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INTRODUCED

Durante a transformagac neoplisica de células ,
aparecem novos antigenos na membrana, que s3o geralmente de
nominados de "antigenos tumor-associados®™. Esses antigenos,
podem ser expressos na membrana de células normais em cir -
cunstincias especiais, como por exemplo os antigenocs embrid
nicos. A especificidade imunoldgica desses antigenos & uma
caracteristica Gnica e individual para cada tumor, o que
Justifica a sua denominagadc como "antigenos tumor-assocla -
dos individualmente distintos". A denominagdo "antlgenos tu
mor-especificos” tem sido evitada,baseando-se em trabalhos
recentes (Embleton e Baldwin, 1979) que tem mostrado que eg
ses antigenos podem ser encontrados em células sem transfor
magao neopldsica e assim, ndo devem ser considerados como

marcadores especificos de c&lulas malignas,

Nesse item, faremos uma andlise critica dos eg—
tudos realizados sobre a expressdo de neoantigenos em tumo-

res € sua imunogenicidade.
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1. TUMORES INDUZIDOS POR SUBSTANCIAS QUIMICAS.

1.1. HIDROCARBONETOS POLICICLICOS.

Em estudos pioneiros realizados por Fo-
ley (1953), Baldwin {1955), Prehn e Main (1957), tumores in
duzidos por 3-metilcolantreno (MCA} em ratos ou camundongos
e mantidos por transplantes, foram testados com relagidc A
sua imunogenecidade apbs manipulagao adequada na sua fase
progressiva (excis&q cirurgica ocu blogueio do . suprimento
sanguineo). Os animais assim tratados mostraram-se resisten
tes a um indculo de células vidveis do mesmo tumor utiliza-
do no transplante. Paralelamente, animais imunizados com cg
lulas tumorais inativadas por irradiagao (R&vész, 1960 :
Klein et al., 1960) ou por drogas citdtéxicas {Apffel at
al., 1966}, desenvolveram a capacidade de rejeitar c¢élulas
de sarcoma MCA-induzidos da mesma linhagem utilizada na imu
nizagdo. Neste modelo de sarcomas altamente imunogénicos
induzidos por hidrocarbonetos policiclicos, a imunidade €Xi
be regularmente um alto grau de especificidade e a imunopro
tecdo induzida & evidenciada apenas contra o tumor que "geu
origem ao estado imunitérfo do animal e nao contra outros
tumores, inclusive os induz#dﬂs pelo mesmo carcindégenc (re-
visado por Baldwin, 1973; éald&in e Price, 1975; Moore .
1978). Uma exceqiéxééﬂta-regnzé a declaragao de Basombrio ,
(1970) que revelou apenas um caso de reagao cruzada  entre
25 sarcomas nmurinos que foram examinados de modo Y criss -

crogs” ou por imunizagoes miltiplas. A especificidade deg-



03

sas respostas tem sido contestada particularmente em experi
mentos onde se usa doses cregcentes de sarcomas MCA*indﬁzi-
dos como desafig = em camundongos imunizados e conseguen-
temente reagoes contra antigenos tumor-associados indivi -
dualmente distintos e outros antigenos comuns foram detecta
dos '(Leffell e Coggin, 1977; Hellstrom et al., 1978). A ex-
pressdo de antigenos comuns tumor-associados n3o se restrin
ge apehas aos sarcomas MCA-induzidos, mas também foram de -
tectados através de testes de imunoprotegidoc em  carcinomas
de células escamosas da pele MCA-induzidos (Economou et al.,

1977) e do pulmdo (Jamasbi e Nettesheim, 1977).

Contudo, uma resposta celular bem desen
volvida contra antigenos de rejeig¢do tumor-associados, é
considerada como necessaria para gue as respostas de rejei-
930 sejam efetivas. Isto foi estabelecido em estudos, .. de-
monstrandoe que as células linfocitidrias sensibilizadas pos-
suem a capacidade de transferir imunidade adotiva em reci -
pientes normais (Hellstrom e Helstrom, 1969). Entretanto, a
través de testes de neutralizagdo foi observada inibigdo eg
pecifica de crescimento tumoral em'camundongos inoculadoes
com uma mistura de c8lulas malignaa-e células sensibilliza -
Ndas de linfonode (Klein et al., 1860; Borberg et al., 1872)
ou células de exsudato peritoneal (0ld et al., 1962). Além
dess&s_investigaqéeé in vive, Outros ensaios realizados in
vitre, como por exemplo, inibigac da migragaoc de macréfagos
{Halliday e Webb, 1969%; Halliday, 1971; Suter et al., 1972)

inibigao da aderéncia de leucdcitos (Halliday e Miller_ ¢



04

1972) e a mobilidade eletrofordtica do macréfago {Bubenik
et al., 1978), foram usados afim de demonstrar e avaliarx
respostas celulares especificas aos sarcomas - MCA-induzidos

em camundongos e cobalas.

A demonstragdo direta de atividade cito
toxica especifica de cdlulas linfdides de doadores  imunes
para células alvo em cultura, tem sido relatada em viarios
estudes, utilizando ensaios de inibicdc de coldnia e de mi-
crocitotoxidade (Hellstrom et al., 1968 a; 1970: Baldwin o
Moore, 1971; Zoller et al., 1976). Entretanto, nessas inves
tigagﬁea, a contribuiqéo de células assassinas (NK}, gque
580 tamb&m citotdxicas para cdlulas tumorais ndo foi avalia

da (Herberman e Holden, 1978).

A ocorréncia e a confirmagdo da especi-
ficidade dos antigenos associados & superficie celular de
sarcomas MCA-induzidos, foram mais evidenciadas pela anili~
se dos anticorpos humorais, Assim, soro de camundongos imu-
nizados pela excisao cirlrgica de seus tumores ( Hellstrom
et al., 1968 a) ou soro de ratos transplantados com enxér -
tos tumorais irradiados (Baldwin e Ecore, 1971), tem inibi-
do a capacidade das c8lulas de sarcoma de formar coldnias ,
em cultura, enguanto gue soro ﬁormal ou soro de doadores i~
munizados com outroé tumores, nao produzem este efeito. Da-
dos semelhantes tem sido também obtidos com testes de micro
citotoxidade (Takasugi e Klein, 1970) para detectar anticox

pos citotdxicos complemento-dependente em soro de camundon<
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jos imunizados com sarcomas MCA-induzidos (Bloom, 1971 :
3loom e Hildemann, 1970; Deleo et al., 1977 e 1978). Na
iaioria das andlises deste tipo, realizadas por Deleo et al,
(1977 e 1878), a especificidade de antigenos associados aos
sjarcomas MCA-induzidos (Meth A), foi estudada. Embora esse
:ipo de aproximagdc soroldgica para tipagem dos antigenos
1gsociados aos timores seja aparentemente promissor, com tu -
wores ﬁurinos induzidos por produtos quimicos ou por virus
{MuLV) da leucemia (Old e Boyse, 1965; Whitmore et al. ‘
.971; Garnt et al., 1974), o soro normal de camundongos
sontém frequentemente anticorpos contra antigenos de MulvV
{0ld e Stockert, 1977). Teodavia, Deleo et al. (1977, 19278)
:onfirmaram a reatividade especifica individualmente dis -
:inta do soro singénico anti-Meth A, Em testes diretos com
:ste soro e ensaios de sua Aﬁ@ﬁﬁﬁ@%df; foi eliminada a
»o8sibilidade gue a reatividade do soro esteia dirigids
rontra antigenos do virus (MuLV). Curiosamente, o soro es
>ecificamente citotdxico neste sistema, contém anticorpos,
jue precipitam uma proteina comum tumor-associada (P53}
juando ge utiliza uma variedade de tumores metabolicamente
rarcados com 3ss—metionina e solubilizados com detergente
{Peleo et al., 1979). © significadohdeste achado permanece
lesconhecido, embora a det@q@k:de-um antigeno comum rela -
rionado com a transformagao n‘alig:m seja extremamente impor -

-ante.
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Os antigenos da superficie celular, tu-
mor-associados individualmente distintos, tem sido detecta-
dos utilizando método de imunofluorescéncia indireta para i
dentificar anticorpos em imunossoros singénicos, capazes de
reagir com células de sarcoma MCA~induzido em  camundongos
{Lejneva et al., 1965) e em ratos (Baldwin et al., 1971 a, ¢
e 1972}, Nos ultimos estudos deste tipo, foram testados |,
um total de 122 combina¢des de soros de animais com 26 sar-
comas induzidos e 8 transplantados e a reatividade cruzads
ocorreu, com evidéncias conclusivas, apenas com um par de
tumores, Para introduzir um aspecto guantitativo dos ensa -
ios de ligac@c de anticorpos a células, tem sido empregados
reagentes tais como antiglobulina radioisotdpica (Harder e
Mckhann, 1968; Burdick et al., 1973 a e¢ b} e proteina A ra-
dicicdinada (uma proteina reativa com Fc de IgG, extraida
de Staphylocoecus gureus, Brown et al., 1977 e 1978; Cle -
veland et al., 1979) para demonstrar anticorpos reativos
com antigenos de superficie celular_tumor“associados. As -~
sim, e mais uma vez, a maioria dos antigenos demonstrados e
ram individualmente distintos, embora em apenas uma investi
gagéo, antigenos comuns tumor-asseciados foram detectados
{Cleveland et al., 1979). Estes antigenos comuns foram de -
tectados em células de cultﬁrﬁs qué passaram por varios cul
tivos, © qﬁe levou diferenﬁes avtores a concluir gue somen-
te células de tumores primdrios cu secunddrics devem ser em
preggﬁas em testes de. definigao do perfil antigénico dos tu

mrores.
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1.2. CORANTES AMINOAZOICOS.

0s antigenos tumor-associados expressos
em células de hepatomas de camundongos (Muler, 1968) e ra -
tos (Gordon, 1965; Baldwin e Barker, 1967 a), foram inicial
mente demonstrados pela indugzo da imunidade contra c&lulas
de tumores transplantados em animais singénicos., Hepatomas
de ratos, induzidos com 4-dimetil aminoazobenzenc (DAB) pos
suem 2 caracteristicas: a) saoc constantemente imunogénicos,
de modo que animais imunizados s@o capazes de rejeitar 5x105
-10% células tumorais vidveis; b) cada tumor possui antige-~
nos de rejeigdo individualmente distintos (revisado por Bal
dwin, 1973). Ao contrario de virios sarcomas MCA-induzidos,
particularmente em camundongos e cobaias, onde foi possivel
isolar atividade indutora da rejeicgdo em fra¢6es da membra-
na celular ou em extratos solfiveis de tumor (revisao de Bal
dwin e Price, 1975; Law et al,, 1975; Bubenik et al., 1978;
Sikora et al., 1979), n3o foi possivel realizar o mesmo com
hepatomas do rato (Price e Baldwin, 1974 a e b; Price et al.,

1978 e 1979 a).

A presencga de_ahtigenos tumor-associa ~
dos individualmente distintos em hepatomas de rato DAB~indu
zidos, foi confirmada por muit&s autores, demonstrando ue
soros de doadores iﬁunes reagem em testes de imunoflucres ~
céncia com antigenos de superficie de células derivadas a ~
penas do tumor imunizante (Baldwin e Barker, 1967 b; Bal -

dwin et al., 1971 a, b e ¢, 1972). Paralelamente, ensaiosg
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de citotoxicidade complemento-dependente (liberacic de &%X)
ndo demonstraram a presenga de anticorpos tumor especificos
em soros singénicog hiperimunes contra antigenos tumor~asso
ciados individualmente distintos {(Price, 1978; Price e Balw

dwin, 1977; Price et al., 1979 b},

A especificidade desses antligenos em cé-
lulas de hepatomas DAB-induzidos em ratos, também foi de -
monstrada através de ensaios de antiglobulina radioisotdpi-
ca {AL-Sheikly et al., 1980). A guestao central neste mode-
lo experimental (hepatomas DAB~induzidos em rato), & verifi
car se os alvos antigénicos das reagoes soroldgicas ante -~
riormente mencionadas podem ser definidas também como anti-
genos de rejeigdo tumor-associados. Os antigenos definidos
sorologicamente tem sido isclados em frag&es da membrana ou
como glicoproteinas solubilizadas. Embora, esses antigenos
possuam a capacidade de induzir a formagdo de anticorpos esg.
pecificos em ratos, nao foram capazes de proteger animais
transplantados com células viaveis (Price e Baldwin, 1%74b;
Price et al., 1978, 1979 a). Por outro lado, Price et al,
(1980), demonstraram gue os antigenos solubilizados de hepa
tomas podem induzir reSisﬁéncia contra transplantes de tu -
'mpr em ratos pré-tratados cdm ciciofosfamida. A interpreta-
¢ao desseslda&os é que a imunizagd@o por antigenos, provavel
mente, leva & induqao preferencial de populagbes linfdides
supréséoras e que o pré~tratamento com ciclofosfamida inibe
a proliferagac de presurssorss dessas populagSes. Embora, ob

servagoes semelhantes tenham sido feitas com sarcomas MCA-



09

induzidos (Minami et al., 1879), hi necessidade de mais evi
déncias para estabelecer definitivamente gque os determinan-
tes antigénicos que induzem rejeicldo tumoral s3o aqueles re
conheciveis por anticorpos ou imunossoros singénicos. De
gualquer modo, esta questac pode ser solucionada, empregan-
do antigenos purificados pela imuno-absorgao (i.e. prepara-
goes antigénicas sorologicamente definidas), na imunizagao

de animais pré-tratados com ciclofosfamida.

1.3, AMINAS AROMATICAS.

Embora as aminas aromaticas constituam
a maior classe de carcindgenos gquimicos, as propriedades imuno
1l6gicas de tumores induzidos somente por N-2-fluorenilaceta
mida (FAA) . .foram -analisadas em detalhes. Esta classe
de tumores parece  fracamente imunogénica. ou ndo imunogéni
ca em testes de transplante-rejeigac de tumores (Baldwin e
Embleton 1969 a, 13871 a; Wepsic et al., 1976; Tracey et al.,
1978) . Por exemplo, através de excisdo cirfirgica do = tumor
em crescimento oﬁ implante de enxertos irradiados de tumor
em ratos, apenas dois, de ll carcinomas mamirios FAA~induzl
dos demonstraram resisténcia dos animais assim imuniza&oa ;
contra células tumorais vié?éis (Baldwin e Embleton, 1969).
Contudo, anticorpos tumor-especificos foram detectados, in
" vitre, empregando iﬁunofluorescéncia da membrana, em soros
de ratos imunizados contra hepatomas FAA-induzidos e pouco
imunogénicos {Baldwin e Embleton, 1971 a). Estes imunosgso -

ros que reagem somente com células do tumor imunizante, mos
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traram a estrita correlagao com a imunogenicidade do tumor.

1.4. ABQUIL NITROSAMINAS.

Hepatomas induzidos com dietilnitrosami
na (DENA) em linhagem 2 de cobaia, s30 significativamente i
. munogénicos e a imunidade de células de tumores sing@nicos
transplantados, € induzida pela éxcisdo cirlrgica do tumor
ou pela injecgao intradérmica ou intramuscular de determina-
das doses de células, de modo a se evitar o crescimento pro
gressivo (Zbar et al., 1969%9). Hepatomas DENA-induzidos s&o
também imunogénicos em ratos. Animais inoculados com célu -
las tumorais y -irradiadas, sao resistentes a inoculagao de
células vidveis do tumor imunizante (Baldwin e Embleton ,
1971 a). Bstes estudos demonstraram que soros de ratos imu—
nizados contra um hepatoma contém anticorpos fracamente rea

tivos em testes de imunofluoresceéncia, com células do tumor

homdlogo.

1.5. HIDRAZINAS.

A .meﬁrténcia de tumores induzidos com
dimetil-hidrazina (DMH}, cdﬁowum modelo apropriade para cin
cer de cblon no homem tem sido relatada {Haase et al., 1973)
e realmente a semelﬁanga de antigenos tumorais de rato e an
tigenos carcinoembridnicos (CEA) do homem tem sido descrita
{Abeyounis e Milgrom, 1976). Adenocarcinomas primarios de

cblon e intestino delgado, induzidos em ratos por DMH ou ni
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trosoguanidina tem sido diagnosticados e acompanhados duran
te seu crescimento por Steele et al. (1975). Neste traba - .
iho, respostas imunes (anti-tumor DMH~induzido) foram estu-
dadas e correlacionadas com o desenvolvimento tumdral, mos-—
trando a relevancia desses tumores aoc cdncer humano. Virios
ensaios de imunogenicidade e imunosensibilidade tem identi-
ficado antigenos de superficie celular, associados especifi
camente a estes adenocarcinomas do intestino. Esses antige-
nos incluem o0s descritos como individualmente distintos {pri
vados), os antligenos comuns (tecido-especificos) e os chama
dos de ampla distribuigdo, como tambdm os antigenos especi-
ficos do trato digestivo onco-~desenvolvidos (Steele e Sjo -

gren, 1874 e 1977}.

Carginomas de célbn DMH~induzidos am
camundongos tem sido examinados com relagdo a presenga de
antigenos de rejeigdc e antigenos comuns, através de testes
de rejeigao de transplante, e ao contrdrio de tumores indu-
zidos em ratos, ndo foi demonstrada protegdo cruzada signi-
ficativa entre esses tumores {(Belnap et al., 1879). Contu ~
de, Cleveland et al. (1979) identificaram um antigeno tu -~
mor-associado utilizandbug ensaio de reatividade de 1251
proteina A, para detectar éﬁticorpos contra a superficie ce
lular. O antigeno assim identificado, ndo estd relacionado
com aptigenos de viﬁus da leucemia gue pode ser expresso em

murinos por eventual contaminag¢ao pelo virus, e o mesmo ndo

esta relacionado também com determinantes embridnicos.
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2. TUMORES INDUZIDOS POR VIRUS ONCOGENICOS.

A oncogenicidade de virus (DNA e RNA) em
animais experimentais & um fendmeno bem documentado. HEstu -
dos de antigenos associados aos tumores induzidos por virus
tem sido amplamente revisado (Lamon, 1974; Rapp e Westmore-
land, 1976; Weil, 1978). Geralmente, 0s tumores induzidos
por virus , tem a caracteristica de apresentar antigenos co
muns em diferentes tumores induzidos pelo mesmo virus, em
diferentes espécies (Hellstrom e Sjogren, 1967). A presenga
de antigenos comuns entre tumores induzidos por virus, nido
significa necessiriamente, a exclusdc de antigenos indivi ~
dualmente especilficos (Heppner e Pierce, 1969), ou de anti-
genos embridnicos (Pearson & Freeman, 1968; Coggin e Ander-
son, 1974). Este fendmeno contraria o Que ocorre em tumores
induzidos com carcindgenos quimicos, onde os antigenos tumox
associados individualmente especificos s30 mais frequentes,
€ onde existem, evidéncias da presengca de antigenos comuns
de reatividade cruzada entre diferentes tumores, geralmente
de origem embrioniria (Cleveland et al., 1874; Baldwin et

al.,1974) .

