Jodo Tomés Albuquerque Coelho

Anticorpos Monoclonais

Universidade Fernando Pessoa
Faculdade de Ciéncias da Saude

Porto 2014






Jodo Tomés Albuquerque Coelho

Anticorpos Monoclonais

Universidade Fernando Pessoa
Faculdade de Ciéncias da Saude

Porto 2014



Jodo Tomés Albuquerque Coelho

Anticorpos Monoclonais

(Joao Tomas Albuquerque Coelho)

Trabalho apresentado a Universidade Fernando
Pessoa como parte dos requisitos para obtengdo do

grau de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas



Anticorpos Monoclonais

Resumo

Os anticorpos monoclonais sdo produtos biofarmacéuticos a base de imunoglobulinas
modificadas, que exercem um efeito especifico e controlado sobre um determinado

alvo.

O primeiro método usado na producdo de anticorpos monoclonais foi o hibridoma ou
fusdo celular, em que se utilizam ratinhos para produzir anticorpos com elevada
especificidade. Contudo, as diferengas entre o sistema imunoldgico humano e o do
ratinho originam muitas reagcdes adversas nos doentes tratados com estes anticorpos, o
que que conduz a sua rapida eliminagdo do organismo, a ocorréncia de reagdes de
hipersensibilidade e a uma redu¢do na capacidade de atingirem o local alvo da agdo e,
portanto, uma ineficacia da terapéutica. No sentido de ultrapassar estas falhas, foram
desenvolvidos os anticorpos monoclonais quiméricos ou humanizados e os anticorpos
monoclonais totalmente humanos. Os primeiros sdo obtidos pela tecnologia do DNA
recombinante, sendo formados por uma por¢do proveniente de humanos e outra de

ratinhos, enquanto os Ultimos sdo apenas constituidos por porg¢des humanas.

Os anticorpos monoclonais constituem a classe de produtos biofarmacéuticos mais
estudada. Nos ultimos 25 anos foram aprovados para uso terapéutico mais de 30
anticorpos monoclonais e seus derivados. A investigacdo atual prossegue no sentido de
produzir anticorpos com maior biodisponibilidade, afinidade e especificidade, com o

objetivo de obter uma maior eficécia terapéutica.

Neste trabalho ¢ feita uma revisdo bibliografica relativa as diferentes aplicagdes
terapéuticas dos anticorpos monoclonais. Na primeira parte do trabalho ¢ definido o
conceito de anticorpo monoclonal e os seus métodos de producgdo. Na segunda parte sdo

referidos os seus varios usos terapéuticos, através de exemplos recentes.

Palavras-chave: Anticorpo, Anticorpos monoclonais, Antigénio, Imunoglobulinas,

Linfocito, Proteinas.
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Abstract

Monoclonal antibodies are a class of biopharmaceutical products that consist of

modified immunoglobulins, which have a specific effect on a specific controlled target.

The first method employed to produce monoclonal antibodies was the hybridoma
technology, where immortalized cells (hybridomas) produce antibodies with high
specificity, the monoclonal antibodies, which are mouse antibodies. Nonetheless, the
differences between the human and mouse immune systems triggered the development
of human anti-mice, leading to the body rapid elimination of the antibodies, the
occurrence of hypersensitivity reactions and the reduction on the efficiency to reach the
target organ, which leads to the failure of terapeutics. To overcome these drawbacks,
chimeric and human monoclonal antibodies were developed. The former are produced
by DNA recombinat technology and are formed by both human and mouse portions,

while the latter are only made of human portions.

Monoclonal antibodies are the more studied class of biopharmaceuticals. During the last
25 years, more than 30 products have been approved for clinical uses. Nowadays, the
investigations are going on, in order to obtain monoclonal antibodies with higher

bioavailability, affinity and specificity, which means a high therapeutic efficiency.

In this review work the different therapeutic applications of monoclonal antibodies are
presented. In the first part of the work, the concept of monoclonal antibody and its
production methods are provided. In the second part, several examples of their recent

therapeutic uses are illustrated.

Keywords:  Antibody, Monoclonal antibodies, Antigen, Immunoglobulin,,

Lymphocyte,Proteins.
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1. Introduciao

Conceitos

A terapéutica com recurso a anticorpos iniciou-se apds a descoberta de que, o uso de
soro animal imunizado com toxinas ou virus, era uma terapia com eficécia para tratar

doengas causadas pelos mesmos agentes em humanos (Adler e Dimitrov, 2012).

A era moderna da Imunologia teve inicio em 1890, com a descoberta dos anticorpos
como principais componentes da imunidade que tem um papel de defesa no nosso

organismo (Braun et al., 1992).

Os anticorpos ou imunoglobulinas sdo proteinas glicosiladas compostas por duas
cadeias leves e por duas cadeias pesadas idénticas. Ao nivel funcional possuem duas
regides principais, a variavel e a constante, sendo a primeira a responsavel pelo
reconhecimento do antigénio e a segunda possui propriedades efetoras (Arosa e

Cardoso, 2012).

A diversa especificidade dos anticorpos na ligacdo aos antigénios ¢ explicada pela
diversidade nas sequéncias de aminoéacidos da regido variavel das cadeias leves e das
cadeias pesadas. Em cada regido varidvel existem trés sub-regides denominadas de
hipervariaveis, correspondentes as zonas da proteina que entram em contato com o
antigénio. Também sdo denominadas de regides determinantes de complementaridade
(complementarity determining region, CDR). Na estrutura tridimensional de uma
imunoglobulina as seis regides hipervaridveis encontram-se proximas, permitindo a
formagdo do local de ligacdo do antigénio. A ligagdo ¢ feita por ligacdes
electroestaticas, pontes de hidrogénio, for¢as de van der Waals ou forgas hidrofobicas
(Arosa e Cardoso, 2012). A estrutura molecular das imunoglobulinas encontra-se

representada na Figura 1.

Geralmente o antigénio ¢ apenas reconhecido numa pequena regido, denominada de
determinante antigénico ou epitopo e vai ligar-se num sitio da imunoglobulina

denominado de paratopo (Arosa e Cardoso, 2012).
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Figura 1. Diagrama da estrutura molecular de uma imunoglobulina e do
desenvolvimento dos anticorpos monoclonais. A regido Fab corresponde ao dominio
variavel de ligacdo ao antigénio e a regido Fc corresponde ao dominio constante.

(adaptado de Casanova Estruch, 2013).

No inicio do século XX, Paul Ehrlich apresentou um modelo para ligagio de um
farmaco a um transportador especifico, de forma a exercer a sua a¢do no local alvo,
tendo por base o principio da especificidade que ocorre na ligacdo anticorpo-antigénio.
Este modelo permitia diminuir a a¢do nao desejada do fArmaco em outros tecidos, assim
como a diminui¢ao da dose administrada, devido ao aumento da eficacia (Santos et al.,

2002).

A sensibilidade e a especificidade do sistema imunolédgico ¢ alvo de estudos desde ha

J4

muito tempo. Desde a sua descoberta que o uso dos anticorpos ¢ condicionado por

diversos factores, tais como (Bander, 1987):
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A dificuldade em definir as multiplas reagdes anticorpo-antigénio ocorridas

quando se administra um anticorpo contra um antigénio complexo;

* A variabilidade de lote para lote;

¢ Oferta limitada;

* Incapacidade de purificagdo dos anticorpos que constituem o soro administrado;

* Falta de padrdes entre os laboratorios.

Os anticorpos monoclonais vieram resolver, em grande parte, os efeitos destes factores.
O conceito usado na preparagdo de soros a base de anticorpos monoclonais ¢ bastante
simples, visto que em vez da colheita do soro que contém a mistura de todos os
anticorpos sintetizados pelos linfocitos B, faz-se a colheita individual de cada linfocito
B e respectivo produto. Uma vez que cada linfécito B sintetiza anticorpos que se ligam
a um antigénio particular, ¢ apenas necessario obter um clone da célula B de interesse e
as suas sucessivas linhagens de células-filhas permitem efetuar a produ¢do de grandes
quantidades de anticorpos especificos para um antigénio, designados por anticorpos

monoclonais (Bander, 1987).

A imunizagdo passiva tem por base a administracdo de soros provenientes de dadores
humanos ou animais convalescentes ou vacinados. O seu objectivo ¢ a prevencao ou o
controlo de uma infecao (Both et al., 2012; Casadevall et al., 2004). Neste sentido, Von
Behring e Kitasato desenvolveram, em 1980, um soro anti-difteria. No seguimento desta
aplicagdo, comecaram a usar-se soros de humanos convalescentes, para prevenir ou
tratar doengas virais como por exemplo, o sarampo, a gripe, a varicela e as febres

hemorragicas (von Behring e Kitasato, 1991).

As preparacdes a base de anticorpos policlonais apresentam como desvantagens
(Marasco e Sui, 2007; Both et al., 2012; Goudsmit et al., 2006): serem compostas por

anticorpos especificos de virus, que ndo sdo passiveis de ser neutralizados, tém de ser
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analisadas e de sofrer tratamentos devido ao risco de manipulag¢do associado ao uso de
produtos sanguineos, as variagdes de lote para lote e ainda a dificuldade em encontrar
dadores imunes. Tendo em conta os inconvenientes referidos, foram desenvolvidos os
anticorpos monoclonais, que constituem uma alternativa promissora aos policlonais
(Both et al., 2013). Os anticorpos monoclonais s3o imunoglobulinas que foram

modificadas para exercer um efeito especifico e controlado (Casanova Estruch, 2013).

2. Producio de anticorpos monoclonais

Em 1975, Georges J. F. Kohler e César Milstein descreveram a producdo dos primeiros
anticorpos monoclonais pela técnica designada por hibridizacdo celular somatica,
hibridoma ou fusdo celular, que gerou os hibridomas ou hibridos de células. Por sua
vez, estas células geram anticorpos e linhagens celulares de replicagdo continua
(Colcher et al., 1999). Uns anos mais tarde, Kohler ¢ Milstein desenvolveram os
hibridomas no Laboratdrio de Pesquisa Médica do Conselho de Biologia Molecular em
Cambridge, Reino Unido (Kohler e Milstein, 2005). Estes cientistas geraram uma
linhagem de células estaveis (hibridomas), resultante da fusdo de duas células
diferentes, que secreta um isotipo de uma imunoglobulina especifica para um

determinado antigénio.

A obten¢do do hibridoma ¢ feita através da fusdo de um linfécito B, proveniente do
baco de ratinhos de laboratorio e previamente imunizado com o antigénio alvo, com
uma célula de mieloma, selecionada pela auséncia da produgdo ou secrecdo de
anticorpos e falta da enzima hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase (HGPRT)
(Strebhardt e Ullrich, 2008; Lonberg, 2005). Apos a fusdo permanecem em cultura trés
linhagens de células, os esplendcitos (i.e. os linfocitos B do bago dos ratinhos), células
de mieloma e os hibridomas. Em meio de cultura as células de HGPRT nao conseguem
produzir hipoxantina exdgena essencial para a producdo de purinas e, quando sdo
expostas a aminopterina, estas células ndo sdo capazes de usar a via enddgena das
purinas e das pirimidinas, ficando dependentes da enzima HGPRT para sobreviver,
causando assim a morte da linhagem de células de mieloma. Os esplendcitos acabam
por morrer naturalmente devido ao seu limitado tempo de vida médio. Os hibridomas

sdo os Unicos capazes de crescer de forma indefinida e de se multiplicar, originando
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varias colonias. Estas células sdo posteriormente clonadas e fazem-se testes aos
sobrenadantes para averiguar a sua capacidade de producdo de anticorpos e a

especificidade dos anticorpos produzidos (Colcher et al., 1999).

Fusdo dos linfécitos B com
as células de micloma

contra

Transferéncia das células pama o meio HAT @,
l ~
Células
A do
@ micloma
1 7 que nio
Selecdo das células de micloma incapazes - fundiram
de produzir anticorpos ¢ sem HGPRT . Linfécitos B
que ndo

fundiram

Hibridomas que produzem R ":k e

anticorpos especificos pam o
antigénio, sdo selecionados
para crescerem ¢

multiplicarem-se

Figura 2. Técnica do hibridoma para a produgdo de anticorpos monoclonais (adaptado

de Chavda, V.P., 2013).

Os hibridomas herdam caracteristicas importantes das células que os originam. Das
células B imunes o hibridoma herda o c6digo genético para um anticorpo especifico e
das células de mieloma herda a capacidade de crescer indefinidamente em culturas de
tecidos. Fazendo a clonagem e reclonagem das células de hibridoma consegue-se

sintetizar indefinidamente o mesmo anticorpo (Bander, 1987; Arosa e Cardoso, 2012).

As células de mieloma utilizadas ndo expressam nem a enzima HGPRT, que ¢
necessaria para a sintese de nucledtidos, nem imunoglobulinas. Os linfocitos B
fornecem as enzimas necessarias para o crescimento num meio seletivo e as células de
mieloma cedem as propriedades de crescimento imortal. Todas as células de mieloma

que ndo consigam fundir e as que fundem com outras células de mieloma ndo vao
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crescer no meio seletivo, devido a auséncia da enzima HGPRT. Os linfécitos B que
produzem anticorpos provenientes do baco do ratinho possuem crescimento limitado,
sendo eliminadas na cultura celular. Desta forma, apenas se verifica crescimento e
multiplicagdo dos hibridomas. A etapa seguinte ¢ a deteccdo, quantificacdo e
caraterizagdo dos anticorpos produzidos e, por fim, a clonagem e preservagdo das
células produtoras de anticorpos especificos, ou seja, dos hibridomas (Arosa e Cardoso,

2012).

