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PRODUCAD E APLICACAO DE ANTICORPOS MONOCLONAIS RADIOMARCADOS EM MEDICI-~
NA NUCLEAR

Iracelia Torres de Toledo e Souza e Helena Okada

RESUMO

Revisa-se os fundamentos da metodologia de produgac de Anticorpos
Monoclonais, alguns conceitos imunologicos impartantes para o entendi-
m-nto do que € um anticorpo monoclonal, a radioiodagdo e usos  desses

radiofarmacos en medicina nuclear.

PRODUCTION AND RADIOIODINATION OF MONOCLONAL ANTIBODIES AND ITS APPLICA
TIONS IN NUCLEAR MEDICINE

ABSTRACT

The basis of the monoclonal antibody production methodology, some
immunological concepts which are important for the understanding of
what is a Monoclonal An*  oody, its radioiodination and acceptarnce as
receptor-specific radiopharmaceuticals in nuclear medicine are re -
viewed.

INTRODUGAO

A idéia de usar anticorpos radiomarcados no diagnostico e terapia
do cancer surgiu em torno de 1945 com o inicio da Medicina Nucl-ear(Stn_i
deler e lLarson, 1985).

Presman e col. (1953) e posteriormente Bale e col. (1955) utiliza
ram anticorpos radiomarcados na detegao do cancer em animais. Contudo
a aplicagao desses reagentes ficou prejudicada pela limitagao do conhe
cimento de metodos imunolégicos, incluindo a prodigdo de anticorpos es
pecificos e preparagao de antigenos, associados a tumor, bem definidos.

A combinagido do desenvolvimento de antigeno especifico associado
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a tumor CEA ("carcino-embryonic antigen") e do método -de radicimunoen -
saio, associagao das caracteristiczas de certas reagoes imunolcgicas as
extremas sensibilidade e precisac das medidas fisicas da radiocativida -
de, descrito por Yalow e bBerson (1960) possibilitou estudos ulteriores
de marcagao de anticorpos contra alguns antigenos associados a tumo ~
res (Gol e Freedman., 1965, Primas e col. 1973, Goldenberg e col.,1978).

Estes anticorpos, porem, por serem policlonais, localizavam-se en
tecidos tumorais e nao tumorais, dificultando a caracterizagao precisa
da imagem. Douillard e col. (1585).

0 advento da Tecnologia de ribriaomas (Kdhler e Milsteir, 1975), e
a subsequente disponibilidade de anticorpos monoclonais contre um Gnico
determinante antigenico humano, podendo carregar radionuclideos especi-
ficamente para celulas ou orgaos, possibilitou a produgao de radiofarma
cos altamente especificos.

Usando tratamento enzimatico a molecula de anticorpo (IgG) purte
ser quebrada em varias partes produzindo fragmentcs de imunoglobuli -
na que mantem a especificidade eliminando a ligagao inespecifica. Em rfe
dicina Nuclear utiliza~se o fragmento em vez do anticorpo no Sseu tcdo
(Larson e col, 1983 a).

A molécula do fragmento, além de melhorar a imagem, € depurada co
sangue mais rapidamente (Larson, 1985). Estudos  de distribuigao ani-
mal atestam que fragmentos radiomarcacos sao fac lmente rerovidos da
circulagao (Knigh e col, 1983). Para a marcagao desses fragmentos poue-
se utilizar uma variedade de radionuclideos (Sfakimianakis e Deland ,
1982). Fragmentos marcados com tragadores emissores gama e canjugados a
cintiligrafia permitem diagnosticos funcionais e precisos. Quando marca
dos com tragadores emissores alfa e beta, sao usados como agentes tera-
peuticos (larson e col, 1983 b, Carmasquillo e col., 1984),

Uma relacdo dz madionuclideos usados na imagem e terapia (Stredler
e Larson, 1985), podem ser abservados na Tabela 1 e Tabela 2,

PRODUGAO DE ANTICORPOS, CONCEITOS BASICOS

A produgdo de articorpos € apenas um dos aspectos da resposta imuy
nologica a agentes estranhos. As substancias capazes de desencadear a
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reagao do sistema imunologico siao denominadas antigenos. A resposta do
organismo ao reconhecer um antigeno e produzir uma proteina chamada an-
ticorpo.