Os antlgenos associados aos tumores in-

duzidos por virus, podem ser.cléssificados como segue:
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2.1. ANTIGENOS DE NEOPLASIAS INDUZIDAS POR VIRUS DNA.

A primeira evidéncia da presenga dos an
tigenos tumorais na superficie celular em tumores induzidos
por virus, vem de estudes realizados por Sjogren et al. ,
{(1961) e Habel (1961), nos guais camundongos e hamsters in-
fectados com virus de polioma, demonstraram resisténcia a
um desafio com cé€lulas tumorais vidveis de polioma. Antige-~
nos semelhantes foram demonstrados pelo método de transplan
tagao-rejeic3o no sistema de SV40 (Simian virus 40) (Khera
et al., 1963). Estes antigenos de rejeicdo ndo tem relacdo
com antigenos do virus ou com seu capsideo desde gue anti -
corpos (anti-virus) ndo tem efeito algum sobre enxertos do
tumor correspondente. Antigenos tumor-associados de rejei -
¢ao, podem ser demonstrados. em célulaé transformadas pelo
virus SV40 através da sua capacidade de imunizar  hamsters
contra células de tumores SV40 induzidos ou através da pre~
vengdc do desenvolvimento de tumores em animais previamente
inoculados com o virus durante a infidncia (Girardi, 1966 ;
Lausch et al., 1968). 0s antigenos gde rejeicdo tumor-asso -
ciados em células humanas transformadas pelo SV40 e em célu
las de hamsters, parecém:éemelhanteé (Jensen e Deffendi |,
1968). A demonstragac de(anfigenbs—S) em superficie de cé ~
lulas transformadas pelo S§40,'fai realizada in vitre pelo
uso de imunofluorescéncia direta(Tevethia et al., 1963) e
uso de antissoros citotdxicos (Tevethia et al., 1970; Wright
e Law, 1971). Embora os antigenos de rejeiglo tumor-associa

dos e antigencs-$ estejam presentes na superficie celular ,
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hd evidéncias de que ambos representam 2 entidades diferen-
tes. Em estudos realizados por Ting e Herberman {1971) €
Ting et al., (1974), através do método de imunofluorescén -
cia, a presenga de antigenos da superficie tumor-associado
(antigenos-sS) foi correlacionada com a presenga de antige -
nos~-T (intra-nuclear). Nesses estudos a presenga de antige-
nos de rejeigdo SV40-associados foi também confirmada atra-
vés de testes de transplante~rejeicao Zn vive. 0s mesmos an
tores, testaram também algumas linhagens de células de hamg
ter transformadas pelo 5V40 junto com outras linhagens celu
lares nac infectadas, derivadas do mesmo lote de  embrifes
de hamster (Dimandopoulos et al., 1968; Levine et al., 1970).

Tais linhagens foram definidas como: Linhagem (T+S+): porta

dora e SV40 integrado a DNA, sintetizadora de pequenas qui_
tidades de RNA svV40~especifico, contém antigenos-T (T+) in-
tranuclear e possui antigenos-§ (s¥) na superficie celular

Linhagem (I"s"): que nfio contém antigenos-T, DNA, RNA do vi

rus ¢ possui antigenos~S; Linhagem (T 8 ): derivada de cul-

turas controle nac infectadas e nioc contdm estruturas vi -
rais. As 3 linhagens de células sdo altamente tumorigénicas
de acordo com sua capacidade de induzir tumores de cresci -
mento progressivo em hamsf&rs adultos. Conforme foi determi
nado através de método de tfansPiante in vivo e metode  de
antiglobulina iéotépica, os antigenos de rejeigao SV40-ass
ciados e antigenos da superficie celular do tumor, estac
presentes apenas na linhagem de cé&lulas {T+S+). Desses est:
dos foi concluido que:

a. os antigenos da superficie celular do tumor, determina -
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dos in vwitro se correlacionam com a presenga de antige -
nos de rejeigao Sv40-associados e detectados in vivo.
tghua de DNA do virus integrado ao DNA da célula.

c. o8 2 tipos de antigenos sdo diferentes do antigeno-s e
de antigenos fetais da superficie.

Resultados semelhantes foram obtidos com cé&lulas transforma

das de polioma (Ting e Herberman, 1970; Ting et al., 1972).

2.2. ANTIGENOS DE NEOPLASIAS INDUZIDAS POR VIRUS RNA.

E conhecido que os virus RNA sao respon
savels pelos carcinomas mamdrios de camundongo e uma ampla
variedade de leucemias, linfomas e sarcomas em animais expe
rimentais. Sdo também implicados em carcinomas mamirios hu-
manos8, leucemia mielocitica aguda, carcinoma de células
transitérias do trato urogenital e sarcomas (revisado por
Ristow e Mckhann, 1877). O tipo C de virus RNA oncogénico &
© maior grupo dos virus oncogénices e o melhor estudado. Um
complexo sistema de antigenos comuns repartidos por virus e
células foi encontrado em tumores induzidos por esses vi -
YU, mesmo em diferentes-éspécies,‘o que indica a prevalén-
cia de informagles genéticéé-em diferentes virus do grupo
Os antigenos que foram estudados formam duas classes princi
pais; |
{1) proteinas estruturais das particulas virais e
(2) substancias celulares antigénicas induzidas pela infor-

macac genética do virus,
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Ag particulas virais possuem antigenos
no seu envoltorio e també&m antigenos internos. Semelhante -
mente, as células tumorais expressam antigenos induzidos pe
lo virus na sua superficie e no interior da cdlula (Revisao
de Ristow e McKhann, 1377). Entre esses’ varios tipos de an-
tigenos sdo os da superficie celular induzidos pelo virus P
considerados, do ponto de vista imunoldgico, o0s mais impor-
tantes antigenos expressos em células de tumores induzidos
pelo virus RNA em animais experimentais. Superficies de cé-
lulas transformadas com virus RNA tipo C, apresentam uma di
versidade de material antigénico. Além de novos antigenos
tumor-associados induzidos pelo virus, as particulas virais
‘em si, expressam seus proprios antigenos de envoltdric, na
superficie de células transformadas. Antigenos tumor-asso -
ciados, responsaveis pela rejeigdo de'enxertos, foram ini -
cialmente demonstrados em tumores induzidos pelo virus DNA
de polioma por Sjogren et al. (1961), conforme descrito an-
teriormente, e estudos do modelo SV40 demonstraram gue es -
ses antigenos de rejeigac tumor-~associados, nao sdo protei-
nas estruturais do virion. O0s antigenos correspondentes de
tumores induzidos por virus RNA, foram inicialmente demons=-
trados por Klein et al. {i962) en leucemia murina e pox
'Sjogren e Jonsson (1963) eﬁ-sarcoﬁa de Rous, Devido 3 pre -
senga constante do virus na célula, nac ficou escalarecido,
se esses antigenos séo realmente novos antigenos celulares
ou antigenos do prdprio envoltdrio viral, presentes na su -
perficie celular e atuando como antigenos de transplante ,

responsavels pela rejei¢do do enxerto. Estudos subsequentes
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demonstraram que antigenos de superficie dessas células, po-
dem ser demonstrados in vitro com anticorpos citotdxicos oy
fluorescentes, Embora, os antigenos de superficie celular tu
mor-associados (TASA),sejam teoricamente os mesmos -antigenos
da rejeigaoc tumor-associados (TARA) responsavels pela rejei-

¢do do enxerto, isto ndo foi ainda confirmado.

3. TUMORES OCORRIDOS NATURALMENTE EM ANIMAIS.

Modelos de tumores induzidos por substan
cias quimicas ou por virus sdo amplamente aceitos.como possuid
res de antigenos capazes de induzir a resposta de rejeigio  dc
tumor em animais singénicos adequadamente imunizados, confox
me anteriormente descrito. Estes modelos sdo criticados fre-
quentementepor possuirem algo irreal (artefato) na sua imuni
dade, a qual foi descrita como sendo diferente da imunidade
de tumores originados naturalmente em populagdes criadas ac
acaso (Hewitt et al., 1976; Hewitt, 1979). Procedimentos con
vencionais de imunizacao de animais sing@nicos com célulasde
tumores espontaneos, demonstraram gque esses tumores nio pos-
suem imunogenicidade cu a possuem com potencial minimo. Nes~
te céntexto, se fossem retiradas as informagoes sobre tumo -
res gque aparecem em ragas de alta incidéncia tumoral e ocutras
de etiologia wviral conhecid&,frestaria uma literatura escas-
54 e sem neko com relagao de imunologia de tumores espontd -
neos,. possivelmentetdevido 3 sua ocorréncia nao frequente er
animais normais de . laboratdorio.  Prehn ( 1957 ), demong
trou que a resisténcia do hospedeiro pode ser indu .~

zida contra sarcomas MCA =~ induzidos em camundongos.,
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Paralelamente, fibrossarcomas espontineos demonst.raram
pouca ou nenhuma capacidade imunogénica. Semelhantemente
nac foi possivel para REvéz (1960) induzir gualquer imunida
de contra adenocarcinomas ou linfomas espontdneos de camun-
dongos, apds imunizagdo de hogpedeiros singénicos com célu~
las tumorais vy —irrgdiadas, um procedimento que_foi efetivo
com sarcomas induzidos por metilcolantreno (Klein et al., ,
1960). Hammond et al. (1967), demongtraram imunidade . fraca
contra fibrosarcomas e micepiteliomas espontaneos em muri =

nos, apdés a amputagao do membro portador do tumor.  Hewitt

et al. (1976) estudaram a resposta de rejeicao em 27 tumo
res murinos espontaneos de diferentes tipos histoldgicos e
nao foi possivel obter evidéncias da sua imunogenicidade, o
que levou esses autores, a concluir gue os tumores estuda -
dos nao possuem antigenos capazes de desencadear imunidade
de transplante. Tumores espontineos de outros laboratdrios
se comportaram dentro do mesmo padrac; leucemia espontdnea
de rato (Wrathmell e Alexander, 1976) e linfoma esponta@neo
de hamster (Vasa~Thomas et al., 1%77), tem sido demonstra -
dos como fracamente imunogénicos em animais sing@nicos que

originaram tais tumores.

Estudq$ realizados em "Cancer Regearch
Campaign Laboratories, thtingﬁam" tem demonstrado que a i-
munidade pode ser iﬁduzida contra alguns tumores espontd =
neos, embora em nivel bem mais baixo do gque foi obsarvado
com tumores induzidos por carcinbgenos. Baldwin (1966) de -

monstrou imunidade significativa contra carcinoma escamoso
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espontaneo do rato, mas nao foi possivel detectar respostas
contra sarcoma de cé@lulas reticulares em animais imunizados.
Semelhantemente, em 9 adenocarcinomas mam3rios espontaneos
de rato, apenas um (Sp4) foi significativamente antigénico
e sua imunogenicidade mostrou-se baixa guando mensurada pe-
lo inbdculo maximo de células rejeitadas. Por outro lado ]
foi demonstrado que apenas o carcinoma mamidrio  esponténeo
(Sp4) possui antigenos de superficie tumor-associados indi-~
vidualmente distintos, demonstriveis pela imunofluorescén -
cia (Baldwin e Embleton, 1970). Em estudeos realizados a fim
de investigar a imunogenicidade de 28 tumores espontdneos ,
incluindo: nefroblastomas, tumores mamdrios histologicamen-
te malignos e benignos, tumores da pele, um tumor linfdide e
duas lesdes gastrointestinais, ndo foram encontradas evidén
cias de imunogenicidade apds diferentes métodos de imuniza-
¢ao (Middle e Embleton, 1981). Em outros estudos, dois de
cinco carcinomas esponta@neos de rato foram capazes de indu-
zir um nivel baixo de imunidade especifica em hospedeiros
singénicos (Embleton e Middle, 1981). A incapacidade do hos
pedeiro de demonstrar uma resposta efetiva de rejeigio con-
tra tumores espontadnecs, foi também demonstrada através de
experimentos de imunoterapia ativa (Baldwin e Pimm, 1977 ;
Pimm et al., 1978), Nestes Erabaihoa, imunoterapia especifi
ca ativa de tumores aplicaﬁa num local distante do tumor, u
tilizando como adjuvante bacteriano o bacilo Calmette e Guerin
(BCGJ; hEo foi bem sucedida, exceto em casds de carcinoma
mamdrio (Sp4), que demonstrou anteriormente imunogenicidade

modesta (Baldwin e Embleton, 1969 b). Resultados semelhan -
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tes foram obtidos através de experimentos de imunoterapia a
tiva utilizando Corynebacterium Parvum em substituigac ao

BCG {(Willmott et al., 1979).

Embora a maioria dos tumores espontane-
os sejam incapazes de induzir resposta de rejeigao do tumor
em ratos imunizados, a linfocitotoxidade in vitre, tem de -~
monstrado que esses tumores aparentemente nao imuncgénicos,
possuem antigenos gue sao reconhecidos pelo hospedeiro (Bal
dwin e Embleton, 1974; Baldwin et al., 1974}). Oz resultados
obtidos nesses trabalhos, sugerem gue os antigenos gue de ~
monstraram reagoes cruzadas, detectados nesses tumores, s&o
componentes embrifnicos, que foram imunogénicos no hospedei
ro portador de tumor, mas nac foram capazes de induzir re -
sisténcla ao transplante de. tumor. Enﬁretanto, devemos sa ~
lientar gue ¢ papel exercido por células assassinas (natu -
ral killer) nessas respostas citotdxicas nao foi avaliado,
de modo que o envolvimento de antligenos embriondrios nessas

reagoes requer maior avaliagéo.

Finalmente, teénologias recentes usando
anticorpos monoclonais, tém_estabelécido gue carcinomas ma-
.mérios espontineos Sp4 (Guﬁﬁ et al., 1980) e Sp22 (Dawood e
Silva, 1985) possuem antigenos individualmente distintos. Os
hibridomas produtorés de anticorpos especificos anti-Sp4d e
anti-8p22, foram obtidos pela fusao de c@lulas de ratos imu
nizados com Sp4 ou camundoﬁgos imunizados com Sp2Z, e célu-

las de mieloma de camundongo (P3NS1l)}. Embora todas as evi -
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déncias sugiram que estes anticorpos monoclonais sdo especi
ficamente reativos com c¢élulas de carcinomas mamirios espon
tdneos Sp4d e Sp22 respectivamente, a sua identidade com an—
tigenos que induzem a rejeicdo especifica do tumor ou com
antigenos especificos definidos sorologicamente nesse tumor

nao fol comprovada.

4, TUMORES HUMANOS,

A expressac de antiIgenos tumor-associa-
dos em células de tumores humanos, tornou-se centro de mui-
tas investigagOes, desdede que esses antigenos foram demons -
trados em tumores experimentais. Muitos dados em animais fo
ram obtidos através da resist@ncia ao transplante tumoral e
da transferéncia adotiva de imunidade tumoral especifica com
células linfdides. Embora este tipo de estudo seja de fheil re
alizagao em tumores experimentais, & impossivel aplicar es-
ta aproximacgao em estudos de tumores humanos. Por outro la-
do hd evidéncias gue sugerem a existéncia de antIigenos em
alguns tumores humanos, gue podem ser considerados como max
cadores de doencga maligna. Isto inclui um nimero razoavel
de antigenos 0nCOgéniCOS‘qﬁe foram inicialmente definidos
pelo uso de hetercantissoros preparados contra células ou
extratos tumorais e absorvidcs'adequadamente. O0s antigenos
mais importantes sda os carcinoembridnicos (CEA), origina -
riamente encontrados em associagao ao carcinoma de cblon
(Gold e Freedman, 1965) e a-fetoproteina descoberta inicial

mente em associagdc de carcinomas hepatocelulares murinos
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(Abelev et al., 1963). Esses produtos sido detectados na cir
culagac de pacientes com cincer e assim foram empregados em
muitos estudos como monitores da eficiéncia do tratamento e
evolugdc da doenga. Entretanto o efeito desses antlgenos na
relag@o tumor-hospedeiro & questionivel, porguanto, nio se
sabe com clareza se os pacientes com céncer desenvolvem uma

resposta imune contra estes produtos,

A procura de antigenos associados a0s
tumores humanos contra os quais ¢ hospedeirc produz uma res
posta imune, tem sido centro de muitas investigagoes. Algu-
mas evid®ncias podem ser concluidas de observagles e estu -
dos realizados in vive . Primeiro, o uso de imunoterapia a-
tiva em tratamento de cidncer humano, tem como premissa ba-
gica a suposigac de gue 0s tumores hﬁmanos s3c imunogéni -
cos e que o hospedeiro & capaz de reagir de modo imunologi
camente egpecifico contra seu préprioc tumor. Infelizmente,
apesar de uma vasta experimentagao clinica, tais tentati -
vas de imunoterapia demonstraram pouco sucesso. Geralmen -
te, as tentativas de imunoterapia tem sido mal controladas
ou com resultados sem &nfase (Czajkowski et al., 1968 3
Nadler e Moore, 1970; Graht et al., 1974; McIllmurray et
.al., 1277). Uma outra apro#imaqao in vivo, eticamente duvi
dosa, tem envolvido o automtrénsPlante de c¢células tumorais
viéveis em pacientés (Southam et al., 1962). Entretanto ,
Powles et al.({1971) observaram que a inoculagac de células
blasticas autdlogas irradiadas em pacientes com leucemia a

guda, produz um asumentc transitdrio da resposta linfoproli
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ferativa contra células tumorais in vitro. Aldm disso, fo -
ram realizados trabalhos gue .demonstraram respostas de pa -
cientes a extratos brutos de carcinomas autélogos através
de testes de hipersensibilidade cutinea (exemplos: Hughes e
Lytton, 1964; Sumart e Orizaga, 1971). Nesses estudos, rea-
¢oes positivas foram observadas em 25% dos pacientes exami-
nados. Curiosamente, esse tipo de reatividade nio se correla
ciona bem com o estade clinico do paciente, ou seja, as rea
¢oes verdadeiramente positivas foram associadas ao decrésci.
mo de sobrevivéncia., Por outro lado, a especificidade das
réaq&es observadas nesses estudos nao foi bem caracteriza -
da. Alguns extratos de tecido normal usados como controle ,
também mostraram reagdes positivas e contaminagdo bacteria-
na em algumas preparagoes poderia ter contribuido também ,
para a positividade das reagoes. Emboia todos esses estudos
produziram algumas evid@ncias sugestivas a favor de reagdes
imunoldgicas mediadas por células contra antigenos tumo~

rais, a sua confimmagBo necessita provas conclusivas.