O primeiro anticorpo monoclonal humano foi produzido em 1985. Para o efeito, os
genes que codificam a regido variavel das imunoglobulinas em ratinhos foram
combinados com os genes que codificam a regido constante dos seres humanos. Os
genes recombinantes obtidos foram posteriormente inseridos em mielomas que
produziram anticorpos monoclonais, com um componente humano e outro componente

do ratinho (Casanova Estruch, 2013).

Desde o seu desenvolvimento, as tecnologias para gerar e produzir anticorpos
monoclonais sofreram grandes melhoramentos e a sua industrializagdo resultou na
produ¢do de um grande nimero de anticorpos monoclonais usados em estudos pré-

clinicos e clinicos.

As bibliotecas de anticorpos monoclonais podem ser obtidas a partir de pacientes ou

animais convalescentes ou imunizados (ter Meulen et al., 2004; Bossart et al., 2011).

Figura 3. Tipos de anticorpos monoclonais. Esquerda: anticorpo monoclonal de
ratinho; Centro: anticorpo monoclonal humanizado com porg¢des de ratinho (azul) e
por¢des humanas (amarelo); Direita: anticorpo monoclonal totalmente humano

(adaptado de Both et al., 2013).
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O primeiro anticorpo monoclonal aprovado para uso em humanos foi o0 muromonab, um
anticorpo anti-CD3 IgG2a de ratinho, para profilaxia ou tratamento de alotransplantes
(Sgro, 1995). No entanto as diferengas entre o sistema imunoldgico humano e do
ratinho, fizeram com que os pacientes tratados com sequéncias completas de anticorpos
de ratinho desenvolvessem anticorpos anti-ratinhos humanos, provocando uma rapida
eliminagdo dos anticorpos, hipersensibilidade, baixa capacidade de penetragdo no local

alvo e reducgdo da eficacia (Newsome e Ernstoff, 2008; Sgro, 1995).

Para reduzir estes efeitos, através da tecnologia do DNA recombinante, produziram-se

anticorpos monoclonais quiméricos e humanizados (Stern e Herrmann, 2005).

Os anticorpos monoclonais quiméricos possuem o dominio varidvel de ligacdo ao
antigénio (por¢do Fab) proveniente das espécies utilizadas na imunizacdo (por ex.
ratinho), fundido com o dominio constante (por¢ao Fc), proveniente de humanos
(Catapano e Papadopoulos, 2013). Estas moléculas possuem menor imunogenicidade

que os anticorpos monoclonais de ratinho (Casanova Estruch, 2013).

Os anticorpos monoclonais humanizados contém sequéncias Fab, constituidas por
pequenas porgdes provenientes de ratinhos fundidas com os dominios constantes das
sequéncias humanas (Catapano e Papadopoulos, 2013). Sdo produzidos através de
técnicas de producdo de proteinas conhecidas como tecnologia do DNA recombinante
(Bakr, 2005) e, durante o processo, as CDR das imunoglobulinas do ratinho sdo
transferidas para a regido varidvel da cadeia pesada da imunoglobulina humana
(Casanova Estruch, 2013). Em comparagdo com os anticorpos quiméricos, oS
humanizados tém uma maior propor¢do de sequéncia humana, reduzindo a
probabilidade de desenvolvimento de anticorpos humanos anti-ratinhos (Reff et al.,

2002; Newsome ¢ Ernstoff, 2008).

No entanto, a humanizagdo pode provocar a redu¢do da capacidade de ligacdo ao local
alvo, implicando a necessidade de encontrar uma forma de aumentar essa afinidade.
Para o efeito pode ser efectuadas alteragdes nos aminodcidos que constituem as regides

que determinam a complementaridade de liga¢ao ao alvo (Presta et al., 1993).
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Em 2002 a Food and Drug Administration (FDA) aprovou o primeiro anticorpo
monoclonal totalmente humano e, a partir dai, foram aprovados mais anticorpos deste

género (Nelson ef al., 2010).

Comparativamente aos quiméricos e aos humanizados, os anticorpos monoclonais
totalmente humanos tém menor imunogenicidade (Nelson et al., 2010). Podem ser
produzidos através de sistemas in vitro, como bibliotecas de exposicdo de fagos,
envolvendo a expressdo recombinante de dominios Fab humanos num bacteriofago e
subsequente sele¢do dos anticorpos monoclonais com base nas propriedades de ligagao
ao antigénio pretendido. Outro método de produgdo ¢ através de plataformas in vivo,
com ratinhos transgénicos, envolvendo a introducdo de genes de imunoglobulina
humana no genoma de ratinho. O ratinho trangénico ¢ entdo imunizado com um
antigénio especifico, estimulando a produ¢do de anticorpos monoclonais humanos, que
serdo posteriormente isolados e clonados a partir dos linfocitos B do ratinho

(Regeneron, 2011; Lonberg e Huszar, 1995; Jakobovits, 1998).

A selecdo dos anticorpos in vivo tem uma vantagem em relacdo a selecdo in vitro. O
anticorpo deve dobrar-se e expressar-se de forma eficiente e possui propriedades
farmacocinéticas suficientes para competir com outros anticorpos na ligacdo ao

antigénio (Catapano e Papadopoulos, 2013).

A Figura 4 ilustra as principais caracteristicas dos anticorpos monoclonais terapéuticos

e a sua evolugdo, em termos de resposta imunolodgica do organismo.
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Anticorpos monoclonais Terapéuticos

Anticorpos
monoclonais Anticorpos
de Ratinho monoclonais Anticorpos Anticorpos
quiméricos monoclonais monoclonais
humanizados Totalmente
humanos

Figura 4. Evolucao dos anticorpos monoclonais e a sua relagdo com a capacidade de
formac¢ao de uma resposta imune contra os anticorpos monoclonais usados em terapia

(adaptado de Catapano e Papadopoulos, 2013).

3. Mecanismo de acido dos anticorpos monoclonais

Os anticorpos monoclonais podem atuar através de varios mecanismos, mediados por

qualquer uma das suas regides (varidveis ou constantes).

Uma das propriedades funcionais mais importantes ¢ mediada pelos dominios varidveis
dos anticorpos e consiste na ligacdo altamente seletiva para epitopos especificos no

antigénio alvo (Chan e Carter, 2010).

Os dominios constantes dos anticorpos incluem a regido Fc que desempenha fungdes de
(Chan e Carter, 2010; Carter, 2006; Roopenian e Akilesh, 2007): citotoxicidade e
fagocitose celular dependente de anticorpose mediadas pelos receptores Fcy,
citotoxicidade dependente do complemento mediada pelas proteinas da cascata
complemento (por ex. as Clq e C5) e ainda a extensdo da semi-vida do anticorpo por

interagdo com o receptor Fc neonatal.
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O dominio Fc determina as caracteristicas funcionais do anticorpo e a atividade da

fungdo efectora. Quando a funcdo efectora ndo ¢ a desejada pode-se manipular o

anticorpo monoclonal para que se modifique a regido Fc ou selecionar-se isotipos que

tém pouca capacidade de induzir a fungao efectora.

Os anticorpos monoclonais podem atingir a sua eficdcia clinica através de trés

mecanismos diferentes (Pantophlet, 2010):

1.

Ligacao especifica ao alvo, através do dominio Fab, para promover ou suprimir

um importante efeito bioldgico;

Interagcdo do dominio Fc com os receptores da superficie celular, conduzindo a
funcdes efetoras mediadas pelo sistema imunologico, tais como, citotoxicidade
mediada por células dependente de anticorpos, citotoxicidade dependente do

complemento ou fagocitose dependente de anticorpos;

Deposicao do complemento nos complexos multiméricos imunes entre o
anticorpo monoclonal e o alvo, com subsquente ativagdo da citotoxicidade

dependente do complemento.

Por outro lado, os anticorpos interferem com a entrada dos virus nas células, através de

diferentes mecanismos, tais como (Marasco e Sui, 2007):

Inibicdo da capacidade de ligacdo do virus a receptores da superficie celular,
através da ligagdo do anticorpo a superficie do virus. Também se consegue este
efeito através de receptores alvo de anticorpos ou co-receptores tornando os
locais de ligagcdo dos virus indisponiveis (Pantophlet, 2010; Olson e Jacobson,

2009).

Neutralizagdo poés-ligacdo ou pré-fusdo e interferéncia com as alteracdes

conformacionais necessarias na membrana celular ou na membrana endossomal,
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por parte de anticorpos cujo alvo sdo regides de ligacdo sem receptores (Imai et

al., 1998).

* Reticulagdo de virides mediada por anticorpos, resultando na sua imobilizagdo e
aglutinacdo ou inibi¢do da libertacdo dos virus descendentes (Webster e Laver,

1967).

De forma geral, a neutralizacdo dos virus ocorre quando um numero suficiente de
epitopes da superficie viral € ocupada por anticorpos. O modelo de ocupagdo considera
que a obtencdo de uma densidade suficiente de anticorpos num virus ¢ o factor mais
importante para a sua neutralizagdo, conduzindo a inibi¢do da ligacdo a receptores
celulares ou interferindo com o processo de fusdo da membrana plasmatica ou

endossomal (Law e Hangartner, 2008; Klasse e Sattentau, 2002).

Para além da sua interferéncia com a entrada dos virus nas células, os anticorpos podem
neutralizar a infecdo provocada pelo virus através das suas fungdes efectoras nas regides
Fc. A contribuicdo da funcdo efectora para a protecdo parece ser especifica para cada

virus diferente (Marasco e Sui, 2007).

O avango nas técnicas de biologia molecular e dos sistemas de expressdo das linhagens
celulares dos mamiferos contribuiu para a produgdo de anticorpos monoclonais mais
bem tolerados e com maior especificidade para o alvo, com redugdo da

imunogenicidade e aumento do tempo de semi-vida (Nelson et al., 2010; Presta, 2008).

4. Aplicagdes Terapéuticas

Desde a sua descoberta que os anticorpos monoclonais comegaram a ser aplicados em
inumeras situagdes. Diretamente na terapéutica, como fdrmacos ou associados a outros
sistemas coloidais (por ex. nanoparticulas), como auxiliares do direcionamento de
outros farmacos para os locais alvo da agdo. Esta ultima aplicagdo tem demonstrado
resultados promissores no tratamento do cancro, uma vez que a ligagdo a antigénios da

superficie das células tumorais facilita a destruicdo apenas das células cancerigenas.
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Também se verifica o seu uso em pos-transplantagdes, ligando os anticorpos a
moléculas ativadoras de linfocitos T, inibindo a ativacdo destas células e evitando uma

resposta citotoxica em relacdo ao 6rgao transplantado (Arosa e Cardoso, 2012).

Ao nivel da citotoxicidade celular, estes anticorpos podem ser responsaveis pela
apoptose devido a capacidade de ativagdo dos receptores Fas. Tém capacidade para
ativar o complemento e formar poros na membrana celular e na citotoxicidade celular
dependente de anticorpos, o fragmento Fc existente na superficie do anticorpo ¢
reconhecido pelo receptor Fc das células natural killer (NK). Deste modo, tém sido
usados anticorpos monoclonais no tratamento de doengas autoimunes, como a artrite
reumatoide, esclerose multipla, doenca de Crohn, psoriase e lipus (Arosa e Cardoso,

2012).

As tecnologias dos anos 70 e principios da década de 80 que eram aplicadas na
produgdo de anticorpos monoclonais humanos a partir de anticorpos monoclonais de
ratinhos apresentaram dificuldades devido ao processo de fabrico. Embora os anticorpos
monoclonais de ratinhos sejam mais faceis de produzir, acabam por ser limitados em
relacdo a seguranca e eficicia devido a imunogenicidade das sequéncias de proteinas
derivadas do ratinho. Nos meados da década de 80, a investigagdo dirigiu-se para uma
via focada no desenvolvimento dos anticorpos monoclonais combinando as sequéncias
derivadas de ratinho e de humanos, resultando nos anticorpos monoclonais quiméricos e
humanizados. Estas técnicas basearam-se na hipotese de que, reduzindo a quantidade de
sequéncias  derivadas de ratinho ou eliminando-as, se conseguiria reduzir a
imunogenicidade dos anticorpos monoclonais. Um caminho alternativo foi a produgao
de anticorpos monoclonais recorrendo a tecnologias com ratinhos transgénicos e
tecnologias de phage display. No entanto, as disputas de patentes acabaram por impedir
um maior uso destas técnicas, o que levou a que houvesse uma escassez de novos
anticorpos monoclonais no mercado na década de 90. A primeira vez que um anticorpo
monoclonal terapéutico foi usado na pratica clinica ocorreu em meados da década de 80.
Contudo, durante os 12 anos subsequentes, apenas 16 anticorpos monoclonais humanos
se encaixaram nos critérios de selecdo para entrada na pratica clinica. Apds 1997 e até
2008 mais de uma centena de anticorpos monoclonais humanos foram estudados na

pratica clinica. Na década de 80 a tecnologia do DNA recombinante estava numa fase
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inicial de desenvolvimento. Deste modo, os anticorpos monoclonais humanos apenas
podiam ser produzidos pela técnica do hibridoma ou fusdo celular ou através da
imortalizacdo de linfécitos humanos primarios usando o virus Epstein-Barr. Estes
métodos revelaram-se pouco fidveis, produziam quantidades de anticorpos insuficientes
e estavam mais sujeitos a contaminagdes (Olsson e Kaplan, 1980; Shoenfeld et al.,
1982; Olsson et al., 1984; Kozbor € Roder, 1981; Kozbor et al., 1982; James e Bell,
1987; Beerli e Rader, 2010).

Outra das limitagdes era o facto de as células de origem serem linfocitos B que
provinham de pacientes que as produziam por processos naturais, logo, por razdes
éticas, ndo era possivel imunizar os pacientes com um antigénio experimental de forma
controlada e recolher os linfocitos formados. Por estas razdes os anticorpos
monoclonais humanos inicialmente usados na pratica clinica foram limitados a alvos
relevantes, como as doencgas infeciosas, que constituiam 62,5% e o cancro, que

representava 37,5% do seu uso (Nelson et al., 2010).

