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RESUMO

O reconhecimento do cdncer como um problema de saide publica, corrobora para a
necessidade de estudos tanto sobre sua patogénese complexa, que leva a alteragdes no
DNA dos genes, como para as novas perspectivas clinicas de tratamento, em especial na
quimioterapia, com o desenvolvimento das terapias alvo, baseadas na modulagdo do
sistema imunoldégico, contra cdnceres agressivos e diminuigdo dos efeitos citotoxicos.
Destarte, o estudo teve como objetivo revisar o desenvolvimento e utilizagdo de
Biofarmacos, com énfase aos Anticorpos Monoclonais, no tratamento do cdncer. Para
isso, realizou-se uma pesquisa na literatura cientifica (nacional e internacional), de
estudos experimentais ou revisdes de literatura publicados entre os anos de 2001 a 2016.
Foram abordados os mecanismos de patogénese do cédncer e¢ as principais alteragdes
fenotipicas e metabdlicas que se enquadram como alvos farmacolégicos, e apontadas as
particularidades do sistema imunolégico que servem de pilar para desenvolvimento dos
biofarmacos. Foram descritas a estrutura e metodologias de produgdo dos anticorpos
monoclonais, e os mecanismos de agdo do Rituximabe (Linfoma Nido Hodking) e
Trastuzumabe (Cancer de Mama), além das principais informagdes sobre sua utilizagdo
clinica, no contexto brasileiro do Sistema Unico de Saide. E, por fim, explanado o
cenario atual de desenvolvimento dos biossimilares. Destacando-se, portanto, a
aprovagdo pelo FDA de mais de duas dezenas de anticorpos monoclonais (quimérico,
humanizado e humano) e seus fragmentos para o tratamento antineoplasico, com
importante ressalva para os alvos farmacolégicos caracteristicos das células
imunolégicas, os clusters de diferenciagdo, os principais mecanismos de destruigido
celular por, citotoxicidade dependente de complemento (CDC); citotoxicidade celular
dependente de anticorpo (ADCC); efeitos especificos na vasculatura tumoral e estroma;
e indugdo direta da apoptose, e as relevantes metodologias de produgdo como os

hibridomas, ratos transgénicos e phage display tecnologico.

Palavras-chaves: Caéncer, Biofarmacos, Anticorpos Monoclonais, Rituximabe,
Trastuzumabe, Biossimilares.
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ABSTRACT

Recognition of cancer as a public health problem, corroborates the need for studies on
both its complex pathogenesis, which leads to changes in the genes DNA, and new
clinical perspectives of treatment, especially in chemotherapy, with the development of
Target therapies, based on modulation of the immune system, against aggressive cancers
and decreased cytotoxic effects. Thus, the study aimed to review the development and
use of Biopharmaceuticals, with emphasis on Monoclonal Antibodies, in the treatment of
cancer. For this, a research was carried out in the scientific literature (national and
international), of experimental studies or literature reviews published between the years
2001 to 2016. The mechanisms of pathogenesis of cancer and the main phenotypic and
metabolic alterations that were As pharmacological targets, and pointed out the
peculiarities of the immune system that serve as a pillar for the development of
biopharmaceuticals. The structure and methodologies for the production of monoclonal
antibodies and the mechanisms of action of Rituximab (Non-Hodking Lymphoma) and
Trastuzumab (Breast Cancer) were described, as well as the main information about its
clinical use in the Brazilian context of the Unified Health System. And, finally, the
current biosimilars development scenario is explained. Of note, therefore, is the FDA's
approval of more than two dozen monoclonal antibodies (chimeric, humanized and
human) and their fragments for antineoplastic treatment, with an important exception for
pharmacological targets characteristic of immune cells, differentiation clusters, The
major mechanisms of cell destruction by complement-dependent cytotoxicity (CDC);
Antibody dependent cellular cytotoxicity (ADCC); Specific effects on tumor vasculature
and stroma; And direct induction of apoptosis, and relevant production methodologies

such as hybridomas, transgenic mice and phage display technology.

Keywords: Cancer, Biopharmaceuticals, Monoclonal Antibodies, Rituximab,

Trastuzumab, Biosimilars.
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1. INTRODUCAO

A multiplicagdo e disseminagdo descontrolada e anémala de células do préprio
corpo, em decorréncia de alteragdes no DNA dos genes, caracteriza o Céancer, podendo
ser resultante de causas variadas, externas, relacionam-se ao meio ambiente e aos habitos
Ou costumes proprios de um ambiente social e cultural, ou internas, geneticamente pré-
determinadas ao organismo, estando ambas inter-relacionadas (RANG; DALE, 2011;
INCA, 2016).

Nas ultimas décadas o céncer tornou-se um inquestionavel, problema de saude
publica. A estimativa mundial, realizada em 2012, pelo projeto GLOBOCAN da Agéncia
Internacional de Investigagdo sobre o Cancer (IARC), da Organizagio Mundial da Saude
(OMS), apontou que, dos 14 milhdes de casos novos estimados, mais de 60% ocorreram
em paises em desenvolvimento, com mortalidade prevista, de aproximadamente, 8
milhdes de 6bitos. No Brasil, o Ministério da Saide (MS), em conjunto com o Instituto
Nacional do Cancer (INCA) aponta a ocorréncia de cerca de 600 mil novos casos de
cancer, entre 2016-2017 (INCA, 2015).

Nessa perspectiva, a pratica clinica aprimora-se nas formas de tratamento:
cirurgia, radioterapia, quimioterapia ou transplante de medula 6ssea, usadas em conjunto,
variando apenas a importancia e ordem de sua indicagdo (BRASIL, 2015a). Sendo dessas,
a quimioterapia a principal linha de tratamento em estados avangados e agressivos.
Entretanto, muitas vezes, é inevitavel a recidiva da doenca e, em iltima analise 4 morte
do paciente, devido sobretudo, ao diagnéstico tardio e a disposigdo das células
cancerosas a resisténcia a miltiplas drogas (MIMEAULT; HAUKE; BATRA, 2008).

Partindo-se da necessidade de constante busca por novas terapias contra canceres
agressivos e diminui¢do dos efeitos citotoxicos sobre as células saudiveis, em 1975
George Kohler e César Milstein desenvolveram o método de combinagdo de células
tumorais a células imunes a um determinado antigeno, produzindo um clone especifico -
os anticorpos monoclonais (mAbs). Baseado neste conceito de terapias-alvo, foi descrito,
portanto, pela primeira vez a técnica de hibridizagdo celular somatica, tendo como
resultado os hibridomas ou hibridos de células formadoras de anticorpo e linhagens
celulares de replicagdo continua, produzidos a partir de ratos imunizados (SANTOS et
al., 2006; NOBELPREIS, 2016).

Devido a essa extrema especificidade, os anticorpos monoclonais (mAbs) tém sido

uma das principais estratégias do mercado biofarmacéutico, fundamentais para avangos
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no campo da pesquisa médica, diagnéstico, terapias-alvo e ciéncia basica (PUCCA, et al.,
2011). Sendo o aumento ao acesso a produtos bioterapéuticos identificado, recentemente,
como uma prioridade de saude publica global (WHO, 2016). No entanto, o grande
desafio vem se mostrando em contornar a elevada tendéncia a imunogenicidade,
desencadeantes das respostas HAMA ((human anti-mouse antibody), por meio de
técnicas em engenharia genética, substituindo-se partes de anticorpos murinos (momabe)
com componentes humanos. De tal modo que, dependendo da forma como esses
anticorpos sdo alterados, eles podem ser chamados anticorpos quiméricos (ximabe) ou
anticorpos humanizados (zumabe). Ou ainda, anticorpos totalmente humanos (umabe)
(BALLOW, 2005).

Exemplos claros, das aplicagdes clinicas dos mAbs no tratamento do cincer sdo o
Rituximabe, um mAb quimérico contra o antigeno CD 20 presente na superficie dos
linfocitos B normais e neoplasicos (YODER, 2009) que, quando associado ao CHOP
(Ciclofosfamida, Doxorrubicina,  Vincristina e Prednisona), a conhecida
poliquimioterapia R-CHOP, aumenta a sobrevida global dos pacientes (BRASIL, 2014),
no Linfoma ndo Hodgkin (LNH), que tem estimativas de 5.210 novos casos em homens e
5.030 em mulheres para o Brasil, no ano de 2016 (INCA, 2015). E, o Trastuzumabe, um
mAb humanizado de alta afinidade pelo HER2, receptor do fator de crescimento
epidérmico-2 (LEITE, 2012), no Cancer de mama, o de maior incidéncia e mortalidade
entre mulheres no mundo, respondendo por cerca de 25% do total dos novos casos a cada
ano. No Brasil, para 2016, sdo esperados 57.960 novos casos, também acometendo
homens, com cerca de 1% do total de casos da doenga (INCA. 2015).

Mediante as alarmantes estimativas que, consequentemente, levam ao aumento
dos custos provenientes a assisténcia a saide, tornando-se cada vez mais preocupante e
dificil manter um equilibrio entre a qualidade do servigo prestado e a sustentabilidade
econdmica dos sistemas de saude (HYEDA&COSTA, 2015).

A finalidade desde trabalho €, portanto, de relevancia cientifica, social e
econémica, aprofundar os conhecimentos sobre a evolugdo e utilizagdo das promissoras
estratégias no tratamento do cancer, tendo especial enfoque para as novas tecnologias

relativas a especificidade no desenvolvimento e controle do sistema imunolégico.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

* Realizar uma pesquisa bibliografica sobre o desenvolvimento e utilizagdo de

Biofarmacos (Anticorpos Monoclonais) no tratamento do cancer.

2.2 Especificos

Descrever a patogénese do cancer e identificar as principais alteragdes fenotipicas

e metabdlicas que se enquadram como alvos farmacolégicos, das neoplasias
selecionadas e respectivos mAbs;

Caracterizar as particularidades do sistema imunolégico que servem de pilar para
desenvolvimento dos biofarmacos;

Elucidar a estrutura e metodologias de produgdo dos anticorpos monoclonais:

Apresentar os mecanismos de agdo dos anticorpos monoclonais Rituximabe e
Trastuzumabe;

Vislumbrar o cendrio atual, de desenvolvimento, dos biossimilares.
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3. METODOLOGIA

A revisdo de literatura especializada nacional e internacional fundamentou-se na
busca por trabalhos publicados nos ultimos 15 anos, compreendendo ao intervalo de 2001
a 2016. Os critérios de inclusio para os estudos encontrados abrangem, principalmente,
terem sido publicados nos idiomas portugués e inglés e apresentarem dados pertinentes a
tematica abordada, sendo, essencialmente, resultados de estudos experimentais ou
revisdes de literatura.

Como fonte de busca dos artigos foram utilizadas as bases eletronicas de dados:
Cochrane Library, Scientific Electronic Library Online (SciELO), Medical Literature
Analysis and Retrieval System Online (MEDLINE), Biblioteca virtual em Saude
(BIREME), Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Satude (LILACS),
Science Direct e o sistema de busca Google Académico. Para o levantamento utilizaram-
se os seguintes descritores: immune system, biopharmaceuticals, monoclonal antibodies,
cancer, breast neoplasms, Non-Hodgkin’s Lymphoma, trastuzumab, rituximab em
diferentes combinagdes, além dos correspondentes em lingua portuguesa.

