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INFLUENCIA DO BCG NO CONTROLE DA IMUNODEFICIENCIA HUMORAL
INDUZIDA PELO MASTOCITOMA P-815

H.M. BRASCHER, J.R. VARGENS, L.C.S. MAIA & A. OLIVEIRA LIMA

O BCG, em solugdo lipidica, injetado por via intravenosa, foi capaz de reverter a imuho-
supressdo humoral provocada pelo mastocitoma P-815, em camundongos singénicos DBA/2, au-
mentando tanto o numero de células formadoras de placas hemoliticas quanto os titulos de anti-
corpos hemaglutinantes do soro. Ndo foram encontradas diferencas significativas nos titulos de
anticorpos hemaglutinantes da classe IgG. Nenhum efeito bloqueador pode ser notado na progres-

sdo normal do tumor.
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O P-815 ¢ um mastocitoma do camundongo DBA/2, originariamente induzido pelo metil-
colantreno e susceptivel de ser transplantado e cultivado “in vitro”. Quando por via subcutanea,
ou intraperitoneal, apresenta alta malignidade e evolui acarretando profundo estado de depressio
da resposta imune, humoral e celular (Kamo et al., 1975; Delustro & Argyris, 1976, Takei, Levy
& Kilburn, 1977 e Dye & North, 1981).

A inoculacdo de bacilos vidveis de BCG, em doses e vias adequadas, se acompanha de
melhoria das condi¢Ges imunitdrias do animal, constituindo um potente estimulo das células
imunologicamente competentes e hoje amplamente empregado na imunoterapia dos tumores
experimentais (Old, Benacerraf & Clarke, 1961; Piessens et al., 1971; Miller, Mackaness & La-
grange, 1973; Pimm & Baldwin, 1975 e Murahata & Mitchell, 1982).

Nosso objetivo neste trabalho foi o de estudar a capacidade do BCG, injetado por via
intravenosa em mistura lipidica, de reverter o estado de imunosupressio da resposta imune humo-
ral induzida pelo mastocitoma P-815 em camundongos DBA/2. Procurou-se, determinar, também,
a influéncia do BCG sobre a evolugdo da massa neopldsica e a sobrevida dos animais com tumores
transplantados por via subcutinea.

MATERIAL E METODOS

Animais: camundongos DBA/2, isogénicos (H*Zd), fémeas, com peso em torno de 20 +
2g, obtidos do Instituto de Biologia da Universidade Federal Fluminense e do Centro de Pesquisas
Arlindo de Assis (F.A. Paiva).

Mastocitoma P-815: mantido por passagens intraperitoneais semanais em animais DBA/2
a partir de inocula¢ses intraperitoneais de 2 x 108 células vidveis. Eventualmente, também, obtidos
de células mantidas em nitrogénio liquido suspensas em meio 199 (Difco), com 10% de Dimetil
Sulfoxido {DMSO, Sigma) ¢ 5% de soro de vitela,

Inoculacdo das células tumorais: as células tumorais depois de trés lavagens em meio 199
foram inoculadas (5 x 10%) por via subcutinea em um dos flancos de camundongos DBA/2 fémeas.
As células revelaram 95% de vitalidade nos testes com azul de tripan (Tennant, 1964).

Imuniza¢do com hemaicias de cameiro: os animais inoculados hd 20 dias com 0 mastoci-
toma receberam, por via intrapentoneal, 0,5ml de uma suspensio a 10% de hemdcias de cameiro;
quatro dias depois foram sangrados e sacrificados para remocdo dos bagos.

Tratamento com BCG: Micobacterium bovis, variedade BCG, estirpe Moreau (F.A. Paiva),
mantido liofilizado em ampola, contendo 5x 107 bacilos vidveis, Cerca de 105 bacilos foram sus-
pensos em 0,2ml de emulsio lipidica (10% de 6leo de soja, 1,2% de fosfolipide de gema de ovo e
2,25% de glicerol) e injetados por via intravenosa.

