Rossi-Ferreira R et al

Rev. bras. hematol. hemoter. 2006;28(2):97-104

Artigo / Article

Obtencao e caracterizacéo de anticorpo monoclonal murino anti-fator V111 da

coagulacéo sangtinea

Attainment and characterization of murine monoclonal anti-factor VII1 antibodies

Rosana Rossi-Ferreirat
Elenice Deffune?

Izolete Thomazini-Santos®
Paulo E. A. Machado*

Introducéo

Entre os avangos da engenharia celular e biotecnologia nas dltimas décadas, desta-
ca-se a produgdo de anticorpos monoclonais murinos (AcMm) utilizados no aprimo-
ramento diagnostico nas rotinas laboratoriais. A producdo de fator VIII de alta
pureza sempre foi 0 desejo e a preocupacdo das industrias de hemoderivados para
tratamento de pacientes portadores de hemofilia A, porém este produto inexiste no
Brasil, sendo necessaria sua obtengédo no mercado internacional a custos elevados.
O trabalho tem por objetivo a produgdo de AcMm anti-fator VIII humano (FVIII)
através da expansdo dos clones e caracterizagdo imunoquimica do anticorpo. Ca-
mundongos Balb/c foram imunizados com FVIII purificado como também proveni-
ente de crioprecipitado e as células esplénicas dos animais foram fusionadas com
células mielomatosas murinas segundo o método descrito por Kohler e Milstein para
producdo de hibridos em cultura. Foram testados 1.983 hibridos dos quais 105 fo-
ram submetidos a clonagem. Destes, 39 obtiveram monoclonalidade e 7 destes clones
foram caracterizados através de técnicas de immunoblotting. Foram submetidas a
purificacdo por cromatografia trés imunoglobulinas de diferentes classes perten-
centes aos clones LAMB1-10A1A4, LAMB1-17A1A1 e LAMB1-24A2A1. A imuno-
globulina purificada pertencente ao clone LAMB1-10A1A4 foi adsorvida em coluna
de imunoafinidade para purificagdo de concentrado de FVIII proveniente de
crioprecipitado plasmatico. Rev. bras. hematol. hemoter. 2006;28(2):97-104.
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Em 1959, Pool & Robinson,! utilizando o método de
Cohn? naproducao de sedimento insol Gvel (crioprecipitado)

A hemofiliaéumadoenca causada pela deficiénciado
Fator V111, uma glicoproteina que participa na via intrinse-
ca da coagulagdo sangiiinea e tem como etiologia a heranca
genética, ligadaao cromossomo X, ocorrendo exclusivamen-
te em homens. A severidade da doenca esta diretamente re-
lacionada com a extensdo da deficiéncia de FVIII, que é
classificadaem hemofilia severa, moderadaebranda. O tra-
tamento consiste nareposi¢ao do Fator V111 atravésdetrans-
fusdes sanguiineas.

através de processos de congelamento e descongelamento
lento, purificaram as proteinas plasméticas com atividade
anti-hemofilica. O crioprecipitado foi utilizado na terapia
da hemofilia até ainicio da década de 80, quando surgiu o
dramético problema da contaminagéo pelo virus do HIV,
detectado no sangue de hemofilicos que receberam crio-
precipitado plasmatico. A partir dai iniciaram-se inUmeras
pesquisas com o objetivo de introduzir novos produtos na
terapéutica da hemofilia.®1?
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As novas técnicas de engenharia celular e biotec-
nologia avancaram muito nas Ultimas décadas e entre elas a
produc&o de anticorpos monoclonais utilizados tanto para o
aprimoramento diagndstico em rotinas laboratoriais como
na producdo de medicamentos e purificacdo de proteinas
utilizadas na terapéutica.**'’ Os concentrados de FVI1I1 pu-
rificados através de anticorpos monoclonais (denominados
produtos ultrapuros) colocados no mercado no inicio dos
anos 90 vieram solucionar complicacfes desastrosas no tra-
tamento da hemofilia, pois se trata de terapéutica eficaz e
segura apresentando alta especificidade, seguranca viral e
reducdo de efeitos colaterais. Porém estes produtos so po-
dem ser adquiridos no mercado internacional a um custo
bastante elevado, pois inexiste no Brasil a producéo destes
anticorpos voltados a esta finalidade. E objetivo deste tra-
balho a obtenc&o de anticorpos monoclonais murinos, puri-
ficacdo e posterior adsor¢do em coluna de imunoafinidade
para obtencéo de concentrado de fator V111 ultrapuro.

