Pesquisa

sistema imune dos ver-

tebrados ¢ especializa-

do no reconhecimento

de substincias e orga-

nismos estranhos e na
sua posterior eliminacio. Desse pro-
cesso participam diversos tipos celula-
res e moléculas, e, dentre essas ultimas,
destacam-se os anticorpos ou imuno-
globulinas, principais protagonistas da
resposta imune humoral. A formacgio
de imunoglobulinas em resposta a um
patégeno ou a uma toxina culmina com
a producao de moléculas de alta afini-
dade, com grande capacidade de dis-
tincado entre espécies moleculares se-
melhantes. Essa caracteristica das imu-
noglobulinas e a possibilidade de se
produzirem anticorpos especificos con-
tra antigenos humanos em animais imu-
nizados, levou a proposi¢ao de que
essas moléculas poderiam ser utiliza-
das como farmacos, ou ainda para
dirigir firmacos a locais especificos do
corpo de pacientes.

Tal proposicao ganhou for¢ca com a
descoberta de Milstein e Kohler acerca
do processo de produc¢io de anticor-
pos monoclonais!', o que gerou uma
grande expectativa por parte da comu-
nidade cientifica e da midia. Esse pro-
cesso envolve a imortalizacao de célu-
las produtoras de anticorpos (oriundas
do animal imunizado) por fusao com
células tumorais. Com essa tecnologia,
que data de 26 anos, partiu-se para uma
idéia de que os anticorpos monoclo-
nais poderiam funcionar como balas
mdgicas, devido a sua especificidade
por um dado antigeno, podendo alcan-
car especifica e eficientemente um tinico
tecido ou tipo celular. Esperava-se que,
em pouco tempo, 0s anticorpos mono-
clonais chegassem a clinica médica
como solucao para diversos males,
expectativa essa que foi exacerbada em
1982, quando um anticorpo anti-idi6ti-

ANTICORPOS
HUMANIZADOS

Andréa Queiroz Maranhio
Profa. Dra. em Biologia Molecular-UnB

Marcelo de Macedo Brigido
Prof. Dr. em Bioquimica— UnB

brigido@unb.br

Fotos cedidas pelos autores

Humanizagéo de anticorpos de interesse clinico

po mostrou-se eficiente no tratamento
de certo tipo de linfoma?. Esse periodo
foi marcado por um investimento maci-
¢co por parte de empresas farmacéuti-
cas. Esse entusiasmo inicial deu espaco
a uma fase de ceticismo, quando ne-
nhum outro anticorpo testado apresen-
tava resultados clinicos significativos.
Ao contririo, observava-se que alguns
anticorpos podiam ser muito toXicos,
colocando em cheque a sua viabilidade
clinica. Até o ano de 1994, apenas trés
anticorpos haviam sido aprovados para
uso clinico, o Orthoclon, o Panorex e o
ReoPro. Foi também na primeira meta-
de da década de 90 que o quadro
voltou a ser favoravel aos anticorpos
monoclonais. Dois fatores foram fun-
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damentais nessa mudanca de rumo:
primeiro, foram obtidos resultados cli-
nicos consistentes para diversos anti-
corpos monoclonais; o segundo fator
foi o aparecimento dos anticorpos re-
combinantes humanizados?®, que pro-
metiam, com a chancela da engenharia
genética, revolucionar o cendrio de
aplicacao dos anticorpos monoclonais
com uma nova especialidade de pes-
quisa em Biologia Molecular, a Enge-
nharia de Anticorpos. A flexibilidade
na manipulacio genética de seu arca-
bouco peptidico e o acimulo de infor-
macoes sobre sua estrutura e funcio,
fez das imunoglobulinas um produto
de alto valor econémico e com grandes
perspectivas biotecnoldgicas.
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Figura 1.- Representacio esquematica da molécula de anticorpo
e seus principais fragmentos. Os fragmentos Fab e o Fc derivados
da molécula inteira de imunoglobulina podem ser obtidos por
clivagem proteolitica. Os fragmentos recombinantes scFv e o FvFc

apresentam um peptideo conector

flexivel (linha vermelha) unido o

carboxi-terminal da cadeia variavel pesada com o amino-terminal da
cadeia variavel leve e sdo obtidos por manipulacio genética dos
genes de imunoglobulinas. Ressalta-se o cardter dimérico do frag-
mento FvFc, apresentando dois sitios de reconhecimento antigénico,

como na molécula inteira
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Aspectos Estruturais
dos Anticorpos