Duas neoplasias foram selecionadas para correlagdes com o mecanismo de agdo
dos Anticorpos Monoclonais anticancer, Céncer de Mama e Linfoma Nao Hodgkin, com
enfoque para utilizagdo dos anticorpos monoclonais Trastuzumabe e Rituximabe,
respectivamente, por conterem maiores evidéncias de resposta clinica e aprovagio pela
Comissdo Nacional de Incorporagdo de Tecnologias no SUS (CONITEC), para os
Protocolos Clinicos e Diretrizes Terapéuticas em Oncologia.

As referéncias dos estudos localizados pela estratégia de busca inicial foram
analisadas com a finalidade de localizar outros estudos relevantes. Foram ainda
consultados livros-texto, manuais de tratamento e conduta, editoriais, protocolos clinicos
e diretrizes terapéuticas, documentos de guias e consensos de agéncias reguladoras e
sociedades de especialidades médicas e farmacéuticas nacionais e internacionais

envolvidos com biofarmacos e o tratamento do cancer.
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4. REVISAO DE LITERATURA

4.1 Patogénese do Céancer

O céncer ¢ a doenga marcada por alteragdes no DNA dos genes, isto €, mutagdes
genéticas de células do préprio corpo, decorrentes principalmente da ativagdo dos proto-
oncogenes a oncogenes, ex., Myc ¢ Ras, e/ou inativagdo anormal de genes de supressio
tumoral, ex., p53 e Rb, que controlam o crescimento, a mitose e a apoptose celulares,
capazes de produzir alteragdes em diversos sistemas, entre eles, nos fatores de
crescimento, seus receptores e vias de sinalizagdo, ex., do IGF e HER2, nos transdutores
de ciclo celular, ex., ciclinas, cinases dependentes de ciclinas (cdks) ou inibidores de cdk,
nos mecanismos apoptoticos, pela inativagdo de fatores pro-apoptoticos ou pela ativagio
dos antiapoptoticos, ex., BCL-2 ou ABL, na expressdo de telomerase e nos vasos
sanguineos locais, resultando em angiogénese direcionada ao tumor. Tais fatores
desencadeantes podem estar relacionados a causas externas, como o meio ambiente e aos
hébitos ou costumes proprios de um ambiente social, cultural, alimentares ou
ocupacionais, pela agdo de agentes carcinogénicos (quimicos, fisicos ou biologicos), ou
internas, geneticamente pré-determinadas ao organismo, estando ambas inter-
relacionadas (HALL, 2011; RANG; DALE, 2011; ROITT, et al., 2013: INCA, 2016).

As células cancerosas se caracterizam e distinguem, portanto, das células normais
pela multiplicagdo e disseminagdo descontrolada e desdiferenciada, ou seja, com perda de
fungdo, potencial invasivo de migragdo para tecidos subjacentes e formagdo de metastase,
isto €, tumores secundarios que atingem outros locais ao tumor primario através dos
vasos sanguineos ou sistema linfatico, como resultado a desvios nos mecanismos que
normalmente regulam a divisdo celular e crescimento tecidual (INCA, 2008; HALL,
2011; RANG, 2011).

Entretanto, a carcinogénese é um processo complexo de multietapas que envolve,
geralmente, a combinagdo de mais de uma alteragdo genética e fatores epigenéticos
(hormonais, cocarcinogénicos, infecgdes, inflamagdes cronicas e efeitos de promog¢do
tumoral, entre outros), que isoladamente ndo levam ao céncer, mas que aumentam as
chances dessas alteragdes genéticas resultarem em processos neoplasicos, sejam esses
benignos ou malignos (INCA, 2008; ROITT, et al., 2013).

Em  contrapartida, sabe-se também que fisiologicamente, ou seja,

independentemente da exposigdo a carcindgenos, as células sofrem processos de mutagdo
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espontanea, resultantes de danos oxidativos, erros de agdo das polimerases e das
recombinases e redugdo e reordenamento cromossémico, que ndo resultam em alteragdo
no desenvolvimento normal da populagdo celular. Nesse contexto, considera-se a
vigilancia imunolégica como um, importante, mecanismo de corre¢do ou exclusdo das
células mutantes. A partir do reconhecimento de estruturas discriminativas novas, os
antigenos tumorais, ou perda da capacidade de expressar moléculas comuns as células

normais (Figura 1) (INCA, 2008; HALL, 2011).

Figura 1 - Alteragdes da superficie celular associadas aos tumores.

precors———
Alteragbes que
aevasio
antigenos a0 sistema imune
pefoseeciooy

Bons exemplos sdo, a incapacidade de expressar moléculas de MHC classe 1 (exibidas normalmente na
superficie de quase todas as células nucleadas); antigenos codificados por virus oncogénicos combinados
com o MHC; expressdo de antigenos oncofetais, associados a estigio precoces do desenvolvimento
celular, porém normalmente silenciosos, como a a-fetoproteina e o antigeno carcinoembrionéario (CEA):
peptideos resultantes de mutagdo dos genes, como a proteina p53, a Ras e a proteina 70 do choque térmico
(hsp70); e, ainda, moléculas associadas a potencial metastatico como a CD44, sialil Le*, e o HER2
expresso em quantidades aumentadas em 15% a 20% dos canceres de mama e confere maior agressividade

a estes tumores,

Fonte: ROITT et al., 2013.

4.2 Tratamentos Antineoplasicos: Quimioterapia

O tratamento eficaz do cancer baseia-se na detecgdo precoce, diagnostico preciso
€ acesso a cirurgia, quimioterapia e/ou radioterapia. No entanto, o fornecimento acessivel
a medicamentos citotoxicos ¢ um grande desafio, especialmente em locais com poucos
recursos (WHO, 2016b). Nessa perspectiva, a pratica clinica busca inovagdes e

aprimoramento nas formas de tratamento: cirurgia, radioterapia, quimioterapia ou
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transplante de medula dssea, usadas em conjunto, variando apenas quanto a importincia e
ordem de sua indicagdo. Atualmente, poucas sio as neoplasias malignas tratadas com
apenas uma modalidade terapéutica (BRASIL, 2015a), sendo este 0 mercado que mais
cresce no mundo (Quadro 1). Habitualmente, a principal linha de tratamento em estados
avangados e agressivos ¢ a quimioterapia, que contribuiu aumentando o tempo para a
progressdo da doenga, a sobrevivéncia global e a qualidade de vida dos pacientes
(MIMEAULT; HAUKE; BATRA, 2008).

Quadro 1 - Areas de evidéncia na Terapia Global 2015.

Vendas 2015 Vendas 2014

MERCADO GLOBAL RANK (USS bilhdes) (USS bilhdes)
Oncologia 1 78,939 75411
Antidiabéticos 2 71,471 63,766
Dor 3 56,191 60,175
Doengas Autoimunes 4 41,928 37.400
Anti-Hipertensivos 5 41,393 47,612
Agentes Respiratorios 6 40,037 39,544
Antibacterianos 7 38,361 40,934
Saude Mental 8 34,870 39,181
Hepatite Viral 9 32,027 18,160
Dermatologicos 10 29,484 28,504

Fonte: Adaptado de IMS Health MIDAS®, 201 5a.

Historicamente, o surgimento das pesquisas para os primeiros medicamentos
quimioterdpicos, tem registro da “explosio farmacologica™ intercorrente 4 Segunda
Guerra Mundial, com o gas mostarda como precursor no tratamento de linfoma avangado,
pela observagdo acidental da diminui¢do da contagem leucocitaria sanguinea quando a
ele exposto (INCA, 2016b).

A quimioterapia antineoplasica, atual, consiste no emprego de substancias
quimicas, isoladas (monoquimioterapia) ou em combinagéo (poliquimioterapia), baseada
em protocolos de tratamento, os quais podem combinar diferentes medicamentos com
diferentes mecanismos de ag¢io, tendo como embasamento o conceito da cinética celular,
a qual inclui o ciclo de vida celular, o tempo do ciclo celular, a fragdo de crescimento ¢
do tamanho da massa tumoral, ou seja, a maioria dos farmacos anticincer, em especial os
citotoxicos, afetam primordialmente a divisdo celular, mas nio tem desempenham
nenhum efeito inibidor especifico na invasividade, na perda de diferenciagio ou na
tendéncia a metastases. Agem, portanto, de forma nio especifica, por atuarem

indistintamente no tumor e tecidos normais de proliferagdo rapida, por citotoxicidade
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ndo-seletiva, interferindo em fungdes bioquimicas celulares vitais, condicionando o
tratamento a ciclos periodicos para a recuperagdo do paciente de efeitos toxicos gerais.
Sendo, portanto, a terapia de escolha, para doengas do sistema hematopoético e para os
tumores solidos, que apresentam ou nio metastases regionais ou a distdncia (INCA,
2008; RANG; DALE, 2011).

Entretanto, muitas vezes, é inevitavel a recidiva da doenga e, em ultima analise a
morte do paciente, devido, substancialmente, ao diagnéstico tardio e a disposi¢do das
células cancerosas ao desenvolvimento de resisténcia a miltiplas drogas (MIMEAULT:
HAUKE; BATRA, 2008).

Tendo-se, atualmente, especial enfoque, para os avangos na imunologia que
abriram caminho para as novas geragdes de tratamentos e tecnologias antineoplasicas
relativas a especificidade no desenvolvimento e controle do sistema imunoldgico, que
envolvem anticorpos monoclonais especificos para determinantes da superficie celular

expressos em determinados canceres (ROITT, et al 2013).

4.3 Sistema Imunol6gico

O Sistema imunoldgico, por sua vez, é essa complexa rede de 6rgdos (primarios:
medula 6ssea e timo; secundarios: linfonodos, bago, tecido linfoide associado as mucosas
e o sistema imunoldgico cutineo), células e moléculas, orquestradas na finalidade manter
a homeostase do organismo, combatendo as agressoes em geral. A fungdo imunologica,
didaticamente, ¢ dividida em: imunidade inata e imunidade adaptativa (CRUVINEL, et
al., 2010).

4.3.1 Imunidade Inata

A imunidade inata ¢ uma resposta rapida e pré-determinada a um grande numero,
no entanto, limitado de estimulos. Constituida por barreiras fisicas, quimicas e
bioldgicas, células especializadas e moléculas soluveis, presentes em todos os individuos.
independentemente de contato prévio. As principais células efetoras da imunidade inata
sao: macrofagos, granuldcitos (neutrofilos, eosinéfilos e baséfilos), células dendriticas e
células Natural Killer (NK). Os principais mecanismos envolvidos compreendem:
fagocitose, liberagdo de mediadores inflamatorios, ativagdo de proteinas do sistema
complemento e sintese de proteinas de fase aguda, as citocinas e quimiocinas
(CRUVINEL, et al., 2010).
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Tais células e moléculas tém como principal fungdo reconhecer padroes
moleculares, “ndo proprios” ao organismo, que frequentemente estdo associados a
agentes infecciosos, ou derivadas de lesdes teciduais, que representam “sinais de perigo”,
por ndo estarem normalmente no meio extracelular, sdo esses os PAMPs (padrdes
moleculares associados a patogenos) e DAMPs (padrdes moleculares associados a
danos), respectivamente. Responsaveis pela ativagdo da resposta imune inata, por
interagdo com os receptores de reconhecimento de padrdes (PRR), seja estes soluveis,
como o sistema complemento, proteina C reativa, lisozima, ou acoplados as células,
como os receptores Toll-like (TLRs); os do lectina tipo C (CTLR); os receptores NOD-
like (NLR), de interagdo proteina-proteina N-terminal; e os receptores de varredura
(CD14), resultando em fagocitose e ativagdo das vias de transdugdo de sinais e
mobilizagdo de moléculas efetoras que mobilizam outros componentes do sistema imune
(CRUVINEL, et al., 2010; ROITT, et al., 2013).

