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RESUMO
"ANTICORPOS ANTI CANCERIGENOS INDIVIDUALIZADOS”

A presente invencdo diz respeito a um método de
producdo de anticorpos anti cancerigenos especificos para o
doente utilizando um novo paradigma de rastreio. Segregando
os anticorpos anti cancerigenos utilizando a citotoxicidade
das células cancerigenas como ponto de chegada, o processo
permite a produgdo de anticorpos anti cancerigenos
adaptados ao doente individual que podem ser usados com
propbdsitos terapéuticos e de diagnéstico. A inveng¢do
refere-se ainda ao processo através do qual os anticorpos
sdo produzidos e aos seus métodos de utilizacdo. Os
anticorpos podem ser produzidos especificamente para um
tumor derivado de um doente em particular e séo
seleccionados com base na sua citotoxicidade relativamente
a células cancerigenas e em simultdneo com base na sua néao
toxicidade em relacdo a células ndo cancerigenas. Os
anticorpos podem ser utilizados como auxiliares na
avaliacdo e diagnéstico de um cancro, e podem ser
utilizados para o tratamento de metdstases cancerigenas. Os
anticorpos anti cancerigencos podem ser conjugados com
glébulos vermelhos obtidcs a partir desse doente e re-
introduzidos para o tratamento de metastases com base no
reconhecimento de gue o0s cancros metastizados encontram-se
geralmente bem wvascularizados e que a entrega dos
anticorpos anti cancerigenos por intermédio dos gldébulos
vermelhos pode ter o efeito de concentrar os anticorpos no

local do tumor.



DESCRICAO
"ANTICORPOS ANTI CANCERIGENOS INDIVIDUALIZADOS

Campo da Invengdo

Esta invencdo refere-se a producdo de anticorpos anti
cancerigenos adaptados ao doente individual que podem ser
usados para fins terapéuticos e de diagndstico. A invencdao
refere-se ainda ao processo através do gqual os anticorpos

sdo produzidos e aos seus métodos de utilizacgio.

Antecedentes da Invencéo

Cada individuo que sofre de cancro é tnico e possui um
cancro que ¢é diferente de outros cancros, tal como a
identidade do referido individuo. Apesar deste facto, as
terapias correntes tratam todos os doentes com o mesmo tipo
de cancro, no mesmo estdgio, da mesma forma. Peloc menos
para 30% destes doentes a terapia de primeira linha iré
falhar, levando assim a novas rondas de tratamento e a um
aumento da probabilidade que o tratamento falhe, ao
aparecimentoc de metastases e, em ultimo caso, a morte. Uma
abordagem superior ao tratamento seria a adaptagéo da
terapia ao individuo, em particular. A Unica terapia actual
que permite a adaptacdc é a cirurgia. A quimioterapia e o
tratamento com radiag¢fes ndo pode ser adaptado ao doente, e
a cirurgia por si s®, na maioria dos casos, ndo é adequada

para obter a cura.

Com o surgimento dos anticorpos monoclonais, a
possibilidade de desenvolver métodos para a terapia
adaptada tornou-se mais realista j& gue cada anticorpo pode
ser dirigido a um s6 epitopo. Além disso, & possivel

produzir uma combinacdo de anticorpos que sdo dirigidos a



constelacdo de epitopos que definem de forma UGnica o tumor

de um individuo em particular.

Sendo reconhecido que uma diferenca significativa
entre as células cancerosas e as células normais se baseia
no facto de as células cancerosas conterem antigénios que
sdo especificos para células transformadas, a comunidade
cientifica h&d muito tempo defende que o0s anticorpos
monoclonais podem ser concebidos para ter como alvo
especifico células transformadas ligando-se especificamente
a estes antigénios cancerigenos; dando assim origem a
crenca de que os anticorpos monoclonais podem servir como

“Balas Magicas” para a eliminac&o de células cancerosas.

No entanto, actualmente, o doente de cancro tem
geralmente poucas op¢des de tratamento. A abordagem
regimentada a terapia do cancro tem produzido melhorias nas
taxas de sobrevivéncia a nivel global e morbilidade. No
entanto, para o individuo em particular, estas estatisticas
melhoradas ndo tém necessariamente uma correlacdo com uma

melhoria na sua situacdo pessoal.

Assim, se for apresentada uma metodologia que permita
ao médico tratar cada tumor de forma independente de outros
doentes dentro do mesmo grupo, tal iria permitir a
abordagem Unica de adaptar a terapia somente para aquele
individuo. Tal orientacdo terapéutica iria, de um modo
ideal, aumentar a taxa de cura, e produzir melhores
resultados, satisfazendo assim uma necessidade ha muito

sentida.

Historicamente, a utilizacdo de anticorpos policlonais

tem sido efectuada com sucesso limitado no tratamento de



cancro em seres humanos. Foram tratados linfomas e
leucemias com plasma humano, mas houve poucas remissdes ou
respostas prolongadas. Além disso, verificou-se uma falta
de reprodutibilidade e ndo houve beneficio adicional em
comparacdo com a quimioterapia. Os tumores s6lidos tais
como o cancro da mama, oS melanomas e ©0s carcinomas das
células renais foram também tratados com sangue humano,
soro de chimpanzé, plasma humano e soro de cavalo com

resultados correspondentemente imprevisiveis e ineficazes.

Tém sido realizados muitos ensaios c¢linicos com
anticorpos monoclonais para tumores soélidos. Nos anos 80
houve pelo menocs quatro ensaios clinicos para o cancro da
mama em humanos que produziram apenas um tipo de resposta
em pelo menos 47 doentes com a utilizacdo de anticorpos
contra antigénios especificos ou baseados na selectividade
tecidular. Foil s® em 1998 que houve um ensaic clinico com
sucesso utilizando um anticorpo anti-her 2 humanizado em
combinacdc com cisplatina. Neste ensaio foram avaliadas as
respostas de 37 doentes dos quais cerca de um guarto
apresentou uma resposta parcial e metade apresentou uma

progressdo da doenga menor ou estavel.