Os mecanismos celulares que levam a produgao de anticorpos camo res
posta a um determinado antigeno sao camplexos, porem, camo nao sao im -
portantes para o entendimento da tecnica de produgao de anticorpos nao
serdo aqui descritos. Analiza-se apenas camo sido vistos os antigenos pe
los anticorpos.

Antigenos - aparentemente o unicc requisito para que uma substan -
cia seja antigenica € ter um tamanho minimo, de preferencia uma macromo
lécula de peso molecular superiar a 10.000 daltons. As macramolécu -
las possuem, na sua sequencia geral, pontos especificos denominados de-
terminantes antigenicos ou epitopos.

Anticorpos - sao proteinas globulares chamadas imunoglobulinas. E-
xistem 5 classes de imunoglobulinas: IgG, IgM, IgA, IgE e Igh cujas mo~
leculas diferem entre si quanto a sequencia primaria e o numero de ca -
deias peptidicas que as constituem.

A presenca de um antigeno especifico desencadeia um estado de aler
ta em celulas especializadas denaminadas linfocitos que tem a proprieda
de de reconhecen seletiva e precisamente, as substarcias estranhas.Estao
equipados e programados para produzir apenas um tipo de anticorpo espe-
cifico, mesmo que nunca tenha sido exposto a este antigeno. Irata-se de
uma predestinagdo genetica de cada linfocito.

Lxistem dois tipos de linfocitos, os linfocitos B e os linfocitos
T cam alguns subtipos; samente os linfocitos B secretam anticorpos. A
principal funcac das celulas T € regular a resposta imune das células B.

(s linfocitos possuem receptores nas membranas que permitem a inte
racao com as moleculas do antigeno.

En um organismo existem milhoes de linfocitos B distribuidos pelos
varios tecidos linfoides e sangue circulante. Um linfécito B expres -
sa em sua membrana um sO tipo de receptor e os descendentes deste linfé
cito continuam expressando o mesmo receptor formando o que se chama um
clone de linfocitos e esta geneticamente preparado para produzir um Gni
co tipo de anticorpo para este clone. Cada determinante antigenico ati-
vara o clone cujo receptar lhe seja camplementar. Como existem milhoes
de clones diferentes e multiplicidade de determinantes antigenicos no
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antigeno havera formagdo de milhGes de anticorpos diferentes, cu seja ,
um anticarpo policlonal.

Por varias razoes e desejavel, em lugar de uma mistura de anticor-
pos, obter um unico anticorpo, puro, moncespecifico, produzido por um U
nico linfocito, ou clone dele derivado, ou seja, um anticorpo monoclo -

nal.

PRODUGAQ DE. ANTICORPOS MOMOCLONAIS

Os detalhes técnicos precisos da produgdo de anticorpos monoclo -
nais sao descritos por Fazekas e Scheidegger (1980).

BEn principio a produgao de anticorpos monoclonais poderia ser fei-
ta pelo isolamento e cultura de clone. Na pratica, porem, este procedi-
mento € inviavel pois os linfocitos B sao células que nio se mantém em
cultura por mais de alguns dias.

Bm 1975 Kbhler e Milstein encontraram uma forma original para con-
tornar o prcblema. Bm lugar de cultivar linfocitos pramoveram a fusao
dos linfocitos B cam celulas neoplasicas de mieloma. As celulas hibri -
das resultantes, denominadas hibridomas, possuem as mesmas caracteristi
cas das células parentais, sintetizam anticorpos e mantem-se em cultura
por tempo indeterminado.

Células necplasicas de mielama - sao celulas linfoides tipo B que
se prestam ao cultivo mas secretam grande quantidade de imunoglobulinas,
o. seja, anticorpos, exatamente por serem linfocitos B, Os anticor -
pos produzidos sao monoclonais, pois resultam da proliferagio e secre -
¢ao de um Unico clone de células. Sio monoclonais para os quais o 1info
cito que sofreu transformacao neoplasica estava programado.

