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MEMORIA DESCRITIVA

Resumo

0 invento refere-se a novos anticorpos
monoclonais com elevadas especificidade e afinidade em rela-
cdo ao antigénio carcinoembridnico humano (CEA), seus deri-
vados, processos para a preparagao destes anticorpos e dos

seus derivados, linhas celulares do hibridoma gue segregam

FRANZ BUCHEGGER e RESEARCH CORPORATION TECHNOLOGIES, INC.
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05 anticorpos e processos para a preparacao das referidas

linhas celulares.

Os anticorpos monoclonais do invento
e os seus derivados s3o Uteis para o diagndstico e terapia
do cancro e para a monitorizagao seriada dos doentes com can
cro, relativamente a doengas recurrentes ou resposta a tera-
pia. Constituem também objecto deste invento os equipamen-
tos ("kits") de teste e as composigdes farmacéuticas que con

tém os referidos anticorpos anti-CEA monoclonais.

O processo de preparacao dos referidos
anticorpos consiste em se multiplicarem as células de hibri-
doma que segregam o anticorpo, in vitro ou in vivo, e, se de
sejado, se converterem os anticorpos resultantes, nos seus

derivados.




Novos anticorpos

O invento refere-se a novos anticorpos
monoclonais com elevadas especificidade e afinidade em rela-
¢3o0 ao antigénio carcinoembridnico humano (CEA), seus deri-
vados, processos para a preparag¢do destes anticorpos e dos
seus derivados, linhagens celulares do hibridoma que segregam
0s anticorpos, processos para a preparacao das referidas li-
nhagens celulares, a utilizag¢ao destes anticorpos anti-CEA
para o diagndstico e terapéutica do cancro, estojos contendo
0os anticorpos monoclonais, e preparagodes farmacéuticas con-

tendo os referidos anticorpos.

Fundamentos do invento

O desenvolvimento da tecnologia do hi-
bridoma tornou possivel produzir linhagens celulares produ-
toras de anticorpos monoclonais (MAbs) com a especificidade
dese jada os quals podem ser usados para identificar, isolar

e caracterizar moléculas biologicamente importantes.

Os MAbs de que trata o presente inven-
to sao dirigidas contra o antigénio carcinoembridnico (CEA).
CEA é um complexo de glicoproteinas imunoreactivas com um
peso molecular de 180.000 encontrado em adenocarcinomas dos
epitélios do aparelho digestivo e do colon fetal derivados

da endoderme.

O papel desempenhado pelos ensaios imu
nitarios com CEA para o diagnéstico e monitorizagdo seriada
dos doentes com cancro em relagdo a doenga recorrente ou res
posta a terapéutica (Mach et al., Imun. Today 2, 239, 1981;
Berche et al., Br. Med. J. 285, 1447, 1982) assim como a sua
utilizagao em modelos experimentais de ratos rapados porta-

dores de xenoimplantes de carcinoma de colon humano (Hedin




et al., Int. J. Cancer 30, 547, 1982; Buchegger et al., Int.
J. Cancer 33, 643, 1984) foram amplamente avaliados e docu-

mentados.

Um dos principals 1nconvenientes da
utilizagao dos anticorpos anti-CEA com finalidades clinicas
tem sido a reactividade-cruzada destes anticorpos com alguns

tecidos adultos aparentemente normais.

Estudos prévios revelaram gue a maior
parte dos antisoros hiperimunes convencionals produzidos con
tra diferentes formas imunogénicas de CEA apresentam reacgao
cruzada com muitos tipos diferentes de carcinomas assim como
com antigénios relacionados com CEA encontrados na mucosa
normal do colon, no bago, figado, pulmio, glandulas sudori-
peras, leucocitos polimorfonucleares e monocitos de indivi-

duos aparentemente normais.

A primeira das séries de antigénios
identificadas com reacgao cruzada com CEA foi chamada glico-
proteina normal (NGP) ou antigenio de reacg¢do cruzada nao-
-especifico (NCA) por Mach and Pusztaszeri (Immunochemistry

9, 1031, 1972) e por von Kleist et al. (Proc. Natl. Acad.

Sci. 69, 2492, 1972), respectivamente. Aqui sera mencionado

como NCA devido ao facto de ter sido verificado por ambos

55"
05 grupos de pesguisa, possuir um peso molecular de cerca

de 55KD.

Este antigénio também foi descrito por
varios outros grupos de pesquisa com nomes diferentes, in-
cluindo CCEA-2 (Tuberville et al., Immunochemistry 10, 841,
1973), CCA-III (Primus et al., J. Immunol. 118, 55, 1977) e
TEX (Kessler et al., Cancer Res. 38, 1041, 1978). Buchegger
et al., (Int. J. Cancer 33, 643, 1984) identificou um anti-

génio de reacgdo cruzada de 95 KD (NCA95).




Um outro antigénio relacionado muito
intimamente com CEA em termos de reactividade cruzada e de
peso molecular (160 KD) foi descrito por Burtin et al., (in:
Fishman & Sell, Onco-developmental expressio genética do de-
senvolvimento oncoldgico, N.Y. 1976, pp. 609-611l) e foi de-
signado como NCA-II. Este antigénio parece ser muito seme-
lhante ao antigénio-2 fecal normal (NFA-2) descrito por

Matsuoka et al. (Int. J. Cancer 21, 604, 1978).

O mesmo grupo identificou em fezes de
adulto normal uma glicoproteina relacionada com CEA de 20-30
KD chamada NFA-1 (Kuroki et al., Mol. Immunol. 19, 399, 1982).
Finalmente, a glicoproteina-1 biliar (BGP-1) € um antigénio
com reacgao cruzada com CEA presente na bilis normal descri-

to por Svenberg (Int. J. Cancer 17, 558, 1976).

Estes resultados como um todo demons-
tram gque os antisoros reconhecem epitopos especificos para
o CEA isolados assim como epitopos presentes em ambos os an-
tigénios CEA e afins do CEA; sugerem ainda genes intimamen-
te relacionados entre os antigénios CEA e afins do CEA assim
como relagoes do produto percursor entre alguns deles. De
acordo com Hammarstrom et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. 72,
1528, 1975) e Hedin et al. (Mol. Immunol. 23, 1053, 1986) os
eplitopos encontram-se predominantemente localizados nas me-
tades peptidicas de CEA e parecem ser fortemente dependentes

da conformacgao.

A produgdo de anticorpos anti-CEA mono
clonais é apresentada por varios grupos de pesquisa. Accolla
et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. 77, 563, 1980) referiram que
anticorpos obtidos a partir de dois clones de hibridoma rea-

giam fortemente com CEA mas também fracamente com NGP.




As reacgdes destes dois anticorpos com
CEA nao foram inibidas competitivamente um pelo outro indi-
cando que reagiam com determinantes antigénicos diferentes
na molécula de CEA. Os anticorpos descritos por Kupchik et
al., (Cancer Res. 41, 3306, 1981) e Primus et al. (Cancer
Res. 43, 686, 693, 1983) revelaram ter pelo menos um certo

grau de reactividade com leucocitos polimorfonucleares (PMNs).

Kuroki et al. (J. Immunol. 30, 2090,
1984) descreveram dois MABs contra CEA os quais, contudo, nao
reagiram com preparagdoes de CEA purificadas diferentes das
usadas para imunizagdo. Estes MABs ainda nao foram caracte-
rizados quanto ao grau de reactividade em relagaoc ao tumor

versus tecidos normails.

Objectivo do invento

O objectivo do invento é& constituido
por MABs anti-CEA que possuem uma elevada afinidade em rela-
cdo a CEA, que revelam uma elevada percentagem de ligagdo as
células de carcinoma transportando CEA, tanto in vitro como
in vivo, e que possuem elevadas taxas de ligag¢ao entre o te-

cido tumoral e o tecido normal (T/N).

Descrigao do invento

O invento refere-se a um anticorpo mo-
no-clonal especifico em relagdo ao antigénio carcinoembridni
co (CEA) humano, e seus derivados, caracterizado pelo facto
de reconhecer epitopos de CEA ndo presentes ou antigénio
NCA55 ou NCA95 de reacgdo cruzada ndo especificos, na glico-
proteina biliar, ou nos granulocitos, e que se liga ao CEA
humano com uma afinidade de pelo menos (1,6 + 0,3) x lOlO

litros/mol.
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Em particular, o invento refere-se ao
anticorpo monoclonal com a designagdo MAb CE25, e seus deri-

vados.

Os derivados de um anticorpo monoclonal
de acordo com o invento, especialmente de MAb CE25, sdo, por
exemplo, fragmentos, tais como os fragmentos univalentes,

Fab ou Fab' e os fragmentos divalentes F(ab')2 (Fab = ligagao
ao fragmento antigénio), que retem a sua especificidade em
relagcdo aos determinantes antigénicos de CEA, conjugados do
anticorpo com enzimas, marcadores fluorescentes, guelatas

de metal, substdncias citotdxicas ou citostaticas, avidin,

biotin, etc., e anticorpos marcados radioactivamente.

Os enzimas usados para anticorpos con-
jugados do invento sao, por exemplo, peroxidase de rabano
bravo, fosfatase alcalina, (>»-D-galactosidase, glucose oxida
se, glucocamilase, carboanidrase, acetilcolinosterose, lisozi

ma, malato deshidrogenase ou glucose-6-fosfato deshidrogena-

’

se. Os marcadores fluorescentes conjugados com MAb sdo fluo-

resceina, fluorocromo, rodamina, etc.

