de reconhecer, seletiva e precisamente, as substancias es
tranhas. Estao equipados e programados para produzir apenas um tipo de
anticcrpo especifico, mesmo que nunca tenha sido exposto a este antige-
no. Trata-se de uma predestinacao genetica de cada linfocito.

Existem 2 tipos de linfocitos, os linfocitos B e os lin-
focitos T com alguns subtipos; somente os 1infocitos B secretam anticor
pos. A principal fung@o das celulas T é regular a resposta imune das ce
lulas B.

i

0s linfocitos possuem receptores nas membranas que permi
tem a interacao com as moleculas do antigeno.
Em um organismo existem milhoes de linfdocitos B distribuf
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dos pelos varios tecidos linfoides e sangue circulante. Um linfocito B
expressa em sua membrana um so tipo de receptor e os descendentes deste
linfocit> continuam expressando o mesmo re:eptor formando o que se chama
um clone de linfocitos e ecta geneticamente preparado para produzir um
unico tipo de anticorpo para este zlone. Cada determinante antigenico a
+ivara o clone cujo receptor lhe seja complementar. Cumo ex:istem milhoes
de clones 2iferertes e multiplicidade de determimantes antiganicos no an
tigeno havera formacao de milhoes de antico pos diferentes, ou seja, um
anticorpe policlonal.

Por varias razoes e desejavel, em lugar de uma misturade
anticorpos, obter um unico linfocito, ou clone dele derivado, ou seja,
um anticorpo monoclonal.

PRODUCAO DE ANTICURPOS MONOCLONAIS

Em principio a produgao de anticorpos monoclonais pode-
ria ser feita pelo isolamento e cultura de clone. Na prética, este pro-
cedimento e inviavel pois os linfocitos B sao celulas que nao se manten
em cultura por mais de alguns dias.

Em 1975 Kohler e Milstein encontraram uma forma original
para contornar o problema. Em lugar de cultivar linfocitos promoveram a
fusao dos linfocitos B com celulas neoplasicas de mieloma. As células hi
bridas resultantes, denominadas hibridomas, possuem as mesmas caracxerig
ticas das celulas parentais, sintetizam anticorpos e mantem-se em cultu
tura por tempo indeterminado,

Celulas neoplasicas de mieloma ~ sao celulas linfoidesti
po B que 3e prestam ao cultivo mas secretam grande quantidade de imuno-
globulinas, ou seja, anticorpos, exatamente por serem linfocitos B. Os
anticorpos produzidos sao monoclonais, pois resultam da proliferaqﬁo e
secrecao de um unico clone de celulas. Sao monoclonais para os quais o
linfocito que sofreu transformacao neoplasica estava programado.

Recentemente conseguiu-se mutantes desses mielomas que
nao secretam anticorpos. Sao linfocitos neoplasicos nao produtores. So-
brevivem em cultura e sao usados na fusao celular com linfocitos nao neo
plasicos.

Tres linhagens de mielomas, derivadas de camundongos sao
normalmente usadas. Essas linhagens de celulas mutantes ja estao estabe
lecidas em cultura. Sao 1linfocitos neoplasicos nao produtores na fusao
celular com linfocitos nao neoplasicos.

Linfocitos nao neoplasicos - Os linfocitos imunes sao ob
tidos atraves da imunizacao em animais de laboratorio.

Para a obtencao de anticorpos com a especificidade e ti-
tulo desejados, imunizam-se varios animais, camundongos da linhagem isp
gsnica BALB/c, ao mesmo tempo.

08 camundongos sao injetados intraperitonealmente com o
antigeno em adjuvante completo de Freund em intervalo de 3 semanas, se-
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guidas de uma injecao intravenosa 3 dias antes de recalizar a fusao celu
lar, isto porque as celulas em fase de crescimento logaritnico (mltbli
c.c;o ativa) fornecem uma foate de celulas es us estado metabolico alta
menie reprodutivel. E necessario sincronizar a fusso com o maximo de pro
liferacao das celulas formadoras de anticorpos.

