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Resumo

Caracteristicas peculiares como a alta especificidade dos anticorpos e
o eficiente poder catalitico das enzimas tém despertado um grande interesse
em grupos de pesquisa cientifica no que diz respeito a possiveis reacdes ob-
tidas pela juncdo dessas duas moléculas. O objetivo deste trabalho é realizar
uma revisao bibliografica sobre a constitui¢do e obtengdo dos anticorpos ca-
taliticos e suas potenciais aplicagdes em biotecnologia. A tecnologia de anti-
corpos cataliticos ja demonstrou a capacidade dessas moléculas em mediar
diversas reagdes e vem abrindo relevantes possibilidades de aplicagdes em
areas industriais, agricolas e biotecnoldgicas. Aliada a pratica médica, os anti-
corpos cataliticos sdo grande promessa para fins diagndsticos e terapéuticos,
desde a destrui¢io de células cancerigenas e microrganismos, até a elabora-
¢do de vacinas cataliticas para as mais diversas finalidades, como a desintoxi-

cagdo definitiva de pacientes com dependéncia quimica.

Palavras-chave: Catalise enzimatica. Enzima Anticorpos. Anticorpos catali-

ticos. Imunoterapia. Biotecnologia.

Abstract

Peculiar characteristics such as high specificity of the antibodies and
efficient catalytic power of enzymes have attracted great interest in scienti-
fic research groups with regard to the possible reactions obtained by joining
these two molecules. The aim of this study was a review of literature based
on the constitution and obtaining catalytic antibodies and their potential
applications in biotechnology. The catalytic antibody technology has already
demonstrated the ability of these molecules to mediate various reactions and
have opened significant opportunities for applications in industrial, agricul-
tural, and biotechnology. Coupled with the medical practice are catalytic an-
tibodies hold great promise for diagnostic and therapeutic purposes since the
destruction of cancer cells and microorganisms, to the catalytic production
of vaccines for many different purposes as the final detoxification of patients

with chemical abuse.
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1 Introducéao

De todas as fung¢des das proteinas, a catélise pro-
vavelmente ¢ a mais importante. Na auséncia de catdlise,
a maioria das reagdes nos sistemas bioldgicos ocorreria
de forma excessivamente lenta para fornecer produtos a
um ritmo adequado para um organismo metabolizante
(CAMPBELL; FARRELL, 2007). A capacidade catalitica
¢ a soma de fatores que resulta em uma diminui¢do da
energia livre de ativagdo para a etapa determinante da
velocidade da reagdo (JUSTO, 1998) e os catalisadores
que desempenham essa fun¢do nos sistemas bioldgicos
sdo proteinas altamente especializadas denominadas en-
zimas. Possuem um extraordindrio poder catalitico, fre-
quentemente maior que aquele dos catalisadores inorga-
nicos ou sintéticos, um alto grau de especificidade para
seus substratos, aumentam consideravelmente as reagoes
quimicas e funcionam em solu¢des aquosas sob condi-
¢des moderadas de temperatura e pH (LEHNINGER,
2006). Poucos catalisadores ndo bioldgicos (que normal-
mente ndo sdo especificos para as reagdes) possuem to-
das essas propriedades, por exemplo, ions e complexos de
metais de transi¢do, dcidos e bases inorgénicas utilizados
na industria para o processo de fabricacao de acidos e ou-
tros compostos quimicos (RAMALHO et al., 2007).

Entretanto, a habilidade ilimitada de selecionar
ou programar catalisadores especificos para qualquer
transformac¢do quimica desejada, a partir de qualquer
reagente quimico, ainda néo foi alcancada. O desenho
racional de catalisadores especificos ainda é um proble-
ma dificil, mas uma solu¢ao em estudo utiliza a diversi-
dade do sistema imune para produzir uma nova classe
de enzimas: os anticorpos cataliticos. Sua habilidade
em selecionar um dentre 10'* possiveis anticorpos que
se ligam virtualmente a qualquer molécula de interesse
faz do sistema imune uma fonte atrativa de catalisadores
especificos (JUSTO, 1998).

Os anticorpos sdo proteinas de estruturas sim-
ples, apresentando quatro cadeias peptidicas compostas
por duas cadeias leves (V,), idénticas, constituidas de
polipeptidios com cerca de 25 kDa de massa molecular e
de duas cadeias pesadas (V,), idénticas, com polipepti-
dios maiores de massa molecular de 50 kDa ou mais. Sdo
geradas pelo sistema imune para reconhecer substancias
estranhas denominadas antigenos e iniciar o processo
de neutralizagdo ou destrui¢do desses agentes (GOLDS-
BY et al., 2002).

O reconhecimento seletivo ocorre por meio de in-
teragdes fracas, sendo capazes de discriminar, com alta
afinidade e seletividade especifica, um amplo espectro de
moléculas, naturais ou sintéticas. Um complexo sistema
de selegdo, acoplado a eventos celulares subsequentes,
tais como, muta¢des somaticas e afinidade de maturagio,
proporcionam um aumento de milhdes de vezes de va-
riantes estruturais, fornecendo inimeras moléculas com
especificidade molecular incomparével e em uma escala
de tempo de semanas (MALE et al., 1996).

Basicamente, a diferenca entre anticorpos e en-
zimas envolve a especificidade. As enzimas catalisam
reagdes por estabilizarem preferencialmente estados de
transic¢do, proporcionando diminui¢éo da energia livre de
ativacdo ao longo da coordenada de reagao. Anticorpos
sdo extremamente eficientes quanto a capacidade de liga-
¢do, podendo exceder a de enzimas, mas o fazem ao es-
tado fundamental de sua estrutura molecular, segundo a
conjectura de Linus Pauling (1946), que prop6s um esta-
belecimento conceitual quanto a obtenc¢éo de anticorpos
cataliticos. Isso levou William P. Jencks (1969) a sugerir
que, se a complementaridade entre o sitio ativo e o esta-
do de transi¢do contribui significativamente para a cata-
lise enzimatica, deve ser possivel sintetizar uma enzima
por meio da constru¢do de um sitio ativo. Uma maneira
de fazer isso é elaborar um anticorpo com um grupo de
haptenos que se assemelhe ao estado de transi¢ao de uma
determinada reagédo. O sitio de combinagdo de tais anti-
corpos devera ser complementar ao estado de transi¢do e
deve provocar uma aceleracdo obrigando o substrato a se
assemelhar ao estado de transi¢do (JENCKS, 1969).

