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RESUMO

A quimioterapia convencional tem sido o suporte do tratamento em oncologia,
contudo apresenta algumas limitagdes, nomeadamente existéncia de toxicidade significativa
associada e o desenvolvimento de resisténcias. De forma a colmatar estes efeitos indesejaveis,
a investigacdo cientifica procurou, durante décadas, agentes farmacologicos que
apresentassem, idealmente, um mecanismo de agdo mais especifico contra as células

tumorais.

O tratamento em hemato-oncologia tem sido considerado um exemplo na abordagem
terapéutica de diferentes doencas neoplésicas, exemplo que se mantém no ambito da

terapéutica dirigida e particularmente nos tratamentos com anticorpos monoclonais.

Os anticorpos monoclonais terapéuticos (mAbs), pertencentes ao grupo de terapéuticas
dirigidas, sdo imunoglobulinas que se ligam seletivamente a antigénios tumorais e
desencadeiam respostas terapéuticas especificas e eficazes, poupando paralelamente os

tecidos celulares normais.

Em 1997, o rituximab, tornou-se o primeiro mAb aprovado para o tratamento de
Linfomas Nao-Hodgkin (LNH) de células B. Este foi um grande marco na historia da
terapéutica em hematologia e um fator impulsionador para a investigacdo de outros mAbs que
tém sido essenciais nos esquemas de tratamento atuais, da maioria das neoplasias

hematoldgicas.



Os mecanismos de acdo destes agentes farmacoldgicos sdo variados e, dependendo do
anticorpo monoclonal, podem contemplar a estimulacéo das vias de sinalizacdo da apoptose, 0
bloqueio da funcdo das moléculas ou recetores das vias de sinalizacdo alvo envolvidas na
proliferacdo e/ou diferenciacdo, o transporte de citotoxicos a célula tumoral alvo, a
citotoxicidade celular dependente de anticorpos (ADCC) e a citotoxicidade dependente de

complemento (CDC).

O objetivo deste trabalho é reunir os conhecimentos disponiveis na literatura acerca de
anticorpos monoclonais, contemplando a sua evolucdo, mecanismos de acdo, identificacdo
dos principais mAbs utilizados em hematologia, as suas aplicacdes terapéuticas, efeitos

secundarios e perspetivas futuras desta classe farmacologica.

Palavras-Chave: Anticorpos monoclonais, Imunoglobulinas, Antigénios, Hemato-

oncologia, Terapéuticas dirigidas, Rituximab.



ABSTRACT

Conventional chemotherapy has been the backbone of treatments in oncology. It does
have some limitations though, particularly when it comes to its significant toxicity and the
development of drug resistances. In order to overcome its undesirable effects, scientific
research has searched for pharmacological agents, which ideally could present a more specific

targeting against tumor cells.

The treatment of hematologic malignancies has been a forerunner to the medical
management of neoplastic disorders in general. Hence, it is not surprising that even in the area
of targeted therapy, the treatment of these malignancies remains at the forefront of ongoing
research about monoclonal antibodies.

The therapeutic monoclonal antibodies (mAbs), a main type of targeted therapy, are
immunoglobulins, which selectively target tumor cells by binding tumor - specific surface
antigens, allowing specific and effective anticancer therapy while relatively sparing normal

tissues.

In 1997, rituximab became the first mAb approved for the treatment of B-cell non-
Hodgkin lymphomas (NHL). This approval was a major breakthrough in the history of the
treatments in hematology and was essential to further investigations about other therapeutic

mADbs which are used in the current treatment regimens of most hematologic malignancies.



Monoclonal antibodies exert their anticancer effects through a variety of mechanisms: by
stimulating the signaling pathways of apoptosis, by blocking the function of target molecules
or receptors and their signaling pathways involved in proliferation and/or differentiation, by
transporting cytotoxic substances to the target tumor cells, and last but not least by using
antibody dependent cell cellular citotoxicity (ADCC) and complement mediated cytotoxicity
(CDC).

The objective of this document is to gather knowledge currently available in the
literature about monoclonal antibodies, their evolution, and mechanisms of action. Identify
the main monoclonal antibodies used in hematology, the respective therapeutic use, side

effects and general future prospects of these therapeutic agents.

Key-words: Monoclonal antibodies, Immunoglobulins, Antigens, Hematologic

malignancies, Targeted therapy, Rituximab.



LISTA DE ABREVIATURAS

ALFA - Associacéo francesa de leucemia aguda
ATCPH - Transplante aut6logo de células progenitoras hematopoiéticas

ADCC - Citotoxicidade celular dependente de anticorpos
B-R - Bendamustina e rituximab

BsmADbs - Anticorpos monoclonais bispecificos

CD - Cluster de diferenciacédo

cDNA — DNA complementar

CDC - Citotoxicidade dependente de complemento
CDR - Regides determinantes de complementaridade
CH - Regido constante da cadeia pesada da imunogloblina
CL - Regido constante da cadeia leve da imunogloblina
CHOP - ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina, prednisolona
Clb — Clorambucil

CLGB - Cancer leucemia group B

CR — Resposta completa

C-terminal - carboxi-terminal

CTC — Critérios Comuns de toxicidade

DCI - Denominacdao Comum Internacional

DHFR - diidrofolato redutase

DTPA - dietileno triamina do acido penta-acético

EMA - Agéncia Europeia do Medicamento

EMSR - Esclerose mdltipla Surto-Remissédo

ERK - Extracelular signal-regulated kinase

Fab — Fragmento de ligacéo ao antigénio



Fc - Fragmento cristalino

FcR — Recetor do fragmento cristalino

FDA — Food and Drug Administration

GCLLSG - German CLL Study Group

GO - Gemtuzumab ozogomicina

GPI - Glicosilfosfatidilinositol

gpP - Glicoproteina p

HGPRT - Hipoxantina — guanina fosforiltransferase
HAT- Hipoxantina, aminopterina timidina
HAMA - Human antimouse antibodies

HPN - hemoglobinuria paroxistica noturna

Ig — Imunoglobulina

IgSF — Super familia das imunoglobulinas

IL - Interleucina

LDGCB - Linfoma Difuso de Grandes Células B
LH - Linfoma de Hodgkin

LLA - Leucemia linfoblatica aguda

LLC - Leucemia linfocitica cronica

LMA — Leucemia miel6ide aguda

LNH — Linfoma N&o Hodgkin

mAbs — Anticorpos monoclonais

MAP — Proteinas cinases ativadas por mitdgenos
MMAE - Antimicrotubulo monometil auristatina E
NF-kB — Fator nuclear kB

N — terminal - Amino-terminal



O-Clb — Ofatumumab/clorambucil

OMS - Organizacdo Mundial de Saude

ORR - Taxa de resposta global

PEG - Polietilenoglicol

PMN - Célula polimorfonuclear

PTEN - Phosphatase and tensin homolog

R-CHOP - Rituximab, ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina, prednisolona
R- CVP - Rituximab, ciclofosfamida, vincristina, prednisolona
R-FC- rituximab, fludarabina e ciclofosfamida

RME - endocitose mediada por recetores

R-QT- Rituximab e Quimioterpia

scFv - fragmentos variaveis de cadeia simples

SMD - Sindrome mielodisplasica

SHUa - Sindrome hemolitica urémica atipica

TNF — Fator de necrose tumoral

VH - Regido variavel da cadeia pesada

VL - Regido variavel da cadeia leve



1. INTRODUCAO

A leucemogénese € um processo de transformacdo maligna através da aquisicdo de
alteracbes genéticas e epigenéticas responsaveis por modificar o desenvolvimento celular
normal, que resultam na formacéo de clones celulares neoplasicos com alteracGes das suas
propriedades de crescimento (1). As alteracGes nas vias de sinalizacdo responsaveis pela
proliferacdo, apoptose e diferenciacdo celular, sdo mecanismos conhecidos no
desenvolvimento e crescimento de neoplasias (2).

A quimioterapia convencional tem sido o suporte principal, do tratamento oncoldgico.
Os agentes quimioterapicos atuam em diferentes fases do ciclo celular das células neoplasicas
altamente mitdticas (2). Subsequentemente, em adicdo aos efeitos nas células neoplasicas,
afetam também as células normais com elevada taxa replicativa, originando os efeitos
secundarios conhecidos e associados a quimioterapia convencional (2). Estes farmacos, que
ainda permanecem como base dos tratamentos oncoldgicos atuais, apresentam como
limitagcGes um indice terapéutico estreito, uma toxicidade significativa e o desenvolvimento de

resisténcias (3).

De forma a colmatar estes efeitos indesejaveis a investigacdo cientifica procurou,
durante décadas, agentes farmacoldgicos que apresentassem, idealmente, um mecanismo de
acdo mais especifico contra as células neoplasicas, associado a menor incidéncia de efeitos
adversos (4).

A utilizacdo das terapéuticas dirigidas em oncologia, resultou dos avancos da
investigacdo e da pesquisa, de mecanismos responsaveis pela carcinogénese, desenvolvida ao

longo das ultimas décadas (5).



As terapéuticas dirigidas incluem os inibidores das vias de sinalizacdo e a classe dos
anticorpos monoclonais que, com mecanismos e toxicidades diferentes da quimioterapia
citotoxica convencional, alteraram significativamente o tratamento oncoldgico na ultima

década e sdo utilizados, atualmente, no tratamento de vérias neoplasias (6).

Os anticorpos monoclonais terapéuticos sdo imunoglobulinas que se ligam
seletivamente a antigénios expressos por células tumorais (alvos), e desencadeiam respostas
terapéuticas cuja carateristica principal é a especificidade contra as células malignas,

conseguindo poupar desta forma os tecidos normais (7).

As neoplasias hematologicas constituem um grupo de doencas, onde a utilizacdo desta
classe farmacologica é bastante frequente, muitas vezes fundamental (4). Em 1997, o
rituximab, um anticorpo monoclonal terapéutico anti-CD20, tornou-se o primeiro mAb
aprovado para o tratamento de Linfomas Ndo Hodgkin (LNH) de células B. Este processo
teve um impacto de tal ordem, que na literatura € comum encontrar o termo «Era Rituximab»

como designacao do periodo apds a sua aprovacdo (4).

Desde a sua aprovacao, o rituximab, tornou-se um farmaco indispensavel no tratamento
dos LNH de células B, e leucemia linfocitica crénica (LLC) (8), tanto em monoterapia como
em combinagdo com farmacos citotdxicos, o que melhorou significativamente as respostas

terapéuticas em hemato-oncologia (9).

A ampla utilizagdo dos anticorpos monoclonais na clinica, as repercussdes na
terapéutica, 0 aumento da sobrevivéncia e da qualidade de vida destes doentes oncologicos,
assim como a evolugéo exponencial desta classe farmacoldgica foram os impulsionadores do
presente trabalho. Deste modo procurou-se identificar os principais anticorpos monoclonais
utilizados em hematologia, a sua evolugdo, mecanismos de acdo, aplicacOes terapéuticas,

efeitos secundarios e perspetivas futuras gerais referentes a esta classe farmacoldgica.
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2. Consideracgdes gerais e contextualizacdo historica dos anticorpos
monoclonais

2.1 Anticorpos - Estrutura

A Era Moderna da Imunologia teve inicio em 1890 com a descoberta de anticorpos,

como componentes principais da resposta imunitaria (10).

Os anticorpos ou imunoglobulinas (Igs) sao glicoproteinas produzidas pelos linfocitos B
(11). Estas moléculas de adesdo celular pertencentes a superfamilia das imunoglobulinas
(IgSF) apresentam uma estrutura base em “’Y”’, cuja unidade ¢ constituida por quatro cadeias
polipeptidicas: duas cadeias pesadas (H) e duas cadeias leves (L) (11,12). As cadeias
apresentam um N-terminal, que constitui a sua regido variavel (V), e um ou mais C-terminais,
que constituem as suas regides constantes (C). Cada cadeia leve encontra-se ligada a uma
cadeia pesada, e as cadeias pesadas encontram-se ligadas entre si, por ligacdes dissulfito

(Figura 1) (12).

A estrutura das imunoglobulinas apresenta a nivel funcional duas regides principais: o
fragmento cristalino (Fc) e o fragmento de ligacdo ao antigénio (Fab) (7,12). O Fab,
responsavel pelo reconhecimento do antigénio é constituido pela cadeia leve (L) e pelas
regides: varidvel e uma constante da cadeia pesada (CH1). O Fc, responsavel pelas
propriedades efetoras da Ig, é constituido pelas restantes regiGes constantes da cadeia pesada,

duas ou trés conforme a classe de Ig (12).