Outras observagoes clinicas apontam reg
¢0es imunes contra tumores humanos, pela infiltragdo de lin
fOcitos e macrdfagos em'tﬁmores primdrios; tal infiltragao,
tem sido altamente estudadéiem carcinoma mamario e correla-
cionada estritamente com um bom progndstice (Black e Leis,

1971; McCluskey e Bhan, 1977).

Desde longa data, muitos investigadores

tem pesquisade a existéncia de anticorpos reativos contra
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antigences tumor-associados em soros de pacientes de cincer,
Uma variedade de anticorpos gue reagem com células de linfo
ma de Burkitt ou com linhagens de c@lulas em cultura, deri-
vadas do tumcr, tem sido descrita. A maioria dessesy anticeE
pos 530 associados ao virus Epstein-Barr (EBV), um virus es
tritamente ligado a linfoma de Burkitt (revisado por  Henle
@ Henle, 1374). Anticorpos em soros de pacientes com mela -
noma maligno, tem sido detectados através de ensaios de ci-
totoxidade complemento-dependente e de imunofluorescéncia .
Anticorpos citotdxicos contra células de malanoma, foram i-
nicialmente detectados por Lewis e seus colaboradores {(Le -
wis, 1967; Lewis et al., 1969), em sorcs de 35% dos paclien-
tes com melanoma. Pelo uso de imuncfluorescéncia, anticor -
pos contra antigencs de membrana e também contra antigenos
de citoplasma tem sido descritos (Morton et al., 1968; Le =~
wis e Phillips, 1972; Lewis e Sheikh, 1975). A maicria des-
ses estudos demonstraram gue os antigenos citoplasmidticos e
ram comuns na maioria das células de melanomas e parecen as
sociados apenas a esse tumor, porquante nao foram encon -
trados numa variedade de linhagens de células derivadas de
ocutros tipos de cancer, ou de pele normal. Recentemente ;
tem—-se acumulade informaglew sobre antigenos associados &
superficie de c&lulas de melanoma. Para isso, diferentes mé
todos imunoldgicos tem sido usa&os, come por exemplo a imu-
nofluorescéncia (Embleton et al., 1980}, imunocaderéncia (Ca

rey et al., 1976; Shiku et al., 1976}, ensaiocs de reativi -

o)

dade com proteina & (Shiku et al., 1978) e cutras reacoe

sorolbgicas da mais estrita especificidade. Também  foram



detectados anticorpos em soros de pacientes com sarcoma a-
través de imunofluorescéncia indireta (Morton e Malmgren ,
1968; Byers et al., 1975}, ativacao de complemento ( Eilber
e Morton, 1970) e ensaios de citotoxidade (Wood e Morton ,
1971} . Entretanto, grandes discrepdncias foram encontradas
entre esses diferentes ensaios, & 0 assunto necessita estu-
dos detalhados para determinar se alguma dessas reacdes de
anticorpos, representa uma verdadeira reativigdade, apenas
contra antigenos tumor~asseociados. Por outro lado, foram de
tectados em soros de pacientes com carcinoma mamadrio, anti-
corpos dirigidos contra antigenos de superficie e/ou antige-
nos intracelulares de células tumorais autdlogas, através
de testes de imunofluorescéncia indireta {(8heikh et al. .
1979} . Contudo, esses autores admitem gue a avaliacao ao
significado real desses resultados deve aguardar, obviamen-
te, a caracterizagas desses antigenos e mais estudos sobre

o seu significade clinico.

Estudos da imunidade mediada por célu -
las contra tumores humanos tem sido realizados com maior in
tensidade pelos ensaics de citotoxidade. Alguns estudos
(Hellstrom et al.,, 1968 b,ZIS?l; Fossati et al., 1%71; Levy
et al., 1972} indicaram gue pacientes com cdncer desenvol -
vem reatividade citotdxica mailor gue individuos normais .
contra culturas de células derivadas de tumores do mesmo ti
pc histoldgico e nao contra culturas derivadas de células
hormais ou de tumores de outro tipo histoldgico. Entretan -

Lo, poucos controles normals tem demonstrado reatividade ci
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totdxica significativa, Nos Gltimos pouces anos, a especifi
cidade das reagoes observadas e a falta relativa de reativi
dade normal nesses ensaios tem sido frequentemente questio-
nadas (Herberman e Oldham, 1975; Baldwin e Embleton, 1977).
Experimentos rigorosamente controlados, tem demonstrade con
sideravel grau de reatividade normal e falta de reativigdade
histologicamente tipo-especifica, pelos pacientes de cancer
(Takasugi et al., 1974; Oldham et al., 1975; Canevari et
al., 1976)., Reatividade contra antigenos associados aos tu-
mores humanos, também tem sido detectada por uma variedade
de outras técnicas. Linfdcitos de alguns pacientes , demons
traram a capacidade de expressar respostas proliferativas
contra células tumorais autllogas (Vanky et al., 1971) e
contra extratos de tumores (Mavligit et al., 1973; Vanky et
al., 1974). Através de ensaios de inibigao de migracac de
lencdecitos, foi possivel detectar respostas em pacientes
com carcinoma mamdrio {(Cochran et al., 1972, 1974), melano—
ma maligno (MacCoy et al., 1975), carcinoma do pulmdc (Bod-
die et al., 1975} e muitas outras neoplasias. Na maloria
desses estudos, tem ocorrido reagoes de antigenos comuns a-
penas entre tumores 4o meSmo tipo histoldgico. A especifici
dade do ensaio de inibicao de migragao de leucdcitos, tem
sido estudada em mais detalhies e raramente 05 pacientes de-—
monstram reagdes positivas conﬁra extratos de outros tipos
de tumores benignos.ou tecido normal (Zoller et al., 1979 ;

Matzku et al., 1980}).

Finalmente, a pesquisa de antigencs uni



27

cos de superficie que caracterizam funcionalmente células
distintas de tumores humanos, tem sido impedida pela difi -
culdade de obter reagentes especificos adequados, mesmo por
que a absorgac intensa de antissoros e anticorpos presentes
em soros de pacientes, nac fornece material adequado para
obter evidéncias nitidas da presenga de tais antigenos (Shi
ku et al., 1978; McCabe et al., 1979; Pratt et al., 1880) .
Evidéncias animadoras surgiram apds o desenvolvimento de
técnicas de preparagao de anticorpos monoespecificos, diri-
gidos apenas contra epitopos individuais e que representamn
a aproximagao ideal para a detecgio de marcadores finicos de
superficie celular. Para utilizagao dessa nova tecnologia ,
temos provas nitidas de que tumores humancs possuem antige-
nos associados & superficie celular expressos em células de
melanoma (Kaprowski et al., 1978; Brown et al., 1980), car-
cinoma de cdlon (Herlyn et al.,1979) e sarcoma osteogénico

{Dawood et al,, 1981 e 1985).

No presente trabalho, anticorpos mono -
clonais foram preparados contra sarcoma osteogénico humano,
linhagem 791T , utilizando técnicas de hibridizacdo de cé -
lulas scmaticas {Xohler e ﬁilstein,.l975; Galfre et al. ’
1877} . A reatividade dos anticorpos monoclonais produzidos
(anti-791T7/36 e anti-7917T/48), fQi estudada com ampla varie
dade de linhagens tumorais. A diferenciagao entre os  dois
antigenos getectiveis em células de sarcomas osteogénicos ,
foi realizada. O potencial do anticorpo 7917T/36 marcado com

i0odo radicativo para localizagao de depdsitos tumorais cres



11408 em camundongos imunodeprimidos,

foi determinado,
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MATERIAL E METODOS

1. ANIMAIS.

Sublinhagens WAB e KX de ratos singéni-
cos WAB/Not e xenogénicos KX/Not respectivamente, origind -
rics de "Cancer Research Campaign Laboratories, Nottingham,
England", foram usados nesges estudos para manter tumores a
nimais, Camundongos Balb/c e CBA também foram usados na pre
paragac de anticorpos monoclonais e no estudo de sua distri
buigdo <z vivo. Os animals singénicos usados, foram criados
por acasalamento "inbred” por 48 geragGes. Esses animais fo

ram mantidos em gaiolas de polistirenc forradas com serra -

gem e alimentados com dieta 41B (Oxoid) e Agua de torneira

"ad libitum",

2. MANUTENCAQ DOS TUMORES POR TRANSPLANTE.

Cs animais portadores de tumor foram a-
nestesiados com éter e sacrificados por deslocamento cervi-
cal, O local do tumor foi.depilado é desinfetado com Savlon
(Imperial Chenical Industries Ltda., Macclesfield, Cheshire,
England) a 1% e o tumor removiéo assépticamente. Pequenos
fragmentos do tecido tumoral foram transplantados subcuta -
neamente através de uma pegquena incisfo na pele, com auxi -
lio de um trocarte em ratos singénicos do mesmo sexo do doa

dor. A area de incisdo em animais recipientes de enxerto |,
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foi depilada e desinfetada com alcool a 70% antes da trans-
plantagdo e a ferida fechada com o auxilic de grampos de su
tura de Michel. Amostras de tecido tumoral macerado, foram
conservadas em ampolas plasticas estéreis em nitrogénio 1i-

gquido, até o momento de uso.

3. PREPARACAO DE SUSPENSOES DE CELULAS.

Suspensoes de células tumorais foram
preparadas por digestao com tripsina, através da técnica das
crita por Boyse (1960) e levemente modificada. O tecido fu-
moral fol dissecado em placa de Petri para se tornar livre
do tecido necrdtico e conjuntivo, macerado com bisturi e ia
vado 3 vezes em tubo universal de 30ml com meio de Hanks
contende 100 U.XI,/ml de penicilina e 200 pg/ml de estrepto-
micina. O tecido tumoral lavado, foi incubade com 10ml de
tripsina a 0,25% (P/V) para se tornar livre de produtos t&-
xicos. A suspensac foi decantada e o tecido lavado novamen-
te com meio de Hanks. Solugao de tripsina e 2 gotas de 0,02%
de deoxiribonuclease (DNase, Sigma'Chemical Co., XKingston =~
Upon-Thames, Surrey) em meio de Hanks foram adicionadas., Es
ta suspensdo foi incubada a 379C durante 20 minutos com agi
taggb magnética constante. Apés‘incubagﬁo, a mistura foi
deizada em repouso péra depositar-se o tecido tumoral e co-—
letou~se O sobrenadante contendo as células. Mais tripsina
¢ DNase foram adiciconadas ac tecido tumoral e a tripsiniza~

¢do continuou por mais 2 a 4 vezes afim de coletar mais so-
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brenadantes contendo c¢élulas tumorais. As células separadas
por centrifugagac a 30g, durante 5 minutos, foram suspensas
em meio de Hanks e lavadas 4 vezes. Quando as células eram
utilizadas em experimentos ixu vive ou em cultura, procedi -
mentos assépticos eram seguidos. Agregagdes celulares foram
removidas por filtracac através de tela de aco  inoxidavel
(120 mesh). A viabilidade celular foi determinada usando-se
V/V da suspensdc celular e azul de tripan {lv.de salina a
4,25% + 4v. de corante a 0,2%). O nimero de células viaveis
{nac coradas), foi contado em hemocitdmetro e a sua concen-

tragao calculada na suspensdo inicial.

4. CULTURA DE TECIDO.

Caélulas de tumores animais foram obti -
das em suspensio através da tripsinizagio de tumores confor
me descrito anteriormente. Essas ¢élulas foram semeadas @
mantidas em cultura para crescerem em monocamada, usando
meio minimo essencial de Eagle (MME) com 10% de soroc fetal
bovino (8FB) "Flow Laboratories, Irvine, Scotland”, Penici-
lina (200 U.I/ml) e estreptomicina.(lOG,pg/ml}. As cultu -~
rag foram crescidas em fraséos de-ESsz {Sterilin, Litda. .,
Teddington, Middlesex, Englandf e as c¢élulas rotineiramente
coletadas com 0,25%1&& tripsina em meic de Hanks € subculti
vadas em frascos de ZSsz com meio de Fagle contendo 10% 4de

8FEB.
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Diferentes linhagens celulares de tumo-
res humanos usados nesse trabalho foram cultivadas e cresci
das como monocamadas em meio de Eagle contendo 10% de SFB .
As células em cultura foram coletadas com 0,25% de tripsina
em meioc de Hanksg, lavadas 2 vezes e suspensas em meio de

Eagle.

5. CELULAS.

As linhagens celulares de origem animal
usadas neste trabalho foram: hepatoma D23, hepatoma KXDZ =
carcinoma mamario Sp4. Linhagens de tumores humanos COR
sareomas, carcinomas, melanomas e linfomas também foram usas
das. A linhagem P3-NSl-Ag-4 (P3NS1l) de mieloma de camundon-
go, foi originada no Departamento de "Molecular Biology, U~
niversity of Cambridge" e cbtida com permissaoc do professor

C, Milstein,

Diferentes linhagens celulares, inciuin
do fibroblastos humanos derivados da pele e do pulmao, fo -~
ram cultivadas ¢ crescidas como monocamadas em meio de Eagle
contende 10% SFB, Essas células foram usadas como alvos ;
junto com eritrdcitos e célulaé mononucleares preparadas no
mesmo dia do experimento,a partir de sangue fresco heparini

zado de doadores voluntirios.
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6. CONCENTRACAO DE PROTEINAS.

Solugdes de proteinas foram concentra -
das usando dois métodos. Volumes grandes foram colocados enm
tubos de di&lise (Visking) e concentrades por didlise con ~
tra Aquaside  II (Calbiochem ~ Behring Co., La Jolla, Ca.
92307) . Pequenos volumes (menor gque 1l0ml), foram concentra-

dos com Minicon (Amicon Carp., Lexington, Mass., U.S.A.).

7. DETERMINACAO DE PROTEINAS.

Concentragoes de proteina foram determi
nadas pelo método de Lowry et al. (1951) usande soro albumi

na bovina (BSA) como padrao.

8. RADIOTIODINACKC DE PROTEINAS COM 1227 e 131y,

Tres métodos de radiociodinagdc foram u~
tilizados para marcagéo de vroteina A de Staphyleoccocus au-
reus, anticorpos monoclohéis anti«osteossarcoma purificados
(anti-7917T/36/P e anti-791T/48P) e IgG normal de camundongo

lZSI L 131

utilizando ou I como segue:

8.1. METODO DE MCCONAHBEY E DIXON {1966} MODIFICADO POR

BROWN ET AL. {1977},
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Aliquotas de 10 pl da solugao proteica,
numa concentragao de lmg/ml em PBS foram misturadas com 150
a 500uCi de Nalzsl (The Radiochemical Centre, Amersham :
Bucks) a 0°C. Uma quantidade de 0,5ml de cloramina T prepa-
rada no momento de uso (20pg/ml em PBS} foi adicionada na
mistura gota a gota. A mistura foi incubada a 09C durante
20 minutos e a reagdo terminada pela adigao de 20 pl de me-
tabissulfito de sbdio (0,5mg/ml} e 25 ul de SFB como carrea

leI—proteina da mistura ,

dor de proteina. A separacgao de
foi realizada por filtragao em gel de Sephadex G25 equili -

brada com PBS + 5% de SFB,
Preparacdes com atividade especifica de

1 a 25 pCi foram obtidas com este método. Mais de B80% dessa

atividade era precipitdvel com TCA a 5%.

8.2. METODO DE JENSENIUS E WILLIAMS (1974),

Nesta técnica, a rea¢ao nao foi termina
da pelo uso de metabissulﬁito de sddio (Nazszos} & semelhan
¢a do método anterior, Aliquota de 25 pl de tirosina saturg
da em tampao fosfato O,BM, pH 7,5 foi adicionada para termi

125

nar a reacgaoc de Na I com ¢ anticorpo. Resumidamente: ali

gquotas de 10 a 20 pl de anticorpo {a lmg/ml em PBS) e 15 aml
de tampao fosfato 0,3M pH 7,5 foram adicionados a 150 a 500

125

uCi de Na I 4 temperatura ambiente. Em seguida, uma ali -~

quota de 5 ul de cloramina T preparada no momento de usoe



(2mg/ml em PBS) foi adicionada e a mistura incubada & tempe
ratura ambiente durante Z minutos. Uma quantidade de 25 ni
de uma solug@o saturada de tirosina em tampdo fosfato 0,3 »
(preparada a 379C em excesso de tirosina, com agitagao du -
rante 1 h.), foi adicionada para interromper a reagdo de iz
dinagdc. Uma quantidade de 50 ul de soro albumina bovingz
{(BsA, lmg/ml) em PBS foi adicionada na mistura e em seguid:
200 pl de PBS. O volume da mistura foi ajustado a 2,5ml oo
uma solugao de BSA (lmg/ml) em PBS. Com o objetive de sepe-
raxr lzsl-anticorpo de 1251—tirosina, a mistura foi filtrac.:
en coluna PD-10 {(Sephadex G25; Pharmacia, Uppsala, Sweden
equilibrada com 4ml de SFB e 25ml de BSA (lmg/ml em PBS)
BSA a Img/ml fol usada como eluente para obter 20 fragie:
de 0,5ml cada. A contagem e a localizagao da radicatividas:
foram feitas em contador-y LKB-Wallac com aliguotas de o

de cada fragao. Um perfil tipico deste fracionamento estd -

presentado na figura 1.

Em todos experimentos de radioiodinagi.

de proteinas a eficiéncia da reagac foi avaliada pela detc:
. o . 125 131 e
minagao de gquantidade de " I ou I incorporada numa amo:
tra de 0,lml da proteina-marcada e expressa como percenta -

gem de radioatividade total usada inicialmente.
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Fig.i. Cromatografia dos produtos de reagio de radioiodina-
¢ac de anti-791T/36 em coluna PD-10 (M&todo de Jensenius o
Williams, 1974). Radicatividade de aliquotas de 5 ul de ca-

da fragéo foi determinada em contador-y . A fracdo A repre

senta ¢ anticorpo 1251*antir?91T/36 e a fragéo B representa

125

a atividade residual ge I-tirosina.



