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RESUMO

Anticorpos, agentes empregados no desenvolvimento
de pesquisas biomédicas, no diagnéstico e na
terapéutica, possuem elevada capacidade de interacio
aos mais variados ligantes. Estruturalmente sio
heterotetrameros constituidos por duas cadeias
leves e duas cadeias pesadas com massa molecular
de aproximadamente 150 kDa. Visando melhorar as
caracteristicas farmacocinéticas e minimizar possiveis
reacdes adversas desencadeadas por imunoglobulinas
de origem nio humana, a engenharia molecular de
anticorpos vem obtendo fragmentos de anticorpos
como porcoes Fab, F(ab’)2, scFv e Fv. Em adicio
aos anticorpos convencionais, camelideos produzem
imunoglobulinas funcionais desprovidas de cadeia leve,
onde o dominio varidvel da cadeia pesada, denominado
VHH ou nanocorpo, é responsavel pelo reconhecimento
antigénico. Apresentando caracteristicas adequadas ao
desenvolvimento de farmacos com alta capacidade de
neutralizacdo, fragmentos VHHs vém sendo propostos
para uso em imunoterapia passiva ou em drug-delivery.
No diagnéstico esses fragmentos podem ser aplicados na
construcdo de biosensores ou na imagiologia, atuando
na deteccao de células cancerigenas, no monitoramento
de tumores ou em alteracdes celulares.
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INTRODUCAO

Visando a neutralizagdo e a eliminagdo de
antigenos, o repertorio imune do organismo vertebrado
sintetiza e secreta, por meio de plasmocitos, uma ampla
diversidade de anticorpos com elevado grau de afinidade e
especificidade a uma variedade de ligantes (Kipriyanov &
Little, 1999; Chames et al., 2009; Wesolowski et al., 2009).
Devido a essas caracteristicas, imunoglobulinas vém sendo
amplamente empregadas no reconhecimento antigénico e
atualmente sdo ferramentas essenciais ao desenvolvimento
de pesquisas biomédicas, de kits de diagnostico e de
prototipos biotecnoldgicos para aplicagdo em imunoterapia
passiva ou em drug-delivery (Stabeli et al., 2005; Vincke &
Muyldermans, 2012; Muyldermans, 2013).

A introdugdo da tecnologia do hibridoma no meio
cientifico em 1975 propiciou um grande desenvolvimento
a engenharia de anticorpos. Por meio da técnica € possivel
produzir, a partir da fusdo entre mielomas e esplenocitos de
camundongos imunizados, anticorpos monoclonais (mAbs)
com alta especificidade a proteinas, acidos nucleicos,
carboidratos ou haptenos (Koéhler & Milstein, 1975;
Muyldermans, 2001). A elevada especificidade e afinidade
dos anticorpos monoclonais, somadas a homogeneidade e
a disponibilidade ilimitada s@o essenciais para as diversas
aplicagdes nos ramos das ciéncias biologicas (Pimentel,
2008; Huang et al., 2010). Entretanto, quando o objetivo da
utilizagdo dos mAbs ¢ a aplicagdo clinica, essas estruturas
podem apresentar algumas desvantagens, como dificuldade
de penetracao tecidual e reagdes adversas a proteinas de
origem ndo humana. A imunogenicidade de anticorpos
murinos estimulam uma resposta humoral no paciente que
resulta na produ¢do de imunoglobulinas humanas anti-
camundongo, conhecidas como HAMA - do inglés: Human
Anti-Mouse Antibody (Isaacs et al., 1992 apud Pimentel,
2008; Zhang et al., 2009; de Marco, 2011). Diante disso,
além da humanizagdo de imunoglobulinas heterélogas, seja
pela fusdo das regides variaveis das cadeias leves e pesadas
do anticorpo de camundongo, com os dominios constantes
da imunoglobulina humana, ou pela inser¢ao das regides
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determinantes de complementaridade (CDR) murinas em
cadeias varidveis humanas, a producdo de fragmentos
de anticorpos recombinantes, como Fab, F(ab’)2, scFv e
Fv, vem sendo alternativas propostas pela engenharia de
anticorpos para o aumento da efetividade e seguranca da
imunoterapia.

