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RESUMO 
 

MAGALHÃES, C.G. Seleção de anticorpo humano anti-FGF2 a partir do 
hibridoma secretor do anticorpo monoclonal 3F12E7. 2021. 125f. Tese (Doutorado 
em Imunologia) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São 
Paulo, 2021. 

O fator de crescimento de fibroblastos 2 (FGF2) é considerado uma proteína chave 

no desenvolvimento do melanoma, sendo responsável por desempenhar papel 

importante no crescimento do tumor, angiogênese e metástase. O anti-FGF2 3F12E7, 

um anticorpo monoclonal (mAb) murino, foi previamente obtido por colaboradores e 

mostrou ser uma estratégia antitumoral promissora para melanoma, quando testado 

em camundongos. Considerando o potencial terapêutico do mAb anti-FGF2 3F12E7, 

somado à limitação do uso deste anticorpo murino em humanos, nosso objetivo foi a 

humanização deste anticorpo pela técnica de seleção guiada utilizando phage display, 

para a obtenção de anticorpos humanos correspondentes ao mAb murino anti-FGF2 

3F12E7. Para o processo de humanização foram construídas três bibliotecas de 

fragmento de ligação ao antígeno (Fab): murino, híbrido e humano. As técnicas de 

phage display, panning, e ELISA foram realizadas, em cada etapa da humanização, 

para a seleção de Fab com afinidade pelo antígeno recombinante FGF2 (rFGF2). A 

estratégia de seleção guiada utilizada não possibilitou a seleção de clones Fab 

humanos funcionais, porém resultou na seleção de cadeias leves (LC) e pesadas 

(fragmento Fd – região variável e primeiro domínio constante da cadeia pesada) 

humanas funcionais. Seguiu-se para a estratégia de clonar as regiões variáveis das 

LC e Fd humanas em vetores AbVec (contendo os genes da região constante da LC 

e HC de imunoglobulina humana) e combinar cada uma das LC com as HC humanas 

selecionadas para expressão de anticorpos no formato IgG1 por cotransfecção 

transitória em células HEK293-F. Sete anticorpos expressos mostraram ligação ao 

rFGF2 por ressonância plasmônica de superfície (SPR). Em ensaios in vitro de 

proliferação e migração celular utilizando células endoteliais humanas (HUVEC) e 

células de melanoma humano (SK-Mel-28), os anticorpos humanos anti-FGF2 

62K98H e 85L117H foram capazes de reduzir, de forma significante, o número de 

células viáveis e a migração celular, nas duas linhagens celulares, em comparação 

ao controle negativo (IgG irrelevante). Esses resultados foram similares ao observado 

anteriormente com o mAb murino anti-FGF2 3F12E7 utilizado como modelo para a 



 

humanização e são encorajadores para seguir avaliando o potencial terapêutico dos 

anticorpos humanos anti-FGF2 62K98H e 85L117H. 

 

Palavras-chave: Humanização de anticorpos. Fragmento de ligação ao antígeno. 

Seleção guiada. Phage display. Melanoma. 

  



 

ABSTRACT 

 

MAGALHÃES, C.G. Selection of human anti-FGF2 antibody from hybridoma 
producing 3F12E7 monoclonal antibody. 2021. 125f. Thesis (Immunology) – 
Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2021. 

Fibroblast growth factor 2 (FGF2) is considered a key protein in melanoma 

development and is responsible to play an important role in tumor growth, 

angiogenesis, and metastasis.  The anti-FGF2 3F12E7, a murine monoclonal antibody 

(mAb), was previously obtained by collaborators, showing a promising antitumor 

strategy for melanoma when tested in mice. Considering the therapeutic potential of 

anti-FGF2 3F12E7 mAb, as well as its limited use in humans due to its murine origin, 

the aim of this study was its humanization by guided selection technique using phage 

display to obtain human antibodies corresponding to the murine anti-FGF2 3F12E7 

mAb. For the humanization process, three libraries of fragment antigen binding (Fab) 

were constructed: murine, hybrid, and human. The phage display, panning, and ELISA 

techniques were performed, in each step of humanization, for the selection of a Fab 

with affinity to recombinant FGF2 antigen (rFGF2). The guided selection strategy used 