8.3. METODO DE FRARER E SPECK (1978).

Este método & conhecido também Como ¢
iodogénio. O iodogénio (1,3,4,6-tetracloro-3a,6a difenilql:
coluril, Pierce Chemical Co., Chester, Cheshire, England)
fol usado para marcagac de anticorpos e IgG normal de camu

1251 ou 1311. Aliguotas de 300 ul de iodogénio

dongo com

40 pg/ml em cloreto de metileno, foram distribuidas em tu
bos cdnicos de Polipropileno (Sarstedt, Leicester, Leics.
kngland) e evaporados pelo uso de nitrogénio. 0 iodo radi.
ativo {Nalzsl ou NalElI obtido de Radiochemical Centre
Amersham, Bucks, England) e a proteina a ser marcada a lm~
ml foram colocados em tubos forrados com iodogénio conforme
anteriormente descrito e incubados durante 15 minutos & te
peratura ambiente. A reagao foi interrompida pela simplie-
remogdo da mistura dos tubos forrados com iodogénio. O ic

dec radicative livre, foi séparado da mistura pela Eiltrag.

em Sephadex G25 em PBS (Pharmacia, Uppsala, Sweden).

Bm estudos de radioimunoligacfo a cé?
las ou distribuigdo do anticorpo in vivso, o anticorpo i
marcado para atingir atividade espeéifica de 0,25 a 1,0 2.
de 1251 ou ;311/ Mg proteinéje A radicatividade preciptave

NeS838 preparagdes com TCA a 5% era 95 a 100%.
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9. PREPARACAQ DE ANTICORPOS MONOCLONAIS ANTI-~0OSTEOSSARCOMA

791T.

Camundongos Balb/c foram imunizados com
células de osteossarcoma humano 791T. As células do bago deg
ses animais fusionadas com células de mieloma P3NS1 com po-
lietilenoglicol foram crescidas em meio de HAT {Hipoxanti -
na, Aminoptrina, Timidina), para selecionar hibridomas Pro=-
dutores de anticorpos. A clonagem de hibridomas foi realiza

da em agar a 0,3%,

9.1, IMUNIZACAO.

Camundongos machos Balb/c foram inoculia
dos por via intraperitonial com 167 células de ostecssarco-
ma 791T. Uma semana apds a dose de 10’ células foi inocula-
da pela mesma via. A reinoculagda foi realizada 5 dias an -
tes do uso do bage na fusdo celular, com 2x106 células de

osteossarcoma 791T por via intracardliaca.

9.2. FUSAO CELULAR.

Bagos dé camundongos Balb/c  imunizados
com células de osteossarcoma 79iT foram removidos asseptica
mente. A sSuspensio de células fol preparada pela maceragao
cuidadosa de bagos em meio de RPMI 1640 com auxilio de uma

pinga.Ce&lulag de'bago(lﬂa) foram fusionadas com 10? células
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de mieloma P3NSl, utilizando polietilenoglicel {(P.M.1500) a
50% conforme descrito anteriormente por Gunn et al. (1980,

baseando-se no método de Galfre et al, (1977).

Resumidamente, uma mistura de 108 célu~
las de bago e 107 células de mieloma P3NS1l, foi preparada .
Uma aliguota de 0,8ml de polietilenoglicol a 50% {(British
drug houses, P.M,1500) em RPMI 1640 foi adicionada na mistu
ra celular gota a gota, durante 1 minuto.mmli do meic foi
adicionado vagarosamente durante 1 minuto e em seguida 20ml
do meio durante 5 minutos. As células foram centrifugadas e
ressuspensas em RPMI 1640 contendo 10% de SFB. Essas céluy -
Jas foram distribuildas em 48 pocinhos de 2 placas {(Costarun®
3524) utilizando células de exsudato peritoneal de rato como
“Feeders” em placas de fusdo celular 24 horas antes do in{ ~
cic do experimento. No dia seguinte, metade do meio das cul
turas foi substituido com meic de HAT (Littlefield, 1964
em RPMI contendo 10% de SFB e esta etapa fol repetida dia -

riamente.

Coldnias de délulas se desenvolveram o-
cupando os pocinhos dentfé de 2-3 éemanas da sua semeadura.
Nesta altura, os sobrenadantes foram testados contra célu -~
las de osteossarcoma 7917, utiiizando 0 engalo de radioliga

¢do a c@lulas com protelna a-+%31,
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9.3. CLONAGEM.

A selegac de hibridomas foi realizada a
través da sua reatividade com células de 791T e outros al ~
vos, testando seus sobrenadantes pela radioligagao com pro-
teina A radioiodinada. Hibridomas positivos, ou seja, produ
tores de anticorpos anti-791T foram clonados em agar a 0,3%

{Gunn et al,, 1980).

Resumidamente, células de hibridoma an-
ticorpo-positivos de cultura em massa foram suspensas em a-—
gar a 0,3% em RPMI contendo 10% de SFB. Essas células foranm
semeadas sobre uma camada fina de agar a (,5% contendo célu
las de exsudato peritoneal de rato "Feeders® em frascos de
cultura de ZBCmZ {Sterilin). Coldnias desenvolvidas a par -
tir de cé&lulas tnicas foram isoladas e crescidas separada -
mente. Os sobrenadantes de cada clone foram testados em re-
lacao aos anticorpos anti-7917, Os clones de reagtes negati

vas foram eliminados .

10. SOROS.

Amosgtras de.soro do paciente (MU), cujo
sarcoma osteogénico fci estabelecido em cultura para obten-
cao da linhagem 7917, foram cbtidos antes e apds  operacdoc
cirfirgica e guardados a ~709C. soros controles foram obti -

dos de individuos normais sadios adultos e guardados a -70¢C .
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1l. ABSORCAQ DE ANTICORPOS.

Sobrenadante de hibridoma diluido 1/10,
foi absorvido em alguns experimentos, com cé&lulas de culty-
ra do tumor numa concentracdo de 16° células/ml de sobrena~
dante, durante 2 horas & temperatura ambiente. As  células
foram separadas por centrifugacac e o scbrenadante absorvi-
do, testado em relagdo 3 sua reatividade contra determina -

das células, conforme descrito nos resultados.

12. ANTICORPOS MONOCLONAIS CONTROLES .

Sobrenadante de cultura de hibridomas
{HRT/18/2/33b/clone 16} preparado contra carcinoma de cdlon
HRT/18 foi doado pelo Dr. J. Embleton (Resultados ndo publi
cados). O anticorpe monoclonal anti-melanoma foi doado pelo
Dr. S. Ferrone e identificado nesses estudos pelo seu niime-
ro de remessa maritima SC 3892. Um controle adicional foi

obtido de sobrenadantes de cultura de mieloma P3INS].

I3. ENSAIO DE RADIOLIGACEO A CELULAS COM leI-FROTEINA A.

#ste ensaio foi bhaseado em teste de an-
tiglobulina isotdpica descrito anteriormente por Al-Sheikly

et al. {1980},
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Resumidamente, células tumorais alvos ,
foram distribuidas em placas com pocinhos de fundo arredon-
dado {Sterilin M24A microtest plate) a 105 células por poci
nho e sedimentadas por centrifugagao a 280g. Os sobrenadan-
tes foram removidos e substituidos por aliquotas de 100 a1/
pocinho de diferentes preparagoes de anticorpos ou de con -
troles diluldos em meio de Hanks contendo 0,1% de BSA (HBSSH

BSA} -

Apbds incubagdo a 09C durante 1 hora, as
células foram lavadas 4 vezes com meio de Hanks, incubadas
a 09C durante 1 hora com lZSI—proteina A (5x104 cpm/pocinho)
e lavadas novamente 5 vezes. A papa final de c&lulas foi se
cada em estufa a 379C, selada com uma solugdo plistica Nobe
cutane {Astra Chemicals Ltda., Watford, England). Os poci -
nhos foram cortados individualmente com serra elétrica e a

radioligagdo a células foi determinada em contador-y LKB -

Wallac,

Cada amostra foi testada em quadriplica
ta em todas as concentragdes de anticorpo. A relagio de ra-
dioligagdc foi determinada como segﬁe: relagac de radicliga
¢ao=(média de CPM com células expostas ao anticorpo monoclo
.nal) / {média de CPM com célulés expostas ac melio de cultu~

ra).



14. PURIFICACEC DE ANTICORPOS MONOCLONAIS.

Aliguotas de 100ml a 2 1. de sobrenadan-
tes de hibridomas 791T/36 clone 3 e 791T/48 clone 15 foram
cromatografadas em coluna de 5ml de Sepharose ligada a pro-
teina A (Pharmicia, Uppsala) em fluxo de S0mi/h. A fracao
que ndo se liga 3 proteina A-Sepharose foi Gdlspensada e a
coluna bem lavada com PBS contendo 0,02% de NaN3. Esta colu
na foi conectada a uma outra coluné de Sephadex G25 (Pharmi
cia, Uppsala) e o anticorpo ligado & proteina A eluido com
NaSCN 3M. A fragao proteica foi separada de NaSCN por mais
filtragao em Sephadex G25 e concentrada por ultrafiltrag3io,
s0b pressaoc positiva em membrana PM10 de Amicon (Amicon ’
High Wycombe). Ceclunas de proteina A-Sepharose foram usadas
separadamente na purificagao de anticorpos anti-791T/36 e
anti-791T/48 a fim de evitar contaminagdo cruzada dos anti-
corpos. A recuperagao de anticorpos anti-7917/36 e anti-
781T/48 purificados foi 16,8+ 8,0 mg/ml e 4,3+ 2,9 mg/ml de
sobrenadante original do hibridoma, respectivamente. Concen
tragoes de anticorpos foram determinadas pelo método de do-
sagem de proteina de Lowry et al, (1951) ou espectrofotome

tricamente pelo valor de E%ga = 14,3 (Hudson & Hay, 1980).

15. DETERMINAGARO DA SUBCLASSE DE IgG DOS ANTICORDPOS MONO ~

CLONAIS.

A determinagao da subclasse de IgG dos
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anticorpos purificados fol realizada pela radioligagdo com
lZSprroteina A, Aliquotas de 100 ml dos anticorpos purifi-
cados e diluldos em PBS a uma concentracao de 100 ug/mi, fo
ram distribuidos em pocinhos de fundo achatado de placas de
plastico (Sterilin M24 A, microtest plate). A adsorgdo de
anticorpos as placas de plistico foi feita a 59C durante 1
hora. As placas lavadas 3 vezes em PBS contendo 0,1% de BSA
receberam aliquotas de 100 pl/pocinho de antissoro de coe -
lho anti~-subclasses de IgG de :camundongo (Miles Laboratories ,
Stoke Poges, Bucks, England) ou de soro normal de coelho |,
diluidos 1/50 em PBS contendo 0,1% de BSA. As placas incuba
das a 52C durante 30 minutos foram lavadas 4 vezes. 1251 ~
proteina A foi adicionada a todos os pocinhos (leo4 cpm /
100 ml/pocinho) . As placas foram incubadas novamente a 59 C
durante 30 minutos e entdoc lavadas 6 vezes com PBS contendo
0,1% de BSA, secas e seladas com uma solugadc plastica Nobe-
cutane (Astra Chemicals Ltda, watford, England). Os poci -
nhos cortados individualmente por uma serra elétrica foram

colocados em contador- y LKB-Wallac para determinar sua ra-

dicatividade.

16. ENSAIO DE RADIOLIGACAO IMUNE A CELULAS COM leI-ANTICOR-

POS MONOCLONAILS.,

Em testes de radioligagao, os anticoxr -

pos anti~-79217T/36 e anti-791T/48 foram marcados com 1251 se~

guindo o método de cloramina T descrito por Jensinius e Wil
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liams (1974) ou método de iodogdnio descrito por Fraker e
Speck (1978), a fim de obter preparagdes com atividade espe
cifica de aproximadamente 10 pci/ug proteina. As placas de
microtitulacdo M24 A de "Sterilin” com pocinhos de Fundo ar
redondado foram inicialmente tratadas com meio de Hanks con
tendo 5% de SFB, durante 30 minutos 3 temperatura ampbiente.
Aliquotas de ceélulas tumorais foram distribuldas nas placas
(10S células/pocinho) e misturadas com anticorpo radiciodi-~
nado numa concentragdo de Sug/pocinho (5x10? 105qmﬂdezxg§
do com a partida de anticorpo marcado. ApSs 1 hora de incu-
bagao a 09C, as células foram lavadas 5 vezes por centrifu-
gagdo a 280g durante 10 minutos. As placas apds serem se ~
cas em estufa, foram nebulizadas com uma solugdo plistica
(Nobecutane), seus pocinhos separados com serra elétrica e

a radiocatividade determinada.

Em testes de inibigao de radioligagdo i
mune, O ensaio direto foi realizado conforme descrito acima
com células tratadas com anticorpo nadoc marcado {4 ng de pro

teina/pocinho), antes do tratamento com anticorpo radiciodi

nado.

Em testes de radioligagao quantitativa.
de anticorpos & cé&lulas, os anticorpos monoclonais foram
maxcados com 1251, utilizando método de iodogénio conforme

descrito por Fraker & Speck (1978). A quantidade de anticoy

po ligado em termos de moléculas/célula foi calculada utili

125

zando ©os seguintes parametros: quantidade de I ligade .,
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atividade especifica de anticorpe marcado, nimero de cé&ly ~
las, peso molecular do anticorpo (150.000) e nimero de Avo-

gadro, conforme descrito por Price et al. (1982} .

17. CITOTOXIDADE COMPLEMENTO~DEPENDENTE.

Citotoxidade complemento-dependente de
anticorpos monoclonais anti-7917 foi determinada utilizando

o teste de liberagio de ~“Cr durante 2 horas (Price, 1978).

Regsumidamente, células tumorais alvo
(leo6 células) foram marcadas com 125 ucCi de Na,, 51Cr04 R
(Radiochemical Centre, Amersham) durante 60 minutos a 37¢C,
nunm volume de 0,53 a 1,0 ml de meiog de'Eagle's HEPES conten-
do 5% de soro de vitelo, Apds a lavagem, as cdlulas foram
distribuidas em placas de microtitulagac M24 A com pocinhos
de fundo arredondado (Sterilin), contendo meioc de cultura '
ou preparagCes de anticorpos monoclonais a 100 Al/pocinho .
Soro normal de coelho, como fonte de complemento (100 ml /
pocinho)} foi adicionado numa concentracao pré-determinada ,

como & quantidade mixima de soro gque n3o causa lise de cé -~

lulas sem anticorpos,

Apds a incubag@o & temperatura ambien ~
te, durahte 2 horas, .as placas foram centrifugadas a 280g
por 10 minutos e aliguotas de 10 ml de sobrenadante coleta-

das e sua radicatividade contada. A percentagem de libera -
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~ 51
¢ao do "TCr fol calculada em cada amostra e em amostras con
troles do meio de cultura. A percentagem maxima de libera -

51

gdo do “TCr (>50% com todas as linhagens celulares usadas )

foi determinada pela incubagao de células radioisotépicas ,
com 1% de SDS e a percentagem de liberagdaco do Sloy em amos-
tras controles {(com apenas meio) nio ultrapassa 15%. A per-
centagem de citotoxidade foi assim calculada:{ (3 de SlCr 1i
berado em amostras testadas com anticorpo - % de 51Cr libe-
rado com meio de cultura controle) / % mixima de SlCr libe~
radoc ~ % de SlCr liberado com meio de cultura controle); x

100,

18. XENOCENXERTOS DE OSTEOSSARCOMA 791T EM CAMUNDONGOS CBA.

Camundongos CBA de 3 a 4 semanas de ida
de foram timectomizados, e 3 a 6 semanas ap0s receberam g
Gray de irradiagac~y de uma fonte de 60Co. O efeito letal
de irradiagao foi prevenido pela injegdc intraperitoneal de
200mg/kg de citosina arabinosidosa (Cytosar, Upjohn, Craw -
ley, W. Sussex, England}, 2 dias antes da irradiacac {Steel
et al., 1978). Crescimento de xenoenxertos foi iniciado pe-
la injegdo de 10° a 107 células tumorais coletadas com trip
sina a partir de culturas de oéteossarcoma 71T ¢ lavadas
em meio livre de soﬁo. Cs camundongos assim tratados, foram
mantidos em condigOes estdreis com agua e ragio esteriliza-
das, em cabines especiais (Vickers Pathoflex Isolator, Ba =

singstoke, Hants, England).
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19. DISTRIBUIGAO DE ANTICORPO RADRIOIODINADO T# VIVO.

Camundongos com Xencenxertos de 10 a 23
dias foram inoculados pela via intraperitoneal com anticor-
pe moncoclonal anti~791iT/36 ou IgG normal de camundongo, ra-
dioicdinados pelo método de iodogénioc e com atividade espe-
cifica de 1 a 4 uCi/ug de proteina. Nal a 0,1% foi adiciona
do & agua de beber dos animais durante o experimento. 1 a 6
dias apbs, os camundongos foram sacrificados e dissecados .
¢ peso dos tumores, Orgaos internos, amostras de sangue e
carcagas , fol determinado e sua radioatividade avaliada .
Os resultados foram expressos em termos de percentagem de
radioatividade injetada/g de tecido, ou em termos de rela -
gao de radiocatividade injetada/g de tecido: a radioativida-

de/g de sangue (i.e. relagdo tecido:sangue).



RESULTADOS .

Os anticorpos monoclonais foram prepara
dos conforme indicade em Material e M8todos pela fusao de
10® células de bagos de camundongos imunizados e 10 célu -
las de mieloma P3INS]1 em presenga de polietilenoglicol {(P.M.

15007 a 50%.

1. REACOES ANTI~TUMORES.

1.1. ESPECIFICIDADE DOS . SOBRENADANTES DE HIBRIDOMA

ANTI-78]1T,

De uma das fusoes bem sucedidas, desen-
volveram~ge 48 culturas de hibridomas ¢ujos sobrenadantes fo-
ram testados pelo ensalo de radioligagdc com células de sar
coma osteogénico 7917, utilizando lzsl-proteina A, Inicial~
mente, 5 hibridomas demonstraram reagoes positivas acima dos
controles feitos com sobrenadante de cultura de mieloma
P3NS1. Em repetigoCes de ensaio com‘leImprOteina A, apenas
2 hipridomas designados 791T/36 e 791T/48 foram constante -

mente positivos.