Nesses conjugados o anticorpo estda li-
gado aos enzimas ou marcadores fluorescentes directamente
ou por meio de um grupo de espagamento ou ligagcdo. Exemplos
para gquelatores de metal sd3o acido etilenodiaminotetracético
(EDTA), acido dietilenotriaminopentaacético (DPTA), 1,4,8,11-
-tetraazatetradecano, acido 1,4,8,l1l-tetraazatetradecano-1,
4,8,1l1-tetraacético, acido l-oxa-4,7,12,15-tetraazaheptadeca

no-4,7,12,15-tetraacético, etc.

Os citostaticos, aplicaveis em ligacao
com os anticorpos do invento, sao, inter alia, substancias

de alguilag¢ao, tais como meclorotamina, trietilenofosfarami-




da, ciclofosfamida, ifosfamida, clorambucil, busulfan, melfa-
lan ou triaziquone, também composto nitrosoureia, tais como

carmustine, lomustine, ou semustine. S3o também usadas anti-
metabolitos, tais como metotrexato, mercaptopurina, citarabi-

na, fluorouracilo, floxuridina, ou ftorafur.

’

Um outro grupo de citostaticos inclui
vinblastina e vincristina, assim como certos antibidticos,
tais como actinomicina-D, daunorubicina (= daunomicina), do-
xorubicina, mitramicina, estreptonigrina, mitomicina e bleo-
micina. Outros citostaticos apropriados sao, inter alia, pro
carbacina, hidroxiureia, L-asparaginase, dacarbazina, mitota-

no, estramustina, ou podofilotoxina.

Outros agentes citostaticos s3o hormo-
nas e antagonistas das hormonas, tais como corticosteroides,
por exemplo prednisona, progestinas, por exemplo, hidroxipro
gesterona ou medroprogesterona, estrogénios, por exemplo die
tilestilbestrol, antiestrogénios, por exemplo tamoxifen, au-
drogénios, por exemplo testosterona, e inibidores da aromata

se, por exemplo aminoglutetimida.

'

Derivados de um anticorpo monoclonal
do invento conjugado com uma substancia citostatica contem ou
a toxina intacta ou o seu derivado de cadeia-A. Toxinas apro
priadas para ligagao com anticorpo sao, entre outras, varias
lectinas, tals como ricina ou abrina, ou toxina A da difteria,

etc.

Os anticorpos monoclonais marcados ra

dicactivamente contém por exemplo, iodo radiocactivo (1231,

125I lBlI) 9 99mT

’

yttrium ( OY), tecnetium ( c), etc.

’




Um anticorpo monoclonal e os seus deri-
vados de acordo com o invento sdo preparados por processos
gue sao conhecidos per se, caracterizados pelo facto das cé-
lulas do hibridoma tal como sdao definidas a seguir segregan-
do o anticorpo monoclonal sereno multiplicadas de acordoc com
métodos conhecidos in vitro ou in vivo. Se desejado, os an-
ticorpos monoclonais resultantes sao convertidos nos seus

derivados.

A multiplicagdo in vitro € realizada
num meio de cultura apropriado, que siao os meios de cultura
padrao habituails, por exemplo Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM) ou meio RPMI 1640, cheio facultativamente por um soro
de mamifero, por exemplo soro de vitelo fetal, ou elementos
vestigiais e suplementos sustentando o crescimento, por exem
plo células alimentadoras tais como células do exsudado peri
toneal do ratinho normal, células do bago, macréfagos da me-

dula dssea, etc.

A produgdo in vitro proporciona prepa
ragoes de anticorpo relativamente puras e permite um aumento
proporcional para dar origem a grandes quantidades dos anti-
corpos desejados. Técnicas para o cultivo de hibridoma em
larga escala em condigbes de cultura de tecido sdo conhecidas
na técnica e incluem cultura em suspensido homogénea, por
exemplo, num reactor de elevacao de ar ou num reactor com
agitagdo continua, ou cultura de células imobilizadas ou apa
nhadas em armadilha, por exemplo em fibras ocas, microcapsu-

las, em micro pérolas de agarose ou em cargas de ceramica.

Para isolamento dos anticorpos monoclo
nais, as imunoglobulinas nas porg¢des flutuantes das culturas
sao primeliramente concentradas por exemplo por precipitacgdo
com sulfato de aménio, dialise contra material higroscdpico

tal como PEG, filtragdo através de membranas selectivas, etc.
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Se necessario e/ou desejado, o0s anticor
pos concentrados sdo purificados pelos métodos cromatografi-
cos habituails, por exemplo filtracdo por gel, cromatografia
de permuta idnica, cromatografia sobre celulose-DEAE, Protei

na A ou cromatografia de imuno-afinidade.

Grandes quantidades dos anticorpos mo-
noclonais desejados podem também ser obtidos multiplicando
as células do hibridoma in vivo. Os clones celulares sao 1in
jectados a mamiferos que sejam histocompativeis com as célu-
las afins, por exemplo, ratinhos sinjeneicos, para causar

crescimento dos tumores produtores de anticorpos.

Facultativamente, os animals sao prepa
rados com um hidrocarbonato, especialmente d6leos minerais
tais como pristano (tetrametilpentadecano), antes da injecgao.
Apds uma a trés semanas, o0s anticorpos monoclonais desejados

sao recuperados dos fluidos do corpo do referido mamifero.

Como um exemplo, as células de hibrido
ma derivados dos ratinhos Balb/c s3o injectadas intraperito-
nealmente a ratinhos Balb/c pré-tratados facultativamente
com um hidrocarboneto tal como pristano, e apds uma a duas
semanas sdo recolhidos os fluidos asciticos destes ratinhos.
Os anticorpos monoclonais desejados sao isolados a partir dos
fluidos corporais por métodos convencionais tal como foram

atras descritos.

Fragmentos de anticorpos monoclonais,
por exemplo fragmentos Fab, Fab' ou F(ab')2, gque retém a sua
especificidade em relagdao ao CEA humano, podem ser obtidos
a partir de compostos preparados tal como foi atras descrito
por métodos conhecidos per se, por exemplo, por digestio com
enzimas tals como a pepsina ou a papaina e/ou clivagem das

ligagoes di-sulfureto por reducio guimica.
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Os conjugados de anticorpos monoclonails
do invento sdo preparados por métodos conhecidos nesta técni-
ca, por exemplo, por reaccao de um anticorpo monoclonal pre-
parado tal como foi aqui anteriormente descrito com © enzima
na presencga de um agente de ligacao, por exemplo glutaraldei-
do, periodato, N,N'-o-fenilenodimaleimida, N-(m-maleimidoben-
zoloxi)-succinimida, N-(3-/2'-piridilditio /-propionoxi)-
-succinimida, N-etil-N'-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida,

etc.

Os conjugados com avidina sdo prepara-
dos de um modo semelhante. Os conjugados com biotina sio
preparados por exemplo por reac¢ao de anticorpos monoclonais
com um éster activado da biotina tal como o N-hidroxisuccini
mida éster de biotina. Os conjugados com marcadores fluores
centes sdo preparados na presen¢a de um agente de ligacao,
por exemplo os indicados atras, ou por reacgao com um isotio
cianato, de preferéncia fluoresceina-isotiocianato. Os con-
jugados de anticorpo com quelatos de metal sao preparados de

um modo analogo.

Os anticorpos monoclonais marcados ra-
123I 125I 131

’

diocactivamente com iodo ( I) sdo obtidos a par
tir de anticorpos monoclonais de acordo com o invento por io
dinagao conhecida per se, por exemplo com iodeto de sdédio ou
de potassio radiocactivo e um agente quimico de oxidacdo, tal
como hipoclorito de sdédio, cloramina T, etc, ou um agente de
oxidacdo enzimatico, tal como lactoperoxidase, glucose oxida

se e glucose.

Os anticorpos monoclonais de acordo com
0 invento sao ligados a yttrium (90 Y) por exemplo por quela-

¢do com acido dietileno-triaminopentaacético (DPTA).
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Os anticorpos marcados com Technetium-
~-99 m sao preparados por processo de permuta de ligandos, por

exemplo reduzindo pertechnate (TcO4 ) com solucdo de estanho,
fazendo a quelacdo do technetium reduzido numa coluna Sepha-
dex e aplicando o anticorpo a esta coluna, ou por meio de
técnicas de marcagdo directas, por exemplo incubando perte-
chnate, um agente de redugao tal como SnClZ, uma solugao tam-
pdao tal como uma solugdo de ftalato de sddio-potassio, e o

anticorpo.

O invento também se refere a linhagem
de células de hibridoma que segregam um anticorpo monoclonal
anti-CEA de acordo com o invento, de preferéncia a linhagem
celular do hibridoma com a designag¢ao CE 25, a qual foi de-
positada na "Collection Nationale de Cultures de Microorganis
mes" ("Colecgdo Nacional de Culturas de Microorganismos") do
Instituto Pasteur, Paris, em 15 de Dezembro, 1987, sob o nu-

mero de acesso I-719.

As linhagens de células do hibridoma
do invento sao genéticamente estaveis, segregam anticorpos
monoclonals do invento com especificidade constante e podem
ser reactivados a partir de culturas congeladas a temperatu-

ras baixas por descongelag¢do e reclonagem.

