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RESUMO

Os anticorpos monoclonais possuem diversas aplicagcbes em
transplantes, na composicdo de conjuntos de reativos para diagnéstico, grande
variedade de doencas auto-imunes e, principalmente, na terapia do cancer. A
tecnologia de producdo de anticorpos monoclonais recombinantes revolucionou a
geracdo de imunoglobulinas, possibilitando a obtencdo de anticorpos humanizados
dirigidos a uma grande variedade de antigenos especificos. A baixa seletividade das
metodologias atuais para diagnéstico e terapia de neoplasias constitui um dos
principais empecilhos para a pratica oncologica. Nesse particular, a utilizacdo de
imunoglobulinas submetidas a engenharia genética ja € uma realidade e significa um
avanco estratégico, abrangendo cerca de 25% do mercado biofarmacéutico global
de proteinas terapéuticas. Este trabalho aponta os aspectos fundamentais a
concretizacdo da metodologia de humanizacdo de anticorpos por transplante das
regides determinantes de complementaridade — CDR, com énfase em uma proposta
de producédo do anticorpo anti — CD20 contra o Linfoma N&o-Hodgkin. A introducao
do Instituto de Tecnologia em Imunobiolégicos - Bio-Manguinhos nesse promissor e
importante mercado de biofarmacos através da implantacdo da metodologia de
humanizag&o do anticorpo monoclonal murino anti-CD20 é objeto desta dissertacao.
Viabilizar sua producgao torna-se extremamente importante, tanto para a identificacéo
precisa e precoce da enfermidade, quanto para atender um segmento do mercado
brasileiro ainda desprovido de tratamento abrangente e eficaz. A apresentacdo do
estudo dos anticorpos, sua estrutura e caracteristicas, o estudo dos diferentes
sistemas de expresséo, cultivo, purificacdo, bem como a proposta de reestruturacéo
e redimensionamento do Laboratério de Tecnologia de Anticorpos Monoclonais,
parcerias, colaboracfes, recursos humanos necessarios e aspectos de mercado,
sao aqui considerados.

Palavras-chave: Anticorpo; Humanizacédo de Anticorpos Monoclonais; Anticorpos

Monoclonais Terapéuticos; Antigeno CD20; Biofarmacos.
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ABSTRACT

Monoclonal antibodies (Mabs) have several applications in transplants,
reagents for diagnosis, a great variety of auto-immune diseases and mainly, in
cancer therapy. Mabs production employing recombinant technology made a
revolution in immunoglobulins generation, enabling the production of humanized
antibodies that recognize specific antigens. The low selectivity of the current
techniques for neoplasm diagnosis and therapy is one of the major impediments for
oncology practice. In this regard, the use of genetically engineered immunoglobulins
has become a reality and means a strategic development comprising around 25% of
the global biopharmaceutical market. This work shows the most important aspects in
Mabs humanization through complementary determining regions (CDR) graft
methodology, emphasizing a proposal of anti-CD20 Mab production against non-
Hodgkin lymphoma. Introducing the Instituto de Tecnologia em Imunobiolégicos —
Bio-Manguinhos in this important and promising biopharmaceutical market through
the establishment of humanization methodology is the main object of this
dissertation. Making humanized Mabs production feasible is very important not only
for the early and precise identification of illnesses, but also to meet a demand of the
Brazilian market that still lacks comprehensive and efficient treatment. The study of
Mabs, their structure and properties, expression systems, cultivation, purification,
new dimensions and structure of the laboratory, partnerships, cooperation, human

resources and market analysis are considered herein.

Keywords: Antibody; Humanized Monoclonal Antibodies; Therapeutic Monoclonal
Antibodies; CD20 Antigen; Biopharmaceuticals.

XV



INTRODUCAO

A primeira evidéncia experimental do uso de anticorpos foi proposta
pelo médico alemdo Emil Adolf von Behring, que demonstrou, juntamente com
Shibasaburo Kitasato, a utilizacdo de imunoglobulinas para neutralizar a toxina
diftérica, fato que gerou grande revolucdo no pensamento cientifico da época. Por
este feito, recebeu o Prémio Nobel de Medicina e Fisiologia em 1901 (Nobelpreis,
2004).

Paul Ehrlich foi médico e bacteriologista aleméo, agraciado com o
Prémio Nobel de Medicina de 1908 por trabalhos sobre as teorias da imunidade
(Nobelpreis, 2004). Prop0s a teoria da cadeia lateral (side-chain), da formacéo do
anticorpo (antikdrper), muito semelhante ao pensamento atual sobre os receptores
de superficie. Referia-se a essas novas moléculas como balas magicas (magic
bullets), pela sua capacidade de encontrar o0 antigeno-alvo e, por meio de interacées
especificas, neutralizd-lo e destrui-lo. Demonstrou também que poderiam ser de

grande interesse na aplicacdo terapéutica, conforme descrito em seu artigo:

“Eu aqui me refiro a producdo de anticorpos contra as células da
organizacao dos animais superiores. Esses anticorpos sdo também de uma natureza
complexa. Eles obedecem a ja descrita lei da absorcéo eletiva e sua origem esta em
harmonia com a teoria da cadeia lateral. E esperado que tais imunizagdes, que S&o
de grande interesse tedrico, também possam se tornar disponiveis para aplicacao
terapéutica” (Ehrlich, 1900).

“E possivel hibridizar células produtoras de anticorpos de origens
diversas. Esses hibridos podem ser cultivados in vitro, em grandes quantidades e
fornecer anticorpos especificos, o que poderia ter importancia na medicina e na
industria” (Kéhler & Milstein, 1975).

No ano de 1975, os médicos imunologistas Georges Jean Franz
Kohler, alemao, e César Milstein, argentino - aos quais a descoberta valeu o prémio
Nobel de medicina de 1984, pelo desenvolvimento da tecnologia de hibridomas e
dos principios de producdo de anticorpos monoclonais - provaram que, da fusédo de

células tumorais capacitadas para sobreviver e se reproduzir em cultura com



linfécitos provenientes de animais imunizados, originavam-se o0s hibridomas

produtores de anticorpos monoclonais (Véliz, 2002).

Produzir anticorpos monoclonais consiste na obtencdo de
imunoglobulinas secretadas por células hibridas, derivadas de um unico clone
especifico denominado hibridoma, a partir de prévia imunizacdo de camundongos

com o antigeno especifico.

A preparacao de hibridomas constituiu um marco na imunoquimica. A
primeira aplicacdo dessa tecnologia foi a producdo de anticorpos monoclonais em
substituicdo aos anticorpos policlonais obtidos por meios convencionais. Talvez a
mais importante contribuicAo dos anticorpos monoclonais tenha sido ajudar a
compreender os diversos processos imunes e possibilitar a manipulagéo in vitro de
anticorpos, permitindo dissecar as respostas do sistema imune contra antigenos
especificos e 0 entendimento da estratégia que um animal emprega para produzir

anticorpos de alta afinidade.

Uma enorme expectativa foi gerada em torno da possibilidade de uso
dos anticorpos para o tratamento de inuUmeras doencas. O desenvolvimento de
anticorpos monoclonais com especificidade definida e disponibilidade ilimitada,
reviveu o interesse da comunidade cientifica na sua aplicagdo como forma de terapia
para o cancer. Contudo, havia um impedimento ao emprego dessa nova descoberta.
Por serem de origem animal, mais precisamente de camundongos, 0 Uso em seres
humanos gerava uma resposta de anticorpos humanos contra aqueles de origem
murina, denominada resposta HAMA (human anti-mouse antibody). O
desenvolvimento de anticorpos pelo hospedeiro, gerando resposta imune contra as
imunoglobulinas administradas, culminava na neutralizacdo destas ou forte reacao
imune. Isso foi um grande desalento para o meio cientifico no que diz respeito a sua
utilizacdo como agente terapéutico, pois levava o paciente a sofrer com as fortes
reacoes alérgicas, podendo inclusive chegar a anafilaxia. Essa é a grande e
potencial complicacdo no tratamento soroterapico, especialmente se mudltiplas
aplicac6es forem necessérias e administradas por periodos prolongados (Schroff et
al., 1985; Shawler et al., 1985).



Com o desenvolvimento das técnicas de biologia molecular e
engenharia genética, foram possiveis as primeiras tentativas de minimizar este
potencial imunogénico através da obtencdo de anticorpos quiméricos, por meio da
fus@o das regifes variaveis da cadeia leve (light chain) e da cadeia pesada (heavy
chain) do anticorpo de camundongo, com as cadeias constantes de imunoglobulinas
humanas. Contudo, essas moléculas, ainda imunogénicas, geravam a resposta
HACA (human anti-chimeric antibody) pelos anticorpos humanos anti-quiméricos.
Para contornar este problema, um outro método foi desenvolvido. Este, preconiza o
transplante das regidbes determinantes de complementaridade - CDRs
(complementary determining regions) murinas, para a regido variavel das cadeias
leves e pesadas do arcabouco da molécula de anticorpo humano, que, além disso,
mantém as cadeias constantes da imunoglobulina humana, buscando assim diminuir

sua imunogenicidade (Maranhao & Brigido, 2001).

Outras formas de obtencdo de anticorpos para aplicacao terapéutica
através do emprego da engenharia genética séo pela formagcédo de uma biblioteca de
expressdo em fagos (Phage-Display) e também por uma outra técnica que utiliza
modelos animais, como, por exemplo, camundongos transgénicos (Kipriyanov,
2004).

O emprego de farmacos a base de anticorpos recombinantes esta se
estabelecendo de forma consistente e relevante. O mercado mundial para anticorpos
terapéuticos € de cerca de US$ 5-6 bilhdes, como mostra a figura 4.1 na pagina 98.
Até o presente, a agéncia de administracdo de drogas e medicamentos americana
(food and drug administration - FDA) liberou os seguintes anticorpos para fins
terapéuticos: Infliximab, Simulect, ReoPro Abciximab, Rituxan e Cetuximab
(quiméricos), e Zenapax, Synagis, Trastuzumab, Gemtuzumab, Alemtuzumab,
Bevacizumab e, recentemente, o Natalizumab Tysabri (humanizados). Além destes,
um grande namero se encontra em fase de testes clinicos. Nos proximos anos, o
mercado devera ser invadido por essas imunoglobulinas de ultima geracao (Glennie
& Johnson, 2000; Harris, 2004; FDA, 2004). Comercialmente, varios ja se encontram
disponiveis no mercado externo e conseqientemente, com custo muito elevado,
inviabilizando sua utilizagcdo em nosso sistema publico de saude, impedindo que as
classes menos favorecidas possam ser beneficiadas pelo uso desses

medicamentos.



A tecnologia de humanizac¢do de anticorpos monoclonais integra-os a
uma nova classe de medicamentos, os biofarmacos. Estes sdo direcionados ao
tratamento de doengas de significativa importancia na medicina como cancer, artrite
reumatoéide, asma, sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA), na prevencéao de
infeccdes bacterianas e na rejeicdo de transplante de 6rgdos. Portanto, o enorme
potencial econémico agregado a essa nova classe de drogas é extremamente vasto,

induzindo a busca da auto-suficiéncia tecnoldgica para a sua producao.

A implantacdo da tecnologia de producdo de anticorpos humanizados
para fins terapéuticos esta indicada como sendo uma das prioridades da Unidade de
Bio-Manguinhos, cabendo ao Laboratério de Tecnologia de Anticorpos Monoclonais

- LATAM, viabilizar o desenvolvimento desses anticorpos.

Para tanto, esta dissertacdo foi desenvolvida em duas partes. A
primeira discorre genericamente sobre o0s anticorpos, sua estrutura, classes,
mecanismos de acdo e, mais especificamente, sobre anticorpos monoclonais
murinos humanizados. Nesse momento, € feita uma andlise detalhada dos sistemas

de expressao, cultivo e purificacdo empregados para essa finalidade.

Na segunda parte, o trabalho enfatiza o projeto proprio para a producéo
de anticorpos monoclonais humanizados pelo LATAM, destacando ndo sO os
aspectos biotecnoldgicos da proposta, como também os recursos fisicos e humanos
necessérios para a implantagdo dessa metodologia. Parcerias, colaboragbes e
andlise mercadoldgica fazem parte da pesquisa.

Entendendo a amplitude da capacidade tedrica e pratica do tema
escolhido para o presente trabalho, ndo tera este a pretensdo de esgotar o
conhecimento sobre a potencializacédo da implantacéo da tecnologia em questéo.

Ressalta-se que esta dissertacao se propde a fornecer dados concretos
para introduzir o Instituto de Tecnologia em Imunobiolégicos — Bio-Manguinhos,

nesse promissor mercado de anticorpos terapéuticos.



OBJETIVOS

| - Destacar as necessidades praticas, em relacdo a reestruturacdo do laboratério,
espaco fisico e equipamentos que viabilizem a implantacdo do desenvolvimento de

anticorpos monoclonais humanizados;

Il — Selecionar, através da literatura e analise de mercado, um modelo de anticorpo

para humanizacao, cujo investimento se justifique pela aplicacdo médica;

[l - Identificar as exigéncias para a formacgéo de recursos humanos (RH), visando a
capacitacdo e qualificacdo da equipe em treinamentos voltados para essa nova

metodologia;

IV - Estudar os diferentes sistemas de cultivo de células animais em biorreatores

atraves da literatura, enfatizando suas vantagens e desvantagens.



PARTE | - ANTICORPOS



1 - ANTICORPOS

1.1 Conceito e Origem

Os anticorpos sdo moléculas glicoprotéicas, originarias das células B,
que circulam através do sangue e da linfa. S&o responsaveis pela notavel
capacidade de detectar, localizar, reconhecer, ligar-se e inativar ou dar inicio ao
processo de eliminacdo de um antigeno. Cada molécula de anticorpo possui uma
estrutura Unica que lhe permite ligar-se especificamente ao seu antigeno
correspondente. Todos possuem a mesma estrutura geral e sdo também chamados

de imunoglobulinas (Silverton, 1977).

Antigeno é qualquer substadncia ndo reconhecida, estranha ao
organismo. Possui uma regido denominada determinante antigénico ou epitopo,
onde ocorre a ligagdo com o anticorpo. Os antigenos podem ser compostos por
varios epitopos distintos que possibilitam a ligagdo com anticorpos especificos para
cada um deles. Os anticorpos séo capazes de reconhecer uma grande variedade de
moléculas bioldgicas antigénicas como determinados polissacarideos, horménios e

proteinas.

Os microorganismos contam com varios componentes antigénicos
capazes de provocar uma resposta imune, por exemplo, a parede das células
bacterianas, capsulas, fimbrias, flagelos e as toxinas, podem ser notadas como
antigenos, assim como a capside, os envoltérios e os componentes internos das
particulas virais. Portanto, ao desenvolver uma vacina, € imprescindivel identificar e
empregar o antigeno correto para provocar uma resposta imunoldgica especifica e
protetora contra o patégeno correspondente. O processo de formacéo de anticorpos
em resposta a presenca do antigeno resulta na producdo de moléculas de alta

afinidade, com capacidade de distincdo entre espécies de moléculas semelhantes.

Produzir anticorpos é basicamente simples (Fig.1.1). Inicialmente,
seleciona-se o0 antigeno contra o qual se deseja o anticorpo. Estabelece-se a



dosagem e a via de inoculacdo mais adequada, de acordo com o modelo animal
escolhido. Injeta-se o0 conteddo da seringa no animal selecionado. Este
procedimento se repetird por duas ou trés vezes aproximadamente, com intervalos
de 14 dias entre cada inoculacéo. Cobaias, coelhos, cabras, camundongos, cavalos,
entre outros, sdo 0s mais utilizados para a producdo de anticorpos, sendo o
camundongo 0 mais comumente empregado para a producdo dos anticorpos
monoclonais. Finalmente, cerca de 30 - 45 dias ap0s a primeira inoculacéo, esse
animal é sangrado e no seu soro estardo presentes 0s anticorpos que irao
reconhecer o antigeno previamente aplicado. Os anticorpos produzidos desse modo
constituem uma mistura heterogénea de imunoglobulinas especificas para diferentes
epitopos de um mesmo antigeno e para epitopos de diferentes antigenos, sendo
denominados policlonais (Silverton, 1977; Roque, 2004).
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Figura 1.1 - Esquema da producéo de anticorpos a partir da inoculacdo do antigeno em

camundongo. A — Soro policlonal. B — Anticorpos monoclonais. Fonte: Kuby, 2002.

O processo de se isolar, em uma mistura de células esplénicas, um
linfécito secretor do anticorpo especifico a uma determinada regido do antigeno,
permite a obtencdo do anticorpo monoclonal, isto é, aquele originario e produzido

por um unico clone de linfécitos B. Os hibridomas, células hibridas secretoras de



anticorpos especificos, provém da fusdo de células de mieloma com células
esplénicas imunes, como sera descrito posteriormente. Este hibrido isolado sera
clonado e ampliado, formando um banco de células secretoras de anticorpos com
alta especificidade para o antigeno alvo da imunizacdo que se precedeu. Técnicas
diferenciadas, como ensaios imunoenzimaticos (enzyme-linked immunosorbent
assay - ELISA) ou citometria de fluxo, podem ser empregadas para selecionar a

célula hibrida secretora de anticorpo (Silverton,1977; Kuby, 2002).

1.2 Estrutura e Funcbes

Os anticorpos tém sua estrutura em forma de “Y”, formada por quatro cadeias
polipeptidicas, sendo duas pesadas Cy, (heavy chain) e duas leves C,, (light chain),
ligadas principalmente por pontes dissulfidricas, compostas por dominios distintos.
Em cada cadeia leve e pesada, os 110 aminoacidos da porgdo amino-terminal
constituem um dominio variavel (V. e V). O remanescente de cada cadeia leve
consiste de um dominio constante Unico (C.) e o restante de cada cadeia pesada

contém trés ou quatro dominios constantes (Cy) (Fig.1.2).



