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RESUMO

Os medicamentos biologicos e biossimilares sao desenvolvidos a partir de células vivas, com maior ou menor grau
de modificagdo em relagdo as moléculas originais, através de metodologias biotecnolégicas variadas. Diversos desafios
tiveram de ser vencidos para que se pudessem obter biofarmacos com elevada especificidade, baixa imunogenicidade
e verificavel eficacia terapéutica. Ao longo dos tempos, tem havido uma aplicagdo crescente deste tipo de medicamen-
tos, que envolvem desde hormonas e fatores hematopoiéticos até anticorpos monoclonais, sendo estes ultimos os
mais amplamente utilizados, particularmente em duas areas: terapéutica oncoldgica e terapéutica anti-inflamatoria de
base autoimunitaria ou nao. De facto, o espetro de utilizagao deste tipo de anticorpos tem vindo a alargar-se, nao s6
devido ao aumento da sua tolerabilidade, por diminuigdo de imunogenicidade, mas também por causa de um incre-
mento na sua semivida e optimizagao funcional. Atualmente, existe um leque alargado de anticorpos com eficacia
terapéutica demonstrada, baseada na interferéncia em um ou mais mecanismos imunopatolégicos. Para além disso,
novos anticorpos monoclonais estao em estudo. Uma utilizagao criteriosa, baseada em normas claras, no ambito de

uma medicina personalizada do futuro, é imprescindivel.

Palavras-chave: Anticorpos monoclonais, biossimilares, biotecnologia, medicamentos bioldgicos, terapéutica

biologica.
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ABSTRACT

Biologicals and biosimilars are drugs developed from live cells, with more or less modifications regarding to the original
molecules, after using variable biotechonological methodologies. Several challenges have been overcome in order to obtain bio-
pharmacals with high specificity, low immunogenicity and therapeutical efficacy. During the last years there has been a growing
application of this type of drugs, evolving from hormones and hematopoieical factors to monoclonal antibodies, being the last
ones the most used particularly in two areas: oncology and anti-inflammatory therapy for autoimmunity or not. In fact the
spectrum of utilization of this type of antibodies has became larger, not only due to its tolerability, and diminished immunogenic-
ity, but also due to its increasingly higher half-time and functional optimization.

Nowadays, there is a vast number of monoclonal antibodies with proven efficiency based on its interference in one or more
immunopathological mechanisms. Beyond this, new antibodies are being developed. In the future, its mandatory to have its

judicious utilization, based on clear guidelines.

Keywords: Monoclonal antibodies, biosimilars, biotechnology, biological drugs, biological therapy.

ALGUNS CONCEITOS GERAIS

As definicoes
edicamentos biolégicos sao aqueles que sao
produzidos e isolados a partir de sistemas vi-
vos, como bactérias, leveduras ou células de
mamiferos, recorrendo a tecnologia do ADN recombi-
nante. A Food and Drug Administration (FDA) considera
que “produtos bioldgicos” sio “um leque alargado de
produtos, como vacinas, sangue € componentes sangui-
neos, alergénios, células somaticas, terapia génica, tecidos
e proteinas terapéuticas recombinantes, isolados a partir
de varias fontes celulares naturais vivas — humana, animal,
microorganismo — e podem ser produzidos por métodos
de biotecnologia e outras tecnologias de ponta”'.A FDA
refere ainda que “produtos biolégicos de base genética
e celular, por exemplo, estao frequentemente na van-
guarda da investigacdo biomédica e podem ser usados
para tratar uma variedade de condigbes médicas para as
quais nao haja outros tratamentos disponiveis”. Também
o Infarmed define “medicamento biolégico” de forma
semelhante?.
Para além dos medicamentos bioldgicos, também os