O invento tambem se refere a um proces
so para a preparacao dessa linhagem celular de hibridoma, ca
racterizado pelo facto de ratinhos Balb/c serem imunizados
com CEA humano purificado ou com um veiculo antigénico con-
tendo CEA humano purificado, sendo as ceélulas produtoras de
anticorpo dos ratinhos Balb/c imunizados fundidos com célu-
las do mieloma P3-NS2/1Ag4, e sendo as células hibridas obti
das na fusao clonadas, e sendo seleccionadas as celulas clo-

nes segregando os anticorpos desejados.
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A imunizacgdo com CEA de elevada pureza,
preparado pelos métodos que se seguem é preferida. O CEA é
extraido das células que transportam CEA, por exemplo metas-
tases de adenocarcinoma colorectal, ou do pulmdo, ou adeno-
carcinoma primario do pulmido, por precipitacdo com acido per-

cldrico, ou por extragao salina.

O dltimo método € vantajoso visto que
o CEA resultante ser menos desnaturado. Para o processo de
extracgao salina, o tecido que transporta CEA € homogenizado
em tampao com um pH variando entre 7,0-7,6 tal como tampao
fosfato, tampdo Tris, tampdo TAPSO (dcido /3- /N-tris(hidro-
ximetil)metilamino];2-hidréxipropanosulfénico),tampéo POPSO
(dcido piperazina-N,N'-bis- / 2-hidroxi-propanossulfdnico /),
tampdo EPPS (dcido N- /2-hidroxietil /-piperazina-N'-3-propa-

nossulfdnico) ,etc.

A homogenizacdo € alcangada por métodos
conheclidos per se, por exemplo pela utilizacao de dispositi-
vos mecanicos, por exemplo um batedor, misturador ou ultra-
turrax, por ondas de ultra-som, pela adicdo de compostos ten-

sio-activos tais como Tween, Triton ou Tergitol, etc.

O CEA extraido €& purificado por meio
de métodos de cromatografia convencionais tais como cromato-
grafia de permuta idnica, filtragdo por gel, cromatografia
de afinidade, etc, e/ou por aplicagdo a um imunoadsorvente
consistindo numa combinag¢do de anticorpos anti-CEA conhecidos
conjugados com uma matriz tal como sefarose ou agarose, fa-
cultativamente activados, por exemplo com brometo de ciano-
génio, cloroformato de nitrofenilo, hidrazida poliacrilamida

ou outros.
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Especialmente preferido € um processo
para a preparagao das linhagens celulares de hibridoma do in
vento e seus derivados, caracterizado pelo facto de ratinhos
Balb/c serem imunizados injectando intraperitonealmente 15
Hg de CEA purificado extraido por solugao salina, sendo ad-
ministrada intraperitonealmente apds 4 meses uma série de in
jecgdes intensificadoras (de reforgo) com 15, 50 e 150 ug de
CEA purificado extraido com solugdo salina, sendo ceélulas de
baco retiradas de animais imunizados 3 dias apds a ultima
infecgdo e fundidas com células de mieloma P3-NS2/1Ag4 na

presen¢a de um promotor de fusao.

Os promotores de fusdo considerados
sao por exemplo virus Sendai ou outros paramixovirus, facul-
tativamente sob a forma inactivada-UV, ides de calcio, lipi-
dos tensio-activos tals como lisolecitina, ou polietileno

glicol.

A fusdo celular € realizada de acordo
com metodos descritos préviamente (Kohler & Milstein, Nature
256, 495, 1975). De preferéncia, as células de mieloma sao
fundidas com um excesso de trés a vinte vezes superior de
células do baco retiradas de mamiferos imunizados numa solu-
c¢do contendo cerca de 30% a cerca de 60% de polietileno gli-

col, com um peso molecular variando entre 1.000 e 4.000.

Apds a fusdo, as células sao suspensas
de novo e expandidas, num meio de cultura apropriadoe tal co-
mo fol aqui anteriormente descrito, suplementada com um meio
selectivo, por exemplo meio HAT, com intervalo de tempo regu
lares a fim de evitar que as células de mieloma normais ul-

trapassem em numero as células do hibridoma.
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Os produtos flutuantes da cultura de
células de hibridoma sdo testadas em relagao ao anticorpo mo
noclonal contra CEA com um imunoensaio, de preferéncia com
um imunoensaio enzimatico ou um imunoensaio com radio. As
linhagens de células de hibridoma que segregam MAbs anti-CEA
monoclonais tal como fol anteriormente descrito, por exemplo
a linhagem de células CE25 que segregam MAb CE25, sdao clona-
das, por exemplo limitando a diluigao em agar mole, de pre-

feréncia duas vezes ou mais.

Facultativamente, as células de hibri-
doma sao feitas passar através de animais, por exemplo rati-
nhos, por injeccao intraperitoneal e colheita da ascite, o
gue estabiliza as hibridomas e melhora as caracteristicas de
crescimento. As linhagens de células clonadas podem ser con

geladas de um modo convencional.

Os anticorpos monoclonais e os seus de
rivados de acordo com o invento sdo uteis no diagndstico do

cancro.

Um exemplo de utilizagdo diagndstica
€ constituido pela determinacgdo qualitativa e quantitativa
do antigénio carcinoembridnico humano, especialmente em flui
dos bioldgicos. O anticorpo monoclonal do invento e seus de
rivados podem ser usados em qualguer um dos imunoensaios co-
nhecidos per se que utilizam as interacg¢odes de ligagao entre
o antigénio e o anticorpo monoclonal, tais como os radioimu-

noensaios (RIA), imunoensaios ligados ao enzima, testes de

’

imunofluorescéncia, aglutinagdo do latex ou hemaglutinacao.
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Os anticorpos monoclonais de acordo
com o invento podem ser usados como tal ou sob a forma de de
rivados marcados radiocactivamente num radioimunoensaio (RIA).
Pode ser usada qualgquer uma das modificacdes conhecidas de
RIA em fase homogénea, RIA de fase sdlida ou RIA heterogénia,
RIA simples ou RIA duplo (sandwich) com determinacdo directa
ou indirecta (competitiva) de CEA.

E preferido um RIA em sandwich em que
um veiculo apropriado, por exemplo a superficie plastica de
uma placa de microtitulagao ou de um tubo de ensaio, por exem
plo de poliestireno, cloreto de polipropileno ou de pilivini
lo, vidro ou pérolas de plastico, papel de filtro, ou dextra
no, folhas de acetato de celulose ou de nitrocelulose, etc,
¢ revestido com um anticorpo monoclonal contra o CEA por sim
ples adsorgdo ou facultativamente apds activac¢do do veiculo,
por exemplo com glutaraldeido ou brometo de cianogénio, e
incubado com a solugdo do teste e uma solugdo de um anticor-

125I

po monoclonal marcado radioactivamente com 0 anticorpo

monoclonal dissolvido reconhecendo um outro epitopo de CEA
rara além diferente do anticorpo monoclonal ligado ao veicu-
lo, e a guantidade de CEA é determinada medindo a radioacti-
vidade ligada ao veiculo. Um dos anticorpos utilizados no
RIA em sandwich € um anticorpo anti-CEA monoclonal do inven-

to.

Particularmente preferido € um radio-
imunoensaio em sandwich tal como foi agui anteriormente des-
crito, em gue um anticorpo monoclonal do invento € ligado a
uma perola, por exemplo uma pérola de polistireno, sendo es-
ta pérola revestida incubada numa soluc¢do do teste ou padro-
nizada contendo CEA e ¢ finalmente desenvolvido com um anti-
corpo monoclonal marcado com radio que reconhece um epitopo

diferente.
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Os anticorpos monoclonais de acordo
com o 1lnvento podem ser usados como tal ou sob a forma de de
rivados formados por conjugados com enzima num imunoensaio
com enzima. Esses imunoensaios incluem processos de teste
em que sao usados os derivados de anticorpos monoclonals mar
cados com enzima de acordo com o invento ou anticorpos marca
dos com enzima conhecidas per se que reconhecem e se ligam

com um epitopo dos anticorpos do invento.

E preferido um ELISA (ensaio imunoabsor
vente ligado a enzima) em que um veiculo tal como foi descri-
to anteriormente para RIA € revestido com um anticorpo mono-
clonal de acordo com o invento, incubado com uma solucdo do
teste contendo CEA e depois com um soro policlonal em rela-
¢do ao CEA, por exemplo soro de carneiro, e, finalmente, os
anticorpos ligados do soro policlonal sdo desenvolvidos por
anticorpos marcados com enzima que os reconhecem e que se
ligam com eles, e a quantidade da proteina ligada € determi-
nada por uma reacgdao do substrato enzimatico. Esse anticor-
po marcado com enzima €, por exemplo, uma imunoglobulina de

cabra contra carneiro marcada com fosfatase.

Também se prefere um ELISA em gue um
veiculo revestido com um anticorpo monoclonal de acordo com
o invento € incubado com uma solucdo do teste e com uma solu-
gao de um anticorpo monoclonal que € conjugado com um enzi-
ma, com o anticorpo monoclonal dissolvido reconhecendo um
epitopo diferente de CEA em relacdo ao que € reconhecido pelo

anticorpo monoclonal ligado ao veiculo.
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Por meio de uma reaccao do substrato
enzimatico que resulta, por exemplo, numa alteracdo da cor gue
pode ser observada a olho nu ou por meio de dispositivos de
medicido optica, € medida a quantidade de enzima ligado, a

qual é proporcional a quantidade de CEA na soluc¢do do teste.

Também se prefere um ELISA em que €
usado um anticorpo monoclonal marcado com enzima do invento
e o veiculo é revestido com um anticorpo monoclonal anti-CEA
que reconhece um epitopo diférente daquele que o anticorpo

monoclonal reconhece de acordo com o invento.