Tal pressuposto determina um importante mecanismo de evasdo das células
tumorais, j& que estas apresentam natureza praticamente invisivel, por ndo conterem em
sua superficie PAMPs, “representando muitas vezes o que é proprio” ao sistema imune,

devido a auséncia do componente infeccioso, por seu inicio, geralmente, de fatores
ambientais (ROITT, et al., 2013).

4.3.2 Imunidade adaptativa

Em complemento a resposta inata, a resposta imune adaptativa ¢ caracterizada por
especializagdo de resposta, especificidade e diversidade de reconhecimento, memoria,
autolimitagdo e tolerdncia a componentes do proprio organismo. Depende, portanto, da
ativagdo de células especializadas, os linfocitos, e das moléculas soluveis por eles
produzidas, os anticorpos, quimiocinas e citocinas. Sendo de extrema importincia a
mediagdo para sua ativagdo das células apresentadoras de antigenos (APCs), os
macrofagos, células dendriticas e, os proprios linfocitos B (LB) (CRUVINEL, et al.,
2010).

A partir de progenitores linfoides, as células que se diferenciam em LB,
permanecem na medula ossea e, ao final de sua maturagdo, entram na circulagéo,
migrando para os 6rgdos linfoides secundarios. Para tal, os LB devem ser ativados, pela
interagdo dos receptores de Linfécitos B (BCR), como o IgM e IgD, a um epitopo

antigénico, o que acarreta um processo de proliferagdo e diferenciagiio, que culmina na
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geragao de plasmoécitos com produgdo de imunoglobulinas (Ig), também conhecidas
como anticorpos (Ac), ou seja, a imunidade humoral (MESQUITA JUNIOR et al ., 2010).

As células que se diferenciam em linfécitos T (LT) deixam a medula dssea e
migram para o timo, onde ocorre todo o processo de sele¢do e maturagdo até chegarem a
circulagdo. Analogamente, expressam receptores de célula T (TCR) de reconhecimento
ao antigeno (Figura 2), processados por moléculas de MHC (complexo principal de
histocompatibilidade), classe I ou II, que por meio das diferengas no tipo e ativagdo
desses receptores e da expressdo, na superficie celular, de suas proteinas dividem-se em
trés grupos principais, células T CD8 (citotoxicos), T CD4 (auxiliares) e células de
memoria (MESQUITA JUNIOR et al., 2010; ROITT, et al., 2013).

Outros receptores presentes em leucécitos, principalmente macréfagos e NK, com
importante papel na resposta imune celular, sdo aqueles para fragdes do complemento,
citocinas, interleucinas e imunoglobulinas, do tipo FcyR, essenciais na destrui¢do das
células tumorais (Figura 2). O subtipo FcyRIII (CD16) media o reconhecimento de
quaisquer anticorpos ligados a antigenos tumorais pelas NK, desencadeando o processo,

denominado, de citotoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC) (MURRAY,
2009; BUSS et al., 2012).

Figura 2 — Destruigdo por mecanismos celulares das células tumorais.

Inata

Fonte: ROITT et al., 2013,
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A fungdo imune ¢, portanto, mediada pela comunicagdo entre células do sistema
inato e adaptativo, por meio da interagdo entre receptores especificos da superficie
celular e moléculas soluveis efetoras, e sio as consequéncias dessas interagdes que
determinam a natureza da resposta inata e adaptativa (Figura 3) (MURRAY, 2009).

Figura 3 - Reagdio em cadeia da fun¢do imune mediada pelo estimulo de citocinas.

Choque Fase de
Resposta Peso
Aguda

S: célula tronco; LS: célula tronco linfoide: MS; célula tronco mieldide: Md: macrofago; MC: mastocito:
PMN: polimorfonucleares; BO: baséfilo; EO: eosinéfilo; PC: plasmécito; Te: linfécito citotéxico; IL:
interleucina; TNF: fator de necrose tumoral; MCSF: fator de estimulo de col6nias de granuldcitos; GCSF:
fator de estimulo de colénias de macréfagos; EPQ: eritropoetina; Th: linfocito T auxiliar; RGC:
eritrocitos.

Fonte: NAOUM, 2001.

4.3.2.1 Marcadores imunofenotipicos e sua utilizagdo como alvos terapéuticos

A analise das células do sistema imune abrange a detecgdo de moléculas da
superficie celular, associadas a diferenciagio das células ao longo das vias de
desenvolvimento (Figuras 4a e 4b), os chamados cluster de diferenciagdo (CD), a
elucidagdo desses “marcadores de superficie celular” sdo importantes para caracterizagdo,
ativagdo e especificagdo das fungdes de subpopulagdes de células responsaveis pela
resposta imune (MURRAY, 2009; ROITT et al., 2013).

A existéncia de anticorpos monoclonais especificos, que reagem ao mesmo

polipetideo, constitui uma série de reagentes definidores de determinado marcador, para
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cada um desses marcadores é atribuido uma numeragdo, permitindo que sejam feitos

estudos sobre a distribui¢io e a dindmica da linhagem dessas células (MESQUITA
JUNIOR et al., 2010; ABBAS et al., 2015).

Figura 4- Exemplo-padréio da expressdo de antigenos de superficie durante a maturagdo de linfocitos T e
de hinfocitos B.

Linfécitos:
Supressor
Ativados, e
Citotéx
Linfécltos
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Ativade
CELULA TRONCO T
Gene TRC
=_ 1
L R io ] 11— -
r Timo — r 1
Tecido Linfitico Secundario
Antigeno Independente Antigeno
TRC P de antig de T

Tar

c-kit
Célula Tronco B

TdT: d

Fonte: NAOUM, 2001.

e
Ademais, monoclonais contra algumas dessas moléculas de superficie também E‘_~[

podem ser utilizados com finalidade terapéutica, atingindo determinadas subpopulag¢des, E»' 5

como pode ser observado no Quadro 4, com énfase para o CD20 no LB, utilizado como C

primeiro alvo farmacologico dos anticorpos monoclonais na terapia oncologica
(MESQUITA JUNIOR et al., 2010).
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4.3.2.2 Anticorpos

Os anticorpos, aqui como protagonistas, sdo sintetizados pelos Linfécitos B, e
correspondem a imunidade humoral. Cada célula B esta programada para produzir um, e
apenas um, tipo especifico de anticorpo e expde uma versdo transmembrana em sua
superficie, que atuam como receptores para antigenos especificos. Ou anticorpos
secretados destinados a circulagdo, tecidos e mucosas, que se conectam a antigenos,
neutralizam toxinas e evitam a entrada e disseminagdo de patogenos. Por meio da
interagdo com componentes do sistema imunologico, como os fagocitos e eosindfilos, e
as proteinas do sistema complemento, desencadeando a via classica deste, pela ligagdo
inicial da molécula Clqrs, que leva 4 produgio das convertases C3 e C5, culminando na
formagao do complexo de ataque a membrana (MAC) e, consequente lise da célula
tumoral ou infectada, processo esse denominado citotoxicidade dependente de
complemento (CDC) (ROITT, et al., 2013; ABBAS et al_, 2015).

Por sua vez cada molécula de imunoglobulina (Ig) ¢ constituida por duas cadeias
pesadas e duas cadeias leves ligadas por pontes dissulfeto. Todas as moléculas de Ac
possuem as mesma estrutura basica, variando, apenas, nos cinco isétopos diferentes,
dependentes dos tipos de cadeias pesadas denominadas «, v, 8, € e p, que definem as
classes de imunoglobulina IgA, IgG, IgD, IgE e IgM, respectivamente. As cadeias leves
sdo de dois tipos, kappa (k) e lambda (o) (ROITT, et al., 2013). Nos seres humanos, os
isotopos IgA e IgG podem ainda apresentar subtipos, intimamente relacionados,
conhecidos como IgAl, IgA2, e IgGl, 1gG2, 1gG3 e 1gG4 (ABBAS et al., 2015).

A especificidade de ligagdo ao antigeno é definida pela por¢do variavel (Fab),
constituida pela unido das regides variaveis e hipervaridveidas, essas ultimas,
constituidas por sequéncias de aproximadamente 10 aminoacidos, que na estrutura
tridimensional se arranjam de formar a complementar a estrutura do antigeno de ligacdo,
por isso denominadas regides determinantes de complementaridade (CDRs), das cadeias
leve (dominios CL e VL) e pesada (VH, CH1) da imunoglobulina. A ligagio as
moléculas efetoras sao determinadas pela porgéo cristalizavel (Fc) de cadeia pesada (CH?2
e CH3) (figura 5) (MESQUITA JUNIOR et al., 2010; ROITT, et al., 2013; ABBAS et al .,
2015).
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Figura 5 - Estrutura da IgG, subtipos e fragmentos proteoliticos.
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Fonte: Adaptado de CROMMELIN et al , 2003 e CHABNER, 2015,
4.4 Biofarmacos

Demonstrando a importincia, da notavel evolu¢ao e utilizagdo, de recentes e
promissoras estratégias no tratamento do cancer - os biofarmacos, também conhecidos
como medicamentos biolégicos, sdo moléculas complexas de alto peso molecular,
produzidas por meio da biotecnologia, com a utilizagdo de um sistema biologico vivo
podendo ser desenvolvidos de 6rgdos e tecidos, microrganismos, fluidos biol6gicos ou
também de células e microrganismo geneticamente modificados ou por alteragdo dos
genes que ocorrem devido a irradiagdo, produtos quimicos ou selecdo forgada
(CARREIRA, et al., 2013; WHO, 2016a).

Desde sua introdugdo na década de 1980, os medicamentos biologicos se tornaram
a primeira linha de tratamento de muitas doengas, como as cardiovasculares, céncer,
diabetes, esclerose multipla, doengas autoimunes como a artrite reumatoide e psoriase,
rejeigdo de enxertos e doengas infecciosas (IAPO, 2013). A tecnologia do DNA

recombinante representou um importante avango na identificagdo e produgdo desses
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medicamentos, com potentes efeitos sobre a fungdo e o crescimento de células tanto
normais quanto neoplasicas, tornando possivel a preparagdo de grandes quantidades
desses materiais  altamente purificados e caracterizados (WHO, 2016a:
GOODMAN&GILMAN, 2012). Sabendo que, se tratando de proteinas muito grandes e
complexas — até mil vezes maiores que farmacos sintéticos —, nio se dispde de tecnologia
para obté-las por sintese quimica e, anteriormente ao advento de tal tecnologia, o tnico
método conhecido de produgdo era o isolamento a partir de fontes naturais (REIS, et al.,
2009).

As proteinas recombinantes com sequéncia de aminoacidos idéntica a das
proteinas naturais, sdo os de biofarmacos de primeira geragfio, utilizadas com a finalidade
de reposi¢do ou o aumento do niveis organicos. No entanto, recentemente, a grande
maioria dos aprovados ja ¢ de segunda geragdo, sendo essas proteinas modicadas para
apresentar propriedades terapéuticas diferenciadas as naturais, com maior eficiéncia e
controle, do efeito terapéutico, e do potencial de imunogenicidade (REIS, et al., 2009:
RANG, 2011). Esse altimo, segundo Crommelin et al., (2003), intrinsecamente
relacionado a natureza da proteina (end6gena / nio endogena), contaminantes (p. ex.,
material da c¢lula hospedeira), via de administragdo, dose e regime, formulagdo, doenga e
medicagdo concomitante e, design do bioensaio.