Richard Lerner e Peter Schultz, que criaram os
primeiros anticorpos cataliticos, verificaram essa hipéte-
se em 1986 e, desde entdo, um grande numero de aben-
zimas (termo designado para descrever hibridos anticor-
po-enzima) foram gerados, sendo muitos deles com alta
eficiéncia catalitica (JUSTO, 1998).

Desde o reconhecimento do potencial dos anti-
corpos cataliticos como ativadores de pro-farmacos (BA-
GSHAWE, 1987), varios grupos tém isolado anticorpos
com eficiéncia catalitica suficiente para a aplicacdo como
agentes terapéuticos na ativagdo de pré-drogas em pro-
dutos toxicos, particularmente na terapia do cancer e
outras doencas, inclusive virais como o HIV (PLANQUE
et al., 2008), ou mesmo em processos de desintoxicagio,

como o proposto por Deng (2002), no qual foram gera-
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dos abenzimas que clivam a molécula de cocaina em titu-

los especificos, eliminando o efeito toxico da droga.

A tecnologia de anticorpos cataliticos ja mostrou
ser capaz de mediar mais de 100 reagdes diferentes em
estudos de diversos laboratorios, e essa nova abordagem
abre uma gama de possibilidades nas areas industriais,
quimicas, biotecnoldgicas, agricolas e médicas, e sua
utilizagdo em ciclos de produgdo, dependera unicamen-
te da assimilagdo criativa de ideias em bioquimica de
proteinas, imunologia, biotecnologia e biologia mo-
lecular, campos de intensa atuagdo para o profissional
biomédico (JUSTO, 1998; BIOLOGICAL, 2006; WEISS
et al., 2006).

A partir do exposto, o objetivo deste trabalho foi
realizar uma revisdo bibliografica a respeito da natureza
dos anticorpos cataliticos e seus potenciais de aplicagdo

biotecnologica.

2 Anticorpos cataliticos

Uma das tendéncias mais intrigantes em bioqui-
mica do século XX foi a criagdo de func¢oes cataliticas
e de um novo desenho de biocatalisadores baseados na
molécula de imunoglobulina. A concepgdo artificial de
diversas atividades cataliticas de abenzimas parecia ser
um evento revoluciondrio que gerou novos cruzamentos
entre a quimica, a bioquimica, a imunologia, a biologia

molecular, a patologia e a biotecnologia.

Atualmente, o significativo avan¢o na engenharia
de anticorpos e tecnologia de expressdo promoveu uma
consideravel expansao das aplicagdes médicas com imu-
noglobulinas e esta oferecendo por meio de anticorpos
cataliticos uma oportunidade Unica para torna-se uma
fonte promissora de alta precisio de “vacinas cataliti-
cas” (ZIGMAN; ELMQUIST, 2006; ZORRILLA et al.,
2006; POPKOV et al., 2009). Simultaneamente a isso, a
descoberta de abenzimas naturais no contexto de doen-
¢as autoimunes tem revelado fung¢des benéficas durante
a patogenicidade dessas doencas (BELOGUROV JR. et
al., 2009a). Aplicagdes recentes de anticorpos cataliticos
com significado clinico incluem conversio da cocaina
em substancia ndo psicoativa, degradacao da nicotina,
ativacdo de pré-farmacos contra tumores, inibi¢io da
infectividade do HIV e a destrui¢do dos agregados de
B-amildide implicados na doenga de Alzheimer (HAN-
SON, 2005).

A molécula de imunoglobulina é o modelo per-
feito para a geragdo de novas func¢des de biocatalise. To-
dos os anticorpos tém capacidade catalitica intrinseca, ou
seja, a soma dos fatores que resulta em uma diminuigdo
da energia livre de ativacdo para a etapa determinante da
velocidade da reagdo. Sendo assim, o alcance da catalise
por anticorpos é bastante amplo e é razoavel assumir que
qualquer reacdo quimica, para a qual um analogo do es-
tado de transicdo possa ser sintetizado, no caso, um hap-
teno, ird apresentar um anticorpo com alguma ativida-
de catalitica (JUSTO, 1998; WOJCIK; KONONOWICZ,
2008). Essa abordagem auxilia também na compreensao
dos mecanismos envolvidos, e ainda ndo totalmente elu-

cidados, na catdlise enzimatica.

A maijor parte da investigagdo original nesse cam-
po foi inspirada pelo conceito geral de complementari-
dade introduzido para as ciéncias da vida por Fischer,
em 1894. Esse principio classico detinha as interagdes
complementares como for¢a motriz de uma variedade de
processos bioldgicos como replicagao genética, catalise
enzimdtica, interagdo ligante-receptor e reconhecimen-
to de antigeno-anticorpo. Entretanto, apesar dos princi-
pios gerais de catalise enzimdtica ja formulados ha algum
tempo, o verdadeiro sucesso nessa area veio ao final dos
anos 80, no qual, para a geragao de “estruturas cataliticas”,
andlogos do estado de transicdo de reagdes enzimaticas
estaveis foram usados como antigenos em imunizagdes
(BELOGUROV JR. et al., 2009b).

Apés os estudos em anticorpos cataliticos confi-
gurados por Pauling (1946) e Jencks (1969) sobre a com-
plementaridade entre sitio ativo e analogos do estado de
transicdo de uma catalise enzimatica, o potencial bioqui-
mico do sistema imune foi demonstrado por Schultz e
Lerner em 1986, por meio da geragdo de anticorpos mo-
noclonais com atividade catalitica (técnica do hibridoma)
induzida por analogos do estado de transigdo fosfato e
fosfonato para a hidrolise de carbonatos e ésteres respec-
tivamente (JUSTO, 1998).