Os camelideos produzem anticorpos funcionais
desprovidos de cadeias leves, onde as regides de
reconhecimento antigénico sdo formadas exclusivamente
pelo dominio variavel da cadeia pesada, denominado VHH
ou nanocorpo (Hamers-Casterman et al., 1993). Devido
ao pequeno tamanho, os dominios VHHs sdo capazes de
penetrar em tecidos densos e de interagir com epitopos
fracamente antigénicos aos anticorpos convencionais. Com
baixa tendéncia a agregacdo e baixa imunogenicidade,
esses fragmentos podem ser obtidos em culturas de
microorganismos com bom rendimento e manipulaveis
por técnicas moleculares, se apresentando como uma
ferramenta versatil para aplicagdes biotecnologicas (De
Genst et al., 2006; Vincke et al., 2009).

Entre as finalidades terapéuticas dos nanocorpos
estdo o desenvolvimento de drogas para doencas
inflamatérias, neurodegenerativas, agentes neutralizantes
virais ¢ de toxinas animais (Coppierters et al., 20006;
Hmila et al., 2010; Conrad et al., 2011; Hultberg et al.,
2011;). Propostas ao uso de VHHs no direcionamento
de drogas a parasitas ou a células cancerigenas indicam
sua aplicabilidade em drug delivery. Ademais, diferentes
métodos de detecc¢do, incluindo o desenvolvimento de
kits que propdem o uso de biosensores para diagnostico
de patologias vém crescendo consideravelmente (Cortez-
Retamozo et al., 2004; Saerens et al., 2004; Baral et al.,
20006).

Visto que a utilizagdo de anticorpos monoclonais
no diagnostico ou na terapéutica ¢ uma realidade e que
os produtos humanizados vém assumindo uma crescente
parcela do mercado farmacéutico de imunobioldgicos, a
producao de fragmentos de imunoglobulinas convencionais
e, especialmente, de camelideos abrem perspectivas a
diagndsticos mais precisos, além de estratégias terapéuticas
mais seguras e com maior efetividade.

Estrutura dos anticorpos convencionais

Anticorpos  sdo  macromoléculas  flexiveis
constituidas por duas cadeias leves (L) idénticas, cada
uma com aproximadamente 25 kDa e duas cadeias pesadas
(H), também idénticas, variando entre 50 ¢ 70 kDa (Calich
& Vaz, 2010; Janeway et al., 2010; Abbas et al., 2005).
As cadeias leves estdo ligadas covalentemente as cadeias
pesadas por meio de pontes dissulfeto. Enquanto as cadeias
pesadas apresentam um dominio variavel (VH), com
grande diversificagdo na sua composi¢do aminoacidica
e trés dominios constantes (CH1, CH2 e CH3), os quais
apresentam sequéncias homogéneas de aminoacidos
responsaveis pelas acdes efetoras das imunoglobulinas
(CH2 e CH3), cada cadeia leve ¢ formada por um dominio
constante (CL) e um variavel (VL) (Calich & Vaz, 2010).
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Atuando na formacdo do complexo de ligagdo
antigeno-anticorpo, as regides variaveis possuem dominios
de grande variabilidade de aminoacidos, denominados
regides hipervaridveis ou regides determinantes de
complementaridade (CDR) (Calich & Vaz, 2010),
intercalados a seqiiéncias mais conservadas denominadas
frameworks (FR1, FR2, FR3 e FR4) (Janeway et al.,
2010). Além das regides variaveis (VH e VL) e das
regides constantes (CH1 e CL) que constituem o Fab (sitio
de ligacdo ao antigeno) e dos dominios CH2 ¢ CH3 que
formam a porcdo Fc (fragmento cristalizavel — efetor) dos
anticorpos, algumas classes de imunoglobulinas possuem
uma regido proteica rica em prolina e cisteina, denominada
regido de dobradica, permitindo uma alta flexibilidade da
molécula para ligagdo com o antigeno (Figura 1) (Roskos et
al.,2004; Abbas et al., 2005; Calich & Vaz, 2010; Janeway
etal., 2010).

A divergéncia de aminoacidos na por¢ao C-terminal
das cadeias pesadas, cargas elétricas ¢ peso molecular
classificam as imunoglobulinas em cinco grupos ou
isotipos denominados IgG, IgA, IgM, IgD e IgE ( Calich
& Vaz, 2010).