Diante desse cenario atual, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), estabelece limites de abrangéncia da regulamentagdo no registro desses
medicamentos, objetivando que as particularidades de cada categoria sejam avaliadas e
especificadas na legislagdo. Dessa forma, os medicamentos biologicos abrangem sete
categorias de produtos: Alérgenos, Anticorpos monoclonais, Biomedicamentos,
Hemoderivados, Probidticos e Vacinas (BRASIL, 2016)

Exemplos, atualmente, ja aprovados pelos érgios reguladores como FDA (Food
and Drug Administration), EMA (European Medicines Agency) e ANVISA, e como alvo
de estudos clinicos estdo destacados no Quadro 2.

Sabe-se, no entanto, que o niimero total de prescrigdes para produtos biolégicos é
relativamente modesto, em comparagdo aos medicamentos sintéticos, visto que seu
desenvolvimento e produgdo estdo associados a custos significativos (EPSTEIN,
EHRENPREIS, KULKARNI, 2014), figura 6. Entretanto, a IMS Health, estima que em
2017 venham a representar cerca de 20% (USS$ 220 bilhdes) do mercado global de
medicamentos, uma vez que, dentre as diferentes categorias, os bioldgicos sdo os que

apresentam a maior taxa de crescimento (ABIFINA, 2013). Desses, os anticorpos

GRIR! "TECA]

IUFC



30

monoclonais representam mais de 30% de todas as proteinas biolégicas submetidas a

ensaios clinicos e sdo a segunda maior classe de drogas imunobioldgicas, ap6s as vacinas
(AIRES SILVA et al., 2008).

Quadro 2 - Exemplos de Agentes biolégicos aprovados pela FDA.

CATEGORIAS DE AGENTES BIOLOGICOS

Citocinas

Interferon-a, Interleucina-2, Interferon-f§

Fatores de Crescimento Hematopoiético

Eritropoietina, Fator Estimulante de Coldénias de Granulécitos (G-CSF), Fator
Estimulador de Col6nias de Macrofagos e Granulécitos (GM-CSF)

Horménios

Horménio foliculo-estimulante (FSH), glucagon, Gonadotrofina Coridnica humana,
Horménio de crescimento humano (GH), insulina, tirotropina do Crescimento, Insulina
Fatores de Crescimento

Fator de crescimento semelhante a Insulina (IGF), Proteinas Morfogenéticas Osseas
Fatores de Coagulacgio Sanguinea Recombinantes

Fator VII, Fator VIII, Fator IX

Enzimas

Fator Ativador de Plasminogénio, Glucocerebrosidase, enzimas pancreaticas, DNase
Vacinas

Recombinante contra a Hepatite B, proteinas da capside principal do papilomavirus
humano

Proteinas de Fusio

Proteina de fusdo da toxina diftérica - IL 2, Proteina de fusdo do receptor humano do
TNFa-Imunoglobulina G Fc (Etanercept)

Anticorpos Monoclonais e Imunoconjugados

Trastuzumabe, Rituximabe, Gemtuzumabe, Bevacizumabe Ibritumomabe tiuxetan,

Denileucina diftitox, Iodo-131 tositumomabe, Gemtuzumabe ozogamicina

Fonte: Adaptado de EPSTEIN, EHRENPREIS, KULKARNI, 2014, GOODMAN&GILMAN, 2012 e
CROMMELIN et al, 2003,
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Figura 6 - Nimeros de Produtos Biolégicos aprovados pela FDA de vérios tipos disponiveis para
tratamento ou prevengéo.

Tipo do Produto

Exempio de condicio tratada
Terapia celular |] Céncer
Fator de coagulacio Hemofilia

[Citocina ou Fator de Crescimento|

Cancer, Hepatite C

Enzima | Deficiéncias Hereditdrias
Anticorpe Monocional [T Artrite, Cancer
Anticorpo Policional [ 1 Imunodeficiéncia
Cosmético

Influenza e outros Virus

Enfisema Hereditdrio

Fonte: Adaptado de KOZLOWSKI, 201 1.

Na quimioterapia do cancer, os biofarmacos incluem agentes ou abordagens
biologicas que afetam de modo benéfico a resposta bioldgica do paciente a determinada
neoplasia, denominados de imunoterapia. Incluidos, nessa categoria, agentes que atuam
indiretamente para mediar seus efeitos antitumorais (p. ex., intensificando a resposta
imunolégica as células neoplasicas) ou diretamente sobre as células tumorais (p. ex.,
agentes de diferenciagdo). Dentre esses, ja aprovados para uso clinico, pode-se citar a
Interferon-a para tratamento da leucemia de células pilosas, condilomas acuminados,
Leucemia Mieloide Crénica (LMC) e Sarcoma de Kaposi associado a AIDS; a
Interleucina-2 (IL-2) para o cancer de rim; a denileucina diftitox, uma imunotoxina para
o linfoma de células T cutaneos recorrentes/refratarios; o trastuzumabe para o cancer de
mama; e o rituximabe para linfomas de células B (GOODMAN&GILMAN, 2012).

4.5 Anticorpos Monoclonais no Tratamento do Cancer

A partir desta evolugdo nos conhecimentos de ordem molecular e reafirmando, por
conseguinte, a necessidade de constante busca por novas terapias contra canceres
agressivos e visando, também, a diminuigdo dos efeitos citotoxicos sobre as células
saudaveis, base do conceito das terapias-alvo, em 1975 George Kohler e César Milstein
desenvolveram um método para a combinagdo de células tumorais com as células que sdo

imunes a um determinado antigeno, produzindo um clone especifico - os anticorpos
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monoclonais (mAbs), lhes rendendo o prémio Nobel de Fisiologia e Medicina de 1984
(NOBELPREIS, 2016). Nesse contexto, foi possivel produzir em larga escala, nos
laboratorio, tais anticorpos, especificos para uma unica regido do antigeno (epitopo)
(BRASIL, 2014).

Devido a essa extrema especificidade, os mAbs tém sido uma das principais
estratégias do mercado biofarmacéutico, conhecidas como drogas imunobiolédgicas
(IBD), fundamentais para avangos analiticos no campo da pesquisa médica, diagndstico,
terapias- alvo e ciéncia basica (PUCCA, et al., 2011).

No entanto, apesar da técnica ter sido descrita em 1975, seu uso clinico,
diagnostico e terapéutico iniciou-se apos a associagdo com a engenharia genética, com o
grande desafio de contornar a elevada tendéncia a imunogenicidade, ou seja, a
capacidade de induzir e reagir a uma resposta imunolégica, desencadeantes das respostas
HAMA (human anti-mouse antibody), ja que os anticorpos de camundongos (anticorpos
murinos) sdo “vistos” pelo sistema imune como estranhos, o que causa ndo s6 a rapida
eliminagdo destes anticorpos pelo hospedeiro como também a formagdo de complexos
imunes, que podem acarretar em rea¢des imunes e de hipersensibilidade, como a Doenga
do Soro. Além da constatagdo, de que os mAbs murinos sio relativamente pobres
recrutadores de fungdo efetora, que pode ser critico para o seu uso clinico, especialmente
em indicagdes oncologicas. Dessa forma, o uso da engenharia genética, como a dos
DNAs complementares (cDNAs), que codificam as cadeias polipeptidicas de um mAb,
podem ser isolados de um hibridoma, ¢ os genes manipulados in vitro, possibilitando a
produgdo de anticorpos desnudos (humano-camundongo hibridos), os anticorpos
quiméricos ou humanizados (BALLOW, 2005; SANTOS et al., 2006; BUSS et al., 2012;
ABBAS, 2015).

4.5.1 Tipos e Fragmentos de Anticorpo Monoclonal

Os mAbs utilizados na terapéutica sdo, geralmente, das subclasses IgG ou IgM, e
podem ser utilizados isoladamente (ndo conjugados) ou em combinagdo (conjugados)
com outros agentes terapéuticos, como radioisotopos, toxinas, enzimas ou farmacos
citotoxicos (DEL DEBBIO, TONON, SECOLI, 2007).

A organizagdo estrutural do anticorpo permite que segmentos de DNA, que
codificam os locais de ligagdo do antigeno de um anticorpo monoclonal murino, sejam
inseridos no cDNA que codifica a proteina do mieloma humano. O anticorpo quimérico

(ximabe) €, portanto, o anticorpo que apresenta a combinagdo da regido variavel do
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anticorpo de camundongo, com a regido constante do anticorpo humano. Este avango
permitiu que as resposta contra anticorpos monoclonais quiméricos HACA (human anti-
chimeric antibodies) fossem mais baixas que as percentagens HAMA, no entanto, ainda
sendo necessaria a diminuigdo do potencial imunogénico. Foram, desenvolvidos,
portanto, o anticorpo humanizado (zumabe), concebido por meio do processo conhecido
como Transplante de CDRs (do inglés Complementary Determining Regions), de um
anticorpo murino para porg¢des intercaladas do arcabougo das regides variaveis das
cadeias pesada e leve de origem humana, ou seja, apresenta somente as regides
hipervariaveis do anticorpo de camundongo, e o restante de moléculas de anticorpo
humano, criado a partir de gene hibrido, que quando expresso, a proteina hibrida
resultante, retém a especificidade antigénica do monoclonal murino original, mas com
estrutura Ig humana. E por fim, pelos avangos na biotecnologia, é possivel a produgio de
anticorpos totalmente humanos (umabe), derivados de métodos de apresentagdo ou em
camundongos com células B expressando transgenes humanos de Ig. Permitindo a
construgdo de anticorpos monoclonais sob medida para o sitio de ligagdo, mas com
possiveis variagdes no tamanho, configuragdo, valéncia, farmacocinética, mecanismos de
agdo, potencial imunogénico reduzido e propriedades semelhantes as IgG enddégenas
humanas (Figura 7) (BALLOW, 2005: SANTOS et al., 2006; BUSS et al., 2012;
ABBAS, 2015).

Figura 7 - Tipos de anticorpos monoclonais.

W

antcorpo Murno Anticorpo Quimernco
(MOMAS) (XIMAB)
100% murine 75% humano

25% murine

6%

Anticorpo Humanizado
(ZUMAB) Anticorpo Humano
95%% hymano (UMAB)
5% murinoc 100% humano

Fonte: Adaptado de BUSS et al., 2012.
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Pesquisas promissoras em engenharia genética, vém sendo desenvolvidas usando
fragmentos desses anticorpos em vez de toda a molécula, j4 que estes sio moléculas
grandes (~ 150 kDa), e pequenos fragmentos derivados de IgG, podem ser obtidos por
meio da clivagem pela papaina e pepsina. Podem ser construidos para atividade de
ligagdo ao antigénico, a exemplo dos fragmentos, Fab, scFv (molécula de cadeia tnica
formada pelas regides variaveis das cadeias leve e pesada de um Ac interligadas por uma
conexdo flexivel), Fv (fragmento da regido variavel das cadeias leve e pesada de um Ac)
e os bispecifics, que compreendem um grupo diverso de terapias baseadas em mAb que
pode ter multiplas funcionalidades diferentes, por meio de dominios de ligagdo para
interagdo com dois antigenos alvo, dentro da mesma construgio, como os diabody (dois
fragmentos scFc associados para duas especificidades diferentes). Ou o fragmento
constante Fc, que modula as fungdes dos efetores (Figura 8). Estes pequenos anticorpos
(~ 15-55 KDa) podem ser equipados com radioisotopos ou outros marcadores com o
objetivo de localizar antigenos alvo ou empregados na terapia. Tais moléculas, também,
apresentam as vantagens de rapida circulagdo no sangue, boa penetragdo nos tecidos e
tumores alvo, baixa imunogenicidade em teoria, baixa retengéo nos rins e outros érgios
ndo-alvo, além de serem mais facilmente construidos e reestruturados e, portanto, menor
custo comercial na produgdo em larga escala (ROQUE et al., 2004; PUCCA, et al., 2011;
BUSS et al., 2012; ROITT, et al, 2013).