did not produce functional human Fab clones, however, it resulted in the selection of 

functional human light chain (LC) and heavy chain (Fd fragment – variable region and 

first constant domain of the heavy chain). The next strategy was the cloning of the 

human LC and Fd variable regions into AbVec vectors (containing the constant region 

genes of LC and HC human immunoglobulin) and combining each LC with each HC 

for IgG1 expression by transient co-transfection into HEK293-F cells. Seven expressed 

antibodies showed binding to rFGF2 by surface plasmon resonance (SPR). In in vitro 

cell proliferation and migration assays using human endothelial cells (HUVEC) and 

human melanoma cells (SK-Mel-28), the human anti-FGF2 antibodies 62K98H and 

85L117H were able to significantly reduce the number of viable cells and to attenuate 

cell migration, in both cell lines, compared to the negative control (irrelevant IgG). 

These results were similar to those previously observed with the murine anti-FGF2 

3F12E7 mAb used as a template for the humanization process and are encouraging 

to further evaluate the therapeutic potential of the human anti-FGF2 antibodies 

62K98H and 85L117H.  

 



 

Keywords: Antibody humanization. Fragment antigen binding. Guided selection. 

Phage display. Melanoma. 

 
 

  



 

1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Fator de crescimento de fibroblastos 2 

 

O fator de crescimento de fibroblastos 2 (FGF2), também conhecido como fator 

básico de crescimento de fibroblastos (bFGF), é um dos membros da família FGF 

responsável por vários processos biológicos, incluindo regeneração tecidual, 

migração, proliferação e diferenciação celular (BIKFALVI, 1997; COMPAGNI et al., 

2000). O FGF2 está entre os primeiros fatores angiogênicos identificados (SHING et 

al., 1984; MOSCATELLI; PRESTA; RIFKIN, 1986), sendo capaz de, além de induzir o 

desenvolvimento de novos vasos sanguíneos, atuar como um fator oncogênico no 

crescimento de tumores (POWERS; MCLESKEY; WELLSTEIN, 2000). 

Existem 5 isoformas do FGF2, geradas a partir de um mesmo mRNA (PRATS 

et al., 1989). O FGF2 de 18 kDa, conhecido como isoforma de baixo peso molecular, 

é traduzido a partir do códon de iniciação convencional (AUG) e representa a 

sequência comum a todas as isoformas de FGF2. As outras isoformas, de alto peso 

molecular, são extensões amino-terminais do FGF2-18 kDa e são traduzidas a partir 

de códons de iniciação CUG localizados upstream ao códon AUG (ANDREUCCI et 

al., 2017). 

O FGF2-18 kDa, ao contrário das isoformas de alto peso molecular, é liberado 

extracelularmente e exerce sua ação através da ligação ao receptor FGF (FGFR: 

FGFR-1b, FGFR-1c, FGFR-2c, FGFR-3c e FGFR-4) (KORC; FRIESEL, 2009). Para 

iniciar a sinalização, o FGF2 interage com o FGFR e com heparan sulfato 

proteoglicanas (HSPGs) em um complexo ternário. O FGF2 não é capaz de ativar 

FGFRs sozinho, por isso utiliza HSPGs para estabilizar a interação FGF2-FGFR (AKL 

et al., 2016). 

Após a formação do complexo ternário FGF2-FGFR-HSPG, os FGFRs 

dimerizam, levando a alterações conformacionais na estrutura do receptor e 

fosforilação de múltiplos resíduos citoplasmáticos de tirosina, o que resulta na 

ativação de vias de sinalização downstream (Figura 1). Os resíduos de tirosina 

fosforilados servem como locais para encaixe e ativação das proteínas de sinalização: 

PLCγ, STAT e FRS2. (ESWARAKUMAR; LAX; SCHLESSINGER, 2005; AKL et al., 

2016; PORĘBSKA et al., 2018). 