medicamentos “biossimilares” tém vindo a ganhar rele-

vancia crescente. Como refere a European Medicines Agen-
¢y (EMA), “Um produto bioldgico medicinal similar, tam-
bém conhecido como “biossimilar”, é um produto similar
a um medicamento bioldgico com uso ja autorizado, o
chamado “produto medicinal de referéncia”3. O Infarmed
refere que “Medicamento biossimilar (conceito introdu-
zido na legislagdo europeia em 2005) é aquele produzido
por um novo fabricante que demonstra a sua semelhanca
farmacocinética e farmacodinamica com um medicamen-
to biologico conhecido e ja aprovado, a que se chama
“medicamento bioldgico de referéncia”. Os medicamentos
biossimilares destinam-se a ser utilizados para o trata-
mento da mesma ou mesmas doengas, na mesma dose e
via de administracio?. E de realcar que embora um me-
dicamento biossimilar consista na mesma substancia bio-
l6gica da do biofarmaco de referéncia, podera haver pe-
quenas diferengas na sua composi¢ao, uma vez que se
trata de compostos complexos e que podem ter sido
obtidos por técnicas com ligeiras diferengas metodologi-
cas. Assim, para a aprovagao de um biossimilar é neces-
sario demonstrar, através de estudos de comparabilidade,
que as eventuais diferengas existentes em relagao ao bio-
farmaco de referéncia ndo tém traducdo em termos de

farmacocinética, farmacodiniamica, eficacia ou seguranca.
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Os varios tipos de medicamentos biologicos

Os medicamentos biolégicos podem ser classificados
de diferentes maneiras mas, de forma geral, envolvem
hormonas (insulina, eritropoietina), hemoderivados, fa-
tores de coagulagao e anticoagulantes recombinantes,
fatores de crescimento hematopoiético, enzimas, citoci-
nas (interferdes, interleucinas), medicamentos imunolo-
gicos variados (soros, vacinas recombinantes), anticorpos
monoclonais, proteinas recombinantes, medicamentos
envolvendo oligonucleotideos anti-sense (ligam-se a
mRNA, bloqueando-o0) e mesmo terapéuticas de base
celular?.

E também possivel restringir-se o conceito de biofar-
macos a uma definicao mais restrita, que envolva apenas
aqueles que modulam o funcionamento do sistema imu-
nitario, diminuem respostas inflamatorias ou apoiam

respostas especificas contra tumores.

OS VARIOS ASPETOS DE UMA EVOLUCAO

Aspetos gerais

A utilizagdo de medicamentos bioldgicos, em termos
mundiais, tem vindo a ganhar um peso crescente. De
facto, em 2017, os biofarmacos constituem cerca de 20%
do mercado mundial de medicamentos, o que equivale a
cerca de 22| mil milhdes de délares®. HA mais de 250
medicamentos biolégicos no mercado e mais de 400 em
ensaios clinicos de diferentes fases, o que corresponde a
cerca de 1/3 do total de medicamentos em desenvolvi-
mento. De forma igualmente relevante, os anticorpos
monoclonais, que constituem a maior parte dos medica-
mentos bioldgicos, também tém conhecido um incremen-

to muito significativo do seu uso.

A evolucido

A tecnologia usada no desenvolvimento de medica-
mentos biolégicos envolve a transferéncia de genes
humanos que codificam proteinas de interesse para

bactérias, leveduras ou outros sistemas organicos que,

em cultura, permitem a inser¢ao desses genes no seu
genoma, passando a produzir as respetivas proteinas
em elevada quantidade®. Nos biofdrmacos de primeira
geragdo, os genes inseridos nao eram artificialmente
modificados por engenharia genética dirigida. Assim, as
proteinas produzidas pelas bactérias continham uma
estrutura aminoacidica sobreponivel a das proteinas
humanas “naturais” respetivas. Contudo, seria desejavel,
em certos caso, produzir proteinas “melhoradas” que
demonstrassem maior eficacia e especificidade de agao,
bem como menor quantidade de efeitos secundarios e
capacidade de activar uma resposta reativa do sistema
imunitario contra elas (imunogenicidade). Assim, surgi-
ram os biofdrmacos de segunda geragdo, nos quais se
introduziam modificagdes génicas que conduziam a al-
teragdes na estrutura primaria de proteina produzida.
Como exemplos, temos as proteinas de fusdo de uma
fracao Fc de uma cadeia pesada de imunoglobulina, com
um recetor para um antigénio de interesse — quimeris-
mo molecular.