Em principio, o mecanismo de catélise dos anti-
corpos consiste em romper ou transformar o antigeno
em moléculas que o organismo possa eliminar facilmen-
te. Toda reagdo pode chegar a ocorrer em velocidade e
concentrac¢do infinitamente grande, embora haja algumas
cuja velocidade ¢ tdo pequena, que se considera impossi-
vel que ocorram. Todavia, as abenzimas possuem a capa-

cidade de facilitar rea¢des que ndo ocorreriam natural-
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mente. Isso concede aos anticorpos cataliticos seu carater
inovador, a0 menos teoricamente, de catalisar reagdes
sobre moléculas que nao sdo reconhecidas por nenhuma
enzima (RAJCHENBERG, 2009).

Anticorpos cataliticos sdo descritos e obtidos em
quantidade como anticorpos monoclonais, por meio de
técnicas classicas conhecidas como técnica do hibridoma,
a qual envolve tipicamente quatro etapas: (1) imunizagdo
do camundongo com o conjugado hapteno-proteina car-
readora; (2) geragdo de clones hibridos, imortalizados
por meio da fusdo de células esplénicas e células de mie-
loma provenientes de roedores; (3) selecio de clones indi-
viduais para ligacdo especifica do anticorpo ao hapteno; e
(4) selegao dos anticorpos exibindo a atividade catalitica
desejada. Dentre as diferentes metodologias que tém sido
descritas para a selecao direta de sobrenadantes hibridos
com funcdo catalitica, destaca-se pela simplicidade, sen-
sibilidade e viabilidade, a primeira delas, denominada
catELISA (imunoensaio enzimético colorimétrico para
determinagdo quantitativa de cloranfenicol acetiltransfe-
rase - cat), que se baseia no uso de substratos imobiliza-
dos para imunodetec¢do do produto final de uma reagao
catalisada (TAWFIK et al., 1993).

Com o advento da tecnologia de hibridoma, tor-
nou-se possivel gerar sitios ligantes de anticorpos cataliti-
cos homogéneos com alta afinidade que reconhecem um
grande numero de ligantes estruturalmente diferentes.
Esses novos anticorpos, predominantemente baseados
em estratégias desenvolvidas pela engenharia de protei-
nas, possuem seletividade bem superior e exibem ativi-
dade catalitica (LIMA; ANGNES, 1999).

2.1 Geragao de anticorpos com grupos cataliticos
em seus sitios combinantes

A complementaridade de um anticorpo a um
hapteno (molécula de baixa massa molecular que pode
atuar como um antigeno, mas nio induz, ela propria, a
formacédo de anticorpos sendo conjugada a uma proteina
carreadora) foi explorada para a geragdo de sitios combi-
nantes. Na producdo de abenzimas, o desenho do hapte-
no é fundamental, pois ele deve ser quimicamente estavel
ao mesmo tempo em que deve mimetizar as proprieda-
des estruturais do estado de transi¢do da reagdo catali-
sada (RAO; WOOTLA, 2007). Recentemente, uma das
ferramentas empregadas para o design de haptenos sdo

métodos de projetos computacionais utilizados primei-

ramente com o objetivo de formar o desenho de novas
enzimas para a elaboracio de biocatalisadores, e que vem
se estendendo para a criagdo de diversas outras moléculas
de interesse biomédico e industrial (ROTHLISBERGER
et al., 2008). Outra importante ferramenta empregada é
a introducéo direta de grupos funcionais cataliticos nos
sitios combinantes dos anticorpos por meio de modifi-
ca¢do quimica direta. Uma vez que uma determinada ca-
pacidade catalitica tenha sido obtida, a modificagdo qui-
mica dirigida, utilizando-se diferentes ligantes, pode ser
empregada para incorporar grupos cataliticos adicionais
ou cofatores (JUSTO, 1998).

George Schultz e seu grupo de pesquisa (1986)
demonstraram que a configuracido efetiva do hapteno
deve aproximar-se da geometria do estado de transicéo,
incorporando a sua fungdo especifica no qual resultard
em um alojamento propicio dos residuos de aminodacidos
cataliticos necessarios no sitio combinante, uma vez que
sua estrutura e funcionalidade irdo definir a topologia
dos sitios combinantes do anticorpo selecionado do re-
pertério imune (NEVINSKY et al,, 2002). Com isso, esses
sitios tornam-se complementares ao estado de transi¢ao
de determinada reagdo por intermédio da mutagénese
sitio-dirigida.

Uma série de experimentos de mutagénese sitio-
-dirigida foi realizada para investigar o papel individual
de aminodacidos de sitios ativos de enzimas, que resultam
em substitui¢do, supressdo ou adi¢io de um determinado
residuo em uma regido funcional (recombina¢io V(D)
]) e de técnicas de DNA recombinante. Essa técnica vem
sendo aplicada também para aumentar a capacidade ca-
talitica dos sitios combinantes de anticorpos (JUSTO,
1998; ZHENG et al., 2004).

2.2 Anticorpos cataliticos e o analogo do estado de
transicao

Anticorpos direcionados para um analogo do es-
tado de transicdo podem ser mais especificos para a esta-
bilizacao do estado de transi¢do de uma reagdo que um
grupo de substratos. Por esse motivo, anticorpos obtidos
para catdlise sdo preparados para muitos tipos de reagdes,
utilizando sua diversidade e especificidade. Isso se da por
meio de ensaios experimentais nos quais sdo injetados
em camundongos haptenos conjugados a uma proteina
carreadora que mimetizam esses analogos provocando a

producao de anticorpos especificos para tal reagdo. Se o
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hapteno desenhado ¢ um verdadeiro analogo do atual es-
tado de transi¢do de uma reacao, a taxa da velocidade de
uma reagdo pode ser prevista a partir da razdo entre a afi-
nidade para com o substrato e a afinidade com o analogo
de transi¢do (TANAKA, 2002; WILEY, 2002). A estabili-
zagdo do estado de transigdo ¢ fundamental no mecanis-
mo de catdlise e serd este processo que proporcionard ao

anticorpo maior eficiéncia em sua funcéo catalitica.