0Os ensaios c¢linicos que investigam o cancro colo-
rectal envolvemn anticorpos contra alvos tanto
glicoproteicos como glicolipidicos. Anticorpos tais como o
17-14, que  possuem alguma especificidade para @ os
adenocarcinomas, foram utilizados em ensaios clinicos de
Fase 2 em mais de 60 doentes com apenas um doente a
apresentar uma resposta parcial. Em outros ensaios, a
utilizacdo do 17-1A produziu apenas uma resposta completa e
duas respostas menores entre 52 doentes em protocolos que

utilizam ciclofosfamida adicicnal. Outros ensaios que



envolvem 17-1A apresentaram resultados semelhantes. A
utilizacdo de um anticorpo monoclonal de murina humanizado
inicialmente aprovado para imagiologia também ndo produziu
a regressdo do tumor. Ate a data ndo existe um anticorpo
efectivo para o cancro colo-rectal. Da mesma forma tém
também havido resultados igualmente pobres para © cancro
dos pulmdes, cancro da prdstata, e cancro do estdmago. Tem
havido algum sucesso limitado na utilizacdo do anticorpo
monoclonal anti-GD3 para o© melanoma. Assim, pode ser
verificado que apesar dos estudos com sucesso em peguenos
animais que s&o o pré-requisito para os ensaios clinicos
com humanos, o0s anticorpos que foram testados foram na sua

maior parte ineficarzes.

Patentes Anteriores

0 documento U.S. 5,750,102 divulga um processo em que
as células de um tumor de um doente sdo transfectadas com
genes MHC que podem ser clonados a partir de células ou
tecidos do doente. Estas células transfectadas sdo entdo

utilizadas para vacinar o doente.

0 documento U.S. 4,861,581 divulga um processo que
compreende 0s passos para a obtencdo de anticorpos
monoclonais que s&o especificos para um componente celular
interno de células neopléasicas e células normais do
mamiferc mas ndo para os componentes externos, marcando o
anticorpo monoclonal, efectuando o contacto do anticorpo
marcado com o tecido de um mamifero que tenha recebido
terapia para a eliminacdo de células neoplésicas, e
determinando a eficdcia da terapia efectuando a medicdo da
ligag¢do do anticorpo marcado aoc componente intracelular das
células neoplasicas em degeneracdo. Na preparacdo de

anticorpos direccionados aos antigénios humanos



intracelulares, o titular da patente reconheceu que as
células malignas representam uma fonte conveniente de tais

antigénios.

0 documento U.S. 5,171,665 providencia um anticorpo
novo e método para a sua producdo. De um modo mais
especifico, a patente ensina a formacdo de um anticorpo
monoclonal que tem a propriedade de se ligar fortemente a
um antigénio proteico associado com os tumores humanos, por
exemplo aqueles do cdlon e dos pulmbes, e que se liga a

células normais em multo menor extensdo.

0O documento U.S. 5,484,598 providencia um método de
terapia para o cancro gque compreende a remogdo cirlrgica de
tecido tumoral de um doente humano com cancro, o tratamento
do tecido tumoral para a obtencdo de células tumorais, a
irradiacdc das células tumorais para que sejam viaveis mas
n&o tumorigénicas, e a utilizacdo destas células para a
preparacdc de uma vacina para o doente que seja capaz de
inibir a recorréncia do tumor primario e simultaneamente
inibir as metastases. A patente ensina o desenvolvimento de
anticorpos monoclonais gque sdo reactivos com antigénios de
superficie das células tumorais. Tal como apresentado na
col. 4, linhas 45 e dai em diante, os titulares da patente
utilizam células tumorais autédctones no desenvolvimento de
anticorpos monoclonais que expressam imunoterapia

especifica activa nas neoplasias humanas.

0 documento U.S. 5,693,763 ensina uma caracteristica
antigénica para uma glicoproteina dos carcinomas humancs e

n&o dependentes do tecido epitelial de origem.



0 documento U.S. 5,783,186 estd direccionado para os
anticorpos Anti-Her2 que induzem a apoptose em células que
expressam Her2, linhas celulares de hibridomas gue produzem
os anticorpos, métodos para o tratamento do cancro
utilizando os anticorpos e composicdes farmacéuticamente

aceitaveis que incluem tais anticorpos.

O documento U.S. 5,849,876 descreve novas linhas
celulares de hibridomas para a producdo de anticorpos
monoclonais para os antigénios de mucina purificados a

partir de fontes de tecido tumorais e n&o tumorais.

0 documento U.S. 5,869,268 estd direccionado para um
método de producdo de um linfécito humano que produz um
anticorpo especifico para o antigénio pretendido, um método
para a producdo do anticorpo monoclonal, bem como o0s
anticorpos monoclonais produzidos pelo método. A patente é
direccionada de forma particular para a produgdo de um
anticorpo monoclonal anti-HD humano, atil para o)

diagndéstico e tratamento de cancros.

0 documento U.S. 5,869,045 refere-se a anticorpos,
fragmentos de anticorpos, conjugados de anticorpos e
imunotoxinas de cadeia simples, reactivos com células de
carcinoma humano. O mecanismo através do qual estes
anticorpos funcionam ¢é duplo, em gque as moléculas sé&o
reactivas com antigénios da membrana celular presentes na
superficie dos carcinomas humanos, e ainda em gue ©0s
anticorpos tém a possibilidade de se interiorizar nas
células do carcinoma, posteriormente & sua ligacéo,
tornando-as especialmente Gteis para a formacdo de

conjugados anticorpo-droga e anticorpo-toxina. No seu



estado ndo modificado os anticorpos manifestam também

propriedades citotdxicas em determinadas concentracdes.