E como ¢é possivel transferir os genes de interesse
para as bactérias que irao produzir as proteinas respeti-
vas em grandes quantidades? Essa transferéncia, ou trans-
fecdo, implica arranjar uma estrutura “transportadora”
que permita inserir os genes. Esses transportadores tém
variado ao longo do tempo, mas envolvem variantes de
plasmideos (porgées de ADN bacteriano circular) e de
bacteriofagos (virus) — cosmideos-fosmideos, ou fagemi-
deos. Qualquer um destes tipos de vetores permite a
integracao de genes de interesse (modificados ou nao)
no ADN de células hospedeiras. Os plasmideos permitem
a insercao de fragmentos génicos claramente inferiores,
em tamanho, aos que permitem os bacteriofagos. De
qualquer forma, ha dois periodos que foram fundamentais
no desenvolvimento deste tipo de tecnologia. Em 1973,
conseguiu-se transfetar E. coli com plasmideos construidos
in vitro e que incluiam genes, para a resisténcia a antibio-
ticos”. Em 1979, conseguiu-se aplicar esta tecnologia a
produgao da primeira hormona humana recombinante

—a insulina®.
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O desenvolvimento de anticorpos monoclonais
1986 marca a aprovagao do primeiro anticorpo mo-
noclonal para uso terapéutico (Orthoclone OKT3) e que
permitiu prevenir a rejeicao de rins transplantados, em
casos de doentes que resistiam a terapéutica imunossu-
pressora habitual®. Mas como é que se chegou aqui? Atra-
vés da jungdo de duas técnicas fundamentais: a primeira
ja é nossa conhecida, a técnica de transfe¢do de genes de
interesse através de plasmideos. A segunda resultou da
técnica de produgao de anticorpos resultantes de apenas
um clone de células B —a tecnologia dos hibridomas, com
resultados demonstrados em 1975'°, Esta técnica consis-
te em imunizar ratinhos com antigénios contra os quais
se querem desenvolver anticorpos. Apods algumas sema-
nas, sacrificam-se os animais e retira-se o baco, fonte
ideal de linfocitos B produtores de anticorpos. Seguida-
mente, isolam-se e incubam-se essas células B com célu-
las B tumorais imortalizadas, de uma linha celular de
mieloma. Esta incubagédo é efetuada em polietilenoglicol,
que favorece a fusao celular entre os dois tipos de células.
Contudo, essa fusdo ndo ocorre em todas as células e,
assim, acaba-se por obter trés populagoes de células:
linfocitos B de ratinho e células de mieloma, que nao se
fundiram entre si, e células hibridas, resultantes dessa
fusdao. Em seguida, colocam-se todas as células num meio
agressivo (meio de hipoxantina-aminopterina-timidina;
HAT). Este meio de cultura, através da aminopterina,
inibe o metabolismo dos folatos, o que bloqueia a sinte-
se de ADN de novo. Contudo, a hipoxantina (derivado
purinico) e a timidina (um desoxinucleosideo) presentes
no meio de cultura podem ser usadas para um metabo-
lismo normal do ADN, nas células que tém o material
enzimatico necessario (timidina quinase). Ora as células
do mieloma contém uma mutagao na timidina quinase
que nao permite a constru¢ao de ADN a partir da hipo-
xantina e timidina. Por outro lado, as células B contém
os enzimas necessarios a sobrevivéncia num meio HAT
mas, ao contrario das células tumorais imortalizadas,
morrem apos um determinado niimero de ciclos de pro-

liferacdao (a chamada “Lei da Vida”). Assim, apds algum

tempo, apenas as células hibridas conseguem sobreviver
a base do melhor que as células B tém para oferecer (a
capacidade de sintetizar o ADN mesmo em meios como
o HAT) e o melhor que as células do mieloma podem
aportar (a quase-imortalidade). Uma parte destas células
hibridas produz anticorpos especificos contra os antigé-
nios usados para a sensibilizagdo. Os passos seguintes
consistem na selecido adicional, em diversas fases, das
células B com maior afinidade para o antigénio, através
da técnica de diluigao limitante que permite acabar por
ter apenas clones de células com maior afinidade para o
antigénio sensibilizante. Uma vez confirmada a presenga
de clones de células hibridas que produzem “bons” anti-
corpos, induz-se a proliferagao in vivo ou in vitro desses
clones produtores de anticorpos com a mesma especifi-
cidade e afinidade — os anticorpos monoclonais.