Uma interessante versiao do andlogo do estado de
transi¢do ¢ a abordagem do anti-idiotipo estudado por
Alan Friboulet e seus colaboradores (1995), em que ratos
foram imunizados com uma enzima, a fim de produzir
um anticorpo monoclonal (denominado como Ab1) com
o sitio de ligacdo de um antigeno estruturalmente com-
plementar ao sitio ativo de uma enzima. Anticorpos mo-
noclonais (Ab2) especificos para o sitio de ligagao do an-
tigeno de Abl sdo entdo posteriormente gerados. Alguns
desses Ab2 terdo uma imagem estrutural do sitio ativo da
enzima e irdo mimetizar as fungoes cataliticas da enzima.
Essa proposta inicial permitiu a produc¢ao de anticorpos
dotados com esterase, amidase e atividades serino prote-
ases, por utilizacdo da acetilcolina esterase, 3-lactamase
e sublisina como imundgenos, respectivamente (RAO;
WOOTLA, 2007).

Grande énfase tem sido dada a compreensao das
caracteristicas estruturais e mecanisticas da catélise por
anticorpos com o objetivo de obtencdo futura de anélo-
gos do estado de transi¢do que fornecam anticorpos mais
efetivos, melhorando assim a atividade da primeira ge-
racdo de anticorpos cataliticos (STEWART et al., 1994;
JUSTO, 1998).

2.3 Uso de anticorpos com efeitos entrépicos

A entropia, segundo as leis da termodinimica, é
um estado de equilibrio geralmente definido como uma
medida da “quantidade de desordem” de um sistema.
Muita desordem implica em elevada entropia, ao passo

que a ordem implica em baixa entropia.

O efeito entropico em um processo de catalise en-
zimatica diminui a energia de ativagdo e gera estabiliza-
¢do do estado de transigao. Logo, o aumento da velocida-
de por efeitos entrépicos é frequentemente considerado
um importante mecanismo catalitico (ARANTES, 2008).
A utilizagdo da energia de ligagdo para orientar uma mo-
lécula de substrato em uma conformagio reativa ou tra-

zer duas moléculas, em conjunto e na orientagdo correta

para a reagdo, representa uma forma eficaz de compensar
as perdas de entropia que podem acompanhar uma trans-
formagéo bioquimica (CAMPBELL, 1993).

Enzimas tém sido frequentemente descritas como
“armadilha entrdpica” ou sequestradores de entropia.
Porquanto, os anticorpos devem ser capazes, eficiente-
mente, de catalisarem reagdes com desfavoraveis entro-
pias de ativagdo agindo assim, como sequestradores de
entropia, catalisam reagdes unimoleculares, bem como
reagdes bimoleculares. Um exemplo do uso de anticor-
pos cataliticos para atuarem como armadilhas entrdpicas
envolve um anticorpo catalisador de rea¢ao bimolecular
de Diels-Alder (BLACKBURN; DATTA; PARTRIDGE,
1996; RAO; WOOTLA, 2007).

Biomoléculas, tais como os anticorpos cataliticos,
representam uma classe de catalisadores que tém apre-
sentado promissores resultados em reagdes de Diels-Al-
der entre um dieno e um alqueno para a forma¢io de um
ciclohexeno com alta seletividade. Nessas reagdes, a ciclo-
adi¢do procede em uma unica etapa, sem intermediarios,
por um unico estado de transi¢do; mas, nesse estado de
transi¢do, pode haver a formacdo de duas ligagdes co-
valentes com uma diferenca temporal entre as duas. Por
conseguinte, o produto principal de qualquer cicloadigao
apresenta quimiosseletividade, regiosseletividade e este-
reosseletividade (BROCKSOM et al., 2010).

Existem trés classes de moléculas que demonstra-
ram habilidade catalitica em transformagdes de Diels-Al-
der: abenzimas (anticorpos cataliticos), ribozimas (RNA
cataliticos) e enzimas encontradas em vias biossintéticas.
Donald Hilvert e colaboradores (1989) relataram pela
primeira vez um anticorpo catalitico Diels-Alder, seguido
de perto por um relatdrio de Peter Schultz e pesquisado-
res em 1990. Duas diferentes estratégias foram utilizadas
desses ensaios iniciais para criar um hapteno que eluci-
dasse o anticorpo catalitico. Em ambos os casos, triagem
dos anticorpos isolados com base em sua capacidade de
vincular o hapteno resultou em um anticorpo com ativi-
dade catalitica nas transformagdes de Diels-Alder dire-
cionadas (JUNGBAUER, 2002).

Anticorpos que catalisam tais processos ampliam
o alcance dos biocatalisadores, atualmente conhecidos,
oferecendo novas oportunidades para a sintese orgini-
ca como, por exemplo, para a ativagdo de pro-farmacos

in vivo, uma vez que nio ocorrem interferéncias de en-
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zimas, o que poderia ocorrer naturalmente. Entretanto,
sofrem tantas limita¢cdes quanto outras abenzimas como:
baixa eficiéncia catalitica, alto custo e tempo para gera-
¢do de anticorpos e seus substratos especificos. Contudo,
a caracteristica que adquirem de alta seletividade da qual
reduzem a elevada energia do estado de transi¢do e redi-
recionam o curso de uma reagdo para a formagio de pro-

dutos que normalmente seriam desfavoraveis, ¢ valiosa.