Particularmente preferido € um imunoen
saio enzimatico chamado andlise immunodot, em que as solucdes
do teste ou padrao contendo CEA sdo localizadas num veiculo
microporoso com uma elevada afinidade intrinseca em relacgao
aos polipeptideos, por exemplo em nitrocelulose, sendo o veil
culo gue tem uma ou varias partes com as referidas amostras
incubado numa soluc¢do de um anticorpo monoclonal do invento,
em seguida numa solucgdo de um segundo anticorpo marcado com
enzima que reconhece e se liga com o anticorpo monoclonal do
invento e finalmente uma solugdo de um substrato enzimatico
gue leva a um sinal detectdvel, por exmplo uma substancia

corada.

Esse segundo anticorpo marcado com
enzima é por exemplo imunoglobulina de coelho anti-ratinho
conjugada com peroxidase de rabano bravo que pode ser desen-
volvido com substractos enzimaticos apropriados tais como

4-cloro-l-naftol, etc.

Os anticorpos monoclonais de acordo
com o invento podem ser usados como tal sob a forma de deri-
vados de acordo com o invento conjugados com marcadores

fluorescentes em testes de imunofluorescéncia.




~19-

3 o
"—'——*‘_\\ -

Esses testes de imunofluorescéncia in-
cluem gprocessos em que sao usados os derivados do anticorpo
monoclonal de acordo com o invento, por exemplo derivados
conjugados com fluoresceina, ou anticorpos marcados com mar-
cadores fluorescentes conhecidos per se que reconhecem e se
ligam com um epitopo do anticorpo monoclonal do invento.

E preferido um teste de imunofluores-
céncia em gue um veiculo tal como foi atras descrito para RIA
€ revestido de acordo com métodos padrdo (normalizado) com
células a serem testadas quanto a presenca de CEA, sendo as
células fixadas e permeabilizadas para permitir a interacc¢ao
do material proteindceo no interior da célula com solugdes
aplicadas, sendo incubado com uma solugdo de um derivado de
anticorpo monoclonal conjugado com um marcador fluorescente
ou incubado com uma solugdo de um anticorpo monoclonal do in
vento seguindo-se uma solugao de um segundo anticorpo marca-
do com um marcador fluorescente que reconhece e se liga ao
anticorpo monoclonal do invento, por exemplo uma imunoglobu-
lina de coelho anti ratinhos marcada com fluoresceina.

A presenga de CEA é entdo detectada e localizada por micros-

copia de fluorescéncia padrdo ou por citometria de fluxo.

A utilizagdo de acordo com o invento
de anticorpos monoclonais e seus derivados tal como foi aqui
anteriormente descrito para a determinacgdo gualitativa e
guantitativa do CEA humano inclui também outros imunoensaios
conhecidos per se, por exemplo aglutinagdo de latex com par-
ticulas de latex revestidos com anticorpo ou revestida com
antigénio ou hemaglutinagdo com gldbulos vermelhos sanguineos

revestidos com anticorpo ou revestidos com antigénio, etc.
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O invento relaciona-se também com esto
jos para teste para a determinacdo gualitativa e quantitati-
va dos anticorpos monoclonais contendo CEA do invento e/ou
seus derivados e, facultativamente, outros anticorpos mono-

clonais ou policlonais e/ou adjuntos.

Os estojos do teste de acordo com o in
vento para um radioimunoensaio contém, por exemplo, um vei-
culo apropriado , ndo revestido ou revestido com um anticor-
po monoclonal do invento, facultativamente congelado pelo
frio ou solugdes concentradas de um anticorpo monoclonal ou
policlonal em relacdo ao CEA e/ou um seu derivado marcado
com radio, solugao de CEA padrdo (normalizadas), solugdes
tampao e, facultativamente, polipeptideos e detergentes para
evitar adsorcao nao especifica e formagao de agregados, pipe
tas, recipientes de reacgao, curvas de calibragao, manuais

de 1instrucao, etc.

Os estojos do teste de acordo com o
invento para um imunoensaio enzimdtico, contém, por exemplo,
um veliculo apropriado, por exemplo placas de monotitulacgao
ou folhas de nitrocelulose, facultativamente solugdes secas
por congelacdo ou concentradas de um anticorpo monoclonal do
invento e de um anticorpo monoclonal ou policlonal marcado
por enzima em relagao ao CEA ou em relag¢do a um primeiro an-
ticorpo reconhecendo CEA, substratos enzimaticos sob uma for
ma sdélida ou dissolvida, solugdes de CEA padrdes, solugdes
de tampao e, facultativamente, polipeptideos e detergentes,
pipetas, recipientes de reacg¢ao, curvas de calibragao, gua-

dros de escala de cores, manuais de instrugdo, etc.

Os estojos de teste de acordo com o in
vento para um teste de imunofluorescéncia contem, por exem-
plo, um veiculo apropriado por exemplo, coberturas de pléds-

tico ou laminas de -vidro facultativamente secas por congela
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cdo ou solucdes concentradas de um anticorpo monoclonal do
invento e de um anticorpo policlonal marcado com fluorescei-
na reconhecendo o anticorpo monoclonal, solugdes de tampao

e, facultativamente, solugdes de CEA padrdo, polipepetideos

’

e detergentes, pipetas, recipientes de reacgdao, manuais de

instrugao, etc.

Além disso, o anticorpo monoclonal do
invento e seus derivados sdo usados para localizagao e forma
¢ao de imagem in vivo de tumores. Para a formagao de imagem
in vivo, o anticorpo monoclonal do invento € marcado com ra-
dio ou conjugado com um guelato de metal formando um comple-
x0 com um nucleto de radio,-por exemplo iodo, technetium,
rhenium, etc, e as técnicas de explorag¢ido por radio sao usa-

das para detectar tumores primarios e metastaticos.

Com esta finalidade, o anticorpo radio
activo € injectado, por exemplo, intravenosamente e o doente
€ explorado com um formador de imagens gama com 1lntervalos
regulares. Os tumores expressando CEA fixardao mais anticor-
pos radiocactivos do que os outros tecidos e serdo claramente
reconhecidos pela camara de imagens gama. De preferéncia os

1311 ou 1231 sao usados

anticorpos monoclonais marcados com
para a exploragac com radio em quantidades de 3 a 50 ug re-

presentando 15 a 30 uCI por kg de peso corporal.

Para a actividade biocida no tratamen-
to do cancro, os anticorpos do invento sio usados como deri-
vados conjugados com substdncias citostdticas ou citotdxicas
tal como fol aqul anteriormente descrito, por exemplo ricina
A, como derivados marcados com radio, ou ainda administrados
em liposomas contendo reagentes biocidas. A dose terapeuti-
ca para mamiferos varia entre aproximadamente 1 mg e 5 mg
por kg de peso corporal para os prdprios anticorpos monoclo-

nais, e entre 0,1 mg e 5 mg por kg do peso corporal para con
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Jjugados com drogas citotdxicas, dependendo do estado do doen

te e do modo de aplicacao.

0 invento também se relaciona com pre-
paragoes farmacéuticas contendo o anticorpo monoclonal do
invento e/ou seus derivados com uma especificidade elevada
em relagdao ao CEA como foi agui anteriormente indicado. As
preparac¢odes farmacéuticas contém, por exemplo, o anticorpo
monoclonal do invento ou seus derivados numa quantidade efi-
caz juntamente ou em mistura com veiculos inorgdnicos ou or-

génicos, solidos ou liquidos, farmaceuticamente aceitdveis.

Sdo preferidas preparagdes farmacéuti-
cas para aplicagdo parentérica. As preparagdes para aplica-
¢ao intramuscular, subcutdnea ou intravenosa sao, por exem-
plo, solucdes ou suspensdes aquosas isotdnicas, facultativa-
mente preparadas pouco antes da sua utilizagao a partir de

prreparagdes liofilizadas ou concentradas.

As preparagoOes farmacéuticas podem ser
esterilizadas e conter adjuvantes por exemplo para conserva-
¢ao, estabilizagdo, humidificagao, emulsificag¢do ou solubi-
lizagcao dos ingredientes, sais para a regulacdao da pressao
osmoética, tampao e/ou compostos que regulem a viscosidade,
por exemplo carboxicelulose de sdédio, dextrano, polivinilpi-

rrolidona ou gelatina.

S3o preparadas por métodos conhecidos
nesta técnica, por exemplo por mistura, dissolucido ou liofi-
lizacdo convencionais: e contém aproximadamente 0 ,01% a apro
ximadamente 50% dos ingredientes activos. As preparagdes
para injec¢des sao processadas, introduzidas em ampolas ou
frascos, e seladas em condigdes assépticas de acordo com mé

todos conhecidos nesta técnica.
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Os exemplos que se seguem ilustram o

invento mas nao o limitam de qualquer modo.

Abreviaturas

BSA albumina do soro bovino

FCS soro de niteto fetal

ELISA ensaio de imunoabsorgac ligado a enzima
meio HAT meio hipoxantina/aminopterina/timidina

NCA antigénio de reac¢do cruzada nido especifico
PBS solugao salina tamponada com fosfato

Exemplo 1l: Preparag¢do da linhagem celular CE25 do hibridoma

1.1 Purificagdo do antigénio carcinoembridnico (CEA)

S3o extraidas com solugdo salina metds
tase do figado do carcinoma do colon (nas 6 horas apds a mor
te). 1 volume de tecido é primeiro homogenizado em 3 volu-
mes de tampao fosfato 0,02 M pH 7,4 a 49C durante 10 minutos,

num Sorrall Omnimixer a 8.000 rpm.