Aqui comega o “casamento” entre a técnica de hibri-
domas e as técnicas de engenharia genética. De facto,
pode-se “otimizar” a produgio de anticorpos monoclo-
nais se se amplificarem os genes das regides variaveis (V)
dos anticorpos obtidos pela técnica de hibridoma e se
depois estes forem transfectados para bactérias, para uma
produgao em larga escala. Finalmente, é necessario ras-
trear os anticorpos produzidos pelas bactérias e identi-
ficar os que tém a maior afinidade — anticorpos monoclonais

de 1.° geracdo'"'2.

As novas geracoes de anticorpos monoclonais
Os anticorpos monoclonais com origem em ratinho
tém, contudo, varios problemas que dificultam o uso tera-
péutico em humanos: grande imunogenicidade (com pro-
dugao rapida de anticorpos anti-Igs de ratinho); semivida
curta; e baixa capacidade de ativagio de fungbes imunita-
rias através da regiao Fc, pois recetores para Fc ou o
complemento humanos ligam-se com muito pouca afini-
dade a estas regides de Igs de ratinho. Idealmente, os lin-
focitos B usados para criar os hibridomas deveriam ter
origem humana, mas a producao de anticorpos monoclo-
nais humanos, pela técnica de hibridomas, mostrou-se

muito complicada. Assim, uma vez mais, foi a engenharia
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genética que levou a resolugio do problema, ao permitir
uma solugao de recurso: a humanizagao de anticorpos
monoclonais de ratinho — anticorpbos monoclonais de 2.°
geragdo, com modificagSes estruturais em relagao as mo-
léculas de Ig originais'""'2. Estas modificagdes criam verda-
deiras quimeras, com parte da molécula final de ratinho e
outra parte humana. Para tal, produzem-se anticorpos
monoclonais de ratinho pela técnica de hibridoma mas,
em vez de se transfetarem genes para as regioes variaveis
e constantes de Igs de ratinho, transfetam-se apenas os
genes das regides variaveis em conjunto com genes codi-
ficadores das regides constantes de Igs humanas. Estes
anticorpos monoclonais hibridos “quiméricos” sao clara-
mente menos imunogénicos quando administrados em
humanos, tém uma muito maior capacidade funcional,bem
como uma semivida muito aumentada®'"'2,

Mas os anticorpos monoclonais de 2. geragao ainda
foram um passo mais além: em vez de juntar toda a regiao
variavel de uma Ig de ratinho com a regido constante de
Ig humana, conseguiu-se efetuar a transfecao de apenas
os genes que codificam as regides “hipervariaveis” (com-
plementarity determining regions — CDR; fragoes da regiao
variavel que realmente contactam com o antigénio) de Ig
de ratinho, em conjunto com os genes humanos para
codificarem toda a restante estrutura do anticorpo. Estes
anticorpos “humanizados” tém todas as vantagens dos
anticorpos “quiméricos” referidos, mas sao ainda menos
imunogénicos.

Mas a evolugio tecnoldgica permitiu ainda o apareci-
mento de anticorpos monoclonais de 3. geragdo: os anticor-
pos totalmente humanos'"'?, através de duas técnicas di-
ferentes: a tecnologia de transfecao através de fagos e a
tecnologia de modelos transgénicos. A primeira técnica
¢é sobreponivel a que permitiu a geragao de anticorpos
monoclonais de |.7 e 2.* geragdes, mas com uma diferen-
ca: em vez de plasmideos, usam-se virus (bacteriofagos
ou fagos) como vetores. Este novo tipo de vetor permi-
tiu a insercao de longos fragmentos génicos (com muito
menos limitagdes, em tamanho, do que os plasmideos)

para a transfecao. Em 1990, conseguiu-se efetuar, pela

primeira vez, a expressao de genes para as regides varia-
veis de Igs humanas pela transfecdo através de fagos para
bactérias'?. Isto permitiu selecionar os fagos que expres-
savam os genes V de Igs com maior afinidade, através de
cromatografia de afinidade, mimetizando uma “selegao
natural” de mutagSes aleatérias nos genes clonados, no
sentido de se escolherem os de muito elevada afinidade.
O primeiro anticorpo monoclonal de 3.7 geragao assim
produzido foi o adalimumab, dirigido contra o fator de
necrose tumoral.