Materiais e Métodos

Animais e imunizacao

Utilizamos camundongos da linhagem isogénica
BALB/c. As imunizagdes foram realizadas através da
inoculacdo de fator V111 purificado (K oate® Cutter 250U -
5ml) e fator VIII proveniente de bolsa de crioprecipitado,
ambos por via intraperitoneal. Nos dois protocolos (I e |l
respectivamente) foi utilizado adjuvante de imunizac&o
KAI(SO,), (0,2g/ml).=

Fuséo celular

Asfusbes celulares foram realizadas segundo 0 méto-
do descrito por Kohler & Milstein®® utilizando como par-
ceiro de fusdo mieloma multiplo murino (NS)) e linfdcitos
B retirados do bago dos animais previamente imunizados.
A selecdo enzimética dos hibridos obtidos (hibridomas) foi
realizada dentro do sistema hipoxantina-guanina-fosfori-
bosiltransferase (HGPRT).

Screening dos hibridos obtidos

O método de escolha para o screening dos hibridos
obtidos foi a quantificacdo de inibidores de FVIII com re-
sultados expressos em Unidades Bethesda (Ubeth).2°

Clonagem dos hibridos secretores

A partir da determinacdo da viabilidade celular atra-
vés da coloragdo com azul de tripano a 0,3%, a clonagem
foi realizada pelo método da diluicdo limitante. 2%

Producao de liquido ascitico

Este procedimento foi realizado com o objetivo de se
obterem concentrages dez vezes maiores que as obtidas com
0s sobrenadante da cultura.2

Foi injetado 1 ml de 6leo mineral puro por viaintra-
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peritoneal em camundongos com idade entre 2 a 3 meses.
Ap6s 10-14 dias, injetou-se 1ml de meio de cultura conten-
do 5 x 10° a 5 x 10° células pela mesma via. Os animais
foram observados diariamente quanto ao crescimento do
abddémen. Ap6s uma a duas semanas, o liquido acumulado
foi puncionado.

A classe e subclasse das imunoglobulinas foram de-
terminadas por citometria de fluxo utilizando-se anticorpos
de especificidade conhecida como Rabbit Anti -IgM Mouse
(ICN Biomedicals®) and Goat Anti-lgG Mouse (Serotec
U.K.®)

Eletroforese em SDS-PAGE

Foram utilizadas as seguintes fontes de FVIII: 1-
Koate®, 2-Octavi®, 3-Biotest SDH®, 4-Crioprecipitate. Os
concentrados protéicos foram separados em gel de poli-
acrilamida (PAGE) utilizando tamp&o contendo dodecil sul-
fato de sodio (SDS) e analisados através de programa de
andlise de imagem (VDS® Amersham Pharmacia Biotech)
para determinac&o dos pesos moleculares.

Immunoblotting

Bandas de diferentes pesos moleculares definidas na
proteina FVIII através de eletroforese SDS-PAGE foram
transferidas para membrana de nitrocelulose 0,451 (Gibco
BRL®)? e incubadas com o AcMm overnight. Apés lava-
gem, a membrana foi incubada com anticorpo secundério
Rabbit anti-1gG mouse conjugado com peroxidase (Nordic®
Immunological).

Purificacé@o em proteina A sefarose

O liquido ascitico foi incorporado a matriz de protei-
na A sefarose CL-4B (Amersham Pharmacia Biotech®) e
eluido através da passagem de tampdes com diferentes pHs.