Nas regides variaveis localizam-se seis regides hipervariaveis designadas regides
determinantes de complementaridade (CDR), trés pertencentes a regido variavel da cadeia
leve e trés pertencentes a regido homologa da cadeia pesada, que formam entre si o local de

ligagdo ao antigénio (7).
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O antigenio apresenta uma pequena regido, o determinante antigénico ou epitopo

representado por uma sequéncia de aminoacidos que é reconhecida pela 1g. O epitopo liga-se

ao local da imunoglobulina denominada paratopo, por ligagdes ndo covalentes (pontes de

hidrogénio, ligacBes electroestaticas, forgas de Van der Waals, ou forcas hidrofobicas) (13).

Cadeia Pesada CadeiaLeve

| EpftOPO/b

P

[

Antigéni+

Fab Fc

CH: Regido constante da
Cadeia pesada

CL: Regido constante da
cadeia leve

VH: Regido varidvel da
cadeia pesada

VL: Regido variavel da
cadeia leve

CDR: Regides
determinantes de
complementaridade

Fab: Fragmento de ligagdo
ao antigénio
Fc: Fragmento cristalino

L FcR: Local de ligacdo
para FcRvI: FcRvII: FcRvIII:

Figura 1 Estrutura molecular de IgG (adaptado de Jagadeesh Bayry et al., 2007) (14).
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2.2 Anticorpos policlonais - Isétipos

As cadeias leves sdo de dois tipos principais k e A, as cadeias pesadas podem ser de
cinco tipos diferentes e sdo responsaveis pela categorizacdo das Igs em classes ou is6tipos
(11). As Igs sdo diferenciadas de acordo com a cadeia pesada que apresentam (a.y,0,&,L1),

respetivamente nos seguintes isotipos: IgA, 1gG, IgD, IgE e IgM (12).

> A IgA que se encontra presente nas secrecdes é responsavel, principalmente, pela
imunidade das superficies mucosas (7). A IgA divide-se em duas subclasses IgAl e IgA2 e
pode apresentar-se em duas formas de acordo com a sua localizagdo no soro (IgA), ou nas
secrecdes (sIgA). A subclasse IgA2 predomina nas secre¢cbes mucosas, contrariamente a IgA1
que é a subclasse predominante no soro (90%). A funcdo da IgA é mediada pela sua ligacao
ao recetor pIlgR nas mucosas, ou ao FcaRI (CD89) no sangue, que é expresso por células
PMN. Estas sdo posteriormente ativadas para mediar ADCC (citotoxicidade celular

dependente de anticorpos) (12).

> A 1gG constitui o isétipo predominante do organismo humano. Com base nas
diferencas estruturais, e funcionais das regides constantes da cadeia pesada, CH1 e CH3 em
particular, foram identificadas quatro subclasses de IgG designadas por ordem decrescente de
concentracdo (1gG1, 1gG2, 1gG3 e 1gG4) (15), e que apesar de serem estruturalmente
semelhantes, apresentam diferentes atividades funcionais (7). A CDC (citotoxicidade
dependente de complemento) é uma das propriedades efetoras desta classe de 1gs, destacando-
se apenas a IgG4 como a Unica subclasse que ndo consegue fixar o complemento, por seu lado
a afinidade por Clg, o primeiro componente da via do complemento que se liga ao dominio

CH2 de 1gG, difere entre 0s membros das outras trés subclasses 1gG3> IgG1> 1gG2 (12).
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Outro mecanismo de accao da classe 1gG é a ADCC através da qual séo ativadas as celulas
efetoras nomeadamente as células NK e mondcitos, através da ligacao da Ig a recetores FcyR

expressos por estas células (15).

> A IgD circulante é encontrada em baixa concentracdo no soro pois apresenta uma
semi-vida curta, que pode ser atribuida a sensibilidade da molécula a protedlise. A sua funcao

e atividade ainda néo estdo completamente esclarecidas (12).

> A IgE liga-se com afinidade aos recetores FceRI que é expresso em mastdcitos,
basofilos, células Langerhans e eosinéfilos o que conduz a libertacdo de varios mediadores
qguimicos responsaveis por respostas inflamatorias alérgicas (7). Existem dois tipos de
recetores para a IgE, recetores de baixa afinidade (FceRII; CD23), expressos na superficie de
células B, entre outras células imunes, e recetores de alta afinidade (FceRI), expressos pelos
mastacitos e basofilos (16). A IgE circulante regula positivamente a expressao de FceR nestas
células. A combinacdo de forte regulagdo positiva de ligacdo e da expressdao FceR contribui

para a poténcia notavel desta imunoglobulina (16).

> A IgM é responsavel pela ativacdo do complemento. Estas Igs estdo associadas a
uma resposta imunitaria primaria e sdo frequentemente usadas para diagnosticar a exposicado
aguda a um antigénio ou agente patogénico (12).

Uma vez que a IgM é expressa precocemente no desenvolvimento de células B, as cadeias
pesadas p apresentam regiGes variaveis que ndo foram ainda submetidas a mutagdes
somaticas, como resultado os anticorpos IgM tendem a ser mais reativos do que os restantes
isétipos, o que permite que as células B produtoras de IgM tenham a capacidade de responder

rapidamente a uma maior variedade de antigénios (12).
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2.3 Anticorpos - Recetores Fc

Como referido anteriormente, os recetores Fc encontram-se expressos na superficie de
células responsaveis pela resposta imunitéria, incluindo as células NK, neutrdfilos,
macrofagos, mastocitos e baséfilos (15). Estes recetores sdao o0s responsaveis pela ligacdo
destas células as imunoglobulinas, e o seu nome deriva da ligacdo que estes recetores

estabelecem com a sua regido Fc (7).

Os recetores Fc mais estudados sdo os recetores da IgG denominados FcyR (15). Em
humanos, estdo identificadas trés classes de FcyR: I, 11 e III. Os recetores FcyRII e FeyRIII
apresentam ambos, duas isoformas, A e B (15). Estes recetores sdo expressos em graus
variaveis, por diferentes células efetoras, mas ndo exclusivamente, podendo ser ainda
expressos por células endoteliais (12). Existem diferencas conhecidas na afinidade pelas trés
classes de recetores FcyR (I, 1T e IIT) (12,15). A 1gG1 e a IgG3 ligam-se as trés classes de
recetores, sendo que a 1gG3 estabelece ligagdes mais eficazes com os recetores FcyRlla,
FcyRIlla, and FcyRIIb (15). A 1gG4 liga-se apenas aos recetores FcyRII e III, embora
estabeleca uma ligagéo significativamente mais fraca comparativamente com a 1gG1, por sua

vez a subclasse 1gG2 liga-se apenas ao recetor FcyRII (12).

O recetor FcyRIla € o mais expresso pelas células mieldides, e € descrito como o tnico
que estabelece uma ligacdo significativa com a 1gG2. A afinidade deste recetor, para com as

diferentes subclasses de 1gG varia da seguinte forma: 1gG3> 1gG1> IgG4 = IgG2 (15).

15



2.4 Anticorpos monoclonais - Contextualizacao Histdrica

Os mAbs sdo imunoglobulinas (geralmente da classe 19gG) que desencadeiam respostas
imunolodgicas ao ligarem-se seletivamente a antigénios tumorais especificos (alvos) (7). Os
anticorpos monoclonais sdo produzidos por uma unica célula B, apresentam-se iguais entre si
em estrutura, propriedades e especificidade, que reagem contra 0 mesmo epitopo do antigénio
(21), contrariamente aos anticorpos policlonais. No &mbito da terapéutica oncoldgica dirigida,
apresentam especificidade contra moléculas mutadas ou sobre-expressas, nas células

neoplasicas, 0s antigénios tumorais (6).

O conceito de terapéutica dirigida remonta a Paul Ehrlich, que no inicio do século XX,
guando os mecanismos de ligacdo antigénio — anticorpo ja eram conhecidos, prop6s um
modelo para a ligacdo de um farmaco a um transportador especifico, de forma a poder exercer
a sua acao no tecido alvo. Este modelo que viria a ser conhecido como «magic bullet», tinha
por base o principio da especificidade na ligacdo anticorpo — antigénio, e teria como objetivo
0 aumento da eficacia da resposta terapéutica nos tecidos alvo e a diminuicao dos efeitos ndo

desejados do farmaco noutros tecidos (10).

Em 1975, apds a descoberta da estrutura dos anticorpos, foi descrita pela primeira vez
por George J. F. Kohler e Cesar Milstein, a técnica de producgéo dos anticorpos monoclonais,
conhecida como hibridizacdo celular somatica, hibridoma, ou fusdo celular (4), que ira ser
descrita no capitulo seguinte do presente trabalho. A descoberta desta técnica tornou-se o
primeiro grande passo em direcdo ao desenvolvimento de anticorpos monoclonais
terapéuticos (7).
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Estes agentes terapéuticos sao eficazes atravées de varios mecanismos de acdo: bloqueio
de recetores ou fatores de crescimento essenciais a célula, inducédo da apoptose, ligacdo aos
alvos celulares e posterior recrutamento de funcdes como a ADCC ou CDC e através da
distribuicdo de particulas citotoxicas, nomeadamente radioisotopos e toxinas (Figura 2) (17),

todos os mecanismos irdo ser apresentados em detalhe no decorrer do trabalho.

1 ]

mAbsnio . 3
conjugados amec| A
. Leoc|
Fadioisotopos f“?

mmunoconjugzados -

.
- - l-/ér 1"
Imunocitocinas \NE /
e
Imunetoxinas Lipossoma
% scEFv
2
Imunoconjugados

Figura 2 — Mecanismos de acdo dos anticorpos monoclonais (Adaptado de D. Focosi et al.,
2011). Nesta figura estdo representados alguns mecanismos de ac¢do de mAbs néo
conjugados (1), nomeadamente a ADCC e a CDC; mAbs imunoconjugados (2), e BsmAbs
(bisespecificos) que podem ser utilizados em RIT. ADCC- citotoxicidade celular dependente
de anticorpos; CDC- citotoxicidade dependente de complemento; scFc- fragmentos variaveis

de cadeia simples.
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3. Desenvolvimento e producao de anticorpos monoclonais

3.1 Producao de hibridomas

A técnica da hibridizacdo celular (Figura 3) conduz a obtencdo de uma linhagem de
células B estavel secretora de um isotipo especifico de lIg, originada através da fusdo de

linfécitos B e células de mieloma (19).

A técnica contempla a imunizacdo de um murganho por um antigénio especifico e
posterior obtencdo de linfécitos B provenientes do bago. Os hibridomas sdo produzidos pela
subsequente fusdo entre os linfocitos B e células de mieloma, as Gltimas previamente
selecionadas pela auséncia de sintese de imunoglobulinas e da enzima hipoxantina — guanina
fosforiltransferase (HGPRT), em suma, ndo possuem a capacidade de sintetizar purinas pela

via exdgena (20).

Ap0s a selecdo ocorre a fusdo dos linfécitos B com as células de mieloma utilizando-se
Polietileno Glicol (PEG) (21). Apb6s a fusdo permanecem em meio de cultura HAT
(Hipoxantina, aminopterina timidina), as trés linhagens celulares: hibridomas, células de
mieloma e linfécitos B (10). Neste meio as células de mieloma quando expostas a
aminopterina ndo conseguem utilizar a via endogena das purinas e pirimidinas, ficando
dependentes da enzima HGPTR para a sobrevivéncia. Uma vez que estas células foram
previamente selecionadas pela auséncia desta enzima, este meio causa a morte das células de
mieloma excedentes (que ndo sofreram fusdo com os linfocitos), uma vez que a aminopterina
ao inibir a diidrofolato redutase (DHFR), bloqueia a sintese endégena de purinas e pirimidinas
(21). Os linfécitos B acabam por sofrer apoptose entre uma a duas semanas ap0s 0 processo

de fusdo, em conformidade com a sua semi vida (10).
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Desta forma sé se verifica o crescimento e multiplicacdo dos hibridomas que herdam
carateristicas de ambas as linhagens celulares que lhes deram origem: capacidade de
crescimento e sintese de anticorpos, caracteristica proporcionada pelos linfécitos e
imortalidade caracteristica das células de mieloma (21).

A etapa seguinte identifica e seleciona os hibridomas que produzem os anticorpos
monoclonais com a especificidade procurada, recorrendo-se a técnicas ELISA ou RIA,

seguindo-se a clonagem e preservacdo dos hibridomas selecionados (21).