Os anticorpos sao proteinas de ele-
vada massa molecular encontrados em
abundincia no soro de animais verte-
brados. A molécula de imunoglobulina
(figura 1) é de natureza tetramérica e
pode ser caracteristicamente separada
em duas cadeias pesadas e duas cadei-
as leves. Essas moléculas sao responsa-
veis pelo reconhecimento de determi-
nantes antigénicos das substancias/in-
vasores exogenos e também pela ativa-
¢ao de sistemas efetores celulares, que,
em Gltima instancia, os eliminam. Devi-
do as fungdes que desempenham, es-
sas moléculas apresentam uma ambi-
gliidade estrutural: por um lado, sua
extremidade N-terminal (Fab — fraciao
ligante ao antigeno) apresenta uma
variabilidade superficial capaz de inte-
ragir com moléculas dos mais variados
tipos, enquanto que a por¢ao carboxi-
terminal (Fc-fracdo cristalizavel) deve
ser reconhecida por células efetoras do
sistema imune, o que pressupoe uma
certa constincia estrutural®. E essa re-
giao (Fo) que se liga aos receptores de
membrana citoplasmatica de macréfa-
gos, linfécitos e outras células efetoras,
invocando a resposta imune a partir do
reconhecimento do antigeno, o “corpo
estranho”. A contribuicio de cada uma
das cadeias nessas func¢oes é desigual,
pois, enquanto a porcao ligante ao
antigeno (Fv — regido formada pelos
dominios varidveis de ambas as cadei-
as) é formada pelo dominio amino-
terminal de ambas as cadeias, o Fc é
formado unicamente pela cadeia pesa-
da.

As imunoglobulinas sao, provavel-
mente, as moléculas mais bem estuda-
das em nivel de estrutura tridimensio-
nal.’ O acimulo de informacio estrutu-
ral facilita a compreensio do funciona-
mento da molécula e permite estabele-
cer critérios para manipulacao racio-
nal. Modelos tridimensionais explicam,
por exemplo, como a variabilidade
encontrada no amino-terminal da imu-
noglobulina, co-existe com uma estru-
tura espacial bastante conservada em
todas as Fv que foram estudadas por
difracio de raios-X. O dominio variavel
apresenta uma estrutura estendida al-
ternada com al¢as (“loops”). Seis des-
sas alcas (trés em cada cadeia) proje-
tam-se para o solvente e participam
com quase a totalidade dos pontos de
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Figura 2 — Esquematizacio de processos de humanizacio de
imunoglobulinas. Um anticorpo monoclonal murino (em verde) apre-
senta limitacdes quanto ao seu uso repetitivo como farmaco, devido a
resposta HAMA (human anti-mouse antibody). As primeiras tentativas
de minimizar este potencial imunogénico foram feitas por meio da fu-
sao das cadeias variaveis leve e pesada do anticorpo de camundongo
(em verde escuro), com as cadeias constantes humanas (em laranja),
formando moléculas quimeras. Estas moléculas eram ainda
imunogeénicas, assim os protocolos mais modernos de humanizacao
preconizam o transplante das CDR murinas (linhas verdes) para cadeias
varidveis humanas (em amarelo). Esta molécula teria ainda as cadeias
constantes de imunoglobulinas humanas como na quimera e se apre-
senta de forma suficientemente invisivel para o sistema imune

contato, com o antigeno. Essas alcas
co-localizam-se com as regides deter-
minantes de complementariedade
(CDR), onde esta concentrada a diver-
sidade entre as moléculas de imuno-
globulinas®. E nessa regilo que estd
localizado o paratopo, regiao comple-
mentar ao determinante antigénico (epi-
topo), responsavel pela formacao do
complexo antigeno-anticorpo.