Adsorcéo em coluna de imunoafinidade

Utilizamos como matriz de acoplamento sefarose
CNBr (Amersham Pharmacia Biotech®) ativada que rece-
beu 15 mg/ml de imunoglobulina. O concentrado de fator
VIII (crioprecipitado) desprovido de plasma e tratado com
Tris-HCI 0,02M pH 6.7 acrescido de heparina 3Ul/ml e
Al(OH), foi aplicado sobre o gel =

Resultados

Os protocol os de fusdes celulares realizados segundo
meétodo descrito por Kohler & Mistein'® estéo descritos na
tabela 1. Os hibridos obtidos foram submetidos ao teste de
screening no qual foi escolhido o método de quantificacdo
de inibidores do fator V111, e os valores obtidos foram ex-
pressos em Unidades Bethesda (Ubeth). O resultado do
screening apontou para uma separagao dos hibridos obtidos
de acordo com areatividade apresentada pel osmesmos. Esta
reatividade indica a capacidade secretora dos hibridomas
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Tabela 1
Eficiéncia das fusfes celulares nos protocolos de imunizagéo utilizando como
antigeno fator VIl concentrado comercial

0 0
Fusao Ne de hg:i?jis hgriggs hgriggs Eficiéncia de
3 0,
(Protocolos) - placas distribuidos obtidos testados fusdo (%
LAMB 1 10 960 651 292 67,8
2 animais
LAMB 2 21 2016 1461 960 72,6
4 animais
Tabela 2

Diferentes reatividades apresentadas pelos hibridos secretores de
imunoglobulinas anti-fator VIl medidas através do método de quantificacdo de
inibidores de fator VIl expressos em Unidades Bethesda/ml (UBeth/mL)

Reatividade Alta
mediana reatividade
15-40 4,0-8,0
UBeth/ml UBeth/ml

Baixa
reatividade
06-15
UBeth/ml

N° de
hibridos
positivos

Fuséo
(Protocolos)

LAMB 1

i 25 11 13 01
2 animais

LAMB 2

L 71 11 19 41
4 animais

Tabela 3
Resultado das clonagens realizadas a partir de hibridos selecionados.

Ne de
clones
obtidos

N° de clones
positivos no
screening

Hibridos Viabilidade Clones selecionados

LAMB1-10A1A2
LAMB1-10A1A4
LAMB1-10A1A6
LAMB1-10A1A7
LAMB1-10A1A8
LAMB1-10A1A9
LAMB1-10A1A10
LAMB1-10A4A1

LAMB1-17A1A1
LAMB1-17A1A2
LAMB1-17A1A3
LAMB1-17A1A4
LAMB1-17A4A2
LAMB1-17A4A8
LAMB1-17A4A10

LAMB 1-10 <98% 13 08

LAMB 1-17 <95% 25 07

LAMB1-24 A1A3
LAMB1-24 A2A1
LAMB1-24 A2A4
LAMB1-24A2A5
LAMB1-24A2A9

LAMB2-8 A2
LAMB2-8 A3
LAMB2-8 A5
LAMB2-8 A12
LAMB2-8 A20
LAMB2-8 A24
LAMB2-8 A27
LAMB2-8 A29

LAMB 1-24 <92% 14 05

LAMB 2-8 <95% 29 08

selecionados. A tabela 2 mostra a separacéo de
acordo com a reatividade compreendida em fai-
xas de Unidades Bethesda e o nimero de hibri-
domas encontrados em cada faixa. Um segundo
teste de screening, agora somente com os hibridos
de altareatividade, foi realizado umasemana apos
0 primeiro para se confirmar a manutencdo da
especificidade. As células que tiveram sua espe-
cificidade confirmada foram expandidas em cul-
tura para clonagem. Foram clonadas somente
células com viabilidade celular superior a 90%.%
A tabela 3 mostra os hibridos submetidos a clona-
gem e os hibridos selecionados por manterem a
especificidade em novo screening realizado.