S4nticorpo inteiro

Figura 1.2 — Estrutura da molécula de imunoglobulinas. (Fonte: UFMG, 2005), onde:

Fab — Fragmento de ligacdo com o antigeno (Fragment antigen binding);
Fv — Regido de dominio varidvel das cadeias leves e pesadas;
Fc — Crystallizable Fragment) fragmento cristalizavel;

CDR — Regido determinante de complementaridade (L leve e H pesada) (Complementarity
Determining Regions);

C. — Regido constante da cadeia leve;

V. — Regido variavel da cadeia leve;

V4 — Regido variavel da cadeia pesada,;

VyxV, — Dominios variaveis das cadeias pesada e leve;
CHxC. — Dominios constantes das cadeias pesada e leve;

Chl; Cy2; Cy3 — Dominios carboxi-terminais constantes, da cadeia pesada;
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Na extremidade C-terminal estad localizado o fragmento Fc, denominado
fragmento cristalizavel (crystallizable fragment). Esta regido € reconhecida pelas
células do sistema imune, ligando-se aos receptores da membrana celular de
macrofagos, entre outras células efetoras do sistema imune. Também é responsavel
pela ativacdo do complemento pela via classica, contribuindo no processo de
destruicdo de microorganismos. Na extremidade N-terminal localizam-se os
fragmentos Fab de ligacdo com o antigeno (antigen binding fragment), que possuem
dois sitios de ligacdo ao antigeno. Dentro do dominio variavel de cada cadeia leve e
pesada, ha uma regido descrita como hipervariavel, em funcédo da alta variabilidade
de aminoacidos observada em relacdo ao restante do dominio, constituindo 15-20%
deste (Fig.1.3). Estas regides hipervariaveis sdo complementares ao epitopo de um
antigeno, sendo denominadas regifes determinantes de complementaridade CDRs
(complementarity determining regions). Cada sitio de ligacdo ao antigeno é
constituido por seis CDRs, sendo trés da regido variavel da cadeia leve e trés da
regido variavel da cadeia pesada, com funcdo de estabelecer contato fisico com o
antigeno (Silverton, 1977; Abbas, 2000; Kuby, 2002; Kipriyanov, 2004) (Figs.1.4 e
1.5).
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Figura 1.3 — A — Representacdo da variabilidade em cada posicdo das distintas regides determinantes
de complementaridade dos segmentos Vy (CDR1, CDR2, CDR3). No esquema inferior, a regiao
variavel do gen IgH rearranjado, interrompida por trés regiées do arcabouco (framework)
deaminoacidos relativamente conservados. A regido CDR3 é a mais hipervariavel e compreende a
sequéncia que resulta da unido dos segmentos génicos Vy — Dy — Ju, além dos segmentos N (barras
pretas) inseridas durante a recombinagdo. B - Estrutura molecular da regido variavel da cadeia leve
V. com trés al¢cas das CDRs. Fonte: Adaptacdo de Kuby, 2002.
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Figura 1.4 - Estrutura molecular das regibes variaveis da cadeia pesada V, e da cadeia leve

V|, com as alcas das CDR identificadas. Notar a ligacdo com o peptideo viral. Fonte: Kuby,
2002.
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Figura 1.5 - As cadeias leve (L) e pesada (H) das imunoglobulinas consistem em uma
regido variavel (verde) e uma regido constante (amarelo). As regides hipervariaveis (regibes
determinantes de complementaridade - CDR) s&o mostradas em vermelho. NH'; — regido amino-
terminal. COOQO' - regido carboxi-terminal. Fonte: UFMG, 2005.
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1.3 Classes e Subclasses

Como citado anteriormente, cada molécula de anticorpo possui dois
sitios de ligacdo ao antigeno, constituidos por seis alcas hipervariaveis. Nesses
sitios identifica-se o paratopo, que é a regido do anticorpo constituida pelos
peptideos contendo os aminoacidos complementares aqueles constituintes do
epitopo do antigeno. A producédo de anticorpos inicia-se com a ligacdo especifica
entre os epitopos dos antigenos com paratopos dos anticorpos na superficie das
células B, levando a producdo de anticorpos de mesma especificidade, mas de
classes ou isétipos diferentes, os quais sdo encontrados na porcao liquida (plasma)
do sangue e nos fluidos extracelulares. No passado, esses fluidos eram conhecidos
como humores. Denominou-se entdo a imunidade mediada pelos anticorpos como

imunidade humoral.

A forma de “Y” de um anticorpo facilita a sua descricdo. Os fragmentos
Fab que formam dois sitios idénticos de ligacdo com o antigeno possui as regides Vy
e VL que sdo altamente varidveis de uma molécula para outra, proporcionando
assim, a diversidade necessaria para o reconhecimento do antigeno. As cadeias
leves podem ser do tipo k (capa) ou A (lambda). Ja as cadeias pesadas definem a
classe e as propriedades funcionais do anticorpo, podendo se apresentar de cinco
formas ou isétipos. Cada classe ou isoOtipo comporta um diferente conjunto de
mecanismos efetores para a eliminacdo do antigeno, uma vez que este é

reconhecido (Fig.1.6).

Apesar de apresentarem muita semelhanca, diferem entre si,
possuindo caracteristicas distintas no tamanho, no conteudo de carboidratos e na
carga elétrica. Sao identificados como 1gG, IgA, IgM, IgD e IgE, designando-se por
is6tipos as caracteristicas tipicas das suas cadeias pesadas definidas pelas letras
gregas v, d, W, O e g, (gama, alfa, mi, delta e épsilon), respectivamente (Janeway &

Travers, 1997; USP, 2004) (Fig.1.7).
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Figura 1.6 - Estrutura do anticorpo. Detalhe do idiétipo constituido por idiétopos, do paratopo das
regibes variaveis leve e pesada e de sua ligacdo com o epitopo do antigeno. Observar as ligacdes
por pontes dissulfeto S-S, a regido da dobradica, as cadeias leve e pesada e as extremidades amino-

terminal (N) e carboxi-terminal (C). Fonte: USP, 2004.
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Imunoglobulina G

A IgG é a principal imunoglobulina do sangue, respondendo por cerca
de 70 a 75% do total de imunoglobulinas. E monomérica e é a propria classe de
anticorpo presente nas respostas imunes secundarias, quando sdo produzidas em
grande quantidade. Sao encontradas no sangue e liquido extracelular, onde podem
neutralizar toxinas, virus e bactérias, opsoniza-los para fagocitose e também ativar o
sistema do complemento. E a Unica que atravessa a barreira placentaria e confere
um alto grau de imunidade passiva ao recém-nascido. A IgG apresenta quatro
subclasses distintas: IgG1, 19gG2, 1gG3, IgG4, que possuem quatro cadeias pesadas
similares, porém ndo-idénticas, jA que apresentam diferencas em suas estruturas,
tais como numero de pontes dissulfidricas, sequéncias de aminoacidos e

propriedades bioldgicas.

Imunoglobulina A

A IgA representa cerca de 10 a 15% das imunoglobulinas totais. E a
imunoglobulina predominante nas secrecdes: saliva, lagrimas, secrecdes nasais,
colostro, leite, secrecdes traqueobrbnquicas e gastrintestinais. Sua estrutura pode
variar, dando origem a duas subclasses: IgAl e IgA2. A maior parte das IgA € da
subclasse IgAl1, a mais encontrada no soro, e a IgA2, mesmo em menor quantidade,
tem um papel importante, por se tratar da subclasse dominante nas secrecfes, nas
quais tem a fungcdo de proteger a mucosa de agressbes. Nao atravessa a barreira
transplacentaria, mas, por sua grande concentracdo no colostro, tudo indica que
contribua para a protecdo dos recém-natos contra infec¢des, principalmente do tubo

gastrintestinal.
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Imunoglobulina M

Representa 5 a 10% das imunoglobulinas totais. Apresenta-se na
forma de um pentdmero e n&o possui subclasses. E reconhecida como o anticorpo
precoce, visto ser a primeira imunoglobulina encontrada na resposta a um estimulo
antigénico. Por isso, € util no diagnostico diferencial das infec¢des virais ou

parasitarias agudas. E a Unica que o neonato sintetiza.

Imunoglobulina D

Representam menos de 1% das imunoglobulinas plasmaticas.
Aparecem em grande quantidade na membrana dos linfécitos B circulantes. Sua
funcao biolégica ainda ndo € bem conhecida, mas parece desempenhar um papel
importante na diferenciacdo dos linfocitos antigenicamente estimulados, sendo um

dos principais receptores para antigenos na superficie das células B.

Imunoglobulina E

Entre todas as classes de imunoglobulinas, a IgE é encontrada em
menor quantidade. Pode ligar-se a superficie de baséfilos e mastdcitos através de
receptores, o0 que resulta na liberacdo de mediadores da resposta de
hipersensibilidade imediata. Tem um papel importante na imunidade ativa contra

parasitos, especialmente os helmintos, e nas doencas alérgicas.
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Figura 1.7 — As classes de imunoglobulinas 1gG, IgD, IgE, IgA e IgM.
Fonte: Kuby, 2002.
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1.4 Mecanismos de Acao dos Anticorpos

A resposta imune humoral mediada por anticorpos secretados pelos
linfécitos B (Fig.1.8) leva a destruicdo de organismos extracelulares e previne a
disseminagdo das infecgbes intracelulares. Dentre as principais maneiras pelas
quais 0s anticorpos contribuem para a imunidade estdo a neutralizacdo, a
opsonizacao, a facilitacdo da fagocitose, a ativacdo do sistema complemento e a
citotoxicidade mediada por células dependentes de anticorpo (ADCC, antibody-

dependent cell-mediated cytotoxicity), pela via classica.

Neutralizacao

A maneira mais simples e direta para os anticorpos protegerem contra
agentes patogénicos ou seus produtos toxicos € pela ligacdo com estes, bloqueando
seu acesso as células que podem infectar ou destruir. Tal mecanismo é conhecido
como neutralizacdo e protege contra toxinas microbianas e contra patdgenos
intracelulares como os virus, impedindo-os de penetrar nas células onde se
replicariam. Os anticorpos recobrem os sitios toxicos do agente antigénico,

neutralizando-o.
Opsonizacao

Em relacdo as bactérias que se multiplicam no meio extracelular,
apenas a ligacdo pelos anticorpos nao € suficiente para elimina-las. Neste caso, uma
funcdo do anticorpo € a de permitir que a célula fagocitaria, como neutréfilo e
macrofago, ingira e destrua a bactéria. Alternativamente, os fagocitos possuem
receptores de membrana que reconhecem a regido Fc dos anticorpos IgG que
recobrem a bactéria, resultando na fagocitose do complexo antigeno-anticorpo.

O mecanismo de revestimento de patégenos e de particulas estranhas pelos

anticorpos € chamado de opsonizagéo (Fig.1.9).
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Figura 1.8 — Mecanismos de acdo de anticorpos — imunidade humoral.
O corpo produz células B com pequenas diferencas em seus receptores de superficie (1). Quando
uma célula B encontra um antigeno para o qual tem forte afinidade (2), ela se torna ativada. Além da
ativacdo, ela se prolifera rapidamente, produzindo muitas células plasméticas. Cada uma dessas
células secreta anticorpos especificos para a molécula estranha, o antigeno (3). Entre as etapas 2 e
3, o0s anticorpos produzidos pelas células B sofrem modificacdes evolutivas estruturais, a fim de
tornarem-se mais especificos para o antigeno, aumentando sua afinidade de ligacéo.
Fonte: USP, 2005.
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Figura 1.9 — Opsonizacdo: A reacdo com 0s anticorpos nao é suficiente para conter a replicacdo de
bactérias que se multiplicam no meio extracelular. O anticorpo estimula a célula fagocitaria a ingerir e
destruir o microorganismo. Os fagocitos reconhecem a regido constante dos anticorpos que recobrem
a bactéria. Este processo de cobertura de germes patogénicos e particulas estranhas pelos
anticorpos é denominada opsonizacdo, que culmina com a fagocitose da célula bacteriana. Fonte:
USP, 2005.
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Citotoxicidade Mediada por Células Dependentes de Anticorpo - ADCC

Diversas células, como as NK (Natural Killer), macrofagos, neutréfilos e
eosindfilos, possuem potencial citotdxico e expressam receptores de membrana para
a regido Fc da molécula do anticorpo (IgG e IgE). A destruicdo pelas células NK de
células alvo recobertas por anticorpos € denominada citotoxicidade mediada por
células dependentes de anticorpo (ADCC - antibody-dependent cell-mediated
cytotoxicity) e ocorre quando anticorpos ligados a superficie de uma célula interagem
com os receptores Fc nas células NK. Inicia-se entdo a destruicdo citotoxica das
células alvo através da liberacéo de granulos citoplasmaticos da célula NK contendo

perforinas e granzimas (Janeway & Travers, 1997) (Fig.1.10).

>— IMUNCELOBULINA
lr RECEFTOR FC

CELULA NK

NEUTROFILO

ENZIMAS

ENZIMAZ, PERFORINAZ

EQSINGFILD °y PERFORINAS. THF

ENZIMAS THF

MACROFAGD

Figura 1.10 — Citotoxicidade mediada por células dependentes de anticorpos: os receptores Fc ativam
as células linféides especializadas denominadas matadoras naturais ou natural killer (NK). A
destruicdo de células-alvo recobertas por imunoglobulinas por essas células NK é chamada de
citotoxicidade mediada por células dependente de anticorpo (antibody-dependent cell-mediated
cytotoxicity, ADCC) e é deflagrada quando anticorpos ligados a superficie de uma célula interagem
com receptores Fc nas células NK. TNF — fator de necrose tumoral (tumoral necrosis factor). Fonte:
Janeway & Travers, 1997; USP, 2005.
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Ativacdo do complemento

Uma outra funcdo dos anticorpos IgM e IgG é a de ativar, pela via
classica, um sistema de proteinas plasmaticas conhecido como complemento. Os
poros formados pelos componentes ativos do complemento podem destruir
diretamente os microorganismos. Alguns dos componentes do complemento séo
opsoninas que se ligam ao antigeno alvo e direcionam os fagocitos que possuem

receptores especificos para estas, promovendo a fagocitose.

Leséo fisica e lesdo quimica

As células podem morrer de duas formas diferentes. A primeira por
lesdo fisica ou quimica (quimiotaxia): o complemento induz a quimiotaxia pelos
neutrofilos e macrofagos, causando, assim, a migracdo de grande numero de
fagOcitos para area tecidual adjacente ao agente antigénico e também por danos
causados a membrana (leséo fisica), pelo anticorpo e complemento, que levarao a

desintegracédo celular ou necrose.

A segunda forma € conhecida como morte celular programada ou
apoptose, que leva a fragmentacdo do DNA, a ruptura do ndcleo e a modificacbes
na morfologia celular. A célula se autodestr6i de dentro para fora, contraindo-se e
degradando-se. Essa degradacdo também leva a destruicdo aos agentes
patogénicos que nela se encontrem, como virus, por exemplo. Desta forma, o
mecanismo de apoptose € preferivel a necrose como meio de eliminagéao celular,
pois, nesta Ultima, os agentes patogénicos intactos séo liberados pela célula morta,

podendo dar continuidade a infeccdo de células sadias, ou podem parasitar 0s
macréfagos que os ingeriram (Janeway & Travers, 1997).
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2 - ANTICORPOS MONOCLONAIS

2.1 Anticorpos Monoclonais Murinos

A descoberta de Kohler & Milstein, em 1975, refere-se ao processo de
producdo de anticorpos monoclonais com afinidades especificas, que poderiam ser
empregados como farmacos ou direcionados a qualquer parte do organismo
humano, visando atingir um Unico tecido ou mesmo um determinado tipo celular.

Isso foi possivel através da obtencdo dos hibridomas, que sdo células viaveis,
originarias da fusdo entre duas ceélulas que possuem caracteristicas genéticas
distintas. Utilizam-se células com caracteristicas neoplasicas (tumorais),
denominadas células mieldmicas, que tém a capacidade de reproducdo indefinida,
podendo ser cultivadas in vitro, continuamente, por longos periodos. Essas células
nao sao capazes de secretar anticorpos. Uma segunda linhagem celular empregada
nesse processo, corresponde as células linfocitarias originarias do baco de um
animal previamente imunizado, denominadas células esplénicas ou linfocitos B, que
tém como caracteristica uma baixissima reprodutibilidade in vitro, porém s&o

essencialmente excelentes secretoras de anticorpos (Kéhler & Milstein, 1975).

Essas células linfocitarias séo fusionadas com as células mieldmicas
empregando-se a técnica desenvolvida por Koéhler & Milstein (1975). Assim, sao
geradas células hibridas, os hibridomas, que reuniréo as caracteristicas genéticas de
ambas, ou seja, serdo células capazes de se reproduzirem constitutivamente e
também secretarem anticorpos contra o antigeno especifico, aplicado previamente
na imunizacdo. Esses hibridomas séo células derivadas de um Unico clone, que
produzem e secretam imunoglobulinas idénticas, as quais denominamos anticorpos
monoclonais. Estes anticorpos interagem especifica e exclusivamente com aquele

determinante antigénico usado como imunizante (Silverton, 1977) (Fig.2.1).

O desenvolvimento da tecnologia de obtencdo de anticorpos
monoclonais foi extremamente importante para a compreensdo de respostas
imunes, diversidade de imunoglobulinas, respostas primaria e secundaria e

hipermutacdo somatica, ou seja, a mudanca na sequéncia da regido variavel do
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anticorpo produzido por uma célula B, apos estimulo antigénico, levando a um
aumento na sua afinidade para o referido antigeno. Constitui o meio mais especifico
para a identificacdo e determinagao de variagbes antigénicas de tipos e subtipos de
um mesmo agente etiolégico, aplicacdo esta inviavel para os soros policlonais, em
funcdo da reatividade cruzada causada por antigenos comuns dominantes e

conseguentemente a sua baixa especificidade.

A preparacdo de hibridomas constituiu um marco na imunoquimica. E
um processo laborioso, porém com muitas possibilidades. A primeira aplicacao
dessa tecnologia foi a producdo de anticorpos monoclonais para substituir, em
grande parte dos ensaios, 0s anticorpos policlonais obtidos por meios
convencionais. Talvez a sua mais importante contribuicdo tenha sido ajudar a
compreender alguns processos imunes e possibilitar a manipulacdo in vitro dos
anticorpos. Com o desenvolvimento da biologia molecular, tornou-se possivel a
sintese do anticorpo monoclonal, que permitiu a dissecacdo das respostas do
sistema imune contra antigenos especificos. Ajudaram também na compreensao da
estratégia que um animal faz uso para produzir anticorpos de alta afinidade. Dessa
forma, pbde-se entender e descrever o processo de maturacdo da resposta imune.
Este processo pode ser resumido do seguinte modo: os anticorpos que se produzem
em seguida a uma estimulagdo antigénica, caracterizando a resposta priméria, sao
diferentes daqueles que se originam como resultado de uma segunda estimulagao, a
resposta secundaria e também da hiperimunizacdo, que é o resultado de mdltiplas
inoculacdes. Depois de cada estimulo, ha uma melhora da especificidade (carater
complementar) e da afinidade (forca de ligagdo) do anticorpo com relagdo ao

antigeno.

Os anticorpos monoclonais possuem diversas aplicacbes no
tratamento e diagnostico de diversas doencas e podem ser utilizados como
marcadores celulares, moduladores da rejeicdo em pacientes transplantados, na
desintoxicacdo por drogas, na composicdo de conjuntos de reativos (kits) para
diagnéstico como por exemplo, sarampo, dengue 1, 2, 3 e 4, hepatite A, B e C,
leptospirose, febre amarela e na terapia de uma grande variedade de doencas

auto-imunes, como artrite, lUpus eritematoso, anemia e asma (Hon, 2004).
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2.2 Anticorpos Monoclonais Quiméricos e Humanizados

O principal problema da aplicacdo de anticorpos monoclonais em seres
humanos € a reacdo imunogénica gerada pelo paciente, em funcdo da presenca de
moléculas murinas em seu organismo. Na década de 80, foram iniciados trabalhos
visando tornar os anticorpos monoclonais com caracteristicas mais humanas e,
dessa forma, menos imunogénicos. Com o desenvolvimento das técnicas de biologia
molecular (tecnolgia do DNA recombinante) e sua integracdo com a tecnologia de
hibridomas, foi possivel proceder as primeiras tentativas de reduzir esse potencial

imunogénico, causado pelos anticorpos monoclonais heterélogos (Roque, 2004).

Por meio da fusdo dos segmentos do DNA codificante das cadeias
variaveis leve e pesada de um anticorpo murino, especificos para um determinado
antigeno, com os segmentos do DNA codificante das cadeias constantes humanas,
formaram-se moléculas quiméricas, denominadas anticorpos quimerizados. Essas
moléculas eram ainda imunogénicas e geravam uma reac¢do imunolégica com
anticorpos humanos anti-quiméricos, identificada como resposta HACA (human anti-
chimeric antibody) (Glennie & Johnson, 2000; Mirick et al., 2004). Em outras
palavras, a porcdo murina ainda se encontrava em concentracfes suficientes para

gerar reacao imunogénica no organismo hospedeiro (Maranhao & Brigido, 2001).

Assim, com o objetivo de minimizar a resposta imune do hospedeiro,
propés-se a humanizacdo de anticorpos. Os protocolos mais modernos de
humanizacéo preconizam o transplante das CDRs murinas (CDR-grafted) para as
cadeias variaveis da estrutura da molécula de um anticorpo humano (Roque, 2004).
Como resultado, obtém-se uma molécula que possui afinidade e especificidade
caracteristicas da original murina para o antigeno alvo, porém com uma minima

poOr¢ao murina em sua composicao.