A utilidade dos anticorpos monoclonais baseia-se principalmente em trés carateristicas:
a especificidade de ligacdo, a homogeneidade e a capacidade de producdo em quantidades
ilimitadas. A producdo de mAbs permite o isolamento de agentes com a especificidade
escolhida, descendentes de uma Unica célula hibridoma, homogéneos e reagentes contra o

mesmao epitopo (22).
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Figura 3  Esquema ilustrativo da  hibridizagdo  celular  (adaptado

http://biosiva.50webs.org/mab.htm (23).
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3.2 Desenvolvimento de anticorpos monoclonais

O primeiro anticorpo monoclonal aprovado para administracdo em humanos, em 1986,
foi o muromonab. Este anticorpo tinha como alvo o receptor CD3 existente na superficie da
membrana dos linfécitos T, e tinha por objetivo a supressdo da rejeicdo de 6rgdo nos doentes

alotransplantados (6).

A producdo de anticorpos monoclonais alterou-se nos ultimos vinte anos paralelamente
a evolucdo da biotecnologia. Como foi descrito anteriormente esta classe farmacoldgica era
obtida, inicialmente, pela imunizacdo de murganhos/ murinos com o antigénio alvo,
apresentando, por isso, um elevado cardcter imunogénico. As diferencas entre os sistemas
imunoldgicos dos humanos e murinos, culminavam no desenvolvimento de HAMAS
(anticorpos humanos anti-murinos/ human antimouse antibodies) por parte dos doentes
submetidos a este tratamento. O que resultava numa clearance rapida, hipersensibilidade,
baixa capacidade de penetracdo nos tecidos-alvo e reducdo da eficacia por reducdo da

estimulacdo citotoxica (24).

Com o intuito de limitar estes efeitos indesejaveis a engenharia genética desenvolveu
anticorpos monoclonais constituidos com uma maior proporcdo de componentes humanos
relativamente aos exclusivamente murinos: quimeéricos, humanizados, e totalmente humanos
estes identificam-se pelas diferentes terminologias, exemplos: Momab — murinos; Ximab —

quiméricos; Zumab — humanizados; Mumab — humanos. (Figura 3) (24).
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O progresso da engenharia genética permitiu a producdo de mAbs quiméricos
constituidos entre 60 a 90% de sequéncias de aminoacidos humanas. Sao constituidos por Fc
humanos e Fab provenientes de murinos. Os humanizados que contém mais de 90% de
sequéncias humanas que sdo produzidos pela emersdo de CDRs murinas na estrutura de
imunoglobulina humana. Por fim, os mAbs completamente humanos apresentam a totalidade

das sequéncias de aminoacidos humanas (4).

Evolucéo dos diferentes tipos de anticorpos

monoclonais teranéuticos

Quiméricos Humanizados Totalmente humanos

mAbDs: rituximab, mAbs: trastuzumab/ mADbs: adalimumaty
cetuximab bevacizumab panitumumab

mAb de Murino

-Fabhumano
-Fchumano

Potencial de imunogenecidade a terapéutica com mAbs

Figura 3 — Evolugdo dos anticorpos monoclonais e relacdo com o respetivo potencial de

imunogenecidade do hospedeiro (adaptado de Catapano e Papadopoulos, 2013) (24).
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3.3 Técnicas de humanizacao dos mAbs

> Quimerizacao

A quimerizagdo foi o primeiro processo desenvolvido na tentativa de humanizar os
anticorpos monoclonais terapéuticos provenientes de murino (25). A quimerizacdo implica a
substituicdo das regides constantes das cadeias leves e pesadas da imunoglobulina, por
regides homologas dos anticorpos humanos (4). Com esta substituicdo almejava-se uma
reducdo significativa nas reagGes imunes contra 0 mAb, mantendo-se a especificidade e

afinidade original do anticorpo (25).

Ao longo do tempo foram desenvolvidas abordagens no processo de formacdo de
anticorpos quimericos; nomeadamente a hiperquimerizacdo e «lg resurfacing». A
hiperquimerizacdo € um processo no qual uma sequéncia de cDNA, correspondente a um Fab
da Ig humana, é identificada numa biblioteca gendmica, e posteriormente usada como
sequéncia CDR — aceitadora (25). A técnica denominada «resurfacing» envolve a substituicdo
de residuos de aminoacidos especificos de murinos expostos a superficie para homologos de

aminoacidos humanos (25).

Apesar das técnicas de quimerizacdo nao eliminarem o risco total de reacdes imunes, 0s
mADbs quiméricos estdo reportados como sendo seguros. Um exemplo é o rituximab (mAb
quimérico anti-CD20), que apesar de poder induzir HAMASs estas sdo de baixa intensidade ou

afetam apenas cerca de 5% dos doentes, ndo apresentando perda de eficacia terapéutica (24).
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> Humanizacéo

Os anticorpos humanizados sdo anticorpos para os quais as CDR provenientes da Ig do
murino s&o colocadas numa estrutura de Imunoglobulina humana. O processo para a producéo
de mAbs humanizados engloba algumas das técnicas de biologia molecular requeridas para a

quimerizacao, ja descritas (25).

Os anticorpos monoclonais humanizados, como o obinutuzumab (anticorpo anti-CD20,
aprovado para o tratamento da leucemia linfocitica cronica, LLC) apresentam na sua
constituicdo CDRs provenientes de murino na estrutura de uma Imunoglobulina humana.
Assim em comparacdo com 0s anticorpos murinos ou quimeéricos, as moléculas humanizadas,
apresentam uma proporcdo maior de sequéncia aminoacidos humana, o que reduz

teoricamente a probabilidade de desenvolvimento de HAMASs (11).

A priori poder-se-ia pensar que a producdo deste tipo de mAbs diminuiria drasticamente
0 risco de imunogenecidade, evitando as reacbes mediadas por HAMAs. Contudo, verificou-
se que os mAbs quiméricos (ja descritos anteriormente), e humanizados podiam despoletar a
sintese de anticorpos anti-CDR (anti-idiotipo), e induzir respostas imunogénicas (25,26), o
que se verificou em alguns doentes que realizaram esquemas terapéuticos com o alemtuzumab
(mAb humanizado anti-CD52) (25). Adicionalmente aos componentes dos mAbs, esta
reportada a existéncia de outros fatores envolvidos na sua imunogenicidade, nomeadamente
as suas propriedades fisico-quimicas (e.g. solubilidade e estabilidade), a dose e vias de

administracdo e a combinagcdo com outras substancias farmacolégicas (25).
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> MADbs totalmente humanos

Recentemente, os mAbs totalmente humanos tém sido produzidos com niveis de
imunogenicidade reduzidos, quando comparados com os mAbs quiméricos e humanizados
(7). Este tipo de mAbs pode ser produzido in vitro, como bibliotecas de exposicdo a fagos ou
produzido em plataformas in vivo recorrendo a murinos trangénicos (25). Um exemplo deste

tipo de mADbs é o ofatumumab, aprovado pela FDA para o tratamento da LLC (4).

A primeira técnica envolve a expressdo recombinante de Fabs humanos no bacteriéfago
e selecdo posterior de mAbs baseada nas carateristicas de ligacdo ao antigénio pretendido. A
segunda técnica recorre aos murinos transgénicos e envolve a introducdo de genes de
imunoglobulina humana no seu genoma com intuito de estimular a producdo de mAbs
humanos, que podem posteriormente ser isolados e clonados a partir das células B dos
murinos (24). Estes anticorpos monoclonais estdo associados a um risco de imunogenicidade
extremamente baixo, e apresentam propriedades muito semelhantes as imunoglobulinas

humanas enddgenas (7).
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4. Nomenclatura dos anticorpos monoclonais terapéuticos

A nomenclatura dos anticorpos monoclonais € regida por um esquema de nomes
utilizado pela Denominacdo Comum Internacional (DCI) da Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) (27). Contrariamente a grande maioria dos farmacos, neste caso a nomenclatura serve-

se de morfemas para identificar a estrutura e fungdo do mAb (28).

De acordo com a DCI todos os nomes de anticorpos monoclonais apresentam um
sufixo, um prefixo e dois morfemas. O sufixo —mab é o responsavel por identificar a classe
destes agentes farmacologicos e é utilizado em todos os produtos constituidos por um

dominio varidvel com capacidade de ligacdo a um alvo especifico (27).

Morfema correspondente a origem do mAb

O morfema imediatamente antes do sufixo —mab, indica a proveniéncia do anticorpo
(Figura 4). Os primeiros anticorpos monoclonais eram obtidos recorrendo-se a linfécitos de
ratos nomeadamente o murganho (morfema —o, com a adi¢do do sufixo —omab), o morfema —i

é indicativo de proveniéncia de primatas ou outra ndo-humana (28).

No caso do mAb ser quimérico o morfema utilizado é —xi, como € o caso do rituximab,
se 0 anticorpo for humanizado, o morfema que o identifica € —zu. Os mAbs totalmente

humanos caracterizam-se pelo morfema —u. (28).

O morfema —xizu é utilizado em anticorpos que apresentam tanto cadeias quiméricas

como humanizadas na sua constitui¢éo (27).
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8

Murino Quimérico
(-omab) (-ximab)

o

Humanizado Humano
(-zumab) (-umab)

Figura 4 — Nomenclatura dos diferentes tipos de anticorpos monoclonais (adaptado de Buss
et al., 2012 (7). De acordo com a origem dos anticorpos 0 nome do sufixo atribuido aos
anticorpos ¢ diferente, como representado na figura. Assim, “Momab”, ¢ o sufixo atribuido
aos anticorpos exclusivamente com origem em murinos; ‘“Ximab, aos anticorpos
quiméricos”; “Zumab” — aos anticorpos humanizados e Mumab, aos anticorpos totalmente

humanos.

Morfema correspondente ao alvo do mAb

O morfema que antecede a origem do mAb ¢é indicador do seu alvo (tumores, sistemas
de drgdos ou agentes infecciosos). Alguns exemplos: —ci- para o sistema circulatorio; -li(m)-
para o sistema imunoldgico, e —ne(r)- ou —neu(r) para o sistema nervoso. Em 2009 estes
morfemas foram alterados, sendo que a maioria consiste, atualmente, numa consoante e numa
vogal, que pode ser omitida, como exemplo existem os mAbs que tém como alvo o sistema
imunoldgico que tém a terminagdo do seu nome —lumab, em substitui¢cdo de —limumab, como
exemplo desta terminologia existe o golimumab, um anticorpo monoclonal 1gG1 humano

contra o fator de necrose tumoral (TNF) (28).
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O prefixo apresenta apenas a exigéncia de ser Unico para cada mAb (27).

Na designacdo do mAb conjugado utiliza-se uma segunda palavra que identifique a
substancia. No caso de radiois6topos, 0 seu nome € escrito antes do anticorpo, e.g. tecnécio
(99mTc) nofetumomab merpentano, no caso de toxinas pode ser utilizado um sufixo —tox

7).
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5. Mecanismos de acao dos anticorpos monoclonais terapéuticos

Os anticorpos monoclonais tém a capacidade de destruir as células neoplasicas
recorrendo a varios mecanismos de acdo (Figuras 2 e 5) (17). Em algumas situacdes de forma
a aumentar a sua eficacia, os mAbs podem ainda ser conjugados com radioisétopos, toxinas,

citostaticos ou citocinas (17).

Relativamente aos mecanismos de agdo dos mAbs, estes podem ser categorizados em
mecanismos diretos ou indiretos. Os mecanismos de acdo diretos (Figura 5a) contemplam a
estimulagcdo das vias de sinalizagdo da apoptose, bloqueio da fungdo das moléculas ou

recetores das vias de sinalizacéo alvo e transporte de citotoxicos a célula tumoral alvo (29).

A inducdo direta da apoptose pode ser mediada por mAbs, nomeadamente o rituximab.
A ligacdo deste mAb aos antigénios CD20 das células B pode induzir a ativacdo dos membros
da familia das SRC cinases, elevacdo do calcio intracelular e ativacdo das fosfolipases Cy
(26). O rituximab pode induzir apoptose através da inibicdo de vias de sinalizacdo anti-
apoptoticas nomeadamente a via das MAP cinases ERK1/2 e a via do NF-kB, resultando na
qguimiossensibilizacdo das células B a quimioterapia (26), adicionalmente consegue induzir

apoptose pela inibi¢do das proteinas da familia BCL-2/BCL-xL (29).