Clones que apresentaram expansdo satis-
fatéria em cultura foram inoculados no peritonio
dos animais para producéo de liquido ascitico.
ApOs a coleta, foi realizado o controle da mono-
clonalidade através de el etroforese em gel de agar.
Todos os clones apresentaram pico monoclonal,
embora com intensidades diferentes (Figura 1).
Posteriormente foram submetidos a caracterizagao
quanto aclasse e subclasse daimunoglobulinaatra
vésdacitometriadefluxo. Osresultadosestdoilus-
trados na tabela 4.

Para a caracterizag@o imunoquimicafoi rea
lizado o immunoblotting com a transferéncia das
fracOes visualizadas na eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) proveniente de trés
produtos comerciais e também do crioprecitpitado
plasmético (FVIII in natura) e posterior incuba-
¢do com as imunoglobulinas secretadas pelos clo-
nes. Para realizar uma andlise mais precisa dos
pesos moleculares em relacdo as fragles obtidas
na eletroforese, utilizamos o programaVDS® de
andlise de imagem.

A figura 2 mostra a eletroforese dos produ-
tos analisados e o immunoblotting do clone
LAMB1-10A1A4. De acordo com a andlise de
imagem feita pelo programa VDS® (dados ndo
mostrados) observa-se que o anticorpo secretado
reconheceu a fracdo de 250 kDa identificada em
todos os produtos de FVIII transferidos para a
membrana de nitrocelulose. Também reconheceu
fracGes de 160 kDa (Crio e Biotest®), 88 kDa
(Biotest®) e ainda fracfes de 40 e 50 kDa em to-
dos os produtos.

A figura 3 mostra as fragdes reconhecidas
pelaimunoglobulinasecretadapelo clone LAMB1-
17A1A1 cuja andlise das imagens mostra o reco-
nhecimento também da fragdo de 250 kDa e fra-
¢Oes de 40 e 50 kDa. O clone LAMB1-24A2A1
também reconheceu as mesmas fragfes dos clones
anteriores (Figura 4).
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Tabela 4

Determinagé&o da classe e subclasse dos clones obtidos nos
protocolos LAMB1 e LAMB2 por citometria de fluxo

Clone Classe e subclasse
LAMB1-10A1A4 I9G,
LAMB1-17A1A1 l9G2,
LAMB1-24A2A1 l9G,

LAMB2-8A2 l9G,
LAMB2-8A5 l9G,
LAMB2-8A20 lgG,
LAMB2-8A29 lgG,

[ A r‘ 3,7

HVINE:

| U i\) =

/
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L 0,1
"l pico monoclonal

LAMB1-10A1A4

As figuras 5, 6, 7 e 8 mostram a corrida eletrofo-
rética dos trés concentrados de Fator V11l comerciais jun-
tamente com o immunoblotting dos clones do protocolo
LAMB2.

O anticorpo monoclonal LAMB2-8A2 (Figura 5) re-
conheceu uma fragdo de 89 kDa (produto Biotest®),
LAMB2-8A5 (Figura6) reconheceu fragbes de 250kDa, (nos
trés produtos) e 60 kDa (Biotest® e K oate®).

O anticorpo monoclonal LAMB2-8A20 (Figura7) re-
conheceu fragdo de 250 kDa e fragdo entre 70 e 80 kDanos
trés produtos analisados.

O anticorpo LAMB2-8A29 (Figura8) reconheceu fra-
¢Oes de peso molecular entre 180 e 90 kDa somente do pro-
duto Biotest®.

&
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LAMB2-8 A2

LAMB2-8 AS

LAMB2-18 A20 LAMB2-8 A29

Figura 1. Eletroforese em gel de agar 1% de liquido ascitico de camundongo BALB/c. Coloracéo negro de amido

Figura 2. Eletroforese SDS-PAGE —gra-
diente 4%-15% (A) e immunoblotting do
AcMm produzido pelo clone LAMB1-10
A1A4 contra fator VIII (B).