Para a construcao de um anticorpo humanizado, uma por¢ao constante
Fc é fusionada a uma regido de dominio variavel, desenhada de forma tal que sua
sequéncia de aminoacidos seja a mais proxima possivel da regido homoéloga do
anticorpo humano. Essa molécula mantém as cadeias constantes da imunoglobulina

humana, podendo receber as cadeias variaveis Vy e V. murinas tornando-se um
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anticorpo quimérico ou recebendo somente as CDRs murinas transplantadas para as
referidas cadeias variaveis tornando, dessa forma, a molécula suficientemente
invisivel para o sistema imune do paciente que a recebera, diminuindo
sensivelmente sua imunogenicidade ou suprimindo-a completamente. O limite desse
processo € se obter uma molécula o mais humana possivel, sem que esta perca a

sua atividade bioldgica original (Fig.2.2).

M anirag i
por Transplanie de CDR

Anticorpo Monochonal
Murine

Figura 2.2 — Ciclo de Humanizacao — Anticorpos Murinos, Quiméricos e Humanizados:

Um anticorpo monoclonal murino (em verde) apresenta limitagdes quanto ao seu uso repetitivo como
farmaco, devido a resposta HAMA. As primeiras tentativas de minimizar este potencial imunogénico
foram feitas por meio da fusdo das cadeias variaveis leve e pesada do anticorpo do camundongo (em
verde escuro), com as cadeias constantes humanas (em laranja), formando moléculas quiméricas.
Essas moléculas eram ainda imunogénicas ocasionando a resposta HACA. Assim, os protocolos mais
modernos de humanizac¢do preconizam o transplante das CDR murinas (linhas verdes) para cadeias
variaveis humanas (em amarelo). Essa molécula teria ainda as cadeias constantes de
imunoglobulinas humanas como na quimera e se apresenta de forma suficientemente invisivel,
passando praticamente despercebida para o sistema imune, gerando baixa ou nenhuma reacéo.
Fonte: Maranhao & Brigido, 2001.
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2.3 Outras Estratégias para Geracao de Anticorpos Monoclonais
com Fins Terapéuticos

Além dos anticorpos quiméricos e dos humanizados, outras
alternativas existem para a producao de anticorpos totalmente humanos, bem como
de reagentes derivados de anticorpos humanos. Através do isolamento de genes
codificantes de varias regides humanas, como na biblioteca de anticorpos em fagos
e por meio da tecnologia do DNA recombinante, obtém-se um anticorpo monoclonal
integralmente humano da classe IgG (Vaughan, 1998) (Fig.2.3).

Muitos fatores influenciam na imunogenicidade de determinados
anticorpos terapéuticos. Alguns sdo inerentes a sua constru¢do, ao passo que outros
sao relacionados a maneira como esses anticorpos sao administrados ou como o
paciente responde. Até hoje, ndo ha método adequado in vitro que possa predizer a
imunogenicidade in vivo de anticorpos construidos, e 0s ensaios clinicos sao ainda o
anico meio seguro e eficaz de avaliar se 0 anticorpo é ou ndo imunogénico. As
respostas human anti-humanized antibody — HAHA, contra o0s anticorpos
humanizados administrados aos pacientes, podem apresentar formas diferentes, que
variam de hospedeiro para hospedeiro. Seria desejavel desenvolver um método
sensivel, especifico e r4pido para avaliacdo da HAHA, que permita discriminacéo
entre os tipos de resposta imune que sao prejudiciais ao paciente, de forma a exigir
a interrupcdo do tratamento com 0s anticorpos que gerem esse tipo de resposta. O
desenvolvimento desse novo método permitiria o tratamento prolongado com
anticorpos humanizados, oferecendo total seguranga aos pacientes (Ritter et al.,
2001; Mirick et al., 2004).
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Figura 2.3 — Comparacao entre os métodos de Producédo de Anticorpos Monoclonais. Pelo método
tradicional ou através da tecnologia do DNA recombinante, o anticorpo monoclonal final € uma IgG
completa. Pelo método da biblioteca gendmica em fagos, o painel dos monoclonais sdo em formato
scFv ou Fab. Isso facilita engenharias posteriores para alcancgar a caracteristica desejada. Em todos
0s casos, 0s anticorpos monoclonais candidatos a clinica requerem reclonagem em vetores de
expressdo em células de mamiferos e estabelecimento da producdo em cultura celular. Fonte:

Vaughan, 1998.
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2.3.1 Anticorpos monoclonais obtidos por biblioteca genGmica

A biblioteca de expressdo em fagos pode imitar a estratégia utilizada
pelo sistema imune humoral para produzir anticorpos ou fragmentos de anticorpos
completamente humanos in vivo e pode evitar a imunizagcdo e a construgcdo de
hibridomas. Um pré-requisito esta no isolamento e clonagem da regido variavel dos
genes das cadeias leve e pesada da imunoglobulina para apresenta-la

funcionalmente em um fago (Fig.2.4).

A fonte dos genes dos doadores da imunoglobulina pode ser animal ou
humana, imunizada ou ndo imunizada. Pequenas bibliotecas de fontes de animais
imunizados geralmente promovem anticorpos de grande afinidade para o antigeno
(Roque, 2004).
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Figura 2.4 - Biblioteca de expressado gendmica em fagos. A - Isolar a populacdo de
genes que codificam regides variaveis de cadeia leve - V| - e pesada - V, - de anticorpo. B -
Construir proteina de fusdo da regido V com uma proteina de cobertura de bacteriéfago. C - A
clonagem de uma populagdo randomizada de regides variaveis da origem a uma mistura de
bacteriéfago — uma biblioteca de expressdo em fago. D — Selecionar o fago com regifes V
desejadas mediante a ligacao especifica com o antigeno. Adaptacdo da Fonte: Janeway &
Travers, 1997.

Fagos sdo estruturas virais constituidas por uma molécula de &cido
nucléico, que pode ser DNA ou RNA, envolvida por um capsideo. Para se replicarem
precisam infectar uma célula, que em geral apresenta sitios receptores especificos

para determinados virus. A interagdo célula-virus € especifica.

Fagos semelhantes a anticorpos podem ser produzidos por uma nova

técnica para producdo de moléculas semelhantes. Os segmentos genéticos que
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codificam dominios variaveis que se ligam ao antigeno (dominios V dos anticorpos),
sao fusionados com o0s genes responsaveis pela proteina do capsideo de um fago
ou bacteriéfago. Aqueles que contém as mesmas fusfes de genes sao usados para
infectar bactérias, e as particulas fagicas resultantes tém capsideos que expressam
a proteina de fusdo semelhante ao anticorpo, com o dominio variavel exposto por
fora do fago. Uma colecdo de fagos recombinantes, cada um deles exibindo um
dominio antigeno-especifico diferente em sua superficie, € conhecida como sendo

uma biblioteca de expresséo em fago (Fig.2.5).

Quase que da mesma maneira segundo a qual os anticorpos
especificos para um dado antigeno podem ser isolados de uma mistura complexa
por cromatografia de afinidade, os fagos que expressam dominios antigeno-
especificos para uma substancia em particular podem ser isolados na biblioteca de

expressdo em fago, por sua ligacdo aquele antigeno.

FCR

DOADC RES
HUMANOS GENES W, E V.
J _/ AMPLIFICADOS

BIBLIOTECA DE
COMBINACAD DE ExpREzSAD
CELULAS B BOLADAS GENES W, E V| OE ANTICORPOS

Figura 2.5 — Triagem de anticorpos para formar biblioteca de
expressdo em fagos. As células B sdo isoladas dos doadores.
As regides Vy e V| sdo amplificadas por PCR. Combinacédo de
genes Vy e V. Formacao da biblioteca genémica de anticorpos
em fagos. Adaptacao da fonte: UFMG 2005.

As particulas fagicas ligantes séo recuperadas e usadas na infeccdo de
novas bactérias. Cada fago isolado produzira desta maneira uma particula antigeno-
ligante monoclonal analoga a um anticorpo monoclonal. Os genes codificantes do
sitio ligante ao antigeno, Unicos para cada fago, podem ser entdo recuperados do

DNA fagico e usados na construcdo de genes para uma molécula de anticorpo
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completa, mediante sua unido com 0sS segmentos genéticos que codificam as

regides constantes de um anticorpo.

Quando tais genes reconstruidos s&o introduzidos numa linhagem
celular hospedeira apropriada, como as células mielomatosas nao secretoras de
anticorpos usadas nos hibridomas, as células transfectadas secretam anticorpos
com todas as caracteristicas dos anticorpos monoclonais originarios dos hibridomas.
Em uma dltima analise, esta técnica pode vir a substituir a rota tradicional de fuséo

celular para a producéo de anticorpos monoclonais.

O desempenho do reagente fagico obtido quanto a sua capacidade de
reconhecimento do antigeno depende de dois fatores fundamentais: primeiro, 0
tamanho da biblioteca inicial, isto é, a capacidade de representar o repertério do
animal imunizado; segundo, o procedimento de selecao utilizado. Varias estratégias
tém sido utilizadas para se alcancar esse éxito e se baseiam em obter uma
biblioteca inicial de tamanho igual ou superior ao repertério imune (em torno de 10°),
buscando melhor eficiéncia de transformacéo e de amplificacdo dos genes variaveis
dos anticorpos (Brigido & Maranh&o, 2002) (Fig.2.6).

31



Estratégio de Selegdo com Anfigenc
Adsorvido em Placa de Microlilulagao

hianiss da

popra_ B2

e —

E—

CC

e Clonada am um kagomidic.
= ]

L e

“franslomogao em células de E, call
~Frocucao de porficulas vimis

sarabikpoda ¢om
o anligeno

1

feiges talcos Isodomento e fagos
com copacidade
de ligogdo

Figura 2.6 - Selecdo de ligantes da biblioteca de expressdo em fagos:

Selecdo de ligantes de uma biblioteca utilizando-se o antigeno adsorvido em placa de
microtitulacdo. Bibliotecas de formas variantes do gene de interesse sdo obtidas e clonadas
em fagomidios para incorporacao do peptideo ao capsideo viral. As particulas virais de fusé@o
apresentando a biblioteca sdo produzidas e colocadas em contato com o antigeno fixado a
um suporte. Sucessivas lavagens sao realizadas e os fagos remanescentes sao eluidos da
placa e amplificados por meio de infeccdo de células bacterianas.
Maranhéo, 2002.
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2.3.2 Anticorpos monoclonais obtidos em camundongos
transgénicos

Uma alternativa estratégica para produzir anticorpos construidos
completamente humanos é oferecida pela técnica da transgenia em camundongos.
Camundongos gue ndo possuem genes de imunoglobulinas endégenas podem ser
tornados transgénicos para os loci das cadeias leves e pesadas da imunoglobulina
humana, utilizando cromossomos artificiais de levedura. Isso € possivel substituindo-
se os loci da imunoglobulina murina do genoma do hospedeiro pela respectiva
regido da imunoglobulina humana. A hiperimunizacdo dos animais transgénicos com
um antigeno tumoral resulta na ativacao clonal dos linfocitos B, produzindo assim
anticorpos humanos. Desafiando o antigeno de interesse contra o camundongo
transgénico, pode-se gerar anticorpos de afinidade. A imortalizacdo das células B
expressando esses anticorpos pode ser obtida pela tecnologia padronizada de
hibridizagcao, resultando na producgéo de anticorpos totalmente humanos a partir de
células de linhagem estabelecida (Krauss, 2003).

As células B desses camundongos tém receptores codificados pelos
genes de imunoglobulinas humanas, mas ndo séo tolerantes & maioria das proteinas
humanas. Assim, é possivel induzir nestes camundongos, a producéo de anticorpos

monoclonais humanos, contra determinantes de células ou proteinas humanas.
Os camundongos transgénicos tém sido especialmente Uteis no estudo

do papel dos receptores de células T e B no desenvolvimento dos linfocitos
(Vaughan, 1998).
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2.4 Anticorpos Monoclonais para Uso Terapéutico

Os anticorpos se ligam as moléculas-alvo com grande afinidade e
especificidade. Embora produzidos naturalmente pelo sistema imune, a necessidade
de anticorpos com especificidade Unica produzidos em larga escala tem estimulado
a geracao de novas tecnologias para a sua producado em escala biofarmacéutica. A
producdo de anticorpos pela tecnologia de hibridomas murinos foi 0 primeiro passo

no sentido de iniciar-se o desenvolvimento de sistemas de engenharia de anticorpos.

Havia uma grande expectativa quanto ao uso de anticorpos como
poderosa ferramenta em imunoterapias. Sendo identificados ha mais de um século
como potenciais agentes terapéuticos sugerindo possibilidades de tratamento, antes
impensaveis, para diversas doencas, 0s anticorpos monoclonais representavam a

solugéo para qualquer enfermidade e a esperanca de cura.

Em 1986, o FDA aprovou a primeira aplicacdo de um anticorpo
monoclonal murino, o Orthoclone OKT3 anti-CD3. Este foi o primeiro anticorpo
reconhecido e oficialmente aprovado para reverter o quadro de rejeicdo a
transplantes de 6rgaos, introduzido na clinica médica (Moro & Rodrigues, 2001). Sua
aprovacao iniciou uma grande expectativa para o uso clinico de anticorpos

monoclonais (Fig.2.7).

Porém, apesar do grande potencial, a esperada revolucao terapéutica
nao se confirmou. Diversos anticorpos monoclonais entraram em ensaios clinicos e
obtiveram resultados negativos em funcdo da sua alta toxicidade e imunogenicidade.
Por serem de origem murina, o sistema imunologico reconhecia a molécula como
estranha, iniciando um processo de reagdo imune no organismo do hospedeiro
contra a molécula do anticorpo aplicado. A este processo de resposta imunologica
humoral mediada por anticorpos, é dado o nome de resposta HAMA (Glennie &
Johnson, 2000; Mirick et al., 2004). Descobriu-se entdo que o anticorpo monoclonal
murino apresentava limitagdes quanto ao seu uso repetitivo como farmaco, devido a
resposta imune humana ao anticorpo de camundongo. O Orthoclone permaneceu
por cerca de oito anos como sendo 0 Unico anticorpo monoclonal bem sucedido.
Além do Orthoclone OKT3 anti-CD3, outros anticorpos murinos foram propostos
como imunossupressores, numa forma alternativa contra outros marcadores
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celulares, a saber, o anti-CD4 e o anti-CD18. Este dultimo foi humanizado
recentemente pelo grupo do Laboratério de Imunologia Molecular da Universidade
de Brasilia - UnB. E indicado na terapia de rejeicdo de transplantes, em casos de
meningite bacteriana, isquemia, reperfusédo cardiaca e inflamacao aguda (Maranh&o
& Brigido, 2001; Caldas et al., 2003).

Hoje em dia, existe uma série de anticorpos monoclonais murinos
aprovados pelo FDA, entre eles, Muromonab — OKT3 para rejeicdo a transplantes
(Cosimi et al., 1981) aprovado em 1986; Edrecolomab — Panorex, indicado para
cancer de colon aprovado somente na Alemanha em 1995; Zevalin Y-Ibritumomab
Tiuexetan anti-CD20, aprovado em 2002; e Bexxar I-Tositumomab anti-CD20,
aprovado em 2003 (Harris, 2004; Roque, 2004) (Tab. 2.1).
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Figura 2.7 — Chave de eventos e fatos marcantes na indUstria terapéutica de anticorpos monoclonais.
Adaptacéo de Glennie & Johnson, 2000.

Passou-se entdo a pesquisar mecanismos para tornar esses anticorpos

menos imunogénicos, proporcionando maior seguranca na sua aplicacao.
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Com o advento da biologia molecular e da engenharia genética, outras
abordagens e estratégias foram criadas para tentar resolver esse problema. Séo
construidos anticorpos praticamente invisiveis ao sistema imunolégico do
hospedeiro, evitando-se desta forma reacfes adversas como alergias e anafilaxia
em tratamentos prolongados. A alta afinidade e especificidade destes, aliados a
engenharia molecular, tém sido largamente explorada numa grande variedade de
aplicac6es. De fato, a maioria dos anticorpos destinados a aplicagdo na terapéutica
de doencas tem origem na engenharia genética. Sdo exemplos os quiméricos, onde
as regibes constantes do animal sé@o substituidas pelas homologas de origem
humana e os anticorpos “human-like” (como humano ou humanizados) “CDR-
grafted” (CDR transplantada) que s&o aqueles onde sé had uma pequena fracao
murina, reduzindo assim sua imunogenicidade (Co & Queen, 1991).

Em 1980, dois anticorpos foram submetidos a ensaios clinicos e desde
entdo esse numero vem aumentando consideravelmente nos udltimos 25 anos.
Atualmente, cerca de 200 anticorpos monoclonais e seus derivados estdo em
ensaios clinicos, visando o tratamento de diversas doencas. Diversos outros
alcancaram o mercado. O tratamento com anticorpos na rejeicdo de transplantes,
nas doencas auto-imunes e em diversas formas de cancer, como os melanomas, o
Linfoma N&o-Hodgkin e o cancer colorretal, tem potencial terapéutico evidente e
baixa ou total auséncia de toxicidade (Hon, 2004).

No ano de 2003, descobriu-se que anticorpos monoclonais podem
neutralizar os prions causadores de uma variante da Doenca de Creutzfeldt-Jacob
em camundongos infectados. Com base nesses resultados, estima-se que o
desenvolvimento de anticorpos monoclonais possa ser impulsionado no combate a
outras doencas causadas por proteinas anormais, como o Mal de Alzheimer. Esses

anticorpos séo potenciais candidatos a humanizacdo (White et al., 2003).

A manufatura de anticorpos terapéuticos envolve varias etapas,
reguladas por procedimentos bem estabelecidos e leva cerca de 10 anos ou mais
para se chegar a um produto comercialmente aprovado. A aprovacdo desses
produtos biofarmacéuticos € muito criteriosa por parte do FDA e outras agéncias

regulatorias.
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Tabela 2.1 - Selecdo de alguns anticorpos monoclonais j4 aprovados pelo

FDA americano (exceto o Panorex, que foi aprovado pela agéncia regulatéria

da Alemanha) para uso terapéutico ou diagnoéstico in vivo.

INDICAQAO ANTIGENO ANTICORPO CARACTERISTICA | FABRICANTE / APROVA(;AO
ALVO PAIS
Rejeicéo a CD3 Orthoclone OKT3 Murino (IgG2a) Ortho Biotech / FDA 1986
transplantes Muromonab USA
Complicacdes de Glicoproteina
angioplastia receptor GP I, ReoPro Abciximab Quimérico (Fab) Centocor B.V. FDA 1994
coronaria GPlll, Holanda

Cancer colon-retal

17-1A antigeno de

Panorex

Centocor B.V. /

Aprovado na

superficie celular Edrecolomab Murino (IgG2a) Holanda Alemanha em
Glaxo Wellcome / 1995
USA
**Agente de Myoscint Imciromab
contraste para Miosina Pententate Murino Centocor B.V. / FDA 1996
imagem cardiaca Holanda
**Agente de
imagem PSMA — Antigeno ProstaScint
diagnéstica para especifico de Capromab Murino Cytogen Corp. / FDA 1996
detectar o cancer membrana da Pendetide USA
de préstata préstata
**Agente de
contraste de
imagem para nd CEA-SCAN Nd Immunomedics FDA 1996
detecgédo de Arcitumomab Inc. / USA
cancer colorretal
**Agente de
imagem para Verluma Dr. Karl Thomae
detectar cancer nd Nofetumomab Murino / Alemanha FDA 1996
em células
pulmonares
Rejeicdo aguda a Zenapax Hoffman-
transplantes de CD25 Daclizumab Humanizado (IgGl) La Roche Inc. / FDA 1997
Rim USA
Linfoma N&o- Genentech Inc. /
Hodgkin —LNH CD20 Rituxan, Rituximab Quimérico (IgGl) USA FDA 1997
Doenca de Crohn TNF-a. Remicade, Quimérico (IgGl) Centocor Inc. / FDA 1998
Infliximab Holanda
Rejeicdo aguda a Simulect Novartis Pharm. /
transplante de rim CD25 Basiliximab Quimérico (IgGl) USA FDA 1998
Virus RSV —
Epitopo do virus Proteina F Synagis Humanizado (IgGl) Medlmmune / FDA 1998
respiratério Palivizumab USA
sincicial
Herceptin Genentech Inc. /
Céancer de Mama HER2/neu Trastuzumab Humanizado (IgGl) USA FDA 1998
Artrite TNF-a. Remicade Infliximab Quimérico (IgGl) Centocor Inc. / FDA 1999
Reumatoéide Holanda
Mylortag
Anemia Mieloide CD33 Gemtuzumab Humanizado Wyeth Pharms. / FDA 2000
Aguda / Leucemia Ozogamicin USA
Células B — Millenium and
Leucemia cronica CD52 Campath Humanizado lllex Partners / FDA 2001
linfocitica Alemtuzumab USA
Zevalin IDEC
LNH CD20 Y-Ibritumomab Murino radio-marcado | Pharmaceuticals FDA 2002
tiuexetan / USA
Humano (desenvolvido
Artrite Receptor de fator | Humira Adalimumab em biblioteca Abbott
Reumatoéide de necrose gendmica de fagos — Laboratories / FDA2002
tumoral humana Phage-Display) USA
TNF
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Tabela 2.1 — (cont.)