Figura 8 - Fragmentos de anticorpos monoclonais.

A\

Fv
(~15 kDa)
Fad ScFv
(~55 iDa) (=28 kDa)
1gG
(~150 Da)
BSpecite scFv ' Diabody
(~55 xDa) (~50 «Da)
Fe
(~50 kDa)

Fonte: Adaptado de PUCCA, et al., 2011,
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4.5.2 Nomenclatura

A nomenclatura dos mAbs segue uma sequéncia de prefixo do nome, silaba que
representa o alvo, depois a fonte e, finalmente, a silaba mab (de monoclonal antibody)
(Quadro 3) e, deve ser utilizado para todos os produtos que contenham imunoglobulina
que se liga a um alvo definido (AGONDI et al., 2009).

Quadro 3 - Nomenclatura de Anticorpos Monoclonais

Alem (Alemtuzumab)
Ri (Rituximab)
Prefixo! (exemplo) Ab (Abciximab)
Oma (Omalizumab)
Mepo (Mepolizumab)

Tumor — t(u) -
Imunomodulador - I(i) -
Interleucina — k(i) -
Cardiovascular — ¢(i) -
Bacteriano -b(a) -

Alvo? Fungos -f (u) -
Osso -s(0) -
Toxina - tox(a)-
Viral -v(i) —

Murino - o
Rato — a

Rato/camundongo — axo

Primata — 1
Fonte Hamster - ¢

Quimérico — xi

Humanizado - zu

Totalmente humano — u/um

Sufixo® mabe (anticorpo monoclonal)

Produto radiomarcado ou conjugado com outro produto
quimico, € utilizada uma segunda palavra separada ou a
designagdo quimica.

Exemplos: mAbs conjugados a toxina, o sufixo —tox- pode
Conjugados ser usado na segunda palavra; mAb utilizado como veiculo
para um radioisétopo, este sera listados primeiro p. ex.,
Todo-131 tositumomabe.

'Deve ser aleatorio, o (nico requisito é contribuir para a distingdo do nome; ZIndica a classe alvo
(molécula, célula, 6rgio); *A lingua portuguesa exige o acréscimo da vogal e.

Fonte: Adaptado de WHO, 2009.
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4.5.3 Aplicagdes diagnosticas e terapéuticas

De acordo com Tyagi et al. (2011) e Abbas et al,, (2015), algumas das principais
aplicagdes na pesquisa e diagndstico médicos e na terapia clinicas de anticorpos
monoclonais incluem:

Identificacio de marcadores fenotipicos dnicos aos tipos celulares
particulares. A classificagdo moderna de linfécitos e outros leucocitos baseia-se no
reconhecimento dos marcados celulares individuais, os clusters de diferenciagdo (CD),

por mAbs especificos, caracterizando as populagdes celulares;

Imunodiagnético. Utilizagdo de mAbs em imunoensaios, para detec¢do de
antigenos ou anticorpos especificos no sangue, urina ou tecidos, no diagnostico de
doengas infecciosas e sistémicas, como as autoimunes, por técnicas de imunoprecipitagdo

e cromatografia de afinidade;

Identificacdo tumoral. Coloragdo de secgdes tumorais histolégicas, por meio de

mAbs marcados e especificos para proteinas celulares nas fontes teciduais de tumores;

Anilise funcional da superficie celular e moléculas secretadas. A defini¢do das
propriedades e fungdes das moléculas de superficie, incluindo receptores para antigenos,
podem ser elucidadas por meio do estimulo ou inibigdo de fungdes celulares mediante a
ligagdo a mAbs. Além da purificagdo de populagdes celulares selecionadas em misturas

complexas, devido ligagao especifica a anticorpos monoclonais:

Terapia. Em decorréncia da evolugdo da pesquisa médica na identificagdo de
células e moléculas envolvidas na patogénese de muitas doengas, forneceram novos alvos
a terapia com anticorpos monoclonais. Alguns exemplos incluem mAbs contra antigenos
de células tumorais (Quadro 4). Utilizados, também, na preveng¢io da rejei¢do aguda de
Transplantes, a exemplo do Basiliximabe e do Daclizumabe. Anticorpos, como o
Infliximabe e Adalimumabe, contra as citocinas IL-2 e Fator de Necrose Tumoral (TNF),
no tratamento da artrite reumatoide e outras doengas inflamatérias. Ou ainda, como
Omalizumabe, mAb humanizado contra a imunoglobulina E, na asma mediada pela IgE,

também ja estdo sendo amplamente utilizados.
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Quadro 4 - Anticorpos Monoclonais utilizados na Terapia Oncolégica
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Ano de
Nome Genérico e | Aprovacio Tipo Alvo Uso Clinico pelo
Comercial no FDA FDA
Rituximabe Quimérico Linfoma de células
Mabthera*Rituxan® 1997 IgG1 CD20 B
Trastuzumabe Humanizado
Herceptin® 1998 IgG1 HER2 Cancer de mama
Gemtuzumabe Humanizado
ozogamicina 2000 1gG4 - CD33 Leucemia mieldide
Mylotarg® farmaco aguda
conjugado
Alemtuzumabe Humanizado Leucemia linfatica
Campath® 2001 IgG1 CD52 cronica
VY -Ibritumomabe Murino
tiuxetana 2002 IgG1- CD20 Linfoma de
Zevalin® radionuclideo células B
-conjugado
11- tositumomabe Murino
Bexxar® 2003 IgG1- CD20 | Linfoma de células
radionuclideo B
conjugado
Bevacizumabe Humanizado Cancer de
Avastin® 2004 IgGl VEGF colorretal
Cetuximabe Quimeérico Cancer de
Erbitux® 2004 IgG1 EGFR colorretal
Panitumumabe Cancer de
Vectibix® 2006 Humano EGFR colorretal
1gG2
Leucemia
Ofatumumabe linfocitica cronica
Arzerra® 2009 Humano CD20 sem tratamento e
IgGl Refrataria
Denosumabe RANKL | Tumor de células
Prolia®, Xgeva® 2010 Humano gigantes do osso
1gG2
Melanoma
Ipilimumabe 2011 Humano CTLA4 avangado em
Yervoy® IgG1 adultos.
Linfoma de
Brentuximabe Hodgkin
vedotin 2011 Quimeérico CD30 | Linfoma anaplasico
Adcetris® IgG1 de grandes células
Tratamento
Pertuzumabe Humanizado Neoadjuvante de
Perjeta®™ 2012 IgG1 HER2 Céncer da Mama,
Metastizado.
Humanizado
Ado Trastuzumabe IgGl -
Emtansine 2013 farmaco HER2 Cancer de mama
Kadcyla® conjugado
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) Leucemia
Obin utuzumabe 2013 Humanizado CD20 Linfocitica Crénica
Gazyva * IgG1
_ Carcinoma
Ramucnmzbe Gastrico avangado,
Cyramza 2014 Humano VEGR-2 | Adenocarcinoma da
IgGl Jungdo
Gastrocsofagica
Doenga de
Siltuximabe 2014 Quimérico IL-6 Castleman
Sylvant ® IgGlx multicéntrica HIV-
neg
Tratamento de
Cromossomo
Filadélfia-neg
Blinatumomabe 2014 Recombinant | CD19/ precusor de
Blincyto® e CD3 Leucemia
Biespecifico Linfoblastica
Aguda de cél. B
Melanoma;
Cancer do pulmdo;
Nivolumabe Inteiramente Carcinoma de
Opdivo® 2014 Humano PD-1 células renais;
1gG4 Linfoma de
Hodgkin classico.
Elotuzumabe Humanizado
Empliciti ® 2015 1gG 1k SLAMF7 | Mieloma Maltiplo
Dinutuximabe Quimeérico Neuroblastoma de
Unituxin ® 2015 1gG1 GD2 alto risco
Carcinoma do
Necitumumabe 2015 Humano EGFR Pulmao de nao
Portrazza * IgG1 Pequenas Células
Daratumumabe
Darzalex® 2015 Humano CD38 Mieloma Multiplo
IgGlk
Carcinoma do
Atezolizumabe 2016 Fragmento Pulmao de ndo
Tecentriq® humano Fc PD-L1 Pequenas Células
otimizado metastaticas
Olaratumabe Humano PDGFR- Sarcoma de
Lartruvo ® 2016 1gG1 a Tecidos Moles

CTLA4: Proteina citotoxica associada a linfécitos T 4. EGFR: Receptor de fator de Crescimento
Epidérmico; GD2: Disialogangliésido-2; PD-1: Receptor Programado de Morte 1; PD-L1: Ligante 1 do
PD-1; VEGF: Fator de Crescimento Endotelial Vascular Humano: PDGFR-a: Receptor alfa de Fator de
Crescimento Derivado de Plaquetas; RANKL: Receptor Ativador de Fator Nucleolar kappa beta ligante;
SLAMF7: Familia de Moléculas de Ativagiio de Linfocitos de Sinalizagdo 7.

Fonte: Adaptado de ZHANG et al., 2007, NELSON et al., 2010; SCOTT, WOLCHOK, OLD, 2012; NIH,
2015, FDA, 2016, EMA, 2016.

LIDTECA

,
&

{UFCG/B!

|
i



39

4.5.4 Mecanismos de morte celular mediados por Anticorpos Monoclonais

O potencial para a destruigdo dessas células tumorais intermediada por anticorpos
tem sido fartamente demonstrado in vitro (Figura 9), neutralizando alvos solaveis (p. ex.,
citocinas); através de alteragdes mediadoras na fungdo do antigeno ou do receptor, tais
como fungdes agonistas ou antagonistas, influenciando na sinalizagdo celular (agdo
direta) ou interferindo diretamente no crescimento celular (inibigdo da proliferagio): na
modulagdo do sistema imunologico, mediando fungdes efetoras imunes (mecanismos “Fc
dependentes™ de interagio ao FeyR dos leucécitos), por meio da fagocitose celular
dependente de anticorpo (FCDA); na ativagdo do sistema complemento, caracterizada
como citotoxicidade dependente de complemento (CDC); na citotoxicidade celular
dependente de anticorpo (ADCC); efeitos especificos de um anticorpo na vasculatura
tumoral e estroma; ou ainda desencadeando processos de morte celular, por indugdo
direta da apoptose, ou por crosslinking. Estando ou ndo conjugado a administragio de um

farmaco que atinge um antigeno especifico (GOODMAN&GILMAN, 2012; SCOTT,
WOLCHOK, OLD, 2012; MORAES, 2013).

Figura 9 - Mecanismos de morte de células tumorais por anticorpos.