Us resultados obtidogs com os dois sobri

nadantes de hibridomas 781T/36 e 7317/48, pelo ensaio de ra

dioligagac com diferentes alvos e apresentades na fiqura 2,
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Fig.2. Especificidade dos sobrenadantes de hibridomas anti-
791T: Os sobrenadantes das culturas 791T/36 e 7917T/48, fo -
ram testados contra diferéntes Linhagens de c¢&lulas alvo .

fim de detrminar suas espéqificidades antes de serem clo-
nadas. O “background“ da réagéb de radioligag¢io (cpm S
meio.coletade das culturas P3NSL) era 295 + 35 e que foi
convértido a zero na .figura, il.e. 0s histogramas s3o corri-

gides pela subtragdao do “"background" dos valores obtidos.
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demonstraram que o sobrenadante 7911/36 possui reagdes for-
temente positivas com células de Osteossarcoma . linhagens
791T, 788T e reagBes fracas com linhagens BO5T e 888T =
que o segundo sobrenadante 791T/48 possui reagoes positivas
apenas com C@lulas de 791T e 788T. Desses dados, pode-se ob
servar também que 0s outros testes com outros alvos foram

negativos, inclusive com 3 linhagens de fibroblastos desig-~
nados como 860, 870 e 791 respectivamente, derivados do meg
mo doador de osteossarcoma 791T, que fol utilizado na prepa-

ragac dos hibridomas 7917/36 e 791T/48,

1.2, ESPECIFICIDADE DE CLONES DE HIBRIDOMAS 791T/36.

Apds clonagem do hibridoma 7917/36 &. .
agar semi-sblido, conforme descrito em material e métodos ,
12 clones foram isolados, crescidos e seus sobrenadantes
foram testados com células de ostecgsarcoma 7917, fibroblas'-
tos de pele da linhagem 791SK e duas outras linhagens de cg
lulas (pulmac normal 618 Lu e linfoma de RAGI}, wutilizandc

lzslvproteina A, Os resultados

© ensaic de radioligagac com
obtidos e apresentados na fabela 1 indicaram S clones slaH]
reagoes altamente positivachom células 791T e 3 clones cor
reagoes fracas. Entretanto, os 12 clones demonstraram rea -

¢bes negativas com 0s outros alvos usados,

Dos clones fortemente positivos, foram

escolhidos apenas 3 para serem testados com uma ampla varie
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Tab.l. Reatividade dos clones obtidos do hibridoma 791T1/36 com a linba

gem 791T de osteossarcoma e cutras linhagens controle.

Sobrenadante testado cpa de 1251 (:_D.P.)1 ligadas a celulas slvo: ~
Sarcoma Fibroblastos Fibroblastos Linfoma de
osteogenico da pe%e do pulmac Burg%tt
791T 7918K 618 Lu (Raji)

HBSS + BSA 278+ 4 689 +15 396+ 36 694 + 31

Meio de P3NS1 279 + 50 410 + 55 366 + 6 485 + 96

7917/36 clome 1 12082 + 402 326 + 30 375 + 52 791 + 19

791T/36 clone . 2 14932 + 598 380 + 21 549 + 22 522 + 114

7917/36 clone 3 16905 + 261 404 + 34 44T + 6 444 + 71

791T/36 clone 4 16311 + 322 316 + 40 433 + 33 473 + 164

7917//6 clone 5 16700 + 388 339 + 29 318 + 8 591 + 41

791T/36 clone & 1398L + 371 361 + 11 471+ 9 632 + 132

791T/36 clone 7 921 + Y7 292 % 14 307 + 63 259 + 36

791T/36 clone 8 1174 + & 501 + 51 369 + 44 329 + 36

7917/36 clome 9 1858 + 173 316 + 16 455 + 43 226 + 24

7917/36 clone 10 18383 + 1236 334 + 24 488 + 19 229 + 20

7917/36 clome 11 18018 + 63 657 + 57 608 % 118 276 + 25

791T/36 clone 12 11189 + 497 425 + 25 435 + 57 323 + 97

1Contagem.por minuto + Dasvio Badtac.
2?91"}3 e 7918K foram derivados do mesmo paciente.
3Meio usado em lavagem de células:lugio de Hanks (solugac salina balanceada)

+ 0,17 soro albumina bovina (BSA).



dade de células alvo, conforme demonstrado na Tabela 2.

Os resultados obtidos e apresentados
nessa Tabela, demonstraram que os 3 clones testados possuiam
featividades semelhantes com os alvos usados, O gue indi-~
ca que a cultura de hibridoma 7917/36 continha apenas am
clone positivo. Estes resultados expressos como relagdao da
radicligagao (cpm da reagdo do sobrenadante do clone 7917/36
dividido pela cpm com meio de cultura de P3NS1) revelam rea
¢Oes positivas de anticorpos contra 4 de 10 osteossarconas
de pacientes diferentes e reacOes completamente negativas ,
com fibroblastos derivados do mesmo doador do tumor 7917 on

de outros pacientes.



Tab.2. Reatividade dos clones 3,

lulas zlvo.
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4 e 10 do hibridoma 7917/3% com varias ca-

Linbagens de

Tipos de celulas

-~ 1 s - )
Relagao” de radicligagdo de 791T/% -

células ‘Clone 3 Clone 4 Clona 5§
7917° osteassarcoma 22, 84wk 23,603 22,84 %%
7887° osteossarcoma 46,82HxK 5313wk 53 74xms
B45T osteossarcoma 3,19% 5,58%% NT5
305’1’4 osteossarcoma 2,63 3,41 2,94%
803T osteossarcoma 1,43 1,43 NT

836T asteossarcoma 0,78 2,73 0,82
706T osteossarcoma 1,89 2,49 NT

78LT osteogsarcoma 1,83 2,06 1,92
8887 osteosgarcoma 1,08 1,13 i,12
79271 03teonssarcoma 1,12 1,23 NT
791SK2 fibroblastos de pele 34,9% 0,77 (4,84
7885K° fibroblastos de pele 0,90 NT 0,99
SOSSKQ fibroblastos de pele 1,41 2,05 1,46
1818K fibroblastos de pele 2,14 2,18 2,10
8368K fibroblastos de pele 1,31 1,29 NE

860° fibroblastos derivados 1,39 NT 1,48

? de tumor
8707 fibroblastos derivados 1,09 1,04 0,95
de tumor .

618Lu fibroblastes de pulmao 1,68 1,63 1,83
74BM medula Ossea de feto 1,50 1,69 NT

- eritrocitos humanos 0,61-0,91 0,6i~1,35 NT

~ células mononucleares 0,61~1,24 4,70-2,00 G,63~1,28
HT29 carcinoma de célon 6,66%% 7,10%% 6, 85%%
HTC8 carcinoma de oSlon 1,61 2,52 1,R%
HRT1S cateinoma de cdlon. 1,21 1,02 1,10
7348 carcinoma mamario 2,18 1,87 1.81
SKBr3 carcinoma mamario 1,54 1,38 1,47
HS578T carcinoma mamario 1,22 1,76 1,32
MaWo \ melanoma 6,98 0,72 G, 88
Mel 57 me ] anoma 1,19 1,25 i,22
Mel 2a me lanoms 1,36 2,17 2,07
NKl-4 melanoma 1.25 Q,47 4,56
RPMI 3966 melianoma 1,36 1,48 1,66



A543 carcinoma de pulmao 4,54%% 5,93%% L, ThEE
AL27 carcinoma de pulnao 1,09 1,31 1,10
9812 carcinoma de pulmao 1,39 1,22 0,94
HeLa carcinoma de cérvix 55,52%%% 53,95 %%k $3, 5 8Fwedk
EB33 carcinoma de prostata 28, 3%n% 26,11 %%k 26, 87wk
T24 carcinoma de bexiga 1,50 1,76 1,48
PA~1 carcinowaz de ovario 1,61 1,50 1,43
RAJ1 linfoma de Burkite L,26 1,06 0,60

- eritrocitos de carmeire 1,00 2,55 .57
73~2295 osteossarcoma canino 1,10 1,43 1,34
D23 hepatoma de rato 0,78 4,98 0,88
Kxn2 hepatoma de rato 1,01 i,12 1,10
Spé carcinoma mamaric de 1,25 1,15 1,27

rato

IRelagga de radioligagac = média de cpm da reagso de sobrenadante do clone
791T/36 + wédia de cpr com meio de cultura P3NS1. Analise estatistica, da
diferenga entre cpm com o clone de 7917/36 ¢ cpm do meio PINS] feits pelo
teste L & indicada como: *%%p = 0,001 *%p < 0,01 *p o< 0,05,

791T, 791S8K, 860 e 870 foram derivadas do mesmo paciente {M.1.)

[

Lt

788T ¢ 7888K foram derivadas do mesmo pacients {(P.R.}

*805T e B05SK foram derivadas do mesmo paciente (i.)

Wl

NT = n2o testada.
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Ag duas linhagens controles de fibro -
blastos alogénicos 788SK e B05SK que deram reacdes negati -
vas, foram dexivadas de docadores cujos sarcomas 7887 =
805T respectivamente, revelaram reagﬁes pesitivas. FPode-ge
observar que uma ampla variedade de linhagens celulares fo=-
ram usadas como controle, Pode~se observar também, gue tan-
to eritrocitos de 9 doadores incluindo a maioria dos Grupos
sanguineos e suas c&lulas mononucleares periféricas, COMG
eritrdcitos de carneiro, osteossarcoma canino (73-2295) e

tumores de rato, demonstraram rea¢ses negativas.

Entretanto, testes feitos com 19 linha-
gens celulares de diferentes tipos de tumores humanos, reve
laram reacgoes cruzadas contra células Hela, carcinomas de
prostata EB33, de cdlon HT29 e de pulmdo A459. Essas rea -~
¢tes cruzadas e todas as outras rea¢Oes negativas foram sem
pre reproduziveis em repetigoes do ensaic de  radicligacao

o lzsI—proteina A,

1.3. TESTES DE ABSORCAC,

Q sobreﬁadante de hibridoma 791T/36
clone 3 diluido 1/10, foi absorvido durante 2 horag oom o8-
lulas de diferentes linhagens tumorais numa concentragao [i
nal de 108 c&lulas pér ml de sobrenadante. 0s experimentos

de absor¢ao foram realizados baseando-se em trabalhe feito
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Tab.3. Absorgao de anticorpos de sobrenadante do clone 3 de hibridoms
791T/36,

4

Media de cpm ~"Background"”

- - 1 -~ .
Celulas alvo Celulas absorventes nao absorvido absorvid03 Zde redy
: cao em apm

7917 7917 3771

107 37 .7
7917 788T 3771" 296 52,1
7917 EB33 3771% 182 95,2
7911 Mel 2a% 20622° 15652 2641
7917 Mel 57% 20622% 17499 15,1
7917 PA-1% 20622% 18339 11,1
7917 4549 20622% ~798 160
7887 788T 4271 166 91,4
7887 7917 4271 296 ¢3,7%
A549 AS49 6053 1481 755
ABLY 791T 6053 235 @6,
HT29 HT29 1697 512 59 &
HT29 7917 1697 412 757
B33 EB33 5846 322 94,3
791T 5846 323 95,5
HeLa HeLa 2330 180 97,2
7917 2330 240 B9 7

i - . s . .
As celulas assinaladas com (*) nao foram reativas com o anticorpo am fes

tes diretos, as outras células nesta tabela foram reativas (conforme tshe
la 2).

2MEdia de cpm com 7917/36/3 menos a média de cpai do m2io de PINS1 "hack
growmd™, ‘

30 sobrenadante 791T/36/3 foi diluldo 1/10 e absorvido com 10° celulasfmi
températura ambiente durante 2 horas.

éOs dois valores de cpm foram obtidoes em experimentos separados usando (o -
tes diferentes de 1251~proteina A, com niveis diferentes de radicativide -

de .,
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com éxito para determinar a especificidade de um anticorpo
monoclonal contra carcinoma mamiric exponténeo (Sp22) de ra
to (Dawood e Silva, 1985). Este anticorpo revelou um titulo
de 1/1000 com c&lulas do tumor Sp22, titulo semelhante ao

do anticorpo 7917/36/clone 3 determinade empiricamente.

0O anticorpo foi absorvido e testado co-
me segue:
a. absorvido com ceélulas 791T e testado com células alvo de
outras linhagens que possuem reag&es cruzadas.
b. absorvido e testadc com outras células gue nac sejam 7917
e testado com 791T.

c. absorvido e testado com outras células que nao sejam 7917,

Os resultados cobtidos pelo teste de an-
ticorpo absorvido pelo ensaio de radioligagao com a protei-
na A radioativa, estdo apresentades na Tabela 3. Pode-se ob
servar que guando as células usadas na absorgac ou em tes -
tes de radioligaq&o eram reativas ou ¢ruzadamente reativas
{(Tabela 2}, ocorreu redugoes de cpm entre 70 a 97% apds ab-
sorgao, Entretanto quande o anticorpe foi absorvido com ¢é-
lulas nao reativas (Mel za} Mel 57,-PAwl), a redugao da sua

atividade contra células de 791T foi apenas de 11 a 24%.

Estes dados estao de acorde com a espe~

cificidade de anticorpos demonstrada anteriormente em tesg -

1
tes diretos com ‘25I—Proteina A,
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L.4., HIBRIDOMA 7917T/48 CLONE 15.

Experimentos iniciais cujos resultados
sdao resumidos na figura 2, indicaram a obtengac de um segun
jo hibridoma designadc como 791T/48 cujo sobrenadante pos -
sul reatividade positiva com apenas 2 linhagens de osteos -
sarcoma 751T e 788T, Este hibridoma foi também clonado  em
agar semi~sSlido i semelhanga do hibridoma 7917/36. O clone
L5 apds comprovada sua especificidade, foi escolhido para
ser estudado junto com o clone 3, do hibridoma 791T/36, uti
lizando testes diretos de 1igag§n radicimune com os anticor
208 menoclonais purificados e marcados com 1251, ou  testes
indiretos com sobrenadantes (791T/36/3 e 791T/48/15) e 1257
sroteina A. Bstes estudos foram realizados com o obijetivo
ie definir e diferenciar os antigenos detectados pelos an -

ticorpos monoclonais 781T/36/3 e 781T/48/15, conforme des ~

crito a seguir,

2, DIFERENCIACAC ENTRE DOIS ANTIGENOS EM CBLULAS DE QOSTEOS~

SARCOMA 791T.

Este estudo foi realizado com o obieti~
ve de comparar a eficiéncia de‘ligagéo radicimune dos anti-
sorpos monoclonais em diferentes células, definir guais sao
as linhagens tumorais que possuem antigenos comuns de os -
teossarcoma 791T, pesquisar amplamente a especificidade dos

anticorpos monoclonais, e determinar se 08 anticorpos mono-
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clonais reconhecem ¢ mesmo antigenc ou antigenos diferen -

tes.

2.1. LIGACAO DOS ANTICORPOS MONOCLONAIS AS CELULAS.

Numa primeira etapa, a ligagdc de anti-
corpos monoclopals (anti~791T) &s células, foi estudada pe-
lo teste de radioimuncensaic indireto com a aproteina Arlzsz
e us0 de dois anticorpos monoclonais controles: SC 3982
(anti-melanoma humano) e HRT 18/2/33b (anti-carcinoma de o]
lon humano). Numa segunda etapa e apds a purificagdo dos an
ticorpos moneclonais {(anti~791T) a radioligagac ds células
foi estudada pelo teste de radicimuncensaio direto com anti

lZSI

cOorpos marcados com

¥

Z.1.1. REATIVIDADE INDIRETA DOS ANTICORPOS MONOCLONAIS:

Us resultados de ligagaoc radioimune de
anticoxrpos monoclonais anti—?QlT/Ss € anti-7%1T/48 a uma sé
rie selecionada de células alvo, utilizando o ensaio de Pro

teina A-125

I, estdo apresentadas na Tabela 4, Pode-se obser
var gue o anticorpo 7917T/36, démonstrou reagﬁes fortes com
células de osteossaﬁcomas 791T e 7887, carcinoma de prdsta-~
ta EB33 e cé@lulas Hela; reagles fracas com carcinoma de pul

mac A549 e de cSlon HT29 e reagdes negativas com todas  as

cutras linhagens usadas como alvo. O anticorpo 791T/48, de-

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL
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Tab.4. Reatividade cruzada d¢s anticorpos monoclonais, contra linhagens cslbu~

lares derivadas de diferentes tumoves.

Alvos Células Relagﬁulde radioligagac com anticorpo monoclon: o

Anti-791T/36  Anti~791T/48  SC3982  RRTI&/:. 3b
3

13,76 %%% 0,61 5,974

791T osteossarcoma 26, 4G RRk

788T ogteossarcoma 51,07%%% 10,08%% 0,95 Gy D

888T ogteosgsarcons 1,08 1,31 1,49 BT

HT29 carcinoma de 6,664 0,99 ar® 0,74
colon

HRT18 carcinoma de 1,21 0,81 1,21 5,000
colon

A549 carcinoma de 5, 39%% 1,14 1,25 0, 4
pulmso

AL27 carcinoma de 1,09 1,64 NT 0,75
pulmao

EB33 carcinoma de 28, 3%%x 1,40 1,66 1,26
préstata

Hel.a carcinoma de 535,52%%% 1,17 NT 2,507
c@rvix

SkBr3 carcinoma ma- 1,65 10,94 %4 NT - NT
mario

74BM medula Ossea 1,69 2,75% 1,33 2,58
de feto

PA-1 carcinoma de . 1,61 0,90 0,%4 3,27
ovario

T24 carcinoma de 1,50 0,84 0,90 0,25
bexiga

HCTS cgrcinom& de 1,61 1,82 NT 3,844
colon

RPMI 5966 melanoma 1,16 G,95 0,95 A

1Ligaggo de anticorpo & detectada pelo consume de proteina Arlzsl com celuls .
Relagao de radioligagao = média de cpm ligada a células tratadas com antico:
monoclonal + pela média de cpm ligada 8 celulas tratadas com weio de  nui:w.
de P3NS1. . .

Anti-791T/36 e anti-791T/48 foram preparados contra celulas de 791T, SC393.
o cddigo do anticorps monoclonal anti-melanoma fornecido pele Dr. §. Fervans
HRT 18/2/33b foi preparado contra celulas de HRT 18.

4*&* p < 0,001 #%p < 0,05 (teste t).