No final da década de 90 os anticorpos monoclonais humanos terapéuticos produzidos a
partir de ratinhos transgénicos ou por técnicas de exposi¢do de fagos foram usados pela

primeira vez na clinica (Nelson et al., 2010).

Os primeiros anticorpos monoclonais usados na clinica eram administrados via
intravenosa, o que resulta em 100% de biodisponibilidade, rapida distribui¢do na
circulagdo sistémica e elevadas concentracdes plasmaticas. No entanto, esta via de
administracdo apresenta limitagdes, tais como os custos de producdo, a necessidade de
ter pessoal técnico especializado para efetuar a administragdo, o risco de surgimento de
reagdes graves de hipersensibilidade em alguns pacientes, devido a rapidez na
distribuicdo intravenosa. Atualmente existem varios anticorpos monoclonais que podem
ser administrados por via subcutanea, através de seringas pré-cheias com dispositivos
auto-injectores, que permitem auto-administragdo por parte do paciente (Catapano e

Papadopoulos, 2013).

13



Anticorpos Monoclonais

5. Tipos de Anticorpos monoclonais

5.1 Anticorpos monoclonais de ratinho

Ibritumomab tiuxetan

O ibritumomab tiuxetan ¢ um anticorpo monoclonal com o nome comercial Zevalin®,
que esta aprovado para o tratamento de doentes com linfoma nao-Hodgkin folicular dos
linfocitos B CD20+, em recidiva ou refractario ao rituximab (Wiseman e Witzig, 2005).
Trata-se do primeiro anticorpo monoclonal usado em radioimunoterapia para eliminar
células tumorais. Combina moléculas especificas com capacidade de direcionamento (o
anticorpo monoclonal anti-CD20) com o radionuclideo do elemento quimico ftrio (*°Y)
(Chakrabarti et al., 1996; Einfeld et al, 1988; Valentine et al., 1989). O ™Y
ibritumomab tiuxetan ¢ um anticorpo monoclonal de ratinho ligado de forma covalente
ao tiuxetano, um derivado isotiocianatobenzil do 4cido poliaminocarboxilico que
funciona como estabilizador do complexo anticorpo-radionuclideo. Tem como alvo o
antigénio CD20, que se encontra a superficie dos linfocitos B malignos e normais e que,
pelo facto de estar marcado radioactivamente com o elemento Itrio, vai ligar-se
especificamente a células B, que expressam o antigénio CD20 (Wiseman e Witzig,

2005).

O isotopo *°Y ¢ um emissor puro de radiagdes B, com um comprimento médio de
percurso de 5 mm, conferindo-lhe a capacidade de destruir as células alvo e as células
que se encontram ao seu redor, num didmetro de aproximadamente 100 a 200 células. O
tratamento prévio com rituximab impde-se devido a necessidade de eliminacdo das
células B circulantes, de forma a que o *°Y ibritumomab tiuxetan forneca a radiacio

mais especificamente para as células B dos linfomas (Wiseman e Witzig, 2005).
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Muromonab CD3

O muromonab CD3 foi o primeiro anticorpo monoclonal de ratinho usado na
terapéutica em humanos. Tem a capacidade de reconhecer células maduras de linfocitos
T que expressem o antigénio CD3 e ¢ eficaz em reacgdes de rejeicdo agudas, decorrentes
de transplantes renais, hepaticos, cardiacos e transplantes que combinam rim e pancreas

(Sgro, 19953).

A resposta imune citotoxica, mediada por células T contra substancias estranhas, como
acontece na rejeicao dos aloenxertos, deve-se ao facto de as células T possuirem locais
de reconhecimento que interagem com o respetivo antigénio, promovendo a
proliferacdo de células T e exercendo citotoxicidade especifica. Estes receptores nas
células T sdo constituidos por varias subunidades glicoproteicas. O reconhecimento do
antigénio deve-se a um complexo composto pelas subunidades o e B. A ligagdo do
antigénio ao local de reconhecimento resulta na ativagdo do complexo CD3, que
promove a multiplicacdo e produgdo de células T efetoras. O muromonab CD3 tem a
capacidade de reconhecer e de se ligar a uma das subunidades dos recetores dos
linfocitos T, bloqueando deste modo a funcdo do antigénio CD3. Trata-se de uma
imunoglobulina do tipo IgG2a produzida pela técnica de hibridoma em ratinhos. Este
anticorpo tem a capacidade de bloquear as fases de indugdo e efetoras da linfolise
mediada por células e ainda inibe as respostas proliferativas de células T nas classes 1 e

2 de antigénios do complexo major de histocompatibilidade (Sgro, 1995).

O nome comercial do muromonab CD3 ¢é Orthoclone®-OKT3,que foi aprovado pela
primeira vez em 1986, nos Estados Unidos da América (EUA) e na Unido Europeia
(EU). Este anticorpo monoclonal tem como principal utiliza¢do o tratamento da rejei¢cao
em transplantes renais e estd prescrito para todos os aloenxertos de 6rgdos so6lidos. O
seu uso ¢ eficaz na rejeicdo aguda como tratamento de primeira linha e também em
emergéncia ou profilaxia em periodos pos-transplante. O Orthoclone®-OKT3 nunca é
utilizado em monoterapia, sendo associado a imunossupressores, como a ciclosporina

ou azatioprina e corticosterdides (Sgro, 1995).
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Tositumomab-I1131

O tositumomab ¢ um anticorpo monoclonal de ratinho anti-CD20 do tipo IgG2a
(Stashenko er al, 1980). A sua conjugagdo com o radionuclideo do iodo 131 (**'T)
provoca a irradiagdo das células de linfoma, através da ligacdo celular direta ou por um
efeito de “cross-fire” para as células de linfoma da vizinhanca, no perimetro do

comprimento de onda da radiagdo emitida pelo radionuclideo (Horning et al., 2005).

Os anticorpos monoclonais reativos a antigénios associados a linfomas tém como
principal atracdo o facto de serem menos toxicos e mais eficazes. O antigénio CD20
torna-se no alvo ideal devido a sua expressdao em mais de 90% dos linfomas nao-
Hodgkin dos linfocitos B, porque ndo passam para a circulagdo, ndo sdo internalizados
apos a ligacdo com o anticorpo e também ndo sdo expressos em células progenitoras de
células B ou células plasmaticas (Stashenko et al., 1980; Anderson et al., 1984; Einfeld
et al., 1988).

O nome comercial do tositumomab-I131 é Bexxar", tendo sido aprovado em 2003 pela
FDA para o tratamento do linfoma ndo-Hodgkin folicular dos linfécitos B CD20+, em

recidiva ou refractario ao rituximab (National Cancer Institute, 2013a).

Tém sido descritos alguns efeitos adversos associados ao uso do Bexxar”™, tais como as
citopenias grau IV, reagdes de hipersensibilidade raras mas graves, hipotiroidismo,
desenvolvimento de anticorpos humanos anti-ratinho relacionado com o grau de
imunossupressdo dos doentes (Andemariam e Leonard, 2007). Contudo, o problema de
toxicidade mais relevante ¢ o desenvolvimento de malignidade secundaria,
nomeadamente mielodisplasia e leucemia mieloide aguda, embora estas possam estar
associadas a duracdo e dosagem da quimioterapia administrada previamente ou serem

efeitos da propria radioimunoterapia (Armitage ef al., 2003).
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5.2 Anticorpos monoclonais quiméricos

Abciximab

O abciximab ¢ um anticorpo monoclonal utilizado em pacientes apds uma intervencao
corondria percutanea, para prevenir complicacdes isquémicas cardiacas. Atua como
agente antitrombotico, porque se liga a glicoproteina IIb/Illa e inibe fortemente o
fenémeno de agregacdo plaquetaria (Mounayer et al., 2003). Em combinagdo com
agentes fibrinoliticos para melhorar a trombolise, devido a um mecanismo de
deslocamento partial de fibrinogénio ligado a plaquetas. A sua forma parental, IgG 7E3
de ratinho, possui a capacidade para se ligar a integrina a3 conhecida como receptor
da vitronectina. Este receptor expressa-se ao nivel das plaquetas, osteoclastos, células
tumorais, endoteliais e musculares lisas e tem regulacdo positiva durante a angiogénese
e cicatrizagdo de feridas, tendo com principais fun¢des a adesdo celular, proliferacdo e
migracdo das células, reabsorcdo oOssea e producdo de trombina mediada pelas
plaquetas. Este anticorpo monoclonal permite a penetracdo dos agente fibrinoliticos no
coadgulo originando uma trombolise mais rapida e extensa, sendo esta propriedade muito
importante em codgulos mais velhos constituidos por plaquetas, fibrina e eritrocitos
(Charo et al., 1987; Coller et al., 1991; Rodan e Rodan, 1997; Montgomery et al., 1994;
Conforti et al., 1992; Hoshiga et al., 1995; Brooks et al., 1994; Clark et al., 1996; Liaw
et al., 1995; Reverter et al., 1996; Kwon et al., 2002; Eckert et al., 2002; Collet et al.,
2002).

Basiliximab

O basiliximab ¢ um anticorpo monoclonal quimérico do tipo IgGik, composto por
dominios varidveis do anticorpo monoclonal de ratinho original e pelas regides
constantes de imunoglobulina humana, sendo produzido pela tecnologia do DNA
recombinante. O nome comercial do basiliximab ¢ Simulect®, tendo a sua utilizagio

clinica sido aprovada pela FDA em 1998 (Atlani ef al., 2013).
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Possui a capacidade de se ligar e bloquear a cadeia a do receptor da interleucina-2 (IL-
2), também denominada de antigénio CD25 da superficie dos linfocitos T ativados.
Desta forma consegue inibir competitivamente a ligacdo de IL-2 ao antigénio CD25 e,
consequentemente, inibe a proliferacdo dos linfécitos T ativados, que iriam libertar
citoquinas. A administragdo deste anticorpo provoca também a regulacdo descendente
da expressdo do receptor IL-2 alterando a distribuicdo dos linfécitos circulantes. Este
antagonista do receptor IL-2 tem eficacia comprovada na reducdo da rejeicdo aguda
apos transplantes renais e no aumento da taxa de sobrevivéncia nos pacientes sujeitos a
esta intervengdo. Provoca uma significativa redug¢do e grau de gravidade das rejeicdes

agudas (Atlani et al., 2013).

Brentuximab vedotin

O brentuximab vedotin ¢ também conhecido por SGN-35 e foi produzido pela Seattle
Genetics com o nome comercial de Adcetris®. A sua aprovacdo por parte da FDA
ocorreu em Agosto de 2011, para ser usado no tratamento do linfoma de Hodgkin
reincidente apds o transplante autdlogo de células estaminais, ou apds a realizagdo de
dois regimes de tratamento com multiplos farmacos em pacientes com linfoma de
Hodgkin que ndo fazem transplante. O seu uso também foi aprovado para doentes com
linfoma anaplésico de células grandes sistémico (ALCL) que ndo realizaram pelo menos
um regime de quimioterapia com multiplos farmacos (U.S. Food and Drug

Administration FDA website, 2011).

O brentuximab vedotin ¢ um anticorpo monoclonal especifico para a proteina CD30 e
conjugado de forma covalente ao agente antimicrotubulo monometil auristatina E, que ¢
um inibidor potente da polimerizacdo dos microtibulos, sendo bastante eficaz no
direcionamento seletivo e na elimina¢do das células de linfoma que expressam o
antigénio CD30. Este antigénio ¢ expresso em grande quantidade na superficie das
células ALCL e em niveis varidveis em outros subtipos de linfoma ndo Hodgkin (Stein
et al., 1985; Chiarle et al., 1999). Uma forma soltvel de CD30 ¢ detetada em elevados

niveis no soro de doentes com linfoma de Hodgkin e outros tumores que expressam este
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antigénio, assim como em doengas inflamatdrias que provocam uma elevada ativagao de

linfocitos T ou B (Deng et al., 2013).

Existem dois casos confirmados e um caso suspeito de ocorréncia de leucoencefalopatia
multifocal progressiva apds a utilizagdo do brentuximab vedotin (Wagner-Johnston et
al., 2012). Esta patologia foi também verificada quando se usaram outros anticorpos
monoclonais, como o rituximab. Considera-se ainda que o recurso a terapia com
anticorpos monoclonais anti-CD30 pode provocar uma desregulacdo do sistema

imunitario (Perini e Pro, 2013).

Cetuximab

O cetuximab ¢ um anticorpo monoclonal quimérico que se liga ao receptor do fator de
crescimento epidérmico (EGFR), bloqueando a cascata de sinalizagdo e inibindo o
crescimento tumoral (Mendelsohn e Baselga, 2003). O EGFR ¢ uma glicoproteina
transmembranar, membro de uma subfamilia de quinases receptoras do tipo I da tirosina
(Gemmete e Mukherji, 2011). A via de sinalizagdo mediada pelo EGFR ¢ importante
para o desenvolvimento dos orgaos, devido ao contributo para a proliferacao celular,
diferenciagdo, apoptose e inibicdo da angiogénese em tecidos epiteliais, como a
epiderme e os foliculos pilosos (Ouwerkerk e Boers-Doets, 2010). O EGFR encontra-se
sobre-expresso em varios tumores como o carcinoma do colo-rectal, contribuindo para a
mortalidade e resisténcia aos quimioterdpicos. Neste sentido, foram desenvolvidos
inibidores do EGFR, como o anticorpo monoclonal cetuximab, para serem usados na
terapia de pacientes refratdrios ou intolerantes a quimioterapia (Capdevila et al., 2007,
Eames et al., 2010; Lacouture et al., 2010). O cetuximab foi aprovado pela FDA em
2012, sendo comercializado com o nome Erbitux®, para o tratamento de diversos tipos
de cancro, como os carcinoma colo-rectal, da cabeca e pescogo e as suas respectivas

formas metastizadas (National Cancer Institute, 2013b).