O bloqueio da sinalizacdo celular pode ocorrer de vérias formas: pelo blogueio da
ligagdo ligando-receptor responsavel pela ativacdo dessa via, com vista a inibicdo da
progressao do ciclo celular, ou bloqueio da reparacdo do DNA ou da angiogénese. Por outro
lado pode diminuir a expressao dos recetores através do aumento da sua internalizacdo celular

ou diminuicdo da sua clivagem proteolitica (29).

Os mecanismos de agéo indiretos dos mAbs, contemplam ADCC e a CDC (Figura 5 b) (17).
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Figura 5 — Mecanismos de acéo associados aos mADbs terapéuticos (adaptado de Yu-Tzu Tai
e Kenneth C. Anderson, 2011 (29). Em a) os mAbs podem induzir diretamente apoptose ou
bloguear o crescimento celular por ligacdo ao receptor da superficie celular tumoral. Em b),
apos a ligacdo do mAb a um alvo especifico na célula tumoral, ACDD ¢ despoletada por
interacOes entre o Fc e a célula tumoral e recetores Fc particularmente FcyRII e FcyRIII das
células efetoras do sistema imune. As células tumorais sdo posteriormente fagocitadas por
macrofagos, ou sofrem lise celular pelas células NK. Em c), no caso do mecanismo CDC, o
recrutamento de C1q pelas Ig, conduz a ativacdo da via classica do complemento e posterior

lise celular.
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5.1 Citotoxicidade celular dependente de anticorpos

O mecanismo de ADCC (Figura 5) é dependente das células efetoras que expressam,
em particular, os recetores FcyR, (e.g. células NK, mondcitos, macréfagos e granulécitos),
capazes de reconhecer o Fc dos mAbs ligados as células alvo. Apos o reconhecimento a célula
efetora liberta perforina, granulisinas, e granzimas que induzem a apoptose e lise das células
tumorais. As células imunitérias de maior importancia no mecanismo de acdo dos mAbs sdo
as células NK que expressam FcyRIIc (CD32¢) e FcyRllla (CD16a) (26). Estes recetores
reconhecem os Fc das subclasses 1gG1 e 1gG3 desencadeando assim o0s seus efeitos

citotoxicos in vivo (26).

Relativamente as subclasses de imunoglobulinas, sabe-se que a 1IgG1 tem a capacidade
de estabelecer ligacdo com os trés tipos de FcyR. Esta caracteristica torna-a mais eficaz na
inducdo de ADCC. Adicionalmente, apresenta uma estabilidade molecular intrinseca e
consequentemente é o isotipo de escolha para a producdo da maioria dos anticorpos

monoclonais utilizados atualmente em ensaios clinicos (7).

Um anticorpo monoclonal que ilustra este mecanismo de acdo € o rituximab, mAb anti-
CD20, 1gG1, que através da ligacdo ao recetor FcRyIII expresso pelos mondcitos e células

NK, induz a apoptose dos linfdcitos B tumorais CD20 positivos (29).

Existem varias evidéncias da mediacdo de ADCC pelo rituximab e relatam a
importancia deste mecanismo na resposta terapéutica ao mAb. Alguns estudos demonstraram
uma associacdo entre os polimorfismos do CD16a (FcRyllla) e a resposta clinica a

monoterapia com rituximab (26,31).
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Um desses exemplos é a homozigotia do CD16 para a valina na posic¢ao 158 (VV) que
tem uma maior afinidade para a IgG1 comparativamente com o genétipo com fenilalanina na
mesma posicdo (VF) ou (FF). Os doentes com linfoma folicular tratados com rituximab, que
apresentaram homozigotia para a valina obtiveram melhor resposta clinica que os restantes
(31). Outro exemplo é a homozigotia para a histidina na posi¢cdo 131 (HH) do FcRylla que

também confere uma melhor resposta ao tratamento (31).
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5.2 Citotoxicidade dependente de complemento

A CDC (Figura 5c) é também um importante mecanismo de acdo dos mAbs, na
destruicdo das células tumorais (6). O inicio da via classica do complemento é despoletado
por complexos antigénio-anticorpo. A molécula crucial na ativacdo desta via € a C1q, que se
liga a0 Fc da Ig interveniente. Posteriormente ocorre uma cascata de acontecimentos que

culminam na formacédo do complexo de ataque a membrana (26). .

A Clq constitui juntamente com as serina proteases Clr e Cl1s, o complexo C1. A
ligagdo cruzada do Clg com IgM ou duas IgGs ativa o C1r que por sua vez ativa a pro-
enzima C1s responsavel pela clivagem do C4. O C4 da seguimento as etapas da via classica

com vista a lise da célula tumoral alvo (25).

O rituximab consegue induzir este mecanismo de acdo. Varios estudos in vitro
provaram a sua elevada eficacia como mediador CDC. A expressao das moléculas inibitdrias
do complemento (CD55 e CD59) pelas células B malignas esta associada a extensdo da lise
celular (31). Relativamente aos estudos in vitro, sendo que estes utilizam soro como fonte de
complemento, um estudo avaliou na importancia da atividade anti-tumoral deste mecanismo
de acdo nos ganglios linfaticos e outras localizacbes extravasculares. Este estudo utilizou um
liqguido de um transudato pleural ou liquido ascitico como fonte de complemento extra
vascular, e mostrou que, apesar do transudato apresentar concentracBes mais baixas de
componentes do complemento, estas eram suficientes para mediar a CDC. Estes resultados
sugeriram que o rituximab apresenta atividade anti-tumoral através de CDC tanto a nivel intra

como extravascular (31).

Clinicamente foi demonstrado que o rituximab ndo induz CDC em todos os doentes, e

que este mecanismo de a¢do esta relacionado com a toxicidade de infusdo (31).
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5.3 Imunoconjugados

Como referido anteriormente, no caso de transporte de citotoxicos, os mAbs podem
estar acoplados a imunotoxinas, como agentes antitubulina, antraciclinas (doxorrubicina),
radioisotopos ou outros farmacos quimioterapicos que penetram seletivamente nas células

tumorais alvo (29).

> Radioisétopos Imunoconjugados

Uma das abordagens, para 0 aumento da resposta terapéutica dos mAbs, é a utilizagdo
de substéancias citotdxicas acopladas, nomeadamente a radiois6topos (particulas emissoras de
radiacdo a- or 3-). Esta estratégia é empregue com o intuito de conduzir os radioisotopos ao
tecido alvo através de um transportador. Apos a ligacdo dos mAbs aos antigénios expressos
pelos tecidos neoplasicos, as células dentro das regides anatdmicas ao alcance das respectivas

radiacdes serdo destruidas (32).

A radioimunoterapia (RIT) é administrada por via intravenosa, permitindo uma
distribuicdo da radioatividade pelo organismo, atingindo neoplasias com localizagOes
diferentes. A captacdo tumoral de um mAb tipo IgG, radiomarcado ocorre de forma gradual,
apresentando o pico de absorcao cerca de um a dois dias ap6s a sua administracdo. O pico de
absorcéo corresponde geralmente a menos de 0.01% da dose total administrada, por grama de
tecido neoplasico, contudo esta radioatividade € notoria mesmo depois de varias semanas

apos a sua administracgdo (17).
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As celulas irradiadas absorvem altas doses de energia na forma de fotGes ou particulas
carregadas, que promovem lesdo molecular e a formacdo de espécies reativas de oxigénio
e/ou nitrogénio. Todo este processo culmina na lesdo do DNA e apoptose celular (32).

Existem dois métodos de administracdo de mAbs radiomarcados, o método direto, no
qual o mAD ja esta acoplado a molécula e o método de conjugacéo in vivo dos mAbs que sdo
administrados previamente a molécula (32). Neste dltimo método de RIT sdo utilizados
anticorpos monoclonais bispecificos BsmAbs, constituidos por fragmentos de dois anticorpos
monoclonais diferentes que consequentemente conseguem estabelecer ligacdo com dois tipos
diferentes de antigénios. Nesta terapéutica os BsmAbs possuem um brago que se liga a célula
neoplasica e o outro ao hapteno que é tipicamente incorporado num peptideo que por sua vez
pode ser radio marcado (17).

O BsmAb é administrado primeiramente, de forma a reconhecer e estabelecer ligacao
com os antigénios das células tumorais. Apenas apds excrecdo do sobrenadante é feita a
administracdo do péptideo marcado. Este migra da circulacdo e estabelece ligacdo com o

braco livre do BsmAb (Figura 6) (17).

Anti tumor >80% sofre filtracdo

Hapteno - peptido renalem1a2horas
divalente
radiomarcado

Eliminac3o do BsmAbem

Anti hapteno
excesso

(bsMAb)

Ligac3o do hapteno-
peptido 20 BsmAb

Marcag3odas
células neoplasicas

Figura 6 — Esquema de biodistribuicdo de um BsmAb (adaptado de Sharkey et al., 2006 (17).
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Relativamente a escolha dos radioisotopos, esta assenta sobre as caracteristicas tumorais
sendo o tamanho o principal condicionante. As particulas emissoras de radiagdo  como o
131-1 atravessam 1.0 mm de tecido, por sua vez o Y-90 pode penetrar até 11 mm, destruindo
assim centenas de células, efeito conhecido como bystander ou crossfire. Este é um atributo
importante nos radioconjugados comparativamente com outros imunoconjugados uma vez
que conseguem apresentar eficacia terapéutica mesmo em casos de expressao heterogénea de
antigénios de superficie, contudo este efeito € sinénimo de irradiacdo e destruicdo de células

normais (32).

As particulas emissoras de radiagdo a como o 213Bi e 211At, apesar de serem
energeticamente mais eficientes na destruicdo celular que as emissoras de radiacdo B, ndo
conseguem atingir o mesmo nimero de células (17).

A RIT j& provou eficdcia no tratamento de neoplasias hemato-oncoldgicas. A
experiéncia clinica de maior duragdo esta relacionada com a terapéutica de mAbs conjugados
a radiois6topos emissores de radiagdo B (1311, 90Y), que apresentam vantagens como a
disponibilidade e ligacdo estavel ao anticorpo. A capacidade de penetracdo nos tecidos traz
vantagens nomeadamente o efeito crossfire nas células tumorais proximas que nao expressem
o marcador de superficie, contudo esta caracteristica pode potenciar toxicidade nos tecidos

normais circundantes (33).

Em hemato-oncologia, existem como exemplo de mAb radioconjugados: o 90Y-
ibritumomab tiuxetano e o 131l-Tositumumab. Ambos s&o mAbs murinos anti-CD20
aprovados para o tratamento de doentes com LNH folicular de células B CD20 em recidiva ou

refratario ao rituximab (48).
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Contudo ndo é indicado para doentes com um envolvimento da medula 6ssea superior a

25%, uma vez que esta associado a uma toxicidade hematoldgica severa nestes doentes (32).
Os radioisotopos emissores de radiagdo o, podem constituir uma melhor opcao para o
tratamento de doentes com neoplasias hematoldgicas. Em investigacdes anteriores a utilizacdo
de 213Bi anti-CD33 1gG em RIT foi colocada em pratica no tratamento de doentes com
leucemia mieldide aguda (LMA), contudo a semi vida curta deste composto apresenta um
problema a sua conjugacdo. Para contornar esta situacdo dever-se-a4 pensar na utilizacdo de

radiois6topos com semi vida mais longa (211At ou 225Ac) (32).

> Farmacos imunoconjugados

Os mAbs conjugados com farmacos citotdxicos apresentam a especificidade do
anticorpo e a eficacia do farmaco. Estes mAbs conjugados sdo internalizados, apos a ligacéo
ao antigénio tumoral, via endocitose mediada por recetores (RME) e a substancia é
posteriormente libertada no interior da célula neoplésica (34).

A semelhanca dos radioconjugados, o sucesso clinico dos mAbs conjugados a farmacos
foi alcancado primeiramente na area da hemato-oncologia, com a aprovacdo do gemtuzumab
ozogamicina, um anticorpo monoclonal anti-CD33 para o tratamento de doentes com
leucemia mieldide aguda (LMA), em primeira recaida e que ndo eram candidatos a uma

quimioterapia agressiva (35).

Neste tipo de terapéutica as substancias citotdxicas necessitam de ser internalizadas de
forma a serem eficazes, assim conclui-se que um alvo internalizado ativamente teria mais
interesse comparativamente a um alvo relativamente abundante, que ndo fosse internalizado

tdo ativamente (17).
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Um exemplo seria o0 antigénio CD74 altamente expresso em neoplasias de células B e
expresso em baixa concentracdo em tecido normal. Apresenta uma rapida internalizacao e
auto reciclagem tendo sido descrito como um transportador altamente eficiente para farmacos,

toxinas e radio isotopos (17).