Fragmentos de Anticorpos

Por meio de clivagem da regido de dobradica das
imunoglobulinas, fragmentos de anticorpos podem ser
obtidos utilizando enzimas proteoliticas como a papaina ou
a pepsina. Especificamente, a papaina ¢ capaz de clivar o
sitio que antecede as pontes dissulfetos existentes entre os
dois segmentos de cadeias pesadas, gerando trés segmentos,
dois fragmentos Fab e um Fc (Figura 1 A). A pepsina, quando
utilizada, digere o anticorpo na regido carboxiterminal
das pontes dissulfeto, produzindo fragmentos funcionais
(Fab’)2 com as mesmas caracteristicas de ligacdo ao
antigeno que o anticorpo original, mas sem atividade
efetora (Figura 1B) (Roskos et al., 2004; Calich & Vaz,
2010; Janeway et al., 2010; Teva et al., 2010).

Além da producdo de dominios Fab ¢ (Fab”)2 por
digestdo proteolitica, fragmentos varidveis em cadeia
unica (Fv e scFv) podem ser construidos pela tecnologia
de DNA recombinante utilizando diferentes sistemas de
expressao (Figura 1C-D) (Skerra & Pliickthun, 1988;
Choo et al., 2002; Galeffi et al., 2006; Ho et al., 2006) .
O scFv, menor fragmento de anticorpo convencional,
conserva a capacidade de se ligar ao antigeno e pode
ser produzido com menor custo econdmico (Griffiths &
Duncan, 1998; Holliger & Hudson, 2005). Ambos, Fab
e scFv, possuem sitios de ligagdo ao antigeno comuns,
formados pela regido N-terminal dos dominios VH ¢ VL
(Riechmann & Muyldermans, 1999), sendo a estrutura do
scFv, um heterodimero nao covalente (Skerra & Pliickthun,
1988), mantida por um ligante peptidico flexivel (Huston
et al., 1998). Devido a auséncia do dominio Fc, o peso
molecular e, por consequéncia, o tempo de meia-vida
desses fragmentos s3o consideravelmente menores
(Schaumann et al., 1986; Renard ef al., 1997; Adams et
al., 1998). Além disso, apresentam boa penetracao tecidual
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Figura 1: Estrutura da imunoglobulina G convencional e de fragmentos de anticorpos. A: Estrutura IgG convencional,
indicando regides Fab e Fc; B: Sitios de ligacdo ao antigeno (Fab’)2, obtido apés clivagem enzimatica por pepsina; C:
Dominio de ligagdo ao antigeno (Fab); D: Fragmento variavel de cadeia inica (Fv); E: Fragmento variavel de cadeia tinica
com ligante peptidico (scFv). (Adaptado de Vanlandschoot et al. 2011).
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Figura 2: Estruturas dos anticorpos de cadeia pesada de camelideos e regido de reconhecimento antigénico. A: Imunoglobulina
G 2 (IgG 2) e Imunoglobulina G 3 (IgG 3); B: Dominio tUnico variavel, VHH ou Nanocorpo. (Adaptado de Vanlandschoot

et al., 2011; Muyldermans, 2001).

e menor imunogenicidade, os tornando mais eficientes
para estudos estruturais (Ahmad ef al., 2012; McManus &
Riechmann,1991).

Anticorpos recombinantes, tipo Fab, tém sido
utilizados para diversas aplicagdes clinicas. Além
da prevencdo de trombose durante o procedimento
de cateterizagdo da artéria coronaria, por meio de um
fragmento Fab contra o fator de crescimento endotelial
vascular A, um Fab anti-TNF (fator de necrose tumoral)
¢ proposto como terapéutica alternativa na doenga de
Crohn (Nelson, 2010). Esses fragmentos, entretanto,
possuem um baixo rendimento de expressdo em
sistemas microbianos, baixa estabilidade e alto potencial
de agregacdo (Saerens et al., 2008; Goel et al., 2001;
Adams et al., 2001).
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Aclopados a drogas e radionuclideos, fragmentos
scFv sdo capazes de localizar tumores, o que os tornam
ferramentas tteis ao diagndstico e tratamento de neoplasias
(Ahmad et al., 2012; Kim et al., 2002; Jones & Marasco
1998; Oriuchi et al., 2005; Stipsanelli & Valsamaki
2005). Podem ser aplicaveis ainda no tratamento da artrite
reumatoide ou outras doengas inflamatorias (Kaushik &
Moots 2005) e, no diagnoéstico, fusionados a diferentes
antigenos (haptenos e proteinas) sdo empregaveis em
imunoensaios.