3 Ocorréncia natural de anticorpos cataliticos

A descoberta de anticorpos cataliticos naturais
ocorreu empiricamente por mensuragdo de uma trans-
formag¢do quimica de varios antigenos, na presenca de
preparados de anticorpos monoclonais e policlonais.
Anticorpos com fungdes proteoliticas e outras ativida-
des cataliticas foram observados em sangue e secre¢des,
mucosas de humanos e animais experimentais. Todavia,
esses resultados foram vistos, inicialmente, com certo
ceticismo. Porém, agora percebe-se que anticorpos com
atividade catalitica especifica sdo possiveis por meio da
combinacdo de rea¢do natural e ndo covalente de regioes
de epitopo recombinantes com o centro da reagdo do es-
tado de transicao (HANSON, 2005; PAUL et al., 2006).
Esse mecanismo elucida como anticorpos cataliticos sdo
gerados espontaneamente pelo sistema imunoldgico sem

que haja imunizagdo prévia.

Catalisadores tém sido identificados por varios
grupos, dentre os quais pacientes com as mais diversas
doengas autoimunes, descritos como sendo positivos
para autoanticorpos cataliticos. Doengas autoimunes es-
tdo associadas a um aumento da producio de diferentes
tipos de abenzimas direcionadas contra uma variedade
de autoantigenos (PONOMARENKO et al., 2002). O pri-
meiro exemplo da atuagdo de autoanticorpos com poder
catalitico ativo na etiologia de uma doenc¢a vem de estu-
dos desenvolvidos por Lacroix-Desmazes e colaborado-
res (2005), os quais observaram que 50% dos pacientes
com hemofilia A, que recebiam terapia com Fator VIII
em substituicdo ao Fator VIII enddgeno deficiente, de-
senvolveram uma classe de IgGs anti-Fator VIII que hi-

drolizam esse fator.

Anticorpos proteoliticos especificos para tireoglo-
bulina e protrombina foram relatados em pacientes com
doenc¢a de Hashimoto e mieloma multiplo, respectiva-

mente, assim como anticorpos que realizam hidrdlise de

acidos nucleicos tém sido isolados do soro de pacientes
com lupus eritematoso sistémico, artrite reumatdide e es-
clerose multipla (RAO; WOOTLA, 2007).

Embora sejam encontrados preferencialmente no
repertério imunologico de individuos com doenca autoi-
mune, os anticorpos cataliticos também ocorrem natu-
ralmente em individuos saudaveis. Devido & auséncia de
fatores de imunizagao evidente, a hipdtese que sugere a
existéncia de abenzimas em higidos, sem disturbios do
estado imunitdrio, ndo suscitou muito interesse por um
longo tempo. Durante o primeiro més, apds o nascimen-
to, o sistema imunoldgico de recém-nascidos e criangas
pequenas ainda ndo é completamente formado, sendo
assim, a partir do conhecimento que anticorpos do leite
da mée cobrem as superficies mucosas do recém-nascido
conferindo a eles mecanismos de prote¢do contra diversos
agentes patologicos, foram investigadas as propriedades
cataliticas dos anticorpos no leite humano (NEVINSKY,
2000). IgG possuindo atividade DNAse e IgA com protei-
na quinase foram isolados a partir do leite de parturientes
saudéveis (WOJCIK; KONONOWICZ, 2008).

Em geral, visto que pode haver um aumento da
quantidade de anticorpos cataliticos naturais durante a
gravidez (principalmente em gestantes com infecgdo vi-
ral ou reagdes alérgicas), doengas autoimunes ou inflama-
torias, tem-se sugerido que abenzimas possam participar
na manuten¢do da homeostase do organismo e na defesa
dele contra infecgoes. Isso tem gerado um significativo
interesse no estudo desses catalisadores altamente espe-
cificos, abrindo diversas possibilidades de aplicagdo dos
anticorpos cataliticos para estratégias terapéuticas in vivo
nas dreas médica, além da utilizagdo em campo biotecno-

légico, quimico e agricola (WANG, 2001).

4 Aplicagoes
4.1 HIV

Uma interessante aplicacdo da atuacido antimicro-
biana dos anticorpos cataliticos esta em seu emprego para a
realizagdo da clivagem de uma sequéncia especifica de pep-
tideos ou carboidratos associados ao revestimento viral ou
bacteriano, assim como também foram desenvolvidas aben-

zimas que catalisam a destruigdo especifica de genes virais.

A infec¢do com o virus da imunodeficiéncia huma-

na - 1 (HIV), agente etioldgico da sindrome da imunode-
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ficiéncia adquirida (AIDS) é caracterizado por deple¢do de
células T CD4+, hiperglobulinemia e hiperplasia de célu-
las B. As principais células hospedeiras sdo as células T e
macrofagos. A ligagdo da glicoproteina capsidial gp120 aos
receptores CD4 e correceptores de quimiocina (principal-
mente CCR5 e CXCR4) é o primeiro passo para a infec-
¢do pelo HIV, sendo a gp120 responsavel pela indugdo da
morte de células T CD4. A incapacidade do sistema imune
adaptativo em responder a infec¢éo deriva da variabilidade
estrutural do envelope viral (HANSON, 2005).

A gp120 é composta por cinco regides constantes
(C) e cinco regides altamente variaveis (V). A maioria das
respostas adaptativas é dirigida contra epitopos imuno-
dominantes do dominio V, os quais sofrem rapidas muta-
¢oes. Células T citotoxicas e respostas adaptativas de neu-
tralizacdo por Ig’s somente oferecem protec¢do transitdria,
induzindo assim a incapacidade de desenvolvimento de
uma vacina eficaz contra o HIV. Em contrapartida, foram
identificados em humanos nio infectados, anticorpos ca-
taliticos naturais que reconhecem residuos especificos do
sitio superantigénico (SAg) da gp120 e catalisam a hidro-
lise dessa ligagao peptidica por um mecanismo proteoli-
tico codificado por genes da regido variavel (V) da imu-
noglobulina e expressos em elevado niveis por IgM e IgA,
mas pouco por IgG. Essas classes foram encontradas na
saliva desses individuos, nos quais foi observado também
que IgA’s provenientes da mucosa sao altamente cataliti-
cos e neutralizantes do HIV, sugerindo que eles consti-
tuem a primeira linha de defesa contra o virus (PLAN-
QUE et al., 2008a; NIERI et al., 2009).