 

Após a fosforilação de FRS2, as vias de sinalização Ras/MAPK e PI3K/Akt são 

iniciadas a partir da formação dos complexos FRS2-GRB2-SOS e FRS2-GRB2-GAB1, 

respectivamente. A via Ras/MAPK modula a proliferação, migração e diferenciação 

celular, enquanto que a via PI3K/Akt regula a divisão, sobrevivência e determinação 

do destino da célula (JANKU; YAP; MERIC-BERNSTAM, 2018; PORĘBSKA et al., 

2018). A sinalização via PLCγ é iniciada pela hidrólise de PIP2, gerando DAG e IP3. 

DAG ativa PKC, enquanto que IP3 altera os níveis celulares de cálcio. Essa via modula 

processos celulares como divisão celular, homeostase de cálcio, remodelação das 

membranas celulares e citoesqueleto (BLACK; BLACK, 2012). A ativação da 

sinalização via STAT ocorre a partir da fosforilação de STAT1, 3 e 5 e é responsável 

por modular funções celulares, como sobrevivência e proliferação celular (HART et 

al., 2000; PORĘBSKA et al., 2018). 

Além da sua ação através da ligação ao FGFR, o FGF2 pode interagir com 

integrinas αvβ3 expressas na superfície celular e promover a adesão, migração e 

angiogênese pela via de sinalização Ras/MAPK (ELICEIRI et al., 1998; RUSNATI; 

PRESTA, 2007). O FGF2 desempenha um papel importante na angiogênese tumoral, 

processo necessário para o crescimento tumoral e metástase (JIANG et al., 2020). 

Nos tecidos tumorais, o FGF2, assim como outros fatores angiogênicos, além de 

induzir a proliferação de células endoteliais para formar novos vasos sanguíneos, 

pode estimular as células tumorais a formarem estruturas tubulares semelhantes a 

vasos sanguíneos, mecanismo chamado de mimetismo vascular, que é observado em 

tumores de melanócitos (MANIOTIS et al., 1999; RONCA et al., 2013). 

A ação do FGF2 em células normais é regulada através da internalização do 

FGFR ao término da sinalização (AKL et al., 2016). Entretanto, a sinalização 

mitogênica excessiva através da via FGF2/FGFR, pela expressão aumentada de 

FGF2, está associada a fenótipos agressivos de câncer, com indução de angiogênese 

tumoral, desenvolvimento de vasculatura desorganizada, crescimento tumoral e 

indução de metástases, gerando resultados clínicos desfavoráveis (TAKASE et al., 

2016; GORDON-WEEKS et al., 2017). A expressão de FGF2 é aumentada ao longo 

da progressão do tumor (KWABI-ADDO; OZEN; ITTMANN, 2004), o que é um 

indicativo de pior prognóstico para os pacientes (HU et al., 2016). Em câncer de 

próstata, foi observada o aumento de quase 2,5 vezes na concentração de FGF2 no 

tecido tumoral, em comparação ao tecido normal, com uma concentração média de 

271 ng/g de FGF2 no tecido tumoral (GIRI; ROPIQUET; ITTMANN, 1999). 



 

 

Figura 1. Vias de sinalização do FGF2/FGFR. 

 
A cascata de sinalização começa com a ligação do FGF2 e heparan sulfato proteoglicanas (HSPG) ao 
FGFR para a formação de um complexo ternário. A ligação de FGF2 estimula a dimerização de FGFRs, 
levando à autofosforilação do receptor e à ativação de vias de sinalização downstream. A via de 
sinalização STAT é iniciada através da fosforilação de STAT1, 3 e 5. A via Ras/MAPK é ativada após 
a formação do complexo FRS2-GRB2-SOS, enquanto que a via PI3K/Akt é iniciada pela formação do 
complexo FRS2-GRB2-GAB1. A sinalização de PLCγ ativa DAG-PKC e IP3-Ca+2.  Em conjunto, essas 
vias de sinalização desempenham papel importante em vários processos celulares incluindo 
proliferação, migração, diferenciação e sobrevivência celular. FONTE: Adaptado de PORĘBSKA et al., 
2018. 

 

 



 

 FGF2 no microambiente tumoral 

 

O microambiente tumoral é composto por células tumorais, células endoteliais, 

células do sistema imune, fibroblastos, matriz extracelular (MEC) ao redor ou 

infiltrando os tecidos tumorais, e moléculas solúveis, como citocinas e fatores de 

crescimento (BHOME et al., 2015). O FGF2 é expresso por diferentes tipos celulares 

dentro do microambiente tumoral, e é capaz de interagir com receptores de membrana 

celular e moléculas solúveis ligadas à MEC para controlar a sua biodisponibilidade, 

estabilidade e concentração no microambiente (PRESTA et al., 2005).  