Anticorpos de cadeia pesada

Em 1993, pesquisadores Belgas notificaram a
interessante descoberta em que mamiferos da familia
Camelidae produzem no seu repertdrio imune, além dos
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anticorpos convencionais, imunoglobulinas G funcionais
desprovidas de cadeia leve, ou anticorpos de cadeia pesada
(Hamers-Casterman et al., 1993). Normalmente, essas
imunoglobulinas se apresentam em duas isoformas, IgG2 ¢
IgG3 (Figura 2A). Com peso molecular de aproximadamente
90 kDa, sdo menores que os anticorpos convencionais (150
kDa) devido a auséncia das cadeias leves. Isto ¢ ocasionado
pela remogao das sequéncias codificadoras de CH1 durante
o processo de splicing do RNAm e reduz o local de
reconhecimento antigénico ao dominio N-terminal variavel
unico, denominado VHH ou Nanocorpo (Figura 2B)
(Muyldermanas & Lauwereys, 1999; Nguyen et al., 2000;
Muyldermans ef al., 2009; Vincke ¢ Muyldermans, 2012;).

Além de camelos (Camelus bactrianus), llamas
(Lama glama e Lama guanico), vicugnas (Vicugna vicugna e
Vicugna pacos) e dromedarios (Camelus dromedarius), peixes
cartilaginosos, como o tubardo-enfermeiro (Ginglymostoma
cirratum) ou o tubardo wobbegong (Orectolobus ornatus),
produzem o receptor de antigeno NAR (new or nurse shark
antigen receptor) composto exclusivamente por duas cadeias
pesadas covalentemente ligadas entre si (Greenberg et al.,
1995; Flajnik et al., 2011).

Analises filogenéticas revelam que os genes que
codificam os anticorpos de cadeia pesada de camelideos
surgiram ha 25 milhdes de anos, quando os tilopodes se
separaram de outros mamiferos. Em relacdo aos peixes
cartilaginosos, estudos apontam que NAR estd presente
em todos os elasmobranquios, indicando o surgimento do
receptor ha mais de 220 milhdes de anos (Nguyen et al.,
2002; Conrath et al., 2003; Flajnik et al., 2011). Ainda
ndo foi esclarecido como organismos tdo diferentes, tanto
morfologicamente como geneticamente, possuem nos seus
sistemas imunologicos componentes tdo similares. A hipotese
mais aceita ¢ a de que camelideos e peixes cartilaginosos
tenham sofrido um estresse similar proporcionando a
selegdo, propagacdo e fixagdo dessas moléculas, como forma
de protegdo a esses animais (Flajnik et al., 2011). Apesar
da identificagdo de anticorpos de dominio Uinico em peixes
cartilaginosos, a maior parte das proposi¢oes relacionadas
ao desenvolvimento de protdtipos biotecnologicos dessa
natureza esta relacionada a fragmentos de imunoglobulinas
de camelideos (Harmsen & Haard 2007, Greenberg et al.,
1995).

Nanocorpos de camelideos

Com cerca de um décimo do tamanho dos anticorpos
convencionais, VHHs reconhecem epitopos fracamente
antigénicos para anticorpos convencionais, apresentam
um perfil de rapida biodistribui¢ao e eliminagdo, eficiente
penetracdo tecidual, estabilidade a variagdes de pH e
temperatura, além de alta solubilidade (Nguyen et al.,
1999). A elevada solubilidade do VHH permite a construgao
de estruturas multiméricas (bivalentes, trivalentes, ou
decavalentes) que aumentam a capacidade de neutralizagdo
do antigeno alvo em comparagao a nanocorpos monovalentes
(Conrath et al., 2001b; Zhang et al., 2004; Coppierters et al.,
2006; Stone et al., 2007b; Hmila et al., 2010; Hultberg et al.,
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2011; Vanlandschoot et al.,2011).