INDICACAO ANTIGENO ANTICORPO | CARACTERISTICA | FABRICANTE / | APROVAGCAO
ALVO PAIS
Psoriase severa
de placas nd Raptiva Efalizumab nd Genentech / USA FDA 2003
Asma nas
manifestacdes Impede ligagdo da Xolair Genentech Inc. /
moderada e IgE com o receptor Omalizumab Humanizado USA FDA 2003
severa Fce RI
Tratamento de
pacientes com Bexxar Corixa
LNH CD20 |-Tositumomab Murino radio-marcado Corporation / FDA 2003
CD20refratarios USA
ao Rituxan
Cancer colorretal Dominio
em metéastase extracelular do
cabeca, pescogo, | EGFR — Receptor | Erbitux Cetuximab Quimérico ImClone Systems FDA 2004
carcinoma de de Fator de Inc. / USA
células de pulméo Crescimento
Epidérmico
Fator de Inibicdo da
Crescimento atividade biologica
Vascular do receptor de Avastin
Endotelial tumor fator de Bevacizumab Humanizado Genentech Inc. / FDA 2004
s6lido / cancer crescimento USA
colorretal em vascular endotelial
metéstase VEGFR
Esclerose Mdltipla Sub o-4 / a4p1 Tysabri Biogen Idec Inc. /
integrinas Natalizumab Humanizado 1gG4x USA FDA 2004
Technetium 99m Tc Palatin
Marcador para nd Fanolesomab Murino tecnécio- Technologies / FDA 2004
apendicite Neutrospect marcado USA

** utilizados para diagnéstico in vivo.

Johnson, 2000; Harris, 2004; FDA, 2005).
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3 - SISTEMAS DE PRODUCAO DE ANTICORPOS MONOCLONAIS
HUMANIZADOS

3.1. Sistemas de Expressao de Proteinas Heter6logas

Diversos sistemas de expressdo como células animais, microorganismos,
plantas e glandulas mamarias de mamiferos, podem ser utilizados para a obtencéo
de anticorpos monoclonais (Fig.3.1).

Expressfio em
Células animais

Humanizagio de Vetores de

antic 1
ANINCOTE o CHPICESAD

/ \ \ BExpreszio em '
o ichia pastoris

- L. LoFLE
Defnigde do Sintese das / I
modela cadelas viriavels N ;
' - - "
||||:11'|'gc11-.'\--||||11'|cm']'l--.'- ‘\\

| Phage display |

E.‘C'!ll'l'.‘ ZEH0 CIn

plantas
Expressdo
no Leite

Figura 3.1 — Ciclo de humanizac¢éo de anticorpos e alguns sistemas de expressao utilizados.
Fonte: BRIGIDO 2004.

A tecnologia de cultivo de células animais vem sendo utilizada ha muito
tempo, especialmente na producdo de vacinas para uso humano e veterinario.
Diversos processos utilizando essas células como hospedeiras sdo atualmente
empregados na industria biofarmacéutica para produgcdo de proteinas terapéuticas,
como por exemplo, fatores de coagulagdo, anticorpos monoclonais, eritropoetina,
entre outros (Tonso, 2000).

Hospedeiros procariotos (células bacterianas) sao utilizados devido a
sua simplicidade genética e a existéncia de vetores de expressdo definidos e
potentes. Contribuem para a utilizacdo de células de origem bacteriana, como a
Escherichia coli, a facilidade de cultivo e a alta produtividade que apresentam em
processos de fermentacdo, viabilizando a obtencdo de proteinas simples e de

pequeno tamanho. A insulina humana e hormoénios de crescimento podem ser
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enquadrados entre estas. Porém, esses hospedeiros ndo sdo empregados para a
producdo de proteinas de grande complexidade e tamanho, como 0s anticorpos
monoclonais, por impossibilidade de realizacdo das modificacdes pos-traducionais
como glicosilacdo, fosforilacdo, carboxilacdo, amidacéo, sializagdo, acetilacao,

sulfatacédo e formacéo de ligacdes de enxofre (Mains et al., 1987).

Com isso, 0 uso de organismos procariotos como hospedeiros traz
uma série de limitacdes que dificultam o processo de expressao heterdloga de genes
de natureza eucariota, por ndo processarem adequadamente a informacéo genética

e ndo configurarem corretamente a proteina recombinante sintetizada.

A glicosilagéo exerce um papel fundamental na adeséo intercelular e
oferece uma enorme vantagem ao uso das células de animais como sistema
hospedeiro. E um processo que ocorre em células eucariéticas, no qual os
oligossacarideos se adicionam a proteina durante sua sintese. Sao processadas no
reticulo endoplasmatico e no aparelho de Golgi (Kratje, 2004). A pouca similaridade,
auséncia ou deficiéncia da glicosilacdo, ou seja, de realizar adequadamente as
adicbes de acucar, em células bacterianas podem refletir na inatividade e
suscetibilidade biologica da proteina sintetizada de interesse, podendo limitar a
aproximacéo de outras macromoléculas a superficie do produto obtido (Cavalcanti,
2003).

As cadeias polissacaridicas ligadas a proteina alvo tém varias funcgdes.
Algumas proteinas ndo podem se enovelar a menos que estejam glicosiladas.
Polissacarideos ligados ao nitrogénio amilado da asparagina na proteina conferem
estabilidade sobre algumas glicoproteinas secretadas. A ligacdo pela hidroxila em
residuos de serina e treonina gera as O-glicoproteinas. Varios experimentos
demonstram que proteinas néo glicosiladas degradam-se muito rapidamente (Kratje,
2004). Por essa razao, na producdo de moléculas que necessitam da glicosilacao
para apresentarem uma funcdo normal, € necessario o uso de organismos que

realizem, o mais similar e corretamente possivel, as adi¢cdes de acucar.

Anticorpos monoclonais recombinantes s&o administrados, de uma

forma geral, por via parenteral. A presenca de oligossacarideos tende a conferir mais
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resisténcia a uma glicoproteina contra sua digestdo por proteases, 0 que, em

contrapartida, Ihe confere maior estabilidade na corrente sanguinea.

Adicionalmente, o uso de células de mamiferos para a producdo de
biofarmacos é favorecido pelo fato de que grande parte destas células libera para o
meio extracelular a proteina de interesse, ou seja, 0 produto desejado, ao contrario
da maioria das bactérias que retém a proteina intracelularmente, sob forma de
corpos de inclusdo. Isto acarreta um alto custo de purificacdo da molécula em
questdo, pois a ceélula bacteriana ao ser rompida, libera diversas proteinas
bacterianas constituintes, dificultando a separacdo e purificacdo daquela de real
interesse, podendo assim prejudicar sua funcéo biolégica. As células animais, por
outro lado, secretam as proteinas para o meio extracelular com reduzidas
concentracdes de proteinas, podendo ser separadas do produto de interesse, sem

ter seus componentes intracelulares extravasados para o meio (Cavalcanti, 2003).

Por outro lado, as desvantagens do processo de uso de células animais
sao: (a) baixa velocidade especifica de crescimento; (b) requerimentos nutricionais
complexos; (c) inibicdo decorrente do acumulo de subprodutos do proprio
metabolismo, como o lactato e a aménia; (d) fragilidade estrutural da membrana
celular (células sujeitas ao cisalhamento, por exemplo, pelo atrito com as paredes
internas do sistema de cultivo e pelo rompimento das bolhas de ar na superficie do
liquido) (Tonso, 2000; Castilho, 2001; Cavalcanti, 2003).

A escolha de um sistema de expressdo deve ser feita de forma a
obedecer alguns critérios. A aplicacao da proteina desejada a ser expressa deve ser
sempre considerada. A otimizacdo do rendimento na obtencdo do produto expresso
nos diferentes sistemas € de fundamental importancia. O sistema deve ser capaz de
expressar a proteina recombinante heter6loga de modo a se obter o maximo de
rendimento por célula cultivada e paralelamente, estudar e monitorar a influéncia dos
parametros do sistema de producdo sobre o nivel de expressdo da proteina,
melhorando a taxa de rendimento por litro de cultura, a um custo ndo muito elevado
(Fig.3.2).
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Manter a alta densidade celular é uma das variaveis a serem
superadas. Sdo aplicados sofisticados modelos matematicos e programas de
computacdo para executar o célculo e analisar todos 0s parametros inerentes a
adicdo de nutrientes concentrados, na propor¢do da taxa de consumo, como
estratégia para aumentar a densidade celular nos processos e controle rigoroso dos

metabolitos secundarios (Lemes, 1998).

Como foi descrito anteriormente, ha diversas aplicacdes para o uso de
proteinas heterdlogas, ditas também recombinantes, entre elas, a pesquisa em
estrutura e funcdo da proteina, imunizagcfes, anticorpos monoclonais terapéuticos,

vacinas, hormonios, fatores de coagulacdo, diagndstico, cosméticos, entre outros.

As proteinas recombinantes apresentam vantagens como:

-Podem ser produzidas em grandes quantidades.
-Séao de facil purificacdo, comparadas com o tecido de origem.

-O risco de transferéncia de patdgenos e material oncogénico é reduzido.

Desvantagens:

-Podem ser imunogénicas.
-Podem conter contaminantes pirogénicos.
-O material produzido pode ndo ser auténtico (depende das modificacbes pos-

traducionais).

Aspectos de relevancia na expresséao de proteinas heterédlogas:

-Escolha da célula hospedeira (microbiana, inseto ou mamifero).
-Escolha do vetor de expressao.

-Uso de um promotor forte e regulavel.

-Condicdes de cultivo e expressao.

-Sitio de acumulacédo do produto recombinante.

-Processos de recuperacédo do produto.

-Processos de purificacéo.
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Sistemas alternativos para expresséao de proteinas recombinantes:

-Procariotos (como bactérias Escherichia coli, Bacillus subtilis, Caulobacter).
-Leveduras (como Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris).

-Fungos filamentosos (Aspergillus, Trichoderma).

-Células de mamiferos (Chinese Hamster Ovary - CHO, Baby Hamster Kidney -
BHK)

-Células de insetos (Baculovirus Autographa california).

-Animais transgénicos (roedores, suinos, caprinos, ovinos, bovinos).

-Plantas transgénicas (milho, soja, tabaco, trigo, banana).

Caracteristicas desejaveis da célula hospedeira para producédo de proteinas
heterdlogas:

-Crescimento rapido.

-Capacidade de crescimento em um meio de cultivo de caracteristicas simples e de
baixo custo.

-N&o ser nocivo ou patogénico.

-Ser capaz de receber DNA exdgeno.

-Ser estavel em culturas.

EENDIMENTO

Procarioto

CUSTO I

Figura 3.2 - Relacdo custo/rendimento em diferentes sistemas de expressao. Fonte: Lemes, 2004.



3.1.1 Vantagens e desvantagens

dos varios sistemas para

expressao heterdologa de proteinas:

Os sistemas alternativos empregados para expressao de proteinas admitem uma
série de vantagens e desvantagens que estao expostas na tabela 3.1:

Tabela 3.1 - Principais sistemas e suas vantagens e desvantagens na

expressdo de proteinas de interesse biotecnoldgico:

Bactérias (Escherichia coli):

Vantagens:

Desvantagens:

-facil crescimento

-ndo fazem modificagbes pds-traducionais

-alto rendimento da proteina heterdloga | -precipitado insoltvel intracelular (formam
expressa corpos de inclusao)

-fisiologia, bioquimica e genética bem |-apresentam endotoxinas (Lipopolissacarideos
conhecidas LPS)

-baixo custo -inducao de protedlise e destruicdo da proteina

expressa

-formacao de ligacBes sulfeto limitadas

Leveduras (Pichia pastoris):

Vantagens:

Desvantagens:

-facil aumento de escala (scale-up)

-secregdo ineficiente de proteinas complexas

-integracao estavel em miltiplas copias

-poucos vetores disponiveis

-glicosilagdo com alguma similaridade a de
mamiferos

-ndo fermentadora

-inducdo controlada em altas densidades

celulares

-altos niveis de expressao (até 12g/L)

Fungos filamentosos (Aspergillus niger):

Vantagens:

Desvantagens:

-facilidade de cultivo em larga escala

-grande quantidade de proteases

-secrecao (purificacao facilitada)

-dificil manipulacao

-capazes de realizar algumas modificagcdes pos-

traducionais

-vetores ndo disponiveis auséncia de

plasmideos

-alta expressdo na maioria das vezes

-a proteina de interesse nem sempre €

produzida em altos niveis
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Tabela 3.1 — (cont.)

Células de mamiferos (Chinese Hamster Ovary — CHO):

Vantagens:

Desvantagens:

-grande versatilidade na producédo de diferentes

classes de proteinas heterdlogas

-baixa velocidade especifica de crescimento

-amplo conhecimento de cultivo com meios

quimicamente definidos

-auséncia de parede celular (células frageis,
principalmente quando expostas a acdo do

cisalhamento nos diferentes sistemas de cultivo)

-linhagem bem caracterizada

-cultivo muito dispendioso

-crescimento tanto em suspensdo quanto de

forma aderida

-requerimentos nutricionais complexos

-realizam modificacbes pos-traducionais de

forma muito similar as células humanas

-baixa producgéo

-amplo conhecimento fisiolégico.

-seguranca em relagdo a susceptibilidade a
patégenos humanos (baixo indice de replicagao

de agentes virais)

-secretam a proteina recombinante para o meio

extracelular

Células de insetos:

Vantagens:

Desvantagens:

- as proteinas recombinantes expressas sao

similares a proteina original

-virus se replicam na cultura das células de

inseto

-altos niveis de expresséo

-custo elevado

-realizam modificacdes pés traducionais

-construcao do vetor é trabalhosa

-facilidade de purificacdo

-rendimento abaixo de 30% da proteina

recombinante de interesse

-ndo sdo patogénicos para vertebrados ou

vegetais

-glicosilacéo deficiente de acido sidlico

-tecnologia bastante empregada em varios

sistemas desenvolvidos (bioinseticidas e

vacinas, por exemplo)

-s80 necessarios inibidores para as proteases
produzidas pelo Baculovirus e pela célula, em

resposta a infeccéo

-capacidade para expressar proteinas de grande

tamanho

45




Tabela 3.1 — (cont.)

Animais transgénicos:

Vantagens: Desvantagens:

-possibilitam a maioria das modificagbes pds- | -0s primeiros animais sdo carissimos

traducionais

-facil scale-up -0s ruminantes ndo fazem todas as modificacdes

poés-traducionais

-sdo biorreatores naturais e baratos -exigem muitos cuidados, entre os quais, 0
principal é com a biosseguranca (encarecem o

produto)

-muito produtivos (a excecgédo de roedores)

-boa estabilidade genética (banco de sémem e

ovulos)

Plantas transgénicas:

Vantagens: Desvantagens:

-custo baixo de crescimento -desconhecimento pela populacao

-grande biomassa -baixos niveis de expresséo

-cultivo bem estabelecido -estabilidade genética ruim

-produtos para aplicacéo oral (vacinas) -questdes de biosseguranca (polinizacéo,

campos abertos)

-ndo realizam modificagcbes pos-traducionais de

proteinas de mamiferos

-monopdlio da empresa detentora da patente

dificulta manipulacdo (Monsanto)

Adaptacéo das Fontes: Lemes, 2004; Silva, 2004.

Entre todas as vantagens e desvantagens apresentadas, ha de se
considerar sempre o0 sistema que ofereca o melhor rendimento seguido de baixo

custo na expressao da proteina de interesse (Tab.3.2).
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Tabela 3.2 - Comparacédo entre os sistemas mais utilizados para expresséao de
proteinas: relacdo tempo/custo/rendimento dos principais sistemas de

expresséo utilizados.

Hospedeiro Duplicacéo/Inducéo Rendimento Pos-traducédo Custo
Escherichia coli 30 min. /5 h. Muito alto Nao Baixo
Saccharomyces Todos /
cerevisiae 2h./2-4h. Alto hiperglicosilagédo Médio
Pichia pastoris 2 h./48-90 h. Muito alto Todos Baixo
Células de inseto/

Baculovirus 48 h. /48 h. Muito alto Todos Alto

Células de

Mamiferos 24 h. /24 h. Baixo Todos Alto

Adaptacéo da Fonte: Lemes, 2004.
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3.1.2 Expressado em bacteérias, leveduras e células de mamiferos

Expressdo em bactérias Escherichia coli

E o mais estudado sistema de producio de proteinas recombinantes.
Como ja citado anteriormente, este sistema apresenta caracteristicas vantajosas
como a facil manipulacéo dos genes, a possibilidade de se obter altos rendimentos
com grandes quantidades de proteina expressa em pequenos volumes de cultura, a
rapidez do processo produtivo e um baixo custo. E originalmente empregada para
expressar proteinas menos complexas. Embora o sistema de expressdo de
proteinas heterdlogas em E. coli seja bastante difundido, existem sérias limitacdes,
entre as quais a incapacidade de realizar as modificacdes poOs-traducionais tipicas
das células eucariotas e a frequente formacdo de corpos de inclusdo, que sdo
grandes agregados protéicos acumulados intracelularmente, que prejudicam o
processo de purificacdo do produto. Sua aplicacdo na producdo de proteinas
animais gera, habitualmente, a desnaturacdo ou a perda da configuracdo
tridimensional e, consequentemente, da atividade biolégica da proteina (Lemes,
1998; Tonso, 2000).

Expressdo em leveduras Pichia pastoris

O grande interesse existente no estudo das leveduras deve-se ao fato
de que se trata de organismos eucariotos inferiores e, como tais, possuem
organizacgao celular similar a dos eucariotos superiores. Além disso, muitas proteinas
de leveduras séo similares, estrutural e funcionalmente, as suas homologas em

mamiferos.

A levedura Pichia pastoris tem sido apresentada, ao longo das ultimas
duas décadas, como sistema alternativo de expresséo. E capaz de crescer em meio
de cultura contendo metanol como unica fonte de carbono. O fato de crescer em alta
densidade celular em meio simples e barato levou a sua transformacdo em um
eficiente sistema de producdo de proteinas recombinantes. Apresenta duas
caracteristicas que a tornam uma atraente hospedeira para a producéo de proteinas

heterélogas. A primeira € o forte promotor derivado do gene da enzima alcool-
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oxidase (AOX 1), usado para transcrever genes heterdlogos. A segunda esta no fato
de ndo ser considerada uma forte fermentadora. A fermentacdo realizada por
leveduras gera etanol, que em culturas de alta densidade pode rapidamente atingir
niveis téxicos. S&o facilmente cultivadas a densidades celulares de
aproximadamente 100 g/L de peso seco, ou até maiores. A maioria dos genes
expressos nesta levedura tem seu produto secretado para o meio extracelular, mas
alguns, como o fator de necrose tumoral humana, foram produzidos no meio

intracelular.