O homogenato cru é entdo centrifugado
a 8.000 g durante 15 minutos a 49C. O produto flutuante
transparente € aplicado a um imunoabsorvente consistindo nu-
ma reunido dos anticorpos monoclonais MAb 35 e MAb 115 anti
CEA conhecidos Haskell et al., Cancer Res. 43, 3857, 1983;
Buchegger et al., J. Exp. Med. 158, 413, 1983) e MAb 73
(Buchegger et al., Immunol. Letters 5, 85, 1982) ligados
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com Sepharose activada com CnBr. O CEA é submetido a elui-
cd3o com tiocianatoc de amdénio 2M. Apds uma cromatografia fi-

nal com Sepharose 6B obtem-se CEA com uma pureza de 90%.

1.2 Imunizacdo de ratinhos Balb/c

Ratinhos Balb/c com dois meses de ida-
de sao imunizados com CEA por injeccdo intraperitoneal de
15 npg de CEA purificado extraido com solucgcao salina com ad-
juvante de Freund completo. Apds 4 meses, € administrada
uma série de injeccgdes intenéificadoras compreendendo 15, 50
e 150 png da mesma preparag¢do salina de CEA sem adjuvante de
Freund administradas intraperitonealmente 5, 4 e 3 dias antes

da fusao, respectivamente.

1.3. Fusao celular

A fusd3o celular é realizada usando 1,5
X 108 células do bago de ratinhos imunizado e 1,5 x 107 cé-
lulas de mieloma P3-NS2/1Ag4 de ratinho de acordo com méto-
dos convencionals descritos previamente (Koehler & Milstein,
Nature 256, 495, 1975). Apds lavagem, as células sdo de no-
vo suspensas em 48 ml de meio essencial minimo de Dulbecco
padrdo Gibco No. 0422501). 3 x lO6 células normais de rati-
nho do exsudado peritoneal sdo adicionadas com células ali-

mentadoras.

As células sdo distribuidas por reci-
pientes Costar 96 x 0,5 ml e alimentadas 3 vezes por semana
com meio padrdo de selecgdo HAT durante 3-6 semanas. Quando
o crescimento das ceélulas de hibridoma se torna visivel, os
produtos flutuantes s3o testados tal como foi descrito no
Exemplo 1.4. Os hibridomas positivos sdo reclonados e arma-

zenados.




1.4 Ensaio de detecgdo do anticorpo

Fluidos de cultura dos hibridomas em
crescimento sdo testados quanto a presenca de anticorpo anti-
-CEA por meio de uma modificacdo do ensaio de Farr (J. Infect.
Dis. 103, 239, 1958) tal como foi previamente descrito Acco-
lla et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 77, 563, 1980). Diluigdes
1:10 (v/v) dos produtos flutuantes da cultura de células sio
incubadas em duplicado com CEA marcado com 1251 em tampao
HC1-Tris 0,02M, pH 7,4. A ligagdo do CEA aos anticorpos €
precipitada a 4°Cc adicionando solucdo de sulfato de amdnio

saturada, fria, na presenga de soro humano normal.

As linhagens de células de hibridoma
segregando anticorpos anti-CEA gue reconhecem epitopos de
CEA nao presentes ou antigénio NCA55 ou NCA9S de reacgao cru
zada ndo especifico, em glicoproteina biliar ou em granuloci
tos, e ligados a CEA humano com uma afinidade de pelo menos
(1,6 * 0,3) x lOlO litros/mol, por exemplo linhagem celular
CE25 segregando MAb CE25, sdc seleccionadas para outros es-

tudos.

1.5 Armazenamento e processamento do hibridoma

As células de hibridoma seleccionadas
podem ser feitas crescer em cultura, congeladas a -80°C ou
em azoto liquido sendo entdo reactivadas. As células sao
clonadas pelo método de limitagdo de diluic¢do e sio expandi-
das formando ascite em ratinhos Balb/c preparada com prista-

no.

A linhagem celular CE25 foi depositado
na "Collection Nationale de Culturas de Microorganismos"“
("Colecgdo Nacional de Microorganismos") do Instituto Pas-
teur, Paris, em 15 de Dezembro, 1587, sob o numero de acesso

I-719.
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Exemplo 2: Isolamento e purificagao do anticorpo monoclonal

MAb CE 25 e preparacgao de derivados

2.1 Sintese in vivo

Ratinhos Balb/c com 8-10 semanas de
idade sdo pré-tratados intraperitonealmente e com 0,5 ml de
pristano (Aldrich). 1-3 semanas mais tarde, 2-5 x 106 célu-
las de hibridoma clonadas sdo inoculadas intraperitonealmen-
te. Apds 8-10 dias © fluido da ascite é recolhido, centri-

fugado a 800 x g e armazenado a -20°C ou a -80°c.

O fluido da ascite descongelado é cen-
trifugado a 50000 x g durante 60 minutos. é removida cuida-
dosamente numa camada de gordura flutuando a superficie, e
a concentracao da proteina é ajustada até uma concentracéao
de 10-12 mg/ml.

A imunoglobulina crua € precipitada por
adigcao gota a gota de 0,9 equivalente por volume de sulfato
de amdnio saturado a OOC, sendo entdo dissolvida em tampao
fosfato 0,04 M pH 8 e submetido a didlise utilizando o mesmo
tampdo. Obtem-se uma fracg¢do de imunoglcobulina imunologica-
mente activa por cromatografia em celulose DEAE-D52 (Whatman)

onde MAb CE25 & eluido no volume vazio.

Essas preparacgdes proporcionando entre
S e 15 mg de anticorpo por ml de ascite podem ser usadas di
rectamente ou podem ser preparados fragmentos de anticorpo

para aplicagdo in vitro e in vivo (Exemplo 2.3).

2.2 Sintese in vitro
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E obtida uma pré-cultura da linhagem
celular CE25 cultivando células de hibridoma a uma temperatu-
ra fisioldgica (& volta de 37°C) em meio RPMI 1640, contendo
10% de FCS até uma densidade celular final de 5 x 10° a 10°
células por ml. A totalidade da pré-cultura € introduzida
em recipientes de cultura Bellco e ajustada até um volume to

tal de 1.500 ml com meio RPMI 1640 recente/10% de FCS.

A cultura é agitada a cerca de 37°C
sob CO2 a 5% a 30 rpm durante dois a trés dias, sendo entdo
diluida até um volume total de 3.000 ml com RPMI 1640/10%
de FCS e agitada durante mais sete a dez dias. Apds este pe
riodo de tempo 95% das células estdo mortas. O caldo de cul

tura € centrifugado a 1.000 x g durante 20 minutos a 4%c.

O produto flutuante é filtrado através
de um filtro com um tamanho de poros de 0,2 um em condic¢des
de esterilidade. A imunoglobulina crua € precipitada por
meio de adigdo lenta gota a gota de 0,9 eguivalente de volu-
me de sulfato de amdnio saturado a 0°C. Este precipitado €

purificado tal como foi descrito no Exemplo 2.1.

2.3 Preparacgao do fragmento

Os fragmentos F(ab')2 de MAb CE25 sao
preparados usando digestdao por pepsina (2-4%, p/p) em tampdo
acetato 0,2M pH 4 durante 22 horas a 37°% (Lamyoi & Nisonoff,
J. Immunol. Methods 56, 235, 1983). F(ab')2 fragmentos sao
purificados por cromatografia em Sephadex G150 onde os frag-
mentos F(ab')2 100 KD s3o eluidos sob a forma de um udnico

pico e os pequenos produtos de digestdao sdo bem separados.
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A IgGl e F(ab')2 dos ratinhos de contro
lo sdo purificados por métodos idénticos a partir de ascite
dos ratinhos injectados com células de mieloma P3 x 63
(Koehler & Milstein, Nature 256, 495, 1975). A dextrose do
gel poliacrilamida-SDS de acordo com Laemmli (Nature 227,
680, 1970) revela uma pureza superior a 95% das fracgdes IgG

e F(AB')2.

2.4 Marcagao com radio de MAb CE 25 e dos seus fragmentos

MAb CE25 ou fragmentos sao marcados com
1311 pelo método da cloramina-T a fim de proporcionar activi
dades especificas de 8-9 uCi/ug de proteina. Nio se observou
marcagac preferencial dos MAbs intactas em comparagac com oS
fragmentos. O iodo ligado a proteina é separado do iodo 1li-
vre por cromatografia em Sephadex, a qual revela a presencga

de menos de 1% de 131

I ligado a proteinas agregadas. A imu-
noreactividade € controlada por incubagido de CEA ligado a

Sepharose activada com CnBr (Pharmacial.

Exemplo 3: Caracterizagdo do anticorpo monoclonal MAb CEZ25

3.1. Determinagdo da classe e subclasse de MAb CE25

A classe e subclasse do anticorpo mono
clonal MAb CE25 produzido por células de hibridoma clonadas
€ determinada pela conhecida técnica de Ouchterlony de imuno
difusdo agar-gel usando classe e subclasse de anticorpos de
coelho especificos (Bionetics). Os resultados sdo confirma-
dos por um imunoensaio enzimdtico (ELISA) do modo que se se-
gue: Placas de microtitulagdo sdo revestidas com 1 ug por re

cipiente de uma preparagao de imunoglobulina de coelho -de
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uma classe - ou sub-classe - especifica de soro (Bionetics)
em 50 uwl de PBS. A capacidade de ligagdo livre da placa €
saturada com um tampdo de 1% de albumina do soro bovino em

PBS contendo 0,2% de NaN, (p/v), pH 7,4.