NT = nao testada.
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monstrou também reagoes positivas com células de osteossarco
mas 7917 e 788T com um potencial menor que 6 anticorpo 7917/
36. Este mesmo anticorpe (791T/48) revelou reagdes positivas
com carcinoma mamidrio SKBr3, reagles fracas com a linhagem
74BM (fibroblastos derivados da medula Sssea) e reagles nega
tivas com os demais alvos, incluindo linhagens reativas com o

anticorpo 7917/36.

Este padrac de reatividade sugere que os
dois anticorpos se ligam com dois diferentes antigenos e gue
ambos os antigenos estdo presentes em células de 791T e 7887

@ nao em outras células testadas.

A tabela 4 apresenta também resultados o
htidos com outros dois anticorpos monoclonais anti- melanoma
{8C3982) e anti~carcinoma de cSlon {(HRT 18/2/33b}, que foram
egcolhidos para serem testados, devido 3 sua reagdo cruzada,
com células de 791T ¢ 788T. Devido 3 ndo reagao de anti-mela
noma com a proteina-A, este anticorpo foi testado pelo uso
de anti-IgG de camundongo*lzsI. Embora o anticorpo anti-~mela
noma demonstrou reagoes nagativas’cqm todas as células testa
das, o anticorpo HRT/18/2/33b reagiu com algumas linhagens ~
alvos. Entretanto, essas reagags ndo coincidem com as rea ~
gOes de anti-791T/36 ou de anti~791T/48, © que sugere que

HRT/18/2/33b reconhece um tereceiro antigeno comum entre as

duas linhagens 791T e.?SBT.
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2.1.,2. REATIVIDADE DIRETA DOS ANTICORPQOS MONOCLONAIS.

Resultados da ligagao radioimune direta

5 lZSI

de anti-7917/36-"2%1 o anti~7911/48-12%1 35 calulas de aife
rentes linhagens tumorais est3o demonstrados na Tabela 5 .
Pode~se observar claramente que o anticorpo monoclonal 791T/
36 se ligou preferencialmente a células de 7917, 7887, EB33
e Hela e nao a outras células incluindo linhagens A549 e
HT29, Assim sendo, a ligagao direta de anticorpo a celulas,
foi mencs sensivel que a ligagac indireta pelo uso da pro -
teina &, porgquanto ¢ teste direto nao detectou reagaes fra~
cas que foram reveladas pelo teste indireto. Entretanto as

reagoes positivas dos dois testes se correlacionam exatamen

te entre si,

Nessas experiéncias, o anticorpo 791T /

12

48~"71 ge revelou menos eficiente que o anticorpo 7917/36-

125I com linbagens 791T e 7887, conforme demonstrado na Ta-
bela 5 em termos de porcentagem de radicatividade ligada a
células, o que indica uma reatividade fraca do anticorpo
791T/48. Entretanto a radioatividade ligada em c&lulasg 791T
e 788T, foi significati&aménte maiof gque a mesma em outras
c€lulas, Um baixc nivel de radioatividade ligada a células
de SKBr3 com o anti*?9lT/48~125I também fol observada o que
indica que os resulﬁados dos testes diretos com anti-7917 /

125 .
48~"""1 ga correlacionam com os resultados dos testes indi-

retos com proteina~A-l25I
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Tab.5. Reatividade de anticorpos monoclonais anti-sarcoma osteogdnico 791T
contra linhagens celulares derivadas de diferentes tumores:

Teste N¢ Células alvn1 ‘ Anticorpéim Ligagao de 1251--auticbrpo
cpm: média + D.P, Z da quantji
dade ligada
1. - . anti~791T/36 413+ 189 0,39
7917 6.301+ 6054 5,9
HeLa 4,023+ 207% 3,79
SkBr3 772+ 61 0,72
HCTS 532+ 157 0,50
A427 741+ 152 0,70
2, _ - anti~7917/36 160+ 44 0,31
791T 3.265+ 424% 6,41
7881 3.356+ 163% 6,59
888T 452+ 25 0,89
T24 506+ 40 0,99
HRT18 571+ 60 1,12
PA-1 ' 164+ 48 0,32
3. - anti-7917T/36 S 119+ 32 0,23
791T : 4,008+ 295% 7,87
AS49 560+ 94 1,10
4, - anti-7917T/36 110+ 47 0,27
7917 - 4,635+ 95% 11,27
788T 4.586+ 202% 11,08
HeLa 5.117+ 346% 12,36
RPMY 5966 | 840+ 62 2,02
5. A549 anti-7917/3% 295+ 63 0,63
HT29 - 452+ 45 0,98
é. - anti-~791T/36 125+ 9 0,23
791 4,201+ 122% 7,74
RPMI 5966 . 525%¢ 57 0,97
A427 791+ 14 1,46
HCTS 609+ 51 1,12

A549 - 610+ 94 1.12
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7. - anti~7917/36 175+ 13 0,41
SkBr3 287+ 33 0,67
HCT8 263+ 43 0,61
HT29% 224+ 20 0,52
- anti-791T/48 262+ 3 0,09
791T 1.960+ 1134 0,68
7887 1.498+ "534 0,52
Hela 790+ 58 0,27
T24 519+ 39 0,18
HRT18 416+ 31 0,14
9. - anti-791T/48 231+ 19 0,12
791T 1.682+ 49% 0,88
REMI 5966 411+ 22 0,22
A427 : 482+ 37 0,25
HCTS8 552+ 14 0,29
A549 612+ 58 0,32
FB33 680+ 14 0,36
10, - anti~791T /48 186+ 12 0,10
$kBr3 _ 717+ 15% 0,38
HCT8 | 410+ 83 0,22
HT29 450+ 48 0,24

1As células alvo sao designadas na tabela 4.
2Cé'lulas alvo (1:105) foram tratadas durante 1 hora com anticorpo purificado

1251 utilizandoe o método de clorawipa T. A-

(50 ng de proteina) marcado com
pos a lavagem e secagem das células, a radioatividade foi avaliada em con -
tador—y. )

3cpm indicada com * foi significativamente maior que cpm obtida com outras

. linhagens no mesmo experimaﬁto,,aonforme foli aplicado o teste de (Wilcoxon

rank) .
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Desses resultados, pode-ge estabelecer,
ue os anticorpos moncclonais purificados e radioiodinados,
eagiram com a mesma especificidade, conforme definido por
nticorpos ndo marcados, cuja ligagdo foi revelada com pro-

125

aina A~ I em diferentes alvos, de acordo com os resulta-

0§ apresentados na Tabela 4.

.2. INIBICEO DE LIGACKO RADTOIMNE DOS ANTICORPOS AS CELULAS.

-2.1. INIBICAC DA REATIVIDADE COM ANTI-791T/36 E ANTI-791T /48.

A inibigao de ligagao do anticorpo mono
lonal 791T/36 radioiodinado a células 791T, 788T e HeLa |,
oi realizada através de pré-tratamento dessas células com
nticorpce nao marcado "frio", conforme indicado em Material

M8todos. Resultados dessas experiéncias estio apresenta -
©s na Tabela 6, A andlise desses resultados permite obser-
ar que o pré~tratamento de células com anti~791T/36 em for
& de sobrenadante de hibridoma ou em forma de anticorpo pu
ificado, inibiu acentuadamente a-ligagéo subsequente de an
1~7917/36-1 231 Entretanto o pré-tratamento das células ,
om os anticorpos monoclonais (anti-791T/48 ou HRT 18/2/3%),
mbos foram reativos com célulés 791T e 788T, conforme re =
ultados anteriorménte descritos, nao inibiu a ligagae .de
nti-7917/36-1%’I. 00 mesmy modo, o anticerpo HRT/18/2/33b ,
d0 foi capaz de inibir a ligagao de anti-7917/36-1%1 4 g

ulas HeLa, embora os 2 anticorpos se liguem a estas célu -
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Fab.6. Inibigao de ligacao de anticorpo monoclonal 251-ant1-?91'1‘/36 apds o

yré-tratamento das células com anticorpos nac marcados.
125

Liga cao de
Media de cpm

I-anti~7917/36.,
7 de inibigao de

elulas alvo Ant:.corpo (blo-

queador) nao mar

cado : (+ B.P.) ligagao
)steossarcoma - 4008 + 295
7917 meio de P3NSL 3721 + 274
863982 4152 + 265 -11,6
Anti-791T/36 829 + 69 77,7%
Anti-7917/48 4185 + 551 -12,5
Anti-791T/36P 548 + 83 85,3%
Isteosgarcoma
791T meio de P3NS1 4413 + 221
5C3982 4588 + 109 - 4,0
HRT18/2/33b 4471 + 203 - 1,3
Anti~7911/36 1176 + 143 73,3%
Anti~791T/48 4769 + 127 - 8,1
Anti~791T/36P 713+ 85 88, ¥
ateossarcoma
788T meio de P3NSI 3619 + 82
8C3982 3284 + 78 9,2
HRT18/2/33b 3398 + 303 6,1
Anti~7911/36 1138 + 326 68,5%
Anti~7911/48 3964 + 526 - 9.5
Anti-791T/36P 943 + 92 73,9%
eLa meio de P3INS1 3717 + 260
5C3982 5116 + 129 10,5
HRT18/2/33b 6059 + 445 - 6,0
Anti-791T/36 231 + 230 59,0%
Anti~791T/48 5377 + 308 5,9
Anti-7917/36P 1274 + 25 77,7%

0s anticorpos mnoclonals usados na inibigao

de radioligagao sac definidos 1.

Tabels &. 1::10 células alvo, foram incubadas durante 1 hora com 4 juug de anti-

125

corpo blequeador. Apos a lavagem, as c@lulas foram tratadas com 5 ng de
anti-7917/3%,

Inibigao de ligagac de 125
cultura de P3NS1 (controle).

I-anticorpo comparada com a inibicao pelo meio de
¥ < 0,001 pelo teste t.
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las conforme resultados anteriormente obtidos. Estes regul-
tados demonstraram também que o anticorpo SC23982 (anti-mela
noma), ndo afetou a ligacdo de anti-791T/36--2°71 3s célu -

las.

Dos resultados da inibicdo reciproca da
ligagao radicimune anti-79lT/48*1251, apresentados na tabe-
la 7 pode ser cbservado que a ligagdo de anti—??lT/48~125 I
foi claramente inibida através de pré-incubacgdo das c8lulas
7917 ou 788T com o anticorpo 791T/48 "frio”, seja em forma
de sobrenadante de hibridoma seja em forma de anticorpo puri-
ficado, mas ndo através de pré-incubagiao com os anticorpos

monoclonais:s 7917/36, HRT/18/2/33b cu SC3892.

Estes resultados (item 2.2.1.) demons -
traram claramente que os anticorpos monoclonais 7917/36 P
791T/48 e HRT18/2/33b reconhecem antigenos diferentes em cd

lulas de osteossarcoma de linhagens 791T e 788T,

2.2.2. INIBICAO COM SORO DO PACIENTE DOADOR DE 791T.

Essas expériéﬁcias foram realizadas,com
objetivo de verificar a presenca de anticorpos no soro do
paciente aoador de oéteossarcoma 7817, gue reagem com O
mesmc determinante antigénico na linhagem 791T, reconhecido

pelo anticorpe monoclonal (anti-791T7/36). Apds incubagac das
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Tab.7. Inibigao de ligagao de anticorpos monoclonais 1251-anti-3911‘[48 apos

0 pré~tratamento das células com anticorps nao marcado.

Celulas alvo Anticoxpol Ligagao de 1251—&:11::'.*-?911‘}'&8
(bloqueador) Média de cpm 7 de 1nibigao” de
nao marcado {+ D,P.) Ligacao

Ostecgsarcoma

791T - 1960 + 113
Meio de PINSL 1894 + 108
Anti~791T/36 1913 + 23 1,5
Anti-791T/48 718 + 35 82,1%
HRT18/2/33b 1974 + 92 5,3
Anti-7917/36P 2198 + 267 «~16,0
Anti-791T /48P 698 + 81 63,1%

Osteossarcoma

788T .- 1498 + 53
Meic de P3NS1 1461 + 69
Anti-791T/36 1450 + 71 _ 0,2
Anti-791T/48 502 + 42 63,7%
HRT18/2/33b NT
Anti~791T/36P 1508 + 59 - 3,2
Anti-791T /48P 452 + 30 68,3%

Los anticorpos monoclonais usados na inibigao de radicligagao sao definidos
na Tabela 4. lxlOS células alvo, foram incubadas durante 1 hora com & pg
de anticorpo bloqueador. Apds a lavagem, as células foram tratadas com A8
de PSreanti-7917/48.

ZInibigio de ligagao de 1251~antic0rpo comparada cem a inibigac pelo meio
de cultura de PINS1 (controle}., *p < 0,001 pelo teste t.
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células 7917 com soros normais ou do paciente, a ligagdo ra
dicimune de anti-?QIT-lzsz & essys ‘e8lulas foi determinada,

conforme descrito em Material e Métodos.

08 resultados obtidos acham-se exempli-
ficados na Tabela 8, Pode-se observar em um teste, gue com
certos soros ocorreu aparentemente uma redugdo parcial em
radicligagao de apticorpo 791T/36 a células da linhagem 7917
de osteossarcoma. Entretanto no ségundo teste ocorreu redu-

¢ao significativa.

Resultados cbtidos com o mesmo objetive
utilizando proteina-ﬁhlzsl para substituir o anti~7%17/36 -
1251 acham~se exemplificados na Tabela 9. A pomparagao  dos
resultados apresentados nas duas Tabalss (8 e 8) demonstra,
que a inibigdo parcial ocorrida no teste 1 n3o se correla -
ciona com detecgio de anticorpoc no 80ro. Assim, um SOro nor
mal e 3 soros do paciente gue demonstraram reagoes positi -
vas com células 791T (Tabela 9) n3o tiveram efeito inibitd-
rio na ligagdo do anticorpo 791T/36 3s células (Tabela 8) .
Portanto, foi concluido gque os anéicorpos no soro de hospe-

deiro podem ser dirigidos contra antigenos diferentes daque

les reconhegidos pelo antiéorpo monoclonal anti-791T/36,
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ab.8. Efeito de pré~triatamento de células de osteossarcoma 791% com soros

¢ doador (MU} sobre a radioligacao imune do anticorpo 1251»anti~?91T!36.

oros de doadorl Sores bloqneadoresz_ Radioligacao de 1251*anti*791Tf36

Teste 1 (cpmtD.P,) Tesgte 2 (epm+h,P."

| : 4008 + 295 4635 + 95
dultos normais $9419 2654 + 15244 4369 + 607
41242 2535 + 596 NT
46374 NT 4304 + 220
46376 2500 + 410% 4514 + 31
oador de 7917 MU-164 4411 + 905 4243 + 467
MU-192 3281 + 251 4532 + 181
Mo-304 2662 + 92wk NT
MU~318 3024 + 228% 5104 + 465
MU-339 4017 + 479 4225 + 38
MU~1685 3686 + 938 4561 + 192
MO~1713 3448 + 283 4780 + 300

.
'

Soros normais obtidos de adultos sadigs. Soro do paciente MU, sao identificado:
relo tempo em diag a partir de remogﬁa de metastase do pulmao, da qual a linha
genm celular 791T foi estabelecida.

0 soro fei incubado com 1x105 ceélulgs alvo duraate 1 hora. Apds a lavagem, ar
células alve foram tratadas com 1251*&nt1~*91T/36 '

¥ p ¢ 0,05; ¥ p < 0,05 pelo testd t para calculo da redugio de cpm llg&éas
células alvo comparada com cpm ligada a celulas tratadas apnnas com I“antl -
carpo,

NT - nao testado.
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Tab .9, Radioligacao de lzslﬂprotefna A @s células de osteossarcoma 7917 trata-

das com soro do doador desse tumor.

=

-~ L
Soros e seus numeros

Relagao de ligagao com células 7617°°

2.3

Adultos normais 89419
Al242
A6374
A6T76

Doador de 7917 M- 164

1,15
0,92
1,52
8, 27%*

2,80%
3,30%%
1,19
1,00
7,82%
1,80
1,40

1Scros normais obtidos de adultos sadios. Soros do paciente MU sac identifica-

dos pele tempo em dias a partir de remocdo de metastase do pulwmao, da  qual

a linhagem celular 791T foi estabelecida.

23&13950 de ligacao = media de cpm com células tratadas com sors 1/10

media de cpm com celulas tratadas com melo Hanks

P p < 0,Q1; % p < 0,05 pelo teste t. 03 soros com reagoes negativas ou insig

H L) - -~ . . -~ » ® 5 s E
nificantemente positivas nao sao reativos quando testados nao diluides (resuvl

tados nao demonstrados).
NI- pao testado.
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3. CARACTERISTICAS DOS ANTICORDOS MONOCLONAIS E SEU PQTEN -

CIAL EM DEPOSITOS TUMORAIS.

De acordo com os resultados anteriormen
te apresentados, os dois anticorpos monoclonais (anti-791T/
36 e anti-7917T/48), preparados contra a linhagem 791T de os
teossarcoma humano sdc reativos com proteina A de Staphylo-
coccus aureus, portanteo foram purificados pelo uso de Pro -
teina A ligada a Sepharose conforme descrito em Material
Métodos. Ambos os anticorpos monoclonais purificados, atra-
vés de cromatografia de afinidade (Dawood et al., 1981 e
analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida com3D8
usando amostras nao reduzidas, demonstraram apenas uma li -~
nha de precipitagdo proteica, imigrando na mesma regido de
IgG padrdo. Entretanto cadeias leves e pesadas foram detec~
tadas pela mesma anflise de amostras reduzidas dos anticor-

pos monoclonais purificados.

0 estudo das propriedades dos anticor -
pos monoclonais purificados e a determinagao do seu poten -
Cial de localizar depfsitos tumorais "in vivo" fol realiza-~

do conforme descrito em Material e Métodos.