A morte direta de células tumorais A morte de células tumorais mediada por imunidade

Receptor
Receptor At agoninta

#goninta

Colula WK

CD3 ow COS

Célula T
Gereticamente

Catuta 1 maahcomn
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“ anticorpos
conugsdes

Vase sanguinen

Fonte: Adaptado de SCOTT, WOLCHOK, OLD, 2012
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4.5.5 Metodologias de produgdo

Os processos para gerar e pesquisar anticorpos com afinidade e especificidade,
para um antigeno alvo, podem envolver técnicas de hibridoma e/ou fagos, a partir de
fontes imunizadas ou ndo imunizadas. Anticorpos ou fragmentos selecionados podem
entdo ser manipulados para criar novas estruturas semelhantes a anticorpos. Apds
purificagdo da molécula de anticorpo de interesse para um nivel de pureza elevado, este
produto pode prosseguir para estudos pré-clinicos (modelos animais in vitro e in vivo). Se
estes forem bem sucedidos, o anticorpo terapéutico iniciasse ensaios clinicos humanos e

pode finalmente obter a aprovagio de agéncias reguladoras (FDA, EMA, ANVISA) e ser
langado no mercado (ROQUE et al.. 2004).

Figura 10 - Descrigdo do processo de fabricagdo passo a passo para anticorpos terapéuticos.

Fonte: Adaptado de ROQUE et al., 2004.

4.5.5.1 Hibridomas

A técnica do hibridoma (Figura 11) consiste, inicialmente, na imunizagdo do
animal com o antigeno que induzird a produgdo de anticorpos de interesse.
Posteriormente, tem-se a retirada dos linfocitos B ativados do bago do animal, ou seja, 0s
esplendcitos de camundongos, que apresentam baixa taxa de reprodugdo in vitro, porém
sdo altamente excretoras de anticorpos e tem uma sintese de nucleétidos normal. Em
seguida, procede-se a fusdo com células de mieloma ou plasmocitoma, que como a
maioria dos tumores de qualquer origem celular, ¢ monoclonal, mas possui uma sintese
de nucledtidos deficiente (LING et al., 2003; BAHARA et al., 2013; HARMAN, GILES—
KOMAR, RYCYZYN, 2014; CORDEIRO et al., 2014; ABBAS et al., 2015).
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Para esta fusdo podem ser utilizadas técnicas fisica, de armadilha optica de forga
gradiente de um tunico feixe combinada com um micro feixe de laser UV pulsado, para
fusdo de células induzidas por laser (TYAGI et al., 2011); quimica, com polietilenoglicol
(PEG) ou cefalina (GOLESTANI et al., 2007); ou ainda, eletroquimica, onde o potencial
elétrico ¢ aplicado para induzir a fusdo celular, conhecido como eletro fusdo, mas que
estd dependente de fatores de resisténcia e for¢a osmoética a composigdo iénica, do meio
de fusdo, e da intensidade de campo e da forga proteolitica (TYAGI et al., 2011).

Depois da fusao, trés populagdes de células permanecem em cultura: esplendcitos,
células do mieloma e os hibridos. Essas sdo diluidas em meio de cultura seletivo, o HAT
(hipoxantina, aminopterina e timidina), e plaqueadas em placas de cultura de multiplos
pogos. Objetiva-se, portanto, selecionar a linhagem celular de replicagio continua, pois
na divisdo de células somaticas, s6 as células fundidas (hibridomas) podem crescer
(PASQUALINI, ARAP, 2004; SANTOS et al., 2006; CORDEIRO et al, 2014).

Isso ocorre porque as células normais sintetizam nucleotideos de purina e
timidilato, por uma via de novo que requer tetraidofolato. Drogas antifélicas, como a
aminopterina, metotrexato ou azaserina, bloqueiam esta via. Portanto, células tratadas
com esses compostos podem usar uma via de recuperagio na qual a purina é sintetizada
de hipoxantina exogena, por meio da hipoxantina-guanina fosforribosil transferase
(HGPRT), ¢ o timidilato é sintetizado da timidina pela timidina cinase (TK). Assim, as
células crescem na presenga de aminopterina se o meio de cultura também for
suplementado com hipoxintatina e timidina, no caso o meio de selegdio HAT. As células
de mieloma podem torna-se defeituosas em HGPRT ou TK, mediante a mutagénese,
seguida de selegdo em um meio que contenha substratos para essas enzimas que levem 2
produgdo de substancias letais. Essas células de mieloma que nio possuem HGPRT ou
TK ndo podem usar a via de recuperagdo e, consequentemente, morrerdo no meio HAT.
Se células B normais forem unidas as células que ndo possuem HGPRT ou TK, essas
fornecerdo as enzimas necessarias para que os hibridos sintetizem DNA e cresgam no
meio HAT (GREENFIELD, 2014; ABBAS, 2015).

Em seguida, aguarda-se a morte natural dos esplendcitos, ja que eles ndo podem
crescer indefinidamente, pelo tempo médio de vida limitado. Os hibridos sdo capazes de
crescer indefinidamente e comegam a se multiplicar, com formag¢do rapida de coldnias.
As celulas do hibridoma imortalizadas, colocados em placas de cultura com densidades
diferentes por pogo, fazendo com que as células de cada pogo sejam clone de apenas um

hibridoma, os pogos positivos sdo expandidos e os hibridomas clonados por propagagio,
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os sobrenadantes sdo testados quanto 2 produgdo de anticorpos, verificando sua
capacidade de se ligar ao antigeno pelo ELISA (do inglés Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay), garantindo a especificidade dos anticorpos. Dessa forma, podem ser produzidas

grandes quantidades de anticorpo especifico in vitro (em meios de cultura)

(PASQUALINI, ARAP, 2004; SANTOS et al., 2006; CORDEIRO et al, 2014;

GREENFIELD, 2014). Em contrapartida, a resposta policlonal observada in vivo,

constituida pela combinagio de anticorpos de todos os clones celulares plasmaticos que

reagiram ao antigeno especifico. Tornando, assim, possivel usa-los como farmacos
(AIRES SILVA et al., 2008; RANG, 2011).

Figura 11 - Produg3o de anticorpos monoclonais pela tecnologia do Hibridoma.
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Fonte: ABBAS, 2015.

A utiliza¢do da tecnologia de hibridoma, que pode ser aplicada para anticorpos
murinos, possibilitou a evolugdo para novas tecnologias, baseadas nos métodos do DNA

recombinante, para produgdo dos anticorpos quiméricos, humanizados e totalmente
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humanos, menos imunogénicos, mais estiveis e seguros, pelo menor risco de
contaminagdo viral e de prions (AL-RUBEAL, 2011). Entre as abordagens desenvolvidas
para ultrapassar estes obstaculos estavam os ratos transgénicos geneticamente
modificados, com um sistema imunitario humoral "humanizado", e técnicas de expressdo
e selegdo de bacteriofagos (JAKOBOVITS et al.. 2007; ROITT, et al, 2013).

4.5.5.2 Ratos transgénicos

Uma importante técnica de produgdo de anticorpos monoclonais desnudos
(humano-camundongo hibridos), ¢ a criagio de cepas de camundongos transgénicos
(xenomouse) (Figura 12), na qual se introduz um /oci das cadeias pesada (H) e leve k de
Ig humana néo rearranjadas, com tamanho da ordem de megabases, em camundongos
cujos genes endogenos de Ig murina foram inativados. A imunizagdo desses
camundongos pode, também, produzir anticorpos humanos de alta afinidade (AIRES
SILVA et al., 2008; ROITT, et al, 2013).

Figura 12 - Técnica de produgdo de Anticorpos monoclonais por Xenomouse.

nmag&o do
IgH murino
> cln
Estirpe de rato incapaz de \
hatnrnc.io do Igx produzir anticorpos murnos
HMurino XenoMaouse
ST
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T AYS, — ,
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ntroducao do oo humang
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- . : : B Murino Igx locus
SRR, Reprodvet Humano IgL loci
introducdo do loct humano Estirpe de ratos que produzem = H:mna :QH ::ws
IgH (yH2) anticorpos humano/muring 9

A Cadeia leve, kappa, e pesada do rato foram inativadas em células ES por tecnologia de direcionamento
de genes. Os loci de cadeia leve e pesada humanos, foram introduzidos em células ES. Essas células ES
modificadas foram utilizadas para gerar ratos contendo loci de imunoglobulina humana, na presenga de
anticorpos murinos inativados.

Fonte: Adaptado de JAKOBOVITS et al., 2007.

Os anticorpos criados por esta técnica podem ser produzidos por linha celulares de

hibridomas ja imunizadas, ou por linhas celulares em mamiferos, como a linha celular de
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ovario de hamster chinés (CHO) (NISSIM, CHERNAJOVSKY, 2008: AL-RUBEAL
2011),

4.5.5.3 Phage display tecnologico

A técnica Phage Display foi desenvolvida em 1985 por Smith, que criou
bibliotecas de peptideos na superficie dos fagos. Usando esta técnica, ¢ possivel
mimetizar a estratégia utilizada pelo sistema imune humoral para produzir anticorpos
completamente humanos ou fragmentos de anticorpos. (ROQUE et al., 2004; PUCCA, et
al., 2011).

Em esséncia, o mRNA de hibridomas ou células B humanas sensibilizadas, ou
provenientes de doadores humanos ndo imunizados, é convertido em ¢cDNA, e os genes
de anticorpos, ou seus fragmentos principalmente Fv, scFv e Fab, sdo expandidos pela
reagdo em cadeia de polimerase (PCR). Em seguida, sdo criadas construgdes unicas nas
quais se permite a combinagdo aleatoria em série dos genes das cadeias leves e pesadas
com genes que codificam a proteina IIT (pIII) do capsideo do bacteriéfago. Essa colegdo
combinatoria contém enorme repertorio de anticorpos (ou seus fragmentos) expressos
como proteinas de fusdo com plIl na superficie do fago. O altissimo numero de fagos
produzidos por infecgdo de FEscherichia coli passam por processo de panning com
antigeno em fase solida, para selecionar aqueles que tém os anticorpos de maxima
afinidade aderidos a superficie. Sendo, em seguida, possivel clonar esses genes que

codificam os anticorpos e obter expressio em grande quantidade (Figura 13) (AL-
RUBEAL 2011; ROITT, et al, 2013)

Figura 13 - Selegdo de genes de anticorpos em uma colegfio combinatéria.
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Fonte: ROITT, et al, 2013.
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4.6 Anticorpos Monoclonais precursores na Terapia Oncoloégica

Os anticorpos monoclonais Rituximabe e Trastuzumabe, foram os primeiros mAbs
registrados pelas agéncias regulatorias e demonstraram grande importancia clinica nos
Gltimos 20 anos, sendo uma das mais bem-sucedidas estratégias para o tratamento de
pacientes com tumores malignos hematologicos e tumores solidos.

Apesar do importante impacto orgamentario, ambos foram adicionados a Lista
Modelo de Medicamentos Essenciais para o Cancer de 2015, da OMS (WHO, 2016e).

E, atualmente, representam importante papel no mercado farmacéutico,
considerando que esses produtos estdo entre os 15 mais vendidos no mundo, dentro dos
quais 11 sdo biofarmacos, produtos de inovagdes biotecnoldgicas (Quadro 5)

(PIMENTEL, et al., 2012).

Quadro 5 - Medicamentos mais vendidos no mundo 2015.