O documento U.S. 5,780,033 apresenta a utilizacdo de
auto-anticorpos para a terapia e profilaxia de tumores. No
entanto, este anticorpo & um autc-anticorpo antinuclear de
um mamifero envelhecido. Neste caso, o auto-anticorpo é
referido como sendo um tipo de anticorpo natural encontrado
no sistema imunitédrio. Pelo facto de o auto-anticorpo ser
proveniente de “um mamifero envelhecido”, ndo existe a
necessidade de gue o auto-anticorpo seja de facto
origindrio do doente a ser tratado. Além disso, & patente
apresenta um auto-anticorpc antinuclear natural de um
mamifero envelhecido, uma linha celular de hibridomas para

a producdo de auto-anticorpo antinuclear monoclonal.

Sumdrio da Invencéo

Este pedido de patente ensina um método para a
producdc de anticorpos anti cancerigenos especificos para o
doente utilizando wum novo paradigma de rastreio. Estes
anticorpos podem ser produzidos especificamente para um
tumor, tornando-se assim possivel a adaptacdo da terapia
para o cancro. No contexto deste pedido, os anticorpos anti
cancerigenos que possuam propriedades de matar células
(citotéxicas) ou de inibicdo do crescimento celular
(citoestaticas) serdo doravante referidos como citotdxicos.
Estes anticorpos podem ser utilizados como auxiliares da
avaliacdo e diagnéstico de um cancro, e podem ser usados

para o tratamento de metastases tumorais.

A perspectiva de um tratamento anti cancerigeno
individualizado ir& causar uma alteracdo na forma como ©

doente é tratado. Um cendrio clinico provével é aquele em



que a amostra de tumor é obtida na altura da apresentacéo,
e analisada. A partir desta amostra, o tumor pode ser
tipificado a partir de um painel de anticorpos anti
cancerigenos pré-existentes. O doente serd avaliado guanto
a fase da doenca de um modo convencional, mas os anticorpos
disponiveis podem ser uteis numa avaliacdo posterior do
doente. O doente pode ser tratado imediatamente com os
anticorpos existentes, e pode ser produzido um painel de
anticorpos especificos para o tumor usando quer os métodos
aqui descritos ou através da utilizacdo de bibliotecas de
disponibilizac&do de fagos em conjunc&do com os métodos de
rastreio aqui apresentados. Todos os anticorpos gerados
seréo adicionados & biblicteca de anticorpos anti
cancerigenos &4 que existe a possibilidade de outros
tumores poderem possuir alguns dos mesmos epitopos que

aquele gue estd a ser tratado.

Além dos anticorpos anti cancerigenos, o doente pode
optar por receber as terapias actualmente recomendadas como
parte de um regime multi-modal de tratamento. O facto de os
anticorpos isolados por intermédio da presente metodologia
serem relativamente ndo  toéxicos para células nao
cancerigenas permite combinactes de anticorpos em doses
elevadas a ser usadas, quer por si sd, ou em conjunto com a
terapia convencional. O elevado indice terapéutico permite
também um re-tratamento num curto intervalo de tempo que
devera diminuir a probabilidade de emergéncia de células

resistentes ao tratamento.

Se o doente for refractédrio & progressdoc inicial da
terapia ou se houver desenvolvimento de metdstases, o
processo de geracdo de anticorpos especificos para o tumor

pode ser repetido para o re-tratamento. Além disso, 0s



anticorpos anti cancerigencs podem ser conjugados com
glébulos wvermelhos obtidos a partir desse doente e re-
utilizados para o tratamento de metédstases. Tém havido
poucos tratamentos eficazes para o cancro metastasico e as
metdstases geralmente prenunciam um resultado pobre, que
resulta na morte. No entanto, 0s cancros metastasicos estéo
geralmente bem vascularizados e a entrega dos anticorpos
anti cancerigenos por intermédio dos glébulos vermelhos
pode ter o efeito de concentrar os anticorpos no local do
tumor. Ainda anteriormente as metastases, a maioria das
células cancerigenas dependem do fornecimento de sangue do
hospedeiro para a sua sobrevivéncia e os glébulos vermelhos
conjugados com anticorpos anti cancerigenos podem ser
eficazes também para os tumores in situ. De um modo
alternativo, os anticorpos podem ser conjugados com outras
células hematogéneas, por exemplo linfécitos, macrdfagos,

mondcitos, células naturais assassinas, etc.

Existem cinco classes de anticorpos e cada uma é
associada a uma funcdo que ¢é conferida pela sua cadeia
pesada. E geralmente considerado que a morte de células
cancerigenas pelos anticorpos nts ¢ mediada ou por
citotoxicidade <celular dependente de anticorpocs ou por
citotoxicidade dependente do complemento. Por exemplo, 0S
anticorpos IgM e IgG2 de murina podem activar o complemento
humano ligando o componente C-1 do sistema do complemento
activando assim a via cldssica de activacdo do complemento
que pode levar a lise do tumor. Para os anticorpos humanos,
0s anticorpos activadores de complemento mais eficazes séo,
de um modo geral, o IgM e IgGl. Os anticorpos de murina do
isotipo IgG2a e IgG3 s8o eficazes no recrutamento de
células citotdbxicas que possuem receptores Fc que irdo

conduzir & morte das células pelos mondcitos, macrdfagos,
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granulécitos e determinades 1linfécitos. Os anticorpos
humanos tanto do isotipo IgGl como IgG3 efectuam a mediacédo

ADCC.

Outro mecanismo possivel de morte do cancro mediada
por anticorpos pode ser através da utilizacdo de anticorpos
gque funcionam para catalizar a hidrdélise de varias ligacdes
quimicas na membrana celular e nas suas glicoproteinas ou
glicolipidos associados, 0s denominados anticorpos

cataliticos.

Existem dois outros mecanismos adicionais de morte de
células cancerigenas mediada por anticorpos que s&o mais
largamente aceites. O primeiro consiste na utilizacdo de
anticorpos como uma vacina para induzir o corpo a produzir
uma resposta imune contra o antigénio cancerigeno putativo
que reside na célula tumoral. O segundo consiste na
utilizacdo de anticorpos para alvejar os receptores de
crescimento e interferir com a sua funcdo ou para efectuar
uma regulacdo negativa nesse receptor de forma que a sua

funcdo seja efectivamente perdida.