Para avaliar a resposta dos animais injetados, pnde-se u
tilizar diferentes teécnices (imunoensaio ELISA, imunofluorescencia, ra-
dioimunoensaio) levando-se em conta as facilidades operacionais. De um
modo geral a tecnica mais usada para esta avaliagao & o imunoensaio ELI
SA.

Selecionam-: ; melhores respondedores. Alguns desses a
nimais assim selecionados servirao & producao de anticorpo policlonal.
Outros serao espregados nos experimentos de fusao celular.

Fusao celular - Em condicoes estereis o animal imunizado
@ sacrificado, seu bago removido e dele é preparada uma suspensao de ce
lulas rica em linfocitos imunes. Apos misturar extas celulas com as de
mieloma, utiliza-se polietilenoglicol (PEG) para a fusao celular. Acon-
tece que os eventos da fusao celular sao incontrolaveis.Podermo funaii-se
1infoci tos com linfocitos, mieloma com mielom e mieloma com linfocitos.Algumas
celulas de linfocitos e de mieloma nao se fundirao. As celulas hibridas
de interesse, mieloma:linfocito, sao selecionadas atraves do cultivo.As
celulas hibridas linfocitos com linfocitos e os linfocitos que nao se
fundiram nao crescem am cultura e sao automaticamente eliminadas.Os hi-
bridos mieloma com mieloma que nao se fundiram sao eliminados atraves de
cultivo em meio seletivo HAT (hipoxantina,aminopterina e timidina). Is-
to acontece porque a celula para se rep, oduzir deve sintetizar uma nolé
cula de DNA (acido desoxirribonucleico). A sintese do DNA e feita por 2
vias metabolicas: via de novo e via de salvacao.

Para a sintese de DNA pela via de salvagao e necessaio o
enzima HGPRTase (hipoxantina guanina fosforribosil transferase) codifi-
cado por um gene localizado no cromossoma X. Mielomas mutantes tem muta
¢Oc * exatamente neste gene, de modo que nao possuem o enzima e sO podem
sintetizar o DNA pela via de novo. Ocorre que a aminopterina, um dos com
ponentes do meio seletivo HAT tem a propriedade de inibir &z sintese do
DNA pela via de novo. Sendo geneticamente incapazes de sintetizar o DNA
pela via de salvacao e estando a via de novo blogueada pela aminopterina
as celulas de mieloma desaparecam da cultura

Como os genes do linfocito pos3ibilitam a formagao de
HGPRTase normal, embora a via de novo esteja ! logueada, a sintese do DMA
pode ser feita pela via de salvacao assim os hibridos linfocitos:mielo-
ma sao as unicas celulas a sobreviverem. Desta forma na cultura restarao
apenas os hibridos linfocitos:mieloma.

Muitos hibridos nao produzirao anticorpos porque das fu-
soes ao acaso pode firar excluido do hibrido os cromossomos dos linfoci
tos responsaveis pela codificacao dos anticorpos. Outros hibridos produ
zgirao anticorpos das mais diversas especificidades contra quaisquer an-
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tigenos u que o camundongo fornecedor de linfocitos imunes tenha sido
exposto em sua vida. Apenas uma parcela de hibridos produzira anticarpms
contra o antigeno desejado. Portanto entre os milhares de hibridos e ne
cessario separar apenas os produtores de anticorpos contra o antigenodg
sejado.

Para selecionar os hibridos produtores de anticorpo dese
jado deixa-se a suspensao de celulas fundidas crescerem por um certo pe-
riodo para que os hibridos se multipliquem aumentando a sua populacao.
Amostras dessa suspensao sao distribuidas em placas de plastico conten-
do 96 pocos. Apos o desenvolvimento das colonias nos pogos testa-se 00
brenadante dos hibridomas para avaliar a presenga de anticorpos de inte
resse. Entre os testes disponiveis: imunoenzimatico ELISA, imunofluores
cencia e radioimunoensaio.