> Toxinas Imunoconjugadas

As imunotoxinas consistem numa ligacdo covalente entre um mAb, ou outra
substancia especifica como IL2 (proteinas de fusdo), e uma toxina. Imunotoxinas foram
produzidas inicialmente recorrendo a toxinas que inativam os ribossomas, interferindo assim

com a leitura do mRNA, e interrompendo a sintese proteica (36).

Com a excepcao da aprovacdo do Ontak, um agente antineoplasico, que combina a

toxina diftérica com IL2, para o tratamento de linfoma cutaneo de células T, mais nenhuma

imunotoxina foi aprovada em hematologia (17).
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6. Terapéuticas dirigidas em hemato-oncologia

O tratamento das neoplasias hematologicas tem sido ao longo do tempo um exemplo
pioneiro para a terapéutica das patologias neoplésicas na generalidade, o que se verifica

também no ambito das terapéuticas dirigidas (37).

Em 1997, o rituximab, um mAb anti-CD20, tornou-se o primeiro mAb aprovado para
o tratamento de Linfomas N&ao-Hodgkin de células B. Com o decorrer do tempo 0s mADbs,
mostraram ser essenciais nos regimes de tratamento atuais da maioria das neoplasias

hematoldgicas (33).
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6.1 Anticorpos monoclonais aprovados em Hematologia - Passado e
Presente

6.1.1 Rituximab

Consideraces Gerais

A aprovacdo do rituximab, inicialmente pela Food and Drug Administration (FDA) em
1997, e no ano seguinte pela Agéncia Europeia do Medicamento (EMA) (8), iniciou uma
nova era designada «Era Rituximab» e desde essa altura varios anticorpos contra 0 mesmo

alvo (antigénio CD20) foram introduzidos na pratica clinica (4).

O antigénio CD20 é um marcador de superficie das células B maduras sendo também
expresso em cerca de 95% das células B dos linfomas. E ainda expresso em niveis inferiores
pelas células B da leucemia linfocitica cronica (LLC) e pelos plasmécitos. Em conjunto com a
sua especificidade, as razdes pelas quais este € um marcador apelativo para imunoterapia sao
multiplas, nomeadamente o facto de ndo ser expresso pelas células B progenitoras permitindo
assim a sua regeneracdo normal, de ndo ser uma molécula circulante no plasma, ndo ser
secretado/ internalizado pelas células B ap6s a marcacao pelo anticorpo e de conseguir mediar
varios mecanismos de destruicdo celular nomeadamente CDC, ADCC, apoptose e alteracdo

do influxo celular de célcio (38).

O Rituximab é um anticorpo monoclonal quimérico IgG1, o primeiro mAb anti-CD20
aprovado, caraterizado por induzir a morte celular através de varios mecanismos. Apos duas
décadas de utilizagdo o rituximab tem uma posicéao firme no tratamento de Linfoma Folicular,
tanto como primeira linha como em recidivas. A sua administracdo conjunta com 0s agentes

quimioterapicos melhorou as respostas terapéuticas destes doentes (30).

Como ja foi descrito anteriormente, o rituximab carateriza-se por apresentar

40



mecanismos de acdo diretos e indiretos. Os mecanismos indiretos que contemplam a ADCC,
com o recrutamento de células efetoras e a CDC que termina com a formacdo de complexos

de ataque & membrana induzindo a lise celular (26).

Alguns polimorfismos na proteina FcyRIIla alteram a ativacdo das células efetoras
causando uma menor eficacia da ACDD e assim taxas inferiores de resposta de monoterapia

com o rituximab (26,31).

Aplicacgbes terapéuticas em Hemato-oncologia

De acordo com a EMA, o rituximab apresenta as seguintes indicacGes terapéuticas em
hemato-oncologia: tratamento de Linfoma ndo-Hodgkin folicular estadio I11-1V, ndo tratado
previamente, em associacdo com o regime de quimioterapia; tratamento de manutencdo em
doentes com linfoma folicular que responderam a terapéutica de inducdo; tratamento de
linfoma folicular no estadio I11-1V, resistente a quimioterapia, ou em segunda ou subsequente
recidiva ap0s quimioterapia. Encontra-se também indicado para o tratamento de doentes com
linfoma ndo-Hodgkin difuso de grandes células B, positivo para CD20, em associa¢do com o
protocolo de quimioterapia CHOP (ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina, prednisolona);
também em associa¢do com quimioterapia, € indicado no tratamento de doentes com leucemia

linfocitica crénica (LLC) ndo tratada previamente e recidivante/ refractaria (8).
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Linfoma Difuso de Grandes células B (LDGCB)

O Linfoma Difuso de Grandes Células B é a neoplasia de linfécitos mais frequente,
representando entre 30-40% de todos os diagndsticos de LNH (39). O protocolo terapéutico
combinado de ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina e prednisolona (CHOP), foi o regime
standard, desde a década de 70 com uma sobrevivéncia global aos cinco anos estimada em
30-35%. Este tratamento estd associado frequentemente a neutropenia febril uma causa

importante da faléncia deste regime em doentes com LDGCB (41).

Os estudos iniciais sobre a adicao do rituximab ao regime CHOP (R-CHOP), mostraram
melhorias significativas no progndstico de doentes com LDGCB. Em doentes com LDGCB
resistente/ recidivante a sobrevivéncia global aos 5 anos foi estimada em 58%,

comparativamente o regime CHOP associava-se a uma sobrevivéncia de 45% (40).

O protocolo R-CHOP (a cada 14 ou 21 dias) tornou-se o tratamento standard em casos
de LDGCB, contudo cerca de 30% dos doentes ndo obterdo resposta terapéutica ou poderdo

apresentar formas resistentes da doenca (40) .

As respostas dos doentes com LDGCB ao regime de protocolo R-CHOP podem-se
considerar heterogéneas. Considerando os doentes que ndo apresentam nenhuma resposta
significativa ao tratamento, aproximadamente 30%, a investigacdo pode incidir sobre os

mecanismos através dos quais as células neoplasicas ganham resisténcia ao rituximab (39).
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Com o objetivo de conhecer de identificar a importancia dos biomarcadores da via de
sinalizacdo celular PTEN/PI3K/ AKT na resisténcia dos doentes com LDGCB ao tratamento
com rituximab foi realizado um estudo com 48 doentes. Os resultados mostraram 0 que ja
tinha sido referido noutros estudos: que a perda do PTEN, mutacdo no PI3K, e ativacdo da p-
AKT estdo relacionadas com a progressdo do LDGCB e que poderdo ter um papel no
desenvolvimento de resisténcias ao rituximab. A alteracdo que se manifestou de forma mais
significativa no grupo de doentes com resisténcia ao tratamento foi a delecdo do PTEN (50%
dos doentes neste grupo apresentavam a alteracdo, comparativamente com o grupo sensivel

17.9%) (39).

Relativamente a eficacia e seguranca do esquema R-CHOP nestes doentes, varios
estudos mostraram este esquema esta associado a uma melhor seguranca e efetividade com
uma menor taxa de recaidas e mortalidade no periodo de seguimento. Aos dez anos a
sobrevida livre de doenca e a sobrevida global de doentes tratados com R-CHOP era 36.5% e
43.5% respetivamente, comparativamente com 20% e 27.6% de doentes tratados com CHOP

(40).
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Linfoma Folicular

O linfoma folicular é o segundo tipo de linfoma mais frequente, cuja incidéncia tem
vindo a aumentar principalmente nos paises ocidentais. Ao diagnostico, aproximadamente

80% dos doentes apresentam-se com um estadio avancado da doenca (30).

De acordo com a EMA, o rituximab esta indicado no tratamento do linfoma folicular em
associacdo em terapéutica de manutencdo, no caso de LF ndo tratado previamente, ou
recidivante/refratarioe em monoterapia, como terapéutica de inducdo em doentes adultos com
linfoma folicular de grau Il1-1V que sejam quimioresistentes ou que estejam na sua segunda
ou subsequente recidiva ap0s quimioterapia, € como re-tratamento em doentes que
responderam a tratamento prévio com rituximab em monoterapia para linfoma folicular
recidivante/refratario (8).

Relativamente aos doentes sintomaticos com elevada carga tumoral que requerem
tratamento, protocolos de quimioterapia com clorambucil ou ciclofosfamida, CVP
(ciclofosfamida, vincristina, prednisolona) ou CHOP sdo o0s selecionados mais
frequentemente. A combinacdo de rituximab com estes regimes aumenta significativamente a
sobrevivéncia dos doentes e diminui a progressdo histoldgica do tumor. RemissGes completas
podem-se obter em 85% dos doentes tratados com R-CHOP e a média das duracBes das
remissdes podem exceder 0s 6 ou 7 anos (41).

A efetividade do rituximab em doentes com baixa carga tumoral em estadios avancados
da doenca foi avaliada num estudo, em que 187 doentes foram acompanhados com atitude
expectante (watchful waiting/ WW) e 182 foram tratados com rituximab em esquema de
inducdo com uma administracdo semanal durante 4 semanas seguido de esquema de
manutencdo a cada dois meses durante dois anos. Os resultados mostraram que 56% dos
doentes do primeiro grupo (WW) necessitaram de tratamento (quimioterapia) contrariamente

a 17% dos doentes do grupo que realizou tratamento de manutengdo com rituximab (42).
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Relativamente a sobrevivéncia aos 3 anos ndo se verificaram diferencas significativas
94% para 0 grupo WW e 97% para o grupo tratado com rituximab, também ndo se
verificaram diferencas significativas nas taxas de transformacdo histoldgica entre os dois
grupos (42).

Estudos com o objetivo de compararem a efetividade dos protocolos de quimioterapia e
protocolos com rituximab em combinacdo com quimioterapia (R-QT) em tratamentos de
inducdo sdo realizados com alguma frequéncia sendo os mais comummente avaliados 0s
seguintes protocolos: R-CHOP, R-CVP e B-R (bendamustina e rituximab). Um ensaio clinico
de fase Il mostrou que os protocolos com rituximab apresentaram resultados superiores em
varios parametros nomeadamente na resposta completa, sobrevivéncia livre de doenca, e
principalmente na sobrevivéncia global: 95% de sobrevivéncia aos 3 anos para R-CHOP
comparativamente 86% para CHOP e 83% de sobrevivéncia aos 4 anos para R-CVP

comparativamente a 77% CVP (30).

Leucemia Linfocitica cronica

De acordo com a EMA, o rituximab esta indicado em associagdo com quimioterapia, no
tratamento de doentes com leucemia linfocitica crénica ndo tratada previamente e recidivante/
refractaria. (8).

A leucemia linfocitica crénica, o tipo mais comum de leucemia nos paises ocidentais, é
uma neoplasia linfoproliferativa, caraterizada pela acumulacdo de pequenos linfocitos B
neoplésicos (43), muitas vezes diagnosticada acidentalmente ap0s avaliacdo de exames
complementares de rotina (41). A idade média de diagndstico é 72 anos sendo que mais de

40% dos doentes se apresentam com mais de 75 anos ao diagnostico (44).
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O tratamento standard destes doentes € QT em combinagdo com rituximab. O grupo de
estudos GCLLSG (German CLL Study Group) concluiu que os doentes que realizaram um
regime terapéutico de rituximab com fludarabina e ciclofosfamida (R-FC) apresentaram uma
resposta global (ORR) e uma resposta completa (CR), uma sobrevivéncia livre de doenca e
uma sobrevivéncia global significativamente superiores comparativamente aos tratados com

FC (44).

Num estudo de fase Il foi avaliada a seguranca e efetividade da combinacéo rituximab e
clorambucil, em 100 doentes com LLC, uma mediana de idades de 70 anos e com uma média
de 7 comorbilidades, requerendo assim um tratamento diferente do convencional.
Relativamente a seguranca, as toxicidades hematoldgicas, neutropenia e linfopenia de grau
3/4, representaram a maioria dos eventos adversos de grau 3/4 relatados, com neutropenias e
linfopenias ambas ocorrendo em 41% dos doentes seguidos de leucopenia em 23%, anemia
em 19% e trombocitopenia em 18%. Os efeitos secundarios mais frequentes foram as nauseas

em cerca de 52% dos doentes (44).