O FGF2 é capaz de atuar de maneira autócrina ou parácrina para promover a 

progressão do câncer (LIEU et al., 2011; AKL et al., 2016). Em um primeiro momento, 

acredita-se que o FGF2 seja expresso pelas células do estroma tumoral, e atue de 

forma parácrina induzindo a proliferação das células tumorais, e que, ao longo da 

progressão do tumor, as células tumorais comecem a expressar o FGF2 e passem a 

ser ativadas por via de sinalização autócrina (GLEAVE et al., 1991; KWABI-ADDO; 

OZEN; ITTMANN, 2004). 

Nas células endoteliais, o FGF2 atua estimulando a proliferação celular e 

desempenhando papel importante na angiogênese e remodelação vascular (YU et al., 

2017; HOSAKA et al., 2018). Os fibroblastos dentro do microambiente tumoral podem 

ser ativados pelo FGF2 e passar a produzir proteases, como as metaloproteinases de 

matriz (MMPs) que, além de facilitar o processo de invasão e metástase, degradam a 

MEC e promovem a liberação de fatores de crescimento, incluindo FGF2, aumentando 

a concentração desse fator no microambiente tumoral (AKL et al., 2016).  

Além das células endoteliais, fibroblastos e células tumorais, as células do 

sistema imune também atuam como fonte de FGF2. 

 

 Relação do FGF2 com as células do sistema imune 

 

Os macrófagos, neutrófilos, células mieloides supressoras (MDSCs), 

mastócitos, linfócitos T e B, são células do sistema imune encontradas no 

microambiente tumoral capazes de expressar FGF2 (KUJAWSKI et al., 2008; 

TAKASE et al., 2016; GORDON-WEEKS et al., 2017; IM et al., 2020; KOMI; 

REDEGELD, 2020; VAN DE VEEN et al., 2020), sendo os macrófagos associados ao 

tumor (TAM) as células que mais expressam FGF2 (IM et al., 2020). O FGF2 expresso 



 

pelas células do sistema imune atua principalmente nas células endoteliais, via 

sinalização parácrina de FGFR, e está envolvido na indução da proliferação, 

migração, sobrevivência e remodelamento dessas células para promover a 

angiogênese tumoral e a indução de metástases (DE PALMA; BIZIATO; PETROVA, 

2017). 

O FGF2 desempenha um papel fundamental na diferenciação dos macrófagos 

para um fenótipo semelhante a M2, pró-tumorigênico e imunossupressor (TAKASE et 

al., 2016; IM et al., 2020). Em linfócitos T, o FGF2 é capaz de aumentar a expressão 

das moléculas reguladoras PD-1, CTLA-4 e Tim-3 na superfície celular (DENG et al., 

2020) e, induzir a diminuição da produção de IFNγ, TNFα e granzima B por linfócitos 

T CD8+, o que resulta na redução da capacidade citotóxica dessas células (CHEN et 

al., 2020). Ainda, o FGF2 é responsável por diminuir a ativação, proliferação, e o 

recrutamento de linfócitos T CD4+ e CD8+ para o local do tumor (IM et al., 2020) e, por 

recrutar células com propriedades imunomoduladoras para o infiltrado tumoral, como 

MDSCs (LIU et al., 2014), sendo associado à regulação da resposta imune no 

microambiente tumoral (IM et al., 2020). Assim, abordagens que visam diminuir a ação 

do FGF2 no microambiente tumoral podem ser importantes estratégias terapêuticas 

antitumorais. 

A expressão aumentada de FGF2 é relacionada com vários tipos de câncer: 

gliomas (TAKAHASHI et al., 1990), câncer pancreático (YAMANAKA et al., 1993), 

carcinoma pulmonar de células não pequenas (BREMNES; CAMPS; SIRERA, 2006), 

tumores de próstata (DOW; DEVERE WHITE, 2000), carcinoma hepatocelular (FINN, 

2010), além de ser um fator chave para o desenvolvimento e crescimento de 

melanomas (WANG; BECKER, 1997). 