A inativagdo do virus por anticorpos proteoliticos
ocorre por meio da imunizagdo com analogos eletrofili-
cos, covalentemente reativos, da gp120. Esses analogos
geram anticorpos com reatividade nucleofilica reforcada
e alta especificidade. A adi¢do desses anticorpos cataliti-
cos (IgM/IgA) aceleram a hidrélise da gp120 e neutrali-
zam o HIV em cultura de tecidos (PAUL et al., 2009).

Conforme Planque e seus colaboradores (2008), a
descoberta estrutural dos analogos sintéticos dos residu-
os peptidicos vinculados aos SAg’s serd util para revelar a
conformagio neutralizante relevante do peptideo, o que
implicard na elaboragdo de vacinas peptidicas de acordo
com a correta conformacdo, aumentando assim a pro-
babilidade de indugdo de imunoglobulinas de protecéo.
Vias de diferenciagdo de células B que favorecem o desen-

volvimento adaptativo de anticorpos com atividade ca-

talitica sdo praticamente desconhecidas. Sua elucidagdo
ajudard a projetar uma vacina que sera capaz de induzir

anticorpos neutralizantes para o virus.

4.2 Doenga de Alzheimer

Aproximadamente 26 milhdes de pessoas tém a
doenca de Alzheimer (DA) em todo o mundo. A acumu-
lagdo de agregados peptideos f-amildides no cérebro tem
sido proposta como um fator causal dessa doen¢a (HAN-
SON, 2005).

As alteragdes cerebrais caracteristicas da DA sdo
as placas senis e os emaranhados neurofibrilares. As pla-
cas senis resultam do metabolismo anormal da proteina
precursora do amiloide, conduzindo a formagédo de agre-
gados do peptideo B-amiloide (FORLENZA, 2005).

Ainda ndo existe uma terapia verdadeiramente efi-
caz para o tratamento da DA, entretanto, varios estudos
que utilizam imunoterapia com abenzimas para a redu-

¢do de agregados B-amildides estdo em desenvolvimento.

Taguchi e pesquisadores (2008) identificaram
IgM’s e fragmentos de imunoglobulinas recombinantes
que hidrolisam B-amildides. IgM e IgG especificos para a
clivagem de P-amiloides foram identificados em pessoas
idosas, presumindo-se aqui, uma benéfica resposta autoi-
mune (NIERI et al., 2009). Esses autoanticorpos cataliti-
cos estdo presentes tanto em individuos saudéaveis quanto

em pacientes que apresentam DA.

As IgG’s sdo propostas para reduzir a deposigdo de
B-amil6ides no cérebro por meio de sua ligagiao com es-
ses peptideos e podem restringi-los a uma conformagéo
ndo agregada no cérebro. Essa abordagem é baseada na
expressdo de atividade proteolitica especifica dos anticor-
pos cataliticos isolados por intermédio de processos de
selecdo de adaptagao imunoldgicos. Ensaios com a admi-
nistragdo de um pool da IgG como terapia para a DA es-
tdo em curso, e anticorpos gerados por imuniza¢do com
peptideos B-amiloides e seus analogos estdo sendo re-
portados para prote¢do contra um declinio cognitivo em
modelos animais da DA. Tendo em conta o desenvolvi-
mento natural de anticorpos cataliticos anti-3-amiloides,
bibliotecas de recursos humanos sdo fontes promissoras
de homogeneidade de imunoglobulinas proteoliticas
(RANGAN et al., 2003).

Em vistas dessas consideracdes, pode-se supor

que anticorpos cataliticos anti-B-amiloide encontrados
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em humanos idosos podem cumprir uma fungdo pro-
tetora contra os efeitos toxicos do peptideo. Um contra-
-argumento ¢é a possibilidade desse anticorpo de induzir
uma reagdo inflamatoria. Entretanto, um grupo de pes-
quisa defende que anticorpos cataliticos podem “limpar”
os agregados do peptideo P-amiloide do cérebro sem o
auxilio da liberacdo de mediadores inflamatérios devido
a ndo formagao de um complexo estavel desses anticor-
pos com o peptideo. Assim, a fungdo de catalisador pode
diminuir a possibilidade de efeitos inflamatérios oriun-
dos da presenga de anticorpos (LUE; WALKER, 2002;
PAUL et al., 2005).

Em vista das vantagens de sua fungao catalitica,
autoanticorpos IgM e IgG, isolados do repertério de hu-
manos, sdo objetos de consideracao em seu desenvolvi-
mento como agentes imunoterapéuticos para a doenca de

Alzheimer.

4.3 Cocaina

A cocaina é um poderoso estimulante e viciante,
cujo abuso ainda é um desafio a satude publica, além de

sempre estabelecer uma crise social.

Atualmente ndo existe um tratamento farmaco-
légico eficaz para a desintoxica¢do da cocaina. Algumas
estratégias que estdo em desenvolvimento atuam nos re-
ceptores de dopamina — moléculas de células cerebrais
que sdo estimuladas durante o uso de cocaina, causan-
do, dentre outros efeitos, uma de suas caracteristicas cli-
nicas, o seu potencial de abuso. Todavia, medicamentos
destinados ao bloqueio da estimulagdo nos receptores de
dopamina, estdo associados a efeitos colaterais adversos
como perturbagdes das fungdes motoras e tratamentos
alternativos estiao sendo estudados com intuito de elimi-

nar, ou a0 menos minimizar esses efeitos (DENG, 2002).

Pesquisadores estdo investigando maneiras de
neutralizar a droga no sangue, reduzindo a quantidade
disponivel para a absor¢do no cérebro. Ao atacar a cocai-
na diretamente, essa abordagem poderia também auxiliar
areverter alguns dos efeitos toxicos da cocaina, tais como
a reducéo do fluxo sanguineo e o fornecimento de oxigé-
nio para o cérebro (BOWERSOX, 1995).