Hemaglutinacdo passiva: a pesquisa de anticorpos hemaglutinantes {IgM) toi realizada em
soros obtidos do plexo orbital quatro dias apés a inoculagdo das hemdcias. Os anticorpos da classe
[eG, foram estudados em soros colhidos no 79 dia, ap6s seu tratamento com solugdo de mercapto-
etanol a 0,2 M durante 30 minutos a 376C.
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Hemolise em placa: o nimero de placas hemoliticas diretas IgM formadas por linf6citos
esplénicos dos animais de experiéncia sensibilizados com hemacias de carneiro, foi avaliado pelo
método de Cunningham & Szenbeg, 19638.

Influéncia do BCG sobre a massa tumoral: a massa tumoral foi determinada ap0s dissec-
¢do cuidadosa do tumor, logo depois da morte dos animais € pesada em balanga de precisdo.

Sobrevida dos animais: determinou-se até o 300 dia de experiéncia, periodo de sobrevida
dos animais inoculados com o P-815 por via subcutinea, e vacinados com trés doses de BCG por

via intravenosa.

Andlise estatfstica: a analise estatistica dos resultados foi realizada usando-se o teste “t”
de Student na compara¢do entre dois grupos experimentais e a andlise de variancia simples em
experiéncias envolvendo um nimero maior de grupos. As amostras queé ndo obedeciam a distn-
buicdo normal foram normalizadas por meio da conversdo logarftmica.

Modelo experimental: as experiéncias preliminares mostrando que ¢ periodo de mdxima
imunosupressao ocorria em torno do 209 dia da inoculagdo do tumor, possibilitaram 4 execugdo
do seguinte modelo experimental: 1) inocula¢do dos animais, por via subcutinea com 5 x 104 célu-
las vidveis de P-815: 2) inoculacdo de 105 bacilos vidveis de BCG, em 0,2ml de emulsdo lipidica
por via intravenosa, de 5/5 dias, a partir do 59 dia da inoculacdo do P-815; 3) inoculagdo por via
intraperitoneal das hemdcias de carneiro no 169 dia de inoculacdo do P-815; 4) sacrificio de parte
dos animais quatro dias ap0s para pesquisa de anticorpos hemaglutinantes e determinagdo do nu-
mero de placas hemoliticas pelos linf6citos do bago; 5) colheita de sangue, de parte dos animais,
no 49 e 79 dias para titulagdo de anticorpos hemaglutinantes; 6) determinacdo da massa tumoral
1o dia da morte dos animais; 7) determinagdo do tempo de sobrevida dos camundongos inoculados.

RESULTADOS

A época de supressdo méxima da resposta imune humoral induzida pelo mastocitoma
P-815, ocorreu em tomo do 209 dia da inoculacdo do tumor, como mostra a Tabela |, perfodo em
que os leucocitos do bago apresentaram formagdo de placas hemoliticas em niveis significativamen-
te mais baixos do que os animais de controle (p <0,01). Tambem os titulos de anticorpos hema-

glutinantes da classe IgM mostraram-se diminuidos.

TABELA I

Supressdo da hemdlise em placas de dois grupos de camundongos
inoculados com mastocitoma P-813

Animais Dias Hemodlise em Placas Sienificancia
(Grupo)? (106 Células do Bat;n)b &n
109 2660 £ 396¢
1l 4453 + 638 p < 0,025
I 20¢ 4264 £ 1110
(] 8830 + 2020 p < 0,00l

g — Grupo L[.P-815 5x 10%* células por via subcutdnea.
I1. Solucdo salina 0,85% (controle).

b — Camundongos DBA/2 inoculados com 5 x 10* células de P-815.
Nos 100 e 209 dias apos, os animais foram inoculados com
0,5ml de hemacias de carneiro a 10% por via intraperitoncal.

¢ — Méddia e desvio padrio.

A influéncia imunoestimuladora do BCG sobre esse estado supressivo induzido pelo mas-
tocitoma P-815 pdde ser apreciado tanto pelo aumento do numero de placas hemoliticas formadas
pelos leucocitos do bago (Tabela II), como pelos niveis de anticorpos hemaglutinantes da classe
I[gM determinados no 49 dia apés a imunizagdo por via intraperitoneal com 0,5ml de uma suspen-
sio de 10% de hemdcias de carneiro (Tabela III).

