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RESUMO 

 

O câncer de próstata (CaP) é o mais diagnosticado e a segunda causa de morte por 

câncer entre os homens na América e nos países da Europa Ocidental. No Brasil, o número 

de novos casos de CaP estimado para o ano de 2016 foi de 61.200. A forma mais letal do 

CaP é aquele resistente à castração, nos quais os tratamentos disponíveis conferem 

sobrevida média de 24 meses. Não há terapias curativas efetivas para os estágios 

avançados. Por essa razão, tratamentos adjuvantes associados à quimioterapia e 

radioterapia têm grande importância; destaque à imunoterapia passiva que utiliza 

anticorpos monoclonais (AcM), ferramentas que também tem relevância no diagnóstico e 

estadiamento da doença. Nesse sentido, esse projeto teve como objetivo principal a 

obtenção de um painel de AcM murinos reconhecedores de células tumorais prostáticas 

humanas. Para a obtenção dos AcM foi estabelecido um banco de células prostáticas e, 

também, de células mielomatosas murinas não secretoras de imunoglobulinas utilizadas 

durante todas as etapas de produção. Foram utilizados camundongos Balb/C imunizados 

pela técnica de imunização subtrativa com o uso da ciclofosfamida como agente 

tolerizador com um e dois ciclos (LNCAPS e LNCAPSS, respectivamente) e pela técnica 

convencional sem o uso de ciclos de tolerização (LNCAP), tendo como tolerógeno células 

não tumorais da linhagem RWPE-1 e como imunógeno, células tumorais da linhagem 

LNCaP. Após o término das imunizações, os camundongos foram sacrificados e os baços 

coletados para obtenção de linfócitos para fusão com células mielomatosas. Foi obtido o 

total de 12 hibridomas produtores de anticorpos positivos para o imunógeno. Foram 

clonados os 4 melhores hibridomas, obtendo-se o total de 94 clones com positividade 

acima de 90% contra o imunógeno, porém positivos também na média de 66,07% contra o 

tolerógeno. Com os resultados obtidos e com resultados obtidos em trabalhos relacionados 

do grupo concluiu-se que a eficiência da técnica de imunização subtrativa para obtenção de 

anticorpos específicos com o uso de ciclofosfamida está associada com o número de ciclos 

de tolerização. 

Palavras-chave: Anticorpos monoclonais. Câncer de próstata. Neoplasias da Próstata. 

Imunização Subtrativa. 

 



 

 

ABSTRACT 

 

Prostate cancer (PCa) is the most diagnosed and the second leading cause of cancer deaths 

among men in America and in Western European countries. In Brazil, the number of new 

cases of PCa estimated for the year 2016 was 61,200. The most lethal form of PCa is that 

resistant to castration, in which the available treatments confer an average survival of 24 

months. However, there are no effective curative therapies for the advanced stages. For this 

reason, adjuvant treatments associated with chemotherapy and radiotherapy are of great 

importance; The use of passive immunotherapy using monoclonal antibodies (MAbs), 

tools that also have relevance in the diagnosis and staging of the disease. In this sense, this 

project had as main objective the obtaining of a panel of murine MAbs recognizing human 

prostatic tumor cells. In order to obtain the MAbs, a bank of prostatic cells and also non-

secretory murine myelomatosis cells used during all stages of production were established. 

Balb/C mice immunized by the subtractive immunization technique with the use of 

cyclophosphamide as a tolerant agent with one and two cycles (LNCAPS and LNCAPSS, 

respectively) and the conventional technique without the use of tolerance cycles (LNCAP) 

were used as tolerogen Non-tumor cells of the RWPE-1 lineage and as immunogen, tumor 

cells of the LNCaP lineage. After the immunizations were completed, the mice were 

sacrificed and the spleens collected to obtain lymphocytes for fusion with myelomatosis 

cells. A total of 12 hybridomas producing antibodies to the immunogen were obtained. The 

4 best hybridomas were cloned, obtaining a total of 94 clones with positivity above 90% 

against the immunogen, but also 66.07% positive against the tolerogen. With the results 

obtained and with results obtained in related works of the group, it was concluded that the 

efficiency of the subtractive immunization technique to obtain specific antibodies with the 

use of cyclophosphamide is associated with the number of cycles of tolerization. 

 

Keywowrds: Monoclonal Antibodies. Cancer, Prostate. Subtractive Immunization. 