 

1.2 Opções para tratamento de melanoma 

 

O melanoma é o tipo mais agressivo e letal de câncer de pele (SCHADENDORF 

et al., 2015). A incidência dessa neoplasia tem aumentado em praticamente todos os 

países, sendo estimados 8.450 casos no Brasil em 2020 (INCA, 2021). 

Em estágio avançado os melanomas são difíceis de tratar, porque os tumores 

desenvolvem resistência à maioria das terapias (SCHADENDORF et al., 2015). Nos 

últimos anos, tratamentos tendo como alvos a via de sinalização MAPK (inibidores de 

BRAF e MEK) (LARKIN et al., 2014; LONG et al., 2015) e checkpoints imunológicos, 



 

anti-PD-1 (ROBERT et al., 2015) e anti-CTLA-4 (HODI et al., 2010), foram aprovados 

para melanoma avançado, com base em ensaios clínicos de fase III que mostraram 

melhora na taxa de sobrevida global e sobrevida livre de progressão (SILVA; LONG, 

2017). 

A terapia com inibidores de BRAF induz respostas rápidas na maioria dos 

pacientes, no entanto, grande parte desses pacientes desenvolve resistência dentro 

de 6 a 8 meses (WELSH et al., 2016). Uma alternativa é o uso de anticorpos 

monoclonais (mAbs) inibidores de checkpoints imunológicos (antagonistas de PD- 1 e 

CTLA-4, por exemplo) (EMENS et al., 2017) que bloqueiam as interações inibitórias 

que atuam como supressoras da resposta antitumoral, ativando a resposta 

imunológica do próprio paciente para identificar e destruir os tumores (ALSAAB et al., 

2017). Os inibidores de PD-1 induzem respostas em 40-55% dos pacientes quando 

usados sozinhos em monoterapia ou quando combinados com anti-CTLA-4 (SILVA; 

LONG, 2017), entretanto, apenas um terço dos pacientes com melanoma mostram 

respostas duradouras a essas terapias (SOMASUNDARAM; HERLYN, 2015).  

Assim, ainda persiste um prognóstico ruim para pacientes com melanoma 

metastático, com uma expectativa de vida de cinco anos para 5 a 19% dos casos e 

uma média de sobrevida de 5,3 meses (SANDRU et al., 2014), apesar das tentativas 

terapêuticas mais recentes (HODI et al., 2010; LARKIN et al., 2014; LONG et al., 2015; 

ROBERT et al., 2015; SILVA; LONG, 2017). 

Diante disso, torna-se necessário o desenvolvimento de novas opções de 

tratamento, potencialmente mais eficazes, ou que possam ser combinadas no 

combate a essa neoplasia. Inibidores angiogênicos têm se mostrado promissores no 

tratamento de múltiplos tipos de câncer e apresentam melhores resultados em 

pacientes com metástases (LIEU et al., 2011). Em 2004, o mAb anti-VEGF 

(bevacizumab) foi aprovado pelo FDA como terapia de primeira linha em combinação 

com a quimioterapia padrão em pacientes com câncer colorretal avançado. Desde 

então, o uso do bevacizumab foi estendido a outros tipos de câncer, incluindo 

melanoma (ALESSI et al., 2009). No entanto, muitos pacientes que respondem a essa 

terapia antiangiogênica também desenvolvem resistência (LIEU et al., 2011). 

Evidências experimentais indicam que a regulação positiva da via FGF2/FGFR atua 

como mecanismo compensatório de escape à terapia anti-VEGF, com indução de 

angiogênese independente de VEGF, em modelos de tumor experimental 

(CASANOVAS et al., 2005; HOSAKA et al., 2020; ICHIKAWA et al., 2020) e em 



 

pacientes (ALESSI et al., 2009; WILLETT et al., 2009; KOPETZ et al., 2010). A 

expressão aumentada de FGF2 também foi relacionada com recidiva tumoral após 

falha na terapia com inibidor do receptor VEGF (BATCHELOR et al., 2007).  

