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RESUMO

Uma preparacdo de proteinas de membrana plasmatica de células
tumorais obtida por processo original de vesiculacdo de membrana
celular é usada como antigeno especifico do tumor

Em sistema singénico protegeu 80% dos camundongos contra
indculo tumoral.

/ndculo tumoral ja estabelecido, em inicio de crescimento, é curado
em 70 a 80% com inoculacdo de antigeno de membrana com
adjuvante, em tumores experimentais de camundongo.

A imunoterapia adotiva especifica, isto 6, a transferéncia de linfdcitos
pré-sensibilizados, ndo protegeu camundongos contra tumor j§
desenvolvido. '

A Imunoquimioterapia adotiva, transferéncia de linfécitos de baco de
animal imunizados pelo tumor + 1 dose de ciclofosfamida foi
eficiente, curando 80% dos animais com tumor singénico jé
estabelecido, sendo que a ciclofosfamida apenas retarda
temporariamente o crescimento tumoral.

Este projeto ndo tem aplicacdo clinica, pois para o doente ngo se
dispoe de linfocitos isogénicos sensibilizados especificamente contra
seu cdncer. Esta sendo tentada a substituicdo de linfécitos T
sensibilizados por “Interleukin-2 " + ciclofosfamida. A “Interleukin-2"
€ obtida in vitro por agdo de macrdfago + linfécito T helper +
concanavalina A.

Experiéncias preliminares em tumores experimentais deram nitido
retardamento do crescimento dos mesmos.

Este produto esta sendo purificado e concentrado e produzido
especificamente com antigeno do préprio tumor. :

INTRODUCAO

Admite-se hoje que a mem-
brana plasmatica da célula de
tumores espontaneos ou
induzidos contém pelo menos
trés tipos de antigenos de
reconhecimento: antigeno
proprio da espécie animal,
antigeno fetal e antigeno
tumor especifico.

Apesar do sistema imuno-
competente do hospedeiro
manifestar reacdo imunologi-
ca especifica contra tumor,
este pode ter o seu cresci-
mento acelerado (enhance-
ment tumoral), retardado ou
até mesmo abolido. Supbe-se
que estes eventos dependem
de um equilibrio de sistemas
opostos, modulados por T
citotoxico efetor (T Killer) e
sistema inibidor desta ativida-
de (T supressor), sendo o efei-
to mediado por T helper,
macrofagos e células B pro-
dutoras de anticorpos.

O controle imunolégico do
crescimento de tumores expe-
rimentais vem sendo estuda-
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do hé& alguns anos no Labora-
tério de Pesquisa do INCa.

O presente trabalho relata
sumariamente as diversas eta-
pas j4 vencidas e o que no
momento se estd tentando
elucidar.

Imunizacdo especifica com
antigeno de membrana de
células de tumores :
experimentais. Prevengdo e
tratamento de camundongos
e ratos contra tumores
quimicamente induzidos

Por processo original de
nosso Laboratério é prepara-
do antigeno de membrana
plasméatica de células tumo-
rais sem contaminacdo com
organelas celulares (6, 7).

Esta proteina antigénica de
membrana confere imunopro-
tecdo especifica contra o
tumor no animal inoculado,
em sistema singénico, sem o
aparecimento do fendémeno
de enhancement.

A obtencdo do antigeno é
conseguida por vesiculagdo

da membrana da célula quan-
do posta em solugéo de glice-
rina a 40% em presenca do
fon CA*™ . As vesiculas forma-
das (Fig. 1A) sé&o liberadas,
sem romper a célula, em
homogenizador tipo Potter
(Fig. 1B), sendo isoladas por
centrifugacdo em gradiente
de sacarose e suspensas em
solugdo fisiolégica (Fig. 1C).
Todas estas operagOes sdo
seguidas por microscopia de
fase.

sacarose.

Figura 1 — Microfotografia, em
contraste de fase, de etapas da-
preparagcdo de fracdo de membrana
plasmatica da célula tumoral (x
500). A — Vesiculagdo da
membrana celular. B — Separacdo
por homogenizacdo das vesiculas,
sem ruptura celular. C — Vesiculas
purificadas em gradiente de




A pureza da preparacgdo, a
sua nao contaminacdo com
residuos nucleares, mitocon-
drias, lisosomas e reticulo
endoplasmatico foi controlada
por dosagens de enzimas
marcadoras das diversas
organelas e por microscopia
eletronica.

Sua acdo imunogénica é
potencializada por adjuvantes.
Foram usados o adjuvante de
Freund completo ou a fracéo
P40 de Corynebacterium gra-
nulosum.