Recentemente conseguiu-se mutantes desses mielomas que nao secre -
tam anticorpos. S3o linfocitos necplasicos ndao produtores.  Sobrevivem
em cultura e s3o usados na fusdo celular com linfocitos ndo neoplasicos.

Tres linhagens de mielomas, derivadas de camundongos Sao normalmen
te usadas. Essas linhagens de celulas mutantes ja estao estabelecidas '
em cultura. S3o linfocitos neopliasicos nao produtores usados ma  fusdo
celular com linfocitos rnao neoplasicos.

Linfocitos ndo neoplasicos ~ Os linfocitos imunes sdo obtidos atra
veés da imunizacdo em animais de laboratorio.
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Para a obtencac de anticorpos cam a especificidade e titulo deseja
dos, imunizam-se varios animais, camundongos da linhagem isogenica
BALBc, ao mesmo tempo.

Os camundongos sao injetados intraperitonealmente com o antigeno
em adjuvante campleto de Freund em intervalo de 3 semanas, seguidas de
uma injecao intravencsa 3 dias antes de realizar a fusao celular, isto
porque as celulas em fase de crescimento logaritmico (multiplicagao a-
tiva) fornecem uma fonte de células em um estado metabolico altamente
reprodutivel. E recessario sincronizar a fus3o cam o maximo de prolife
racao das celulas formadoras de anticorpos.

Para avaliar a respesta dos animais injetados, pode-se utilizar di
ferentes tecnicas (imuncensaio ELISA, imunoflucrescencia, radioimunoen-
saio) levando-se em conta as facilidades operacionais. De um mode geral
a técnica mais usada para esta avaliagdo e o imunoensaio ELISA.

Selecionam-se os melhores respondedores. Alguns desses animais as-
sim selecionados servirdo a produgao de anticorpo policlonal. Outros se
rao empregados nos experimentos de fusao celular.

Fusdo celular - Bm condigOes estéreis o animal imunizado & sacrifi
cado, seu bago removido e dele € preparada uma suspensao de celulas ri-
ca em linfocitos imunes. Apos misturar estas células can as de mieloma,
utiliza-se polietilenoglicol (PEG) para a fusao celular (Lopes e Alves,
1984),

Acontece que os eventos da fusao celular sao incontrolaveis. Pode-
rao fundir-se linfocitos com linfocitos, mieloma com mieloma e mielo -
ma com linfocitos. Algumas células de linfocitos e de mieloma nio  se
fundirao.

As cclulas hibridas de interesse, mielama - linfécito, sdo selecio
nadas atraves do cultivo.

As celulas hibridas linfocitos com linfocitos e os linfocitos que
nao se fundiram nao crescem em cultura e sao autamaticamente eliminadas.

Os hibridos mieloma com mielana e mielama que nao se fundiu sidc e-
liminados atraves de cultivo em meio seletivo HAT (hipaxantina, amincp
terina e timidina). Isto acontece pargue a célula para se reproduzir de
ve sintetizar uma molécula de DNA (acido desoxirribonucleico). A sinte-
se do DNA é feita por 2 vias metabOlicas: via "de novo" e via "de salva

G&,n .
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Para a sintese de DNA pela via "de salvagao" e necessario o enzima
HGPRTase (hipoxantina guanina fosforibosil transferase) codificado por
um gene localizado no craomossama X. Mielomas mutantes tem mutagOes exa-
tamente neste gene, de modo que nao possuem O enzima e sG podem sinteti
zar o UNA pela via "de novo". Ocorre que a aminopterina, um dos campo =
nentes do meio seletivo HAT tem a propriedade de inibir a sintese  do
DNA pela via "de novo'. Serdo geneticamente incapazes de sintetizar o
DNA pela via "de salvagao” e estando a via "de novo" bloqueada pela ami
nopterina as células de mieloma desaparecem da cultura.

Como os genes do linfocito possibilitam a formagdo de HGPRTase nor
mal, embora a via "de novo" esteja bloqueada, a sintese do DiWA pode ser
feita pela via "de salvagao" assim os hibridos linfocitos - mielama sdo
as Unicas células a sobreviverem. Desta forma na cultura restardo ape -
nas os hibridos linfocitos - mieloma.