De um modo concordante, é um objectivo da invencgdao
ensinar um método para a producdo de anticorpos anti
cancerigenos, a partir de células obtidas de um individuo
em particular, que s&o citotdxicos em relacdo as células
cancerigenas, sendo em simultdneo relativamente ndo toxicas

para as células n&o cancerigenas.

Descricdo Detalhada da Invencéo
Um dos beneficios potenciais dos anticorpos
monoclonais no que se refere ao tratamento do cancro é a

sua capacidade para reconhecer de um modo especifico
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antigénios isolados. Pensava-se gque em alguns ¢asos as
células cancerigenas possuiam antigénios que seriam
especificos para esse tipo de célula transformada. Cré-se
agora de forma mais frequente que as células cancerigenas
possuem poucos antigénios Unicos, em vez disso tendem a
sobre-expressar um antigénio normal ou expressar antigénios
fetais. No entanto, a utilizacdo de anticorpos monoclonais
providenciou um  método de distribuicéo de doses
reprodutiveis de anticorpos ao doente com a expectativa de
melhores taxas de resposta do que com anticorpos

policlonais.

De um modo tradicional, os anticorpos monoclonais
foram preparados de acordo com os principios fundamentais
apresentados por Kohler e Milstein. Os ratinhos séo
imunizados com antigénios, c¢om ou sem, adjuvantes. Os
esplendcitos sdo colhidos do figado para fusdo com
parceircs de hibridoma imortalizados. Estes sdo semeados em
placas de microtitulacdo onde podem segregar anticorpos
para © sobrenadante que é utilizado para cultura celular.
Para seleccionar a partir dos hibridomas que foram
plagueados, agueles que produzem anticorpos de interesse o
sobrenadante dos hibridomas, sdo geralmente testados no que
se refere a ligacdo dos anticorpos aos antigénios num
ensaio ELISA (ensaio imunocabsorvente por ligacdo a enzima).
A ideia é gue o0s pocos que contém o hibridoma de interesse
irdo conter anticorpos que se ligardo de forma mais avida
ao antigénio de teste, geralmente o agente imunizante.
Estes pocos sdo entdo sub-clonados de um modo limitante na
diluic&o para produzir hibridomas monoclonais. A selecgédo
para o0s clones de interesse é repetida utilizando um ensaio
ELISA para testar a ligacdo de anticorpo. Assim, o

principio que foi propagado é gue na produc¢do de anticorpos
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monoclonais os hibridomas que produzem os anticorpos gue se
ligam de forma mais avida sdo aqueles que s&o seleccionados
de entre todos os hibridomas gque foram inicialmente
produzidos. Isto &€ o mesmo que dizer que o anticorpo
preferido é aquele com a afinidade mais elevada para o

antigénio de interesse.

Tém havido muitas modificagdes a este procedimento
tais como a utilizagdo de células completas para
imunizacgdo. Neste método, no lugar da wutilizacdo dos
antigénios purificados, sdo utilizadas células completas
para a imunizacdo. Outra modificacdo é a utilizacgdo do
ELISA celular para o rastreio. Neste método, nc lugar da
utilizacdo de antigénios purificados como alvo para o
ELISA, sd&do utilizadas células fixas. Em adicdo aos testes
de ELISA, foram também usados ensaios de citotoxicidade
mediada pelo complemento no processo de rastreio. No
entanto, ©0s ensaics de ligacdo do anticorpo foram
utilizados em conjuncdo com testes de citotoxicidade.
Assim, apesar das muitas modificacg¢des, © processo para a
producdc de anticorpos monoclonais baseia-se na ligacdo do

anticorpo ac antigénio de teste como ponto de ligacéo.

A maioria dos anticorpos dirigidos contra as células
cancerigenas foram produzidos utilizando os métodos
tradicionais acima descritos. Estes anticorpos foram usados
tanto terapéuticamente como para diagndstico. De um modo
geral, para ambas as aplicacdes, o anticorpo foi utilizado
como O agente de alvejo que entrega a carga a atingir no
local onde se encontra o cancro. Estes conjugados de
anticorpo podem ser quer radiocactivos, téxicos, ou servir
como um intermediadrio para uma posterior distribuicdo de um

medicamento no corpo, tal como um enzima ou biotina. Além
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disso, tem sido largamente defendido, até muito
recentemente, que o0s anticorpos nus tinham um efeito
reduzido in wvivo. Tanto HERCEPTIN como RITUXIMABR séo
anticorpos de murinas monoclonais que foram recentemente
aprovados pela FDA para utilizag¢do humana. No entanto,
ambos ©0s antibiéticos foram inicialmente produzidos
ensaiando para a ligacdo do anticorpo e a sua toxicidade
directa nido foi o objectivo principal durante a producgdo de
hibridomas. Qualquer tendéncia destes antibidéticos para
produzir a morte de células tumorais é assim aleatéria, e

nédo devida ao seu desenho.

Ainda que a producdc de anticorpos monoclonais tenha
sido realizada utilizando a imunizacdo de células completas
para varias aplicacdes, o rastreio destes hibridomas
baseou-se ou em antigénios alvo identificados ou putativos
ou na selectividade destes hibridomas para tecidos
especificos. E axiomidtico o facto de os melhores anticorpos
s&do aqueles com as constantes de ligacdo mais elevadas.
Este conceito originou no principio bioquimico basico de
que as enzimas com as constantes de ligacdo mais elevadas
sdo aquelas que sdo mais eficientes para catalizar uma
reac¢do. Este conceito é aplicavel a ligagdo receptor-
ligando em que a molécula do medicamento ligada ac receptor
com a maior afinidade de um modo geral tem a maior
probabilidade de iniciar ou inibir o sinal. No entanto,
este pode nem sempre ser o caso ja que é possivel que em
determinadas situacbes possam ocorrer casos em qgue a
iniciacdo ou inibic8o de um sinal possam ser mediadas
através de uma ligacdo que ndoc ao receptor. A informacéo
transmitida por uma alteracdo na conformac¢do induzida pela
ligacdo do ligando pode ter muitas consequéncias tais como

a transducdo de sinal, endocitose, entre outras. A
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capacidade de produzir uma alteracdo da conformacdo numa
molécula receptora pode ndo ser necessariamente devida ao
preenchimento de um espago ligando-receptor mas pode
ocorrer através da ligacdo de ocutro dominio extracelular ou
devido a aglomeracdo dos receptores induzida por um ligando

multivalente.