Em camundongo isogénico
a injecdo s.c. de- 400rg de
proteina da fracdo antigénica
com adjuvante de Freund, em
intervalo de sete dias, protege
60 a 100% dos animais con-
tra a inoculacdo de 7 x 10%
células tumorais singénicas
feita 10 dias apds a Ultima
dose de antigeno. Em todos
0s animais-controle, que so
receberam o adjuvante, o in6-
culo tumoral cresceu normal-
mente.

Experiéncias similares fei-
tas com tumor sélido de rato,
também em sistema singéni-
co, forneceram resultados
semelhantes.

Com tumores de simplifica-

cao antigénica, que crescem
em qualquer estirpe de
camundongos, como o tumor
ascitico de Ehrlich, a eficién-
cia de protecdo com o antige-
no de membrana variou com
0 gendtipo do animal usado:
100% de protecdo no camun-
dongo B10 D,, 78% em B10
A, 75% em Cb57, 32% em
DBA (7).
- A demonstracao de sensibi-
lizacdo de linfécitos como
consequéncia da inoculacdo
de antigeno de membrana foi
feita pela demonstracdo de
citotoxicidade dos mesmos e
com a transformacao blastica
em presenca de células tumo-
rais tratadas com Mitomicina
C. Em ambas as técnicas foi
usada 3H-timidina na avalia-
cdo dos resultados (7).

Com base nos resultados
anteriormente obtidos resol-
veu-se verificar a acdo tera-
péutica do antigeno de mem-

60

brana contra tumores (4). Foi
usado como adjuvante a fra-
cdo P4, de Corynebacterium
granulosum, gentilmente
enviada pelo Dr. Bizzini, do
Instituto Pasteur, por ser fra-
cdo purificada e n&o produzir
reacOes alérgicas e ter efeito
adjuvante semelhante ao anti-
geno de Freund.

O tumor ascitico Mec I,
induzido em camundongo iso-
3énico B10 A foi usado no
presente experimento.

Camundongos B10 A
foram inoculados por via i.p.
no dia O com 5 x 10° células
viaveis de tumor singénico
Mec II. Trés dias ap6s foi ini-
ciado o tratamento, pois ja ti-
nhamos a comprovagdo de
que as células tumorais se
multiplicavam exponencial-
mente neste periodo.

Imunoquimioterapia adotiva
especifica com linfécitos
sensibilizados

Foi verificado que a simples
transferéncia dos linfocitos
sensibilizados e inoculados
por via i.p. ndo fazia a regres-
sdao de tumor subcuténeo inci-
piente em sistema singénico.
Por outro lado, ciclofosfamida
em dose Unica de 200 mg/kg
apenas retardava o cresci-
mento do tumor, ndo impe-
dindo a sua evolucdo (1, 3).

Quando usados em asso-
ciacdo (2, b) ou seja, fazendo
a transferéncia de linfocitos
sensibilizados pelo antigeno
de membrana de tumor segui-
da da injecdo, pela mesma
via, de Ciclofosfamida 200
mg/kg foi conseguida a
regressao de tumor em 80%
dos animais. Nos grupos de

ESQUEMA EXPERIMENTAL

Grupo |Tratamento

Regressao
de tumor (%)

1 | 300 a 400u g de proteina de membrana
plasmatica + 100p g de fragdo P, de

G. granulosum via i.p. 70 a 80
2 | 300 a400u g de proteina de membrana

plasméatica via i.p. 0]
3 | 100pugde fracdo P, de C. granulosum viaip. 0
4 | Salinaviai.p. 0

O esquema acima mostra
que a fracdo de membrana
plasmatica e P%° foi efetiva na
regressao de tumor em cerca
de 70 a 80% dos animais tra-
tados, em um periodo de
observacdo de 90 dias.

Os linfécitos dos animais
regressores  apresentaram
transformacdo blastica (medi-
da por *H Timidina) em pre-
senca de células tumorais tra-
tadas com Mitomicina C
enquanto que 0s animais por-
tadores apresentaram células
supressoras no baco, o que
foi verificado pelo teste de ini-
bicdo de migracdo de macro-
fagos (MIF) (4).

controle o tumor teve evolu-
¢do normal.

O tratamento foi iniciado
apoOs cinco a seis dias de ino-
culacdo de 5 x 10° células
vidveis de tumor Mec |l
segundo o esquema seguinte

O periodo de observacdo
foi de 90 dias.

Como é demonstrado aci-
ma, a associacao de ciclofos-
famida com linfocitos sensibi-
lizados pelo antigeno de
membrana tumoral produz
regressdo em 80% de tumo-
res ja estabelecidos.