Muitos hibridos ndo produzirdo anticorpos porque das fusoes ao aca
so pode ficar excluido do hibrido os cramossomos dos linfocitos respon-
saveis pela codificagdo dos anticorpos. Outros hibridos produzirdo anti
carpos das mais diversas especificidades contra quaisquer antigenos a
que o camurdongo fornecedor de linfocitos imunes tenha sido exposto em
sua vida. Apenas uma parcela de hibridos produzird anticorpos contra o
antigeno desejado. Portanto entre os milhares de hibridos € necessario
separar apenas os produtores de anticorpos contra o antigeno desejado.

Para selecionar os hibridos produtores de antigeno desejado deixa-
se a suspensao de celulas fundidas crescerem por um certo periodo para
que os hibridos se multipliquem aumentando a sua populagao. Amostras des
sa suspensao sac distribuidas em placas de plastico contendo 96 pogos .
Apos o desenvolvimento das colonias nos pogos testa-se o sobrenadante '
dos hibridomas para avaliar a presenga de anticarpos de interesse. En -
tre os testes disponiveis - imunoenzimatico ELISA, imunofluarescencia e
radioimunoensaio.

Identificados os pogos que contem hibridomas positivos para a pro-
dugao do anticorpo de interesse faz-se a clonagem por diluigao limitan-
te, Obtendo-se um pogo com uma unica celula, todas as células oriundas
de sua multiplicagdo pertencerdo a um mesmo clone. 0s anticorpos que e-
las produzirem serdo anticorpos monoclonais. Selecionam-se os melhares

clones.
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A quantidade de anticarpos de um pogo € minima mas pode ser amplia
da tanto "in vitro" camo "in vivo"."In vitro" basta cultivar as celulas
hibridas excretoras em garrafas de plastico e "in vivo" inoculando - as
na cavidade peritoneal de camundongos isogenicos BALBc. Esses hibridos
sendo celulas neopldsicas se multiplicardc na cavidade como se fossem '
tunares, mielamas, e secretarao anticarpos para a cavidade (fluido asci
tico).

Os hibridos secretores produzidos podem ser congelados em nitroge-
nio liquido par um longo periodo de tempo.

PURIFICAGAO DOS ANTICORPOS MONOCLONAIS

Para determinados fins requer-se a avaliagao da pureza dos anticor
pos monoclonais. Podem ser purificados tanto os cultivados em garrafas
de plastico camo os obtidasem fluido ascitico.

As tecnicas de purificagac apropriadas siao determinadas previamen-
te de acordo cam a classe de imunoglobulinas.

A maioria dos anticorpos monoclonais usados em Medicina Nuclear
830 da classe IgG obtidas do fluido ascitico (Larson e col., 1983.,Bro-
wn e col., 1981,, Khaw e col,, 1886).

Os anticorpos monoclonais (isotipo IgG) sao isolados do fluido as-
citico por cromatografia de afinidade em sepharose proteina A de acordo
com as técnicas descritas por Ey e col. (1978).

A pureza das IgG assim isoladas é verificada em gel de poliacrila-
mida com dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE),

0 grau de pureza € determinado pela leitura de densidade optica a
280 nm usando coeficiente de extingdo 1% = 1,

FRAGMENTOS DE IMUNOGLOBULINA

IgG € a proteina imune predaminante na circulagio sanguinea. Mais
de 80% dos anticorpos monoclonais usados em Medicina Muclear sao desta
classe (Strudler e Larson, 1985). Usando tratamento enzimatico a molécu
1a de IgG pode ser quebrada em varias partes produzindo a que se conven
cionou denominar fragmentos de imunoglobulina,
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A clivagem papainica (Starworth e Turner, 1978) € um dos melhores
procedimentos para se produzir {ragmentos definidos de IgG.

A papaina € uma protease tiol, isto €. possue um grupo SH tornando-
se necessario a pres.nga de um agente redutor como cisteina, mercaptoe-
tanol ou ditiotreitol para sua ativagao. Esses agentes exercem acao re-
dutiva sobre as pontes dissulfidicas e a extensao desses efeitos depen-
de do agente redutor e sua concentragao.