Identificados os pogos que contem hibridomas positivospg
ra a producao do anticorpo de interesse faz-se a clonagem por diluigEo
limitante. Obtendo~-se um pogco com uma unica celula, todas as celulas o-
riundas de sua multiplicacao pertencerao a um clone. Os anticorpos que
elas produzirem serao anticorpos monoclonais. Selecionam-se os melhores
clones,

A quantidade de anticorpos de um pogo e minima mas pode
ser ampliada in vitro como in vivo. In vitro basta cultivar as celulas
hibridas excretoras em garrafas de plastico e in vivo inoculando-as na
cavidade peritoneal de camundongos isogenicos BALB/c. Esses hibrides sen
do celulas neoplasicas se multiplicarao na cavidade como se fossem tumo
res, mielomas, e secretarao anticorpos para a cavidade (fluido ascitico).

0s hibridos secretores produzidos podem ser congeladosem
nitroganio 1iquido por um longo periodo de tempo.

ANTICORPO CONVENCIONAL (POLICLONAL).SORO IMUNE.

Parece paradoxal te.-er comentarios sobre anticorpo con-
vencioral apos » advento dos anti~orpos monoclonais. Porem ha muitas ra
zoes para faze-lo. £ errado supor que os anticorpos monoclonais substi-
tuirao completamente a serologia convencional. Frequentemente o esforcgo
exigido nao se justifica. Para alguns propésitos, com maior simplic.da-
de na sua produgao, o anticorpo convencional (policlonal) pode apresen-
tar um bom desempenho. A especificidade do soro imune depende de milha-
res de produtos clonais que se ligam a determinantes antiganicos cobrin
do a maioria da superficie do antigeno. "ssim pequenas trocas na estru-
tura do antigeno nao trara influéncias na sua ligagao ao anticorpo.

A produgﬁo de anticorpos monoclonais e consideravelmente
trabalhosa, antes e apos a fusao celular. Milhares de testes sao feitos
antes de se alcancar o clone imortal.

A extrema monoespecificidade dos anticorpos monoclonais,
ligagdo para um unico sitio na molécula do antigeno, pode eliminar a ca
pacidade ligante quando este sitio e alterado. Em alguns cascs uma pe-
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quena modificacao no anticorpo ou no antigeno pode suprimir completamen
te a ligacao.

Se o anticorpo monoclonal for usado na detecao de protei
na no soro humano, pelas tecnicas de radioimunoensaio, o menor polimor-
fismo genetico nesta proteina ou denaturacao compromete a ligagao anti-
geno-anticorpo, enquanto que com o soro imune sera minimo eate efeito.

Na TABELA ! sao descritas as vantagens e desvantagens do
soro imune e anticorpos monoclonais.

TABELA 1

Comparagao entre soro imune (policlonal) e anticorpo monoclonal
(Strudler e Larson,13988)

Item Soro 2wne (policlonal) Anticorpo monoclonal
Origem Soro de animal imunizado Celulas ge hibridoma (1in
focito:mieloma) camundon-
g0
Quantidade Relativamente pequena.Utili Praticamente ilimitada.Quan
za-se um grar.de numero de a tidades produzidas na or-
nimais de laboratorio.Quan- dem de gramas.

tidades produzidas na ordem
de miligramas.

Composicao (Contem mistura de anticorpos Proteina homogenea monoes
com afinidade e correlagao va pecifica.
riando de animal para animal,
de sangria para sangria.

Vantagens A sua produgao e relativamen Produzido atraves de hi-

te facil. bridoma.Alto grau de con
fianga e reprodutibilida
de.
Aplicagao Radioimunoensaio Imunohistoquimica. Imuno-

detegao. Immoterapia.