Os efeitos adversos associados ao uso do cetuximab sdo as erupgdes da pele, xerose,
fissuras e prurido e paroniquia (Leporini ef al., 2013). A toxicidade mais comum e mais

significativa ¢ a erupg¢ao papulopustular, também conhecida como erupc¢ao acneiforme,
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que se desenvolve geralmente em zonas expostas ao sol ou sensiveis a cosméticos (por
ex. a face, o couro cabeludo, o pescoco e a parte superior do térax) (Lacouture et al.,

2010; Fakih e Vincent, 2010).

Dinutuximab

O dinutuximab ¢ um anticorpo monoclonal quimérico anti-GD2, que resulta da
combinagdo de fragmentos das regides variaveis de ratinho e das regides constantes de
IgG1 humana (Gillies ef al., 1989; Handgretinger et al., 1995). Devido a sua natureza
quimérica, o dinutuximab ¢ menos imunogénico ao ser administrado a humanos,
comparativamente aos anticorpos monoclonais anti-GD2 de ratinho (Modak e Cheung,

2007).

O gangliosideo GD2 ¢ um antigénio que se expressa em elevada quantidade em tumores
e sarcomas derivados da neuroectoderme, como o neuroblastoma. O GD2 funciona
como antigénio tumoral aumentando a proliferacdo do tumor e a capacidade de invasao
das células cancerigenas nos tumores das células pequenas do pulmao. Deste modo, no
tratamento de tumores recorrendo a imunoterapia o antigénio GD2 ¢ um alvo ideal,
devido a elevada quantidade em que se encontra expresso nos tumores € porque
apresenta expressdo restrita em tecidos normais (Ahmed e Cheung, 2014). O
dinutuximab cujo nome comercial ¢ Unituxin® tem sido utilizado no tratamento de
manutengdo para criangas ¢ adolescentes que apresentam elvado risco de desenvolver

neuroblastomas (Horizon Scanning Centre, 2014).

O efeito adverso mais comum observado no tratamento com dinutuximab ¢ a dor.
Foram desenvolvidas estratégias para reduzir a dor induzida pela administracdo deste
anticorpo monoclonal, tais como a redu¢do da ativacdo do complemento (Ahmed e

Cheung, 2014).
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Infliximab

O infliximab ¢ um anticorpo monoclonal quimérico do tipo IgG1 kappa contra o factor
de necrose tumoral-a (fumor necrosis factor-a, TNF-a), usado no tratamento de doenca
de Crohn moderada a grave em pacientes que ndo responderam a terapia com
aminosalicilatos, antibidticos, corticoesteroéides ou imunomoduladores (Travis et al.,
2006; Lichtenstein et al., 2006). Este anticorpo monoclonal liga-se com elevada
afinidade ao TNF-a solivel e transmembranar e neutraliza a sua atividade. Tem também
a capacidade de induzir a lise mediada pelo complemento em células que sintetizam o
TNF-a (Sanchez-Regana et al., 2010). A comercializagdo do infliximab com o nome de
Remicade® foi aprovada pela FDA em 1998, tendo este vindo a ser usado no tratamento
de diversas doencgas autoimunes, tais como a psoriase, artrite reumatodide, colite

ulcerosa, entre outras (U.S. Food and Drug Administration, 2010a).

A monoterapia com infliximab ou a combinacdo do infliximab com azatioprina torna-se
mais efetiva do que a terapia com azatioprina em pacientes que ndo responderam ao
tratamento de primeira linha com mesalazina e/ou corticoesteroides (Sandborn et al.,

2008; Lemann et al., 2006).

O uso de infliximab ¢ de forma geral bem tolerado, embora hajam efeitos adversos
inerentes a terapia com infliximab, como hipersensibilidade aguda ou retardada as
infusdes ou o desenvolvimento de anticorpos contra o infliximab. As rea¢des agudas sdo
caraterizadas por febre, calafrios, nduseas, dispneia ou dor de cabeca (Hanauer et al.,
2002; Ricart et al., 2001; Cohen et al., 2000; Farrell et al., 2000; Hanauer, 1999; Cohen,
2001; Han e Cohen, 2004). As reacdes retardadas ocorrem entre 3-12 dias apds a
infusdo e caracterizam-se por mialgia, artralgia, prurido, edema facial ou periférico, dor
de garganta ou dor de cabega (Rutgeerts et al., 2004). Com vista a reduzir as reacdes
inumogénicas induzidas pelos anticorpos quiméricos, pode-se remover a por¢do de
ratinho que compde o anticorpo monoclonal e desta forma criar um anticorpo
monoclonal totalmente humano como o adalimumab, que foi o primeiro anticorpo
monoclonal totalmente humano a ser aprovado para o tratamento da doenca de Crohn

(Cassinotti e Travis, 2009; Cassinotti et al., 2008).
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Rituximab

O rituximab é um anticorpo monoclonal, cujo nome comercial ¢ Rituxan®, aprovado em
1997 nos EUA e em 1998 na UE, para ser utilizado em monoterapia ou juntamente com
agentes quimioterapicos no tratamento de linfomas ndo-Hodgkin (McLaughlin et al.,

1998).

E um anticorpo monoclonal quimérico do tipo IgG1 anti-CD20, que induz a morte
celular através de varios mecanismos. Entre estes estd a formagdo de complexos
antigénio-anticorpo e complexos receptor gama Fc, que se ligam a CD20 induzindo a
apoptose; o desencadeamento da via intrinseca de ativacdo das caspases apoptdticas por
meio das proteinas da familia Bcl-2; a permeabilizagdo da membrana exterior

mitocondrial (Manshouri et al., 2003; Lim et al., 2010).

Na citotoxicidade celular dependente de anticorpos (ADCC), o rituximab recruta células
efetoras pela ligacdo ao seu receptor Fc gama, impulsionando as células efetoras a
libertarem proteinas pré-formadas e proteases, resultando na morte das células alvo. Na
fagocitose celular dependente de anticorpos, o rituximab recruta mondcitos ou
macrofagos, através da ligagdo ao seu receptor Fc gama, resultando na absor¢do das
células tumorais revestidas por anticorpos. Na citotoxicidade mediada pelo
complemento (CDC), o rituximab ativa a cascata do complemento, formando
complexos de ataque a membrana induzindo a morte celular (Oflazoglu e Audoly,

2010).

Siltuximab

O siltuximab ¢ um anticorpo monoclonal quimérico anti-interleucina (IL)-6 humana,
que foi aprovado pela FDA em Abril de 2014, sendo comercializado com o nome de
Sylvant® (U.S. Food and Drug Administration, 2014a). A IL-6 humana ¢ uma
glicoproteina que foi originalmente associada a regulagdo da diferenciagdo dos
linfocitos B (Kishimoto, 2006). Os responsaveis pela sua sintese sdo os monocitos,

macrofagos, linfocitos, fibroblastos, queratindcitos, células endoteliais e algumas
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células tumorais (Lotz, 1995). O seu receptor existe sob duas formas, uma ligada a

membrana ¢ uma forma solavel (Yao et al., 2014).

A sua primeira indicac¢do foi para o tratamento da doenca de Castleman, ndo se tendo
encontrado nenhuma toxicidade relativamente a dose administrada, dai ser considerado
eficaz e seguro para o tratamento desta doenca (Yao et al, 2014). A doenga de
Castleman ¢ uma doenga linfoproliferativa rara, em que hd uma sobre-expressao de IL-
6, cujos niveis elevados foram detetados nos ganglios linfaticos dos pacientes, causando
diversas doencgas linfoproliferativas associadas a doenca de Castleman e o tratamento
com anticorpos monoclonais anti-IL-6 impede o desenvolvimento destas patologias

(Katsume et al., 2002).

A IL-6 ¢ um mediador do cancro da préstata e um marcador de mau progndstico em
pacientes com cancro de prostata avangado metastizado e os seus niveis séricos sdo
elevados (Smith et al., 2001). A IL-6 pode ativar o receptor androgeno de uma forma
independente de ligandos levando a progressao do cancro da prostata em pacientes com
cancro de prostata avancado metastizado (Hobisch ef al., 1998) e ainda proteger as
células cancerigenas da morte celular induzida por agentes quimioterapicos ativando os
genes e proteinas anti-apoptoticas (Smith et al., 2001; Sakai et al., 2011). O uso do
anticorpo monoclonal siltuximab teve efeitos inibidores no crescimento de tumores da
prostata. O tratamento com base em siltuximab pode ser melhorado através da
combinagdo com outros farmacos quimioterapicos. A sua associagdo com docetaxel
demonstrou uma inibicdo da sinalizacdo de IL-6 em doentes com cancro de prostata
avancado metastizado (Hudes et al., 2013). Por outro lado, a combinagdo com
bortezomib consegue reduzir a quimioresisténcia em casos de mieloma multiplo, através
de uma maior ativagdo das caspases 8 ¢ 9 ou da indug¢do da apoptose. A combinagdo
com bortezomib e dexametasona tem revelado um aumento da atividade contra o
mieloma multiplo em estudos pré-clinicos (Voorhees et al., 2007; Voorhees et al.,

2009).
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5.3 Anticorpos monoclonais humanizados

Trastuzumab e Ado-Trastuzumab emtansine

O trastuzumab, de nome comercial Herceptin®, ¢ um anticorpo monoclonal humanizado
cujo alvo ¢ o subdominio I'V da regido extracelular do receptor do factor de crescimento
epidérmico humano-2 (HER2). Esta indicado para o tratamento de cancro da mama com
elevada expressdo de HER2 e no tratamento de adenocarcinoma da jun¢do gastro-
esofagica ou gastrico metastizado com elevada expressio de HER2 (Herceptin

European summary of Product Characteristics, 2010).

Entre 15-20% dos tumores do cancro da mama apresentam elevada expressdao de HER2
(Witton et al., 2003). Este ¢ um membro da superfamilia dos quatro receptores do factor
de crescimento epidérmico humano, composto por receptores de tirosina quinase
envolvidos na regulagdo da proliferacdo e sobrevivéncia das células epiteliais. O HER2
¢ considerado como orfao, porque nio se lhe conhece nenhum ligando, enquanto os
outros tém ligando conhecidos e formam ou homodimeros ou heterodimeros apos a
ligagdo com o ligando. O HER2 pode formar heterodimeros com qualquer outro dos
receptores, sendo escolhido de forma preferencial para dimerizagao. Como resultado da
dimerizacdo ha autofosforilacdo dos residuos de tirosina no dominio citoplasméatico dos
receptores € ocorre a activacdo de varias vias de transdugdo de sinal intracelulares

(Browne et al., 2009; Castaneda et al., 2010).

O mecanismo de agdo que estd associado ao trastuzumab serda um ou mais dos
seguintes: interferéncia com as vias de transducdo de sinal, inibi¢cdo da clivagem do
dominio extracelular; inibicdo da reparacdo do DNA; diminui¢do da angiogénese;
inducdo da paragem do ciclo celular; ativagdo da citotoxicidade celular dependente de
anticorpos. Embora o trastuzumab tenha beneficios no tratamento do cancro da mama
em pacientes HER2+, alguns destes pacientes ndo respondem ao tratamento ou tiveram
uma recaida apds a resposta inicial ao tratamento continuando com elevada expressdo
de HER2 (Hudis, 2007; Sliwkowski et al., 1999; Spector e Blackwell, 2009). Existem
varias propostas para explicar os mecanismos de resisténcia tais como: a alteragcdo da

interagdo receptor-anticorpo; ativacdo das vias de sinalizacdo a jusante, através do
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aumento da sinaliza¢do de outros membros da familia HER ou de outros receptores;

ativagdo constitutiva de elementos a jusante (Kumler et al., 2014).

Tém sido efectuados estudos cujo principal objetivo ¢ desenvolver agentes terapéuticos
que potenciem o efeito do trastuzumab ou das células alvo que se tornaram resistentes
ao trastuzumab, no tratamento de cancro da mama em pacientes HER2+ (Kumler et al.,
2014). Uma das alternativas € o uso de conjugados anticorpo-farmaco, formados pela
ligagdo quimica de um agente citotoxico a um anticorpo monoclonal, cujo alvo ¢ uma
proteina tumoral enriquecida ou uma proteina tumoral especifica (Alley et al., 2010;
Lambert, 2005; Wu e Senter, 2005). Desta forma desenvolveu-se o trastuzumab
emtansine (T-DM1) que ¢ um conjugado anticorpo-firmaco composto pelo
trastuzumab, por um ligante tioéter irredutivel (4-[N-maleimidometil]-ciclohexano-1-
carbonilo[MCC]) e pelo agente citotoxico DMI (N -diacetil-N*-(3-mercapto-1-
oxopropil)maitansina) (Blattler e Chari, 2001; Cassady et al., 2004; Goldmacher et al.,
2002). O DM1 ¢ um derivado do potente agente tumoral maitansina que inibe a
polimerizacdo dos microtiibulos (Cabanillas et al., 1978; Chabner et al., 1978; Eagan et
al., 1978; Issell e Crooke, 1978; Remillard et al., 1975). O T-DMI1 ¢ composto pelo
trastuzumab ligado a moléculas de DM1 ligados pelo MCC principalmente pelos
residuos de lisina (Krop et al., 2010). Apds a sua ligacdo ao HER2, o complexo T-
DMI1/HER?2 ¢ internalizado por endocitose e degradado pelos lisossomas conduzindo a
libertagdo intracelular do complexo lisina-MCC-DM1 (Chari, 2008; Erickson et al.,
2006; Erickson et al., 2010).