O cerne do problema decorre do fato que a coca-
ina ¢ em si um bloqueador, e analogos da droga podem
desloca-lo de seu sitio de ligagdo, ainda como a cocaina

faria, como um bloco funcional. As dificuldades inerentes

de se formular um mecanismo de inibi¢do para esse blo-
queador levaram Deng e pesquisadores (2002) a aborda-
rem uma alternativa baseada em um bloqueio periférico
em vez de central. Independentemente do caminho pelo
qual uma droga que vicia entra no organismo, ela deve

passar pelo sangue para o cérebro.

As principais ferramentas de neutraliza¢do da co-
caina investigadas sdo anticorpos cataliticos, projetados
para se ligarem a cocaina na corrente sanguinea e cliva-la
em seus componentes nanoativos, imitando o metabolis-
mo natural da droga no organismo, porém em uma velo-
cidade muito maior (LANDRY et al., 1993). A cocaina é
degradada na circulagdo antes de atingir o sistema nervo-

so central e exercer seus efeitos toxicos.

Na técnica empregada, foram sintetizados hapte-
nos analogos do estado de transi¢do da hidrdlise da co-
caina em camundongos imunizados; esses hibridomas
foram preparados e, a partir deles, desenvolveram os
primeiros anticorpos cataliticos anticocaina com a capa-
cidade de degrada-la sem a geragdo de produtos toxicos
(MCKENZIE et al., 2007).

Com essa abordagem, criou-se a possibilidade de
desenvolvimento de vacinas contra a cocaina e outras dro-
gas como nicotina (DICKERSON, 2004), anfetamina e o
crack, que ja vém sendo testadas desde 1996. Pesquisado-
res desse experimento afirmam que a vacina reduz o uso
da droga elevando os niveis de anticorpos contra a cocai-
na, o que a deixa inativa antes de atingir o sistema nervoso
central e produzir seus efeitos toxicos. Os efeitos da vaci-
na, no entanto, ndo persistiram por mais de dois meses, o
que sugere doses de reforco que mantenham adequados os
niveis séricos de anticorpos (GUTIERREZ, 2007).

Todos esses resultados indicam o potencial imu-
noterapéutico dos anticorpos cataliticos anticocaina e
outras substincias entorpecentes, no tratamento de de-
pendéncia téxica e superdosagem aguda (overdose) em

pacientes viciados.

4.4 Outras aplicagoes terapéuticas

Anticorpos cataliticos foram relatados por serem
muito eficazes em retardar o desenvolvimento da neuro-
degeneragao. Isso estd associado a esclerose multipla, por
meio da a¢do de degradacio sitio-especifica de uma rede
neural de antigeno na qualidade de epitopo de autoanti-

corpos cataliticos baseados em abenzimas naturais para
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proteina bésica de mielina (MBP) (PONOMARENKO et
al., 2006).

Embora inicialmente percebidos com potencial
nocivo, anticorpos cataliticos foram propostos para par-
ticiparem na remogao de residuos metabdlicos e prote¢do
contra infec¢des generalizadas, conhecidas como sepse.
Aqui foram desenvolvidos pela presenga no plasma de
IgG’s dotadas de semelhanca com a estrutura da protease-
-serina com atividade hidrolitica. As varia¢oes das taxas
de IgG’s catalisadoras foram observadas em maior quan-
tidade em pacientes com sepse grave do que em doadores
saudaveis, indicando que é associado a alteragdes nos ni-
veis plasmaticos de IgG hidrolitica (LACROIX-DESMA-
ZES et al., 2005).

4.5 Estudo de anticorpos cataliticos para aplicacao
industrial

Durante muito tempo a catalise bioldgica vem sen-
do estudada pela industria quimica e, embora catalisado-
res bioldgicos estejam sendo empregados por décadas em
algumas dreas da industria como alimentos, detergentes
e produtos farmacéuticos, o dominio do mecanismo ca-
talitico ainda nao estd totalmente elucidado, tornando tal
area cada vez mais extensa para pesquisas (OLIVEIRA;
MANTOVANTI, 2009).

Novos sistemas cataliticos estdo sendo identifica-
dos e produzidos proporcionando significativos benefi-
cios como: baixo consumo de dgua, reducdo da tempe-
ratura de funcionamento, maior seletividade do produto,
recupera¢do de residuos agricolas e industriais remune-
rada, além do desenvolvimento de catalisadores de me-
nor custo (BIOLOGICAL, 2006).

Anticorpos com atividades cataliticas vém sendo
estudados ha varios anos, no entanto, mesmo sendo reve-
lados como promissores materiais cataliticos, sua aplica-
¢d0 na industria ainda ndo foi definida. Tem-se visto um
aumento recente de interesse académico por esses mate-
riais, e sua adaptacdo para aplicagdes industriais especi-
ficas pode fornecer importantes beneficios financeiros e
ambientais. O grupo do Dr. Donald Hilvert (2006) tem
desenhado por sintese quimica, haptenos associados a
moléculas protéicas capazes de induzir em camundongos
uma resposta imune de anticorpos cataliticos, com obje-
tivo de aplicagdo desses anticorpos na sintese de produtos
industriais, como exemplo, para produgdo de polimeros

biodegradaveis.

Uma vasta gama de transformacoes quimicas pode
ser gerada por anticorpos cataliticos por meio de reagdes
de transferéncia de prétons redox, reagdes de enancios-
seletividade, éster-hidrdlise, amida-hidrélise, clivagem
foto-indugdo, dimerizagdo foto-indugdo, descarboxila-
¢do, formacao de ligagao com amida, formagao de ligagao
amida bimolecular ou mesmo reacio de Diels-Alder (ALI
et al., 2009; CAMPBELL, 1993).

A tecnologia de anticorpos cataliticos para em-
prego industrial ainda esta em fase inicial, mas ja aparece
como fonte promissora para industria, sendo que novas
pesquisas envolvendo dreas de bioinformatica quimica
estdo fornecendo relevantes contribui¢des para o seu de-
senvolvimento (BIOLOGICAL, 2006).