A estrutura geral dos VHHs ¢ similar aos dominios
VH dos anticorpos convencionais. Além das quatro regides
estruturais (FRs) que formam o ntcleo do dominio das
imunoglobulinas, esses dominios possuem trés regides
determinantes de complementaridade (CDRs) envolvidas
dirctamente com a ligagdo ao antigeno. Nos VHHs, a
substitui¢ao de quatro aminoacidos na regido FR2 (Val37Phe,
Gly44Glu, Leud5Arg, Trp47Gly) torna o dominio mais
hidrofilico e promove uma reestruturagdo no seu arranjo
tridimensional, desfavorecendo a interagdo com VL (Kabat et
al., 1991; Vuet al., 1997; De Genst et al., 2006; Maass et al.,
2007; Muyldermans ef al., 2009). Para compensar a perda da
cadeia leve, dados cristalograficos revelam que parte do loop
da CDR3 dos VHHs se projeta ao lado VL (Decanniere et al.,
1999; Dumoulin et al., 2002; Conrath et al., 2005). Ademais,
as CDR1 e CDR3 sdo mais extensas contribuindo para uma
melhor interagdo com o antigeno (Vu et al., 1997, Nguyen
et al., 2000) e, normalmente, a estrutura ¢ estabilizada por
uma ponte dissulfeto adicional entre CDR1 ou FR2 e CDR3
(Muyldermans et al., 1994).

Nanocorpos e perspectivas de aplicagoes

Na terapéutica

Com propriedades fisico-quimicas e farmacologicas
exclusivas, os nanocorpos vém se tornando elementos
interessantes a diversas aplicagdes terapéuticas (Eyer &
Hruska, 2012; Dolk et al., 2005 apud Harmsen & Haard,
2007, Deffar et al., 2009). Em formatos mono e bivalentes,
VHHs anti-TNF humanos sdo expressivamente mais
potentes do que os anticorpos monoclonais humanizados
infliximab e adalimumab em modelo murino de artrite
reumatoide (Coppierters ef al., 2006). Fusionados a elastina,
estes fragmentos anti-TNF foram capazes de inibir a morte
por septicemia de camundongos imunizados com TNF
humano (Conrad et al., 2011).

Outros estudos indicam que a expressio de
fragmentos VHH em meio intracelular (intrabodies) contra
proteinas pro-apoptoticas, como Bax ou Caspase-3, confere
resisténcia a apoptose induzida por estresse oxidativo. Diante
disso, autores propdem a utilizagdo de VHHs anti-Bax ou
anti-Caspase-3 na prevencdo da morte celular por estresse
oxidativo em doengas neurodegenerativas (Gueorguieva et
al., 2006; McGonial ef al., 2009).

Como agentes neutralizantes virais, diversos
trabalhos vém demonstrando a excelente atividade dos
nanocorpos. A partir de llamas imunizadas com a proteina de
envelope gp120 do virus HIV-1, clones VHH, usados como
intrabodies, foram capazes de reconhecer as proteinas de
envelope, bem como neutralizar os virons dos subtipos B e C
(Forsman et al., 2008). Ainda na mesma perspectiva, o VHH
anti-Rev, uma proteina essencial a expressao dos RNAm
virais, suprimiu a expressdo da Rev e inibiu a replicacdo
do HIV-1 nas células (Vercruysse et al., 2010). Foram
isolados também VHHs anti-proteinas de fusdo ou proteinas
triméricas do envelope do virus sincicial respiratorio (RSV).
Além de neutralizar a estirpe do subgrupo A em sua forma
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monomérica, a atividade dos VHHs anti-RSV foi ampliada
em 4000 vezes apos ensaios com formatos bivalentes. No
mesmo estudo, VHHs capazes de reconhecer a glicoproteina
do virus rabico apresentaram atividade neutralizante contra
7 cepas laboratoriais e 3 de rua. A fusdo de dois clones
potencializou em 400 vezes a neutralizagao viral (Hultberg et
al.,2011). O VHH se mostrou ainda promissor na prevengao
e tratamento de doencas diarréicas virais, quando diferentes
estirpes de rotavirus foram inibidas de forma eficaz tanto em
ensaios in vivo como in vitro (Garaicoechea et al. 2008).