Para seguranca maxima da ativicade enzimatica € de boa pratica se-
questrar seletivamente cations divalentes com LDTA (etilenodiominotetra
acético). A digestao € encerrada por alquilagdo irreversivel do grupo
tiol da pamaina conm iodoacetamida. bste procedimento € monitorado por
SDS-PAGE. Separagao dos fragmentos - O fragmento Fab ("Fragment anti -~
gen binding'') pode ser separado da molécula intacta de IgG e da porgao
remanescente de IgG chamada Fc {fragmento cristalizavel) par coluna de
sepharose proteina A e cramatografia de troca ionica (Goding, 1986).

RADIOMARCAGAD

0s radionuclideos de iodo usados por muitas décadas para marca -
cao de hormonios proteicos (Greemwood e col, 1963) no radioimuncensaio,
sao tambem utilizados na marcagao de anticorpos monoclonais (Larson e
col., 1983 a, 1984, Chatal e col., 1984).

Os sistemas de marcacdo mais usados para os hormonios proteicos no
radioimunoensaio: cloramina T (Greemwood e col., 1963), lactoperoxidase
(Marchalonis, 1369) e Iodogen (Fracker e Speek, 1978) se aplicam tambem
na marcagao de anticorpos monoclonais.

Entre os sistemas de marcagio mais usados, o mais conveniente para
o8 anticorpos monoclonais de um modo geral e para anticorpo monoclo -
nal antimiosina em parcicular, € a radioiodagdo pelo método de Iodogen
(Haisma e col., 1986).

0 iodogen (1, 3, 4, 6 ~ tetracloro - 3a - 6a - difenilglicoluri -
la) intervem na iodacao rdapida em fase solida (potencialmente mencs
destrutiva) em solugao aquosa de iodeto e proteina. £ preparado em sol-
vente organico e distribuidos em tubos dc reacac secos a 25¢C. Forma-se
um fino filme na base. Pode-se preparar previamente os tubos de reagao
para uma estocagem de até 12 meses a 49C. O Iodogen permanece em fase
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solida durante a reacao de iocdacao e a proteina e difundida na area em
que esta contido o reagente. A reagiao € interrampida pels simples remo-
¢a0 do produto marcado do tubc .le reagao.

Para a marcagao de anticarpos monoclonais utiliza-se, no lugar do
tubo, um frasco (20 ml) de reagao. No frasco, reve com Iodogen,pre
parado previamente, adicionam-se 1-131 e o anticarpo monoclonal. O Iodo
gen permanece em fase solida durante a reagao e o anticorpo monoclo -
nal € difundide na area em que esta contido o reagente. Apos 5 minu -
tos de incubagao adiciona-se ao frasco uma suspensao de resina de troca
ionica (Agl - X 8) que possue alta afinidade pelo iodeto. Apos 1 a 2 mi
nutos a suspensao de resina € filtrada em membrana millipore (0,22 um )
transferida a outro frasco (20 ml) esteril e nao revestido, ocbtendo-se
um produto final esteril apirogenico pronto para o uso.

Os percentuais de iodo livre e incarporado ao produto, antes e a -
pos a adigao da resina sdo testados atraves do sistema de cromatografia
1{quida de alita resolugao (HPLC-ATSK 3000 cam monitor de UV e  detetor
de radiagao), coluna de 30 on e tampao fosfato 0,2 M pH 7,2 cono eluen-
te (Haisma e col., 1986).

CONTROLE DE QUALIDADE DO FRAGMENTO FAB RADIOMARCADO

Apos a marcagao do fragmento Fab a preparagdc e submetida a proce-
dimentos de controle de qualidade para avaliar as caracteristicas de pu
reza radioquimica, radioimunorreatividade, esterilidade e apirogenicida
de.