A Tabela III mostra os titulos de [gM obtidos nos animais do grupo 1V inoculados com o
P-815 e que receberam o BCG intravenoso ¢ os do grupo It que 56 receberam o P-815. Nao se re-
gistrou nenhuma diferenga significativa nos titulos dos anticorpos hemaglutinantes da classe 18G

em nenhum dos animais dos grupos de experiencia.
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TABELA Il

Efeito do BCG no aparecimento de células formadoras de placas de
hemolise em camundongos suprimidos com mastocitoma P-815

(Grupns}” “ N© (10° Células do Bago)b Significancia
4 1792  670¢ |
Il 2 3908 £ 225 p < 0,005
[I 5 1294 £ 475 ;.
v 5 1128 £470 p - N5
a — Grupo 1. Mastocitoma P-815 (5 x 10* + 10° bacilos BCG)
II. Mastocitoma P-815 (5§ x10%)
[II. Solucgdo salina 0,85%
IV. Solucgfo salina (0,85% + 10° bacilos BCG)

b — Camundongos DBA/2Z inoculades com 0,5ml de hemacias de

carneiro a 10% por via intraperitoneal.
¢ — Média e desvio padrio.
d — Nio significante.

TABELA II1
Titulos de hemaglutininas {1gM e 1g(G) no soro dos animais de
experimentacgio
[gr[:;l {_-,T}Sa IgMb Significdncia IgG¢t Significincia®
|
I 1,3+0,3 15%
il 14204  p=NS§4 1,7 + p = NS
111 0,5%10,5 p <. 0,005 1,3 % p = NS
IV 1,1 20,3 p = NS§ 1,6t p = NS

2 - Grupo 1. Solucio salina 0,85%

I1. Solucdo salina 0,85% + 10° bacilos BCG

II1. Mastocitoma P-815 (5x 10%)

IV. Mastocitoma P-815 (5x10* + 10° bacilos BCG/

0,2mi)

b — Soro colhido no 49 dia apds inoculacdo de 0,5ml de hemacias

de carneiro a 10%, via intraperitoneal.

¢ — Soro colhido no 79 dia apds inoculacdo de 0,5 ml de hemacias

de carneiro a 10%, via intraperitoneal.
d — WNio significante,
¢ — Significancia em relagéo ao Grupo I.

TABELA IV

Peso da massa tumoral de dois grupos de camundongos inoculados

com mastocitoma P-815

Animais o _
o .-
(Grupos)@ J Nt _[ Peso Tumor I Significancia
I L5 0,19+ 0,015 e
1] 15 0,21 0,09 p=NS

g — Grupo . P-815 (5x 104 células/0,1ml, subcutdnea).
II. P-815 (5x 10* células/0,1ml + 10° bacilos BCG, in-

travenosa).
b — Media e desvio padrao.
¢ — Nao signtficante.
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Os camundongos suprimidos pelo P-815 ndo apresentaram diferengas significativas no
crescimento da massa tumoral ap6s o tratamento com o BCG, como mostra a Tabela IV. Mesmo
apOs trés injegoes intravenosa de 105 bacilos viaveis de BCG, em mistura lipidica, ndo se conseguiu
impedir a progressdo normal do tumor.

A Fig. 1 mostra a sobrevida dos quatro grupos de animais de experiéncia. Como se podera
ver, todos os camundongos do grupo I, que s6 receberam P-815, morreram até o 259 dia da expe-
riéncia. Os do grupo IV, inoculados com a mastocitoma e BCG, tiveram uma sobrevida mais pro-
longada. Todos os animais dos grupos I e 111 sobreviveram 2o periodo da prova.

100 Grupos | e [I}

animais

de

50

F

sobrevivencio

Grupo [V

Yo

30

] " L] -
Dias apos a inoculacao

Fig. 1 — Sobrevivéncia dos animais nos diferentes grupos de camundongos de experiéncia.

Grupos: 1. Solugdo salina 0,85%.
11. Mastocitoma P-815 a 5 x 104 células.

I11. Solugao salina 0,85% + BCG4105/0,2m1.
[V. Mastocitoma P-815 a5x 10" + BCG 105/0,2ml.