Alguns estudos vém apresentando resultados
promissores para a neutralizagdo de toxinas animais por meio
de nanocorpos de camelideos. Nanocorpos selecionados
contra a fracdo protéica Aahl do escorpido Androctonus
australis Hector foram capazes de neutralizar a atividade
da toxina em 100% dos camundongos swiss inoculados
via subcutanea e intracerebroventricular com a toxina e os
nanocorpos previamente incubados (Hmila et al., 2008).
Além disso, VHHs isolados contra a-cobratoxina (a-Cbtx),
uma neurotoxina encontrada no veneno de N. kaouthia, foram
capazes de reconhecer a toxina em ensaios imunoenzimaticos
e de ressonancia plasmonica de superficie (Stewart et al.,
2007). Em adigdo, a partir de uma biblioteca imune de Lama
glama, foram selecionados VHHs capazes de reconhecer
especificamente toxinas de Bothrophs jararacussu (Prado
et al., 2012; Prado, 2013). A soroterapia convencional,
apesar de eficaz contra danos sistémicos causados pelo
envenenamento botropico, ndo neutraliza efetivamente os
danos locais ocasionado por este envenenamento ofidico,
podendo evoluir para necrose e perda de fungdo tecidualdos
membros afetados.

No diagnostico

Aaltaafinidade, sensibilidade e especificidade, aliados
a boa solubilidade, estabilidade, capacidade de penetragdo
tecidual, eficiente marcagdo radiotiva, o pequeno tamanho
e a rapida depuragdo tornam os nanocorpos excelentes
candidatos para utilizagdo in vivo na imagiologia, auxiliando
no monitoramento de tumores, de lesdes metastaticas e de
fibrilas amildides (Schoonooghe ef al., 2012; Huang et al.,
2010; Eyer & Hruska, 2012). Ao contrario dos anticorpos
monoclonais marcados radioativamente, VHHs apresentam
o antigeno alvo e sdo rapidamente eliminados da corrente
sanguinea, reduzindo a exposi¢ao do paciente a radia¢do (De
Groeve et al., 2010; Eyer & Hruska, 2012).

A utilizagdo de VHH na radioimunodetecgio in vivo
de tumores em murinos, mostrou a boa distribui¢ao tecidual,
além da alta especificidade e seletividade dos nanocorpos
ao EGFR (receptor do fator de crescimento epidérmico,
com alta expressdo em carcinomas). Através da tomografia
computadorizada por emissdo de foton tnico (SPECT,
Single photon emission computed tomography) foi possivel
discriminar tumores com alta ¢ moderada super-expressao
de EGFR (Huang et al., 2008). Para o cancer de prostata,
onde o diagnostico precoce ¢ baseado na detecgdo do
antigeno especifico da prostata (PSA) circulante no sangue,
a utilizacdo de VHHs parece ser promissora. Nanocorpos
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anti-PSA foram capazes de inibir ou induzir a atividade
proteolitica do antigeno, indicando que podem ser usados
para detectar ou induzir mudangas conformacionais em
diferentes isoformas de PSA, uma ferramenta que pode ser
explorada para avaliar a flexibilidade conformacional do
antigeno e discriminar diferentes estagios do cancer (Saerens
et al., 2004).

Combinando a afinidade em escala nanomolar,
a rapida eliminagdo ¢ a necessidade de um diagndstico
ndo invasivo para doengas cardiovasculares, nanocorpos
contra a molécula de adesdo celular vascular-1 (VCAMI),
um marcador de lesdes aterosclerdticas, foram capazes de
detectar a expressao de VCAMI indicando o potencial do
VHH para preparagdes radiofarmacéuticas na imagiologia
da aterosclerose (Broisat ef al., 2012).

Outra alternativa de utilizagdo dos nanocorpos ¢
baseada na fusdo de VHHSs as proteinas fluorescentes (GFP,
green fluorescence protein). Denominados chromobodies,
estas estruturas possibilitam a deteccdo de antigenos
intracelulares em células de mamiferos (Schmidthals et al.,
2010). Sdo capazes de detectar antigenos nos complexos
de cromatina e replicagdo, bem como no citoesqueleto,
permitindo a visualizagdo de alteragdes dinamicas
durante o ciclo celular, em tempo real, demonstrando sua
aplicabilidade em diferentes compartimentos celulares
(Rothbauer et al., 2006). Ademais, os nanocorpos foram
utilizados em imunoensaios para analise de contaminantes
em amostras de alimentos (Kim ef al., 2012) . Outros
estudos utilizando nanocorpos das mais variadas formas de
aplicagdes diagnosticas foram realizados (Gainkam et al.,
2008; Vaneycken et al., 2010).