Em se tratando da expresséo, sendo este um organismo eucariético, a
producdo de proteinas heterélogas nesse sistema consiste em um processo mais
complexo do que aquele empregado em bactérias E. coli. A levedura Picchia
pastoris € de grande aceitacdo como organismo hospedeiro para a producdo de
proteinas heterdlogas de interesse farmacolégico, como por exemplo, a albumina
sérica humana e o antigeno de superficie do virus da Hepatite B (Lemes, 2004).
Entretanto, no caso de proteinas glicosiladas, a estrutura da molécula recombinante

pode nao ser satisfatoria.

Expressdo em células de mamiferos CHO

A tecnologia de expressdo de moléculas recombinantes em células de
mamiferos € o principal meio de producdo comercial de anticorpos terapéuticos. As
células CHO (Chinese Hamster Ovary ou Ovario de Hamster Chinés) sdo o sistema
de expressdo predominantemente empregado para a producdo de biofarmacos
(Tab.3.3) pelo amplo conhecimento fisiolégico e de cultivo que se tem dessas
células, bem como pela seguranca que oferece em relacdo a suscetibilidade a
patégenos humanos. Essas células possuem enzimas que realizam a glicosilacéo de
forma bastante similar as enzimas de linhagem celulares humanas. A linhagem de
células CHO é bem caracterizada, relativamente estavel, capaz de produzir
proteinas heterélogas com eficiéncia, e pode crescer tanto em suspensao, como

aderida a suportes (Kratje, 2004).

A célula CHO é escolhida por trés razbes: em primeiro, essa linhagem
de células vem sendo usada extensivamente e com sucesso, com um excelente

prognostico em seguranca viral. S8o consideradas hospedeiras seguras para a
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expressdo de proteinas de alto valor terapéutico que, em grande parte, serdo
administradas por via parenteral em pacientes humanos. Viroses humanas
patogénicas como Pdlio, Rubéola, Herpes, Hepatite B, HIV, Sarampo, Influenza e
Adenoviroses ndo se replicam em células CHO. Assim, o risco de contaminagéo
involuntaria e transmissdo de um agente viral adventicio € extremamente reduzido.
Em segundo, é muito bem caracterizada com respeito a variedade de aspecto,
incluindo o caridtipo, estrutura cromossomal, mapeamento genético, condi¢bes de
cultivo e meios de cultura requeridos. E uma linhagem de facil manipulacdo e
controle de cultivo. Com isso, € empregada na producdo de diversos produtos
recombinantes. Em terceiro, apresentam a capacidade de glicosilacdo e outras
modificacdes pds-traducionais, sendo bem adaptadas ao cultivo e crescimento em
suspensao em alta densidade, podendo crescer em meio livre e isento de produtos
de origem humana ou animal. Estas séo caracteristicas praticas importantes na

producdo em escala industrial (Kauffman et al.,1986; Hauser & Wagner, 1997).

Para reforcar a selecédo das células CHO para essa finalidade, ressalta-
se, por exemplo, que ndo foram detectadas transmissfes virais ou geracdo de
anticorpos de relevancia clinica nas proteinas expressas por essas células em
nenhum dos mais de 100 milhdes de tratamentos com utilizacdo de produtos
derivados de células CHO (Harrison et al.,1998). Por todas estas razdes e por sua
utilizacdo por parte do laboratério da Universidade Federal do Rio de Janeiro -
UFRJ, com o qual se pretende estabelecer parceria, a linhagem de células CHO ¢é a
escolhida pelo LATAM para expressar 0os anticorpos humanizados.

As etapas para a produgado de anticorpos monoclonais humanizados
em cultura de células, a partir de um sistema com agitacéo, sao:

- inoculacéo em frascos spinner (Fig.3.3) com células do banco de trabalho;

- inoculacéo do conteudo do referido frasco em biorreator;

- expansao da cultura, aumentando a concentracéo celular (geralmente o volume é
constante. Apenas em batelada alimentada o volume é variavel);

- inoculacéo deste conteudo em um biorreator de maior capacidade;

- expansdao da cultura celular;

- colheita do meio com as células cultivadas;

- separac¢do das células por microfiltracdo ou outra técnica de separacéao sélido-
liquido;

- recuperacao, concentragao e purificacdo do produto.
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Tabela 3.3 - Alguns biofarmacos e proteinas de uso diagndstico in vivo,

aprovados para uso humano, produzidos em células de mamiferos:

PROTEINA/
PRODUTO ANTICORPO INDICACAO CELULAS APROVACAO EMPRESA /
MONOCLONAL PAIS
Genentech /
Activase rh-t-PA Isquemia aguda CHO 1987 USA
Tratamento da
Aranesp rh- EPO anemia CHO 2001 Amgen / USA
Esclerose
Abones rh-Interferon- maltipla CHO 1996 Biogen / USA
Genetics
Benefix rh-Fator 1X Hemofilia B CHO 1997 Institute / USA
Genzyme /
Cerezyme Glucocerebrosidase Doenca de CHO 1994 USA, Austria,
Gaucher Nova Zelandia
Enbrel / Proteina de fuséo Acrtrite Wyeth Europa /
Etanercept (TNFR/hlgG1) Reumatoide CHO 1998 USA
Epogen / Procrit rh-EPO Anemia CHO 1989 Amgen / USA
Epogin / Amgen / USA,
Recormon rh-EPO Anemia CHO 1990 Japdo, Europa
Doenca de Fabry
Fabrazyme rh- a-galactosidase | — deficiéncia de CHO 2003 Genzyme /
a-galactosidase USA
GenHevac B Aventis Pasteur
Pasteur HBsAg Hepatite CHO 1989 / Franca
Serono /
Gonal-F rh-FSH Infertilidade CHO 1995 Suécia,
feminina Finlandia, USA
Anemia/ Aventis /
Granocyte g-CSF Neutropenia CHO 1991 Europa, Japéo
HB Gama HBsAg Hepatite CHO 1990 ne / Japao
Helixate Aventis
NexGen rh-Fator VIII Hemofilia A BHK 2000 Behring / Suica
Céncer de mama 1998
Herceptin / Anticorpo metastatico CHO Genentech /
Trastuzumab® | monoclonal HER2 (HER2) USA
Doenca de
Infliximab / Anticorpo Crohn / artrite nd 1998 /1999 Centocor /
Remicade® " monoclonal TFNa reumatéide respectivamente USA
Kogenate rh-Fator VIII Hemofilia A BHK 1993 Bayer / USA
Avres-Serono /
Luveris rh-LH Infertilidade CHO 2000 n.e
Anticorpo
Myoscint® monoclonal / Agente de nd 1996 Centocor /
miosina imagem cardiaca Holanda, USA
Boehringer
Neorecormon rh-EPO Tratamento da CHO 1997 Mannheim /
anemia Alemanha
Tratamento da Dompe Biotec /
Nespo rh-EPO anemia CHO 2001 Italia
Novo Nordisk
Novo Seven rh-Fator VIIA Hemofilia Ae B BHK 1996 /Suiga, Europa,

USA
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Tabela 3.3 — (cont.)

PROTEINA/
PRODUTO ANTICORPO INDICACAO CELULAS APROVACAO EMPRESA /
MONOCLONAL PAIS
Usado nas
técnicas de
Ovidrelle rh-CG reproducgdo CHO 2001 Serono / Suica
assistida
Glaxo
Wellcome /
Panorex? Anticorpo Cancer colorretal n.d 1995 Centocor /
monoclonal USA,
Alemanha
Anticorpo
Prosta Scint® monoclonal / Cancer de n.d 1996 Cytogen / USA
PSMA préstata
Genentech /
Pulmozyme DNAse | Fibrose cistica CHO 1998 Suécia, USA,
Suica
Infertilidade NV Organon /
Puregon rh-FSH feminina n.d 1996 Dinamarca
Protelar
sintomas da
Rebif rh-IFNpBla esclerose CHO 2002 Ares-Serono /
multipla USA, Suica
Baxter
Recombinate Fator V1II Hemofilia A CHO 1992 Healthcare /
USA
Fator Genetics
Refacto antihemofilico Hemofilia A CHO 2000 Institute / USA
Anticorpo Complicacdes de
ReoPro® monoclonal / isquemia n.d 1994 Centocor /
Platelet lIb/111a cardiaca USA
Boehringer
Retevase / rh-t-PA Infarto agudo do n.d 1996 Mannheim /
Reteplase miocéardio Alemanha,
USA
Rituxan® Anticorpo LNH de células Genentech /
MabThera monoclonal / CD20 B CHO 1997 Roche / USA
Anticorpo Rejeicdo aguda
Simulect / monoclonal / de transplante de | Mieloma de 1998 Novartis / USA
Basiliximab® IL2Ra. figado camundongo
Anticorpo Profilaxia da
humanizado contra | doenga do trato
um epitopo de respiratério
Synagis superficie do virus causada pelo n.d 1998 Medimmune /
sincicial virus sincicial USA
respiratorio respiratorio em
criangas
Detecgéo e
Thyrogen rh-TSH tratamento de CHO 2000 Genzyme /
cancer da USA
tiredide
Boehringer
TNKase / rh-t-PA Infarto agudo do CHO 2000 Ingelheim /
Tenecteplase miocardio USA
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Tabela 3.3 — (cont.)

PROTEINA/
PRODUTO ANTICORPO INDICACAO CELULAS APROVACAO EMPRESA /
MONOCLONAL PAIS
Agente de
imagem para Dr. Karl
Verluma® / Anticorpo deteccdo de n.d 1996 Thomae /
Nofetumomab | monoclonal murino cancer em Alemanha,
células USA
pulmonares
Glaxo
Wellferon Interferon a-N1 Hepatite C Linfoblastoide 1999 Wellcome /
humano USA
Anticorpo Prevencéo da
Zenapax / humanizado contra | rejei¢do aguda Hoffman La
Daclizumab a cadeia o do ao transplante de n.d 1997 Roche / USA
receptor de IL-2 rim

n.d — ndo disponivel; n.e —néo encontrado; a — anticorpo monoclonal terapéutico; b — produzido

por processo de perfuséo continua; c - anticorpo monoclonal para diagndstico in vivo.

das Fontes: Castilho, 2001; Cavalcanti, 2003; FDA, 2005.

Figura 3.3 - Frasco Spinner para cultivo de

células em suspenséo. Fonte: Corning, 2005.
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3.2 Sistemas de Cultivo

Para as células que tém caracteristicas aderentes, ou seja, necessitam
aderir a uma superficie, sdo necessarios suportes de adesdo para proporcionar o
seu desenvolvimento. Para as que podem crescer em suspensao, Sistemas
especificos com diferentes tipos de agitacdo sdo empregados (Schmidell & Facciotti,
2001).

Existem diferentes sistemas de cultivo, cada qual com suas
particularidades especificas de operacdo. Os sistemas estacionarios compreendem
os frascos T, sistemas de multidiscos, multibandejas e multiplacas (Fig.3.4). O
crescimento celular nesses tipos de sistema de cultivo € estacionario, com as células
aderidas em superficies planas e apresenta um baixo rendimento. Ha dificuldade em
se medir as concentracdes de oxigénio dissolvido, pH e subprodutos do metabolismo

celular. O monitoramento é visual.

As garrafas giratorias (roller bottles) exigem manipulacdo constante,
tém seu monitoramento basicamente visual como nos cultivos estacionarios, nao ha
como medir o pH, as concentragdes de oxigénio dissolvido e metabdlitos celulares.
Contudo, j& apresentam um rendimento até cinco vezes maior ao obtido no cultivo

estacionario.

Os biorreatores de fibras ocas proporcionam uma produtividade alta,
com elevadas concentracdes de células e, por conseguinte, de produto. O
monitoramento n&do é simplificado, sendo dificil a obtencdo de dados. E adequado as

aplicacdes em escalas intermediarias de producéo.
Ha biorreatores agitados, de leito fixo ou fluidizado, onde se utilizam

microcarregadores (microcarriers). Nestes, as células estdo aderidas e imobilizadas

na superficie das esferas (Augusto & Oliveira, 2001).
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Outros tipos empregados, com produtividades intermediarias, que

merecem citacdo sao:

- biorreatores de superficie permeavel aos nutrientes e subprodutos do meio de

cultivo, tais como aqueles chamados de wave bioreactor;
- biorreatores com células aderidas de agitacdo magnética;

- frascos spinner com agitacdo, que possibilitam o monitoramento de pH e pO..

Os biorreatores do tipo coluna de bolhas (air lift) s&o um outro tipo de
sistema mais homogéneo, com capacidade de até 2000 litros, que permitem

monitoramento e tém alta produtividade.

Tanque agitado (Fig.3.5) é um tipo de biorreator que proporciona alto
rendimento e possibilita 0 monitoramento das condi¢des de cultivo. E adequado para
producdo em larga escala e operacdo em perfusdo onde as densidades celulares e
as concentracdes do produto final de interesse sao altas. O mais utilizado possui pas
para agitacdo do meio e tem um sistema de aeracdo através de borbulhamento,
proporcionando altas taxas de transferéncia de oxigénio. As células se encontram
em suspensao ou aderidas a microcarregadores (Schmidell & Facciotti, 2001).

Os biorreatores do tipo tanque agitado podem ter diferentes modos de
operacdo, sendo 0s principais modos 0s processos em batelada simples, batelada
alimentada, fluxo continuo normal (onde h& coleta continua contendo biomassa) e o
de perfusdo continua com reciclo celular (no qual a coleta é continua, porém isenta

de biomassa) (Lemes, 1998).
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3.2.1 Os processos de cultivo em biorreatores

Os biorreatores podem ser operados de diferentes modos: batelada simples,
processo continuo, batelada alimentada e perfuséo.

Batelada simples

No processo de batelada simples todos o0s nutrientes necessarios para o
crescimento celular sdo adicionados no inicio do processo e o0s produtos sdo

removidos ap6s completar o periodo de crescimento.

Processo Continuo

Nesses processos de cultivo, a adicdo de nutrientes € continua e a retirada do
meio contendo células também € feita continuamente, mantendo-se o volume
constante e atingindo-se o estado estacionario. Depois de estabelecido, o estado
estacionario pode ser mantido por longos periodos. Os efeitos do processo de
formacao dos produtos e crescimento das células devido a mudanca dos parametros
fisico-quimicos sao facilmente detectaveis e monitoraveis. Contudo, o longo periodo
de cultivo proporcionado por esse sistema favorece a contaminacdo. Devido as
baixas velocidades especificas de crescimento de células animais e a remocgao
continua de células neste modo de operacdo, as concentracbes celulares e de

produto atingidas sao relativamente baixas.

Batelada alimentada

Este processo caracteriza-se por ser uma combinacdo dos outros dois
anteriores. Um volume inicial de meio com nutrientes € disponibilizado no inicio do
processo e, a medida que alguns nutrientes essenciais do meio vdo sendo
consumidos, uma fonte de alimentagdo extra, com novos nutrientes concentrados,
vai sendo fornecida em propor¢cBes correspondentes as taxas de consumo,
aumentando progressivamente o volume de meio no reator. Sdo algumas vantagens
do processo a eliminacdo da represséao catabdlica, o aumento do tempo de cultivo e

a diminuicdo da formacéo de subprodutos indesejaveis (ex. lactato e aménia).

56



Sistema de perfusdo continua com reciclo de células

O sistema de perfusdo continua oferece uma série de vantagens,
propiciando alto rendimento (Tab.3.4). Permite a continua adicdo de nutrientes ao
meio e a remocdo dos subprodutos metabolizados, com retencdo das células no
biorreator, favorecendo altas produtividades em cultivos de alta densidade celular
(Medronho, 2004). Isso vem a ajudar a superar as desvantagens do cultivo de
células animais, cuja velocidade especifica de crescimento é baixa e sdo sensiveis
aos metabolitos acumulados. Entre outras vantagens, apresenta um melhor controle
das condicbes ambientais de cultivo como tensdo de oxigénio dissolvido, pH,
concentracdo de nutrientes, produto e sub-produtos. Os subprodutos toxicos as
células sédo removidos e o produto de interesse € recuperado de forma continua,
evitando o risco de degradacdo. Pode-se obter altas concentracdes celulares, da
ordem de 5x10’ células/mL, com altas vazdes de alimentacdo e alta produtividade
(Tab.3.5). Esses biorreatores tém como caracteristica um menor volume para uma

mesma producdo das proteinas de interesse (Castilho, 2004).

Tabela 3.4 - Comparativo entre processos de producdo para cultivo em
biorreatores de tanque agitado

Modo de Concentragao Volume do Produtividade
operacao Celular (cels/mL) Complexidade Biorreator (L) | (mg/L/dia)
Batelada

simples e 10° baixa Até 10000 10-30
alimentada

Perfuséo Até 5x10’ média 30-2000 50-100

Fonte: Castilho, 2004
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De acordo com Tonso (2004), varios parametros devem ser monitorados durante um
processo de cultivo celular em alta densidade celular em biorreatores:
e Temperatura do processo

e pH

¢ Nivel de espuma

e Frequéncia de agitacao

e Viscosidade

e Poténcia consumida para agitacao

e Oxigénio dissolvido

e Potencial redox

e Gas carbonico dissolvido

e Presséo do reator

e Vazdes de entrada e saida de gases

e Glicose e glutamina

e LDH (Lactato desidrogenase)

e Composicao de gases de entrada e saida
e Volume / massa de meio

e Vazdes de entrada e saida de liquidos

e Imagem do caldo

e Concentracao de biomassa

e Viabilidade

e Distribuicdo de tamanho de célula

e Densidade 6ptica

e Capacitancia

e Concentracdo de substratos e produtos

e Fluxos metabdlicos

e Lactato e amonia (sub-produtos toxicos)
e Aminoacidos e osmolalidade

e Produto
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Tabela 3.5 — Comparagéo entre diferentes sistemas de cultivo indicando a

unidade volumétrica e rendimento celular por sistema:

Escala volume (L) Sistema Area para adesdo (cm®) | Células por lote por litro
_ Garrafa giratéria 1750 (x100) 2x10"  (2x10%)
B Bandeja mdltipla 24000 (x10) 3x10" (3x10°%)
Multiplacas
_ (Cell cube) 85000 (x4) 4x10™° (9x10%)
1 Biorreator de fibra 6ca 20000 10 (10"
Microcarreador
20 microporoso 2.5x10° 10" (5x10")
100 Esferas de vidro 10° 10" (109
200 Multiplacas 2x10° 2x10"° (1x10%)

Microcarregador em
500 biorreator operando em 2x10% 10" (5x10%)
perfusao com filtro de
malha rotatoria

Biorreator do tipo coluna
2000 de bolhas B 4x10"% (2x10°%)

4000 Microcarregador 5x10° 8x10" (2x10°%)

Biorreator de tanque

10000 agitado B 2x10" (2x10%)

Fonte: Castilho, 2004.

~ Sistema multiplacas

Figura 3.4 — Diferentes sistemas de cultivo. Fonte: Corning, 2005.
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Figura 3.5 - Biorreator de tanque agitado com monitoramento e controle de parametros.