DISCUSSAO

Virios mecanismos tém sido invocados para explicar o papel estimulador do BCG sobre a
resposta imune. Na dependéncia da dose e viabilidade dos bacilos, da via de administra¢do e das
caracterfsticas genéticas do animal, a inoculagio de BCG poderd acarretar ativa¢do da imunidade
humoral e celular (Old, Benacerraf & Clarke, 1961; Piessens et al., 1971; Miller, Mackaness &
Lagrange, 1973; Pimm & Baldwin, 1975 ¢ Murahata & Mitchell, 1982).

E particularmente importante a capacidade do BCG de aumentar a resisténcia contra
tumores através da ativagdo do sistema reticuloendotelial (0ld, Benacerraf & Clarke, 1961), da
estimulagdo inespecifica e proliferagdo das células dos linfondos e do bago (Miller, Mackaness &
Lagrange, 1973) e da estimulagdo especifica da resposta imune através dos linfécitos T “helper”
e macr6fagos (Mokyr & Mitchell, 1975). A administragdo sisttmica de BCG tem resultado na
produgdo de macréfagos, células “Killer” e ‘“Natural Killer” (Murahata & Mitcheli, 1982) com

propriedades citotoxicas exaltadas.

A inoculacdo de bacilos vidveis de BCG, por via intravenosa, em doses superiores a 106,
em geral, acarreta imunosupressao da resposta imune ao PPD (Collins & Watson, 1979 e Orme &
Collins, 1984). Essa imunosupressdo tem sido atribuida a uma atividade exagerada dos lintocitos
T supressores ou dos macrofagos (Collins & Watson, 1979 e Orme & Collins, 1984). Mais recente-
mente, aventou-se a hipétese de que essa supressio possa decorrer da fuga das células imunocom-
petentes da periferia para 61gaos (bago, etc.) (Orme & Collins, 1984). Sabe-se que a inoculagio
intravenosa de BCG em doses inferiores a 106, em geral, acarreta imunoestimulacdo (Collins &
Watson, 1979) e que a incorporagdo aos bacilos de agentes lipidicos reforga essa agdo 1muno-
estimuladora (Yarkoni & Rapp, 1979 e Yarkoni & Rapp, 1980). As propriedades fisicoquimicas
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do agente lipidico incorporado exercem grande influéncia na resposta imune a ser obtida com a
inoculagdo dos bacilos (Yarkoni & Rapp, 1980). Camundongos DBA/2 injetados por via sub-
cutinea com a mastocitoma P-815 desenvolvem, em geral, pronunciada depressio da resposta
imune humoral e celular, que perdura até a morte do animal. Essa depressdo tem sido atribuida,
em outros, aos seguintes mecanismos: 1) fatores inespecificos do soro (Nimberg et al.,, 1975 e
Whitney & Levy, 1985), fatores bloqueadores do soro (Baldwin & Embleton, 1971; Sjogren et
al., 1971: Baldwin, Price & Robins, 1972; Hellstron & Hellstron, 1974), imunocomplexos (Sjo-
gren et al., 1971; Baldwin, Price & Robins, 1972 e Gorcznsky et al., 1975), substancias elaboradas
pelo proprio tumor (Kamo et al., 1975 e Delustro & Argyris, 1976), modulagd@o antigénica da
célula neoplésica (Biddison & Palmer, 1977 e Delustro & Argyris, 1976), modulagao antigénica da
lintocito T supressores (Takei, Levy & Kilbumn, 1977 e Dye & North, 1981 e Tilkin et al,, 1981),
acdo supressora de macrofagos (Pope et al., 1976). Essa agdo supressora do P-815 parece ser devida
a um fator soldvel, termolabil a 560C, elaborado pela prépria célula (Kamo et al., 1975, Delustro
& Argyris, 1976 e Takei, Levy & Kilbum, 1977) e capaz de atuar “in vitro” sobre os linfécitos do
baco, na auséncia de células neopldsicas, bloqueando a elaborag¢do de anticorpos.