Terapias combinadas vem sendo propostas para o tratamento de melanoma 

metastático (HOELLER, 2020), como a inibição de VEGF e FGF2 em combinação, ou 

de forma sequencial, visando a inibição da angiogênese tumoral de forma sinérgica 

(LIEU et al., 2011; GORDON-WEEKS et al., 2017) e, a combinação de terapias 

antiangiogênicas com a inibição de checkpoints imunológicos para potencializar a 

imunidade antitumoral (PALAKURTHI et al., 2019; DENG et al., 2020; LEE et al., 

2020). No entanto, terapias eficazes com alvo no FGF2 ainda não foram aprovadas 

(HOSAKA et al., 2020). 

 

1.3 Interferências na via de sinalização do FGF2 em melanoma 

 

A inibição da sinalização do FGFR mediada por FGF2 pode ser uma alternativa 

de tratamento para pacientes com melanoma avançado ou refratário, porque o FGF2 

além de estimular a angiogênese, aumenta diretamente a proliferação de células de 

melanoma (EMMETT; DEWING; PRITCHARD-JONES, 2011; AKL et al., 2016). Em 

estudo anterior, a inibição da expressão de FGF2 ou FGFR-1 foi suficiente para 

impedir o crescimento de melanomas humanos, primários e metastáticos em 

camundongos (VALESKY et al., 2002). Isso ocorreu devido à indução de apoptose 

massiva das células de melanoma e à capacidade de bloquear a neovascularização, 

sem ativação ou aumento da expressão de outra molécula angiogênica (VALESKY et 

al., 2002), sugerindo que a via de sinalização FGF2/FGFR-1 tem papel fundamental 

no melanoma humano. Experimentos com uso de cDNA anti-sense para FGF2 ou 

FGFR-1 (WANG; BECKER, 1997), ou estratégias de vacinação utilizando peptídeos 

com alvo no FGF2 ou com domínios de ligação ao FGFR (PLUM et al., 2000; AGUZZI 

et al., 2011; YU et al., 2012; XIAO et al., 2015), também apresentaram resultados 

promissores, acarretando em redução da angiogênese e do crescimento tumoral em 

modelos experimentais de melanoma.  

A interferência na ação do FGF2 através de um mAb, conceito da terapia alvo-

dirigida, foi abordada no desenvolvimento de um hibridoma produtor do mAb murino 

anti-FGF2 3F12E7, gerado pela Dra. Jane Zveiter de Moraes, do Departamento de 

Biofísica da Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP) e caracterizado em 



 

colaboração com o Dr. Roger Chammas, da Faculdade de Medicina da Universidade 

de São Paulo (USP) e nosso grupo de pesquisa. Esse anticorpo murino teve seu 

potencial explorado em modelo experimental e apresentou capacidade de diminuição 

da densidade vascular tumoral, comprometimento do desenvolvimento do tumor e 

redução do número e tamanho de focos metastáticos nos pulmões de camundongos 

experimentalmente inoculados com células de melanoma murino B16-F10, sendo 

considerado, pelos resultados obtidos, um agente promissor no auxílio do tratamento 

de melanoma (DE AGUIAR et al., 2016). Mais recentemente, uma molécula de 

fragmento variável de cadeia única (scFv) foi gerada pelo mesmo grupo de pesquisa, 

a partir do mAb murino anti-FGF2 3F12E7. O scFv 3F12E7, apesar de formar 

agregados, foi capaz de reconhecer especificamente o FGF2 e inibir o crescimento do 

tumor em modelo experimental de melanoma murino de forma semelhante ao mAb 

3F12E7 (DE AGUIAR et al., 2021). 

 

1.4 Anticorpos monoclonais (mAbs) 

 

A tecnologia de hibridoma desenvolvida na década de 1970 por Köhler e 

Milstein (KÖHLER; MILSTEIN, 1975) provou ser um meio eficiente para produzir 

anticorpos de especificidade única e em quantidades ilimitadas. Outras tecnologias e 

metodologias de produção de mAbs foram desenvolvidas posteriormente para a 

obtenção de mAbs humanizados e humanos (DOS SANTOS et al., 2018). Devido à 

sua excelente especificidade e alta afinidade, os mAbs têm sido considerados 

moléculas atraentes para o diagnóstico e terapia de múltiplas doenças, incluindo 

vários tipos de câncer, doenças autoimunes, metabólicas e infecciosas. 