Adequado para operacdo em perfusdo em escala industrial. Fonte: Systems Biology, 2005.
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O sistema de cultura celular e fermentacdo BioFlo 110 da firma New Brunswick,
apresenta volumes de reator na faixa de producio de 1.3 até 13 litros (Fig.3.6). E
autoclavavel e o seu painel de controle indica os parametros para o monitoramento
da producdo. E este sistema que o LATAM pretende adquirir para o processo de
cultivo de células em alta densidade. Para opera-lo em perfusédo, pode-se usar um
equipamento de retencdo celular, como por exemplo, o filtro de disco rotatorio

(Castilho, 2001) para reter as células o interior do reator.
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Figura 3.6 — Biorreator BioFlo 110 — acessérios e painel de controle.
Fonte: New Brunswick, 2005.
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3.3 Sistemas de Purificacéao

A producédo de biofarmacos implica na presenca de outras moléculas
que fazem parte do meio de cultivo ou sdo produzidas pela célula hospedeira
utilizada. Como esses produtos ndo podem estar presentes e nem ser aceitos no
produto final desejado, a biomolécula de interesse deve ser recuperada e purificada.
Com frequéncia, esses processos sdo considerados bem estabelecidos e se
baseiam em procedimentos empiricos que foram desenvolvidos em bancadas de
laboratorio. A producéo industrial em larga escala requer altos niveis de rendimento
a um baixo custo de processo. Dessa forma, o processo de purificacdo deve ser
aplicado sob forma de uma sequéncia otimizada e bem ajustada dos diferentes
meétodos empregados durante as fases de recuperacao e purificacdo da molécula de
interesse (Anspach, 2004).

Apb6s o processo de perfusdo o produto que é retirado do biorreator
passa por um processo de purificacdo, que envolve a separacao de células e debris

celulares remanescentes, o isolamento e a purificacdo do biofarmaco de interesse.

A purificagdo envolve uma sequiéncia de estagios de recuperacdo e
purificacdo do produto de interesse (Fig.3.7) de maneira que se possa obté-lo no

grau de pureza requerido para a sua aplicacao final.

Entre as técnicas que podem ser empregadas pode-se destacar a
centrifugacédo, microfiltracdo, processos de cromatografia, remoc¢éao de endotoxinas e

ultrafiltracao (esterilizante e diafiltracao).

A cada estagio deste processo h& perda do produto inerente a
metodologia aplicada. Dessa forma, é imprescindivel a necessidade de aumentar o
rendimento das etapas de purificagdo, minimizando as perdas em cada estagio ou
reduzindo o numero total de etapas em um processo de producédo. Isto pode ser
alcancado, por exemplo, através do uso de uma técnica altamente seletiva, como a
cromatografia de afinidade, em substituicdo a uma sequéncia de etapas menos
seletivas, aumentando o rendimento global do processo em termos de produto

recuperado, como demonstra a figura 3.7.
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Figura 3.7 — Integracdo de etapas e aumento de rendimento através do uso da cromatografia

de afinidade. Fonte: Castilho, 2004.
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A cromatografia de afinidade (Fig.3.8) € a metodologia mais utilizada
para a purificacdo de anticorpos. Consiste em se dispor de um ligante com
reconhecimento biolégico especifico pela proteina, com alta seletividade. Pode isolar
uma proteina presente de forma diluida, em meio a uma mistura complexa, sendo
possivel processar grandes volumes da amostra utilizando-se pouco volume de
eluentes. Apresenta rendimentos bastante elevados, com altos niveis de

recuperacao e fatores de purificagéo e concentracdo aumentados (Castilho, 2004).
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Figura 3.8 — Esquema geral da cromatografia de afinidade
Reconhecimento biol6gico especifico: alta seletividade; Fonte: Castilho, 2004.

Os diferentes métodos aplicados pela indastria biofarmacéutica e o
processo ajusante (downstream processing) variam ndo somente de produto para

produto, mas dependem também do sistema de expressao utilizado.

Os filtros com membranas podem ser usados para clarificacdo e
esterilizacdo de solucdes aquosas e gases introduzidos nos biorreatores, para a
separacado de células e durante o processo de recuperacao e purificacdo da proteina
desejada. Podem ser membranas derivadas de ceramica ou derivadas de materiais
poliméricos organicos, com varias porosidades e tamanhos. A filtracdo pode ser feita

pelo método tangencial ou por fluxo normal.
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Um moédulo especial de filtro com membranas, denominado filtro
dindmico de disco rotatorio (Castilho, 2001), quando dotado de membranas de
afinidade, permite a integracdo entre o processo de cultivo de células de mamiferos
em perfusao e a purificacdo do produto de interesse. A geometria deste filtro reduz a
tensdo de cisalhamento sobre as células, permitindo a retencdo daquelas com alta
viabilidade no biorreator, ao mesmo tempo em que o produto de interesse é
adsorvido e purificado quando o meio liquido permeia através da membrana. Este
sistema se apresenta como uma grande novidade, adequando-se a sistemas de
cultivo em alta densidade e otimizando a etapa de purificacdo de proteinas

recombinantes, de modo a promover altos rendimentos e produtividade (Fig.3.9).

Figura 3.9 - Filtro dindmico de disco rotatério. Fonte: Castilho, 2001.
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As membranas de adsorcdo por afinidade acima citadas tém capacidade de
adsorcdo seletiva da proteina diretamente do meio de cultura celular. Por isto,
quando séo utilizadas membranas de afinidade no filtro de disco rotatério, € possivel
integrar a retencdo das células (e seu reciclo ao biorreator) com a purificacdo do
produto de interesse. Algumas caracteristicas necessdarias para selecionar a

membrana de afinidade a ser utilizada sao:

- adsorcao direta proveniente do meio de cultura sem adicdo de solucbes
salinas ou diluicbes, para que o retido contendo as células possa ser

diretamente reciclado para o biorreator;

- a seletividade do ligante pelo produto deve ser alta, permitindo purificacéo e

concentracdo diretamente do fluido de cultura;

- as condicdes de eluicdo devem ser compativeis com a manutencdo da

atividade bioldgica e da estrutura do produto de interesse;

- como os cultivos em perfusdo séo idealizados como de longa duracado, a
membrana de adsor¢do deve manter um desempenho estavel durante os

repetidos ciclos de adsorcao-eluicéo;

- amembrana de adsorcéo deve ser esterilizavel.

Para a purificacdo de imunoglobulinas, podem ser empregadas
membranas de afinidade contendo proteina A como ligante. A proteina A é uma
proteina de Staphylococcus aureus, com peso molecular de 42 kDa e diferentes
sitios de ligacdo que apresentam forte afinidade por imunoglobulinas de diversas
classes e subclasses de diferentes espécies. Esta € o ligante classico, empregado
extensivamente na cromatografia de afinidade e aplicagcbes para deteccdo de
anticorpos. Existem diferentes fontes de proteina A comercialmente disponiveis,
tanto de cepas do S. aureus, quanto de cepas de E. coli recombinantes.
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Membranas comerciais Ultrabind®, feitas de polissulfona, e Sartobind®, de celulose
regenerada, mostraram-se como sendo 0os melhores suportes para a imobilizacéo de
proteina A, uma vez que as membranas de afinidade delas resultantes apresentaram

bom desempenho na purificacdo de imunoglobulinas (Castilho, 2002).

A cromatografia de afinidade com proteina A é considerado o método
ideal para a recuperacdo de moléculas de anticorpos e seus derivados, por duas
razdes estratégicas: a vantagem da especificidade de ligagdo com o antigeno e

capacidade de apontar os dominios constantes do fragmento Fc (Roque, 2004).

Os requerimentos das agéncias regulatorias preconizam um grau de
pureza dos produtos maior que 99%, particularmente no caso de proteinas
injetdveis. Com o objetivo de atingir estes elevados graus de pureza, pode-se
empregar a cromatografia de imunoafinidade, que se baseia em interacOes

antigeno-anticorpo, as quais sdo muito fortes e especificas.

A cromatografia de afinidade pode ser utilizada em escala industrial e
tem ajudado a inddstria atingir um alto grau de pureza nas proteinas terapéuticas
que receberam aprovacao das agéncias regulatorias, como mostram os exemplos na
tabela 3.6 (Kalyanpur, 2002).

Os processos de validacdo permitem ao fabricante se assegurar que o
método aplicado na manufatura de um produto funcione com desempenho
esperado. Quando a metodologia é executada da maneira correta, bem
documentada e de acordo com o estabelecido nos procedimentos operacionais, 0o
fabricante pode assegurar as agéncias regulatorias, de que a tecnologia empregada

é reprodutivel, e gera produtos de qualidade consistente.
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Tabela 3.6 — Exemplos de anticorpos e seus derivados purificados por
diferentes técnicas baseadas em afinidade, obtidos por engenharia
genética. Métodos de separacao por cromatografia de afinidade, baseada

em ligantes convencionais.

Metodologia
Fonte de producéo Alvo de separacao Ligante Referéncias
Hibridoma
(sobrenadante de Anticorpo monoclonal AC Proteina A Giovannini &
cultura) (IlgG humana) Freitag, 2001
Hibridoma
(sobrenadante de Anticorpo monoclonal AC SMB Proteina A Gottschlich &
cultura) (IgG camundongo) Kasche, 1997
Hibridoma
(sobrenadante de Anticorpo monoclonal AC (EBA) Proteina A Thommes et al.,
cultura) (IgG camundongo) 1996
Células COS
(sobrenadante de Anticorpo monoclonal AC Proteina G Zuo et al., 2000
cultura) humano (bi-especifico)
Células NSO
(sobrenadante de | Fragmento bi-especifico AC Proteina L Kriangkum et al.,
cultura) (diabody) 2000
Pichia pastoris
(sobrenadante de Proteina de fuséo AC Proteina G Powers et al.,
cultura) Sc-Fv-Fc 2001
Pichia pastoris
(sobrenadante de Glico -ScFv AC Concavalina A Wang et al.,
cultura) 1998
E. coli Fiedler & Skerra,
(periplasma) Fragmento Fab AC Tiofilico 1999
E. coli Fragmentos bi- Holliger P,
(periplasma) especificos AC Antigeno / fon Prospero T,
(diabodies) metalico Winter G. 1993;
Holliger &
Winter, 1997
E. coli Fragmento bi-especifico Cochlovius et al.,
(periplasma) (diabody) AC (IMAC) cu®* 2000

AC - Cromatografia de afinidade; SMB - Leito movel simulado; IMAC - Cromatografia de
afinidade com metal imobilizado; Fab — Fragmento de ligagdo com o antigeno (Antigen Binding
Fragment); Fv — Regido de dominio variavel das cadeias leves e pesadas (Variable fragment);
Sc - Cadeia Unica (Single-chain); Fc — Regido constante da cadeia pesada (formada
unicamente pela cadeia pesada - Crystal Fragment); EBA — Adsorcéo em leito expandido; COS
— cCélulas de rim de macaco modificadas com SV-40; NSO - células de mieloma de
camundongo. Adaptacéo da Fonte: Roque, 2004.
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PARTE Il - PROPOSTA PARA PRODUCAO DE
ANTICORPOS MONOCLONAIS HUMANIZADOS
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1 - HUMANIZACAO DO ANTICORPO ANTI-CD20

1.1 O Antigeno CD20

O CD20 é uma proteina transmembrana com regides hidrofébicas de

comprimento suficiente para transpor a membrana celular por cerca de quatro vezes.
As longas terminacdes nas regides carboxi (C) e amino terminais (N) da molécula
estdo localizadas dentro do citoplasma, somente com uma pequena por¢ao da

molécula exposta na superficie da célula. O seu peso varia entre 33 a 37 kDa

Expresso nas linhagens de células B, o CD20 é um antigeno de

superficie. Esta relacionado com a regulacdo do crescimento e diferenciacdo dos

linfocitos B, possivelmente por funcionar como um canal regulador de célcio.

(a) (b)

wofEEETN @, ©
UE

NH; COGCH

11q12-p13.1
ON EEENRESEEN
B T M N RBC P

(e)
proB pre B u* utd* actB Bblast PC

CD20
33,35,37 kDa

Figura 1.1 - Estrutura e expressao do CD 20 durante o desenvolvimento da célula

B. (a) representacdo esquematica dos dominios da proteina; (b) localizagdo no

cromossomo; (c) expressdo em tecidos linféides onde regifes representando os

centros germinais, a zona do manto folicular e as zonas marginais, estédo

indicadas por circulos crescentes progressivos; (d) expressdo em células

linféides; (e) expressao durante o desenvolvimento da célula B. Abreviaturas: B:

célula B; T: célula T; M: macréfago; N: neutréfilo; RBC: red blood cell (célula

vermelha do sangue); P: plaqueta; act B: célula B ativada; PC: célula do plasma;

B blast: célula B rompida. Fonte: Tedder & Engel, 1994.
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Este foi o primeiro antigeno de superficie de diferenciacdo de células B

humanas a ser identificado por um anticorpo monoclonal (Tedder & Engel, 1994).

Sua expressao ocorre por precursores de células B e por estas j& maduras,
sendo perdido no momento da diferenciacdo das ceélulas B normais em células

plasmaticas secretoras de anticorpos (Fig.1.2).
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Figura 1.2 - Diferenciacao dos linfécitos B. Fonte: Lefranc, 2005.

Estudos recentes sugerem que o CD20 é um componente do sinal do
complexo de transducao, envolvido na regulacdo do crescimento dos linfécitos B
ativados. Sugere-se que o CD20 atua como um canal direto, regulando o fluxo de
fon calcio (Ca*") conduzido através da membrana das células B, assumindo um
papel regulador de proliferacdo e diferenciacdo destas células. Sendo assim, um
anticorpo monoclonal que altere essa fungdo enddgena do CD20 alterard também
indiretamente o transporte e fluxo de calcio através da membrana de células B,
adquirindo dessa forma as caracteristicas desejadas para sua aplicacao terapéutica,
resultando na interrupcdo da progressdo das células B através do ciclo celular.
(Tedder & Engel, 1994).
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1.2 O Linfoma Nao-Hodgkin — LNH

O Linfoma N&o-Hodgkin (LNH) inclui um grupo diverso de doencas
malignas que se originam predominantemente dos linfécitos B. Em contraste as
taxas em declinio de muitos outros tipos de céancer, a incidéncia de LNH esta

aumentando rapidamente em todo o mundo.

O LNH € o quinto cancer mais frequente nos Estados Unidos (Fig.1.3)
com aproximadamente 56.000 casos novos registrados em 2001, representando um

aumento anual na incidéncia de 3-4% (Greenlee et al., 2001) (Tab.1.1).

Prostata :1% [ ) /7 31% Seios
Pulméo e Brénguios 14% : ! 3% Pulmfes « Brétuptios
Célone Retarow /1 / 11% Cdlon e Reto
Bexiga Urinaria g ||/ B%Corpos Uterinos
Liformardio-Hodghim 5% | | | | 4% Lifomario-Hodghin
Melanoma de Pele 5% | ) L[ % Ovario
Cavidade Oral 3% \ I 4% Melanoma de Pele
Fims 3% || 2% Bexiga Urindria
Lencenmia 3% | | | | % Pineress
Pinereas 7% | ¥ #% Tireoide
Outros 18% = 4 L 21% Outros

Figura — 1.3 - As 10 maiores incidéncias de cancer — EUA 2001

Fonte: Greenlee et al., 2001.

Observou-se tendéncia similar na Europa, onde uma analise recente,
realizada em oito paises, mostrou aumento anual de 4,2% no namero de casos
novos de LNH (Morgan et al.,1997).

Esta forma de cancer pode ser classificada de duas formas (Tab. 1.2):

a) Indolente - que é a forma mais comum dentre as consideradas de baixo grau (com

22% dos casos).
b) Agressivo - graus intermediario e alto, onde o linfoma difuso de grandes células
do tipo B (LDGC-B) é a forma mais comum dentre estas, responsavel por 30% de

todos os casos.
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Tabela 1.1 - Estimativa de novos casos de cancer e relacdo de mortes por sexo
(E.U.A./2004)

Avaliacédo de Novos Casos Mortes Estimadas
Ambos os Homens | Mulheres | Ambos os Homens | Mulheres
sexos sexos
Linfoma 62.250 33.580 |28.070 20.730 11.090 |9.440
Doenca de Hodgkin | 7.580 4.330 3.550 1.320 700 620
Linfoma Nao- 54.370 28.280 |25.520 19.410 10.390 [9.020
Hodgkin

Fonte: Jemal et al., 2004.

Tabela 1.2 - Principais classes de leucemias e linfomas de células B

Curso Grau Classificacdo Caracteristicas

Linfdcito pequeno,
consistente com LLC
Indolente Baixo A Linfdcito pequeno,

plasmacitéide

Folicular,

Indolente Baixo B predominantemente
de pequenas células
clivadas

Folicular, misto de

Indolente Baixo C pequenas e grandes
células
Folicular,
Agressivo Intermediario D predominantemente

de grandes células

Difuso, pequeno e
Agressivo Intermediario E clivado

Agressivo Intermediario F Difuso, misto

Difuso, grandes

Agressivo Intermediario G células (LDGC-B)
Imunoblastico,

Agressivo Alto H grandes células

Agressivo Alto | Linfoblastico

Linfoblastico,
Agressivo Alto J pequeno,

nao clivado

LLC: leucemia linfocitica cronica; LDGC-B: linfoma difuso de grandes células B.
Fonte: Hoffmann, 2003.
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O LNH folicular indolente caracteriza-se pelo envolvimento da medula
O0ssea em até 60% dos casos. Ha relatos de transformacéo histologica para o LNH
mais agressivo em 20-25% dos pacientes dentro de 5 anos apds o diagnéstico,
aumentando para 60% apds 8 anos. A média de sobrevida apds a transformacéo é
geralmente menor que 1 ano. As opcdes de tratamento incluem radioterapia,
quimioterapia com agente Unico ou em combinacao, terapias biologicas, tais como

interferon, anticorpos monoclonais e transplante de células-tronco (Hoffmann, 2003).

O LNH é o causador de muitas mortes no mundo e a sua incidéncia
esta crescendo. Embora possam estar associados a imunodeficiéncia, auto-
imunidade ou infec¢des virais, na maioria dos casos as causas desta doenca sao

desconhecidas.

Entretanto, tém ocorrido importantes avangcos no conhecimento, no
desenvolvimento dos linfocitos saudaveis e na patogenia do LNH na ultima década.
Esses avancos vieram acompanhados pela melhora nos tratamentos para o LNH.
Antes de 1990, a Unica opcdo de tratamento disponivel era a quimioterapia
citotoxica. Contudo, nos ultimos 10 anos, doses elevadas de quimioterapia e
reconstituicdo autéloga das células tronco foram estabelecidas como etapas do
tratamento dos linfomas agressivos. Além disso, 0s anticorpos monoclonais se

tornaram uma outra opc¢ao terapéutica (Hennessy et al., 2004).
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1.3 O Anticorpo Monoclonal Rituximab

Em recente pesquisa feita no Instituto Nacional do Cancer — INCA do
Rio de Janeiro, constatou-se que, também no Brasil, o LNH é um dos tipos de
cancer de maior relevancia, com um numero cada vez maior de pacientes

portadores necessitando de tratamento precoce e nas diversas fases da doenca.

Em alguns casos, os pacientes sédo submetidos a tratamento contra o
LNH com um anticorpo monoclonal quimérico, o anti-CD20. Este anticorpo é
importado e consequentemente caro. Somente no Rio de Janeiro, sdo gastos cerca

de US$ 100 mil a cada 18 meses, com a compra deste produto (Tab.1.3).

Tabela 1.3 - Gastos com o CD20 entre Janeiro 2002 e Agosto 2003

PRODUTO |APRESENTACAO| QUANTIDADE |VALORUNITARIO | FABRICANTE

ANTI-CD20 100 mg (10mL) 105 frascos US$ 270,00 ROCHE

ANTI-CD20 500 mg (50mL) 57 frascos US$ 1340,00 ROCHE

Fonte: INCA, 2003.

O anticorpo monoclonal quimérico Rituximab anti-CD20 é produzido e
comercializado somente por um fabricante (Roche), para terapia do LNH. Em razdo
disso, o INCA efetua compra direta, isto €, feita sem licitacdo. O produto esta em
fase introdutdria e ainda ndo tem a sua compra padronizada. A requisicdo € feita por
paciente (INCA, 2003).