3
Sondas de 100 upl contendo anticorpos
monoclonais sdo incubados no recipiente a 37°C durante 1 ho-
ra. As placas sao lavadas com PBS, sendo entdo incubadas a
37°C durante 1 hora com uma preparagao de imunoglobulina de
coelho conjugado com fosfatase com a mesma especificidade

que foli usada para revestimento das placas.

O enzima fixado & desenvolvido por in
cubacio (37OC, 30 minutos) com uma solug¢do do substrato en-
zimatico fosfato de p-nitrofenilo (1 mg/ml em tampdo dieta-
3 a 0,02% (p/v),

pH 9,8) e medindo a densidade Jdptica a 405 nm. ©O anticorpo

nolamina a 10% contendo MgCl2 0,5 mM e NaN
monoclonal MAb CE25 pertence a classe IgGl.

3.2 Reactividade cruzada com antigénios de tecido normal

A linhagem de células de hibridoma
CE25 flutuante é testada quanto a reactividade cruzada com
granulocitos presentes em cortes congelados de bag¢o, pancreas,
pulmao e figado normais; por meio de colora¢do indirecta com
imunoperoxidase. Além disso, a auséncia de reaccdo cruzada
com glicoproteina biliar € determinada em cortes de tecido

hepatico humano normal.

Para coloragdo do antigénio com MAB
anti-CEA usa-se uma técnica com trés camadas de biotina-avi-
dina-peroxidase (Guesdon et al., J. Histochem. Cytochem. 27,
1131, 1979). Em resumo, cortes pelo criostato com 10 um sao
fixados durante 10 minutos em acetona a temperatura ambiente

lavada em PBS frio contendo Thimerosal 5 x lO_5 M e tratados
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com H202 a 7% para abolir a actividade da peroxidase enddge-
na. Os cortes sao entdo incubados durante 60 minutos com

25 pl de fluido de cultura nao diluido a partir da linhagem
de células do hibridoma anti-CEA ou a partir da linhagem de

células do mieloma P3 x 63Ag8 usadas como controlo.

A segunda incubacao, de 15 minutos,
faz-se com anticorpo IgG de cavalo anti-ratinho bioestanhado,
seguindo-se uma terceira incubagdo, de 15 minutos, com o con
jugado avidina-peroxidase (Vector Laboratories, Burlingame,

CA, USA. Todas as incubag¢des sdo realizadas a temperatura

’

ambiente sendo seguidas por uma lavagem com PBS.

Finalmente, a actividade da peroxidase
€ revelada adicionando uma solugdo preparada recentemente
contendo 0,4% de 3-amino-9-etil-carbazole e 0,015% de HZOZ’
e os tecidos sdao contra-corados com hematoxilina (Schreyer
et al., in: Sordat, 4th Int. Workshop sobre animais imunode-

ficientes em pesquisa experimental, Basel 1984).

Os resultados sdao resumidos no quadro

gque se seqgue:
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imunoperoxidase em

coloragao resultante

carcinoma do colon

pancreas normal

(ductos pancreaticos)

figado normal

{(ductos biliares)

pulmao normal

(células epiteliais)

granulocitos de bago

++

simbolos: ++ coloragdo fortemente positiva, (+) coloracgao

ocasional de algumas células epiteliais alveolares, - nenhu-

ma coloragao

A especificidade de MAb CE25 €& ainda

analisada por um radioimunoensaio usando antigénios NCA

55 €

NCA95 com reacc¢do cruzada ndo especificos marcada com radio

purificados. O estudo € realizado tal como foi descrito no

exemplo 1.4 para o ensaio Farr exceptuando o facto de CEA

125

marcado com I ser substituido por NCA marcado com

125I

-

NCA é purificado a partir de extracto

com acido percldrico de pulmdo normal por filtracgdo sobre

Sephadex G-200 seguindo-se imunoabsor¢do sobre uma coluna

CNBr-Sepharose 4B contendo IgG de um antisoro anti-CEA de ca-

bra com reacg¢do cruzada conhecida com NCA (Heumann et al.,

in: Lehmann, Carcino-embryonic proteins, Vol. 11, Amsterdam

1979).
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NCA95 e NCA sao ainda purificados por

colunas de imunoadsorcg¢ao contendoS%Abs cada um destes reco-
nhecendo dois NCA (Buchegger et al., Int. J. Cancer 33, 643,
1984). NCA95 € marcado com 1251 pelo método com cloramina

T, NCA55 € marcado com 125I com o reagente de Balton e Hunter

(Amersham, Bucks., England).

Os resultados do teste sao:

radioimunoensaio em percentagem de antigénio
marcado com radio preci-
pitado
1251 CEA 54
125
I NCA55 0
125
I NCA95 1
Além disso, muda-se a ligacido de MAb
CE25 marcado com 1251 a CEA ligado a Sepharose activada com

CNBr e as celulas de tumor de colon Co 112 fixadas com glu-
taraldeido apds incubacgdo durante a noite a 259 e ligacgao
a leucocitos humanos recentemente preparados, embalados,

apés incubacdo durante 4 horas a 4°c.

Os resultados sao indicados a seguir:




_33-

125 . ]
I MAb ligando-se a percentagem do input de
MAb marcados com radio
CEA imobilizado em 75

CNBr Sepharose

Células Co 112 fi- 60
xadas
Granulocitos recentes 4017

Os resultados atras referidos indicam
gue MAb CE 25 € um bom candidato para a localizagdo Optima
de tumor juntamente com acumulag¢io minima, ndo especifica

na medula ossea e figado.

3.3 Determinacao de constantes de afinidade

A uma guantidade limitada de MAb CE25,
sao adicionados quantidédes crescentes de CEA marcado com
1251 em PBS tal como foi descrito por Accolla et al. (Proc.
Natl. Acad. Sci. 77, 563, 1980). Apds 16 horas, o soro hu-
mano normal é adicionado seguindo-se sulfato de amdnio satu
rado frio para precipitar CEA ligado a anticorpos. A radio-
actividade da amostra total e do‘precipitado € determinada

por contagem de 7Y .

Para calcular a constante de afinidade
curvas de saturagao obtidas em equilibrio sdo transformados
e analisadas pelo método de Scatchard (Ann.N.Y.Acad.Sci. 51,
660, 1949).
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MAb CE 25 liga-se a CEA humano com uma

afinidade de pelo menos (1,6 * 0,3) x 10lO litros/mol.

3.4 Determinagdo do epitopo reconhecido por MAb CE 25

A determinante antigénica (epitopo)
de CEA reconhecida por MAb CE 25 é avaliada por meio de uma
técnica de inibicdo cruzada em que MAb CE25 marcado com 1251
€ testado gquanto a sua capacidade de ligagdo a CEA ndo mar-
cado seguindo-se incubagdo com um excesso 1.000 vezes maior
de outro MABs anti-CEA, tal como foi descrito anteriormente
por Accolla et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. 77, 563, 1980) e
Haskell et al. (cancer Res. 43, 3857, 1983). Os resultados
indicam gue MAb CE25 tem uma especificidade unica em relacao
a um epitopo de CEA n3d reconhecido por qualquer um dos MAb

anti-CEA previamente publicados.

Comparado com a especificidade do epi-
topo de MAbs previamente descritos por Buchegger et al. (Int.
J.Cancer 33, 643, 1984), o epitopo reconhecido por MAb CE25
esta estericamente em relag¢do intima com um epitopo reconhe-

cido pelo conhecido MAb 202.

A ligagdo de MAb CE25 é fortemente ini
bida por MAb 202. Os dois epitopos sdo contudo claramente
diferentes, visto que MAb 202 revela uma reacgdo cruzada for

te com granulocitos facto completamente ausente do MAb CE25.

O epitopo reconhecido por MAb CE25 na
molécula de CEA ou € repetitivo ou é mais acessivel ao anti-
corpo monoclonal do que os epitopos reconhecidos por outros
MAbs anti-CEA. Isto € sugerido por ensaios de ligacdo em
gue MAb CE25 (1 ng) marcado com radio é incubado com células

vivas de carcinoma do colon (3 x 106 células).
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Neste teste, MAb CE 25 liga-se até 36%
enquanto que os MAbs anti-CEA e MAb 73 se ligam a um nivel

inferior a 16%.

Estes resultados sao confirmados por
outros ensaios de ligagao em que quantidades crescentes de
MAb CE25 e o MAb 35 altamente especifico e bem caracterizado
sdo incubados ou com CEA purificado ligado a Sepharose acti-
vada por CnBr ou a células vivas de carcinoma do colon tal

como se descreve a seguir.

Para os ensaios de ligacdo a Sepharose
-CEA, concentragodes crescentes de dois anticorpos monoclonais
marcados com radio (0,15 - 40 ug) sdo incubados durante 16
horas a 25°C com 3 pg de CEA ligado a Sepharose -CnBr. A 1i
gagdo ndo especifica € determinada por incubac¢do com Sepharo-
se - CnBr contendo proteina irrelevante e é subtraido. Os
resultados demonstram que cerca de 4 vezes mais MAb CE25 se

liga a Sepharose - ligada a CEA do que MAb 35.

Resultados muito semelhantes sidao obti-
dos num ensaio com delulas vivas de carcinoma do colon. As
células do carcinoma de colon sao feitas crescer em 96 pla-
cas de cultura de tecido apds lavagem, quantidades crescen-
tes de MAbs marcadas com radio (2-450 ug) sd3o entdo incubadas
com as células aderentes durante 4 horas a 37°C num meio de

cultura.