Os anticorpos monoclonais sio pro-
duzidos a partir de um tnico clone de
linf6cito B imortalizado. Durante a res-
posta imune humoral, cada clone de
linfécito B produz um unico tipo de
molécula reativa a uma Gnica estrutura
quimica. Devido a isso, cada anticorpo
apresenta uma Unica especificidade,
ou seja, reage com um unico tipo de
molécula (antigeno). Por outro lado,
durante a evolucio da resposta imune,
520 selecionados clones cada vez mais
afins por seu antigeno; dessa forma,
anticorpos obtidos de animais hiper-
imunizados sdo ditos de alta afinidade,
ligando-se fortemente ao antigeno e

dificilmente soltando-o. Isso permite
que um anticorpo reconheca e reaja
com o antigeno mesmo que esse se
encontre diluido em uma mistura com-
plexa. Sao essas as caracteristicas que
tornam o anticorpo um reagente de
escolha para deteccao de quantidades
infimas de antigeno dentro de um orga-
nismo.

Imunoglobulinas como
Medicamentos

O interesse biotecnolégico pelas
imunoglobulinas é secular. A utilizagao
de anticorpos para neutralizar toxinas,
proposto por Behringer, gerou uma
grande revolu¢ao no pensamento cien-
tifico no final do século XIX. No Brasil,
o pioneiro na utilizacio de soros foi
Vital Brasil. Com ele surgiram fazendas
para producio de soro anti-ofidico e
contra outros venenos de animais pe-
conhentos, o que fez do Brasil uma
referéncia nessa area. A segunda gera-
¢ao de anticorpos veio com o advento
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dos anticorpos monoclonais, em 1975,
o que gerou uma grande perspectiva na
comunidade cientifica devido a possi-
bilidade de criacao de reagentes espe-
cificos, reativos a diferentes antigenos
e com possibilidade, portanto, de resol-
ver problemas, antes de dificil solucio,
como o ataque a células cancerigenas,
a minimizacio da rejeicao a enxertos,
entre outros. Diferentemente do soro
imune, o anticorpo monoclonal consis-
te em uma preparacao homogénea,
monoespecifica, que pode reconhecer
um unico e especifico alvo dentro do
organismo do paciente. Os anticorpos
monoclonais sio hoje uma realidade
sendo utilizados para diversos fins:
como moduladores da rejeicio em pa-
cientes transplantados, para o mapea-
mento de tumores, desintoxicacio por
drogas ou mesmo na imunizac¢io pre-
ventiva.

Apesar do amplo potencial de apli-
cacao dos anticorpos monoclonais, a
utilizacdo extensiva € limitada pela sua
alta toxicidade. Os anticorpos mono-
clonais sdo proteinas normalmente pro-
duzidas em laboratério a partir de célu-
las de camundongos ou ratos, e quando
injetados em pacientes humanos acaba
gerando uma resposta imune contra a
proteina estranha ao organismo. Os
anticorpos siao reconhecidos como cor-
pos estranhos e podem gerar uma forte
reacdo imune adversa. Esse problema
inviabiliza a utilizacao dos anticorpos
de uma forma repetitiva. A producgio
de anticorpos pelo paciente contra a
preparacio de anticorpos monoclonais,
conhecida como resposta HAMA (do
inglés human anti-murine antibodi-
es), normalmente provoca a neutraliza-
¢io da aciao do anticorpo, fazendo com
que o paciente fique resistente ao me-
dicamento’. Em casos mais severos, a
administraciao desses anticorpos pode
resultar em febre, urticarias e, em uma
forma extrema, pode redundar em com-
prometimento renal, devido a uma de-
posicao glomerular de imuno-comple-
x0s. Esse efeito é bem conhecido, pois
também representa um entrave a utili-
zacao repetitiva de soro contra peco-
nhas, como o anti-ofidico. O soro imu-
ne pode ser utilizado com seguranca
no primeiro acidente, mas pode provo-
car febre e outras seqlielas mais pro-
fundas a partir da segunda utilizacio.
Essa resposta do individuo contra a
administracio de proteina heterdloga
acaba por limitar o uso desses medica-
mentos e vem impedindo a sua popu-
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Figura 3 - Esquema geral para humanizacio de anticorpos.
As sequiéncias codificadoras das cadeias leve e pesada do
anticorpo, sao obtidas a partir de um clone produtor do
anticorpo monoclonal de interesse. Essas seqiiéncias sio compa-
radas com seqiiéncias germinais a partir de um banco de genes
germinais humanos utilizando-se do programa FASTA. As se-
qiiéncias sio comparadas e uma sequéncia humanizada € pro-
posta. Utilizando-se de um modelo tridimensional, a seqiiéncia
proposta € verificada. Esta seqtiéncia proposta € retro-traduzida
para sequiéncia nucleotidica e sintetizada a partir de
oligonucleotideos sintéticos e PCR. O novo gene € clonado em
vetor de expressdo apropriado e expresso em células de mamife-