A produgdo de anticorpos para efectuar a morte celular
n&oc necessita de ser prevista aquando do rastreio dos
hibridomas para os anticorpos com melhor ligacdo. Por outro
lado, ainda que ndo seja defendido por aqueles gque produzem
anticorpos monoclonais, o rastreio dos sobrenadantes dos
hibridomas para morte celular ou de modo alternativo para a
interrupcdo do crescimento das c¢élulas cancerigenas pode
ser seleccionado como um ponto terminal pretendido para a
producdo de anticorpos citotéxicos ou citoestdticos. E bem
compreendido que os anticorpos in-vivo medeiam a sua funcdao
através das porgdes Fc e que a utilidade do anticorpo
terapéutico ¢é determinada pela funcionalidade da regido
constante ou dos meios associados. Neste caso a porgdo FAb
do anticorpo, a porcdo que combina com o antigénio, ira
conferir ao anticorpo a sua especificidade e a porgdo Fc a
sua funcionalidade. O local do anticorpo que combina com o
antigénio pode ser considerado como sendo o produto de uma
bibliocteca combinatdéria natural. O resultado do rearranjo
da regido wvariavel do anticorpo pode ser considerado como
uma biblioteca combinatéria molecular em que o resultado é
um  péptido. Assim, a amostragem desta biblioteca
combinatdéria pode ser baseada em qualquer parémetro. Tal
como a amostragem de uma biblioteca de compostos naturais
para antibidticos, & possivel efectuar uma amostragem de
uma biblioteca de antibidéticos para compostos citotéxicos

ou citostaticos.
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Os wvarios pontos de ligacdo num rastreioc devem ser
diferenciados uns dos outros. Por exemplo, a diferenca
entre anticorpo ligado a célula ¢é distinta da morte
celular. A morte celular (citotoxicidade) é distinta dos
mecanismos de morte celular tal como a oncose ou apoptose.
Existe uma especulacdo que afirma a existéncia de outros
mecanismos de morte celular para além da oncose ou
apoptose, mas independentemente de como a célula morre
existem alguns pontos comuns na morte celular. Um deles é a
auséncia de metabolismo e outro € a desnaturacdo das
enzimas. Em gualquer um dos casos, ©0s corantes vitais ndo
vao conseguir corar estas células. Estes pontos de ligacédo
de morte celular hd muito gue sdoc compreendidos e antevéen
a compreensdo actual dos mecanismos de morte celular. Além
disso, existe a distingdo entre efeitos citotdxicos em que
as células sdo mortas e os efeitos citostaticos em que a

proliferacdo das células é inibida.

Numa das formas de realizacdoc preferidas da presente
invencdo, o ensaio € conduzido com foco na actividade
citotdxica em relacgdo as células cancerigenas como um ponto
de ligacdo. Numa forma de realizacdo preferida, é utilizado
um conjunto de ensaio vivo/morto, por exemplo LIVE/DEAD®
Viability/Cytotoxicity Assay Conjunto (L-3224) por
Molecular Probes. o) conjunto da  Molecular Probes
providencia um ensaio de viabilidade celular por
fluorescéncia de duas cores que é baseado na determinacdo
simulténea de células vivas e mortas com duas sondas que
medem dois pardmetros reconhecidos de viabilidade celular -
a actividade da esterase intracelular e integridade da
membrana plasmatica. 0Os principios do ensaio sdo gerais e

aplicaveis & maioria dos tipos de c¢élulas eucariotas,
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incluindo células aderentes e determinados tecidos, mas né&o
bactérias ou fungos. Este método de avaliar a viabilidade
celular baseado na fluorescéncia é preferido no lugar de
tais ensaios como a exclusdo por azul de tripano,
libertacdo de Cr e métodos semelhantes para a determinacéo

da viabilidade celular e citotoxicidade.

Ao realizar o) ensaio, as células vivas S&ao
distinguidas pela presenca ubiqua de actividade da esterase
intracelular, determinada pela conversdo enzimatica da
CALCEIN AM de permeacdo celular que ¢é virtualmente néo
fluorescente na calceina que é intensamente fluorescente. A
tinta polianiénica calceina é bem retida no interior de
células wvivas, e produz uma intensa fluorescéncia wverde
uniforme em células vivas (ex/em ~495 nm / ~515 nm). O
EthsD-1 entra em células com membranas danificadas e sofre
um aumento de 40 vezes em termos de fluorescéncia ao ligar-
se aos acidos nucleicos, produzindo assim uma fluorescéncia
vermelha brilhante em células mortas (ex/em ~495 nm / ~635
nm). O EthD-1 ¢é excluido pela membrana plasmatica intacta
das células vivas. A determinacdo da viabilidade celular
depende destas propriedades fisicas e bioquimicas das
células. Os eventos citotdxicos gue ndo afectam estas
propriedades celulares ndo podem  ser correctamente
avaliados utilizando este método. Os niveis de
fluorescéncia de fundo s&o inerentemente baixos com esta
técnica de ensaio devido ao facto de as tintas serem
virtualmente ndo fluorescentes antes da sua interaccdo com

as células.

Em adicdo aos varios pontos de ligagdo para o
rastreio, existem duas outras caracteristicas principais do

processo de rastreio. A biblioteca de produtos de genes de
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anticorpos ndo é uma biblioteca aleatdria mas sim o produto
de um procedimento de polarizacdo. Nos exemplos abaixo, a
polarizacdo ¢é produzida imunizando ratinhos com células
fixas. Isto aumenta a proporcidoc de anticorpos que possuem O
potencial para se ligarem ao antigénio alvo. Ainda que a
imunizacdoc seja vista como uma forma de produzir anticorpos
de afinidade superior (maturacdo por afinidade) neste caso
tal ndo se passa. De outra forma, pode ser considerado como
uma forma de deslocar o conjunto de locais que combinam com
0s antigéniocs em direccdo aos alvos. Isto é também distinto
do conceito de troca de isotipo em que a funcicnalidade,
tal como ditado pela porcdo constante da cadeia pesada, é
alterada do isotipo inicial IgM para outro isotipo tal como

IgG.