Estruturalmente, os anticorpos são glicoproteínas formadas por 4 cadeias 

polipeptídicas: 2 cadeias pesadas (HC) idênticas e 2 cadeias leves (LC) também 

idênticas. Cada HC é ligada a uma LC por ligação dissulfeto (PORTER, 1973). As 

cadeias são compostas por domínios variáveis e constantes: as LC possuem um 

domínio variável (VL) e um constante (CL), enquanto que as HC, possuem um domínio 

variável (VH) e 3 ou 4 constantes (CH1, CH2, CH3 e/ou CH4), dependendo da classe 

do anticorpo (AMZEL; POLJAK, 1979; SCHROEDER; CAVACINI, 2010). 

A região constante da LC pode ser do tipo kappa (κ) ou lambda (λ). E a região 

constante da HC pode ser α, µ, γ, δ e ε, determinando o isotipo ou classe do anticorpo: 

IgA, IgM, IgG, IgD ou IgE (AMZEL; POLJAK, 1979). Cada região variável (VH e VL) 



 

possui 3 regiões hipervariáveis, denominadas regiões determinantes de 

complementariedade (CDRs), que formam uma estrutura de ligação ao antígeno. As 

diferenças de especificidade de cada anticorpo se dá principalmente a partir de 

diferenças nessas regiões (WU; KABAT, 1970; KABAT; WU, 1971; KEHOE; CAPRA, 

1971; PADLAN, 1994). 

As regiões VH e VL mais o domínio CH1 e a CL formam o fragmento de ligação 

ao antígeno (Fab). O Fab existe em pares idênticos formando o fragmento bivalente 

F(ab’)2 que é ligado ao fragmento cristalizável (Fc) através de um segmento 

denominado de dobradiça, responsável por conferir flexibilidade ao anticorpo 

(PADLAN, 1994). A eficiência clínica dos anticorpos terapêuticos depende de dois 

tipos de características funcionais: ligação específica ao antígeno conferida 

principalmente pelas CDRs dentro das regiões VH e VL e funções efetoras mediadas 

pelo Fc. 

Atualmente, anticorpos terapêuticos, e produtos relacionados a anticorpos, 

como proteínas de fusão ao Fc, fragmentos de anticorpos, e conjugados, representam 

a classe de produto dominante no mercado biofarmacêutico, com vendas mundiais de 

quase US$ 163 bilhões em 2019, o que representa cerca de 70% das vendas do setor 

(ECKER; CRAWFORD; SEYMOUR, 2020). O aumento desse setor é impulsionado 

principalmente pelo alto crescimento nas vendas e aprovação de mAbs na área 

oncológica (AGGARWAL, 2014; LU et al., 2020).  

Até o momento, 126 anticorpos foram aprovados pelo FDA e/ou EMA para uso 

terapêutico, sendo 8 deles aprovados no ano de 2021 (ANTIBODY SOCIETY, 2021), 

quase 300 mAbs terapêuticos iniciaram a fase II de ensaios clínicos e mais de 450 

iniciaram estudos de fase I, sem levar em consideração anticorpos contra a COVID19 

(KAPLON; REICHERT, 2021). 

Anticorpos monoclonais contra vários fatores de crescimento ou seus 

receptores, incluindo fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), receptor do 

fator de crescimento epidérmico (EGFR), receptor do fator de crescimento epidérmico 

humano 2 (HER2), estão sendo usados no tratamento de diferentes tipos de câncer 

com sucesso considerável (WANG et al., 2012). A associação da expressão 

aumentada de FGF2 com muitos tipos de câncer, incluindo o melanoma, sugere que 

o FGF2 também possa ser um excelente alvo para o desenvolvimento de um mAb 

terapêutico. 



 

Apesar da tecnologia de hibridoma representar uma fonte efetiva para o 

desenvolvimento de mAbs com potencial terapêutico, anticorpos de origem murina, 

podem induzir resposta imunogênica (HWANG; FOOTE, 2005; PRESTA, 2008), 

diminuindo assim a eficácia terapêutica (CABILLY et al., 1984) e podendo ocasionar 

efeitos adversos (MIRICK et al., 2004). 