ros em cultura

larizacao na terapia.

A melhor maneira de ampliar a
utilizacao dos anticorpos monoclonais
na clinica médica é fazer uso de anti-
corpos humanos em substituicao aos
derivados de roedores. Em principio,
anticorpos humanos nao devem indu-
zir resposta imune significativa por se-
rem reconhecidos pelo sistema imune
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como uma proteina propria do organis-
mo humano. O grande inconveniente é
que a producao de anticorpos mono-
clonais a partir de células humanas é
metologogicamente mais complexa que
a producio a partir de roedores. Além
de mais laboriosa, a imortalizacio de
células humanas produtoras de imuno-
globulinas, normalmente implica numa



manipulacio com virus, o que dificulta
e até inviabiliza a utilizacao do produto
na clinica médica. Outro problema re-
fere-se a baixa afinidade dos anticor-
pos gerados, além de as linhagens
celulares produtoras serem muito ins-
taveis geneticamente. Portanto, foi s6 a
partir da década de 90, com o progres-
so da pesquisa em engenharia genéti-
ca, que se tornou possivel a sintese de
anticorpos por meio de recombinag¢iao
génica in vitro. Isso permitiu a modifi-
cacao proposital de suas caracteristicas
imunoquimicas. Através da manipula-
cdo dos genes codificadores para cada
uma das cadeias do anticorpo, €é possi-
vel alterar a estrutura e a funcio, e,
inclusive, incluir um carater humano
no anticorpo murino. A Gltima geragao
de firmacos inclui moléculas de anti-
corpos recombinantes’. Uma grande
variedade de moléculas pode ser obti-
da por esse processo, que permite
atender a diferentes funcdes. Fragmen-
tos reduzidos, contendo apenas a por-
¢ao da molécula responsavel pelo re-
conhecimento ao antigeno, tém sido
utilizados principalmente para o mape-
amento de tumores ou para a desinto-
xicacao de farmacos, quando se dese-
jam moléculas menores, com um me-
lhor desempenho farmacodinamico.
Esse procedimento permite ainda que
anticorpos de interesse terapéutico, ob-
tidos normalmente de camundongos,
tornem-se menos imunogénicos em hu-
manos. O processo consiste em mani-
pulacio genética para tornar a estrutura
de aminoacidos mais proxima da estru-
tura encontrada em anticorpos huma-
nos, reduzindo a possibilidade de rea-
¢coes adversas no paciente, a0 mesmo
tempo em que mantém a especificida-
de do anticorpo murino original®.