O tratamento com rituximab e clorambucil (R-Clb) permite atingir uma ORR de 84% e
uma resposta completa de 10%. Foram observadas respostas ao tratamento em todos 0s
grupos citogenéticos estudados. Estes resultados, apds comparacdo com estudos anteriores
onde foi avaliada a eficacia do clorambucil em monoterapia, concluiram que a adi¢do do
rituximab pode melhorar a eficacia do tratamento sem outros efeitos secundarios adicionais

(44).
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6.1.2 Ofatumumab

O ofatumumab é um anticorpo monoclonal totalmente humano do tipo IgG1 k, cujo
alvo é o antigénio CD20. Este anticorpo liga-se a um epitopo diferente do rituximab e
apresenta a capacidade de induzir a lise celular em células com uma elevada ou fraca

expressao de CD20 assim como em células resistentes ao rituximab (4).

O ofatumumab induz a destruicdo dos linfocitos B neoplésicos através dos mecanismos
CDC e ADCC. Comparativamente com o rituximab, a eficicia da inducdo de ADCC é
semelhante, mas relativamente a CDC, o ofatumumab parece mais eficaz. Aparentemente

possui uma citotoxicidade superior ao rituximab (45).

De acordo com a EMA o ofatumumab estd indicado para tratamento de leucemia
linfocitica cronica (LLC) em associagdo com clorambucil ou bendamustina em doentes que
ndo tenham recebido terapéutica prévia e que ndo sejam elegiveis para terapéutica com base
em fludarabina (46). Este mAb tem ainda indicagdo para o tratamento de doentes com LLC

refractaria a fluradabina e alemtuzumab (45).

Para avaliar a efetividade do ofatumomab como terapéutica de primeira linha em
doentes com LLC sem indicacdo para fludarabina, foram realizados varios estudos que
avaliaram a administracdo de ofatumumab em monoterapia. Num estudo que envolveu 77
doentes o ofatumumab foi administrado em esquema de indu¢do, semanalmente, ao longo de

8 semanas (45).
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Foi ainda realizada uma terapéutica de manutencdo com ofatumumab a cada dois meses
durante dois anos a todos os doentes que obtiveram resposta a terapéutica de inducdo e nao
mostraram sinais de progressao da doenca. A ORR foi de 55% e 36% e as taxas de resposta

completas (CR) foram de 5% e 4% respetivamente para os coortes 1 e 2 (45).

A baixa taxa de respostas completas em monoterapia impulsionou estudos de
combinacdo do ofatumumab com outros agentes citotoxicos. Sendo que muitos doentes com
LLC ndo apresentam indicacdo para fazer terapéutica com fludarabina, devido a sua idade
e/ou comorbilidades, a associacdo de ofatumumab com clorambucil (O-Clb) foi comparada
com clorambucil em monoterapia num estudo de fase Il que envolveu 447 doentes, ndo
tratados previamente. Os doentes foram aleatoriamente selecionados para cada um dos
regimes. A ORR e a taxa de respostas completas foram respetivamente de 82% e 12% para o
grupo tratado com O-Clb e de 69% e 1% para o grupo tratado com Clb. A média de

sobrevivéncia livre de doenca foi de 22.4 e 13.1 meses, respetivamente (47).
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6.1.3 Ibritumomab tiuxetano

O ibritumomab tiuxetano ¢ um anticorpo monoclonal murino 1gG-1 k anti CD20,
marcado radioativamente com itrio-90, atomo emissor de radiagdo [ na presenga do quelante
tiuxetano (Mx-DTPA). Este mAb liga-se ao antigénio CD20 expresso na membrana dos
linfocitos B malignos e normais e a radiacdo emitida pelo radioisotopo destréi as células

neoplasicas (4).

O ibritumomab € um anticorpo monoclonal ligado de forma covalente ao tiuxetano que
funciona como estabilizador do complexo anticorpo-radionuclido. Como o Y-90 forma um
complexo estavel com ibritumomab tiuxetano, a biodistribuicdo da marcacdo radioativa
acompanha a biodistribuicdo do anticorpo. A radiacdo por parte das particulas beta emitidas

ocorre num raio de 5 mm em torno do isétopo (48).

Com conhecimento sobre a radio sensibilidade das células linféides a RIT tornou-se
uma abordagem apelativa, emergindo assim como opcdo apds uma resposta terapéutica prévia
a um mAb, combinando uma seletividade da imunoterapia anti-CD20 e do radioisétopo

conjugado (49).

De acordo com a EMA, o ibritumomab tiuxetano esta indicado na terapéutica de
consolidacdo apos inducdo da remissdo em doentes com linfoma folicular ndo tratados
previamente e no tratamento de doentes adultos com LNH folicular de células B CD20 em

recidiva ou refratario ao rituximab (48).

A RIT com ibritumumab foi testada primeiramente em casos de recidiva do linfoma
folicular. Ao provar a sua seguranca procedeu-se a avaliagcdo em tratamentos de primeira linha

desta neoplasia (50).
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Num estudo multicéntrico de fase Il, avaliou-se o ibritumomab tiuxetano como
tratamento de primeira linha em monoterapia, em doentes com linfoma folicular. No estudo
foram incluidos 59 doentes, em diferentes estadios da doenca. Os resultados referentes a
seguranca e toxicidade mostraram que a terapéutica foi bem tolerada. A resposta global aos
seis meses foi de 87%, com 41% dos doentes a atingirem CR, e 31% uma resposta parcial. A
média de sobrevivéncia livre de doenca foi de 25.9 meses. Comparativamente aos resultados
obtidos por outros estudos referentes aos esquemas de tratamento R-CVP a taxa de respostas
completas foi superior, contudo isso ndo se verificou na sobrevivéncia livre de doenca, 0
ibritumumab apresentou um resultado inferior aos 32 meses reportados com este regime

terapéutico (51).

Neste estudo o tratamento foi bem tolerado. Citopénias de grau 3 ou 4, de acordo com
Critérios comuns de toxicidade (CTC), manifestaram-se em alguns doentes, sendo a mais
comum a trombocitopenia que ocorreu em 48% dos casos. As toxicidades ndo hematoldgicas

observadas ndo ultrapassaram o grau 2 de CTC (51).

A associacdo entre o lbritumumab e risco aumentado de neoplasias secundarias,
nomeadamente a LMA e sindrome mielodisplasica (SMD) é bem conhecido, um estudo que
avaliou a eficacia e seguranca da consolidacdo com este mAb, em 204 doentes com linfoma
folicular com estadio avancado que haviam respondido a terapéutica de primeira linha. Os
resultados mostraram que 12,7% dos doentes no braco do Ibritumumab radiomarcado com
itrio-90, desenvolveram uma neoplasia secundaria em comparacdo aos 6.8% dos doentes no

braco de controlo (48).
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6.1.4 Obinutuzumab

O Obinutuzumab, também conhecido por GAG 101, é um anticorpo monoclonal
humanizado anti-CD20 cujo mecanismo de a¢do principal é direto através da inducdo da via
extrinseca da apoptose (estimulacdo das proteinas da familia Bcl-2), ou através da estimulacao
da via intrinseca (4). Consegue induzir os mecanismos de ADCC e CDC, em estudos pre-
clinicos verificou-se que o obinutuzumab possuia uma eficacia superior ao rituximab como

estimulador da ADCC, o que néo se verificou relativamente a CDC (45).

E um derivado de 1gG1 de murino Bly-1, que foi submetido a glicosilacio da regifo Fc
com o objetivo de aumentar a afinidade ao receptor FcyRIlla na ativagédo das células efetoras,

e assim aumentar a sua atividade ADCC (52).

O obinutuzumab tem a capacidade de ativar os neutrdfilos e mediar a fagocitose através
do CD16b dos neutréfilos de forma mais potente que o rituximab, em comparagdo com o
mADb idéntico que ndo sofreu glicosilacdo, este apresenta uma indugdo de fagocitose mais

eficaz (52).

Este anticorpo monoclonal em associacdo com clorambucil esta indicado no tratamento
de doentes adultos com leucemia linfocitica cronica (LLC), ndo tratados previamente e com

comorbilidades que tornem inadequado o tratamento baseado em fludarabina (53).

O GCLLSG realizou um estudo multicéntrico de fase Ill para avaliar e comparar a
eficdcia e seguranga da combinacdo terapéutica obinutuzumab/ Clb com a combinacgdo
rituximab/Clb e Cbl em monoterapia em 781 doentes com LLC ndo tratados previamente,

com uma mediana de idades de 73 anos e comorbilidades (43).
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Este estudo incluiu duas etapas. Na primeira foram comparadas as associacfes
rituximab/ obinutuzumab com Clb e Clb em monoterapia de forma a determinar se a
administracdo dos mAbs anti-CD20 era eficaz nesta populacéo idosa e com comorbilidades.
A segunda etapa comparou ambas as terapéuticas combinadas. Os resultados do estudo
mostraram vantagens na adicdo do mAb anti-CD20 ao Cbl (rituximab ou obinutuzumab), com
maior numero de remissdes completas e aumento da sobrevivéncia sem doenca (26.7 meses

vs 11.1 meses) (43).

Na segunda etapa do estudo concluiu-se que a combinacgdo obinutuzumab e Cbl obteve
uma resposta e uma sobrevivéncia livre de doenca superior a combinacdo rituximab e Cbl

(20.7% Vs 7%) (43).

Os efeitos secundarios observados mais frequentemente (>1/10) com a associacao
obinutuzumab/ Clb sdo os efeitos hematoldgicos, nomeadamente neutropenia,

trombocitopenia, anemia e febre (53).
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6.1.5 Gemtuzumab ozogomicina

O antigénio CD33 é expresso em mieloblastos das leucemias mieldides agudas, numa
propor¢éo entra 85% a 95%, podendo ainda ser expresso em leucemias linfoblasticas agudas
(LLA). Aparentemente a expressdo do antigénio CD33 encontra-se restrita a células
hematopoiéticas estando ausentes nas células progenitoras hematopoiéticas, mas presente nas
células estaminais dos precursores mieldides, fazendo dele um alvo ideal para a terapéutica

dirigida (54).

O gentuzumab ozogamicina (GO) é um anticorpo monoclonal humanizado 1gG4,
dirigido contra o antigénio CD33, presente nas células leucémicas de cerca de 80% dos
doentes com LMA. Este mAb é ligado através de uma ligacdo covalente a um derivado de
caliqueamicina, substancia citotdxica, que apos internalizacdo € libertado pelos lisossomas

das células mieloides e induz a quebra das cadeias duplas de DNA (4).

O regime terapéutico mais comum na LMA consiste em quimioterapia com citarabina e
uma antraciclina (e.g. daunorubicina, idarubicina, mitoxantrona). O gemtuzumab ozogamicina
foi aprovado inicialmente para episodios de recidiva de LMA em doentes com idades mais
avangadas, contudo foi retirado do mercado voluntariamente, em 2010, por ndo ter obtido as
respostas terapéuticas almejadas pelo laboratério (55). Alguns efeitos adversos graves
estavam associados ao GO nomeadamente: toxicidade de infusdo, mielossupresséo e doenga

veno-oclusiva (41).
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Apobs a sua retirada do mercado, tém sido realizados varios estudos com GO. Os
resultados mais promissores revelaram-se num estudo realizado pela Associacdo francesa de
leucemia aguda (ALFA). Este estudo avaliou a combinacao daunorubicina/ citarabina com ou
sem GO como esquema de indugdo em 280 doentes com idades compreendidas entre os 50-70
anos (35).

O GO foi administrado em doses baixas, com 0 objetivos de reduzir a sua toxicidade.
Os resultados mostraram que 0 GO apesar de ndo mostrar diferencas significativas na taxa de
respostas completas, melhorou significativamente a sobrevivéncia global (mediana de 34
meses vs 19.2 meses) (55) e a sobrevivéncia livre de doenca, o que foi observado

particularmente no subgrupo de doentes com citogenética favoravel/ intermédia (35,55).

A eficacia do GO é conhecida em doentes com o subtipo de leucemia promielocitica
aguda (LPA), o que pode estar associado a duas carateristicas das células da LPA,
nomeadamente a sua expressdo homogénea e abundante do antigénio CD33, e a auséncia ou
presenca de niveis reduzidos de glicoproteina p (gpP), que funciona como bomba de efluxo
diminuindo a biodisponibilidade da substéncia ativa (55).

Adicionalmente a estes conhecimentos, sabe-se que GO administrado em monoterapia
resulta em remissdes moleculares em doentes com recaida/ recidiva de LPA (35).