Antibodies, Monoclonal. Prostatic Neoplasms. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. O Câncer de Próstata 

 
A próstata é uma glândula, situada na região baixa do abdômen, abaixo da bexiga e à 

frente do reto, responsável por parte do conteúdo que forma o sêmen. O câncer de próstata 

(CaP) é o câncer mais diagnosticado entre os homens nos Estados Unidos (EUA) 

(DESANTIS et al., 2014; FUNG et al., 2014), totalizando cerca de 200.000 óbitos a cada ano 

no mundo inteiro (WANG et al., 2011), representando 1 em cada 10 casos de câncer (SINGH 

et al., 2016). Projeções alarmantes de até 1.7 milhões de novos casos e aproximadamente 

meio milhão de mortes são esperados para o ano de 2030 (CENTER et al., 2012), gerando 

gastos excessivos aos sistemas de saúde pública de todos os países. Estima-se gastos em torno 

de oito bilhões de dólares por ano (11% dos custos para o tratamento de todos os cânceres) e 

81.658 dólares por paciente entre o diagnóstico até o óbito (RACIOPPI et al., 2012). De 

acordo com “World cancer research fund International” (WORLD CANCER RESEARCH, 

2016) o câncer de próstata está em segundo lugar no ranking dos canceres que acometem 

homens, sendo responsável pelo total de 15% de todos os casos diagnosticados atrás, apenas, 

do câncer de pulmão que representa 16,7% dos canceres em homens. No Brasil, o número de 

novos casos de CaP estimado para o ano de 2016 foi de 61.200, o que corresponde a 

aproximadamente 62 casos a cada 100.000 indivíduos. Além dos tumores de pele do tipo não-

melanoma, dados do INCA mostram que o CaP é o mais incidente entre os homens em todas 

as regiões de nosso país (INCA, 2016). 

O crescente número de diagnósticos de câncer de próstata pode estar relacionado ao 

aumento de informação e implementação do exame Antígeno Prostático Específico (PSA, do 

inglês Prostate-Specific Antigen) para homens a partir dos 50 anos e para os homens com 40 

anos que possuam casos em familiares (NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2012; 

AMERICAN CANCER SOCIETY, 2016). Todavia, o exame de PSA não é eficiente para a 

detecção de todos os tipos de CaP, sendo necessário também o exame de toque (ONCOGUIA, 

2014).  

Quando o CaP é diagnosticado em seus estágios iniciais, a taxa de sobrevida do 

paciente em até cinco anos é alta, já nos estágios mais avançados da doença essa taxa cai 

consideravelmente, acompanhado do aumento do risco de metástase (NATONAL CANCER 

INSTITUTE, 2012; ONCOGUIA, 2014; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2016). Por essa 

razão, a busca por novas maneiras de detecção da doença de forma mais rápida e eficiente é o 
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que impulsiona grande parte das pesquisas que envolvem variados tipos de cânceres e assim, é 

ressaltada a importância dos biomarcadores que de acordo com National Cancer Institute são 

definidos como: “Uma molécula biológica encontrada no sangue, outros fluidos corporais ou 

tecidos, que é um sinal de um processo normal ou anormal, em dada condição patológica” 

(NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2012).Portanto, os anticorpos monoclonais podem ter 

papel fundamental para a detecção desses biomarcadores. 

 

1.2. Anticorpos Monoclonais e Imunoterapia do Câncer de Próstata  

 
A técnica de produção de anticorpos monoclonais (AcM) murinos foi descrita em 

publicação no periódico Nature há mais de quatro décadas por um pesquisador alemão e outro 

argentino(KÖHLER; MILSTEIN, 1975). Após vários anos de aplicação diagnóstica, 

acreditava-se que os anticorpos murinos seriam eficazes no tratamento de doenças humanas 

(ROSS et al., 2005). No entanto, isso não se verificou devido à human anti-mouse antibodies 

(HAMA), uma resposta imunológica humana contra a imunoglobulina murina (KLEE, 2000; 

ROSS et al., 2005). Eventualmente, a consolidação das técnicas de humanização e 

hibridização permitiram o uso de AcM para a aplicação terapêutica. Existe atualmente uma 

gama de anticorpos em testes clínicos (ROSS et al., 2005; COSTA et al., 2010; BERMAN et 

al., 2015). 

Desta forma, após décadas de maturidade tecnológica na produção de AcM, a 

imunoterapia passiva tem conquistado espaço e vêm apresentando resultados in vitro e/ou in 

vivo satisfatórios em uma variedade de tumores sólidos e malignidades hematopoiéticas 

(ROSS et al., 2005; MCNEEL, 2007; JACHIMOWICZ et al., 2011; WANG et al., 2011; 

BERMAN et al., 2015), como terapias adjuvantes ao tratamento do CaP, bem como de outros 

cânceres (MCNEEL, 2007; FIZAZI et al., 2010; BERMAN et al., 2015).  