CONCLUSAO

Devido as suas caracteristicas, anticorpos sao
hoje ferramentas essenciais a deteccdo ou tratamento de
inumeras patologias. Apesar da tecnologia do hibridoma
ter revolucionado o campo da engenharia de anticorpos
em meados da década de setenta, proporcionando a
utilizagdo de imunoglobulinas com elevada especificidade,
homogeneidade e disponibilidade ilimitada, anticorpos
murinos podem desencadear reagdes adversas, quando
administrado em organismo humano, além de apresentar
deficiéncias relacionadas a penetragao tecidual e ao elevado
custo de produgio.

Visando contornar esses problemas, diferentes
formas de imunoglobulinas vém sendo engenheiradas.
Além da humanizagio de anticorpos murinos, fragmentos
funcionais de anticorpos convencionais, que garantam o
reconhecimento antigénico com as mesmas propriedades do
mADb, sdo obtidos. Com tamanho reduzido, esses fragmentos
de anticorpos, entre outras propriedades, apresentam
bom rendimento em culturas de microorganismos, baixa
imunogenicidade e baixa tendéncia a agregagao.

Ap6s a identificacdo de anticorpos de cadeia pesada
em camelideos e em peixes cartilaginosos, e o isolamento
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de seus dominios variaveis Unicos ¢ funcionais, crescentes
proposi¢des relacionadas ao diagndstico e a terapéutica
envolvendo fragmentos de anticorpos de cadeia pesada
vém surgindo ano a ano. Especificamente, nanocorpos ou
VHHs sao capazes de se ligar de forma eficaz a regides
ndo acessiveis aos anticorpos convencionais, apresentando
melhor afinidade, solubilidade, resisténcia a atividade
proteolitica e estabilidade a oscilagdes de temperatura e pH.
O formato monomérico, com aproximadamente 15 kDa,
apresenta menor risco de imunogenicidade ou de agregacao.
Somado a isto, a possibilidade de multimerizagdo com
estruturas VHHs semelhantes ou distintas, aumenta ndo s6
a capacidade de reconhecimento antigénico, como também
sua atividade neutralizante. Ademais, a facilidade de se
obter VHHs fusionados a drogas, a marcadores radioativos
ou a proteinas recombinantes, amplia enormemente seu
potencial de aplicagao.

Como ferramentas versateis em biotecnologia,
fragmentos de anticorpos de camelideos, tipo VHH, geram
boas e novas perspectivas a engenharia de anticorpos no
que diz respeito aos diversos desafios relacionados ao
diagnostico ou aterapéutica das doengas neurodegenerativas
e cardiovasculares, neoplasias, patologias inflamatdrias
cronicas, infecgdes de origem viral ou no envenenamento
por toxinas animais.

ABSTRACT

Antibody engineering in the search for functional
fragments for diagnostic inputs and therapeutic
applications

Antibodies, agents employed for the development of
biomedical research, diagnostic and therapeutic, have
high ability tointeract with differentligands. Structurally
are heterotetramers constituted by two light and two
heavy chains, with molecular weight of approximately
150 kDa. Aiming to improve the pharmacokinetic
properties and minimize possible adverse reactions
triggered by immunoglobulins of non-human origin,
the molecular engineering of antibodies has been
obtaining fragments of antibodies, such as Fab, F(ab’)2,
Fv and scFv. In addition to the conventional antibodies,
camelids produce functional immunoglobulins devoid
of light chain, in which the variable domain, named
VHH or nanocorpo, is able to recognize the antigen.
With appropriate characteristics for the development of
drugs with high neutralizing capacity, VHH fragments
have been proposed for use in passive immunotherapy
or drug-delivery. To the diagnosis, these fragments can
be used to construct biosensors, in the imagiology field,
acting in the detection of cancer cells, tumor monitoring
or cell changes.

Keywords: Antibody fragment. Nanobody. VHH. Diagnosis.
Therapeutic.
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