PURIF1 DE_ANTICORPOS MONOCLONAIS

Os anticorpos monoclonais usados como reagentes no prepa

ro de radioimunofarmacos exigem, necessariamente, um processo de purifi
.cag8o.
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Os anticorpos monoclonais isolados do fluido ascitico de
camundongos BALB/c inooculados intraperitonealmente com celulas de hibri
doma apresentam uma concentragao de 2-20mg/ml. Em contraste, o nivel de
anticorpo monoclonal no sobrenadante de cultura se encontra na ordem de
5-50ug/ml. Como consegiiencia torna-se mais facil a purificacao de anti-
corpos monoclonais provenientes de fluido ascitico que os de sobrenadan
te de cultura.

A descrigao Aos processos de purificagao concentra-se ne
1gG e IgM, as classes encontradas com mais fregiiéencia. Afortunadamente
a IgG, anticorpo mais comum, e tambem o mais facil de purificar.

DETERMINACAO DA CLASSE DO ANTICORPO

0 conhecimentc da classe e subclasse do anticorpo e de
grande valia psira a escolha do sistema de purificagao. Um modo simples
para determinar a classe de anticorpo € via Analise Ouchterlony, di fusao
dupla radica) com formagao de linha de precipitagao no agar. No pogo cen
tral coloca-se solugao contendo a imunoglobulina e nos pogos periferi-
cos classe especifica de anti-soro anti-imunoglobulina (Meloy,Nordic >u
outros fornecedores), ]

Alternativamente, a classe de anticorpo pode ser determi
nada por radioimunoensaio, ligagéo enzimatica ELISA ou imunofluorescen-
cia indireta com classe especifica de anticorpos fluorescentes.

METODOS USADOS NA PURIFICACAO DE ANTICORPOS MONOCLONAIS

1. Precipitacao com sulfato de amonio;

2. Precipitaggo com acido caprilico;

3. Gel filtragao;

4. Cromatografia de troca ionica;

5. Afinidade cromatografica em Poteina A-Sepharose CL4B

1. Precipitacao com sulfato de amonio

E um metodo antigo e muito usaco na purificagao de imuno
globulinas. Tem como base a precipitagao dessas moléculas, que outras
proteinas sericas, com o sulfato de amonio.

A precipitagao de imunoglobulinas por sulfr.co de amanio,
apesar de efetiva e simples, apresenta alguns pontos tecnicos que podem
influenciar fortemente o grau de purificacao vbtida. De preferencia adi
diona-se lentamente a solucao aquosa de sulfato de amonio saturada para
evitar que uma concentracao local alta provoque precipitaqoes indese ja-~
veis de proteinas, como a albumina, diminuindo assim o grau de puritica
cao,

0 soro a ser fracionado e colocado em recipiente con agi
tador magnetico. A agitacao deve ser lenta para nao denaturar a protena
A solugdo de sulfato de amonio saturada e adicionada gota a gota e cada
gota deve ser dipersa antes da adicao da proxima, Quando a concentragao



15

de sulfato de amonio alcanca cerca de 20% de saturagao o soro comeca a
se tornar leitoso. A maioria das imunoglobulinas podem ser purificadas
por 35-40% de saturacao ainda que ocasionalmente possa ser necessario a
cima de 50%. Concentracoes altas alam de nao aumentarem o rendimento des
imunoglobulinas podem causar aumento de concentragao por sutras protei-
nas especialmente transferrina e albumina. Apos agitacao lenta de 15-30
minutos a suspensao e centrifugada a 2.000g. O precipitado e lavado 2 a
3 vezes com sulfato de amonio a 50% de saturacao para reduzir a contami
naqu com proteinas nao imunoglobulinas.

Observa-se que solugoes de sulfato de amonio sao densas
e resistem a mistura. Estas solugoes nao podem ser estocadas em recipi-
entes lavados com detergente. Tragos de detergente podem inibir a preci
pitacao da imunoglobulina por sulfato de amonio.