O T-DM1 tem demonstrado ser um conjugado bem sucedido para o alvo HER2, uma
vez que consegue combinar a eficacia do trastuzumab para atingir o alvo e os efeitos
citotoxicos potentes do DM, utilizando um ligando estdvel para formar o conjugado
que permite libertar o fairmaco de forma seletiva no interior da célula tumoral alvo

(Burris et al., 2011).

Alemtuzumab

O alemtuzumab ¢ um anticorpo monoclonal humanizado do tipo IgG1 kappa especifico

para o CD52 humano, que ¢ uma glicoproteina com 12 aminodcidos ligada a camada
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externa da membrana celular através de um ancora de glicosilfosfatidilinositol (Xia et
al., 1993; Rommer et al., 2014). A por¢do C-terminal da proteina e uma por¢do da
ancora de glicosilfosfatidilinositol formam o epitopo que ¢ reconhecido pelo

alemtuzumab (Hale, 1995).

O CD52 ¢ expresso em grande quantidade na superficie dos linfocitos T ¢ B mas em
menor quantidade em células NK, mondcitos, macréfagos, neutrdfilos, células
plasmaticas e células estaminais da medula 6ssea (Rao et al., 2012; Hale et al., 1990).
Embora a sua funcio biologica permaneca incerta, existem sugestdes de que tenha um
papel na interagdo entre células, na migracdo das células T e na co-estimulacdo

(Masuyama et al., 1999; Rowan et al., 1995; Watanabe et al., 20006).

O uso de alemtuzumab na terapéutica provoca uma deplecdo dos linfocitos através de
mecanismos como a citdlise celular mediada pelo complemento e a inducao da apoptose
(Boyd et al., 1995; Hu et al., 2009; Nguyen et al., 2012; Stanglmaier et al., 2004; Zent
et al., 2008). Originalmente foi desenvolvido com um anticorpo monoclonal de ratinho
para reduzir a quantidade de células T em circulacdo e desta forma reduzir a rejei¢ao de
um enxerto num hospedeiro em transplantes de medula 6ssea (Hale ef al., 1983). Esta
investigacao ficou a cargo do Departamento de Patologia da Universidade de
Cambridge. Para reduzir as reagdes alérgicas e melhorar a tolerancia reduziu-se a
quantidade de material de ratinho e desenvolveu-se o alemtuzumab (Riechmann ef al.,
1988). Este anticorpo monoclonal foi aprovado em 2001, com o nome comercial
Campath-1H®, pela FDA e pela Agéncia Europeia do Medicamento (European
Medicines Agency, EMA) para o uso no tratamento da leucemia linfocitica crénica das
células B. Desde entdo estas entidades ja aprovaram a comercializagdo deste anticorpo
monoclonal com diferentes designagdes comerciais (US Food and Drug Admnistration,

2001; European Medicines Agency, 2011).

Os efeitos secundarios associados a administracdo de alemtuzumab sdo comuns (Coles
et al., 2012). Durante a primeira administragcdo pode verificar-se episddios de urticéria,
febre e durante varias horas podem sentir-se sintomas neurologicos (Coles et al., 1999).
Recomenda-se a administragdo concomitante de glucocorticdides, anti-histaminicos e

antibioticos (Rommer et al., 2014). O efeito adverso mais importante ¢ a auto-
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imunidade humoral secunddria, que resulta na reconstituicdo de células B antes das
células T reguladores e pode ocorrer até 5 anos apos a terapia (Hale et al., 1983).
Também sdo comuns doengas auto-imunes associadas a tiroide e no segundo ano apds
o tratamento podem ocorrer doencas auto-imunes dermatoldgicas, renais e

hematologicas (Cossburn et al., 2011; Weetman, 2009).

Bevacizumab

A via do factor de crescimento endotelial vascular (vascular endothelial growth factor,
VEGF) ¢ considerada como reguladora no processo de angiogénese, por isso o
desenvolvimento de agentes direcionados para o VEGF tem estado bastante em foco

(Ferrara et al., 2004).

O anticorpo monoclonal bevacizumab, ¢ uma imunoglobulina IgGl que tem a
capacidade de neutralizar o VEGF e desta forma inibir a angiogénese, limitando o
crescimento do tumor (Folkman, 1971; Ferrara et al., 2004). Foi o primeiro anticorpo
monoclonal humanizado, anti-angiogénico com o nome comercial Avastin® a receber
aprovacao de comercializacdo pela FDA em 2004, para o tratamento do cancro colo-
rectal metastizado e posteriormente para o tratamento do glioblastoma em 2009
(Hurwitz et al., 2004; Cohen et al., 2009; Fan et al., 2013). A sua capacidade de ligacdo
a VEGF previne a ligagdo ao receptor que ativa a sinaliza¢do da via que conduz a

angiogénese e ao crescimento tumoral (Bouche et al., 2010).

A aceitacdo por parte dos pacientes do bevacizumab na terapia ¢ altamente variavel
devido aos seus efeitos secunddrios (por ex. distirbios vasculares como hemorragias,
flebites ou embolias) (Lu et al., 2008; Ternant ef al., 2010; Ranpura et al., 2011). O uso
deste anticorpo monoclonal em combinacao com quimioterapia deve ter em conta a
inclusdo de pacientes com risco aumentado de desenvolverem eventos tromboembolicos
arteriais, mas este facto ndo afecta o seu amplo uso como tratamento de primeira linha
em doentes com cancro colo-rectal (NCCN, 2009). A monoterapia com bevacizumab

nao se revela eficaz (Giantonio ef al., 2007).
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Certolizumab pegol

O certolizumab pegol ¢ um fragmento recombinante e peguilado (i.e. com uma
molécula de polietilenoglicol - PEG covalentemente ligada) de ligacdo ao antigénio de
um anticorpo monoclonal humanizado especifico para o TNF- a e com capacidade de o
neutralizar (Deeks, 2013). O TNF-a estd presente em elevados niveis na artrite
reumatoide e tem um papel fundamental no desenvolvimento da doenga, através da
inducdo das citoquinas, expressdo das quimiocinas, promo¢ao da angiogénese, protecao
de fibroblastos sinoviais e inducdo da dor (Scott e Kingsley, 2006; Mclnnes e Schett,
2011).

O certolizumab ¢ um fragmento Fab peguilado de um anticorpo monoclonal
humanizado anti-TNF-a, que se liga seletivamente ao TNF-a evitando a interacdo desta
citoquina com os seus receptores na superficie celular (UCB Pharma S.A., 2012; FDA
Center fo Drug Evaluation and Research, 2008; Barnes e Moots, 2007). Tem a
capacidade de neutralizar o TNF- o mas ndo o TNF-  (UCB Pharma S.A., 2012).

Em relagdo a outros agentes anti-TNF, o certolizumab pegol ndo contém o fragmento
cristalizavel (Fc) da imunoglobulina, por isso ndo apresenta toxicidade dependente do
complemento ou citotoxicidade celular dependente de anticorpos in vitro, nao induz a
apoptose de mondcitos humanos ativados ou de linfocitos do sangue periférico e nao
provoca desgranulacdo ou perda da integridade da membrana celular em células

polimorfonucleares (Nesbitt et al., 2007).

A fungdo do PEG ¢ a inibi¢do da desgranulacdo dos mastocitos, verificada in vitro
(Lamour, 2009), explicando a baixa incidéncia da dor no local da inje¢do em pacientes
com artrite reumatoide, porque essa dor serda causada pela libertacio de mediadores

inflamatorios aquando da desgranulaciao dos mastocitos (Deeks, 2013).

A administracdo do certolizumab pegol ¢ feita via subcutanea, o seu nome comercial ¢
Cimzia® e a sua indicagdo terapéutica é para o tratamento da artrite reumatoide e da

doenga de Crohn (UCB Pharma S.A., 2012).
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Daclizumab

O daclizumab ¢ um anticorpo monoclonal humanizado do subtipo IgG1, que se liga ao
epitopo Tac no receptor da interleucina-2 da cadeia-a (CD25), bloqueando de forma
efetiva a afinidade para este receptor. Devido a sua alta afinidade, a sinalizagdo do
receptor promove a expansdo das células T ativadas in vitro, por isso o daclizumab

consiste numa terapia de inibi¢ao seletiva de ativagdo das células T.

Com base no seu mecanismo de acdo, o uso de daclizumab estd indicado para o
tratamento de doengas auto-imunes mediadas por células T. Este anticorpo monoclonal,
. . , ® . , . , .
cujo nome comercial ¢ Zenapax , foi testado no tratamento da uveite inflamatoria e

esclerose multipla (Bielekova, 2013).

Os efeitos adversos mais comuns decorrentes do uso de daclizumab sdo erupcdes
cutaneas, linfadenopatia ndo patoldgica, alteragdes dos niveis hepaticos e infecdes
urindrias e do trato respiratorio superior (Bielekova et al., 2004; Bielekova et al., 2009;

Bielekova et al., 2011; Wynn et al., 2010) (Gold et al., 2012).

Eculizumab

O eculizumab ¢ um anticorpo monoclonal recombinante humanizado, um hibrido de
IgG2 e IgG4, cujo alvo é o componente C5 do sistema complemento humano. Este
farmaco foi desenvolvido para diminuir a imunogenicidade e outras a¢des mediadas
pela por¢do Fc, tais como o recrutamento de células inflamatérias e a ativagdo do

complemento (Zuber et al., 2012).

O uso de eculizumab na terapia ¢ associado a hemoglobintiria paroxistica noturna, com
apenas um efeito adverso associado, a infecdo meningococica (Hillmen et al., 2006;
Kelly et al., 2011; Rother et al., 2007). A FDA e a EMA indicaram também o uso

A gt . . ) . .
terapéutico do eculizumab (com o nome comercial Solaris") em pacientes pediatricos e
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adultos para o tratamento do sindrome hemolitico urémico atipico (U. S. Food and Drug

Administration, 2011; European Medicines Agency, 2012a).

Efalizumab

O efalizumab ¢ um anticorpo monoclonal humanizado recombinante anti-CD11a. Tem a
capacidade de se ligar a CD11a, que ¢ uma a-subunidade do antigénio 1 associado a
funcdo dos leucocitos (LFA-1) na superficie dos linfocitos T e que ¢ composta por duas
subunidades, a CDI11la e CDI8 (Nicolls e Gill, 2006). Desta forma, o efalizumab
previne a ligacdo de LFA-1 a molécula de adesdo intercelular-1 (ICAM-1) nas células
apresentadoras de antigénios, células endoteliais e nos queratindcitos (Sanchez-Regana
et al., 2010). Ao impedir a ligagdo previne a diapedese linfocitaria e interrompe eventos

de adesdo necessarios para a fungao dos linfécitos T (Turgeon et al., 2010).

O efalizumab ¢ comercializado com o nome Raptiva®, sendo administrado via
subcutanea e usado para o tratamento da psoriase, embora ndo se deva administrar em
psoriase pustulosa, eritrodérmica ou gutata (Sanchez-Regana et al., 2010; Leonardi et

al., 2008).

A EMA, suspendeu a autorizacdo de comercializagdo em Fevereiro de 2009 devido ao
relato de 3 casos confirmados e um suspeito de desenvolvimento de leucoencefalopatia

multifocal progressiva (Sanchez-Regana et al., 2010).

Gemtuzumab ozogamicin

O gemtuzumab ozogamicin ¢ um anticorpo monoclonal humanizado, conjugado com
um derivado do antibidtico anti-tumoral caliqueamicina, cujo alvo ¢ o antigénio de
superficie CD33 das células leucémicas (Hamann et al., 2002). O complexo anticorpo-
antigénio que se forma ¢ internalizado nas células alvo e a caliqueamicina ¢ libertada no

interior da célula por um processo de hidrolise (Appelbaum et al., 1992; van der Jagt et
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al., 1992; van Der Velden et al., 2001). A libertagdo intracelular da caliqueamicina
induz a quebra das cadeias duplas de DNA, interrup¢do do ciclo celular e apoptose

(Harrison et al., 1991).

O uso terapéutico do anticorpo monoclonal ¢ associado ao tratamento da leucemia
mieloide aguda e da leucemia promielocitica aguda, devido ao facto de a maioria dos
pacientes apresentarem blastdcitos mieloides, que expressam o antigénio de superficie
CD33. Este antigénio ¢ também expresso nos monocitos humanos normais e nos
mieloblastos, em 25% das leucemias linfoblasticas agudas, mas ndo ¢ expresso nas
células estaminais hematopoiéticas normais e nos tecidos nao hematopoiéticos (Roselli
et al., 1991; Wagner et al., 2002; Wiseman et al., 2002; Witzig et al., 1999; Witzig et
al., 2002).

A FDA aprovou o seu uso terapéutico (com o nome comercial Mylotarg™) em 2000 para
pacientes CD33+, no primeiro episdédio e com idade de 60 anos ou mais que ndo sejam

pacientes para tratamento com quimioterapia citotoxica (Bross et al., 2001).

Lambrolizumab

Este anticorpo monoclonal humanizado ¢ do tipo 1gG4 kappa, altamente seletivo para o
receptor 1 de morte celular programada (PD-1) e bloqueia a sinaliza¢do do regulador
imunoldgico negativo do receptor PD-1 expresso nas células T. O PD-1 é um receptor
inibitorio que ¢ expresso preferencialmente apos longas exposicdes a antigénios. O seu
ligante primario, o PD-L1 ou CD274, é normalmente expresso no interior do tumor,
como por exemplo, em células cancerigenas e em macrofagos infiltrantes tumorais
(Hamid et al., 2013). O ligante secundario, o PD-L2 ou CD273, ¢ expresso por células
apresentadoras de antigénios (Pardoll, 2012). Nos tumores o PD-1 regula negativamente
a fase efectora da resposta das células T apos a ligacdo do PD-L1 no tumor (Blank et

al., 2004).