A informacdo relativa a eficacia do GO em doentes com LPA e diagnosticados de novo
com citogenética favoravel, ndo era do conhecimento dos clinicos na altura da sua retirada do
mercado (36) é importante reconhecer a eficacia especifica deste mAb em subgrupos de
doentes com LMA, assim € esperado que o gemtuzumab seja novamente aprovado no

tratamento destes doentes (55).
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6.1.6 Alemtuzumab

O antigénio CD52 é significativamente expresso por linfécitos B e T normais e
neoplésicos, sendo também expresso em menor grau pelos mondcitos, macrofagos,
eosindfilos, células NK, neutréfilos e células tronco hematopoiéticas, apesar das suas funcoes
exatas permanecerem desconhecidas (56).

O alemtuzumab é um anticorpo monoclonal anti-CD52 do tipo IgG1 k, humanizado,
eficaz na eliminacdo das células da linhagem B e T. Este mAb foi autorizado inicialmente
para o tratamento de doentes com LLC para os quais a quimioterapia com fludarabina néo
estava recomendada. Em 2012 foi retirado do mercado, por decisdo do laboratério, e
atualmente, de acordo com a EMA, tem apenas indicacdo para doentes adultos com esclerose

maultipla Surto-Remissdo (EMSR) (57).

As doencas secundarias mais frequentemente associadas a administracdo de
alemtuzumab eram doencas auto-imunes da tirdide. Doencas auto-imunes dermatolégicas,
renais e hematoldgicas nomeadamente a PTI, estavam também associadas em alguns casos e

poder-se-iam manifestar tardiamente, no segundo ano apds tratamento (57).
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6.1.7 Brentuximab vedotina

O brentuximab é um anticorpo monoclonal quimérico 1gG1l que tem como alvo o

antigénio CD30, expresso pelas células do Linfoma de Hodgkin (LH) e pelo linfoma

anaplasico de células grandes sistémico (SALCL) (4).

O brentuximab esta conjugado de forma covalente ao agente antimicrotubulo

monometil auristatina E (MMAE), um potente inibidor da polimerizacdo dos microtdbulos

(Figura 6) (4).

Mecanismo de acido do Brentuximab Vedotina

w2 — MMAE
o Ligando susceptivel a proteases
N - MAD anti-CD30
Brentuximab
vedotina liga-se 0 2
ao CD30
O complexo é

internalizado - formacgéo
de lisossomas

MMAE é libertada

inibi Paragem do ciclo
MMAE inibide a ‘
polimerizagdo dos celular em G2/M
microtubulos 0 Kpopiose

Figura 6 — Estrutura do Brentuximab vedotina e mecanismo de accdo (Adaptado de

http://www.ascopost.com/issues/september-15-2011/fda-approves-brentuximab-vedotin-in-

two-lymphoma-indications.aspx).
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O esquema de quimioterapia mais utilizado no tratamento de doentes com LH é a
combinacéo de doxorrubicina, bleomicina, vinblastina, dacarbazina (ABVD). A sobrevivéncia
livre de doenca a longo prazo, destes doentes pode ultrapassar os 75%, em casos sem
sintomatologia e superar 0s 70% em doentes com sintomas sistémicos. Em doentes nos quais
0s esquemas de quimioterapia convencional, ndo obtiveram respostas de remissdo
prolongadas, o transplante autélogo de células progenitoras hematopoiéticas (ATCPH) pode
estar associado a uma resposta completa em 50% dos casos (41). Contudo os doentes que
apresentam recidivas apds ATCPH ou os que ndo sdo candidatos a transplante, permanecem
um desafio clinico devido a limitacdo de terapéuticas efetivas, sendo que estes doentes

apresentam em média uma sobrevivéncia global de 2 a 3 anos (58).

De acordo com a EMA o brentuximab esta indicado para o tratamento de doentes
adultos com LH CD30 positivo, recidivante/refractario nas seguintes situacfes: no
seguimento de ATCPH, ou no seguimento de pelo menos duas terapéuticas anteriores quando
0 transplante ou a quimioterapia combinada ndo constituem uma op¢do de tratamento
adequada. Encontra-se também aprovado para o tratamento de doentes adultos com sALCL

recidivante / refratario (59).

Um estudo multicéntrico procurou avaliar a efetividade e seguranca de bretuximab
vedotina (BV) em 65 doentes com LH refratario/ recidivante ap6s ATCPH ou ap0s tratamento
com duas ou mais linhas de quimioterapia. Os melhores resultados foram observados apés o
3° ciclo (9 semanas) de tratamento revelaram 21.5% de respostas completas, 49.2% de
respostas parciais, € uma ORR de 70.7%. O estudo concluiu que o BV é um agente eficaz e
bem tolerado pela generalidade dos doentes, no respeitante a toxicidade, sendo a neuropatia

periférica o efeito adverso mais frequente (58).
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Relativamente a outra indicacdo do BV o linfoma anaplasico de grandes células é um
subtipo de linfoma de células T caraterizado pela expressdo de antigénio CD30. As recidivas
deste linfoma séo geralmente resistentes ao protocolo de quimioterapia convencional. Com o
objetivo de avaliar a resposta terapéutica destes doentes ao BV foi realizado um estudo
multicéntrico de fase 11 que envolveu 57 doentes. Os resultados indicaram uma ORR de 86%;
uma taxa de respostas completas de 57% e de respostas parciais de 29%. O tempo mediano
para uma resposta global foi de 5.9 semanas e de 11.9 semanas para respostas completas. O
tempo de sobrevivéncia livre de doenca foi estimado em 13.3 meses. Os investigadores
concluiram que a terapéutica dirigida com BV é um tratamento eficaz nos casos de SALCL
refractario/ recidivante e deixaram a sugestdo de se realizacdo estudos futuros com o intuito

de avaliar o BV como agente de primeira linha (60).

Os efeitos adversos associados ao BV estdo reportados como dose-dependentes, sendo
que os mais comuns sdo febre, cefaleias, astenia, diarreia, nduseas, voémitos, neutropenia,

neuropatia periférica, anemia e alopécia (4).
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6.1.8 Eculizumab

O eculizumab é um anticorpo monoclonal 1gG «k recombinante humanizado, um hibrido
de 19G2 e 1gG4 (Fc humano Ig2 e CDRs 1g4 provenientes de murino inseridas na estrutura
Fab humana) que tem como alvo o componente C5 do sistema complemento humano com

atividade na fase tardia da cascata (61).

De acordo com a EMA o eculizumab esta indicado no tratamento em adultos e criancas
com hemoglobinuria paroxistica noturna (HPN) e no tratamento da sindrome hemolitica
urémica atipica (SHUa) (59). Ao inibir a clivagem do C5 em Cb5a e C5b pela C5 convertase,
inibe as fraccbes Cha e C5b-9 responsaveis pelos eventos mediados por complemento

caracteristicos da HPN e SHUa (61).

A SHUa é uma patologia crdnica, rara (62), em que estudos observacionais mostraram
uma mortalidade associada a SHUa de 8% na primeira manifestagédo da doenca e 11% ao
longo de 3 anos de seguimento (63). A fisiopatologia do SHUa tem como base uma ativagédo
cronica e descontrolada do sistema complemento, o que conduz a ativacdo plaquetar,
leucocitéria, endotelial e a microangiopatia tromboética sistémica. A ativacdo da via do
complemento ocorre devido a presenca de clivagem persistente da proteina C5 em Cb5a (pro-
inflamatoria) e C5b (indutora de lise celular), e formacdo do complexo de ataque a membrana

(C5b-9) (63).

A plasmaferese foi a primeira linha de tratamento da SHUa durante muito tempo,
associada a uma reducdo da mortalidade de 25% a 50% em alguns casos, sendo que as

respostas obtidas dependiam do gendtipo dos doentes (62).
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Um estudo avaliou a eficécia e seguranca do eculizumab em dois ensaios prospetivos de
fase Il que decorreram durante um ano. Um ensaio incidiu sobre 17 doentes com SHUa e
evidéncia clinica de microangiopatia trombotica progressiva. O outro estudo abrangeu 20
doentes com SHUa de longa duracéo e insuficiéncia renal crénica que tinham sido submetidos
a plasmafere ou transfusdo de plasma previamente (mediana de duracdo do tratamento 10.1
meses), ambos 0s grupos realizaram tratamento com uma duracdo mediana semelhante (64 e
62 semanas respectivamente). O eculizumab esteve associado a uma melhoria significativa
dos parametros hematoldgicos e da funcdo renal destes doentes. O tratamento precoce foi
associado a melhorias significativas na taxa de filtracdo glomerular (TFG). Em geral o
eculizumab esteve associado a interrupcdo de plasmaferes e dialise e a uma melhoria da

qualidade de vida destes doentes (64).

A HPN é uma doenca adquirida das células hematopoiéticas, na qual ha deficiéncia da
sintese de GPI (glicosilfosfatidilinositol), que liga vérias proteinas da superficie da membrana
celular, nomeadamente os antigénios CD55 e CD59 que detém o papel de controlar a ativacao
da cascata do complemento (41). Assim, a hemdlise da HPN resulta do aumento da
susceptibilidade de eritrécitos clonais ao complemento, por défice de acdo de CD55 e CD59
(41). A mortalidade e morbilidade da doenga resultam da hemdlise intravascular e a idade
mediana de diagnostico é 30 anos. Num estudo foi avaliada a eficicia a longo prazo do
tratamento com eculizumab em 79 doentes durante 8 anos. Os resultados mostraram redugéo
na hemolise, estabilizacdo dos niveis de hemoglobina, reducdo do nimero de transfusdes e
melhoria na qualidade de vida destes doentes. Adicionalmente, o eculizumab evita as
complicacdes associadas a esta patologia como a deterioracdo da funcéo renal, hipertensao
pulmonar, e eventos tromboembadlicos. Foi ainda estabelecida concordancia entre a taxa de

mortalidade destes doentes tratados com eculizumab e a populagéo normal (65).
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Em todos os estudos clinicos em HPN e SHUa, a reacdo adversa mais grave foi a
septicemia meningocdcica (48). No sentido de reduzir o risco de infecdo, todos os doentes
devem ser vacinados no minimo 2 semanas antes do tratamento na auséncia de risco

significativo em atrasar a terapéutica (59).
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Tabela 2 - Anticorpos monoclonais utilizados em hemato-oncologia

mAD Nome Antigénio Alvo  Tipo Indicagéo Efeitos secundarios muito
Comercial terapéutica frequentes (>1/10)
Rituximab MabThera® CD20 Quimérico LNH celulas B Susceptibilidade a infegcdes virais ou
LLC bacterianas, cefaleias, nduseas, febre,

arrepios leucopénia, trombocitopénia.

Ibritumomab Zevalin® CD20 Murino/ Conjugado  LNH células B Febre, citopenias, astenia, nauseas,
arrepios, astenia, susceptibilidade a
infecBes, aparecimento de petéquias.

Ofatumumab Arzerra® CD20 Humano CLL Infecbes do trato  respiratorio,
neutropénia, anemia, febre, infecdes
urinarias, infecgbes viricas (Virus
Herpes z6ster ou por HSV-1/2).

Gemtuzumab Mylotag® CD33 Humanizado/ LMA recidivada Retirado do mercado.

Conjugado
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Tabela 2- Anticorpos monoclonais utilizados em hemato-oncologia (continuagao)

mAD Nome Antigénio Alvo  Tipo Indicagéo Efeitos secundarios muito
Comercial terapéutica frequentes (>1/10)
Brentuximab Adcetris® CD30 Quimérico LH; sALCL Neutropenia, trombocitopénia,
conjugado susceptibilidade a infe¢Bes, nauseas,
prurido, alopécia, alteracdo das
transaminases, mialgias, artralgias,
Obinutuzumab Gazyvaro® CD20 Humanizado LLC Febre, hipotensdo, citopénias,
diarreia, infecdo do aparelho urinario
e respiratorio, mialgias, artralgias
alopécia.
Eculizumab Soliris® C5 Humanizado HPN, SHUa Cefaleias, febre, sintomas tipo gripal,

(adaptado de Podhorecka M et al., 2014) (4).

hipotensdo, infe¢des do  trato
respiratério, anemia, leucopenia,
trombocitopénia, anorexia, nauseas,
vomitos, diarreia, alopécia, prurido,
mialgias, artralgias. ReacOes

anafilaticas.
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7. Perspetivas futuras dos anticorpos monoclonais em
hemato-oncologia

O futuro da aplicacdo dos anticorpos monoclonais em hemato-oncologia adivinha-se
promissor. O sucesso do rituximab estimulou esfor¢os no desenvolvimento de outros mAbs,
existindo varios em ensaios clinicos e muitos outros em estudos pré-clinicos. Como foi
descrito anteriormente, a evolugdo da engenharia genética e biologia molecular trouxeram
consigo novas geracdes de anticorpos monoclonais que diferem do rituximab a nivel de
imunogenecidade, e fungdes efetoras (66). Seguidamente serdo descritos alguns anticorpos
monoclonais terapéuticos que se encontram atualmente em ensaios clinicos para a avaliagdo

da efetividade em hemato-oncologia.