Pureza radioquimica: - Os niveis de iodeto livre das preparagdes '
de anticorpo radioiodados podem ser determinados por varios sistemas en
tre 08 quais cromatografia de camada delgada silica gel ITIC-SG (Gelman
scientific Ann Arbor, MI) e NaCl 0,9% (Kazikiewicz e Zimmer, 1987),

Radioimunorreatividade: - £ impartante que os procedimentos quimi-
cos da radioiodagdo ndo destruam a afinidade do anticarpo para o antige
no, isto €, que o anticorpo radioiodado mantenha a radioimuncrreativida
de. A radiomunorreatividade é medida de acordo com o método de Lind -
mo e col, (198u4).

A ligagdo antigeno - anticorpo € medida apos a incubagdo a 49C por
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4h do anticorpo monoclonal radioiodado em uma concentracao canstante
cam uma serie de diluigdes, concentragbes crescentes de células origina
das do antigeno especifico. Apos a lavagem das células, por 2 vezes uti
lizando-se soro albumina (B.S.A. 0,3%), determina-se a radioativida -~
de em Contador Gama. Os resultados sao expressos came percentagem de 1i
gacao de radicatividade total.

A radioimunorreatividade de alguns anticorpos monoclonais entre e-
les o anticorpo monoclonal contra miosina cardiaca humana, pode ser de-
terminada por afinidade em coluna cramatografica. Uma aliquota do anti-
corpo monoclonal radiciodado e aplicada a coluna, apropriada para cada
caso, e eluida com solvente adequado. A radicimunorreatividade e defini
da camo a percentagem de anticorpos aplicados e percentagem de anticor-
pos retidos na coluna (Haisma e col., 1986).

Preparagoes com pureza radioquimica acima de 95%, isto €, livre de
iodo ndo reativo e produtos de degradasao da proteina e can afinidade
ao antigeno (imunorreatividade) sao submetidas a testes de esterilidaie
(USP) e de apirogenicidade (metodo de Limulus Amebocyte Lysate (LAL)).

0 produto final com pureza radioquimica acima de 95% e imunorreati
vidade apreciavel, desde que esteril e apirogenico, pode ser injetado '

em pacientes.

APLICACAO CE FRAGMENTOS FAB RADIOIODADOS EM MEDICINA NUCLEAR

Os fragmentos Fab radiomarcados sao usados para localjzagao de tu-
mor (Wright e col., 1979) e tambem para a imagem do miocardiv (Khaw e
col., 18976, 1979),

Conceitualmente, a transformagao maligna pode ser acampanhada por
mudancas fenotipicas celulares que incluem perda de camponentes normais
cu ganho de cutrus nao expressos na celula, Este componente neoexpres =
80, se for reconhecido pelo sistema imune como estranho € um antige -
no tumoral.Antigeros associados a tumores podem ser isolados pelo méto
do desenvolvido par Order e col. (1973). Antigenos tumarais tais camo
(h0G) ganadotrofina corioni-za (Goldenberg e col., 1980, Bagshave, col,
1980) e (AfP) alfa feto proteina (Primus ¢ col., 1980; Kim e col.,1980;
Koji e col., 1980) sdo usados na produgio de anticorpos especificos. Lo
calizam~se nos tumores atraves dos antigenos correspondentes.
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A aplicagao desses radiofarmacos em terapeutica, embora limitado,
(Oder e col., 1980) encorajam a pesquisa no tratamento do cancer.

Experimentos terapeuticos ulteriores desenvolvidos por Larson e
Col., (1983); (1985) demonstram o potencial desses radiofarmacos na ra-
dioimunoterapia de cancer humanc. Um exemplo classico de diagnostico ra
dioimunologico de tecido n3o maligno € a detegao de infarto do miocar-
dio pcr fragmentos radiomarcados para a miosina (ihaw e col., 1976 ;
1979). Miosina e a proteina mais abundante nas celulas cardiacas (Katz,
1970). Apos o infarto do miocardio, o dano irrepardvel as celulas con-
duz a wn aumento na permeabilidade da memcrana celular miocardial permi
tindo a entrada de macromoleculas, o que nao acontece cam o miocardio
normal. Se a molécula extracelular € um anticorpo monoclonal para um
componente intracelular, concentra-se dentro do tecido danificado. As-
sim um anticorpo monoclonal para miosina cardiaca identifica necroses
do miocardio por localizar-se nas membranas das células danificadas. Es
sa localizacao identificada por cintilografia, permite diagnostico e a
avaliacao rapidos nos quadros de infarte. Neste sistema os componentes
intracelulares s3o usados como antigenos para o imunodiagnostico.