As sequencias das regides varidveis de um anticorpo anti-PD-1 humano de ratinho

foram recombinadas com a IgG4. A IgG4 ndo engloba receptores Fc e ndo ativa o
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sistema do complemento, evitando os efeitos citotoxicos do anticorpo ao ligar-se as

células T.

O lambrolizumab (com o nome comercial Keytruda®™) foi testado para o tratamento de
melanomas, resultando na regressdo do tumor. Os efeitos adversos mais comuns
registados foram fadiga, rash, prurido e diarreia, embora fossem de baixo grau (Hamid

etal.,2013).

Natalizumab

O natalizumab ¢ um anticorpo monoclonal humanizado do tipo IgG4, cujo alvo ¢ a
cadeia a4 da integrina a4P1 e outras moléculas de adesdo que contém a integrina o4. O
heterodimero integrina a4B1 ¢ conhecido como o antigénio-4 de ativagdo muito tardia
(VLA-4). O VLA-4 ¢ expresso a superficie dos leucocitos, e apds a ligacdo do
natalizumab, o antigénio ndo se consegue ligar a molécula de adesdo celular vascular-1
(VCAM-1) e a outros ligandos, como a fibronectina (Rommer et al., 2014). A
consequéncia que advém deste impedimento ¢ a falta da capacidade dos leucocitos de
aderir ao revestimento interno das paredes vasculares cerebrais e ndo conseguirem
migrar através da barreira hemato-encefélica para o sistema nervoso central (Engelhardt

e Kappos, 2008).

Este anticorpo monoclonal foi o primeiro a receber aprovagdo para o tratamento da
esclerose multipla. A FDA concedeu a autorizagdo de comercializagdo em 2004 (com o
nome comercial Tysabri®) (Polman et al., 2006; Rudick et al., 2006). No entanto, a
ocorréncia de trés casos de leucoencefalopatia multifocal progressiva em pacientes com
esclerose multipla e doenca de Crohn levou a sua retirada voluntaria do mercado. Apds
novo periodo de avalia¢ao foi reintroduzido no mercado em 2006, ano em que recebeu

aprovacao pela EMA (Rommer ef al., 2014).

Entre os efeitos adversos relatados estdo: dor de cabeca, fadiga, artralgia, infecdes do
trato urindrio e respiratorio, diarreia, erupgdes cutineas, vaginite e dor abdominal. Deve

testar-se as enzimas hepaticas devido a possibilidade de hepatotoxicidade. Antes de
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iniciar o tratamento deve excluir-se a infecdo por HIV ou infe¢des por herpes virus ou
outras agudas e crénicas ativas. E contra-indicado em casos de toma concomitante de
imunossupressores. Nao existem ainda estudos bem controlados para a administragao a
gravidas, pelo que apenas se deve administrar se o beneficio o justificar. Quando se
realiza a terapia com natalizumab os pacientes devem ser sempre informados sobre o
risco de desenvolvimento de leucoencefalopatia multifocal progressiva (US Food and

Drug Administration, 2013a).

Obinutuzumab

O obinutuzumab, também conhecido por GAGI101, ¢ um anticorpo monoclonal
totalmente humano do tipo II. E um derivado de IgG1 que resulta da humanizacio do
anticorpo parental de ratinho B-Lyl seguida da glicosilacdo da regido Fc (Friess ef al.,
2007; Heinrich et al., 2010; Herting et al., 2010; Umana et al., 2010). Este anticorpo
monoclonal tem como alvo o antigénio CD20, ligando-se de forma diferente do
rituximab, tendo um efeito mais potente através da morte direta das células B e da
mediacdo do efeito de ADCC nas células NK. Este anticorpo apresenta também
atividade em linhas celulares resistentes ao rituximab (Dalle et al., 2010; Ysebaert et al.,

2010).

O obinutuzumab tem a capacidade de permanecer ligado mais tempo a superficie dos
linfocitos B, comparativamente com os anticorpos de tipo I, aumentado a capacidade de
acesso a regido Fc por parte das células imunes efectoras no local ativo de ligagdo,
aumentando a ADCC (Mossner et al., 2010). Os anticorpos de tipo II apresentam menor
ligagdo de Clq do complemento e diminui¢do da CDC em relagdo aos anticorpos de
tipo I, mas estes factores sdo favoraveis, porque a ligagdo de Clq a regido Fc dos
anticorpos tipo I interfere com a ligacdo ao receptor FcyR, diminuindo a ADCC (Wang
et al., 2008). Um factor associado ao aumento da ADCC por parte do obinutuzumab ¢ a
elevada afinidade de ligacdao do anticorpo aos receptores FcyRIlla devido a glicosilagdo

da regido Fc (Mossner et al., 2010).
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Os estudos realizados com o obinutuzumab provaram que se trata de terapia com
elevado potencial para o tratamento de doencgas ao nivel dos linfocitos B, doencas auto-
imunes como a artrite reumatoide, o lupus eritematoso ou purpura trombocitica imune
(Mossner et al., 2010). A sua comercializagdo foi aprovada pela FDA, em 2013, com o

nome comercial de Gazyva® (U.S. Food and Drug Administration, 2013).
y g

Omalizumab

O omalizumab ¢ um anticorpo monoclonal humanizado anti-IgE, que se liga a IgE
circulante livre e previne as interagdes entre a IgE e a os receptores para IgE de alta e
baixa afinidade existentes nas células inflamatorias (Korn et al., 2009). Este anticorpo
também sub-regula a expressdo dos receptores para IgE de alta afinidade nos basoéfilos,
mastocitos e nas células dendriticas. A IgE ¢ um importante mediador nas reagdes
alérgicas, devido ao facto de ser responsavel pela indu¢do e manutenc¢do da inflamacao

das vias aéreas e sintomas associados, na maioria dos doentes asmaticos.

O omalizumab foi o primeiro agente bioldgico aprovado pela FDA (com o nome
comercial Xolair®) para o tratamento da asma, em 2013. Tem eficacia demonstrada no
tratamento de asma dependente de inalagdo de corticosteroides, reduzindo drasticamente
o numero de exacerbagdes. Foi também realizado um estudo para determinar a relagao
custo-efetividade da adicdo do omalizumab a terapia padrdo com corticosteroides ou [3-
agonistas de longa duragdo, que revelou ser rentavel em pacientes com asma alérgica
grave persistente (Cook e Bochner, 2010) (Brown et al., 2007) (U.S. Food and Drug
Administration, 2014b).

Palivizumab

O palivizumab ¢ um anticorpo monoclonal humanizado do tipo IgGl cujo alvo ¢ a
proteina F do envelope viral. Este anticorpo monoclonal foi aprovado pela FDA

(comercializado com o nome Synagis”), em 1998, para a prevencio de infe¢des do trato
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respiratorio inferior severas causadas pelo virus sincicial respiratorio (RSV), em
pacientes pediatricos de elevado risco (Sandritter, 1999) (U.S. Food and Drug
Administration, 2010b).

O RSV ¢ membro das Mononegavirales da familias Paramyxoviridae e da sub-familia
Pneumovirinae (Rodriguez e Ramilo, 2014). O RSV ¢ o mais importante patogéno
respiratorio em bebés e criangas (Sandritter e Kraus, 1997). Existem duas estirpes do
virus em circulagdo, A ¢ B, ¢ o dominio de uma sobre a outra determina a severidade
dos surtos anuais. As duas proteinas do envelope, G e F, sdo auxiliares na fixacdo e
fusdo do virus a célula hospedeira, respectivamente (Sandritter e Kraus, 1997). A
diversidade antigénica entre as estirpes A e B ¢ conferida pelas diferencas na proteina
G, enquanto a proteina F se mantém semelhante em ambas as estirpes (Beeler e van
Wyke Coelingh, 1989). A proteina F medeia a fusdo, permitindo a entrada do virus no
citoplasma da célula e permitindo a formagdo de sincicios (Collins e Graham,
2008).Apds a fusdo celular ocorre a replicagdo e surgem os sintomas da infecdo pelo

RSV.

Os efeitos adversos mais comuns, decorrentes da utilizagdo do palivizumab, sdo a febre
e reacdes menores no local da injecdo (Sandritter, 1999). Devido a sua elevada
seguran¢a, o palivizumab continua a ser o Unico agente usado na prevencdo da
hospitalizagdo devido a infecdo com RSV em criancas de alto risco (Rodriguez e

Ramilo, 2014).

Pertuzumab

O pertuzumab ¢ um anticorpo monoclonal totalmente humano, que se liga ao dominio II
do receptor-2 do factor de crescimento epidérmico humano (HER?2), inibindo de forma
eficiente a dimerizag¢do induzida pelo ligando HER2/HER3 (Cho ef al., 2003; Fendly et
al., 1990). Tem um papel fundamental na inibi¢do da interacdo entre HER2/HER3, que
iria ativar a via de sinalizagdo PI3k/Akt e, consequentemente, induzir a proliferagdo e
sobrevivéncia de células tumorais. Um dos seus principais mecanismos de agdo ¢ a

ADCC (Adams et al., 2006; Franklin et al., 2004).
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O pertuzumab (com o nome comercial Perjeta™) foi aprovado pela FDA em 2012 ¢ pela
EMA em 2013, para o tratamento do cancro da mama metastizado HER2-positivo, em
combinagcdo com trastuzumab e docetaxel, em pacientes que ndo tenham recebido
tratamento prévio com agentes terapéuticos anti-HER2 ou quimioterapia para cancro
metastizado. A combinagdo do pertuzumab com o trastuzumab resulta numa eficacia
superior, devido a complementaridade nos mecanismos de acdo de ambos que resulta no

bloqueio maximo da via oncogénica do HER2 (Smith et al., 2012).

O tratamento com pertuzumab ¢ geralmente bem tolerado, com baixa incidéncia de
disfuncdo sistolica ventricular esquerda, que era associada ao tratamento com
trastuzumab, sendo a maioria dos eventos ocorridos assintomaticos (Baselga et al.,
2012; Perez, 2008). Ha algumas toxicidades gastrointestinais e fadiga associadas a
monoterapia com pertuzumab. Em combinacdo com a quimioterapia pode observar-se
diarreia ou erup¢do cutdnea. Em combina¢do com o trastuzumab podem registar-se

episodios de diarreia, fadiga e rash (Baselga et al., 2010).

Ranibizumab

O ranibizumab ¢é um anticorpo monoclonal humanizado que neutraliza as formas ativas
do factor de crescimento endotelial vascular-A (VEGF-A). Este anticorpo monoclonal
foi aprovado (com o nome comercial Lucentis”) para o tratamento de todos os subtipos
angiograficos de degeneracdo macular neovascular subfoveal relacionada com a idade

(Rosenfeld et al., 2006).

A degeneracdo macular relacionada com a idade ¢ a principal causa de cegueira
irreversivel em pacientes com mais de 50 anos de idade (Bressler, 2004; Friedman et
al., 2004; Resnikoff et al., 2004). Esta patologia causa perda de visdao grave e ¢
caracterizada pelo crescimento anormal de novos vasos sanguineos por baixo ou dentro
da madcula, a parte central da retina e responsavel pela visdo de alta resolugdo
(Rosenfeld et al., 2006). A neovascularizagao patoldgica ¢ estimulada pelas mudangas
inerentes a idade, mas ¢ o VEGF-A, uma citoquina difusivel, que promove a

angiogénese e permeabilidade vascular, sendo considerado o factor mais importante de
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promogdo da neovascularizagdo (Lopez et al., 1996; Frank et al., 1996; Kvanta et al.,

1996; Kliffen et al., 1997; Otani et al., 2002; Rakic et al., 2003).

Os efeitos adversos oculares graves associados ao uso de ranibizumab sdo atribuidos ao
modo de administragdo e ao proprio anticorpo. A endoftalmite ¢ atribuida a injecao do
ranibizumab e a uveite grave ao anticorpo. Os efeitos adversos ndo oculares sdo eventos
associados comummente a populacdo idosa, registando-se algumas hemorragias nao

oculares (Brown et al., 2006).

Tocilizumab

O tocilizumab ¢ um anticorpo monoclonal humanizado do tipo IgG1 kappa, cujo alvo ¢é
o receptor IL-6. Foi aprovado em 2010 pela FDA (com o nome comercial Actemra®)
para o tratamento de segunda linha da artrite reumatoide, para o tratamento da artrite
idiopatica juvenil sistémica ativa e para a artrite idiopatica juvenil poli-articular em
criancas (US Food and Drug Administration, 2013b). A EMA aprovou o uso do
tocilizumab em combinagdo com metotrexato, para o tratamento de artrite reumatoide
moderada a grave em pacientes adultos, que ndo responderam favoravelmente ou que
sdo intolerantes a terapia com um ou mais farmacos modificadores do curso da doenca
artrite reumatoide ou antagonistas do TNF. O tocilizumab também pode ser
administrado em monoterapia, nos casos de intolerancia ao metotrexato ou quando a sua

inclusdo no tratamento ¢ inapropriada (European Medicines Agency, 2008).

A IL-6 ¢ uma citoquina pré-inflamatoria pleiotropica produzida pelas células endoteliais
sinoviais, sendo produzida em areas em que existe inflamag¢do. Os seus produtores sdo
as células T, células B, linfécitos, monodcitos e fibroblastos. Esta interleucina esta
relacionada com a ativagdo das células T e com a secrecdo de imunoglobulina, estando
envolvida na sintese de proteinas hepaticas de fase aguda e na estimulagdo da
proliferacao e diferencia¢do das células percursoras hematopoiéticas. A transducdo de
sinal de IL-6 ¢ mediada pelos receptores IL-6 soluveis e ligados a membrana. O
tocilizumab liga-se a ambos os receptores e inibe a sinaliza¢do pré-inflamatoria por esta

via (Genentech, 2010; Hirano et al., 1990).
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Os efeitos adversos mais associados a terapia com tocilizumab sdo infe¢des ao nivel da
pele e dos pulmdes. Em ensaios clinicos de fase III também se registou um aumento dos
niveis de transaminases hepaticas. Devido aos efeitos a nivel cardiaco, como o aumento
do risco de doenca cardiovascular associados a artrite reumatoide, é necessario fazer
uma monitoriza¢do dos doentes tratados com tocilizumab. Este anticorpo tem um bom
perfil de seguranca, sem aumento de efeitos adversos graves ou relacionados com a

exposicao prolongada ao tocilizumab (Schiff ez al., 2011).