5 Dificuldades para obtencao e aplicacao de
anticorpos cataliticos

Os beneficios em torno da produgio e aplicagdes de
anticorpos cataliticos nas diversas areas cientificas sdo in-
contestaveis. Todavia, inimeras questdes essenciais relacio-
nadas com problemas fundamentais da biocatalise e poten-
cial utilizagdo de abenzimas, inclusive no que diz respeito a
sua aplicagdo in vivo, ainda tém respostas vagas e uma lista
de questoes em constante expansdo (BELOGUROV JR et
al; 2009).

Melhorias no método de concep¢do do hapteno e
estratégias de imunizacdo podem levar a um aumento da
atividade catalitica de anticorpos e ampliar a utilizagdo des-
sas moléculas em abordagens terapéuticas in vivo. O dese-
nho de um hapteno capaz de gerar estabilidade a reagao é
um dos pontos criticos para produgio de anticorpos e, por
ainda nao estar tao bem elucidado, é considerado um dos
principais fatores para a ineficiente atividade catalitica das
abenzimas sintéticas, em comparagio a funcionalidade de
catélise enzimatica. A velocidade catalitica (turnorver) das
abenzimas ainda é menor que a de enzimas convencionais
(RAO; WOOTLA, 2007).

Ao mesmo tempo, sérias limitagdes intrinsecas as
abenzimas, como a questdo da velocidade catalitica, expli-
cam as limitagOes existentes para a utilizagdo dos anticorpos
cataliticos na pratica clinica. Abenzimas adaptadas nao fo-
ram capazes de imitar o sofisticado mecanismo de enzimas
altamente evoluidas. Isso pode ser eventualmente melhora-
do pelo adequado desenho do hapteno (JUSTO, 1998).
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A obtengdo por imunizagio reativa com um ana-
logo do estado de transigdo realizada em camundongos é
por defini¢ao ineficiente. Isso porque tal técnica seleciona
as células B de acordo com a capacidade da superficie da
imunoglobulina se ligar ao analogo, e ndo da atividade
catalitica da superficie dela. E dificil prever a estrutura
do analogo do estado de transi¢do, assim como isola-lo
devido a extrema instabilidade do verdadeiro estado de
transi¢do; isso também justifica o porqué de ndo poder

usa-los como haptenos (ALI et al., 2009).

Outra ponderagdo importante com relacio a uti-
lizagdo de abenzimas, principalmente como imunotera-
picos, diz respeito as doengas associadas a produgio de
abenzimas naturais. Durante muito tempo, os anticorpos
cataliticos foram excluidos das pesquisas terapéuticas de-
vido a sua provavel atuagdo na patogénese de varias do-
encas autoimunes. Paciente com doencas autoimune sdo
frequentemente positivos para autoanticorpos cataliticos
antigeno-especificos. Em alguns casos, como a hemofilia
A, o papel patogénico dos anticorpos cataliticos foi bem
documentado. Isso deu inicio a uma extensa pesquisa
para inibidores de peptideos abenzimas induzidores da
doenga que poderiam ser usados com finalidade terapéu-
tica. No entanto, esses fatores ndo foram razoaveis para
considerar as abenzimas naturais como agressores (BE-
LOGUROV JR et al. 2009).

O uso de abenzimas geradas pela condigdo da
doenga autoimune pode provocar também intimeras di-
ficuldades, sendo uma das mais complicadas, a extragdo
desses anticorpos de um vasto repertdrio ainda nao co-
nhecido de transformagdes mediadas por abenzimas e a
luta permanente com contaminagdes por enzimas (PO-
NOMARENKO etal., 2002). O apice dessa abordagem foi
a tentativa de conduzir as abenzimas para “todas as rea-

~ ’. Ll .
¢Oes possiveis” e, paralelamente, buscar o isolamento de
um anticorpo catalitico natural para “todos os antigenos
7. 2 . ~
possiveis”. Em ambos os casos, as metas ainda nao foram

realizadas.

Como alternativa, abenzimas foram selecionadas
a partir de anti-idiotipos denominados de “segunda or-
dem’, pertencentes ao repertorio, isolados contra o sitio
ativo da enzima correspondente (JENCKS, 1969). Nessa
abordagem, a busca por abenzimas foi baseada na anélise
das propriedades cataliticas dos anticorpos e selecdo dos

melhores anticorpos de ligagéo.

6 Consideracdes finais

Os anticorpos cataliticos (abenzimas), indepen-
dentemente do possivel campo de sua utilizagdo, tém cria-
do uma nova drea de investigacdo despertando assim, um
grande interesse em diversos setores de pesquisas cientifi-

cas biotecnoldgicas, biomédicas e de pratica clinica.

Muitas descobertas fundamentais sobre biocatali-
se sdo baseadas em estudos de abenzimas sendo que, seu
potencial de aplicagdo na medicina pratica, na industria
e na biotecnologia, tem apresentado valiosos resultados,
sobretudo no que diz respeito a producdo de eficazes
ferramentas diagndsticas e terapéuticas como: elimina-
¢do de células neoplésicas, elaboracdo de catalisadores
adequados para imunizagdo passiva de doengas graves e
imunizagio reativa nos quadros de vacinagio profilatica,
dentre outras. Entretanto, alguns problemas vém sendo
apontados quanto a produgdo desses anticorpos cataliti-
cos no que tange a conservagao da alta seletividade dessas
moléculas, aliada a eficiéncia catalitica das enzimas defi-
nidas nesse caso, por um adequado desenho do hapteno.
A obtengdo dessas moléculas em larga escala e o custo
da técnica também tém sido pontos ponderaveis a serem
discutidos. Contudo, esses resultados tém questionado
um dos principais dogmas da imunologia - que molécu-
las de anticorpos apenas desempenham um papel de re-
conhecimento e ligagdo a antigenos especificos. Todavia,
as conquistas obtidas pelo emprego de anticorpos catali-
ticos, alguns iniciando a fase clinica, tém se tornado um
marco no desenvolvimento da imunologia e da bioqui-
mica moderna, além de ser atualmente um dos principais

alvos de pesquisa em biotecnologia.
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