3.1. TITULAGAC DOS ANTICORPOS ANTI-791T.

0s 2 anticorpos foram titulados contra

células de osteossarcoma 791T pelo ensaio de radioligacao i

e - . o l 5
mune as celulas, utilizando o reagente de proteina A- sz
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Os resultados obtidos 2 apresentados na Figura 3 demonstra-
ram que os dois anticorpos monoclonais exibem reagdes positi -
vas com as células alvo de 791T, em concentragoes maiores a
10ng/ml. Entretanto o nivel de radioligagao observado  com
anti-7317/36 foi consideravelmente maior do que o mesmo Ob-

servado com anti-791T/48,

50

g ANTI-TRIT/ 38
Q.
ey 30
+1
<
o 20
L
=
0

RELACAO DE RADIOLIGACAO A CELULAS

ANTI- 79T /48

O& ; i

it 10° 0 10 $0

CONCENTRACAC DE ANTICORPO
TESTADO (ng/mi}

Figura 3. Titulacio de anti~791T/36 e anti-791T/48 pelo ensaio e radig

ligagac a células de 791T.
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3.2. DETERMINACAO DA SUBCLASSE DE IgG DOS ANTICORPOS MONOCLO-

NAIS,

Com © objetivc de identificar a subclas
se de anti-791T/36 e anti-791T/48, preparagoes purificadas,
dos mesmos foram adsorvidas a plastico, conforme descritoenm
Materiais e Métodos (radioimunoensaio em fase sélida), incu
badas com soro de coelho anti-subclasses de IgG de camundorn

125, apos a lavagem,

go e misturadas com proteina A-
De acordo com resultados apresentadosnzs
figura 4, a reagao predominante em ambos OS casos (anti~
791T/36 e anti-791T/48) foi detectada com ¢ antissoro de coe
lho anti-IgG2b de camundongo. A fraca reagao observada cCou
antissoro anti-IgG2a provavelmente reflete a absorgac incor
pleta deste antissoro cuja especificidade para IgG2a de ca-
mundongo foi definida por um teste menos sensivel (imunodi-
fugsdo em gel). Estes resultados demonstraram também gue am
bos os anticorpos monoclonais possuem cadeia leve tipo

Kappa (K).
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Figura 4. Determinagac da subclasse de IgG de camundongo e especifici -

dade da cadeia leve dos anticorpos monoclonais usando a protelna A--20r
em teste de ligagho radioimme em fase sSlida. Anticorpos monoclonais s
dsorvidos a plastico, foram tratados oan soro normal de coelho (S.N.CCE
ou soro de coelho (COE) anti-éubclasses de IgG de camundongo (CAM) & s¢
ros anti~cadeias leves (diluidos 1)50) . Os anticorpos de coelho  foran
detectados adicionando protefna A= 2°I. O "background”; cpm dos anticor
pos monoclonais adsorvidos + medo de cultura (sem antissoro de coelho )
+ protelna A-1%1, foi subtraido dos valores cbtidos.
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3.3. CITOTOXIDADE COMPLEMENTO DEPENDENTE DE ANTICORPOS MONO-

CLONAILS .,

Resultados anteriores demonstraram gue a
subclasse dos anticorpos € de IgG2b de camundongo. A subclag
se IgG2b de camundongo é fixadora de complemento (Stamworth &

Turner, 1978).

Baseando-se nessas informagdes a citoto-
xidade complemento~dependente dos anticorpos foi estudada ,
com o objetivo de diferenciar entre antigenos detectados em
algumas linhagens de tumores humanog, utilizando o teste de

510r e medir o potencial dos anticorpos em ter-

liberagao de
mos de porcentagem de lise das células. Os resultados obti -

dos estao apresentados na Tabela 10.

Pode-se observar gue a citotoxidade em
células alvo de 791T foi mediada pelos dois anticorpos (anti
791T/36 e anti-791T/48). ReagOes citotSxicas foram também ob
servadas em outros alvos, que.demonstraram anteriormente uma
forte reatividade com esses anticbrpoa em testes de radioli-
gacao. Por exemplo, o ahti—?BlT/Bﬁ-foi citotdxico para todas
as linhagens testadas de qsteossarcoma,'EBB3 e HeLa, mas nao
para A549 e PAl. Entretanto, o nivel de reatividade de anti-~
791T/36 foi maior Que o mesmo obtido com anti-791T/48, que
mostrou apenas citotoxidade fraca mesmo na mals alta concen—

tragao testada (125 jug/ml).
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Tab.10. Citotoxidade complemento~dependente de anticorpos moncclonais anti-
791T.

Celulas alvo _ Percentagem de citotoxidade (média + D,P.) de anticor-
Pos monoclonais numa concentragao de : (ug/ml)
Linhagem Tipo 791T/36 791T/48
125 25 5 125 25 1
jolT Osteossarcoma 62 + 2 41 2 12 + 2 30 + 1 3+0 1+0
(1 +1) (1 +0)
788T osteossarcoma 43 +1 25 +1 20+ 2 27 + 2 8+0 2 +1
(12 1) © + 1)
2781 osteosgarcoma 50 +3 12+1 4+ 6+ 2 3+1 0+ 1
@+ 1) (0 + 2)
208 osteossarcoma 32 + 2 1+1 1+1 1+1 L+l 1+0
(L +1) (1 +0)
EB33 carcinoma de 41 +6 4+1 3+1 8+ 1 2 +1 1+0
prostata (1 +1) (1 +1)
A549 carcinoma de 0+1 0+0 0+0 0+0 0+0 ¢ +0
pulmao @ % 0) (0 % 1)
HeLa carcinoma de 45+4 28+2 2082 2+6 8+1 1+1
crvix (1+1) | (0 + 1)
PAl carcinoma de 04+1 0+0 0+ 0+0) 1+1 1+
ovario (1+1) {0+ 1)

*0s numeros entre parenteses representam valores de citotoxidade deterninada
na presenca de complemento inativade pelo calor (569 durante 1 hora) . Sore mnox
mal de coelho foi usado como fonte de complemento numa concentracao maxima que

a@o causa lise de apenas células.
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3.4. QUANTIFICACAO DE RADIOLIGACAC IMUNE DOS ANTICORPOS A

CELULAS DE TUMORES HUMANOS.

Preparagoes purificadas dos anticorpos

125, prelo método da clo

monoc¢lonais foram radioiodinadas com
ramina T conforme descrito por McConahey & Dixon (1966). An~
ticorpos assim marcados, foram testados pela sua ligagado a
varios alvos de células tumorais através de teste de radioi-

munoensaic direto.

Resultados obtidos ¢ exemplificados na
Tabela 11 mostram que a radicligagac de anti-7917/36 a célu-
las de 7917, 788T e Hela, ocorreu com a mesma intensidade .
Entretanto, as reagdes predominantes com anti-7917/48 ‘foram

observadas apenas em células de 791T e 788T.

Conforme demonstrado na Tabela 12, fol
também observado gue o pré-tratamento de células alvo da li-
nhagem 791T com anticorpo anti~7917/36 inibiu significativa-

125

mente a radioligagac de anti-7917T/36- I. Semelhantemente ,

o pré-tratamento de células com dhti-?BlT/48 inibiu a liga -
¢ao de anticorpo anti-?glqua-lzsl; Entretanto pode-~se obser
var que o pré-tratamento de ¢€lulas com anticorpos nac marca
dos, anti-791T/36 ou anti-?Slf/qa, ndo causou inibigac cruza

da entre os dois anticorpos marcados, anti~791T/48—125I ou

anti-791T/36-12>

I respectivamente, o que indica que a radio-
atividade dos dois anticorpos & diriglida contra epitopos se~

parados e distintos na superficie de células de linhagem 791T.
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Tab.1l. Radioimunocligagao direta dos anticorpos monoclonais anti~osteossarcoms

791T.

Células alvo Percentagem de ligagﬁolradioimune de
anticorpos unnoclonais-1251 de hibyiw
doma:

Linhagem Tipo de células 791T/36 791T/48
Celular

791T ogteossarcoma 100 100
788T osteossarcoma 103 73
888T osteossarcoma 9

HRT 18 carcinoma de ¢olon 13 g
HCT 8 . carcinoma de colon 7 22
SKBr 3 carcinoma mamario

A 427 carcinoma de pulmao 11 17
A 549 carcinoma de pulmao 12 26
Hela carcinoms de cérvix 86 31
PAL carcinoms de ovario 0

T24 carcinoma de bexiga 11 15
BPMI 5966 melanoma 13 12

lLigagEo de anticorpos monoclonais e varias células alvo, foi expressa cowo per

centagem de redioligagao de anticorpo anti-~791T a cé&lulas 791T de acorde

Loop et al. (1981).

oom
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Tab.12. Inibigac de radioligagac dos anticorpos monoclonais anti*?91T~1251 &

células 791T apds o pré-tratamento das células com anticorpos nao marcados.

' Células alvo 791T pré-tratadas coms: Percentagem de ligagﬁoiradioimune de

{anticorpos nnnoclonais—lzsl) de hi ~

bridoma:
7917/36 7917 /48

Meio de cultura 100 100
P3ns1? 93+ 7 97 + 5
Anti-791T/36 18 + 2% 97 + 4
Anti-7917/48° 105 + 14 28 + 3
Anti-7917/36% 1l 2w 101 + 4
Anti-7911 /480" NT 25 + 2%
sc39g2 %> 104 + NY
HRT18/2/33b® 101 + 5 91 + 5

lLigagEo de anticorpos monoclonais a células 791T pré~tratadas com os mesmos,
foi expreésa em termos de percentagem de radioligacao de anti-791T a célulss
791T pré-tratadas com apenas meio de cultura.

2P3NSI ~ sobrenadante de cultura de tecido de mieloms de cammdonge, linhagen

PINS1. |

3Sobrenadante de cultura de hibridoms como foi testado sem diluicao como fon~
te de anticorpos momoclomais.

4Anticorpo wonoclonal purificado (P) por cromatografia de afinidade foi testa
do & 4 ug/10° clulas. '

53C 3982 - sobrenadante de hibridoma anti~melanoma humano.

6HRT18/2/33b ~ sobrenadante de hibridoma anti-carcinoma de colon humano.

*p < 0,01; signific@ncia de inibigao de radioligacio dos anticorpos monoclo -

nais conforme realizada pelo teste t.
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Em estudos de radioligagdo guantitativa
dos anticorpos a células, concentragdes crescentes de anti-
corpo anti-791T radiolodinade foram adicionadas a aliguotas
de diferentes célulag tumorais (105 células) conforme des -
crito em Material e Métodos. Apds incubacao e lavagem, em
condigdes pré-estabelecidas para saturagac dos antigenos da
superficie celular, a radioligagadc de anticorpos a células,
foi determinada. Desses dados, o nimero de moléculas de an-
ticorpo ligade a uma c2lula fol calculado, conforme descri-
to em Material e Métodos. Os resultados obtidos estao resu-
midos na Tabela 13, Pode ser observado gque houve um aumento
Ge 10 vezes nas molédculas de anti-~7917/36 ligadas/célula de
7817 (22x105) quando comparadas com as moléculas de anticor
po anti~791T/48 (2x105). 0 numerc de moléculas anti~731T/48
ligadas a cada célula de outras linhagens foi também menor,
gue 0 mesmo obtido com anti-791T/36. Estes resultados estac
de acordo com a reatividade dos anticorpos monoclonais des-

crita anteriormente no item 2.
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Teb. 13, Radioligagao quantitativa de anticorpos monoclonais anti-7917~
5I a cé€lulas de tumores humanos.

Celulas alvo Moléculas ligadas/cdlula (-xlﬂné)

de anticorpes de hibridoma:

Linhagens Tipo 791T/36 791T/48
7917 ostecssarcoma 220 20
7887 oSteossarcoma 160 11
278T ocstegssarcoms 51 &
208 osteocssarcoma 53 4
3931 osteossarcoms 4 2
HelLa carcinoma de cérvix 190 7
EB33 carcinoms de prostata 35 4

3.5. DISTRIBUICAO DO ANTICORPO MONOCLONAL ANTI-791T EM DEPO-

SITOS DE OSTEQSSARCOMA IN YIV0.

Andlise da reatividade do anticorpo mono
clonal anti~7317T/36, mostrou que 22x105 moléculas se ligam a
cada célula de 791T e ac longo desta investigagdo o anti-
791T/36 revelou fortes reagdes com a linhagem 7917 de osteos
sarcoma. FEstes fatos sugerem gque o anticorpo anti~7917/36 po
deria ter um grande potencial de localizagac de xenoenxertos

de ostecssarcoma 791T em camundongos imunodeprimidos.

Para:iﬁvestigar‘esta possivel localiza -
g¢ao in vivo , foram realizadqs ex?erimentos preliminares con
forme descfito em Material e Métodos. Seis camundongos coﬁ
xenoenxertos subcutdneos de osteossarcoma de 10 dias foram
injeﬁados com Zng de anticorpo anti-7817/36 radioiodinado. O
nivei de radicatividade em tumores, drgdos internos e sangue

desgses camundongos foi determinado no 19, 49 e 6% dia apés
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inoculagao de anticorpo warcado. Oz yesultados obtidos es -
tag resumidos na figura 5. Pode~se gbservar que a porcenta-
gem de radicatividade/g do tecido timoral determinada no 1%
49 e 69 dia fol bem maior que a mesha determinada no sangue

e em todos 08 outrosg Jrgaos examinacos.
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Figura 5. Distribuigao de antlicorpo monoclonal gnti-7917/36-"""1 em ca -
mandongos immodeprimidos, oom Xencenxeritos 4 gateossarm humane: 7217,
Uma alfquota de 2ug & anticorpo anti~‘?§lft'ﬁ5“ I (> 918 precipitavel ,
com 5% de Acid triclopvaciticn, ¥CA!- Ol injetada por via intraperito-
nealémc&dacamm&m@;gg.mugjﬁﬁomsacriﬁcadosapésl,4e 6
dias ¢ a radicatividade descyminada. '
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Em outros kxperimentos, misturad de IgG
normal de camundongo marcada cpm lZSI foram inoculallas enm
camundongod com xenoenxertos de osteossarcoma 791T. A radio
atividade dos 2 marcadores“(lzss @ 1311} foi deterthinada enm
tumores, sangue, Orgaos internof e carcagas dess#s animais
no 3¢ dia de inoculagao. A relagdo de radioatividade (teci-
do: sangue) foi calculada para og 2 marcadores pela simples
divisao matemitica de cpm de tecido sobre cpm de sangue. Os
resultados obtidos estdo reswidos na figura 6. Pode~se ve~
rificar que a relacao tecido:sangue para os dois marcadores
(+%57 ¢ 1317} em todos 08 Grgaos internos examinados e  as
carcagas gdo praticamente jdénticas. Ao contririo, a rela-
¢ac tumor:sangue foi 4 vezes maior para ¢ anticorpo monoclo
nal do que para IgG normal~l3ll, o gque indica a localizagac

preferencial do anticorpo anti-791T em osteossarcoma 791T.
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Figura 6. Distribuicic de l3lI~igG nomal. de camndongo e anticorpo mo-
noclonal *I-anti~791T/36 (> 86 e 91% precipitiveis com 58 TOA regpec-
tivamente) em cammdongos com xencenxertos de 791T. Uma mistura de 6 Ay
de cada preparagad foi injetada por via intraperitoneal em cada camm -
dongo. Os animais foram. sacrificados apds 3 dias e a radicatividade de~
erminada.



I5CUSSAC,

Com o desenvolvimento da tecnoleogia de
anticorpos monoclonais (Galfre et al,, 1977!, ocorre atual-
mente um interesse substancial na preparacac de hibridomas
secretores de anticorpos contra antigenos de superficie ce-
lulay, associados aos tumores humanos, Ja existem trabalhos
sobre anticorpos monoclonais com atividades dirigidas con -
tra: melanoma {Carrel et al., 1980; Dippold et al,, 1880
Herlyn et al., 1980:; Yeh et al., 1979}, carcinoma de coOilon
{Herlyn et al,, 1979} carcinoma mamaric (Scholom ot al. ;
1880}, neuroblastoma (Kennet e Gilbert, 1%79}) e leiomiossaxr

coma {Deng et al., 1981).

Mo presente trabalho, foli realizada ]
preparacgac de hibridomas secretores de anticorpos menocic -
nais (anti-7%17/346/clone 3 e anti-~791T/48/clone 15} . Dois
anticorpes monoclonais denominados como anti=7317/36 & anti
7917/48 foram obtides contra osteossarcoma humano, Linhagem
7317, através de fusdo de células espldnicas de camundondos
BALB/c imunizados e c&lulas P3NSL de mieloma de canundongo

BALB/c. Esses anticorpos tendo reacoes preferenciails com i

pus

ulas de tumores e nao com células de tecido normal, demons
traram radioligacao fortemente.positiva com células 7917 de
ostegssarcoma, a mesma linhagem utilizada na imunizagés wa
ra obtencac de hibridomas (figura 2}. Entretanto, reAaghRE
com fibroblastos (7918K, 860 e 870), derivados do mesme pa-

ciente doador de osteossarcoma 7917, foram neqgativas., Os

[$4)
1

i
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ticorpos anrti-~791T/36 mostraram-se altamente reativos com
uma sequnda linhagem de osteossarcoma 788T, fracamente rea-
tivog, com a linhagem B05T e negatives com fibroblastos da
pele 788SK e B0OS5SK, derivados dos mesmos pacientes doadores

dos osteosgarcomas 788T e 805T, respectivamente {Tabela 2).

Este padrio de reatividade  demonstrou
claramente que o8 anticorpos monoclonais anti-791T nao s3o
reativos contra antigenos da espécie humana (aloantIiIgenos )
tumor-agsociados ou antigenos de histocompatibilidade (HLA)
em células de sarcoma. Contudo, ndo ocorreu reatividade com
as outras 25 linhagens de tumores humanos_crescidos em cul-
turas (Tabela 2, 4 e 5), o que elimina qualquer hipbtese des
tes anticorpos estarem dirigidos contra componentes do soro
fetal bovino gue ds vezes se incorpora em membrana de célu~
las crescidas em meio de cultura contendo SFB como suprimen
to, conforme demonstradc por Embleton e Ivpe (1978) e Irie

e Morton (1974).

Conforme podemos verificar na Tabela 2,
hemdclas obtidas de voluntdrios humanos, incluindo a maio =
ria dos grupos sanguineoé;_néo demonstraram radioligagdo com
anticorpos monoclonais reveldveis com 1251*proteina A,.OEﬁE
glimina a possibilidadé degsges anticorpos estarem dirigi -
dos contra antigenos do sistema ABO que eventualmente ge ex
pressam em oélulas tumorais . Do mesmo ﬁodo, pode~se argumen
tar também sobre antigenos DR e de Forssman, mas a possibi~

lidade dos anticorpos monoclonals estarem dirigidos contra
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esses antigenos foi excluida pelas reagoes negativas obti=-
das com células mononuclesares, tanto linfdcitos quanto wond
citogs do sangue periféyica humanc de 9 doadores diferentes,
& com hemdcias de carneiro respectivamente. Assim; foi pog-
sivel verificar a falta de reatividade dos anticorpos mono-
clonais anti~7?%1T com antigenor especie-especificos {alcan-
tigenos), de histocompatibilidade (HLA), componentes de SFB
antigenos ABO dos grupos sanguineos, DR e Forsgman. Portan-
to, parece certo gue esses anticorpos monoclenais sao diri-

gidos contra antigenos tumor-associados.