A manipulagio resolve outro gran-
de problema com os anticorpos mono-
clonais murinos: a atividade efetora
necessaria a atividade biologica do
anticorpo. Essa atividade efetora é exer-
cida pela por¢ao constante da molécu-
la, e depende do seu isotipo, ou seja, do
tipo de cadeia pesada que se associa a
regido ligante ao antigeno. Alguns anti-
corpos de camundongo exercem ativi-
dade efetora em humanos, mas, em
muitos casos, a atividade pretendida
depende de cadeias constantes huma-
nas especificas (Fc), como a cadeia y1,
para induzir a lise da célula alvo, ou 4,
para bloquear ou reduzir uma resposta
imune exacerbada ou alérgica'. Portan-
to, torna-se importante a possibilidade

de redefini¢io da Fc de um anticorpo,
a fim de torna-lo atraente para sua
utilizacdo clinica. Além disso, € possi-
vel alterar deliberadamente a atividade
efetora como, por exemplo, pela altera-
¢ao de residuos no Fc responsiveis
pela reciclagem (“turn-over”) da molé-
cula. Essa mudanca nao natural permi-
te que o anticorpo mutante tenha uma
maior permanéncia no sangue aumen-
tando a eficicia do tratamento.

Tornando Humanos os
Anticorpos de Camundongos

Existem dois tipos basicos de modi-
ficacdes introduzidas em anticorpos
recombinantes para que estes assu-
mam um carater humano. A primeira
delas é a fusio génica da porc¢ao Fv do
anticorpo original (de camundongo) a
por¢io constante de uma imunoglobu-
lina humana, formando uma quimera
(figura 2). Apesar da introducao de
uma por¢iao Fc humana, esse tipo de
construcao ainda mostra uma grande
imunogenicidade devido a preserva-
¢ao da regiao Fv de camundongo. Para
a construcao de um anticorpo total-
mente humanizado uma por¢ao cons-
tante € fusionada a uma Fv desenhada
de forma que sua sequiéncia seja a mais
proxima possivel de uma Fv de anticor-
po humano. Nesse caso, as cadeias leve
e pesada varidveis sao redesenhadas
baseando-se em regioes varidveis leve
e pesada de imunoglobulina humana
homoéloga a imunoglobulina de ca-
mundongo. Uma Fv humanizada, com
atividade preservada, é conseguida pelo
transplante das CDR do anticorpo mu-
rino para o anticorpo humano (demais
regides da Fv e regides constantes),
obtendo-se assim uma molécula huma-
nizada (figura 2) que preserva a capa-
cidade de interacao com o antigeno.
Nessa abordagem, é possivel obter um
anticorpo bem préoximo aquela “molé-
cula invisivel” ao sistema imune do
paciente que o recebera. O limite desse
processo € obter uma molécula o mais
humana possivel sem perder a sua
atividade biolégica original. Esse limite
decorre do fato de que a manipula¢ao
dos residuos de aminoacidos das CDR
pode levar a uma desestabilizacao das
alcas de contato. Essas alcas estiao en-
volvidas em um grande nimero de
interacoes intramoleculares que nio
necessariamente estardo preservadas
quando da introdugio de uma nova
CDR. Detectar estas interacoes e sana-

las no sentido de se obter uma afinida-
de pelo antigeno, a mais proxima pos-
sivel daquela do anticorpo original, € o
desafio desta metodologia'?5.

Além da preocupagio com a manu-
tencao da afinidade original e com a
eliminacio da imunogenicidade da mo-
lécula em si, outro aspecto relevante é
a otimizac¢ao da producio do anticorpo
humanizado. Os vetores utilizados para
tal proposito servem para dirigir a sin-
tese da cadeia protéica do anticorpo
recombinante em um sistema heterélo-
go (bactérias, leveduras ou mesmo cé-
lulas de mamiferos). Esses vetores sio
normalmente plasmidios, contendo um
cassete de expressio, compativeis com
o tipo celular utilizado como hospedei-
ro. Para vetores em células de mamife-
ros, o promotor imediato de Citomega-
lovirus é o mais popularmente utiliza-
do’. Esses vetores sao montados con-
tendo os genes que codificam as cadei-
as constantes leve e pesada humanas,
flanqueadas por sitios de restricao que
facilitam a introducio dos dominios
varidveis recombinantes humanizados
gerados. Esses vetores possibilitam tam-
bém a manipulacio da atividade efeto-
raatravés da clonagem de cadeias cons-
tantes de isotipos especificos. A esco-
lha do isotipo e manipula¢des pontuais
para aumentar a meia vida desses pro-
dutos na circulagao sangiiinea sio exem-
plos de modificacoes trabalhadas dire-
tamente no vetor. Pela manipulacio do
vetor, o autor pode escolher a prioria
funcao da molécula a ser sintetizada.