A terceira caracteristica chave que ¢é crucial no
processc de rastreio é a utilizacdo de um rastreio multi-
alvo. Até um certo ponto a especificidade estd relacionada
com a afinidade. Um exemplo deste facto &€ a situacdoc em que
um antigénio tem uma distribuicdo no tecido muito limitada
e a afinidade do anticorpo é um determinante chave da
especificidade do anticorpo - quanto maior for a afinidade
mais o anticorpo sera especifico para aquele tecido e do
mesmo modo um anticorpo com baixa afinidade pode ligar-se a
outros tecidos que nd&o o de interesse. Assim, para
direccionar a questdo da especificidade os anticorpos séo
rastreados simultaneamente contra uma variedade de células.
Nos exemplos abaixo os sobrenandantes dos hibridomas (que
representam os estdgios iniciais do desenvolvimento dos
anticorpos monoclonais), sdo testados contra um numero de
linhas celulares para estabelecer a especificidade bem como

a sua actividade.
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Os anticorpos sdo desenhados para o tratamento
terapéutico do cancro em doentes. De um modo ideal, o0s
anticorpos podem ser anticorpos nus. Eles também podem ser
conjugados com toxinas. FEles podem ser utilizados para
direccionar outras moléculas para o cancro, por exemplo,
enzimas conjugadas com biotina. Os compostos radicactivos

também podem ser utilizados para a conjugacéo.

E idealizada a utilizac&c destes anticorpos para o
diagnéstico, progndéstico e monitorizagdo do cancro. Por
exemplo, os doentes podem ter amostras de sangue concebidas
para armazenar antigénios tumorais que podem ser detectados
por estes anticorpos em diferentes formatos, tais como
ensaios ELISA, formatos em placa de testes rapidos, etc. Os
anticorpos podem ser utilizados para corar Dbiopsias
tumorais para efeitos de diagndéstico. Além disso, pode ser
utilizado um painel de anticorpos terapéuticos para testar
amostras de doentes no sentido de determinar se existem

alguns anticorpos adequados para utilizacido terapéutica.

Exemplo Um

De modo a produzir anticorpos monoclonais especificos
para uma amostra tumoral, o método de seleccdo dos pogos de
hibridoma apropriades ¢é complicado pela probabilidade de
seleccionar pogos que produzam falsos sinails positivos.
Isto &€ o mesmo que dizer gue existe a probabilidade de
produzir anticorpos que pode reagir contra células normais
assim como as células de cancro. Para tornar mais odbvia
esta possibilidade, uma estratégia possivel passa por
dissimular os anticorpos anti-antigénios normais do
processo de selecgdo. Tal pode ser conseguido através da
remocdo dos anticorpos anti-normais no primeiro estadio do

rastreio, revelando assim a ©presenca dos anticorpos
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desejados. A clonagem de diluicdo limitante subsequente
pode delinear os clones que ndo irdoc produzir a morte de
células de controlo mas produzirdo a morte das células de

cancro alvo.

Os espécimes de biopsia dos cancros de mama, melanoma
e pulmdo foram obtidos e armazenados a -70 °C até serem
utilizados. Foram preparadas suspensfes unicelulares e
fixas com etanol a -30 °C, 70%, lavadas com PBS e
reconstituidas num volume apropriado para injeccdo. Os
ratinhos Balb/c foram imunizados com 2,5 x 10° - 1 x 10°
células e foi feito um reforco a cada terceira semana até
um reforco final pré-fuséo, trés dias antes da
esplenectomia. Os hibridomas foram preparados por fusdo dos
esplenécitos isolados com parceiros Sp2/0 e NS1 de mieloma.
Os sobrenadantes das fusdes foram testados para subclonagem

dos hibridomas.

As células (incluindo as células de melanoma A2058,
fibroblastos CCD-12CoN, células de cancro da mama MCEF-12A
entre outras) foram obtidas na ATCC e cultivadas de acordo
com as instrucgdes que as acompanham. A linha de células HEY
foi uma oferta do Dr. Inka Brockhausen. As células ndao
cancerosas, por exemplo, os fibroblastos CCD-12CoN e as
células do cancro da mama MCF-12A, foram plaqueadas em
placas de microtitulacdo de 96 pocos (NUNC), 1 a 2 semanas
antes do rastreio. As células cancerosas, por exemplo, as
células HEY, A2058, BT 483 e HS294t foram plaqueadas dois

ou trés dias antes do rastreio.

As células normais plagueadas foram fixas antes da
utilizacdo. As placas foram lavadas com 100 microlitros de

PBS durante 10 minutos & temperatura ambiente e depois



20

aspiradas a seco. Foram adicionados 75 microlitros de
glutaraldeido a 0,01 por cento diluido em PBS a cada poco
durante cinco minutos e depois aspirados. As placas foram
lavadas com 100 microlitros de PBS trés wvezes, a
temperatura ambiente. 0Os pocos foram esvaziados e foram
adicionados 100 microlitros de albumina do soro humanoc a um
por cento em PBS a cada poc¢o durante uma hora a temperatura
ambiente. As placas foram entdo armazenadas a 4 graus

Celsius.