A segunda técnica, de modelos transgénicos, tinha um
objetivo simples: silenciar genes endogenos que codifica-
vam imunoglobulinas em ratinhos e introduzir genes que
codificavam anticorpos humanos, a nivel germinativo des-
te modelo animal. Esta “mutagénese dirigida, de substi-
tuicao”, permitia fazer com que ratinhos transgénicos e
seus descendentes tivessem os seus sistemas imunitarios
a trabalhar de forma natural na producao de anticorpos
humanos contra antigénios para os quais eram sensibili-
zados. Através do processo natural de “maturagao de
afinidades”, bastava obter esses anticorpos e expandi-los,
otimizando-os, se necessario, em linhas celulares. O pri-
meiro anticorpo monoclonal de 3.* geragdo produzido
desta forma, totalmente humano, foi o panitumumab (di-
rigido contra o recetor do Epidermal growth factor — EGFR),
aprovado pela FDA em 2006.

A designacdo dos anticorpos monoclonais
e de outros farmacos biologicos

A Organizacao Mundial de Saude esteve na base da
elaboragao de um documento que normalizava os nomes
atribuidos a anticorpos e outras proteinas terapéuticas,
revelando a sua origem e dmbito de atuagdo''. Alguns

exemplos:

a) Quanto ao tipo funcional (indicado no sufixo):
-kin (interleucinas)
-kinra (antagonistas de recetores de interleucinas)
-cept (moléculas de recetores)

-mAb (anticorpo monoclonal)
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b) Quanto a espécie de origem:
-0- ratinho
-xi- quimérico (2.? geragao)
-zu- humanizado (2.7 geragao)
-u- humano (3.% geragio)

¢) Quanto ao alvo terapéutico
-b(a)- bacteriano
-k(i)- interleucina
-I(i)- imunomodulagao
-t(u)- tumor

-v(i)- viral

Suporte para uma utilizacao justificada

Os anticorpos monoclonais e proteinas de fusao tém
sido usados essencialmente nos campos da oncologia e da
patologia inflamatoria grave, autoimune ou nao. Ao utilizar-
-se este tipo de medicamentos, os objetivos gerais podem
ser servir como competidor contra moléculas com agao
indesejavel, substituir moléculas deficitarias, servir como
agonista, amplificando a agao de moléculas enddgenas ou
aativagdo de células de interesse, inibir ou bloquear a agao
de moléculas e células, ou mesmo eliminar moléculas e
células deletérias, nomeadamente tumorais. Varios me-
canismos que interferem com o sistema imunitario supor-
tam a utilizagdo deste tipo de abordagem terapéutica'2’'>,

nomeadamente:

a) Citotoxicidade: os anticorpos monoclonais sao dirigidos
contra antigénios expressos em membranas de
células-alvo (p.e. tumorais), opsonizando as células
que os expressam. Células NK tém recetores para a
fracao Fc de IgG e podem ficar ativadas dessa forma,
destruindo as células-alvo por lise osmética (por per-
forinas) e por apoptose (por granzimas). Um outro
mecanismo citolitico também pode estar envolvido:
aativacao da via classica do sistema do complemento,
pela ligagdo do fator Cl a fragao Fc das IgG que op-
sonizam a célula-alvo. Esta ligagao da inicio a cascata
do complemento, culminando na formagdo do com-

plexo de ataque a membrana, e lise celular.

b) Fagocitose: a opsonizagao de células-alvo por anti-

corpos monoclonais IgG pode também ter como
consequéncia a ligagdo de células com capacidade
fagocitica (como monécitos, macréfagos ou neu-
trofilos) as células opsonizadas, pois os fagocitos
tém recetores para a fragcao Fc da IgG. Ligagoes
extensas deste tipo conduzem a fagocitose da
célula-alvo e sua destruicao.