Além da indicacdo de uma resposta
efetora especifica através da escolha do
isotipo de cadeia pesada, durante esse
processo € possivel manipular a molé-
cula de imunoglobulina para que essa
se apresente na forma de fragmentos
(Figura 1). A utilizacdo de porcdes
menores da molécula, normalmente
Fab ou Fv (este ultimo, em geral, na
forma de scFv - de cadeia Gnica, apre-
sentando um peptideo conector flexi-
vel unindo as cadeias varidveis leve e
pesada) é a visada, quando se pretende
que a molécula tenha alta penetrabili-
dade, como, por exemplo, na utiliza-
¢ao para diagndsticos de marcadores
tumorais. Esse tipo de mini-molécula
apresenta maior capacidade de pene-
tracao; no entanto, tem meia vida redu-
zida no soro do paciente. Quando se
busca um maior tempo de circulacio
na corrente sangiiinea, a op¢ao, nor-
malmente, é fazer a molécula inteira e
expressd-la em sistemas eucarioticos,
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para que se consiga a montagem corre-
ta da estrutura tetramérica (com duas
cadeias leves e duas cadeias pesadas)
no reticulo endoplasmatico das células
utilizadas para a expressio. Formas
intermedidrias, como o FvFc (Figura 2),
entre o fragmento variavel de cadeia
unica e o anticorpo inteiro, tém sido
propostas mais recentemente®.

A Experiéncia Brasileira

No Brasil, o Instituto Butantan de
Sao Paulo foi pioneiro na producao de
anticorpos monoclonais com qualida-
de para utilizacao clinica. A utilizacao
clinica desses anticorpos ja é uma rea-
lidade no Brasil. No Centro de Biotec-
nologia do Instituto Butantan os anti-
corpos murinos anti-CD3 e anti-CD18
sao produzidos pelo cultivo dos hibri-
domas em bioreatores de alta capacida-
de. As normas utilizadas para o proces-
samento dos anticorpos permitem a
obtencdo de produtos com qualidade
para uso injetivel humano. O anticor-
po anti-CD3 foi testado clinicamente,
com éxito, na reversdo da rejeicao de
transplante de rim, figado e coracio e
vem sendo utilizado regularmente pelo
Instituto do Coracio - INCOR . Esse
anticorpo ja vem sendo distribuido pelo
Instituto Butantan e compete hoje com
o produto Orthoclonel, um anti-CD3
produzido pela Ortho Biotech. O anti-
corpo anti-CD18 esta ainda em fase de
testes clinicos, e tem uso potencial em
transplante de 6rgaos, meningite bacte-
riana'!, choque séptico'? e na recupera-
¢ao de pacientes infartados.

O transplante de 6rgaos representa
uma solucao clinica para uma série de
doencas e diversos 6rgiaos podem ser
aproveitados para transplante. Esse
procedimento, apesar de eficiente, apre-
senta dois problemas basicos que sao a
falta de doadores e a incompatibilidade
entre doador e receptor. O primeiro
problema deve ser reduzido com a
nova lei brasileira de doacao presumi-
da de orgaos. O segundo problema
depende, cada vez mais, de novos
farmacos que consigam modular a res-
posta imune, de modo que torne o
paciente tolerante ao 6rgao transplan-
tado. Atualmente o tratamento ¢ feito
continuamente com corticoides e, de
uma forma intermitente, com imuno-
glubinas policlonais anti-timécito (ATG)
ou monoclonais anti-CD3. Ambas as
preparacoes resultam em uma deple-
cao acentuada das células T e, conse-

quientemente, da resposta imune celu-
lar adversa ao enxerto. As duas prepa-
racdes de anticorpos utilizadas sao he-
terélogas e, portanto, nao podem ser
utilizadas de uma forma rotineira devi-
do a perda de atividade da droga e a
hipersensibilidade causada pela sua
administracao continua. Ambos os efei-
tos sao originados de uma resposta
imune ao firmaco, que é visto pelo
organismo como proteina estranha con-
tra o qual sao gerados anticorpos. Com
o tempo esses anticorpos gerados pelo
paciente acabam por diminuir o efeito
do imunosupressor.