Antes da transferéncia do sobrenandante das placas de
hibridoma as células normais fixas foram lavadas trés vezes
com 100 microlitros de PBS & temperatura ambiente. Apds a
aspiracdo até aos microlitros da cultura primdria de
hibridomas o©0s sobrenadantes foram transferidos para as
placas com células fixas e incubados durante duas horas a
37 graus Celsius em um incubador a 8 por cento de CO;. Os
sobrenadantes dos hibridomas derivados de melancoma foram
incubados com células CCD-12 CoN e aqueles derivados do
cancro da mama foram incubados com células MCEF-12a. Apds a
incubacdo o sobrenadante absorvido foi dividido em duas
porcdes de 75 microlitros e transferido para placas com as
células cancerigenas alvo. Antes da transferéncia as placas
que contém as células cancerigenas foram lavadas trés vezes
com 100 microlitros de PBS. O sobrenadantes das células
CCD-12 CoN foram transferidos para as células A2058 e
HS294t, enquanto os sobrenadantes das células MCF-12A foram
transferidos para as células HEY e BT 483. As células
cancerigenas foram incubadas com © sobrenadante dos
hibridomas durante 18 horas a 37 graus Celsius em um

incubador a 8 por cento de CO;.
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O ensaio de citotoxicidade Live/Dead foi obtido de
Molecular Probes (Eu, OR). Os ensaios foram realizados de
acordo com as instrucdes do fabricante com as alteracdes
descritas abaixo. As placas contendo as células foram
lavadas uma vez com 100 microlitros de PBS a 37 °C. Foram
transferidos 75 a 100 microlitros de sobrenadante das
placas de microtitulagdoc dos hibridomas para as placas com
células e incubados em um incubador a 8% de CO, durante 18-
24 horas. Depois, 0S8 pocos que serviram como controlo de
mortalidade total foram aspirados até ficarem wvazios e
foram adicionados 50 microlitros de etanol a 70%. A placa
foli entdo esvaziada por inversdo e seca por blot. Foram
adicionados a cada pogo 50 micrclitros do corante
fluorescente Live/Dead diluido em PBS e incubados a 37 °C
numa incubadora de CO; a 5% durante uma hora. As placas
foram lidas num leitor de fluorescéncia em placas Perkin
Elmer HTS7000 e o0s dados foram analisados no Microsoft

Excel.

Foram conduzidos gquatro ensaios de rastreio para
produzir culturas de hibridoma com c¢lone isolado. Os
sobrenadantes do hibridoma foram testados em dois dos
ensaios de rastreio, apenas contra as células de cancro. No
Ultimo ensaio de rastreio, o sobrenadante foili testado
contra algumas células sem ser de cancro, assim como as
células-alvo indicadas na tabela 1. Os anticorpos foram
sujeitos a isotipagem, utilizando um conjunto comercial de

isotipagem.

Alguns anticorpos monoclonais foram produzidos de
acordo com o método da presente invencdo. Estes anticorpos,
cujas caracteristicas sdo resumidas na Tabela 1, séo

identificados como 3BD-13, 3BD-6, 3BD-8, 3BD-9, 3BD-15,
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3BD-25, 3BD-26 e 3BD-27. Estes anticorpos sdo considerados
monoclonais apds quatro ensaios de clonagem de diluicédo
limitante. Os anticorpos anti-melanoma ndo produziram morte
celular do cancro suficiente. O painel de anticorpos anti-
cancro da mama matou 32-87% das células alvo e <1-3% das
células controlo. O isotipo predominante foi o IgGl mesmo
embora fosse esperado que a maioria dos anticorpos anti-
tumor fossem direccionados contra os antigénios de hidratos
de carbono e, assim, ser do tipo IgM. H& um elevado indice
terapéutico poils a maioria dos anticorpos poupa as células

controlo da morte celular.

Tabela 1 - Anticorpos Anti-Cancro da Mama.

% de Morte Celular
Alvo para Células de Células de mama

Clones Anticorpos Anti- Fibroblasto com doenca Isotipo

Cancro da Mama Normais fibroquistica

(HEY e A2058) (CCD-12CoN) (MCF-122)
3BD-3 74,9% 3,7% <1% vl
3BD-6 68,5% 5,6% <1% yird
3BD-8 81,9% 4,5% 2,6% virE
3BD-9 77,2% 7,9% <1% vl
3BD-15 87,1% <1% <1% yir?
3BD-26 54,8% 3,3% <1% plrx
3BD-25 32,4% 3,6% <1% i
3BD-27 60,1% 8,3% 1,3% vire

Exemplo 2

Neste exemplo, os anticorpos anti-cancro adaptados sédo
produzidos, primeirc obtendo amostras do tumor do doente.
Normalmente estas provém de um espécime de biopsia de um
tumor sélido ou de wuma amostra sanguinea de tumores
hematogénicocs. As amostras s3o0 preparadas em suspensdes
unicelulares e fixas para injecgdo em ratinhos. Apds
completar o hordrio de imunizac&o os hibridomas séao
produzidos a partir dos esplendcitos. 0Os hibridomas séao
rastreados contra uma variedade de linhas de células de

cancro e células normais em ensaios padréo de
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citotoxicidade. Esses hibridomas gque sdo reactivos contra
as linhas de células de cancro mas ndo sdo reactivos contra
as células normais ndo transformadas, s&oc seleccionados
para propagacdo adicional. Os clones que foram considerados
positivos foram os que mataram selectivamente as células de
cancro mas ndo mataram as células ndo transformadas. Os
anticorpos sdo caracterizados relativamente a um grande
nimero de pardmetros bioquimicos e depois humanizados para

utilizacéo terapéutica.

As células tumorais de melanoma iscladas e as linhas
celulares foram cultivadas de acordo com o© descrito no
Exemplo 1. 0s ratinhos Balb/c foram imunizados de acordo
com o seguinte horario: 200.000 células s.c. e i.p. no dia
0, depois 200.000 células foram injectadas i.p. ao dia 21,
depois 1.000.000 células foram injectadas ao dia 49, depois
1.250.000 células em adjuvante completo de Freund foram
injectadas ao dia 107 i.p. e depois 200.000 células foram
injectadas ao dia 120 i.p. e depois os ratinhos foram
sacrificados ao dia 123. Os bacos foram colhidos e os
esplendcitos foram divididos em duas aliquotas para fuséo
com parceiros Sp2/0 (1LN) ou NS-1 (2LN) de mieloma,

utilizando os métodos delineados no exemplo 1.