A). Pistas 1 e 8 — Marcador de peso
molecular (Rainsbow® Pharmacia); Pistas 2
e 3 — FVIII crioprecipitado; Pista 4 — FVIII
Biotest®; Pista 5 — FVIII Koate®; Pistas6e 7 —
FVIII Octavi®

B) Pistas 1 e 8 — Marcador de peso
molecular (Rainsbow® Pharmacia); Pista 2 e
3 — Crioprecipitado; Pista 4 - FVIII Biotest®;
Pista 5 — FVIII Koate®; Pista 6 e 7 — fator VIII
Octavi®
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Figura 3. Eletroforese SDS-PAGE —
gradiente 4%-15% (A) e immunoblotting
do AcMm produzido pelo clone LAMB1-
17A1A1 contra fator VIII

A) Pistas 1 e 8 — Marcador de peso
molecular (Rainsbow® Pharmacia); Pistas
2 e 3—FVIIl Octavi®; Pista 4 — FVIIl Koate®;
Pista 5 — FVIII Biotest®; Pistas 6 e 7 — FVIII
crioprecipitado.

B) Pistas 1 e 8 — Marcador de peso
molecular (Rainsbow® Pharmacia); Pista 2
e 3 — Octavi®; Pista 4 — FVIII Biotest®; Pista
5 — FVIII Koate®; Pista 6 e 7 — fator VIII
crioprecipitado

Figura 4. Eletroforese SDS-PAGE —
gradiente 4%-15% e immunoblotting do
AcMm produzido pelo clone LAMB1-24
A2AL1 contra fator VIII

A) Pistas 1 e 8 — Marcador de peso
molecular (Rainsbow® Pharmacia); Pistas
2 e 3 — FVIII crioprecipitado; Pista 4 — FVIII
Biotest®; Pista 5 — FVIIl Koate®; Pistas 6 e
7 —fator VIIl Octavi®

B) Pistas 1 e 8 — Marcador de peso
molecular (Rainsbow® Pharmacia); Pista 2
e 3—Crioprecipitado; Pista 4 —FVIIl Biotest®;
Pista 5 — FVIII Koate®; Pista 6 e 7 — fator VIII
Octavi®

Figura 5. Eletroforese SDS-PAGE -
gradiente 4%-15% e immunoblotting do
AcMm produzido pelo clone LAMB2-
8A2 contra fator VIII

A) Pistas 1 e 8 — Marcador de peso
molecular (Rainsbow® Pharmacia); Pistas
2 e 3 — FVIIl Koate®; Pistas 4 e 5 — FVIII
Biotest®; Pistas 6 e 7— FVIIl Octavi®

B) Pistas 1 e 5— Marcador de peso
molecular (Rainsbow® Pharmacia); Pista 2
—FVIlI Koate®; Pista 3 — FVIII Biotest®, Pista
4 — FVIIl Octavi®

Figura 6. Eletroforese SDS-PAGE —
gradiente 4%-15% e immunoblotting do
AcMm produzido pelo clone LAMB2-
8A5 contra fator VIII

A) Pistas 1 e 8 — Marcador de peso
molecular (Rainsbow® Pharmacia);Pistas 2
e 3 — FVIII Koate®; Pistas 4 e 5 — FVIII
Biotest®; Pistas 6 e 7 — FVIII Octavi®

B) Pistas 1 e 5— Marcador de peso
molecular (Rainsbow® Pharmacia); Pista 2
—FVIlI Koate®; Pista 3 — FVIII Biotest®; Pista
4 —fator VIII Octavi®