Expiracio Vendas
RANK Medicamento Principio Tecnologia  da patente 2015 (USS
Ativo U.S.A bilhdes)
] Harvoni® Ledispavir ~ Biotecnologia 2020 18,144
/sofosbuvir
2 Humira® Adalimumabe Biotecnologia 2016 14,950
Insulina

3 Lantus® glargine Biotecnologia 2015 11,458

4 Enbrel® Etanercept  Biotecnologia 2016 9,471

5 Crestor® Rosuvastin  Biotecnologia 2016 8,608

6 Remicade® Infliximabe  Biotecnologia 2018 8,195

7 Seretide® Fluticasone/ Quimica 2010 7,996

salmeterol
8 Sovaldi® Sofosbuvir  Biotecnologia 2033 6,578
Mabthera® Rituximabe  Biotecnologia 2016 6,298
10 Avastin® Bevacizumabe Biotecnologia 2019 6,183
11 Lyrica® Pregabalina Quimica 2027 6,035
12 Abilify” Aripiprazole Quimica 2015 5,799
13 Novorapid® Insulina Biotecnologia 2024 5,612 < }
aspartico IE'J i

14 Herceptin®  Trastuzumabe Biotecnologia 2019 5,596 -
15 Januvia® Sitagliptina Quimica 2026 5,440 J

Fonte: Adaptado de PIMENTEL et al, 2012; IMS Health MIDAS®, 2015b.
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4.6.1 Rituximabe: Tratamento de Linfoma Néo-Hodgkin (LNH)

4.6.1.1 Linfoma ndo-Hodgkin (LNH)

Os Linfomas sdo proliferagdes malignas de linfocitos B ou linfécitos T que
envolve os ganglios linfaticos, a medula 6ssea e¢ / ou locais extranodais. Por suas
diferengas de etiopatogenia, quadro clinico e anatdémico, e a resposta a terapia, podem ser
divididos em linfomas de Hodgkin (LH) e ndo-Hodgkin (LNH) (LORENZI, 2006).

O Linfoma Nao-Hodgkin (LNH) ¢ caracterizado pela auséncia de células de Reed-
Sternberg, e pode ocorrer em qualquer idade e geralmente se apresenta como uma
linfadenopatia localizada ou generalizada associada a febre, a perda de peso, € com
frequéncia a infiltragdo linfomatosa, observada no mielograma. O curso clinico varia de
acordo com o tipo morfolégico, podendo ser de linhagem B ou linhagem T / NK. E,
clinicamente classificado como indolente, agressivo ou com um curso clinico variavel
(LORENZI, 2006).

O linfoma ndo-Hodgkin ¢ a quarta neoplasia mais incidente nos Estados Unidos,
excluindo o cancer de pele ndo melanoma, sendo responsavel por 4% de todas as
malignidades. Destes, juntamente com o Linfoma de Burkitt, o Linfoma Difuso de
Grandes Células B LDGC B ¢ o mais incidentes em individuos HIV positivos (LDGC B),
correspondendo a cerca de 40% dos novos casos diagnosticados e a cerca de 30% de
todos os casos de LNH. A incidéncia vem aumentando nas dltimas quatro décadas,
principalmente os linfomas agressivos, o que parece ser apenas parcialmente explicado
pela maior incidéncia de Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) e pela
exposigdo a fatores ambientais. No entanto, a maioria dos casos ndo tem etiologia
definida, porém sugere-se que fatores hereditérios, ambientais, ocupacionais e dietéticos
possam estar envolvidos. Além de alguns agentes infecciosos, tém sido implicados na
génese do LNH, como os virus HTLV 1/2 e o Epstein-Barr (EBV) (ARAUJO, et al.,
2008; BRASIL, 2014).

4.6.1.2 Rituximabe (Mabthera®)

O desenvolvimento das chamadas drogas-alvo obteve grande sucesso no
tratamento dos linfomas agressivos. Estudos recentes demonstraram, o beneficio do
Rituximabe, um mAb quimérico, que lisa os linfocitos B ao ligar-se a glicoproteina

antigénica transmembrana de diferenciagdo hematopoiética CD20, formadora de canal de
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calcio, associada a emissdo de sinais para ativagdo e proliferagio de células B. O
Anticorpo induz a apoptose; a citotoxicidade celular dependente de anticorpos; e pela
opsonizagdo de proteinas do sistema complemento como a CIqRS, desencadeia a
modulagdo do sistema imune para citotoxicidade dependente do complemento (Figura 14)
(ARAUJO, et al., 2008; YODER, KAMAL, 2009: RANG, 2011; CRAGG, 2011).

Figura 14 - Mecanismos de agio do anticorpo monoclonal quimérico Rituximabe.

(A) Mecanismo de lise dependente do complemento e mecanismos de resisténcia potencial. A cascata
do complemento envolve uma série de zimogenos que sdo sequencialmente ativados, bem como uma série
de inibidores (em negrito). Duas por¢des estreitamente aproximadas de Fc de imunoglobulina iniciam a
via classica, ativando C1, que por sua vez ativa C4 e C2. Esta reagdo ¢é estreitamente controlada pelo
inibidor C1 circulante. O complexo C1, C4 e C2, conhecido como C3 convertase, ativa C3 deixando um
fragmento, C3b, na superficie celular. C3b associado com a membrana plasmatica torna-se convertase C5.
O fator acelerador de decaimento associado 2 membrana (DAF, CD55) e o receptor do complemento |
(CR1, CD35) inibem a convertase C3 e C5. C5b, C6, C7, C8 e C9, em seguida, associam-se para formar o
MAC. Esta atividade ¢ inibida pelo inibidor de membrana da lise reativa (CD59). (B) Os mecanismos de
citotoxicidade celular e os controles apés uso do rituximabe ligado CD20 na superficie das células B. A
citotoxicidade das celulas NK e a secre¢do de citoquinas em resposta a uma célula B revestida com rituximabe
séo determinadas pelo equilibrio dos sinais de ativagdo e inibigdo através de receptores MHC-restrito. Os sinais
inibidores sdo via ITIM recrutando SHP-1. A ativagdo ¢ feita através de um adaptador, DAP12, que contém

ITAM. Para as células mieloides, o equilibrio dos sinais através da ativagéio dos receptores gama FcyR CDl6 e

CD64 e do receptor gama FcyR inibitéria CD32 determinam a indugio de varios mecanismos citotéxicos
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quando a célula do sistema imunolégico encontra uma célula B revestida com rituximabe
(C) Caminhos de controle apoptéticos envolvidos na apoptose induzida por rituximabe. A IL-10 foi
identificada na linha celular 2F7, mas ndo em outros, como a regulagio negativa de becl-2. XIAP e mcl-1
foram relatados por desempenhar papel no controle de rituximabe indutor de apoptose em pacientes com
Leucemia Linfoide Crénica. A via FAS ligante / TNF / TRAIL ndo parece estar envolvida na morte
celular induzida por CD20. Quaisquer alteragdes nos sinais que afetam o equilibrio pré e antiapoptético

podem potencialmente alterar a sensibilidade ao rituximabe.

Fonte: Adaptado de CATELAN et al, 2005; SMITH, 2003.

A especificidade do Rituximabe, por sua vez, estd condicionada a selegdo de
CD20 como um alvo apropriado, ja que o antigeno é expresso a niveis razoavelmente
elevados, ndo ¢ regulado negativamente apos a ligagdo do anticorpo, estd presente na
superficie dos linfocitos B normais e em de cerca de mais de 95% de todas as células B
dos LNH, sendo expressa desde os linfocitos pré-B até os linfécitos B maduros, mas nio
em c€lulas progenitoras, células pro-B, plasmécitos ou em outros tecidos. Apds ligagdo
com o anticorpo, o antigeno CD20 ndo ¢é introduzido na célula nem liberado da
membrana celular para o ambiente, ndo circula no plasma como antigeno livre e,
portanto, ndo compete pela ligagdo com demais anticorpos soliveis. Além disso, o fato
do rituximabe eliminar as células CD20 positivas normais e malignas, durante
aproximadamente 6 meses ndo foi associada a uma diminui¢do dos niveis de IgG ou a um
aumento significativo do risco infeccioso (SMITH, 2003; BRASIL, 2015).

Esse medicamento faz parte da lista do Componente Especializado da Assisténcia
Farmacéutica (CEAF) no SUS, Grupo 1A, na forma de apresentagdo 500mg injetavel (por
frasco-ampola de 50mL), e os usos aprovados pela ANVISA sdo, para Linfoma ndo
Hodgkin, de células B, baixo grau ou folicular, CD20 positivo, recidivado ou resistente a
quimioterapia; em combinagdo a quimioterapia CHOP, ndo tratados previamente; ou a
pacientes com linfoma folicular como tratamento de manuteng¢do, apos resposta a terapia
de indugdo, e linfoma difuso de grandes células B — 1° linha. Também ¢ aprovado para
Artrite  Reumatoide, Leucemia Linfoide Crénica, Granulomatose com poliangiite

(Granulomatose de Wegener) e poliangiite microscopica (PAM) (BRASIL, 2015).

No Brasil, o Rituximabe foi aprovado para o Protocolo Clinico e Diretrizes g]
\ Terapéuticas do Linfoma Difuso de Grandes Células B, por meio da Portaria n® 956, de ;i "
\26 de setembro de 2014. E, para as Diretrizes Diagnosticas e Terapéuticas do Linfoma ¢ .
Folicular, pela Portaria n® 1051, de 10 de Outubro de 2014, do Ministério da Satde c_:‘
(BRASIL, 2014). i
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Demonstrando sua eficacia significativa, quando comparados a quimioterapia
padrdio CHOP (Ciclofosfamida, Doxorrubicina, Vincristina e Prednisona) versus R-
CHOP, houve aumento da resposta completa (RC), a sobrevida livre de doenga (SLD) e a
sobrevida global (SG) dos pacientes (BRASIL, 2014).

4.6.2 Trastuzumabe: Tratamento do Cancer de Mama

4.6.2.1 Cancer de Mama

Cancer de mama, que é o tipo de cancer de maior incidéncia e mortalidade entre
mulheres em todo o mundo, no entanto, felizmente, considerado um cancer de relativo
bom prognéstico, quando diagnosticado e tratado precocemente (INCA, 2015).
Caracteriza-se como um grupo de doengas heterogéneo, com comportamentos clinicos,
morfologicos, genéticos e de resposta terapéutica distintos. Acomete, preferencialmente,
mulheres por volta dos 50 anos de idade, sendo raro antes dos 30 anos. Todavia, nas
iltimas décadas tem sido observado, a nivel mundial, aumento da incidéncia inclusive em
faixas etarias mais jovens (VIEIRA et al_, 2012; INCA, 2016).

Tendo-se em vista a grande relevancia das implicagdes prognésticas em relagdo ao
status do receptor do fator de crescimento epidérmico humano 2 (HER2), para o cancer
de mama. Ja que a presen¢a de HER2 esta envolvida na regulagdo da proliferagdo celular
e sua amplificagdo (um nimero excessivo de copias dos genes) ou a superexpressio
(excesso de produgdo da proteina) confere & célula cancerosa afetada caracteristica de
comportamento agressivo com aumento do crescimento e proliferagdo tumorais, maior

capacidade invasiva e nmetastatica, e estimulagdo da angiogénese do tumor
(HORTOBAGYI, 2005).

Figura 15 - Diferenga entre célula normal e células neoplasicas com amplificagdo oua superexpressdo de
HER2.

Amplificacso do gene «

HER2/Neu Proteina ligada a
Quantificado pelo teste membrana HER-2,
tecidual FISH mensurada pelo IHC

Fonte: Adaptado de LOPEZ, 2015.
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Essa amplificagdo do gene HER2 e/ou hiperexpressdo de sua proteina ocorre em
aproximadamente 20% dos canceres de mama e est4 associada a pior progndstico, por
caracterizarem-se como tumores pouco diferenciados, com alta taxa de proliferagdo,
maior incidéncia de linfonodos axilares positivos, diminuigdo na expressdo de receptores
de estrogeno e progesterona das células tumorais (SLAMON, et al., 2001;
HORTOBAGYT, 2005).