A técnica de tragador radicativo conjugado a cintilografia, 99Mre
tetraciclina (Holman e col., 1973), 99mI‘c glucoheptonato (Rosman e
col., 1975) ja e usada no diagnostico do infarto do miocardio. O maior
sucesso desses radiofarmacos ocorre cam o M, pirofosfato (Parkey e
col., 1874 ; Coleman e col., 1976), porem a sua especificidade ndo e ex
clusiva para infarto do miocardio. Pode ocorrer no misculo esqueléti -
co (Pugh e col., 1976) e carcinama do pulmao (Harford e col., 1977) e a
sua concentragao no infarto do miocardio nao e proporcional a nivel de
necrose miocardial (Marcus e col., 1976).

0 fragmento de antimiosina cardiaca humana radioiodado, concentran
do-se dentro do tecido danificado € o agente ideal para a visualiza ~-
¢ao do infarte miocardial (kKhaw e col., 1976),

0s anticorpos monoclonais sao extremamente espec¥ficos, porem sua
especificidade € para epitopos antigenicos e ndo para a moléecula o que
faria supor uma reduca- substancial da sua localizagdo. Foi observado ,
porem, una localizacao elevada no infarto miocardial canino ( khaw e
col., 1983, sugerindo que a quantidade de anticorpo monoclonal antimio-
sina ligada ndo esta diminufda, visto que existe um excesso de epitopo
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de miosina em relagio a concentragao de anticorpo usado (Khaw e col. ,
1984).

Os anticorpos monoclonais sao obtidis em camundongus de farma roti
neira, entretanto seria desejavel que fossem de arigem humana para a
sua administragao em pacientes. Até agora, parem, embora COm Progressos
neste sentido (Olsson e Kapla, 1980) nao se conseguiu ainda a linhagem
humana adequada aos experimentos de fusao camo as linhagens de camandon
gos.

Quando se injeta anticarpo de uma espécie animal em outra, esta ul
tima o reconhecera camo substancia estranha, ou seja, cano um antige -
no e contra ele produzird anticorpos que recebem o name de anticorpos '
antiidiotipicos porque reconhecem o idictipo (porgao do anticorpo - an-
ticorpo 1 - que contem os sitios de ligacdo do antigeno). As reagoes a-
lergicas ocasionadas nao constituem un fator limitante para a aplicagdo
desses radiofarmacos no uso clinico,uma vez que as quantidades a nivel
de pg dos fragmentos Fab radiociodado e a remogao do fragmento Fc da mo-
lécula do anticorpo previnem tais reagoes. (Beller e col; 1977; Moldo
fsky e col., 1983;Larson e col., 1983 b).

ANTICORPO CONVENCIONAL (POLICLONAL).SORO IMUNE

Parece paradoxal tecer camentarios scbre anticorpo convencional a-
pos o advento dos anticorpos monoclonais. Porem ha muitas razdes para
faze-1o. £ errado supor que os anticorpos monoclonais substituirdao com-
pletamente a serologia convencional. Frequentemente o esforgo exigi -
do ndo se justifica. Para alguns propositos, can maior simplicidade na
sua produgao, o anticorpo convencional (policlonal) pode apresentar um
bom desempenho. A especificidade do soro imune depende de milhares de
produtos clonais que se ligam a determinantes antigenicos cobrindo  a
maioria da superficie do antigeno. Assim pequenas trocas na estrutu -
ra do antigeno ndo trara influencias na sua ligagao ao anticorpo.

A produgdo de anticorpos monoclonais é consideravelmente trabalho-
sa, antes e apos a fusdo celular, Milhares de testes sao feitos antes
de se alcancar o clone imortal.