Contudo, os antigenos detectados por an
ticorpos monoclonais nao 40 comuns entre todos oF sSarcomas
osteogénicos testades, pele fato de apenas 4 osteossarcomas
de um grande grupo, demonstrarem reacces positivas {Tab. I ,
4 e 5}, Esses antigenos, também nac sde exclusives da linha

-

gem 791T de osteossarcoma, utilizada na preparagzo dos anti

=

corpos monoclonais. Reagoes cruzadas foram verificadas ax
repetidos testes com algumas linhagens de células derivadas
de carcinoma de cblon, pulmao, prdéstata e cérvix. Egtas rea
¢bes n3o represgntanm reatividade cruzada atribuida ac teci-
do normal desses Orgacs, pelo fate das reagOes negativas ob
servadas com outras 2 linhagens de carcinoma do cSlon @ ou-
trus 2 linhagens de carcinoma do pulmac (Tabela 2 e 4). As-
gere que os antf@é&os detectados, tumor-—associados se &M
pressam ac acaso na superficie das células e gue nao saores

tritos a um tipo histoldgice particular de tumores.
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Este conceito contraria a viszao dogmati
ca de gue os tumores humanos,de um certo tecido, expressam
antigenos comuns (discutido por Raldwin e Embleston, 1977}
Tal visao de antigenos comuns em determinado tipo histoldgi
co tumoral foi apoiada por alguns estudos iniclais com anti
corpos monoclonais contra tunmores numanos, relatande uma espe-
cificidade associada ao tecido que deu origem ac tumer {(Ko-
prowski et al., 1978; Steplewski et al., 1979; Yeh et al.
1979; Koprowski et asl., 1879:; Carrel et al., 1980}. Entre -
tante, os resultados obtidos com os anticerpos {(anti~7217 /
48) confirmam os dados da expressao antigénica ao acaso (7.
bela 4 e 5} e mais evidénclas a favor deste ponto de vista,

foram obtidas das reagdes cruzadas cOm antieorpos monocl

nais anti-melanoma e anti-carcinoma de clon (Tabela 4).

De gualguer medo, percebe-se que Cs an-
ticorpos monoclonais representam uma aproximagéo ideal para
analisar o perfil antigénico de tumores sdiidos humanos 5
o presente estudo sugere que o antigenc reconhecivel por -
ticorpos moncclonais, poderia ser apenas um entre um giande gru-
po de antigenos do gual, um ou alguns podet S€r €Xpressos
em gqualgwer tumor, indepénéentemente do seu tipo histolégi-
co, além dos provaveis antigenos de diferenciacgao gue pode-
riam ser relacionades com o prdpric tipc histoldgico. Se ig

s¢ for eventualments provage como regra geral, tentativasde

LR

usar anticorpos monoclonais en diagndstico e teraplia de
mores humanos poderiam depender de uso de painéis de anti -

corpos monoclonais capazes de reconhecer uma grande varieds



de de antigenos diferentes.

O padrdo diferencial de reatividade dos
anticorpos monoclonais anti~7917/36 e anti-7917/48, com cé-
lulas derivadas de diferentes tumores {(Tabela 4), demons -
trou reconhecimento de epitopos diferentes em células alvo.
A confirmagdc desse achado foi evidenciada com dados de ra-

dicligagap direta de anticorpos marcados com 1251 (Tabela5}

demonstrando novamente padroes diferentes de reatividade de

125 125

I-anti-~791T/36 e I~anti-791T/48.

Por exemplo: de acordo com os dados ob-

tidos com o teste indireto com l25x——proteina A, o anti-7917/

36 se ligou a cé&lulas alvo de 2 linhagens de osteossarcoma
791T e 788T e cdlulas HeLa, mas nao a cdlulas de outros al-
vos, inclusive de carcinoma mamario SKBr3. Por outro lado ,
o anti-7917/48 se ligou a c¢élulas de 2 linhagens de osteos-
sarcoma e carcinoma mamario SKBr3, mas nao a células Hela .
A prova conclusiva gque os anticorpos anti-791T/36 e anti -
781T/48 reconhecem eplitopeos diferentes em células de costeos
sarcoma 791T e 788T, foi evidenciada pelos dados de blo -
125

queio da reatividade de I-anticorpos COm preparagac  nao

marcadas {(frios}. Estes dados estabeleceram que a radicliga

cao de 125

I“anti~79;T/36 com células alwe, poderia ser blo-—~
queada guando as c€lulas tumorais 7%91T e 788T fossem pré -
incubadas com este mésmo anticorpo {anﬁi—?ng/BG) mas nao
com 791T/48, conforme mostyrado na Tabela 6. A inibigac da

radioligagao do anticorpo (anti~791T/36} a células HelLa foi
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tambam evidenciada, ¢ que indica gue anti-791T/36 reccnhece
um antigeno expresso tanto em células Hela quanto em célau -
las de osteossarcoma 791T e 788T. Testes de inibigdo reci -
proca usando lzsl—anti-?QlT/éB (Tabala 7} demonstraram mais
uma vez que a radiollgagao deste anticorpc poderia ser ini-
bida pelo uso de anti-791T/48 (frio) e nadc pelo uso de antl
7917/36 . Estes dados estabelecem, conclusivamente, que 0g
dois anticorpos monoclonais preparados contra células de o8
reossarcoma 791T reconhecem 2 antigenos diferentes associla-

dos a este tumor.

BEstudos anteriores de imunofluorescén -
cia da membrana celular (Byers e Johnston, 1977) utilizande
soro de paciente MU e células do seu prdprioc tumer, do gual
a linhagem 791T foi derivada, sugerem que diferentes re -
gites da membrana celular exibem reatividade variavel. Com
base nesses estudos, pode-se argumentar que egte tumoy & pe
liclonal é mesme apds cultivo prolongado pode eonsistir de
varias populagoes de células tpmoralis, O gue sugere que a ¢
xistdncia dos 2 antigenos reconheciveis pelos 2 anticorpos
monoclonais (anti-791T/36 ¢ anti-791T/48) em células dife -
rentes & mais provavel qﬁé em uma s6 c8lula. Entretanto
nio foi possivel confirmar esta hipdtese através de estudos
recentes de anilise da imunofluorescéncia em céiuiag 7917 e
788T com anti-791T/36~fluorocromo, utilizando © aparelho
FACS (fluoxescence activating cell sgreer), € que dewons -
traram reatividade uniforme da membrana celular (REokins et

al., dados nao publicados).
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De acordo com dados detalhados obtidos
no presente trabalho,. o padrac da reatividade dos anticor -
pos monoclonais (anti-791T/36 e anti-~791T/48) com célulastu
moraig, e a falta de reatividade dos mesmos com fibroblas -
tos da pele, derivadeos de doadores de osteossarcomas, suge-
re que esses anticofpos rédonhecem antigenos tumor-associa-
dos. Uma questdo relevante € se esses antIigenos sio também
reconheciveis imunologicamente em pacientes com osteossarco
ma; i.e sao capazes ou nao de iniciar uma resposta imune no
hospedeiro?. A solugdo dessa questao permanece dificil aser

determinada. No presente trabalho, foi realizada uma avalia

~ g¢do0 limitada do soro do paciente (MU), doador de osteossar-

coma 40 gual a linhagem 791T foi derivada. Amostras deste
mesmo soro tinham sido analisadas anteriormente por Eiras et
al. (1980), para determinar a presenga de complexos imunes
circulantes através de radicligagdc imune de Clg, e que es-
ses autores observaram niveis elevados de complexos imunes,
no soro do paciente, obtido no 2009 a 3009 dia, a partir de
desenvolvimento da doenga. Em nosso trabalho, de acordo com
dados apresentados na Tabela 9, trés de cinco amostras de
soro do paciente (MU) obtidas durahte o primeirc ano apds a
remogdo cirirgica de metésﬁase do pﬁlmﬁo, do qual a linha -
gem 731T foi derivada, demonstraram reagdes positivas, embo
ra fracas, com células alvo de 791T. Entretanto, nenhum des
ses soros foi capaz:de bloguear a radioligagao de anticor-
po lgsI—anti—791T/36 com células alvo de 791T e assim nao
houve provas conclusivas de gque o0 paciente reconheceu imuno

logicamente o antigeno definido pelo anticorpo monoclonalan
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ti-781T/36.

0s dados do presente trabalho, obtidos,
com osteosgsarcoma 791T, sao semelhantes acs dados obtidos
coms meélanoma maligno (Carrel et al., 1980; Dippold et al.,
1980; Herlyn et al., 1980; Yeh et al., 1979} e carcinomade
cdlon {Herlyn et al., 1979}, nos quais antigenos definidos
por anticorpos monoclonais derivados de hibridomas (camun-
dongo~camundongo} se mostram tumor-relacionados e nac ne -
cesgariamente tumor~especificos. Além disso, mesmo que oOg
anticorpos monoclonais tenham identificado antigenos com
alto grau de especificidade para ¢ tumor, ainda nac foi es
tabelecido que esses antigenos sdo imunogénicos em pacien-
tes de clncer. Mesmo com essas limitagles, & evidente
gue hibridomas {(camundongo-camundongo} produtores de anti-
corpes monoclonais sao sondas de investigagao de grande va
lor para caracterizagidc de componentes de superficie celu-

lar de tumores,

Contudo, os antigenos tumor-associados
definidos por anticorpos monoclonais cac sondas valiosas ,
para estudar a imunobiolbéia de tuﬁores e de modo pragmiti
co os anticorpos monoclonais fornecem uma nova aproximagao
para direcionar agentes anti—tﬁmor, onde ocorre depdsitos
tumorais. Isto ja féi demonstrado em algung estudos utili-
zando substdncias tdxicas (toxina dift@rica e ricina)l aco-
pladas a anticorpos menoclonais reativos com antigenos tu-

mor~associados {Gilliland et al., 19280). O potencial do u-
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sc de anticorpos monoclonais para depositar drogas anti-tun
mor foi também demonstrado pelo uso de adriamicina ligadaan
anticorpo monoclonal reativo com antligenos associados a um
carcinoma mamario espontdneoc de rato. Este anticorpe ( Gunn
&t al., 1980) acoplado a adrimicina pode suprimir efetiva -
¥ente o crescimento tumoral em ratos (Jones et al., 1981)

Ngste sentido, a disponibilidade de anticorpos monoclonais,
que reconhecem 2 epitopos separados em osteossarcoma 7917 ,
forzecem oportunidade para um ataque terapeutico duplo so -
bre aste tumor o que estd sendo realizado atualmente (Emble

ton ey al., dados nac publicados).

No decorrer desta investigagdo, diferen
tes ensaios para medir o potencial de iigagéo dos anticor -
bos moneoclonais anti-791T/36 e anti-791T/48 a células de di
ferentes linhagens tumorais, demonstraram regultados cons -
tantes. Entretanto a titulagdo dos 2 anticorpos purificados
per cromatografia de afinidade, demonstrou que anti-7917T/36
possul um potencial de ligagao a células 791T bem maior que
o de anti~7917/48 {(figura 3), embora os 2 anticorpos sao da
subclasse IgG2b (figura 4). Ao contréric do ensaio de cito-
toxidade complemento depeﬁdente, mediada por anticorpos mo-
noclonais (Tabela 10), enséios de radioligagao direta ou in
diretamente a células foram mais sensiveis para medir o po~
tencial dos 2 anticbrpos. De fato, com ensaio de citotoxida
da complemento-dependente, nio foi possivel detectar lisede
células 791T em teste de anti-7917/48, em forma de sobrena-

dante de cultura de hibridoma ou mesmo em concentragoes bai
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xas de anticorpo purificade (5ug/ml).

Com 0 uso de ensalos de radioligagdo dos

anticorpos marcados com 125

I {Tabela ll) e testes de inibi-~
gao com anticorpos "frics" (Tabela 12),Ifoi possivel estabe
lecer que anti-791T/36 e anti-7917/48 interagem com diferen
tes epitopos em superficie de células 791T, Estudos recen -
tes realizados através de citotoxidade complemento-dependen
te mediada por anticorpos contra células 7917, tem demons -
trado que 08 2 anticorpos agem sinergicamente para produzir
lise das células. Esses dados ewidenciam mais uma vez queos
2 anticorpos interagem com diferentes epitopos presentesnas
resmas células e nao em sub-populacdoes separadas. Dados se-
melhantes foram relatados por Hellstrom et al, (1981) com
anticorpos murinos anti-melanona humano-que reconhecem dois

determinantes antigénicos diferentes em uma glicoproteina ,

P37 presente na maioria das linhagens de melanoma humano.

Na Tabela 12 podemos verificar que o an
ticorpo monoclonal anti-carcinoma {(anti-HRT/18/33b) de b ~
lon, reativo também com células alvo de 791T, ndo foi capaz
de inibir a radioligaqaoide,anti—?QiT/36 ou anti-791T/48 a
esses alvos, © que sugere gue este anticorpo (anti~HRT18/2/
33b) reconhece um terceiro determinante em células de os -

teoséarcoma 7917,

Em vista do gue o anticorpo anti-7917T/36

possui maior reatividade com células 7917, quando comparado
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com anti-791T7/48 {(figura 3) e um nimero maior de suas molé-
culas, em condiqées de saturaqéo, se ligam por célula {Tabe
la 13), este anticorpo mostra um candidato melhor para ser
usado em estudos de localizagac i vivo de xenoenxertos de
osteossarcoma 791T em camundongoes imunodeprimidos. Dados i-
niciais relatados nas figuras 5 e 6, demonstram que anticor
pos lzsI-anti-?QlT/36 podem localizar in »viyvo © tumor cor -
respondente. Estudos recentes (Pimm et al., dados ndo publi
cados} tem estabelecido que esta localizagado pode ser visua
lizada com cintilografia- v 4o corpo inteiro. Os dados obti
dos no presente trabalho sac compariveis com dados relata -
dos por Hurwitz et al. (1979} utilizando anticorpo singenei
co para localizar crescimento de carcinoma do pulmaoc de Le-~
wis e com dados relatados por Moshakis et al. (198l) utili-
zando anticorpos monoclonais contra teratocarcinoma humano,

crescido em camundongos imunodeprimidos.

Contudo, as qualidades dos anticorposmo
noclonais anti-791T estudados, particularmente anti~791T/36
descritas no presente trabalho poderia recomendi-los como
portadores de agentes tergpeuticoé. Assim, mais estudos de-
vem ser realizados para aéaliar seu‘potencial em transporte
de drogas citotdxicas e toxinas bacterianas e de plantas vi
sando que esses procedimentos éodem ter como perspectiva um

infeio de terapia seletivamente direcionada ao tumor.
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h RESUMO E CONCLUSOES

1. Dois anticorpos monoclonais (anti-7917/36 e anti~791T/48)
foram preparados através de produgao e clonagem de hibridomas
de células somaticas de mieloma P3-NS1 de camundongo e célu =
las esplénicas de camundongos imunizados com a linhagem 791T
de osteossarcoma humano.

0s clones de hibridoma produtores de anti
corpos ({(anti-791T}, conforme detectados por radioligacdc com
125I~proteina A, foram testados a fim de verificar o modo de
expressao dos antigenos detectados. Os anticorpos obtidos mos
traram rea¢tes fortemente positivas com as linhagens 7917 .
788T de osteossarcoma, reagaes fracas com algumas linhagens de
cutros tumores humanos e reagoes negativas com fibroblastos do
doador da linhagem 791T e fibroblastos de outros doadores; he

macias humanas e de carneiro; e células mononucleares do san

gue periférice humano.

2. A reatividade dos anticorpos monoclonais (anti-791T/36 &
anti-7917/48) com antigenos de linhagens celulares de diferen
tes tumores humanos, e a n2o reatividade desses anticorpos com
antigenos da espécie humana'{aloantigenos), de histocompatibi
lidade (HLA), componentes de SFB, antigenos RBO dos grupos san
guineos, DR e Forssman sugere que os antigenos detectados por
antiéorpos monoclonéis S&0 tumor—associados que se expressam
20 acaso em tumores humanos independentemente do seu tipo hig

toldgico.
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3. 0Os anticorpos monoclonais (anti~791T/36 e anti-7917/48)
foram purificados a partir de sobrenadantes 408 hibridomas

791T/36/3 e 791T/48/15 através de cromatografia de afinida-
de com protelnaA-Sepharose. A subeclasse dos anticorpos puri
ficados determinada pela radioligagao da fase s8lida foi i-
dentificada como IgG2b com cadeia leve tipo K. Os anticorpos
purificados mostraram reatividade com células da ‘linhagem
791T em concentragdes crescentes de anticorpos a partir de
10 ng/ml. Entretanto, o anticorpo 791T/36 possui potencial

de ligagdo a células maior que o anticorpo 791T/48.

4. A reatividade dos anticorpos monoclonais, incluinde oue
tros dois anticorpos (anti-melanoma e anti-carcinoma de co~
lon} foi estudada através de ensaios de radioligacao direta
e indireta a diferentés linhagens de c¢é€lulas de tumores hu-
manos. O padrao da reatividade cruzada desses anticorpos e
a inibigao reciproca da radioligagao, mostra claramente que
08 anticorpos (791T/36, 7917/48 e HRT/18/2/33b) reconhecem

3 epitopos diferentes em células de osteossarcoma das linha
gens 791T e 788T. A inibig¢do da radioligagdo com soro do pa
ciente doador da linhagem 7917, indica gque peloc menos um
desses antigencs definidpé por anticorpos monoclonais nio &
reconhecivel pelo eixo humofal do sistema imunitério do pa-

ciente.

5. A determinagdo quantitativa de nilmero de moléculas de
anticorpo que se ligam aos determinantes antigénicos expres

$08 na superficie de uma célula de osteossarcoma 7917, indi
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cam que o nimero das moléculas do antigeno definido pelo an
ticorpo 791T/36 estd em torno de 10 vezes maior do que o

mesmo definido pelo anticorpo 791iT/48.

4, 0 estudo da distribuigéo do anticorpo (lZSI«anti—YQKDGS}
em depdsitos de osteossarcoma humano, linhagem 791T, em ca-
mundongos imunosupremidos, mostrou que este anticorpo pos -
5ui a capacidade de se localizar em enxertos de tumor .com
um potencial bem maior do que em tecidos normais. Caracte -
risticas deste tipo de anticorpos monoclonais poderiam reco
menda-los como carreadores de agentes terapduticos anti-can

cer.,.
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