Veltuzumab

Veltuzumab é um anticorpo anti-CD20, humanizado, tipo | IgG1l que se encontra
atualmente em ensaios clinicos para tratamento de linfomas de células B e outras doencas
autoimunes. Este mAb apresenta CDRs idénticas as do rituximab, diferindo estruturalmente
deste em apenas um aminoécido na regido varidvel da cadeia pesada (67). O veltuzumab
encontra-se sob investigacdo em ensaios clinicos de fase I/ll para o tratamento de LNH de
células B. Num estudo foi administrado doentes com LNH de células B refratarios, revelou-se
ser bem tolerado, sem efeitos adversos graves; particularmente no tratamento de linfomas
foliculares com exposicdo prévia ao rituximab esteve associado a uma ORR de 44% e taxa de
resposta completa de 27%. Alguns estudos afirmam a eficacia do veltuzumab em
administragdo subcutdnea de baixas doses (80-320mg) igualando-a a administracdo

intravenosa, deixando como sugestdo a realizacdo de outros estudos neste sentido (4).
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Ocrelizumab

Ocrelizumab é um mAb anti-CD20 humanizado, que medeia a destruicdo celular, a
semelhanca do rituximab recorrendo aos mecanismos de ADCC, CMC, e inducdo directa da

apoptose (68).

Apresenta como caracteristica uma melhor ligagdo as variantes de baixa afinidade de
ligagdo do FcyR Illa (CD16 FF/FV na posigdo 158) o que podera ter interesse clinico nos
doentes que apresentem este fenotipo. Um ensaio clinico de fase I/11 avaliou a sua eficacia em
47 doentes com linfoma folicular recidivante/ refractario depois de submetidos a terapéutica
com rituximab, o resultado foi uma taxa de resposta global de 38%, dos quais 17%
apresentaram resposta completa, com uma incidéncia de efeitos adversos quase nula. A taxa
de resposta global verificou-se superior nos doentes que haviam obtido resposta prévia ao
rituximab (41%) em comparacdo com os doentes que apresentavam doenca refrataria ao

rituximab (17%) (68).
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Lintuzumab

O lintuzumab é um anticorpo monoclonal humanizado cujo alvo € o antigénio CD33.
Encontra-se em investigacdo como uma opcao de tratamento para as neoplasias mieloides em

doentes nos quais a quimioterapia e o transplante da medula éssea ndo estéo indicados (4).

A eficécia do lintuzumab tem sido avaliada em combinacdo com quimioterapia de
inducdo na AML. Num estudo de fase Il avaliou-se a eficAcia de um tratamento com
lintuzumab e baixa dose de citarabina na sobrevivéncia de 211 doentes com LMA, com idade
igual ou superior a 60 anos que ainda ndo tinham sido submetidos a nenhum tratamento.
Embora a combinacdo fosse segura ndo se verificou melhoria significativa da sobrevivéncia

(69).
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Bevacizumab

O anticorpo monoclonal bevacizumab, é uma imunoglobulina 1IgG1 com a capacidade
de neutralizar o VEGF e desta forma inibir a angiogénese e limitar assim o crescimento

tumoral (4).

O bevacizumab ja é amplamente utilizado em oncologia, de acordo com a EMA esta
indicado no tratamento de Carcinoma metastizado do célon ou do reto, carcinoma da mama

metastizado, cancro do pulmé&o de ndo pequenas células, e carcinoma do ovario.

Recentemente foi introduzido em hemato-oncologia, uma vez que o VEGF apresenta
uma expressao aumentada em varios tumores, incluindo o LNH sendo que um nivel elevado

de VEGF esté associado a pior prognostico em doentes com linfoma e leucemia (4).

O Bevacizumab em monoterapia foi reportado por apresentar atividade clinica modesta
em doentes com recaidas de LNH indolente (4). Neste ambito foram realizados estudos para
avaliar o bevacizumab em combinacdo com as terapéuticas standard para o LDGCB, ndo
tratado previamente. Os resultados mostraram que a associacdo do bevacizumab ao protocolo
R-CHOP aumentou as manifestacdes de cardiotoxicidade, sem aumentar a eficacia do

tratamento (68).
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Galiximab

Um namero significativo de doentes apresenta linfomas refractarios/ recidivantes apos
terapéutica com rituximab devido ao desenvolvimento de resisténcia, de forma a prevenir
estas situacOes, outros mAbs com alvos celulares diferentes enocntram-se sob investigacéo.
O antigénio CD80 é uma glicoproteina envolvida na regulacdo/ ativacdo das células T,
expressa por células B malignas, que se apresenta assim como possivel alvo para a terapéutica

dirigida (70).

O galiximab € um anticorpo quimérico anti-CD80 capaz de induzir ADCC em adi¢do a
proliferacdo das células neoplésicas através da influéncia sobre as vias de sinalizacdo celular

como a via NF-kB (4).

Os estudos pré clinicos revelaram uma atividade antitumoral significativa em
monoterapia ou em combinagdo com o rituximab no tratamento de varios linfomas de células
B incluindo o linfoma folicular. Apesar de ser bem tolerado o galiximab apresentou uma

atividade minima em doentes com LH submetidos a terapéutica prévia (4).

Num estudo de fase Il foi avaliada a atividade e a seguranca da combinacdo de
galiximab e rituximab no tratamento de inducdo de linfoma folicular ndo tratado previamente.
Os resultados mostraram que se trata de uma combinacdo bem tolerada, obtendo-se uma
resposta global de 72.1% (a estimativa pré tratamento era >80%), com 47.6% de respostas
completas e 24.6% de respostas parciais. Apesar de ndo terem sido atingidos os resultados
estimados, descobriu-se que os doentes de risco baixo e intermédio que participaram no
estudo obtiveram uma resposta global de 86.5% e taxa de CR de 60%. Estes resultados
excelentes sugerem que esta combinacéao é altamente eficaz nestes grupos de doentes e detém

um bom perfil de toxicidade (70).
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Inotuzumab ozogamicina

O antigénio CD22 é uma glicoproteina expressa em células B maduras e em mais de
90% das células B malignas, a sua funcdo ndo esta completamente conhecida contudo estudos
recentes sugerem que actua na regulacdo das células B, tem impacto da sua sobrevivéncia
actuando ainda como molécula de adesdo, tornando-se assim um alvo atrativo para a

terapéutica com anticorpos monoclonais (4).

Atualmente os mAbs anti-CD22 que se encontram sob investigacdo para o tratamento

de neoplasias de células B sdo o inotuzumab e o epratuzumab (4).

O inotuzumab ozogamicina é um mAb IgG4 humanizado anti CD22, conjugado com
caliqueamicina, um potente citotoxico. A calequeamicina é internalizada pela célula alvo e

lesa 0 DNA conduzindo a apoptose (71).

Estudos pré clinicos relataram eficacia do tratamento com inotuzumumab em LNH
células B ndo responsivos ao rituximab, com regressao significativa da neoplasia (72). Um
estudo clinico de fase | revelou atividade do inotuzumab ozogamicina no tratamento de LNH
de células B CD22 positivos, recidivantes a 2 ou mais protocolos terapéuticos. A

trombocitopenia foi a toxicidade mais frequentemente associada, 90% dos casos (72).

Recentemente alguns estudos de fase Il avaliaram a resposta terapéutica ao inotuzumab
ozogamicina em doentes com leucemia linfoblastica aguda (LLA) recidivante/ refractaria. A
taxa de respostas completas destes doentes a quimioterapia convencional é de um tergo. Em
estudo de fase I/11 os resultados mostraram que conduz a remiss@o em dois tergos dos doentes
com leucemia linfoblastica aguda refractaria permitindo assim que cerca de 20-45% dos

doentes pudessem ser submetidos a alotransplante de células tronco (71).
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Epratuzumab

O epratuzumab € outro anticorpo monoclonal anti CD22, que de forma semalhante ao
inotuzumab mostrou eficacia demonstrou atividade em LNH de células B refratarios ou que

apresentaram recaidas apds terapéutica convencional, incluindo o rituximab (4)

O epratuzumab tem sido avaliado em monoterapia ou em combinagdo com a
qguimioterapia convencional ou rituximab. O CLGB (Cancer and Leukemia Group B) realizou
um estudo de fase Il para avaliacdo da combinacdo Rituximab-epratuzumab em 59 doentes
com linfoma folicular ndo tratado previamente. Os resultados mostraram uma ORR de 88.2%,
resposta completa de 42.4%, e uma sobrevivéncia livre de doenca, aos 3 anos de 60% (73).

Um estudo clinico de fase 11l tem por objetivo avaliar a associacdo do epratuzumab
com a quimioterapia convencional no tratamento de criancas com LLA recidivante. Outro
estudo de fase Il que também se encontra a decorrer, com vista a avaliacdo das respostas

terapéuticas em doentes adultos com LLA recidivante (74).

Adicionalmente aos ja descritos, existem diversos mAbs que se encontram sob
avaliacdo em ensaios clinicos, seguidamente enumeram-se alguns: o apolizumab (HulD10),
um mADb humaninzado anti-HLA-DR; o milatuzumab um anticorpo humanizado cujo alvo
sdo os tumores com expressdo do antigénio CD74; o lumiliximab, um mAb quimérico anti
CD23; o blinatumumab, um anticopro biespecifico que combina a agdo da terapéutica dirigida
com a ativacdo das células T; o daratumumab anti-CD38; o siltuximab (anti-IL6); o

elotuzumab (anti CS1), e o dacetumumab, anti CD40 (4).
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8. Conclusao

Nos ultimos anos, e com o intuito de ultrapassar as limitacbes das terapéuticas
citotoxicos tem se vindo a apostar em novos alvos terapéuticos. O processo que culminou na
utilizacdo de anticorpos monoclonais terapéuticos de forma corrente na pratica clinica foi
longo e moroso, passando pelos conhecimentos basicos de imunologia até ao conhecimento
pormenorizado dos mecanismos envolvidos na carcinogénese, a atualizacdo das técnicas de
engenharia genética na criacdo destes agentes farmacoldgicos e os respetivos estudos sobre a

sua eficécia, seguranca, e potencialidades adicionais.

Apesar de ser uma classe farmacoldgica que pode ser administrada numa variedade de
patologias, em hemato-oncologia a introducdo dos anticorpos monoclonais melhorou
significativamente as respostas terapéuticas destas neoplasias que tém vindo a apresentar um
aumento progressivo na sua incidéncia, e que tantas vezes indolentes, se caracterizam por uma

elevada taxa de mortalidade e morbilidade.

Em 1997, a aprovacéo do rituximab foi um grande marco na histdria da terapéutica em
hematologia e um impulsionador para a investigacao de outros mAbs que tém sido essenciais

nos regimes de tratamento atuais da maioria das neoplasias hematoldgicas.

Os resultados positivos obtidos com o avango nas terapéuticas dirigidas em
hematologia, ndo deverdo ser considerados apenas como metas atingidas mas devem ser
encarados como impulsionadores de uma investigacdo cada vez mais conhecedora dos
mecanismos de acdo da carcinogénese, de atuacdo destes agentes farmacoldgicos, e evicgdo
dos meios de resisténcia a terapéutica, de forma a serem atingidos cada vez melhores

resultados.
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Todos os percursos tém os seus percalcos e o desenvolvimento dos mAbs ndo foi
excepc¢do, alguns foram aprovados para posteriormente serem retirados do mercado, contudo
na sua generalidade esta classe terapéutica foi revolucionaria no seu todo, instaurando uma
nova esperanca no tratamento de doencas oncoldgicas na generalidade e em hematologia em

particular.

Atualmente existem varios mAbs em estudos clinicos e pré-clinicos, na sua
generalidade apesar de ndo ser uma classe farmacoldgica perfeita, adivinha-se um futuro

promissor.
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