101




Rev. bras. hematol. hemoter. 2006;28(2):97-104

Rossi-Ferreira R et al

A B
1 Z & 4.3 8 0 8 1 2 3 4 S Figura 7. Eletroforese SDS — PAGE -
gradiente 4%-15% e immunoblotting do
250 = e e para = & 250 AcMm produzido pelo clone LAMB2-
190 3 - = 1s0 8A20 contra fator VIII
10s == 105 A) Pistas 1 e 8 — Marcador d
75 - s e )(ng as;) e® ;h arca gr) T:[_Jeso
- - — 1 - e molecular ainspow armacia); Pistas
50 S = — = S0 2 e 3 FVIIl Koate®; Pistas 4 e 5 — FVIIl
3s & e 35 Biotest®; Pistas 6 e 7— FVIII Octavi®
ﬁ . g B) Pistas 1 e 5 — Marcador de peso
& . : molecular (Rainsbow® Pharmacia); Pista 2
—FVIIl Koate®; Pista 3 — FVIII Biotest®; Pista
4 — fator VIIl Octavi®
2 B
5 = 3 4. 53 B ¥ -® 1 2 3 4 S
Figura 8. Eletroforese SDS-PAGE —
250 - — ‘ 250 gradiente 4%-15% e immunoblotting do
160 — j 160 AcMm produzido pelo clone LAMB2-
1058 — 105 8A29 contra fator VIII
75 ™ . - b -t 78 A) Pistas 1 e 8 — Marcador de peso
50 - - . . 50 molecular (Rainsbow® Pharmacia); Pistas
ss B 35 2 e 3 FVIIl Koate®; Pistas 4 e 5 — FVIII
- - E] F Biotest®; Pistas 6 e 7— FVIIl Octavi®
a ‘ B) Pistas 1 e 5 — Marcador de peso
. molecular (Rainsbow® Pharmacia); Pista 2
—FVIIl Koate®; Pista 3 — FVIII Biotest®; Pista
4—FVIIl Octavi®
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LAMB1-10A1A4 LAMB1-17A1A1 LAMB1-248281
Figura 9. Purificagdo dos clones LAMB1-10A1A4, LAMB1-17A1A1 e LAMB1-24A2A1 em coluna de proteina A sefarose
S _ Apo6s a caracterizagdo imunoqu_lmica, as imunogI(_)-
\ bulinas secretadas pelos clones selecionados foram puri-
1,995 ficadas em coluna de proteinaA sefarose. A figura 9 mostra
\ o resultado gréfico das purificacoes.
o 1485 O anticorpo monoclonal LAMB1-10A1A4 foi aco-
a . l 1 plado em matriz sefarose CNBr-ativada e o concentrado
' de fator VIII (crioprecipitado) desprovido de plasma foi
0495 aplicado sobre o gel.
J A figura 10 mostra o gréfico das densidades Gticas
-0,005 e i obtidas com a elui¢do das amostras coletadas. A primeira
0 20 0 & a0 10 120 eluic3o refere-se as proteinas no fixadas no gel. Apds o
AMOSTRAS

Figura 10. Purificagdo do fator VIIl através do AcMm LAMB1-10A1A4
adsorvido na matriz de acoplamento do tipo Sephadex-CNBr-ativated
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retorno da linha de base, foi feita a eluicdo com CaCl,
0,15M onde obtivemos um "pico" de densidade ética que
sugere ser a proteina fator VIII purificada.
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Discusséao