A ligagdo ndo especifica € determinada
usando quantidades elevadas de MAb ndo marcado para inibir
a ligacdo especifica e é subtraida. Tal como no ensaio com
Sepharose - CEA atras descrito, obtem-se uma ligacdo 4 vezes
maior de MAb CE 25 as células de carcinoma de colon em com-

paragdao com MAb 35.
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Assim, a ligagao superior de MAb CE25
a células expressando CEA torna o anticorpo um candidato pro

missor para o diagndstico e aplicacdo da terapéutica.

Exemplo 4: Imunocintigrafia em ratinhos rapados

4.1 Modelos de tumor de ratinho rapado

0 carcinoma do colon humano T380 (Martin
& Halpern, Cancer Res. 44, 5475, 1984; Mach et al., Nature

.

248, 704, 15974) transplantados seriadamente subcutaneamente

para ratinhos rapados (Iffa Credo, Arbesle, France), €& usado

como alvo para MAbs anti-CEA marcados com radio e fragmentos.

O tumor T380 revela relativamente pou-
cas areas (superficies) necréticas até tamanhos de mais de
1l g devido a um elevado grau de vascularizag¢do. O tumor &
moderadamente diferenciado e contém numerosos pseudolumens
que s3o ricos em CEA, rodeados por células epiteliais com um

grau mais baixo de organizagio.

Foi descrita a producido de CEA e a 1li-
bertagdo na corrente sanguinea. Podem ser extraidos 15 a
45 pg de CEA por grama de tumor, e 10 a 18 ng por hora séo
produzidos e libartados para o sangue a partir de 1 g de tu-

mor (Martin & Halpern, Cancer Res. 44, 5475, 1984).

4.2 Injecgdao analitica a ratinhos rapados apresentando tumor

MAb CE 25, MAB 35 e MAb D17, cada um

deles reconhecendo diferentes epitopos da molécula CEA, e os

seus fragmentos F(ab')2 sdo marcados com radio com 1311 pelo
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método da cloramina T, dando origem a uma actividade especi-
fica final de 8-9 pCi/ug da proteina, sendo injectados intra
venosamente a grupos de 3-4 ratinhos nus apresentando tumores

do colon T380 de 0,2 a 1,5 gramas.

S30 usadas misturas de anticorpos e os
seus fragmentos para se conseguir uma boa e rapida penetra-
¢do dos nddulos, do tumor assim como libertacdo de elevadas
guantidades de anticorpos durante um periodo de tempo mais
longo. Anticorpos em fragmentos ou intactos marcados com
l3lI podem também irradiar diferentes dreas dos ndédulos tumo

rais.

A marcagao com 1311 € também vantajosa

tendo em vista uma boa penetragao do tumor. Os ratinhos sao
dissecados 3 dias apds a injecgao de anticorpos intactos ou
2 dias apds injecgdo de F(ab')2. As relagdes entre o tecido
tumoral e o tecido normal (T/N) sdo calculadas assim como a

relacao entre tumor e peso total (média T/N).

A "média T/N" expressa a relacdo da
radioactividade do tumor/g em comparagao com a radiocactivi-
dade do peso total/g incluindo todos os orgdos e a carcassa

dissecada.

Os resultados sao resumidos no quadro

gque se segue:
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4.3 Injeccdo terapéutica de ratinhos nus apresentando tumor

do colon T380

Para demonstrar a possibilidade de se
obter regressdao do tumor de carcinomas do colon humano por
injecgao de MAbs anti-CEA marcados com 1311, sdo realizados

as experiéncias que se seguem.

Com fins terapéuticos, anticorpos in-
tactos sdao misturados com os seus fragmentos F(ab')2 numa
relacdo 1:2. Um mg desta mistura € marcado por cloramina T
com 10 mCi de 1311 até uma actividade especifica de 8 nCi/
JAg de proteina. A ratinhos nus machos com 7 semanas de ida
de sao feitos transplantes de tumor do colon T380 e distri-

buem-se ao acaso 3-4 ratinhos por cada gaiola.

Os tumores sdo medidos trés dias antes
e no dia da injecgdo marcada com radio, isot é, 10 dias
apdés a transplantagdo quando os tumores estido bem estabele-
cidos e organizados e em crescimento exponencial. S&o es-
colhidos 4 grupos de ratinhos com tumores em crescimento

de tamanhos variados.

O primeiro grupo € injectado intraveno

samente com anticorpos marcados com 600 uCi 1311, o segundo

1311 (também intactos e

com IgG normal marcado com 600 nCi
F(ab')2 misturados). Um terceiro grupo é injectado com uma
quantidade correspondente de 75 ug de anticorpos anti-CEA

nao marcados, e um quarto grupo ndo recebe qualquer injec-

cao.

A tiroideia dos ratinhos injectados
com proteinas marcados com 1311 € protegida adicionando so-
lugdo de Lugol a 5% a agua para beber (0,5 ml por 300 ml de

dgua), carregando 3 dias antes da injecc¢do e mantendo essa




-40-

adicdo até as 6 semanas seguintes. Os ratinhos sdo mantidos
em condi¢des assépticas usando gaiolas cobertas com papel de
filtro e com acesso limitado a 2 pessoas. Iniclalmente, to-
dos os 3 a 4 dias, e mais tarde uma vez por semana, sao medi-

dos os didmetros do tumor em 3 dimensdes.
Usando a formula
volume = rl x r2 x r3 x 4/3 721 {r = radius)

sdo calculados os volumes do tumor. A precisdo para as medi
¢Ses do tamanho de cada tumor € de cerca *10% como se veri-
ficou por medigdes feitas por diferentes pessoas. A contagem
da totalidade do corpo usando um RADX Assayer 1 (RADX Corpo-
ration, Houston, Texas) permite a determinagdo de duas meias

vidas.

A irradiacdo da totalidade do corpo é

entdo calculada pelas fdérmulas

Dﬁ) = 2.13 x T.eff x 1,44 x C x E9) rads
131

(T.eff em horas, C em nCi/qg, E(,:> = 0,19 para I) e
N

QY = 2,13 x T.eff x 1,44 x C x S: fi X Ei x P (uenr)i rads
i=1

(f

= coeficiente de absor¢do linear (uen) multiplicado pelo ra

frequéncia de raios'Y , E = energia de raios-¥ , @ =

dio (r), ver Johns and Cunningham, in: Friedman, Monograph
in the Bannerstane Division of American lectures on Radiation

Therapy, Springfield 1978).

A irradiagao da totalidade do corpo pa
ra os ratinhos € devida em 90% a radiac3o(® e em 10% a ra-
diacao '\/ .
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Os ratinhos dissecados as 24 e as 72 h
e no dia 7 apds a injecgdo do Mab marcado com radio em dose
terapéutica sao analisados quanto as relag¢des (taxas) T/N.
Uma relacdo T/N média total € calculada a partir das relagdes
entre o tumor e a totalidade do corpo nestes animais tomando
em consideragac uma fase de enriquecimento e de diminuigdo

putativa da radioactividade no tumor.

Uma dose no tumor devida apenas a ra-
diac3ofy € calculada em comparagac com a dose da totalidade
do corpo. Os tumores sao examinados histologicamente aos 1,
3 e 7 dias, e obtem-se autoradiografia a partir de tumores

dissecados as 24 e 72 horas apds a injeccao.

A coloracao com imunoperoxidase usando
MAbs anti-CEA de porco e conjugado de peroxidase-IgG anti-
-porco € realizada em 3 tumores desenvolvendo-se tarde apds
injecgdo com anticorpo marcado com radio assim como do tumor
T380 ndo tratado nos ratinhos nus. O sangue de 4-5 ratinhos
injectados com MAb marcado com radio ou de ratinhos nao tra-
tados apresentando tumores € obtido semanalmente apds injec-
¢ado com anticorpo e faz-se a contagem dos gldbulos brancos

do sangue.

Finalmente, cinco ratinhos, gue sobre-
vivem durante 1/2 ano apds os protocolos de terapéutica pre-
liminar, sao examinados histologicamente e por colorag¢do com
imunoperoxidase quanto as restantes células tumorais vidveis
e a sua expressdo em CEA. A tiroideia, figado, rim, pulmio
e bago destes ultimos ratinhos sdo analisados morfologicamen

te quanto as lesdes provocadas pela radiaciao.
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O tamanho de enxertos de tumores bem
estabelecidos aumenta até aos 6 dias apds a injec¢do com an-
ticorpo marcado com radio mas nessa altura estabelece-se a

regressao do tumor durante 4 - 12 semanas.

Isto deve corresponder gquer a uma des-
truig¢do de mais de 99% das células do tumor quer a destrui-
¢ao de uma percentagem inferior mas acompanhada por uma acen

tuada inibigdo, da proliferacdo celular.

Um grupo principal de controlo de 13
ratinhos é injectado com a mesma quantidade de Iggl normal
intacta marcada com 1311 e dos seus fragmentos F(ab')2. A
progressao do tumor € retardada durante 1 a 3 semanas em com
parac¢cao com os controlos n3o tratados, mas nd3o se observa

qualquer regressdo do tumor.

Os resultados (evolugao do tamanho do
tumor em ratinhos tratados e controlos sdo resumidos no gua-
dro que se segue. No dia da injec¢do os tamanhos médios do
tumor variam entre 47-50 mm3 nos guatro grupos de ratinhos
indicado no quadro. Observa-se um aumento rapido nos grupos

(c) e (d) durante os 28 dias que se seguem.