Além do anti-CD3, primeiro anti-
corpo monoclonal introduzido na clini-
ca médica, anticorpos alternativos con-
tra outros marcadores celulares siao

um papel de destaque como adjuvante
no tratamento de transplantados, o an-
ticorpo anti-CD18 ainda se encontra
em fase de testes clinicos. Suas aplica-
coes sao bastante amplas e incluem a
reducao do processo inflamatério em
doencas infecciosas como a meningite.
Nesse caso, a administracao do anticor-
po monoclonal resulta na prevencio
das sequielas neurologicas criada pelo
grande afluxo de leucdcitos que atra-
vessam a membrana hemato-encefali-
ca, que causam a resposta inflamatéria,
grande responsavel pelos graves sinto-
mas e mortandade da doenca.

Em 1997, o grupo de Imunologia
Molecular da UnB" juntou-se ao Insti-
tuto Butantan e ao INCOR para desen-
volver produtos humanizados para a

Figura 4 - Reconhecimento de linfécitos humanos por fragmentos de
anticorpos humanizados. O anticorpo humanizado contra o marcador
de superficie de linfécitos, CD18, foi utilizado para corar linfécitos huma-
nos fixados em lamina de microscopio e visualizado com anticorpo anti-Fc
humana conjugado a fluoresceina. A imunofluorescéncia foi observada em
microscopio de fluorescéncia (Ruggierro et al., em preparacio). A direita
os linfocitos foram corados com anticorpo anti-CD18 e a esquerda com

um anticorpo irrelevante

também propostos como imunosupres-
sores, entre eles o anti-CD18 e o anti-
CD4. Diferentemente do marcador CD3,
0 CD18 é parte de um complexo protéi-
co de adesao (LFAl) envolvido em
processos de migracio e infiltracao
linfocitaria. Anticorpos anti-CD18 nao
necessariamente precisam depletar os
linfocitos para atuar, sendo capazes de
inibir processos inflamatoérios em geral,
processo este caracterizado por uma
arregimentacao de linfécitos T, que
deixam a corrente sanguinea e migram
através do endotélio vascular para o
local do processo inflamatério. Anti-
corpos anti-CD18 foram testados com
sucesso na inibicio de diversos tipos
de processos inflamatérios’’. Ao con-
trario do anticorpo anti-CD3, que ja tem
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substituicao dos anticorpos produzidos
no I. Butantan. Na época, a idéia era
criar competéncia nessa nova tecnolo-
gia e, a0 mesmo tempo, tentar sanar
problemas pontuais, que ji estavam
sendo alvo de pesquisa clinica no Bra-
sil. Nesse intuito, foi montado um es-
quema de produc¢io, onde se trabalha
independentemente a por¢cao variavel
e a cadeia constante do anticorpo. Por
um lado, trabalhou-se em vetores para
a produciao dos anticorpos recombi-
nantes que ja continham a cadeia cons-
tante. Inicialmente foi escolhido o iso-
tipo IgG1 humano, isotipo que tem
caracteristicas de fixacio de comple-
mento e arregimentacao do sistema
efetor (macroéfagos e linfécitos T). Os
vetores, plasmidios contendo um cas-



sete de expressio heter6loga prevéem
a fusdo génica da Fv diretamente a
regido constante Y1, para a cadeia pesa-
da, e K, para a cadeia leve. Os vetores
estiao sendo construidos para permitir a
producao de anticorpos recombinan-
tes completos e fragmentos de anticor-
pos que preservem a sua capacidade
ligante. Estao sendo testados dois hos-
pedeiros para a expressao heterologa:
a levedura metilotrofica Pichia pasto-
ris, que vem sendo utilizada com suces-
SO para a expressio, em grande escala,
de proteinas animais; e células de ma-
mifero em cultura, que é uma tecnolo-
gia ja dominada no Brasil e que permite
uma grande produtividade, principal-
mente para moléculas grandes, como o
caso do anticorpo completo (4 cadei-
as), que tem massa molecular de cerca
de 150 kDa.