De acordo com Takei, Levy & Kilbum (1977), a atividade do mastocitoma P-815 pode
ser completamente abolida pelo tratamento das células do bago com soro anti-teta em presenga do
complemento. O soro anti-IgG + Complemento, ou o tratamento com “carbonil iron”, nio exer-
cem qualquer efeito sobre a supressdo. Esses resultados indicam ser os linfocitos T supressores os
principais responsaveis pela supressdo induzida pelo P-815 (Takei, Levy & Kilburmn, 1977).

A inoculacdo de trés doses de 105 bacilos vidveis de BCG por via intravenosa de 5/5 dias,
mistura lipidica, foi capaz de reverter a acdo imunosupressora do P-815 sobre a imunidade humoral
de camundongos DBA/2 inoculados com hemdcias de carneiro. Esse efeito estimulador pode ser

notado tanto sobre o numero de células formadoras de placas, quanto sobre os titulos de anti-
corpos hemaglutinantes da classe IgM. Ndo se encontrou, contudo, diferencas significativas nos
titulos de anticorpos hemaglutinantes da classe IgG. Apesar do efeito estimulador do BCG sobre a
resposta imune humoral, nenhum efeito bloqueador pdde ser notado & progressdo normal do
tumor. Registrou-se (Fig. 1), todavia, maior perfodo de sobrevida dos animais que receberam o
BCG. Os mecanismos atuantes nesse prolongamento da sobrevida continuam objeto de pesquisas

em nosso laboratdrio.

SUMMARY

Viable BCG bacilli, in a lipid emulsion, inoculated intravenously, were capable of revert-
ing the profound humoral imunosuppresion induced in adult DBA/2 mice by the mastocytoma
P-815. BCG increased not only the number of hemolytic plaque forming cells, but also the serum
titers of hemagglutinating IgM antibodies. However, no blocking effect was detected on normal

tumor progression.

Key words: BCG — mastocytoma — P-815 — immunodeficiency

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BALDWIN., R.W. & EMBLETON, M.J., 1971. Demonstration by colony inhibition methods of cellular and
humeoral immune reactions to tumor-specific antigens associated with aminozo-dye induced rat hepatomas.

Int. J. Cancer, 7 :17-25.

BALDWIN, R.W.: PRICE, M.R. & ROBINS, R.A., 1972. Blocking of lymphocyte mediated cytotoxicity for rat
hepatoma by tumor-specific antigen-antibody complexes. Nature, (New Biol.) 238 :1835.

BIDDISON, W.E. & PALMER, J.C., 1977. Development of tumor resistance to syngeneic cell-mediated cyto-
toxicity during growth of ascitic mastocytoma P-815-Y. Proc, Natl. Acad. Sci., 74 :329-333.

CDLI&E’P%S, F.M. & WATSON, S.R., 1979, Suppressor T-cells in BCG-infected mice, Infect, Immun., 25 :491-

CUNNINGHAN, A. & SZENBERG, A., 1968. Further improvements in the plaque technique for detecting
antibody-forming-cells. Immunology, 14 :599-601.

DELUSTRO, F. & ARGYRIS, B.F.,, 1976. Mechanism of mastocytoma-mediated suppression of lymphocyte
reactivity. J. Immunol., 17 :2073-2080.

DYE, ESS. & NORTH, R.J., 1981. T-cell-mediated immunosuppression as an obstacle to adoptive immuno-
therapy of the P-815 mastocytoma and its metastases. J. Exp. Med., 154 :1033-1052.

GORCZNSKI. R.M.: KIL,BURN, D.G.; KNIGHT, R.A.; NORBURY, C.; PARKER, D.C. & SMITH, J.B., 1975.
Nﬂ;-speciﬁcsand specific immunosuppression in tumor-bearing mice by soluble-immune complexes. Nature,
254 :141-1413.

HELLSTROM, K.E. & HELLSTROM, 1., 1974. Lymphocyte mediated cytotoxicity and blocking serum activity
to tumor antigens. Adv. fmmunol. 18 :209-277.



154 H M. BRASCHER ET AL.

KAMO, 1.: PATEL, C.; KATELEY, I. & FRIDEMAN, H., 1975. Immunosuppression induced in vitro by masto-
cytoma. J. Immunol., 114 :1749-1756.