Frente aos resultados obtidos no immunoblotting ve-
rificamos que nos concentrados comerciais utilizados como
fonte de fator V111, os anticorpos monoclonais produzidos
pelos trés clones sel ecionados do protocolo LAMB1 s&o di-
rigidos tanto para a fragdo de maior peso molecular (antes
da molécula de fator V111 sofrer clivagem proteolitica pela
trombina) como a fragdo de menor peso molecular (resul-
tante do processo proteolitico). Vale notar que os anticorpos
monoclonais reconheceram somente epitopos pertencentes
amolécula de fator VIII, pois a fracdo de 60 kDa presente
nos trés produtos, que provavel mente refere-se a albumina,
ndo foi reconheci da pel os anticorpos monoclonais. Estefato
€ devido ao screening realizado, onde foram retidos somen-
te clones secretores de anti-fator V111, mas muito provavel-
mente o animal deve ter respondido com imunoglobulinas
contra outras proteinas, entre elas a albumina, devido a sua
grande quantidade nos produtos utilizados para imuniza-
¢do. A albumina é utilizada no processo de purificacdo des-
ses concentrados para estabilizar a molécula de fator VI,
uma glicoproteina de 265 kDa extremamente sensivel a
clivagem.?"%2° A produg&o de antialbuminajétem sido mo-
tivo de estudos em nosso laboratorio. No concentrado pro-
veniente do crioprecipitado, os anticorpos monoclonaistam-
bém foram habeis em reconhecer fracéo de tamanho inter-
mediario de 160 kDa e 70 kDa. Isto pode significar que
estasimunoglobulinas frente a concentrados plasmaticos ri-
cos em FVIII reconhecem epitopos que representam por-
¢Oes mais ativas do fator anti-hemofilico como a fragdo de
70 kDa.® Isto contribui, sobremaneira, paraa utilizacéo dos
clones em processos de purificacdo na obtencdo de concen-
trados de fator VIl de ata pureza. Os anticorpos mono-
clonais oriundos do protocolo LAMB2 analisados mostra-
ram o reconhecimento de epitopo que provavelmente repre-
sentaafracéo ativado fator VIII (FVI11:C) com peso mole-
cular em torno de 70 kDa. Esse reconhecimento foi mais
frequiente sobre asfracfes obtidas com o produto daBiotest®.
Isto pode significar que os concentrados purificados de fa-
tor VIII comerciais apresentam diferencas no processo de
manufaturacdo, o que pode promover modificagbes con-
formacionais na molécula do FVI11,% fato que explicaria o
reconhecimento das frag@es ter recaido mais sobre o con-
centrado comercial Biotest®, lembrando que a fonte imu-
nogénicafoi o crioprecipitado, onde podemos dizer que a
proteina fator VIII encontra-se em seu estado in natura,
0u sgja, isenta de qualquer processo de manufaturagéo in-
dustrial como a purificagdo. Quando foram transferidas
para membrana de nitrocelulose as fragfes obtidas na se-
paracé@o por eletroforese do crioprecipitado, observamos
gue todos os anticorpos monoclonais oriundos do protoco-
lo que tiveram como estimul o imunogénico o préprio crio-
preci pitado fizeram o reconhecimento de maneiramais uni-
forme.

Abstract

Among the advances in cellular engineering and biotechnology
over the last decades, the production of murine monoclonal
antibodies (AcMm), used to improve laboratory diagnoses, stands
out. The production of very pure factor VIII has always been a
concern of suppliers of blood products to treat patients with
hemophilia A and this product is still not produced in Brazil. Hence,
it can only be attained on the international market at a high cost.
The aim of this work was to produce AcMm anti-factor VIII human
(FVIlIh) by expanding clones and characterizing the antibodies
by immunochemistry. Balb/c mice were immunized with FVII1 both
purified and from cryoprecipitation and the splenic cells of the
animals were fused with myelomatous murine cells according to
the method described by Kohler and Milstein to produce hybrids
in a culture. A total of 1983 hybrids were tested and 105 were
selected for cloning. Of these, 39 developed monoclonality and 7
of these clones were characterized through immunoblotting
techniques. Three immunoglobulins from different classes, LAMB1-
10A1A4, LAMB1-17A1A1 and LAMB1-24A2A1, were submitted
to chromatography for purification. The purified immunoglobulin
from the LAMB1-10A1A4 clone was adsorbed in the immuno-
affinity column to purify the factor VIII concentrate coming from
the plasmatic cryoprecipitate. Rev. bras. hematol. hemoter. 2006;
28(2):97-104.

Key words: Factor VIII; monoclonal antibodies; hemophilia; blood
derivatives; biotechnology.
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