Para o desenvolvimento da Fv, foi
criado um protocolo diferente daquele
utilizado por outros grupos no exterior
(figura 3), onde se enfatiza a compara-
¢do entre os genes varidveis murinos
(genes que codificam a Fv e que sao
selecionados durante a resposta 2 um
dado antigeno) utilizados no anticorpo
original, com uma biblioteca de genes
varidveis germinais humanos (genes
que nao sofreram rearranjo, nem hiper-
mutacao). A utilizacio de genes varia-
veis (V genes) germinais (germline)
tem sido proposta na literatura como
uma alternativa a estratégia “best-fit”,
onde o gene variavel humano escolhi-
do ¢é aquele que possui a maior identi-
dade com o gene murino, independen-
te do nivel de mutacio acumulado em
sua regido codante. Thomlison e cola-
boradores®'¢ definiram uma biblioteca
de seqiiéncias germinais de VH (cadeia
variavel pesada) e VL (cadeia variavel
leve), e varios autores vém testando
essa estratégia. No nosso laboratério,
estamos desenvolvendo uma estratégia
propria, que maximiza o conteudo de
residuos humanos nas seqiiéncias pro-
postas. Nessa abordagem, procura-se a
sequéncia germinal mais préoxima e
inserem-se as seqliéncias correspon-
dentes as CDR 1, 2 e 3 de ambas as
cadeias. Através de modelagem mole-
cular sao acompanhados e revistos os
possiveis impedimentos estruturais. Em
um trabalho desenvolvido em nosso
grupo'” mostramos que € possivel satu-
rara regido variavel pesada com residu-
os humanos e manter atividade ligante
compativel a do anticorpo original.
Atualmente ja se encontra disponivel

uma versao totalmente humanizada do
anticorpo anti-CD18. Esse anticorpo,
produzido em cultura de células ani-
mais, reconhece o antigeno especifica-
mente e com as mesmas caracteristicas
de seletividade e afinidade que o anti-
corpo original obtido de hibridomas
(Figura 4).

Conclusio

A utilizacao de farmacos a base de
anticorpos recombinantes vem-se tor-
nando uma realidade. O mercado mun-
dial para anticorpos terapéuticos é de
cerca de US$ 500 milhdes. Os produtos
humanizados também ja ganham volu-
me no mercado. Nos EUA virios anti-
corpos humanizadosja foram liberados
pelo FDA (Food and Drug Administra-
1ionm) ou outros organizagoes equiva-
lentes de outros paises (5 quiméricos e
3 humanizados) e um grande nimero
se encontra em fase de testes clinicos (
a grande maioria humanizados)*. Nos
proximos dez anos, o mercado devera
ser invadido por essas imunoglobuli-
nas de udltima geracao. A perspectiva é
de que a tecnologia de anticorpos re-
combinantes venha a fornecer insumos
para diversas areas da medicina, desde
agentes imunomoduladores até vaci-
nas recombinantes. Essa tecnologia tem
sido utilizada, inclusive, com vistas ao
tratamento de doen¢as como o cincer,
a AIDS, e na prevencao de infec¢oes
bacterianas'®. A manipulacao de anti-
corpos ja utilizados atualmente na me-
dicina, em sua forma murina, que vem
sendo realizada por grupos nacionais,
permitira a formacio de competéncia
necessaria para o dominio dessa tecno-
logia no pais, a partir das experiéncias
bem sucedidas; outros anticorpos de
interesse clinico deverdo surgir como
candidatos a humanizacao.
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