Segundo literatura atual, o
efeito desta associacédo (Imu-
noterapia especifica + Ciclo-
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fosfamida) (7) se deve a maior
sensibilidade dos precursores
de.T supressor ao imunosu-
pressor ciclofosfamida (2),
permitindo a acédo citotdxica
da célula T sobre a célula
tumoral.

concentracdo circulante do
inibidor acima do normal ou
um bloqueio na sintese de
IL-2, mediado -por células
supressoras, Com um compro-
metimento na geracédo de lin-
focitos citotdxicos.

Grupo | Tratamento % de animals
com tumor

0,5 ml de solucéo fisioldgica por via i.p. 100

2 0,5 ml de solucdo de 200 mg/kg de ciclofos-
famida por via i.p. 80

3 0,5 ml de suspenséo de 5 x 107 linfécitos
+ solucdo de 200 mg/kg de ciclofosfamida
por via i.p. 20

Uso de "_/nter/euk/'n-Z" em
substituicdo a linfdcitos
sensibilizados

A transferéncia de linfocitos
especificamente pré-sensibili-
'zados ndo apresenta valor cli-
nico, pois ndo pode ser usada
em pacientes, j& que é exigida
isogenicidade dos linfécitos
para evitar uma reacdo aos
antigenos de histocompatibili-
dade (doenca enxerto. X hos-
pedeiro). Outro esquema foi
entao projetado: a substitui-
cdo de linfoécitos sensibiliza-
dos por doses de
“Interleukin-2"".

A “Interleukin-2” (IL-2) é
um fator inespecifico liberado
por linfécitos T helper em pre-
senca de macroéfagos e anti-
genos ou lectinas como Con
A, PHA e outras (9, 13). A
transformacéo bléastica e a
proliferacdo de linfécitos cito-
toxicos /n vitro e provavelmen-
te /n vivo sdo dependentes da
producado desse fator.

Animais normais apresén-
tam no plasma uma glicopro-
teina capaz de bloquear a
acdo da IL-2 (11). A producéo
desse inibidor é timo depen-
dente e efetuada provavel-
mente por células supresso-
ras (10, 11). Fundamenta-se
entdo a hip6tese de animais
portadores de tumor, ou outro
antigeno, apresentarem uma

O projeto agora em desen-
volvimento no nosso Labora-
torio, inoculacao de IL-2 +
Ciclofosfamida, justifica-se
teoricamente, pois a inocula-
cdo de IL-2 deve produzir pro-
liferacdo de T citotoxico (subs-
tituindo, portanto, a injecao
de linfécitos pré-sensibiliza-
dos) e a injecdo de ciclofosfa-
mida, bloqueando T supres-
sor, desfaz possivelmente a
acdao anti-lIL-2 do soro do
animal.

A IL-2 é obtida a partir de

células de bacos de camun--

dongos B10 A cultivando-se b
x 108 células/ml de meio
RPMI-1640 suplementado
com 0,5% de FCS, glutamina,
asparagina, piruvato, B-mer-
captoetanol e 5 ug/ml de Con
A. Apbds 48 hide cultura em
atmosfera de 7% de CO, o
sobrenadante centrifugado a
12000g e adsorvido em
Sephadex G-75 é precipitado
com (NH#*)2S0*. A fracéo pro-
téica é dissolvida e dialisada
em PBS Esta preparagdo con-

tém IL-2° semipurificada e
concentrada de 15 a 30
vezes.

Nas experiéncias prelimina-
res de substituicdo de linféci-
tos sensibilizados por IL-2, foi
observado um retardamento
nitido do crescimento do
tumor, num periodo de obser-
vacdo de 30 dias, o que justi-
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fica o prosseguimento de
experimentos usando ndo soé
I[L-2 mais concentrada e puri-
ficada como também [L-2
especifica (produzida pelo
antigeno de tumor).

SUMMARY

Proteins from plasmatic membra-
ne of tumor cells were obtained by
blistering the membrane of tumors
cells and used as tumor antigen.

/n a syngeneic system, the inocu-
lation of the prepared antigen resul-
ted in- 80% protection of mice
against tumor challenge.

Eradication of established tumors
was obtained with the same antigen
material.

Adoptive specific immunotherapy
by the inoculation of spleen cells of
immune mice or Cyclophosphamide
alone were ineffective against esta-
blished syngeneic tumor.

Adoptive chemoimmunothera-
py-spleen cells of immune mice +
Cyclophosphamide eradicated 80%
of established syngeneic tumor.

Considering = the possibility of
similar procedures being employed
in patients, we are trying, in mice
bearing syngeneic tumor to change
the spleen lymphocyte injection by
“Interleukin-2"" produced “in vitro”
with macrophage + T helper and
Con A.

Preliminary data on established
tumors results in a very clear delay
of tumor growth as compared to the
control group.

We are now trying to prepare
pure “Interleukin-2" produced with
tumor specific antigen.
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