Finalmente o precipitado & dissolvido em PBS (tampao fos
fato salina). Como os fons de amonio podem interferir com procedimentos
subsegéntes sao removidos por dialise (overnight) contra 500-1.000 volu
mes de PBS.

2. Precipitacao pelo acido caprilico

A adicao de acido caprilico ao sor» pode precipitar mui-~
tas proteinas sem afetar a IgG podendo assim ser um meio eficiente para
a purificacao dessa molecula. A adicao de acido caprilico, gota a gota
com agitacao constante, ao fluido asritico resulta na formagao de umpre
cipitado. Apos centrifugacao sao encontrados no sobrenadante cerca de
20 a 40% de concentracgao proteica do material inicial. O sobrenadante e
filtrado em filtro Millipore 0,45um e dializado a 4°C em PBS. A recupe~
racao de IgG determinada por radioimunoensaio e de 60 a 80%. O titulo do
anticorpo no sobrenadante, medido por ensaio de ligacao, e cerca de 2
vezes maior que no material inicial. A eletroforese em gel de poliacri-
lamidaduodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) para proteina fria e radioio
dada mostram que os maiores componentes sao as cadeias pesada e leve de
1gG.

08 anticorpos purificados pela precipiﬁagﬁo com acido ca
prilico sao estaveis por um periodo de 4 meses. A precipitagao pelo aci
do caprilico para purificar anticorpo monoclonal e rapida e simples co-
mo a pr.cipitagcao com sulfato de amonic. A sua maior vantagen estémmg_
nor formacao de agregados quando comparada ao metodo de precipitacao por
sulfato de amonio.

ASSOCIACAO DOS 2 SISTEMAS DE PRECIPITACAO

0 sobrenadante obtido apos precipitacao com acido capri-
lico e filtrado e esfriado a 4°C. Sempre a 4°C, adiciona-se, lentamente
e sob agitaqﬁo constante, solugao de sulfato de amonio 27,7%. Apos cen-
trifugagao despreza-se o sobrenadante e o precipitado e ressuspendido a
proximadamente a 1/10 do volume inicial de ascite., Diamliza-se overnight
contra PBS,
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3. Cromatografia por troca ionica

A cromatografia por troci ionica e um metodo de purificg
cao de imunoglobulinas, simples e muito usado experimentalmente para a
purificacao de IgG. E de baixo custo, facil e simples na sua preparagan
Apesar de necessitar de equipamento especial como coletor de fragaes mo
nitorado com ultravicleta e acessolios, este € um equipamento padrac qe
a maioria dos laboratorios bioguimicos possue.

A atragao eletrostatica de ions de carga opcstas na super
ficie de um polieletrolitoc forma a base da cromatografia de troca ioni-
ca. O principio basico envolve a interacao eletrostatica entre os fons
a serem trocados e a carga normal na superficie da resina. A velocidade
do movimento de um dado composto ionizavel atraves de uma coluna e fun-
cao do seu grau de ionizagao, da concentracao de outros ions e da afini
dade relativa dos varios ions presentes na sociugao pelos locais carrega
dos da resina. Pelo ajuste do pH do solvente de eluigao e da forga iani
ca, os ions presos eletrostaticamente sao eliminados diferencialmente,
promovendo a separagao desejada.

0 tamanho da camada de resina sera determinado pela mas-
sa de proteina a ser ligada. 0 modelo da coluna nao e importante. Prepa
ram-se colunas adequadas com seringas de plastico descartaveis. As imu-
noglobulinas sao em geral suficientemente resistentes a agao de protea-
ses e a cromatografia de troca ionica pode ser realizada a temperatura
ambiente.

4. Gel filtracao

E a tecnica de separacao de molécula de tamanhos diferen
tes pela passagem em coluna de gel. Gel filtragso sepa