O Rituximab anti-CD20 é o anticorpo monoclonal mais avancado ja
aprovado para terapia do cancer e se tornou parte do tratamento padrao para alguns
tipos de linfomas. Este e muitos outros anticorpos monoclonais continuam a ser
avaliados em estudos clinicos para outras aplicacbes em diversos tipos de doencas.
Além da sua aprovacao na terapia do LNH, o Rituximab vem sendo testado para a
determinacdo da seguranca e efetividade da sua aplicacdo, entre outras, no

tratamento de anemia, lupus eritematoso sistémico - SLE, hemofilia auto-imune,
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pénfigo foliaceo, mieloma de pele, purpura trombocitopénica, herpesvirus, artrite e
transplantes (Kawagishi et al., 2005; Looney, 2005; Morimoto et al., 2005; CTG,
2005).

Os anticorpos monoclonais podem ser usados separadamente ou
combinados, como no caso do anti-CD 20 combinado com o anti-CD 22
epratuzumab (Stein et al., 2004) com dosagens padrdao ou altas de quimioterapia.
Também podem ser conjugados com radionucleotideos para aumentar a
citotoxidade (Hennessy et al., 2004).
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2 - O LABORATORIO DE TECNOLOGIA DE ANTICORPOS
MONOCLONAIS — LATAM

O Setor de Hibridomas foi criado em 1983, dando inicio ao
Departamento de Desenvolvimento Tecnolégico — DEDET do Instituto de Tecnologia
em Imunobiolégicos - Bio-Manguinhos. Desde entéo, produz anticorpos monoclonais
contra antigenos de interesse para diversas areas, em especial para a saude

publica.

Como parte da acéo de reestruturacdo do DEDET, em 2004 passou a
categoria de laboratério, sendo registrado como Laboratério de Tecnologia de
Anticorpos Monoclonais — LATAM, membro da Vice Diretoria de Desenvolvimento
Tecnoldgico — VDTEC (antigo DEDET), da Unidade de Bio-Manguinhos.

Atualmente instalado em uma &area de aproximadamente 39 m?, situada
no 4° andar do Pavilhdo Rocha Lima (Fig.2.1), conta com uma equipe composta por
cinco profissionais, que sera especificada mais adiante. O LATAM esta capacitado
para produzir anticorpos monoclonais de origem murina contra diversos tipos de

moléculas, a partir do antigeno de interesse.

=
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Figura 2.1 - Planta atual do LATAM

A - Sala principal e escritorio.
B - Sala de freezer —20 e —70°C

C - Sala de fluxos laminares e incubadoras
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O LATAM possui estrutura e profissionais qualificados para o processo
de desenvolvimento e producdo de anticorpos murinos. Participa de diversos
projetos colaborativos entre departamentos da FIOCRUZ e outras instituicdes de
pesquisa, buscando o desenvolvimento de novas metodologias e/ou aprimoramento
das ja existentes. Entre eles destaca-se o projeto intitulado “Caracterizacdo e
Purificacdo de Anticorpos Monoclonais Contra o Virus da Hepatite B — Anti-HBsSAg e
do Antigeno de Superficie do Virus da Hepatite B Recombinante HBsAgRec”, cuja

responsabilidade pelo fornecimento dos anticorpos é do LATAM.

Recentemente, o laboratério selecionou do seu banco, hibridomas
secretores de anticorpos anti-HBsAg para o desenvolvimento do projeto “Anticorpo
Monoclonal Humanizado anti-HBsAQ”. Este projeto € mais uma vertente na direcéo

do dominio da metodologia de humanizacéo.

Os anticorpos monoclonais desenvolvidos séo utilizados na elucidacéo
das estruturas antigénicas e no estudo de sua imunogenicidade, bem como no
desenvolvimento, padronizacdo e otimizacdo de conjuntos para o diagndstico

laboratorial.

Detentor de um banco de hibridomas secretores de anticorpos
monoclonais variado e representativo, o LATAM conta com uma colbnia propria de
camundongos BALB/c isogénicos, com alto grau de consanguinidade e qualidades
atestadas pelo Centro de Bioterismo — CEMIB da Secédo de Controle de Qualidade
Genética da Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP, obtendo dessa forma
seguranca, rendimento e qualidade consideraveis durante o processo de fusao,

clonagem, producéao do fluido ascitico e sobrenadante de cultura.

Entre as fusdes elaboradas pelo LATAM, destacam-se algumas com

especificidade definida para:

a. Hepatite A (HAF 203)
b. Hepatite B (HBsSAQ)
c. Febre Amarela (vacinal 17DD)

d. Sarampo (vacinal CAM 70)
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e. Dengue (Tipos 1, 2, 3 e 4)

f. Neisseria meningitidis (proteinas, polissacarideo capsular e endotoxina)

g. Mycobacterium bovis (BCG)

h. Leptospira interrogans (Copenhageni e canicula)

i. Imunoglobulinas humanas (IgG, IgM)
J. Hepatite C (HCV)

k. Mycoplasma micoides

A producdo de fluido ascitico anti-Hepatite B, imunoglobulinas

humanas IgG/IgM, anti-Dengue 1, 2, 3 e 4 e anti-Febre Amarela é feita

periodicamente pelo LATAM para o fornecimento a Divisdo de Reativos para

Diagnostico - DREAD de Bio-Manguinhos, que € a responsavel pela producdo dos

conjuntos de reagentes para diagndstico.

As atividades gerais do Laboratorio de Tecnologia de Anticorpos

Monoclonais sdo as seguintes:

estudo da viabilizacdo da implantacdo da técnica de humanizacdo de
anticorpos para fins terapéuticos (objeto desta dissertacdo de mestrado no
MPTI de Bio-Manguinhos);

producdo e desenvolvimento de anticorpos monoclonais aplicados em
estudos das caracteristicas de diversos agentes antigénicos de interesse em
saude publica;

padronizacao de testes para andlise e caracterizacao dos anticorpos;
formagao, manutencao e criopreservagao do banco de hibridomas;

producdo e armazenamento de fluido ascitico e sobrenadante de cultura
celular;

preparo de meios de cultura e reagentes;

colénia de camundongos BALB-c (manutencéo, sangria, imunizagdes, coleta
de fluido ascitico);

preparo de suspenséo antigénica para imunizagao dos animais;

organizacao da pasta/arquivo de fichas de informacao das hibridizagdes;
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- implantacdo da reacdo de imunofluorescéncia indireta (IFI), como teste de
controle interno para avaliacdo da sensiblidade e especificidade dos
anticorpos monoclonais anti-Dengue tipos 1, 2 e 3;

- acompanhamento dos ensaios de caracterizagcdo de anticorpos monoclonais
(anti-HBsAQ), utilizando peptideos sintéticos para aplicacdo no melhoramento
dos insumos para diagndstico e tratamento da hepatite B;

- projeto de obtenc&o do anticorpo monoclonal anti-CD20 murino;

- projeto de humanizagéo de anticorpo monoclonal anti-HBsAg;

- projeto de avaliacdo da viabilidade e caracterizacdo de anticorpos
monoclonais do banco de hibridomas do LATAM,;

. levantamento e atualizagdo do material criopreservado no banco de
células;

levantamento das informacfes disponiveis sobre o histérico dos
hibridomas (1983 a 2004);
. informatizacdo de dados, visando o rastreamento de cada etapa do
processo de producéo de anticorpos monoclonais;

Participacdo em diversos projetos em colaboracdo com laboratérios e centros de

pesquisa, tais como:

- projeto de Diagndstico Sorologico e Molecular da infeccdo pelo virus da
Hepatite C (HCV): desenvolvimento de conjuntos para a deteccdo de
anticorpos anti-HCV por ensaio imunoenzimatico e genotipagem do HCV por
hibridizagao reversa.

- desenvolvimento de insumos (conjugados) para imunofenotipagem e
quantificacdo de CD3/CD4/CD8 por citometria de fluxo, em amostras de
individuos infectados pelo HIV.

- melhoramento da vacina BCG (sub-cepa Moreau) (Programa de Vacinas
Bacterianas).

- producédo de anticorpos policlonais contra as proteinas (6) da regido RD16 de
M. tuberculosis.

- producdo de soro policlonal contra as proteinas ESAT-6 e CFP-10 de M.
tuberculosis.

- producédo de soro policlonal para proteina LACK.
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producdo de anticorpos monoclonais para as proteinas NS1 e NS3
produzidas em P. pastoris para producao de kit diagnostico para dengue.
desenvolvimento de anticorpos monoclonais para as proteinas (leptospira
immunoglobulin like) Lig.A, Lig.B e LpL32 aplicados ao projeto de
desenvolvimento de vacina e diagndstico para leptospirose.

producdo de anticorpos monoclonais contra proteinas recombinantes Hexon,
de adenovirus.

producédo de soro policlonal para a proteina KMP11.

producdo de anticorpos monoclonais contra proteinas recombinantes VP6, de
rotavirus.

producdo de anticorpos monoclonais contra proteinas recombinantes VP90,

de astrovirus.
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2.1 Impactos da Implantacéo da Tecnhologia de Humanizacao

O desenvolvimento da tecnologia de producdo de anticorpos
monoclonais humanizados para fins terapéuticos € de interesse do LATAM e esta
indicado como sendo uma das prioridades da Unidade de Bio-Manguinhos. H& um
crescente interesse da direcdo em abrir nova frente de mercado através de novas

linhas de producéo.

O laboratorio identificou este momento como sendo oportuno para dar
inicio ao desenvolvimento de uma nova metodologia, ainda inédita na Unidade, que
é a humanizacdo de anticorpos monoclonais. E uma boa oportunidade de conseguir
parte desse mercado identificando, desenvolvendo e produzindo o anticorpo
humanizado anti-CD20.

Com o dominio dessa tecnologia, pode-se reduzir consideravelmente
0s gastos ndo so do INCA, mas também de outras instituicbes nacionais, da area de
oncologia, desonerando a balanga comercial com gastos na importacdo desses
anticorpos. Possibilitara também a abertura que permitird a Bio-Manguinhos dispor
de uma tecnologia de ponta, fomentando o pais a um mercado em crescente
desenvolvimento mundial, podendo se tornar um fornecedor desses produtos ao
Ministério da Saude, ap0s sua devida aprovacdo e liberacdo pelas agéncias

reguladoras.

Como impacto social imediato, haverd a reducdo das taxas de
mortalidade da populagdo acometida por essa neoplasia (LNH), com elevacao da
sua expectativa e qualidade de vida, por meio de emprego de medicamentos de
comprovada eficacia. A reducéo das taxas de internacdo nos hospitais, decrescendo

0S custos internos atribuidos a essa pratica, também seré possivel.

Paralelamente, a absorcao da tecnologia de humanizacéo estimulara o
crescimento cientifico das equipes participantes dos laboratérios diretamente
envolvidos no processo, gerando conhecimento, publicacbes e participacfes em
congressos e semindrios. A capacitagdo cientifica e tecnoldgica através da obtencao
de conhecimento basico e especifico, assim como de novas tecnologias e produtos
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voltados para a humanizacdo de anticorpos de interesse terapéutico, incrementa

esta proposta.

Essa plataforma abrird a possibilidade de se identificar no atual banco
de hibridomas do laboratério, aqueles com potencial aplicacdo terapéutica de
doencas de reconhecido impacto social, como, por exemplo, a Hepatite B.

Objetivos e Etapas

Como objetivo geral, cita-se o desenvolvimento de um anticorpo

monoclonal anti-CD20 humanizado.

Como objetivos especificos:

- Estabelecer metodologias de analise de antigenos de superficie de leucdcitos.
- Estabelecer metodologia de purificacédo de linfocitos B de sangue periférico.
- Estabelecer metodologia de analise de anticorpos anti-CD20.

- Obter e caracterizar hibridomas produtores de anticorpo monoclonal anti-CD20
murino.

- Caracterizar anticorpos monoclonais anti-CD20 murinos.

- Desenvolver competéncia na area de manipulacéo e remodelagem de anticorpos.

Inicialmente, caber4d ao laboratério desenvolver o0s anticorpos

monoclonais murinos anti-CD20 a partir de camundongos BALB/c imunizados.

Para a execucédo dessa atividade sdo necessérias as seguintes etapas:

1- Estabelecimento de metodologia para obtencéo do antigeno alvo (CD20) por meio
da purificacédo de linfocitos B.

2- Imunizacéo dos animais.

3- Estabelecimento de metodologia para avaliagdo do titulo de anticorpos dos
animais imunizados.

4- Hibridizacao celular.

5- Triagem dos hibridomas secretores.
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6- Clonagem das células hibridas secretoras.

7- Expansdo dos clones para criopreservacdo e obtencdo de sobrenadante de
cultura e fluido ascitico.

8- Purificacédo e quantificacdo dos anticorpos monoclonais.

9- Isotipagem.

10- Ensaios de caracterizacao.

Posteriormente, o anticorpo monoclonal murino anti-CD20 obtido sera
submetido ao processo de humanizacdo, que consiste em obter o cDNA do
hibridoma produtor do anticorpo de interesse e submeté-lo a uma reacdo de PCR
(polymerase chain reaction), utilizando-se um conjunto de iniciadores especificos
para as diversos dominios variaveis das cadeias leves e pesadas das
imunoglobulinas murinas. Os produtos de PCR sé&o clonados e suas seqiéncias de
nucleotideos determinadas. A partir deste dado, as sequéncias de aminoacidos das
cadeias variaveis sdo deduzidas e faz-se uma andlise topogréafica dos sitios de
interacdo, contato e ligacdo com o antigeno para definir as CDRs (MacCallum,
1996). Com esses dados, monta-se 0 gene humanizado que deve conter as trés
CDRs no contexto de um arcabouc¢o de anticorpo humano. O gene é sintetizado e

clonado em vetores de expressao de fragmentos de anticorpo.

No processo da expressdo, os dominios variaveis humanizados séo
expressos normalmente em uma das quatro formas abaixo: anticorpo inteiro,
contendo o0s dominios variaveis humanizados (apenas as CDRs sédo de
camundongo) e os dominios constantes humanos; scFv (apenas 0s dominios
variaveis conectados por um peptideo conector hidrofilico e flexivel); Fab (cadeia
leve - V. humanizado e constante humano; e Fd — Vy humanizado e o primeiro
dominio constante humano) ou FvFc (um scFv contendo Vy e V. humanizados,
conectados por um peptideo hidrofilico conector e os dois dominios constantes
humanos de cadeia pesada Cy2 e Cp3). Todas essas construcdes, exceto a
primeira, podem ser expressas em levedura Pichia pastoris. O anticorpo inteiro deve

ser expresso em células de mamifero em cultura (Maranh&do & Brigido, 2001).
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Detalhadamente, as etapas desse processo podem ser definidas da
seguinte maneira:
Obtencao da sequéncia da cadeia Vy murina.
Obtencao da sequéncia V| murina.
Andlise computacional.
Obtencao dos genes 'V - D - J.
Clonagem em vetor de expresséao para Pichia pastoris.
Expressao e producéo da proteina humanizada.
Ensaio bioldgico.
Clonagem dos genes em vetores de expressdo em células de mamiferos da
linhagem CHO (Chinese Hamster Ovary).
Transfeccao de células em cultura.
Obtencéo do transfectoma estavel.
Expressao, producédo e purificacdo de proteina.
Ensaio biologico.

Avaliagao dos resultados

A proxima fase sera a de expressdo do anticorpo humanizado em
células de mamifero da linhagem CHO, producdo em alta densidade utilizando
biorreatores e purificagdo do produto. Serdo seguidas basicamente as seguintes
etapas:

- amplificacdo, por reacdo de PCR, do gene do anticorpo previamente
humanizado;

- ligacdo do gene amplificado ao vetor de expressdo, de modo a construir o
vetor recombinante;

- transfeccgéo das células com o vetor recombinante;

- screening dos clones produtores e selecédo dos clones estaveis;

- montagem de um banco celular com os clones mais promissores;

- producdo do anticorpo humanizado através do cultivo celular em biorreatores;

- purificacdo do anticorpo a partir do sobrenadante de cultivo, empregando
técnicas de cromatografia de afinidade (por exemplo tendo Proteina A como
ligante) e cromatografia de troca i6nica.

As etapas cromatograficas poderédo ser realizadas em membranas de

adsorcao ou em colunas empacotadas com particulas geliformes porosas.
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3 - PROJETO DE PRODUCAO

3.1 Recursos Fisicos

3.1.1 Reestruturacdo do Laboratério

Além do objetivo desta dissertacdo e com base no Plano Diretor de
Ocupacgédo de 1999, dentro do escopo da Comissédo das Areas Compartilhadas
instituida em Bio-Manguinhos em 2004, para o processo de reestruturacdo do
Departamento de Desenvolvimento Tecnoldgico — DEDET, o Laboratorio de
Tecnologia de Anticorpos Monoclonais — LATAM necessita ser reestruturado (Figs.
3.1 e 3.2). Instituida a Vice Diretoria de Desenvolvimento Tecnoldgico — VDTEC,
varias propostas de reestruturacao foram elaboradas. Entre elas a proposta do Plano
Diretor e da comissao de areas compartilhadas que consistiu em:

» QOcupacdo dos espacos fisicos (existentes ou programados),
pelas Unidades Organizacionais;

» Levantar as necessidades e a viabilidade da criacdo de novas
areas e manutencao e/ou modificacdo de areas existentes;

» Sugerir a localizacdo das areas propostas, bem como pessoal,

equipamentos e outros.

Para melhor atender o objeto desta proposta, fatores correlacionados
ao processo, como area fisica, setorizacdo, equipamentos, inSuMos necessarios e
recursos humanos, serdo componentes de grande interesse e estardo listados na

sequéncia.
As plantas que se seguem ainda ndo séo as definitivas. Consistem em

anteprojetos que merecerdo avaliacdo do departamento competente de engenharia,

podendo, dessa forma, sofrer modificagbes estruturais e redimensionamentos.
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AREA PROPOSTA PARA O LATAM - 243.00 m 2

Figura 3.1 - Area proposta para o LATAM hachurada em azul, situada ao lado do Laboratério
de Neuroviruléncia - LANEU.
Fonte: DEPEM/BM.

87



[ 1% O Bxed

] r

RITTTTITEN]
) u ousyUEg _\(u_m mﬁmmn_..n."_mn_%:mm“_m_&
_ i
_ m G LS o
xw_“._ @ g @ @ auEnsEn u||/—\
agdenaisy @ D =
QUINIEE|| .
AT %& Ol ouna TN=H1==T EpEau3
Ind L odiauueq
1
| SELUORGIH EdT By L
ap addeg
Bp oedEININD) A
“ Al oxnid f 1
| ! ECPNIE]
Hm ] [oBdEIRDID) M =p BlEG
_ bl le { sauseay
iy m SOIE |y sojuzwedinbg
37 H%E |
BILCIDT) ——
n o 3307
IIIIIIIIII n £ 1 axn-
_ <om mw CUOWIDE]
_ optez|umBIH meEn_ ©
_ oedend iy = __ [0HuoD Jcjeslog
_ el L 5 H20 11l o014
I m_..w iy HaoT
I s Ay
1]
ogdez|usisg _ OLENSEM,
Je|nos|op ane|any
ogde| ndueyy EHE BUSIE} oRABg ap JopauDD
m“ﬂ_ LIS “ _ BE ERIES

\J

88



Proposta de definicdo de areas do laboratério, buscando adequacéao as
normas de BPL (boas préticas de laboratorio).

De acordo com a figura 3.2, a area do LATAM podera ser subdividida da seguinte
forma:

- Escritério / Sala de estudos

- Corredores para circulagéo (limpo e servico com vestiario)

- Cultivo de células
. Uma sala de fluxo laminar | - cultivo de células.
. Uma sala de fluxo laminar Il - cultivo de células.
. Uma sala de fluxo laminar Il - cultivo de células.
. Uma sala de biorreator.
. Uma sala de equipamentos (concentracéo e purificacéo).
. Uma sala de controle de produtos e processos.
. Uma sala de meios e reagentes (preparo de solucdes).
. Uma sala para o banco de hibridomas (acondicionamento de botijoes de
nitrogénio liquido).