0O rastreio foi levado a cabo 11 dias apés a fuséo
contra as células de melanoma A2058 e <fibroblastos
CCD/12CoN. Cada par de ©placas foi lavado com 100
microlitros de PBS & temperatura ambiente e depois aspirada
ate secar completamente. Depois foram adicionados 50
microlitros de sobrenadante aos mesmos pogos em cada uma
das duas placas. O sobrenadante Sp2/0 dispendido foi
adicionado aos pogos de controlo ao mesmo volume € as

placas foram incubadas durante cerca de 18 horas a 37 graus
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Celsius num incubador com CO; a 8% e 98% de humidade
relativa. Depois cada par de placas fol removido e nos
pocos de controlo positivo 50 microlitros de etanol a 70%
foram substituidos pelo meio durante 4 segundos. As placas
foram entéc invertidas e lavadas uma vez com PBS a
temperatura ambiente e depois secas. Depois foram
adicionados 50 pL de tinta fluorescente vivo/morto diluida
em PBS (Molecular Probes Conjunto Live/Dead) durante uma
hora e incubada a 37 graus Celsius. As placas foram entéo
lidas num leitor de placas de fluorescéncia Perkin Elmer e
a informacdo foi analisada usando o Microsoft Excel. Os
po¢os que foram considerados positivos foram sub-clonados e
0 mesmo processo de rastreio foil repetido 13 dias depois e
depois 33 dias mais tarde. Os resultados do Ultimo rastreio
estdo apresentadcs na Tabela 2 abaixo. Alguns anticorpos
foram produzidos de acorde com o método da presente
invencdo. Estes anticorpos, cujas caracteristicas estdo
resumidas na Tabela 2, s&o identificados como 1LN-1, 1LN-
12, 1LN-14, 2LN-21, 2LN-28, 2LN-29, 2LN-31, 2LN-33, 2LN-34
e 2LN-35.

Tabela 2, Anticorpos Anti-Melanoma

% Morte Celular
Clones Alvo para os Anticorpos Fibroblastos Normais
Anti-Melanoma (A2068) (CCD/1 2CoN)
1LN-1 59,4% <1%
1LN-12 55,2% 1,4%
1LN/14 51,4% <l%
2LN/21 72,0% 15,9%
2LN-28 66,6% 12, 4%
2LN-29 78,2% 6,1%
2LN-31 100% 7,8%
2LN-33 94,2% <1l%
2LN-34 56, 6% 11,2%
2LN-35 66,5% 6,6%
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A tabela ilustra que os clones de ambas as fusdes
SP2/0 e NS-1 foram <capazes de produzir anticorpos
possuidores de uma taxa de inducdo de mortalidade para as
células cancerigenas superior a 50% e ao mesmo tempo alguns
dos clones foram capazes de produzir menos de um por cento
de taxa de inducido de mortalidade para os fibroblastos

normals de controlo.

Os anti corpos anti-cancerigenos da invencdo sdo Uteis
para tratar um paciente com uma doenca de cancro guando
administrados numa mistura com um adjuvante
farmacéuticamente aceitavel, por exemplo, solugdo salina
normal, uma emulsdo de lipidos, albumina, solucdo salina
tamponada com fosfato ou semelhantes e s&o administrados
numa guantidade efectiva para mediar o tratamento da doenca
cancerosa referida, por exemplo com um intervalo de cerca

de 1 pg/mL a cerca de 1 g/mL.

O método para o tratamento de um doente que sofra de
uma doenca cancerosa pode incluir ainda a utilizacdo de
anticorpos anti-cancerigenos conjugados e tal iria incluir
a conjugacdo de anticorpos anti-cancerigenos especificos
para aquele doente com um membro seleccionado do grupo que
consiste de toxinas, enzimas, compostos radioactivos e
células hematogéneas; e a administracgdo destes anticorpos
conjugados ao paciente; em que tais anticorpos anti-
cancerigenos sdo administrados em mistura com um adjuvante
farmacéuticamente aceitével, por exemplo solucdo salina
normal, uma emulsdo de lipidos, albumina, solucdo salina
tamponada com fosfato ou semelhantes e s&c administrados
numa guantidade efectiva para mediar o tratamento da doenca
cancerosa referida, por exemplo com um intervalo de cerca

de 1 npg/mL a cerca de 1 g/mL. Numa forma de realizacé&o
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particular, os anticorpos anti-cancerigenos (teis em
qualquer um dos métodos acima descritos pode ser um

anticorpo humanizado.

Lisboa, 29 de Maio de 2008.



REIVINDICAGCOES

1. Un método para a producdoc de anticorpos anti-cancro
utilizando uma amostra de tecido canceroso isclada a
partir de um individuo em particular e que compreende:

a producdo de anticorpos utilizando a amostra de tecido

como imunogéneo para a producdo de hibridomas;

sem efectuar ensaios prévios para ligacdo a células

cancerigenas, sujeitar um sobrenadante dos hibridomas

referidos a um ensaio que mede a citotoxicidade dos

anticorpos produzidos em relagdo a células normais e a

células cancerigenas; e

assim seleccionar um subgrupo de anticorpos que apresentem
um grau de citotoxicidade aumentado direccionado para as
células cancerigenas e que sejam relativamente benignos em

relacdo as células normais.

2. 0 método de acordo com a reivindicacdo 1, compreendendo
também o passo de remocdo dos anticorpos anti-antigénio
normal dos referidos anticorpos produzidos antes da
realizagdc do ensaioc de citotoxicidade referido por pré-
absorcdc do sobrenadante dos  hibridomas com células

normais.

3. (Nova) O método da reivindicacdo 1 ou da reivindicacéo
2, incluindo também o© passo de humanizacdo do referido
subconjunto de anticorpos que apresentam um grau de
citotoxicidade aumentado em direccionado para as células
cancerigenas e que sdo relativamente benignos em relacdo as

células normais.

Lisboa, 29 de Maio de 2008.
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