A extrema monocespecificidade dos anticorpos monoclomais, ligagao
para um Unico sitio na moleécula do antigeno, pode eliminar a capacidade
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ligante quarro este sitio e alterado. Em alguns casos uma pequena modi-
ficagdo no anticarpo ou no antigeno pode suprimir completamente a liga-
cao.

Se o anticorpo monoclonal for usado na detegio de proteina no saro
humano, pelas tecnicas de radioimuncensaio, o menar polimorfismo geneti
co nesta proteina ou denaturacao comprumete a ligacao antigeno-anticor-
poO, enguanto que cam O Soro imune sera minimo este efeito.

Na Tabela 3 sdo descritas as vantagens e desvantagens do soro imu-
ne e anticorpos monoclonais.
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TABREIA 1

(Strudler e Larson, 1985)

Selecao de Radionuclideos para a Radioimurodetegao

meia
vida

Nuclideo

Decaimento

Vantagens

Desvantagens

Tec.,99m 6h

TT(9%%); v =141 kev (89%)

eficacia.
energia de

decaimento.,

meia vida curta.
Problemas quimi-

Ccos.

I-123 13h

BEC(100%);y =159 kev(83%)

energia de
decaimento
Quimica de
I.do.

eficacia.
custo.

meia vida curta,

In-111 68h

BC(100%) ;¥ =171 kev(88%)

energia de
decaimento.
meia vida

otima. Qui
ca quelante

metabolismo

in vivo.

I-131% 8.05d

.(100%); =364 kev

eficacia,

Qufmica do
Iodo.

meia vida

otima.

energia de decai
mento.
deiodagdo in

vivo.

Ru-93 69h

EC(100%); v =216 kev(86%)

Quimica que

lante

eficacia,
metabolismo in

vivo,

Cu 67% 62h

*(100%);y = 91 kev( 7%)
Y = 93 kev(17%)
Yy 8184 kev(47%)

* Usado tambem em terapia
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TABELA 2
(Strudler e Larson, 1985)
Selecao de Radionuclideos para Radioimunoterapia
Nuclideo ™12 Decaimento Vantagens Desvantagens
vida ‘
I-131% 8.05d B3 (100%); 0,608 mev(86%) eficacia. trajetaria longa
y= 364 kev(82%) imagem. nos tecidos.
custo
Y-90 64h 8 (100%); 2,29 mev(100%) gerador problemas quimi-
0gr. decai cos. Metabolismo
mento 3~ in vivo?
puro,
Cu-67% 62h 37 (100%); y= 91 kev ( 7%) imagem. metabolismo in
v= 93 kev (17%) vivo?
y= 184 kev (u49%)
Bi-212 l1n o (36%) decaimento meia vida curta.
8 (64%) + 212p, (0.3ug.sec alto. Quimica desconhe
TV2. cida.
as 8,78 mev
At-211 7,2h a (41%) . 5,9 mev (41%) decaimento meia wida curta.
EC(59%) alto. Quimica desconhe
cida.
I1-125 60,28 EC(100%); v= 35 kev decaimento necessidade de
raio x= 27 kev alto. estar no nucleo

para destruir o
tumor,

% Usado tambem na imagem.
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TABELA 3

(Strudler e Larson, 1:86)

Comparagao entre soro imune (policlonal) e anticorpo monoclonal

Item Soro imune {(p~l.iclonal) Anticorpo Monoclonal
Origem Soro de animal imunizado Celulas de hibridoma (iinfd
cito-mieloma) camundcngo.
Quantidade Relativamente limitada. Utili Praticamente ilimitaca.Quan
za-se um grande numero de ani tidades produzidas na ordem
mais de laboratorio. Quantida de gramas.
des produzidas na ordem de mi
ligrama.
Camposigao Contem mistura de anticorpos Proteina homogenea monoespe
Reproduti- com afinidade e correlagao va cifica.
vilidade. riando de animal para animal,
de sangria para sangria.
Vantagens A sua produgdo e relativamen- Produzido atraves de hibri-
te facil. doma. Alto grau de confian-
¢a e reprodutibilidade.
Aplicagcao  Radioimunoensaio Imunchistoquimica. Imunode-

tegao. Imunoterapia.
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