- Higienizacao (area de apoio para a col6nia)
. Uma sala de higienizacéo.
. Uma sala de esterilizacéo e preparo de material.
. Uma sala de estoque de material limpo.

- Banheiros com vestiario (masculino e feminino).

- Manipulacéo de animais
. Uma sala para manipulagdo com animais (camundongos BALB/c).
. Uma sala de fluxo laminar IV exclusiva para o trato com animais.

- Sala para manipulacdo molecular (transplante de CDR e biblioteca gendmica).

- Piso técnico — para condicionadores de ar com controle de pressao positiva e
outros maquinarios.
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Trés setores serdo criados no LATAM, a fim de definir as atividades nele

desenvolvidas (Fig. 3.3).

Setor de
Hibridomas

Setor de
Controle

Figura 3.3 — Setores a serem criados com a reestruturagéo do LATAM.

As finalidades e atribuicbes desses trés setores serdo as seguintes:

a) Setor de Hibridomas — SEHIB:

Finalidade:

- producéo de anticorpos monoclonais murinos provenientes de células secretoras a
partir de antigenos especificos.

Atribuicdes:

- desenvolvimento de anticorpos monoclonais com aplicagdo em técnicas de
diagnosticos;

- producéao de fluido ascitico para atender a outros laboratérios da Unidade de Bio-
Manguinhos e da Fiocruz;

- padronizacao de testes para analise e caracteriza¢do dos anticorpos;

- formacéo e manutencdo de banco de hibridomas, fluido ascitico e sobrenadante

de cultura celular.
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b) Setor de Humanizacéo de Anticorpos:

Finalidade:

- desenvolvimento de competéncia na area de manipulacdo e remodelagem de
anticorpos executando técnicas de biologia molecular em areas compartilhadas.
Atribuicdes:

- analise computacional;

- extragdo e purificacdo de acidos nucléicos;

- amplificacdo de DNA;

- seqlienciamento de DNA.

- obtencéo dos genes V - D - J;

- clonagem em vetor de expressao para Pichia pastoris;

- expressao e producédo da proteina humanizada;

- ensaio biolégico;

- clonagem dos genes em vetores de expressdo em células de mamiferos — células
de ovério de hamster chinés — CHO;

- transfeccao de células em cultura;

- expressao, producéo e purificacdo de proteina;

- avaliacao dos resultados;

c) Setor de Controle de Produtos e Documentacao:

Finalidade:

- controle das caracteristicas do produto e documentacédo das etapas
Atribuicdes:

- execucao de técnicas de analise de proteinas (ELISA, Western-Blot,
imunofluorescéncia, eletroforese e high pressure liquid chromatography — HPLC,
entre outras);

- organizacao dos dados obtidos, fichamento e documentag&o do processo através
de protocolos;

- elaboracéo e atualizacdo dos procedimentos operacionais padronizados.
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3.1.2 Equipamentos Necessarios para Aquisicao

- potencidometro

- cabines de fluxo laminar

- botijées para nitrogénio liquido
- centrifuga

- banho-maria

- biorreator

- computador

- scanner

- gravador de CD-Rom

- estufa de CO;

- microscopio optico invertido

- freezer —20°C

- freezer —70°C

- geladeiras

- bomba peristéltica simples

- espectrofotdmetro para microplaca
- estufa 37°C

- agitadores orbitais

- balanca analitica

- agitador magnético

- agitador de tubos

- micro-centrifuga

- microscopio para imunofluorescéncia

- sistema de eletroforese pra gel de agarose e poliacrilamida

Equipamentos para utilizacdo compartilhada (uso conjunto com outros laboratorios):
- citdmetro de fluxo
- termociclador (PCR)
- sequenciador
- eletroporador

- sistema de cromatografia
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3.2 Recursos Humanos — Parcerias e Colaboracdes

3.2.1 Recursos Humanos

A proposta de viabilizar a introducdo da metodologia de humanizacao
de anticorpos monoclonais em Bio-Manguinhos exigira um significativo processo de
reestruturacdo, ndo so6 fisica, com o redimensionamento das areas comuns ao

LATAM, como também, no que tange aos recursos humanos.

A contratacdo de profissionais da area de imunologia, engenharia
quimica, biologia celular e molecular para integrar laboratério serd imprescindivel.
Paralelamente, o atual grupo estara sendo treinado, buscando capacitacdo e

qualificacdo nessa nova técnica de desenvolvimento de anticorpos.

A capacitacdo cientifica e tecnologica através da obtencdo de
conhecimentos basicos, assim como de novas tecnologias e produtos voltados para
a humanizacdo de anticorpos, serdo fundamentais para a implementacdo pratica

desse estudo.

A composicdo atual do laboratério € a seguinte:

- 1 tecnologista sénior (em fase final de mestrado);

- 2 tecnologistas pleno (sendo 1 com doutorado e 1 com
especializacéo);

- 1 técnico (com especializagéo);

- 1 biotecnologista (terceirizado com mestrado);
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A composicdo profissional proposta para o laboratorio devera ser a

seguinte (quadro atual inclusive):

- Para o processo de produc¢éo de anticorpos monoclonais murinos:

2 tecnologistas e 4 técnicos com especializacao.

- Para o processo de humanizacao de anticorpos monoclonais:

1 tecnologista com doutorado, 1 biotecnologista com mestrado e 1 técnico.

- Para o processo de cultivo em sistemas de alta densidade:

2 tecnologistas graduados em engenharia quimica com mestrado e 2 técnicos.

- Para o processo de controle do produto:

1 tecnologista com especializacao.
- Para o processo de documentacdo (protocolos, fichamentos, entre outros) e
atualizacao dos procedimentos operacionais:

1 tecnologista e 1 técnico, ambos com especializacao.

Em sintese, propde-se a contratacdo para o laboratorio de 4
tecnologistas e 7 técnicos.
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3.2.2 Parcerias e Colaboracdes

A proposta desta dissertacdo caracteriza-se por ser uma tarefa
multidisciplinar que, por tal, exige a interacdo com outros centros de pesquisa,

através de acordos colaborativos e contratos sérios e eficientes.

A metodologia para se desenvolver em escala de produgdo anticorpos
monoclonais humanizados em Bio-Manguinhos, envolve, essencialmente como
critério primordial, a criacdo de competéncia nessa nova tecnologia, paralelamente a
tentativa de saneamento de problemas pontuais que ja estdo sendo alvo de
pesquisa clinica no Brasil, como por exemplo, o LNH.

Neste particular, estdo se estabelecendo contratos com o envolvimento
do LATAM. Bio-Manguinhos vem formalizando acordos de colaboracao e contratos

entre as partes competentes, com a participagao de:

LATAM /INCA

O INCA (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER DO RIO DE JANEIRO)
poderd contribuir para o fornecimento do antigeno CD 20. O objetivo € obter um
anticorpo monoclonal murino anti-CD20 para uso terapéutico. Para isso € necessario
obter um volume representativo de células B CD 20 positivas para imunizar o modelo
animal (camundongos isogénicos da cepa BALB/c). E nesse sentido, ou seja, na
obtencdo de amostras clinicas de pacientes portadores de LNH, que buscamos
efetivar esta colaboracéo. Esta etapa € necessaria para que o LATAM produza os
anticorpos monoclonais murinos contra este antigeno, a partir do fornecimento
dessas amostras, aplicando metodologia propria, introduzida e adotada no
laboratorio ha 22 anos. Além do suprimento de amostras clinicas caberd ao INCA a
aplicacado do anticorpo monoclonal humanizado anti-CD20 nas fases dos ensaios
clinicos, auxilio na elaboracdo dos protocolos de imunizacdo e fornecer dados que
permitam a previsdo de producdo do referido anticorpo pela Unidade de Bio-

Manguinhos.
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LATAM/UnB

A UnB — UNIVERSIDADE DE BRASILIA, através do seu Instituto de
Imunologia Molecular, € um centro de referéncia em humanizag¢do de anticorpos no
Brasil. A essa equipe, coordenada pelo Dr. Marcelo Brigido e pela Dra. Andréa
Maranhdo, caberd o processo de desenvolvimento de anticorpos humanizados a
partir dos anticorpos monoclonais murinos desenvolvidos por Bio-Manguinhos.
Como objetivo, estara sendo visado ndo s6 a sua utilizacdo clinica, como também a
formacdo de competéncia necesséaria para o dominio e implementacdo dessas

tecnologias pela equipe de Bio-Manguinhos.

LATAM / UFRJ

A UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO - UFRJ, através
do Laboratério de Engenharia de Cultivos Celulares da COPPE (equipe da Dra.
Leda Castilho) cabera proceder a expressado, assim como o desenvolvimento do
processo de producdo com alta densidade celular em biorreatores e de recuperacao
e purificacdo dos anticorpos humanizados, empregando como sistema de expressao

as células de mamifero da linhagem CHO.

No Programa de Biofarmacos — VDTEC/Bio-Manguinhos, alguns
projetos estdo em desenvolvimento e apresentam énfase na utilizacdo de areas
compartilhadas da Biologia Molecular, do Laboratério de Tecnologia Imunoldgica -
LATIM, além do proprio LATAM e das centrais e &reas de interface como o
Laboratorio de Experimentagdo Animal — LAEAN e o Setor de Cultivo Celular. Logo,
a estruturacao fisica e organizacional dessas é extremamente importante para o

bom andamento das atividades.
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4 - MERCADO

A proposta do Laboratorio de Tecnologia de Anticorpos Monoclonais
de desenvolvimento de anticorpos humanizados anti-CD20 é extremamente viavel,
sob o ponto de vista de mercado. O produto existente disponivel é quimérico e, com
uso prolongado, gera reacdo imune no paciente. O LATAM produzindo este
anticorpo humanizado possibilitara sensivel reducdo dessa resposta imune,

potencializando a aplicacdo do produto visando o mercado brasileiro.

A tecnologia de produg&o de anticorpos monoclonais recombinantes
revolucionou a geracao de anticorpos, abrindo acesso aqueles humanizados, que
reconhecem uma grande variedade de antigenos, por permitir a construcdo de
proteinas de fusdo genética que conferem nova funcdo ao sitio de ligacdo com o

antigeno.

A importancia dessa inovacédo biofarmacéutica no desenvolvimento de
drogas cresce continuamente, oferecendo excelente e promissor mercado
consumidor, capaz de absorver grandes producdes, voltadas basicamente para a

area médico-farmacéutica.

Como ponto de referéncia, temos que o valor dos produtos
biofarmacéuticos no mercado mundial atingiu 41 bilhdes de ddlares em vendas no
ano de 2003. Especificamente, 0 segmento que cabe aos anticorpos monoclonais no
mercado global de bioterapéuticos esta em torno de 5-6 bilhées de ddlares, ou seja,

em torno de 12-15% do mercado biofarmacéutico (Carius, 2004) (Fig.4.1).
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Figura 4.1 — Crescimento do Mercado de Anticorpos Monoclonais em 2002.
Adaptacéo da Fonte: Carius, 2004.

Essa transicdo de aplicagdo dos anticorpos monoclonais para uso em
técnicas de medicina diagnoéstica sofisticadas e purificagcbes especificas para
terapéutica, € indicativa do sucesso alcancado. Espera-se que o mercado de
anticorpos terapéuticos cresc¢a cerca de duas vezes mais rapido que todo o setor
farmacéutico. Aliado a este fato, seu mercado crescera 25% acima das expectativas
atuais que variam entre US$ 100 e US$ 125 bilhdes (Carius, 2004).

Os Uunicos pontos que poderdo afetar o crescimento desse setor séo,
principalmente, os conflitos de patente e propriedade intelectual, as questdes de
aprovacao regulatéria ndo resolvidas, producdes para satisfazer a demanda da
industria farmacéutica, implicac6es da significativa reducdo de custos na producéo e

a acao de grupos opositores (Miller, 2003).

O mercado mundial para anticorpos terapéuticos encontra-se na casa
dos bilhdes de ddélares. Nos EUA varios anticorpos ja foram liberados pelo Food and
Drug Administration - FDA, sendo cinco quiméricos (Remicade, Simulect, ReoPro,
Rituxan, Erbitux), oito humanizados por transplante de CDR (Zenapax, Synagis,
Herceptin, Mylortag, Campath, Avastin, Tysabri, Xolair), um humano (Humira) e oito
murinos (Orthoclone, Panorex, Zevalin, Bexxar, Neutrospect, Verluma, e os para
diagnéstico in vivo Myoscint, ProstaScint). Estes sdo alguns exemplos daqueles ja

aprovados para o uso terapéutico (Glennie & Johnson, 2000). Diversos outros estao
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em fase de testes clinicos, conforme demonstrado na tabela 2.1 da Parte | desta

dissertacao.

Nos proximos anos, o mercado devera ser invadido por essas
imunoglobulinas de dultima geracdo. A perspectiva € de que a tecnologia de
anticorpos recombinantes venha a fornecer insumos para diversas areas da
medicina, desde agentes imunomoduladores até vacinas recombinantes. Além disso,
a tecnologia de humanizacdo de anticorpos monoclonais se agrega a uma nova
classe de medicamentos, os biofarmacos. Estes, direcionados ao tratamento de
doencas de significativa importancia na medicina, como o cancer (no diagnéstico e
tratamento de tumores e metastases), focos ocultos de infeccdo, infeccdes e
condicdes clinicas diversas tais como sépsis, rejeicdo de transplantes, SIDA e
doencas auto-imunes do sistema nervoso como a glomerulonefrite por IgA, parpura
trombocitopénica idiopéatica, doenca de Graves, anemia hemolitica auto-imune,
glomerulonefrite membranosa, artrite reumatodide, asma, IUpus eritematoso
sistémico, entre outras (Hon, 2004). Os anticorpos podem ser usados isoladamente,
associados a agentes quimioterapicos ou a agentes radioativos na

radioimunoterapia (Maranhéo & Brigido, 2001).

Tanto as grandes industrias farmacéuticas quanto 0S pequenos
laboratérios da area da biotecnologia estdo se envolvendo cada vez mais nesse
prospero e promissor mercado, na medida em que aumenta a demanda para
produtos terapéuticos e proteinas biofarmacéuticas. O aumento de escala dessa
producdo requer métodos eficientes de bioprocessos, como a utilizacdo de
biorreatores e sistemas de purificacao eficientes que proporcionem alto rendimento.
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O Mercado Global de Terapéutica do Cancer

O mercado total para a comercializacdo de anticorpos terapéuticos
consiste em uma oportunidade multibilionaria para as grandes industrias. Somente o
cancer e a artrite, suas maiores aplicacdes, tém estimativa de US$ 15 e US$ 25

bilhdes para 2010, respectivamente (Roque, 2004).

A busca por um tratamento efetivo do cancer continua a ser uma das
maiores prioridades das empresas farmacéuticas. Nenhuma outra area de pesquisa
€ comparavel em termos de numeros de drogas em desenvolvimento. Em 2001,
cerca de 1700 novos medicamentos candidatos para a terapia das diversas formas
do céancer e novas indicagbes estavam em desenvolvimento, e o potencial do

mercado € enorme, apos o primeiro produto chegar ao comércio (Miller, 2003).

Portanto, o potencial econdmico agregado a essa nova classe de
drogas € extremamente vasto. A ampliagdo do conhecimento dos mecanismos
intimos das doencas, atraves da biologia molecular, aumenta o numero de antigenos
correspondentes a pontos cruciais na sua fisiopatogenia, tornando a possibilidade do
desenvolvimento de novos anticorpos monoclonais infindavel. A sua utilizacao
tornara cada vez mais eficiente o diagndstico e tratamento de inUmeras doencas que

acometem a humanidade.

A titulo de comparacao, o governo brasileiro, através do INCA, arcou,
de janeiro de 2002 a agosto de 2003, com despesas da ordem de US$ 100 mil, no
tratamento de pacientes portadores do Linfoma N&o-Hodgkin (LNH), com aquisi¢cdes
do anticorpo monoclonal importado anti-CD20 (INCA, 2003). A intencdo de Bio-
Manguinhos € assumir esse segmento de mercado, hoje inteiramente sujeito a

importacédo do produto.
A producdo por Bio-Manguinhos dos anticorpos monoclonais

humanizados em larga escala tera, com toda certeza, grande absor¢cdo no mercado

nacional.
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CONCLUSAO

A utilizacdo de farmacos a base de biomoléculas recombinantes vem
se tornando uma realidade. O mercado mundial para anticorpos humanizados com
fins terapéuticos estda em franca ascendéncia, o que se traduz em forte indicativo de
que 0 momento € propicio a novos e consistentes investimentos nessa area. Nos
proximos anos, € prevista uma disseminacdo dessas imunoglobulinas de udltima

geracéo no mercado.

A partir do estudo realizado podem ser extraidas as seguintes e mais

importantes conclusdes:

1. O LATAM, que j& possui o amplo dominio da técnica de producédo de
anticorpos monoclonais murinos e detendo uma grande diversidade de clones para
antigenos especificos, apdés sua reestruturacdo, introduzira a Unidade de Bio-
Manguinhos em um crescente e promissor mercado de anticorpos terapéuticos,
abrindo assim, a possibiidade de atuar em novas frentes de pesquisa,

desenvolvimento e comercializacéo.

2. Com o dominio da tecnologia de humanizacéo, sera possivel reduzir
consideravelmente os gastos, ndo sé das instituicbes nacionais da é&rea de
oncologia, como do préprio pais, desonerando a balanca comercial brasileira com a
reducdo de gastos com a importacdo desses anticorpos e possibilitando o acesso a

uma tecnologia de ponta.

3. Como impacto social imediato da producao brasileira de monoclonais
humanizados, havera a reducéo das taxas de mortalidade da populacdo acometida
por neoplasias, especialmente do tipo LNH — doenca de dificil tratamento que
acomete milhares de pessoas - e a elevacao da expectativa e qualidade de vida, por

meio de emprego de medicamentos de comprovada eficacia a um custo acessivel.

4. A proposta de viabilizar a introducdo da metodologia de
humanizacéo de anticorpos monoclonais em Bio-Manguinhos exigira um significativo
processo de reestruturacdo, ndo so fisica - com o redimensionamento das areas
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comuns ao LATAM - como também humana, sendo imprescindivel a contratacéo e a
qualificacéo de profissionais nas areas de imunologia e biologia celular e molecular e

engenharia.

5. O desenvolvimento, em escala de producdo, de anticorpos
monoclonais humanizados em Bio-Manguinhos, envolverd também parcerias e
colaboragcbes com outras instituicbes e centros de pesquisa, tanto por meio de
acordos colaborativos quanto por contratos eficientes, qualificando, ndo sé a equipe,

como acrescentando conhecimento cientifico a Unidade.

Pelo exposto, a proposta idealizada nesta dissertacdo é extremamente
vidvel. O anticorpo hoje disponivel no mercado internacional € quimérico e, com 0
uso prolongado, gera reacdo imune no paciente. A producdo do anticorpo
humanizado no Brasil possibilitara, sem duvida, sensivel ou total reducdo da
resposta imune, e potencializara a aplicagdo do produto, com a conquista do
mercado nacional de anticorpos terapéuticos usados do Linfoma N&o-Hodgkin
(LNH).

Em matéria de humanizacdo de anticorpos, idealizar, discutir, pesquisar,
organizar, estruturar, empreender e efetivar, s&o metas a serem percorridas por Bio-
Manguinhos a fim de que, no mais curto espaco de tempo, assuma uma posicao de

destaque no dominio dessa técnica.

Nesse particular, fica aqui parabenizada a iniciativa de criacdo do
presente Mestrado Profissional que, empregando conhecimento académico-cientifico
e qualificacéo pratica, tornou possivel aos seus participantes a introducdo de novas
idéias, metodologias e sua concretizacdo futura, em prol do crescimento da

instituicao.
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