4.6.2.2 Trastuzumabe (Herceptin®)

O trastuzumabe esta indicado para o tratamento de pacientes com cdncer de mama
inicial ou localmente avangado, do subtipo HER2 positivo, apés cirurgia, quimioterapia
(neoadjuvante ou adjuvante) e radioterapia (quando aplicavel) (BRASIL, 2015b).

Trastuzumabe, um mAb murino humanizado que liga-se com alta afinidade pelo
HER2 (receptor do fator de crescimento epidérmico-2), um membro da familia mais
ampla dos receptores celulares transmembranicos com atividade integral de tirosina
cinase, envolvidos na sinalizagdo de crescimento e diferenciagio celular. A familia HER
¢ composta de quatro receptores: HER-1, 2, 3 e 4 (também conhecidos como Erb-1,2,3 e
4). A expressio do HER2 ndo ¢é caracteristica especifica do cancer de mama,
expressando-se em varios outros tipos de tumores (Figura 16) (CONASS, 2013).

O mecanismo de agdo baseia-se no impedindo de sua fosforilagdo, levando ao
bloqueio da transdugdo de sinal intracelular, além de induzir os inibidores p21 e p27 do
ciclo celular (RANG; DALE, 2011; BAILEY et al, 2011; LEITE, 2012).

Destacando-se por ter sido a primeira terapia-alvo contra a via HER2, e seu uso
mudou a historia natural do céncer de mama HER2(+), resultando em melhora da
sobrevida similar a canceres de mama HER2(-) (SLAMON, et al., 2001)

No Brasil, o trastuzumabe foi aprovado pela Portaria SCTIE-MS n.° 18, de 25 de
Julho de 2012, para o tratamento do céncer de mama localmente avangado, de apresentagdes
de 60mg e de 150mg do medicamento com utilizagdo apenas em hospitais habilitados em
oncologia, e cumprimento das diretrizes diagnosticas e terapéuticas do Ministério da Saude.
(BRASIL, 2015b).

O uso do trastuzumabe esta associado ao risco de insuficiéncia cardiaca, se
destacando pelo potencial de cardiotoxicidade, porém dose-limitante, também esteve
associado ao risco aumentado de infecgdes, febre, anorexia, diarréia, artralgia, tosse, rash

cutaneo, onicopatia, eritema, lacrimejamento, epistaxe. E, as reagdes infusionais (febre e
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calafrios) sdo frequentes durante a primeira dose ou ap6s 24 h, mas raramente ocorrem
nas doses subsequentes (DEL DEBBIO, TONON, SECOLI, 2007; BRASIL, 2015b).

Figura 16 - Mecanismos de agdo do anticorpo monoclonal humanizado Trastuzumabe.

Acredita-se que os efeitos terapéuticos do Trastuzumabe sejam mediados através: (C) inibigdo do g}
desprendimento induzido por metaloprotease do dominio extracelular de HER2, conduzindo a prevengio fi: '
da sinalizagdo constitutiva através de p95ErbB2; (D) bloqueio da ativagido dependente da dimerizagdo de 57] I
HER2 com HER3 ou HER4; (E) citolise mediada por efetores imunitarios: pela ativagdo da ADCC (in :_T'
vivo); (F) Endocitose e degradagdo do HER2. f_‘f_“ ;
Fonte: Adaptado de BAILEY et al, 2011. 8 [
L
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4.7 Cenario Atual: Biossimilares

Mediante as alarmantes estimativas e, consequentemente, a evolugdo do
conhecimento cientifico sobre a progressdo dos tumores, sio notaveis os avangos
tecnoldgicos na area da saide. Entretanto, o controle de doengas cronicas com risco de
vida ¢ um grande desafio para os sistemas de saide publica nos paises desenvolvidos e
em desenvolvimento, pois acarretam importante aumento dos custos provenientes a
assisténcia a saide, tornando-se cada vez mais preocupante e dificil manter um equilibrio
entre a qualidade do servigo prestado e a sustentabilidade econémica dos sistemas de
saude (HYEDA&COSTA, 2015; BRANDAO, 2015). Nesse ponto, os produtos
bioterapéuticos tém sido bem sucedidos no tratamento de muitas doengas cronicas.
Contudo, o custo desses biofarmacos inovadores tem sido frequentemente proibitivo,
limitando assim a sua utilizagdo, particularmente nos paises em desenvolvimento (WHO,
2016a).

No entanto, a partir da década de 2010, entramos em uma nova era no
desenvolvimento de produtos biofarmacéuticos, as patentes de medicamentos
biotecnoldgicos de elevado valor agregado comegaram a expirar (Quadro 5), e ha uma
corrida global para desenvolver e registrar produtos concorrentes, os biossimilares. Que
como os medicamentos genéricos, podem ser produzidos apos a expiragdo da patente do
produto de referéncia (PIMENTEL, et al., 2012; IAPO, 2013).

Segundo WHO (2016c), o Produto Bioterapéutico Similar (SBP), é aquele
semelhante em qualidade, seguranga e eficacia ao produto licenciado bioterapéutico de
referéncia.

O principal fator que motiva a produg¢do desses medicamentos ¢é torna-los
acessiveis a um numero maior de pacientes e proporcionar mais opg¢des de tratamento.
(IAPO, 2013).

A experiéncia clinica e o perfil de seguranga estabelecido dos produtos originais
devem contribuir para o desenvolvimento de produtos bioterapéuticos similares. O
montante e a extensdo dos dados necessarios para a concessdo de licengas para os SBPs,
no entanto, sdo provavelmente superiores aos normalmente exigidos para os produtos
originarios. Visto que, a caracterizagdo exata dessas estruturas moleculares de proteinas
em laboratorio é muito complexa, tornando dificil mensurar os impactos de pequenas
diferengas moleculares na seguranga e eficacia dos produtos. Sendo, uma abordagem

genérica, tal como aplicada a farmacos de pequenas moléculas, ndo apropriada para

e
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substancias biologicas devido a sua complexidade e ao fato de o desempenho clinico
depender criticamente do processo de produgdo. Para tanto, a OMS criou em 2009 seu
Guidelines para regulamenta¢do dos Produtos Bioterapéuticos Similares (SBPs), com o
objetivo de padronizar as metodologias de desenvolvimento e requisitos clinicos para
estes novos produtos (PIMENTEL, et al., 2012; EPSTEIN, EHRENPREIS, KULKARNI,
2014; WHO, 20164d).

Para isso, ¢ de extrema importdncia que os profissionais da area estejam
capacitados a tomar decisdes que auxiliem a determinagdo do balango entre custos e
beneficios, e manejo dos danos, nos moldes da medicina baseada em evidéncias.
Preconizando segundo o Ministério da Saude, para incorporagdo de novas tecnologias em
Saude, os aspectos de seguranga, acuracia, eficicia, efetividade, custos, custo-efetividade

e aspectos de equidade, impactos éticos, culturais e ambientais envolvidos na sua
utilizagdo (BRASIL, 2010; CLARK, et al., 2013).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Mediante o impacto atual do Céancer, pelo elevado poder de morbidade e
mortalidade, decorrente um processo de carcinogénese complexo e de multietapas,
iniciado por mutagdes genéticas em células do proprio corpo, por ativagdo dos proto-
oncogenes a oncogenes e/ou inativagdo anormal de genes de supressdo tumoral,
inativagdo de fatores pro-apoptéticos ou ativagdo dos antiapoptdticos, na expressdo
anomala da telomerase e nos vasos sanguineos locais, resultando em angiogénese
direcionada ao tumor, conferindo, por conseguinte, as células cancerigenas o poder de
proliferagdo descontrolada, desdiferenciada, com perda de fungdio e potencial invasivo e
metastatico. Processos esses decorrentes de causas ambientais ou geneticamente pré-

determinadas ao organismo, estando ambas inter-relacionadas.

O trabalho demonstrou, portanto, a evolugdo dos tratamentos antineoplasicos, por
meio de uma quimioterapia com predominincia dos biofdarmacos, como terapias alvo
moleculares especificas, direcionadas a antigenos tumorais bem caracterizados, como as
citocinas, p. ex. IL-2 para o cdncer de rim; e os interferons, como o Interferon-u para
tratamento da leucemia de células pilosas, condilomas acuminados, Leucemia Mieloide
Cronica (LMC) e Sarcoma de Kaposi associado a AIDS; os marcadores celulares, como
0s clusters de diferenciagdo entre eles o CD20 nos Linfoma de células B, CD33 na
Leucemia Mieloide Aguda, CD52 na Leucemia Linfitica Cronica; e os receptores
celulares, a exemplo HER2, VEGR, PDGFR-a, para o Céncer de mama, Céancer de

colorretal e Sarcomas; utilizados como arsenal ¢ alvos farmacolégicos.

Aliados ao progresso da biotecnologia e engenharia genética, foi demonstrado o
desenvolvimento de anticorpos monoclonais IgG e IgM, murinos, quiméricos,
humanizados, totalmente humanos e seus fragmentos, entre eles Fab, scFv, Fy,
bispecifics, diabody e Fc, que modula as fungdes dos efetores, com diminui¢do
progressiva do potencial imunogénico, e suas metodologias de produgdo, hibridomas,

ratos transgénicos e display tecnologicos.

Nesse contexto terapéutico, o Rituximabe, mAb quimérico anti-CD20, e o
Trastuzumabe, mAb humanizado anti-HER2, os primeiros anticorpos monoclonais
aprovados para uso clinico na terapia do cancer, foram apontados como terapias-alvo
eficazes, atuando principalmente pelos mecanismos de alteragdes na fung¢do do antigeno

ou do receptor, com consequente alteragdes nas vias de sinalizagdo e transdugido
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celulares; na modulagdo do sistema imunoldgico, pela fagocitose celular dependente de
anticorpo (FCDA); citotoxicidade dependente de complemento (CDC); citotoxicidade
celular dependente de anticorpo (ADCC); efeitos especificos na vasculatura tumoral e
estroma; ou ainda, desencadeando processos de morte celular, por indugdo direta da
apoptose. Apresentando, por conseguinte, grande demanda no mercado farmacéutico
global, ja inseridas na Lista de Medicamentos Essenciais para o Cancer da OMS, e

incorporados nos Protocolos Clinicos e Diretrizes Terapéuticas em Oncologia brasileiros,

com notavel acesso a populagdo pelo SUS.

Diante dessa ja realidade, a grande inovagdo seguinte serd na pesquisa €
desenvolvimento no ramo dos Produtos Bioterapéuticos Similarers (SBP), desenvolvidos
apOs a expira¢do da patente dos bioldgico inovadores, refletindo tanto no custo como no
acesso mais favoravel a populagdo e aos sistemas de satides, como também na
possibilidade de incorporagdo dessas tecnologias de produgdo nos paises em

desenvolvimento.

O futuro da terapéutica se reflete, portanto, na perspectiva de intervengdes de base
genética, destacando-se a pesquisa sobre farmacogendmica, a partir da compreensdo da
biologia humana no nivel molecular, identificagdo de perfis ou tipos de pacientes, e o
desenvolvimento personalizado de medicamentos mais adequados, especificos e, com

melhor perfil de eficiéncia e seguranga.
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