 

1.3. Imunização Subtrativa  

 
Com as técnicas clássicas de imunização a probabilidade de obtenção de anticorpos 

específicos contra antígenos tumorais é menor, tendo em vista que a distribuição destes sobre 

a membrana celular é reduzida quando comparado a antígenos comuns presentes também, em 

células não tumorais. Desse modo a resposta imunológica do camundongo a essa célula é 

majoritariamente contra os antígenos imunodominantes (WILLIAMS et al., 1992; BROOKS 
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et al., 1993). No entanto, uma técnica inovadora, denominada imunização subtrativa tem sido 

utilizada com sucesso para a obtenção de anticorpos relevantes e dirigidos contra antígenos 

associados a apoptose, invasividade, agressividade e potencial metastático em diferentes 

relatos (WILLIAMS et al., 1992; BROOKS et al., 1993; BOUKERCHE et al., 2000; 

TREFZER et al., 2000; YANG; WANG, 2002; HOOPER et al., 2003; RASMUSSEN; 

DITZEL, 2009; YASUMOTO et al., 2012).  

A referida técnica tem como princípio uma prévia imunização do camundongo com 

antígenos pelos quais não há o interesse de se obter anticorpos. Após essa imunização é feita 

uma tolerização da resposta imunológica obtida, ou seja, é inibido uma futura resposta contra 

esse imunógeno. Em seguida, faz-se a imunização com os antígenos de interesse, além dos 

antígenos tolerizados, obtendo-se dessa vez uma resposta imunológica e a produção de 

anticorpos apenas contra os antígenos de interesse (BROOKS et al., 1993; HAMABASHIRI 

et al., 2011; JIN et al., 2012). 

A imunização subtrativa pode ser feita de três maneiras diferentes, a saber: tolerização 

neonatal, tolerização química e tolerização baseada no fenômeno natural de tolerância 

imunológica, denominada “zona de alta tolerância” (GOLUMBESKI; DIMOND, 1986; 

KRUEGER et al., 2001; JIN et al., 2012). A técnica de tolerização química vem 

demonstrando promissores resultados na obtenção de anticorpos monoclonais específicos a 

antígenos raros ou específicos. Essa técnica utiliza-se de um agente imunosupressor, a 

ciclofosfamida, entre imunizações sequenciais, utilizando-se duas linhagens celulares 

fenotipicamente semelhantes, mas com características especiais distintas. Esse agente elimina 

seletivamente os linfócitos B e T ativados por prévia inoculação de um imunógeno (célula não 

tumoral, por exemplo), agindo como agente alquilante, suprimindo a resposta imune contra 

antígenos imunodominantes presentes neste imunógeno (COLVIN, 2003) – os imunógenos 

utilizados nessa imunização inicial são denominados na técnica como tolerógeno. Após o 

tratamento com a ciclofosfamida e a eliminação dos clones de linfócitos ativados, um segundo 

imunógeno denominado na técnica apenas como imunógeno, desta vez contendo, além dos 

antígenos presentes também no tolerógeno, antígenos específicos relacionados a alguma 

alteração biológica (crescimento desordenado e capacidade metastática, por exemplo) é 

inoculado nos animais. Os antígenos compartilhados pelas duas linhagens que são em sua 

maioria imunodominantes não ativarão resposta imune, pois já foram tolerizados, enquanto os 

antígenos presentes apenas nas células tumorais, o imunógeno, irão gerar resposta imune, 

obtendo-se desta maneira os desejados anticorpos específicos a processos de agressividade e 
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invasividade tumoral (BROOKS et al., 1993; RASMUSSEN; DITZEL, 2009; JIN et al., 

2012; YASUMOTO et al., 2012). 
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5. CONCLUSÕES 

 

• O uso da ciclofosfamida mostrou não haver efeitos adversos severos ou 

comprometedores nos camundongos que pudessem inviabilizar a técnica de 

imunização subtrativa, de modo que os óbitos que ocorreram dos animais 

provavelmente foram causados por outros motivos que não pudemos determinar; 

• As análises por Citometria de fluxo do soro dos animais revelaram a eficiência na 

imunização dos animais, mas não foi encontrado, até o momento, anticorpos 

monoclonais específicos contra o imunógeno 

• A clonagem feita pelo método de diluição limitante obteve efetividade em relação 

a aquisição de possíveis clones únicos. 

• Não foi encontrado um clone que produzisse anticorpos especificos e altamente 

reativos com células utilizadas como imunógeno, sendo assim nesse trabalho não 

foi encontrado nenhum clone de alta prioridade. 
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