Modulagdo da activagdo celular T: varios anticorpos
monoclonais e proteinas de fusao modulam a ati-
vagao de células-alvo, através de diferentes meca-
nismos. Como exemplo, o abatacept (proteina de
fusdo entre IgGIl e CTLA-4), através da sua com-
ponente CTLA-4 (inibitoria), liga-se as moléculas
coacessorias CD80/CD86 em células apresenta-
doras de antigénio (APC), nao permitindo que o
outro ligando de CD80/CD86 — o CD28, activador,
expresso em células T — possa completar a ativagao
das células T que estejam a interagir com as APC.
Isto inibe a ativagao de células T efetoras, por exem-
plo no campo de doengas autoimunes. Mecanismos
semelhantes sao usados por outras proteinas de
fusdo e anticorpos monoclonais, em relagdo a ou-
tras moléculas coacessérias. Por outro lado, tam-
bém se podem usar anticorpos monoclonais para
aumentar a ativagao de células T efetoras, nomea-
damente através do bloqueio da expressao da mo-
lécula inibitoria CTLA-4, expressa em células T. O
ipilimumab é um exemplo deste tipo de anticorpos
monoclonais que permite prolongar a ativagao de

linfocitos T antitumorais.

d) Modulagdo da sinalizagdo imunitdria: também é pos-

sivel bloquear a sinalizagdo de citocinas através de
diversas abordagens. Um exemplo é a IL-4, cujas
agSes podem ser bloqueadas através de diferentes
tipos de medicamentos biologicos, com maior ou
menor sucesso. Assim, é possivel usar-se um an-
ticorpo quimérico contra a IL-4 (pascolizumab),
um anticorpo humano contra a cadeia alfa do re-

cetor para a IL-4 (e IL-13) (dupilumab), uma molé-
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cula recombinante soluvel do recetor para a IL-4
(altrakincept) ou uma proteina IL-4 mutada (pitra-
kinra), que funciona como um antagonista da IL-4.

e) Prevengdo da proliferacdo celular: é uma forma de
modulagao da sinalizagao que consiste no bloqueio
de fatores de crescimento e seus recetores que
possam ser relevantes para o crescimento tumoral,
como o EGFR ou o VGEF.

f) Neutralizagdo de agentes estranhos: um bom exem-
plo é o bloqueio da proteina de fusao (F) do VSR,
efetuado pelo anticorpo monoclonal palivizumab,
que conduz a desagregacao da maquinaria neces-
saria a reprodugao do virido.

g) Bloqueio de mediadores: consiste no bloqueio de
mediadores relevantes, nio citocinicos, como a IgE.
Neste caso, o omalizumab, um anticorpo humani-
zado dirigido contra a IgE, consegue reduzir, de

forma indirecta, a ativacdo mastocitaria.

Problemas na utilizacdao

A utilizagdo de medicamentos biolégicos e biossimi-
lares pode associar-se a efeitos secundarios. Como exem-
plo, a Direcao de Gestdo do Risco do Medicamento, do
Infarmed recebeu, entre 2009 e 20', um total de 448
notificagSes relativas a este tipo de medicamentos. A
maior parte das reacoes foram consideradas graves e
envolveram perturbagoes gerais e alteragoes no local de
administracao, infecoes e infestagdes, doengas respira-
torias, toracicas e do mediastino ou afecoes dos tecidos

cutaneos e subcutaneos.

Perspetivas futuras

Com o desenvolvimento tecnoldgico continuado, é de
esperar que a produgao de medicamentos biologicos se
torne ainda mais eficiente, segura e entusiasmante, alar-
gando o leque de possibilidades até aos “nanocorpos”! e
outras modificagdes de anticorpos monoclonais. Mais
ainda, numa época de crescente relevancia da Medicina
de precisdao, com conhecimentos mais aprofundados acer-

ca da imunopatologia de doengas, a caracterizacao de

fendtipos e endotipos permitira focar ainda mais os alvos
a atingir com biofarmacos. Mas as verdadeiras questoes
residem na necessidade de uma utilizagao criteriosa, ba-
seada em normas claras, bem como na definicio da sua
aplicabilidade no ambito de uma medicina personalizada
do futuro, procurando as fronteiras dessa utilizagao, versus

outros medicamentos imunomoduladores.
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