Vedolizumab

Este anticorpo monoclonal estd a ser desenvolvido pela Millenium Pharmaceuticals e
tem o nome comercial de Entyvio®. E um anticorpo do tipo IgG1 kappa cujo alvo da
acdo ¢ o heterodimero integrina oa4fB7 (Soler et al., 2009). Durante a passagem dos
leucocitos para os tecidos, este heterodimero da superficie das células T liga-se ao
MAdCAM-1, que se expressa na superficie do endotélio das vénulas do tracto
gastrintestinal e no tecido linféide associado (Briskin et al., 1997). Ao bloquear a
interagdo da integrina 047 com o MAdCAM-1, o vedolizumab previne que os
leucocitos se liguem a superficie endotelial que resulta no extravasamento para o tecido
afetado. O vedolizumab apenas se liga a cadeia f7 quando estd sob a forma de
heterodimero com a cadeia a4 (Yu et al., 2012), resultando numa inibi¢ao seletiva do

complexo 047/ MAACAM-1 (Soler et al., 2009).

A integrina a4f7 ¢ importante na patogénese das doencas colite ulcerosa e doenca de
Crohn. Quando se encontra ativado, este tipo de células adere a superficie endotelial no
tracto gastrintestinal e nos tecidos linféides associados. Apos a ativagdo as células T que
expressam a integrina a4p7 ligam-se ao MAdCAM-1 (Agace, 2006). Com base na
observagdo da especificidade deste anticorpo monoclonal pode-se evitar ou atenuar de
forma significativa o extravasamento dos leucocitos para os tecidos afetados e diminuir

a gravidade da colite ulcerosa ou da doenga de Crohn (McLean et al., 2012).

De acordo com os ensaios clinicos de fase II, o uso do vedolizumab a curto prazo

demonstrou ser seguro, sendo a taxa de efeitos adversos em individuos que receberam o
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anticorpo monoclonal inferior aos que receberam o placebo (Feagan et al., 2008). Os
estudos de fase III suportam o uso do vedolizumab em pacientes com colite ulcerosa e

doenga de Crohn moderada a grave (Reichert, 2011).

Apo6s se concluirem os estudos de fase III, a empresa Millenuim Pharmaceuticals
pretende obter a autorizagdo de comercializa¢do do vedolizumab por parte da FDA e da
EMA, para o tratamento da colite ulcerosa e da doenca de Crohn moderada a grave, em

pacientes que ndo tenham respondido favoravelmente a uma ou mais terapias (McLean

etal.,2012).

5.4 Anticorpos monoclonais totalmente humanos

Adalimumab

O adalimumab primeiro anticorpo monoclonal aprovado pela FDA em 2002 (com o
nome comercial Humira®™). Trata-se de um anticorpo monoclonal totalmente humano,
especifico para o TNF. Foi desenvolvido com a tecnologia de phage display, pela
companhia Cambridge Antibody Technology. Foi inicialmente aprovado para o
tratamento em adultos de artrite reumatoide ativa moderada a grave e posteriormente
para artrite psoridtica, espondilite anquilosante, doenga de Crohn, atrite idiopatica

juvenil e psoriase cronica em placas (Nelson et al., 2010).

As doencas inflamatérias cronicas sdo muitas das vezes mediadas pela existéncia de
uma supra-regulacdo de uma citocina pro-inflamatéria, o TNF-a (Suryaprasad e
Prindiville, 2003). A terapia com anti-TNF-a revelou-se eficaz na diminuicdo da
atividade da doenga e no melhoramento da qualidade de vida dos doentes. Quando a sua
administracdo ¢ feita numa fase mais precoce pode mesmo provocar alteracdes na

progressdo da doencga (Tracey et al., 2008; Magro e Portela, 2010).

A terapia com anti-TNF suprime o sistema imunologico e, deste modo, surgem por
vezes efeitos adversos, como as infecdes graves. Devido ao papel do TNF no

crescimento dos tumores, tem sido avaliado o risco associado aos tumores malignos
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quando se faz terapia com anti-TNF (Tracey et al., 2008; Hochberg et al., 2005;
Keystone, 2011).

Belimumab

O belimumab ¢ um anticorpo monoclonal totalmente humano do tipo IgG1 produzido
pela Human Genome Sciences em colaboragdo com a Cambridge Antibody Technology
(com o nome comercial Benlysta®). Este anticorpo liga-se ao factor de ativagio de
células B (BAFF), pertencente a familia do TNF e também conhecido como estimulador
dos linfocitos B (BLyS), inibindo a sua atividade bioldgica (Petri et al., 2008; Baker et
al., 2003). O BAFF ¢ responsavel pela formacao de uma resposta imune e ¢ um factor
importante na regulagdo das células B. O aumento dos seus niveis contribui para o
desenvolvimento do lupus eritematoso sistémico em humanos (Zouali e Uy, 2013).
Nesta e em outras doencas auto-imunes, a expressdo do BAFF estd desregulada

(Cheema et al., 2001; Mariette et al., 2003; Zhang et al., 2001).

O belimumab foi o primeiro produto imunomodulador biologico estudado com sucesso
para o tratamento do lipus eritematoso sistémico. Este anticorpo tem a capacidade para
reduzir a atividade da doenga, diminuir a necessidade do uso de esterdides ¢ melhorar a

qualidade de vida dos doentes (Zouali e Uy, 2013).

Canakinumab

O canakinumab ¢ um anticorpo monoclonal IgG1 especifico para a interleucina-1p. Foi
aprovado pela FDA e pela EMA (comercializado com o nome Ilaris®), em 2009, para o
tratamento de sindromes periddicas associadas a criopirina (CAPS), incluindo distirbios
genéticos febris raros como a sindrome Muckle-Weels (Nelson et al., 2010). A CAPS
estd associada a mutagdes no complexo proteico NLRP3, o gene que codifica a
criopirina, que ¢ um componente da IL-1 e que regula a producdo de IL-1p (Church et

al., 2008; Dinarello, 2005; Maksimovic et al., 2008).
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O canakinumab liga-se a IL-1p solivel e neutraliza a fungdo bioldgica da citoquina pelo
bloqueio da interagdo com o receptor de IL-1. Em pacientes com CAPS a produ¢do de
IL-1B estd elevada cinco vezes mais que em individuos sauddveis, provocando o
aumento dos marcadores inflamatdrios proteina C reativa e proteina sérica amiloide A.
A inibi¢do da IL-1p interrompe o seu mecanismo de feedback positivo normalizando a
sua producdo e, como resultado, os valores dos marcadores inflamatérios sdo
normalizados (Lachmann et al., 2009). O canakinumab bloqueia seletivamente a IL-18
mas nao tem reatividade cruzada com outros membros da familia da interleucina-1,

como a IL-1a ¢ IL-Ra (Alten et al., 2008).

O tratamento com canakinumab ¢ normalmente bem tolerado e tem uma baixa
incidéncia de efeitos adversos. Os pacientes que recebem o tratamento com este
anticorpo devem ser monitorizados para infe¢des como a tuberculose e, se possivel,

vacinados previamente (Kuemmerle-Deschner e Haug, 2013).

Denosumab

O denosumab ¢ um anticorpo monoclonal especifico para o receptor ativador do factor
nuclear kB (RANKL), que foi aprovado pela FDA em 2010, com o nome comercial
Prolia®, para o tratamento da osteoporose pos-menopausa (PMO) das mulheres. Foram
também realizados ensaios para avaliar o seu uso na prevencdo da PMO e para o
tratamento e prevencdo da perda de massa dssea em pacientes que efetuaram terapia de

supressao hormonal no cancro da mama ou da prostata (Shoenfeld et al., 1982).

Na Europa foi aprovado o seu uso no tratamento da PMO e na perda de massa dssea, em
pacientes que realizam terapia de supressdo hormonal em cancro da mama ou da

prostata. (Nelson et al., 2010).

Em relagdo a seguranca do uso de denosumab, este ¢ geralmente seguro e bem tolerado.
Os efeitos adversos mais frequentementes sdo infe¢des no trato urindrio, no trato

respiratdrio superior e dor cidtica (Bachmann et al., 1999).
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Golimumab

O golimumab ¢ um anticorpo monoclonal IgG1 especifico para o TNF, aprovado pela
FDA e pela EMA em 2009, como o nome comercial Simponi®, para o tratamento da

artrite reumatoide, atrite psoriatica e espondilite anquilosante.

Embora o adalimumab e golimumab sejam anticorpos monoclonais humanos
especificos para o TNF, a administracdo de golimumab requer apenas uma dose
subcutanea uma vez por més, enquanto que o adalimumab tem de ser administrado

todas as semanas (Mazumdar e Greenwald, 2009).

Ipilimumab

O ipilimumab ¢ um anticorpo monoclonal totalmente humano do tipo IgGl, que
provoca um bloqueio especifico dos ligandos CD80 e CD86 nas células apresentadoras
de antigénio, ao ligarem-se ao receptor do antigénio-4 dos linfocitos T citotdxicos
(CTLA-4) nas células T ativadas, evitando a diminuicdo da regulagdo da atividade
antitumoral das células T (Melero et al., 2007; Fong e Small, 2008; Hoos et al., 2010).
Para ativar as células T s@o necessarios dois sinais, o reconhecimento dos antigénios
tumorais nas células apresentadoras de antigénios pelos receptores das células T e a
ligacao de CD80 e CD86 pelos receptores CD28 nas células T. O receptor CTLA-4 tem
maior afinidade para CD80 e CD86 que o CD28 e um mecanismo natural que regula as
células T ativadas pela separagdo do segundo sinal referido anteriormente através da
expressdo do CTLA-4. Deste modo, o ipilimumab mantém a proliferacdo e os efeitos

anti-tumorais das células T através do bloqueio da ligacdo de CD80 e CD86 a CTLA-4.

O uso de ipilimumab promove a melhoria da sobrevivéncia em casos de melanoma
avangado, tendo sido aprovado pela FDA e pela EMA em 2011 (com o nome comercial
Yervoy®) para tratamento deste tipo de cancro (Feng et al., 2014). Os efeitos adversos
mais comuns estdo relacionados com a resposta imune devido ao seu mecanismo de

acao que interfere com a imunidade (Hodi et al., 2010; Robert et al., 2011).
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Nivolumab

O nivolumab ¢ um anticorpo monoclonal cujo alvo ¢ o receptor de morte programada-1
(PD-1), do tipo IgG4 totalmente humano. Tem a capacidade de bloquear este receptor
obtendo-se respostas favordveis e duradouras em pacientes com melanoma avangado,
cancro das células renais e cancro do pulmao (Topalian et al., 2012b). O PD-1 ¢ um
ponto-chave na imunidade, expresso pelas células T ativadas. Atua primariamente nos
tecidos periféricos onde as células T podem encontrar os ligando PD-L1 e PD-L2 que
sdo expressos pelas células tumorais, células de estroma ou por ambas (Dong et al.,
1999; Freeman et al., 2000; Dong et al., 2002; Topalian et al., 2012a). A inibicdo da
interacdo entre PD-1 e PD-L1 pode aumentar a resposta das células T in vitro e mediar a

atividade anti-tumoral (Dong et al., 2002; Iwai et al., 2002).

O PD-1 e o receptor do antigénio-4 dos linfocitos T citotoxicos (CTLA-4) aparentam ter
um papel complementar na regula¢do da imunidade adaptativa. Enquanto que o CTLA-
4 inibe as primeiras etapas da ativacdo das células T, o PD-1 contribui para a exaustdo
das células T nos tecidos periféricos. O bloqueio combinado destes dois receptores
provoca uma maior atividade antitumoral do que o bloqueio individual (Curran et al.,

2010; Selby et al., 2013).

Os anticorpos monoclonais anti-PD-1 ndo apresentaram efeitos adversos que

justifiquem a exclusdo do seu uso na terapia (Wolchok et al., 2013).

Os ensaios clinicos de fase II e III estdo em desenvolvimento para o uso do nivolumab

no tratamento do cancro de pulmao, cancro das células renais e melanoma avancado

(Topalian et al., 2012b).

Ofatumumab

O ofatumumab ¢ um anticorpo monoclonal totalmente humano do tipo IgG1 kappa, cujo

alvo ¢ o antigénio CD20 (Czuczman e Gregory, 2010). Este anticorpo liga-se a ambas as
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curvaturas, a pequena e a grande, da molécula de CD20, sendo mais eficaz que o

rituximab na elimina¢do das células alvo (Cang et al., 2012).

O ofatumumab foi aprovado pela FDA em 2009 e em 2010 pela EMA (com o nome
comercial Arzerra®), para tratamento de leucemia linfocitica cronica (Nelson et al.,

2010).

Panitumumab

O cancro colo-rectal ¢ um problema de saude publica com grande énfase nomeadamente
nos paises ocidentais (Parkin et al., 2005; Ferlay et al., 2007; Center et al., 2009; Jemal
et al., 2009). A evolugdo da producdo de agentes bioldgicos para serem direcionados
resultou na aprova¢do de varios anticorpos monoclonais, que sdo utilizados no
tratamento de doentes com cancro colo-rectal, tal como o anticorpo monoclonal
totalmente humano panitumumab, de nome comercial Vectibix® (Patel, 2008; Puthillath

et al., 2009).