Em ratinhos injectados com anticorpos
marcados com radio o tamanho médio do tumor apds um aumento
inicial até 122 mm3, diminui até um valor minimo de 44 mm3
no dia 28 (grupo a). No grupo (b) injectado com IgG normal
marcado com radio observou-se uma progressao lenta mas cons-
tante do tumor com um tamanho médio do tumor de 449 mm3 no

dia 28.
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Novos resultados indicam gque ratinhos
nis em que se transplantou tumor podem ficar completamente
curades dos seus tumores usando fragmentos F{ab')2 marcados
com 1311 de trés MAbs. 8 de entre 10 ratinhos sobreviveram

um ano sem reincidéncia do tumor.

Os tumores dissecados 24 e 72 horas
apds injecgdo de doses terapéuticas de misturas anticorpo/
/fragmento marcados com 1311 nao revelam gqualgquer modificagao
histoldgica detectdvel por meio de-microscopia dptica. Em
contraste, sdo observados superficies desiguais de necrose e
numerosas células picndticas nos tumores dissecados 7 dias

apds a injeccéao.

Nos animais gue sobreviveram 6 meses
apdés a imunoterapéuticacom radio, sdo analisados varios or-
gdos pelo microscdpio optico. As tiroideias, rins, pulmoes

e baco tém um aspecto normal.
A auséncia de mortalidade entre os ra

tinhos tratados indica que os efeitos da imunoterapéutica

com radio sobre a hematopoiese sdo insignificantes.

Exemplo 5: Ensaio de imunoabsorgdo ligado a enzima (ELISA)

5.1 Processo de ensaio

Placas de microtitulagao de polipropi-
leno (Dynatech) sdo revestidas durante um periodo de 2 horas
a 37°C e durante a noite a 4°C com 150 pl de uma solugao do
anticorpo monoclonal MAb CE 25 (10 pg/ml) num tampdo pH 8,6
(solugao salina a 0,9% tamponada com carbonato contendo 0,02%

de azida de sodio).
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As placas sao lavadas cinco vezes com
PBS, e locais reactivos a proteina ainda presentes sdo satu-
rados por incubagdo durante 1 hora a 37°C com 250 Ml de um
tampao pH 7,4 (0,2% de gelatina e 0,2% de NaN3 em PBS). As
placas revestidas deste modo podem ser mantidas a 4°C neste

tampao durante alguns dias.

50 pl de uma série de diluigdes de uma
solugdo de teste ou de uma solug¢do padrao contendo CEA huma-
no purificado, 50 ul de tampao pH 7,4 e 50 pul de uma solugao
de anticorpo MAb 35 anti-CEA monoclonal marcado com fosfata-
se alcalina reconhecendo um epitopo de CEA diferente diluido
1:100 com tampdo pH 7,4 sdao misturados e incubados nos reser
vatdérios das placas de microtitulacdo durante 2 horas a 37°%

e durante 30 minutos a 4OC.

As placas sao lavadas cinco vezes com
PBS, sendo entao incubadas durante 30 minutos a 37°C com
150 pl de uma solugao de fosfato de p-nitrofenilo (1 mg/ml em
10% de tampdo dietanolamina, MgC12 0,5 mM, pH 9,8). Medindo
a densidade dptica a 405 nm, é determinado a quantidade de
p-nitrofenol libertado, a qual é proporcional a guantidade
de fosfatase enzimatica ligado e desse modo proporcional a

quantidade de CEA na solugao do teste.

O ELISA pode também ser realizado usan
do MAb CE 25 marcado com enzima e revestindo as placas de
microtitulagdo com o anticorpo MAb 35 anti-CEA monoclonal

reconhecendo um epitopo de CEA diferente.
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5.2 Estojo de teste para ELISA

Um estojo de teste para o ensaio descri

to no Exemplo 5.1 contem:

placas de microtitulacdo de polipropileno,
20 ml de anticorpo MAb CE25 monoclonal (10 pg/ml) em solugdo
salina tamponada com carbonato (0,9% de NaCl, 0,42% de NaHCO3

0,0072% de Na.CO., 0,02% de NaN.),

27737 3

1 ml do anticorpo MAb 35 monoclonal ligado a fosfatase alca-
lina reconhecendo um epitopo de CEA diferente (0,3 mg de an-
ticorpo por ml) em tampdo Tris (0,05 M, MgCl2 1 mM, BSA a
1%, 0,02% de NaN,, pH 8,0),

2 ml de solugao padrao contendo 5 ug de CEA humano purifica-

do, 300 ml de PBS,

300 ml de tampdo pH 7,4 (0,2% de gelatina e 0,2% de NaN; em
PBS) ,

50 ml de fosfato de p-nitrofenilo (1 mg/ml) em tampdo dietano
lamina (1 mg/ml),

(10% de MgCl, 0,5 mM, 0,02% de NaNl
com HC1l},

ajustado para pH 8,9

2 3

éurva de calibracao,
escala de intensidade da cor,

manual de instrugodes.

Exemplo 6: Preparacao farmacéutica para aplicag¢do parentéri-

ca
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120 mg de anticorpo MAB CE 25 monoclo-
nal preparado de acordo com o Exemplo sdo dissolvidos em 5
ml de solugdo salina fisioldgica. A solucdo é feita passar
através de um filtro bacterioldgico, e o filtrado é introdu-
zido numa ampola em condigdes assépticas. A ampola é prefe-

. . o
rencialmente armazenada no frio, por exemplo a -20°C.




_48-

REIVINDTICACGCOES

la. - Processo para a preparagac de
anticorpos monoclonais especificos em relag¢dc ao antigénio
carcinoembridnico humano (CEA), e seus derivados, que reco-
nhecem epitopos de CEA ndo presentes em antigénios NCA55 ou
NCA95 de reacgao cruzada nado especificos, na glicoproteina
biliar ou nos granulocitos e gque se ligam ao CEA humano com

+ 1010

uma afinidade de pelo menos (1,6 F 0,3) x litros/mol,

caracterizado pelas células do hibridoma que segregam o an-
ticorpo serem multiplicados in vitro ou in vivo, e, se dese-
jado, os anticorpos resultantes serem convertidos nos seus

derivados.

22, - Processo de acordo com a reivin-
dicagao 1, caracterizado por as células do hibridoma que se-
gregam o anticorpo serem injectadas intraperitonealmente em
ratinhos Balb/c que tenham sido facultativamente pré-trata-
dos com um hidrocarboneto, e apds 8-10 dias, o liquido asci-

tico é colhido destes animais.

338, - Processo de acordo com a reivin-
dicagao 1, caracterizado por se preparar o anticorpo monoclo

nal com a designagdo de MAb CE25, e seus derivados.

42, - Processo de acordo com a reivin-
dicagcao 1, para a preparagao de um derivado de um anticorpo
monoclonal, caracterizado por o anticorpo monoclonal ser con
Jjugado com um enzima, um marcador fluorescente, um gquelato
de metal, uma substdncia citostatica, avidina, biotina, e

substancias afins.
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5a8. - Processo de acordo com a reivin-
dicagdo 1, para a preparag¢ao de um derivado de um anticorpo
monoclonal, caracterizado por o anticorpo monoclonal ser mar

cado radiocactivamente.

62. - Processo de acordo com a reivin-
dicagdo 1, para a preparagdao de um derivado de um anticorpo
monoclonal, caracterizado por o anticorpo monoclonal ser cli
vado enzimaticamente ou quimicamente dando origem a um $frag-

mento.

72. - Linha celular de hibridoma carac
terizado por segregar um anticorpo monoclonal especifico em
relagdo ao antigénio carcinoembridnico humano (CEA) reconhe-
cendo epitopos de CEA ndo presentes no antigénio NCASS ou
NCA95 de reacgao cruzada nao-especificos na glicoproteina
biliar ou nos granulocitos, e que se ligam ao CEA humano com

10

uma afinidade de pelo menos (1,6 & 0,3) x 10 litros/mol.

82, - Linha celular do hibridoma de
acordo com a reivindicagdo 7, caracterizado por ter a desig-

nacdo CE25.

92, - Processo para a preparacao de uma
linha celular de hibridoma de acordo com a reivindicacao 7
ou 8, caracterizado por ratinhos Balb/c serem imunizados com
CEA humano purificado ou com um CEA humano purificado conten
do veiculo antigénico, por as células produtoras de anticor-
po dos ratinhos Balb/c serem fundidas com células P3-NS2/1Ag4,

por as células hibridas obtidas na fusi3o serem clonadas, e
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por serem seleccionados os clones celulares gue segregam OS

anticorpos dese jados.

102. - Processo de acordo com a reivin-
dicagcao 9, caracterizado por os ratinhos Balb/c serem imu-

nizados com CEA purificado extraido com solucdo salina.

’ lla. - Processo para a preparacao de
composigdes farmacéuticas contendo um anticorpo monoclonal
especifico em relagdao ao CEA humano e/ou seus derivados pre-
parados por melo de um processo de acordo com a reivindica-
gao 1, caracterizado por 6 anticorpo monoclonal ser mistura-

do com um veiculo farmacéutico.

12a, - Método para a terapia do cancro
em mamiferos, caracterizado por um anticorpo monoclonal e/ou
seus derivados preparados por um processo de acrodo com a
reivindicacao 1, serem administrados ao referido mamifero

numa dosagem de 0,1 a 5 mg por kg do peso corporal.

Lisboa, 3 de Janeiro de 1989
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