MILLER, T.E.; MACKANESS, G.B. & LABRANGE, P.H., 1973. Immunopotentiation with BCG 11, Modulation
of the response to sheep red blood cells. J. Natl Cancer Inst., 51 :1669-1676.

MOKYR, M.B. & MITCHELL, M.S., 1975. Activation of lymphoid cells by BCG “m vitro'' cell. Immunology.
15:264-273,

MURAHATA, R.I. & MITCHELL, M.S., 1982. Modulation of cell-mediated allo-immunity by BCG. 1. Induction
of specific, nonadherent, non-T-Killer cells by BCG and alloantigen. J. Natl. Cancer Inst., 69 :613-618.

NIMBERG, R.B.: GLASGOW, A .H.; MENZOIAN, 1.0.; CONSTANIA, M.B.: COOPERBAND, S.R.; MANNICK,
J.A. & SCHIMDT, K., 1975. Isolation of an immunosuppresstve peptide fraction from the serum of cancer
patients. Cancer Res., 35 :1489-1494.

OLD, L.J.; BENACERRAF, B. & CLARKE, D.A., 1961, The role of the reticulo endothelial system in the host
reaction to neoplasia. Cancer Res., 21 :1281-1300.

ORME, ILM. & COLLINS, F.M., 1984. Passive transfer of tuberculin sensitivity from anergic mice. Infect.
Immun., 46 :850-853.

PIESSENS, W.F.: HERMANN, R.; LEGROS, N. & HENSON, 1.C., 1971. Effect of Bacillus Calmette-Guérnin on
mammary tumor formation and cellular immunity In dimethyl benzanthacene-treated rats. Cancer Kes., 31

- 1061-1065.

PIMM, M.V. & BALDWIN,R.W., 1975. BCG therapy of pleural and pentoneal growth of transplanted rat tumors.
Inst. J. Cancer, 15 :260-269.

POPE, B.L.: WHITNEY, R.B.; LEVY, 1.G. & KILBURN, D.G., 1976. Suppressor cells in the spleens of tumor-
bearing mice. Enrichments by centrifugation of hypaque-ficoll and characterization of the suppressor
population. J. fmmunol., 116 :1342-1346.

SJOGREN, H.G.; HELLSTROM, I.; BANSEL, 5.C. & HELLSTROM, K.E., 1971. Suggestive evidence that the
“blocking antibodies” of tumor-bearing individuals may be antigen-antibody complexes. Froc. Natl Acad.

Sci,, 68 :1372-1375.

TAKEI, F.; LEVY, I.G. & KILBURN, D.G., 1977. Characterization of suppressor cells in mice bearing syngeneic
mastocytoma. J. immunol., 118 1412417,

TENNANT, J.R., 1964. Evaluation of trypan blue technique for determination of cell viability. Transplantation,
2 :685-689.

TILKIN, A.;: SCHAAF-LAFONTAINE, N.; VAN ACKER, A.; BOCCADORO, M. & URBAIN, 1, 1981. Reduce
tumor growth after low-dose irradiation or immunization against blastic suppressor T-cells. Proe. Natl Acad.
Sci., 78 :1809-181 2.

UYTTENHOVE, C.; MARYANSKI, J. & BOON. T., 1983, Escape of mouse mastocytoma P-815 after nearly
complete rejection in due to an tigen-loss variantes rather than immunosuppression, J. Exp. Med., 15 7

:1040-1052.

WHITNEY, R.B. & LEVY, 1.G., 1975. Effect of sera from tumor bearing mice on mitogen and allogenic cell
stimulation of normal lymphoid cell. J. Natl. Cancer Inst., 54 :733-741.

YARKONI, E. & RAPP, H.I., 1979. Influence of oil conceniration on the etficacy of tumor regression by
emuisified components of mycobacteria. Cancer Res., 39 :535-537.

YARKONI, E. & RAPP, HJ., 1980. Influence of type of oil and surfactant concentration of the efficacy ot
emulfisied Mycobacterium bovis BCG cell walls to induce tumor tegression in guinca pig. fafec fmmun.,
28 :881-886.