O panitumumab ¢ especifico para o receptor do factor de crescimento epidérmico
(EGFR) (Nelson et al., 2010). E um anticorpo monoclonal anti-EGFR, que se liga a este
receptor, impedindo a ligacdo de ligandos endogenos e inibindo deste modo a ativagao
subsequente das moléculas de sinalizagdo que estdo envolvidas na génese dos tumores
(Hoda et al., 2008). Este anticorpo ndo possui por¢des de ratinho da IgG contornando a
formagdo de anticorpos humanos anti-ratinho que sd3o responsdveis pela

imunogenicidade (Bouche et al., 2010).

Em 2006 a FDA aprovou o seu uso para o carcinoma colorectal metéstico refratdrio com
expressao de EGFR. S6 em Dezembro de 2007 a EMA aprovou o seu uso condicional

como tratamento do cancro do colon metastizado com expressao de EGFR. (Nelson et

al., 2010)
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Um dos principais efeitos adversos associados a terapia com anti-EGFR ¢ a toxicidade
dermatoldgica, principalmente erupgdes cutdneas papulo-postulares, que podem ser
atenuadas na maior parte dos pacientes através do tratamento e suporte necessarios

(Lenz, 2007; Leporini et al., 2013).

Ramucirumab

O ramucirumab ¢ um anticorpo monoclonal totalmente humano IgG1 cujo alvo ¢ o
receptor-2 do factor de crescimento endotelial vascular (VEGFR-2) (Lu et al., 2002). O
passo determinante da angiogénese ¢ a interagdo entre os factores de crescimento
endotelial vascular (VEGFs) e os receptores do factor de crescimento endotelial
vascular (VEGFRs) que causa uma sobre-regulacdo afectando o crescimento dos
tumores, metastases e a permeabilidade vascular dos tumores. Este anticorpo liga-se ao
dominio de ligagdo do VEGF em VEGFR-2 inibindo a interacdo entre estes e a
migracgdo e proliferacdo celular estimulada pelo VEGF (Neufeld et al., 1999; Li et al.,
2000; Gille et al., 2001; Leung et al., 1989). Ao inibir a interagdo consegue impedir a
ligacdo do ligando e a ativagdo de VEGF mediada pelo receptor VEGFR-2 nas células
endoteliais (Spratlin ef al., 2010).

A seguranga e eficacia do uso do ramicurimab no tratamento de pacientes com
adenocarcinoma géstrico avangado ou da jungdo gastro-esofagica foi avaliada apds a
progressdo da doenca, depois de fazerem quimioterapia de primeira linha. Este
anticorpo monoclonal melhorou a sobrevida global significativamente, reduzindo o
risco de morte. O seu mecanismo de acdo e os efeitos toxicos da sua terapia sdo bastante
distintos dos da quimioterapia usual, ficando provado pelos estudos desenvolvidos o
papel importante deste anticorpo. Sdo necessarios no entanto mais estudos, no sentido

de identificar potenciais biomarcadores preditivos do ramucirumab (Fuchs et al., 2014).

O ramicurimab foi aprovado em Abril de 2014 pela FDA para o tratamento do cancro
do estomago, sendo comercializado com o nome Cyramza® (U.S. Food and Drug

Administration, 2014c).
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Raxibacumab

O raxibacumab ¢ um anticorpo monoclonal recombinante totalmente humano do tipo
IgG1A, cujo alvo é um dos componentes do Bacillus anthracis, o agente responsavel
pelo antraz, o antigénio protetor (PA). A ligacdo do anticorpo monoclonal ao PA evita
que os outros dois componentes desta bactéria, o factor letal e o factor de edema,
penetrem nas células, prevenindo desta forma a progressdo da doenga (Migone et al.,

2009).

O raxibacumab tem a capacidade de se ligar ao PA com elevada afinidade e bloquear de
forma especifica a ligagdo do PA ao seu receptor, impedindo os danos provocados pelo
antraz (Hering et al., 2004). Embora os antibidticos sejam a base do tratamento inicial
apOs a exposi¢do a bactéria, a utilizacdo deste anticorpo concomitante com o0s
antibidticos ¢ capaz de produzir uma resposta 6tima no tratamento da doenga (Migone

et al., 2009).

Secukinumab

O secukinumab ¢ um anticorpo monoclonal totalmente humano do tipo IgGl. Este
anticorpo tem a capacidade de se ligar seletivamente a interleucina-17A (IL-17A) e

causar a sua inibi¢ao (Gisondi et al., 2014).

A IL-17A ¢ produzida pelas células T helper, pelos neutrdfilos, mastocitos e células T
citotoxica. Esta interleucina promove a inflamacdo por vérias vias, tais como
(Girolomoni et al., 2012; Gaffen, 2009; Chiricozzi e Krueger, 2013): o aumento da
expressao de peptideos antimicrobianos como a lipocalina2, a defensina-f2 humana e as
proteinas S100A; a secre¢do dos receptores da interleucina nos neutréfilos provocando
acumulagdo dos neutrofilos na epiderme psoriatica; aumento da producao do ligando
das quimiocinas CCL20 que ¢ essencial para a recruta das células dendriticas que
expressam o receptor CCR6 e células T na pele com lesdes; elevada expressdo da
molécula-1 de adesdo intercelular nas células endoteliais essencial para o

extravasamento das células T; indu¢do da expressdo de genes na psoriase que de forma
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sinérgica ou complementar ¢ co-regulada juntamente com o TNF- «, incluindo a IL-19,

um potente indutor da hiperplasia epidérmica, a IL-6 e a IL-23A.

O bloqueio da IL-17A tem como resultado um melhoramento em patologias como a
psoriase em modelos animais (Rizzo et al., 2011). O uso de secukinumab no tratamento
desta patologia demonstrou ser eficaz e seguro em estudos feitos com pacientes com
psoriase na fase de placas. O uso deste anticorpo monoclonal ainda se encontra em

ensaios clinicos de fase III (Gisondi et al., 2014).

Ustekinumab

O ustekinumab ¢ um anticorpo monoclonal totalmente humano e que tem como alvo a
subunidade p40, comum as interleucinas 12 e 23, inibindo estas duas citoquinas que se
ligam ao receptor IL-12RB1, expresso por uma grande variedade de células. Da ligagao
resultam a sinalizacdo, diferenciacdo e producdo de citoquinas, principalmente por

células dendriticas ativadas (Garcia-Valladares et al., 2011; van de Kerkhof, 2010).

A psoriase ¢ uma doenca autoimune que possui uma base genética, envolvendo uma
interagdo complexa entre os queratindcitos epidérmicos hiperplasicos e varias células
imunitarias como as células T, os neutrdfilos, as células dendriticas e os macrofagos
(Ellis et al., 1986; Toichi et al., 2006; Liu et al., 2007; Lowes et al., 2007; Nickoloff et
al., 2007; Nestle, 2008; Nestle et al., 2009). Também algumas citoquinas estdo
incluidas no desenvolvimento da psoriase, como o TNF-a, a IL-12 e a IL-23. A IL-12
induz a diferenciagdo de Thl aumentando a producdo de TNF-a e a [L-23 estimula as
células Th17 que sintetizam os mediadores pro-inflamatorios IL-17 e IL-22 (Toichi et
al., 2006; Fitch et al., 2007; Sabat et al., 2007; Torti e Feldman, 2007; Nograles et al.,
2008; Nestle et al., 2009). A concentracao de TNF-a e de IL-12 ¢ IL-23 encontra-se
aumentada em peles psoridticas (Lee et al., 2004; Vandenbroeck et al., 2004; Nestle et
al., 2009). Os polimorfismos nos genes que codificam o receptor de IL-23 ¢ a
subunidade p40 em IL-12 e IL-23 sdo associados ao desenvolvimento de psoriase
(Cargill et al., 2007; Smith et al., 2008; Elder et al., 2010; Huffmeier et al., 2009;
Nestle et al., 2009; Smith et al., 2009).
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Foi aprovado pela FDA ¢ pela EMA, em 2009 (com o nome comercial Stelara®™), para o

tratamento da psoriase em placas em adultos (Nelson et al., 2010).
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6. Efeitos adversos dos anticorpos monoclonais

Embora sejam bem tolerados, os anticorpos monoclonais podem ter efeitos adversos
associados, como resultado da promogao/inibi¢do da atividade da molécula no tecido
alvo, ou devido a interagdes dos anticorpos monoclonais com moléculas de outros

tecidos (Catapano e Papadopoulos, 2013).

Os anticorpos monoclonais tém a capacidade de gerar efeitos adversos que se
enquadram dentro das 4 categorias de hipersensibilidade definidas por Gell e Coombs,

as de tipo I, II, Il e IV (Coombs et al., 1975).

As reacdes de tipo I s3o mediadas pelos anticorpos IgE, sendo também conhecidas por
hipersensibilidades anafilaticas ou imediatas, que s3o pouco comuns apds a
administracdo de anticorpos monoclonais. Estas reagdes podem atingir um s6 ou um
conjunto de orgdos, conduzindo a anafilaxia (Baldo e Pham, 2013). Os anticorpos
monoclonais quiméricos possuem um potencial imunogénico e aqueles que possuem
por¢des de murino tém sido indicados como potenciais causadores de reacdes do tipo I,

embora a incidéncia destes eventos seja reduzida (Baldo, 2013).

A infusdo de anticorpos monoclonais tem normalmente associada um sindrome tipico,
que ocorre algumas horas depois da primeira administracdo, manifestando-se por
reacdes que sdo normalmente leves a moderadas, tais como: febre, calafrios, tremor,

nauseas, dor de cabega, astenia, prurido (Dillman, 1999).

As reagdes do tipo II sdo reagdes de hipersensibilidade citotoxica mediada por
anticorpos. As manifestagdes autoimunes da trombocitopenia e da anemia hemolitica

estdo associadas a este tipo de hipersensibilidades (Diehl e Ketchum, 1998).

As reagdes do tipo III ou hipersensibilidade imune complexa estdo associadas a doenga
do soro e vasculite, embora a sua frequéncia e extensao seja susceptivel de ser definida
durante a imunoterapia em casos de cancro. No caso da vasculite cutanea ha casos
reportados de ocorréncias ap6és a infusdo de rituximab num paciente com leucemia

linféide cronica das células B, embora o nimero de casos seja pequeno. A doenca do
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soro causada pelos complexos antigénio-anticorpo desenvolve-se em resposta a
antigénios estranhos, como por exemplo, antitoxinas, antivenenos e vacinas (Baldo,
2013). Os anticorpos monoclonais quiméricos podem induzir a doenca do soro (D'Arcy

¢ Mannik, 2001).

As reagdes do tipo IV ou reagdes retardadas ndo sdo mediadas por anticorpos mas
dependem dos linfocitos Tul, Tu2 e Tul7 especificos para antigénios e de mecanismos
que envolvem a ativacdo dos linfocitos citotdoxicos, macrofagos e eosindfilos. Sao
exemplos de reacdes do tipo IV as reacdes cutidneas, como a dermatite alérgica de
contato, o exantema maculopapular, a psoriase e a pustulose exantematica generalizada
aguda, reacdes a farmacos com eosinofilias e sintomas sistémicos e eritemas
multiformes. Estas reacdes diferentes estdo associadas aos diferentes subconjuntos das
células T (Baldo e Pham, 2013) (Gongalo e Bruynzeel, 2008). No tratamento do cancro

com anticorpos estas reacdes sao raras (Baldo, 2013).

O uso de anticorpos monoclonais no tratamento do cancro origina menos reagdes
adversas comparativamente as decorrentes da quimioterapia convencional e tém
tendéncia a ser mais bem tolerados. No entanto, a quantidade de reagdes adversas
associadas ao uso de anticorpos monoclonais na terapia obriga a que se minimizem
estes efeitos e que sejam claramente definidos e reportados para serem evitados. Sera
necessario fazer um maior nimero de pesquisas, bem como estabelecer um padrdo para
os testes que se realizam atualmente, de modo a que estes se tornem mais acessiveis e
permitam uma melhor elucidagdo acerca dos mecanismos que geram os efeitos adversos

(Baldo, 2013).
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7. Conclusao

O uso de anticorpos monoclonais oferece claros beneficios terapéuticos, em relagdo a
farmacoterapia convencional. Para este facto contribui principalmente a sua capacidade

de direcionamento para o alvo terapéutico, ou seja, o antigénio especifico.

Os primeiros anticorpos monoclonais desenvolvidos foram produzidos a partir de
ratinhos e demonstraram ter pouca eficécia terapéutica, devido a sua rapida eliminagdo
do organismo e ao surgimento de reagdes imunoldgicas, relacionadas com a sua origem
animal. Mais tarde, surgiram os anticorpos monoclonais quiméricos e os humanizados,
ambos contendo sequéncias humanas na sua estrutura, o que minimizou a
imunogenicidade observada para os anticorpos monoclonais. Posteriormente, os
anticorpos monoclonais totalmente humanos vieram reduzir ainda mais esta
imunogenicidade, embora sejam ainda descritas algumas reacdes adversas indesejaveis.
Contudo, estes efeitos sdo dificeis de contornar, porque estdo relacionados com o

antigénio para o qual o anticorpo monoclonal ¢ especifico.

Nas tultimas décadas a producao de anticorpos monoclonais teve um desenvolvimento
exponencial, o que leva a supor que, num futuro proximo, muitas terapias terdo como
base o uso de anticorpos monoclonais. Estes podem ser usados sob diferentes formas,
tais como: isoladamente, como farmacos; criagdo de novos alvos terapéuticos para o
tratamento de doengas existentes; conjugacdo com nanoparticulas ou outros sistemas de
libertagdo modificada de farmacos, com o intuito de os direcionar para os seus alvos

terapéuticos especificos; incluidos em processos fundamentais de diagndstico.
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