 

 Imunogenicidade de anticorpos murinos 

 

Em 1986, foi aprovada a primeira utilização terapêutica de um mAb, 

muromonab (Orthoclone OKT3), que reconhece o receptor CD3 de linfócitos T e atua 

modulando a resposta imune para controlar a rejeição celular aguda nos transplantes 

renais (EMMONS; HUNSICKER, 1987). Mesmo sendo de origem murina este mAb 

obteve sucesso por se tratar de uso pontual, suficiente para a reversão do processo 

de rejeição celular aguda. No entanto, os pacientes que receberam OKT3 

desenvolveram uma porcentagem significativa de anticorpos antidrogas (ADA). 

Aproximadamente 84% dos pacientes tratados com mAbs murinos desenvolveram 

anticorpos humanos anti-camundongo (HAMA) (HWANG; FOOTE, 2005; PRESTA, 

2008). 

A resposta HAMA leva à inativação e eliminação do anticorpo murino 

(SHAWLER et al., 1985) e impede o uso de múltiplas administrações do anticorpo, 

necessário para terapias antitumorais, por exemplo. As questões de imunogenicidade, 

diminuição da eficácia terapêutica (CABILLY et al., 1984), farmacocinética 

desfavorável (OBER et al., 2001) e indução de efeitos adversos (MIRICK et al., 2004), 

impossibilitam o uso de anticorpos de origem murina na terapia humana (SHAWLER 

et al., 1985). Além disso, os anticorpos murinos pouco interagem com o sistema efetor 

imune humano. As funções efetoras do anticorpo murino mediadas pelo fragmento Fc, 

como a citotoxicidade celular dependente de anticorpos (ADCC) e a fagocitose celular 

dependente de anticorpos (ADCP) são diminuídas ou ausentes em humanos 

(BRUHNS; JÖNSSON, 2015). Isso também se aplica à interação com o receptor Fc 

neonatal (FcRn) que pode resultar em uma meia vida muito curta de anticorpos 

murinos quando usados para terapia humana (OBER et al., 2001). Tendo em vista a 

problemática do uso de mAbs murinos para terapia em humanos, técnicas de 

humanização de anticorpos foram desenvolvidas com o objetivo de tornar essas 

moléculas mais semelhantes às sequências humanas. 



 

 

 Humanização de anticorpos 

 

As técnicas de humanização de anticorpos surgiram com a finalidade de 

produzir anticorpos com imunogenicidade mínima quando administrados em humanos 

e com retenção da afinidade e especificidade do anticorpo parental de origem não 

humana. 

No final da década de 1980, o conhecimento acerca da tecnologia do DNA 

recombinante e das técnicas de biologia molecular, juntamente com os avanços em 

relação à compreensão da estrutura do anticorpo, foram usados para substituir 

sequências de anticorpos murinos por sequências de anticorpos humanos (HWANG; 

FOOTE, 2005; PRESTA, 2008). Inicialmente apenas a sequência dos domínios 

constantes do anticorpo murino foi substituída por homólogos humanos, resultando 

em anticorpos quiméricos com aproximadamente 70% de conteúdo humano 

(MORRISON et al., 1984) (Figura 2). Essa técnica foi capaz de diminuir a 

imunogenicidade dos anticorpos e manter a especificidade do anticorpo parental. 

Entretanto, os domínios variáveis murinos geraram anticorpos humanos anti-

quiméricos (HACA) em aproximadamente 40% dos pacientes (HWANG; FOOTE, 

2005). 

Tendo em vista essa problemática, foi necessário reduzir o conteúdo murino 

dos anticorpos por sequências humanas com estruturas mais próximas (GÜSSOW; 

SEEMANN, 1991) o que resultou em anticorpos humanizados. A técnica de 

transplante de CDR foi a primeira técnica de humanização desenvolvida (JONES et 

al., 1986). Nessa técnica, as sequências das CDRs, que medeiam a maior parte da 

interação com o antígeno, do anticorpo parental murino são transplantadas para um 

framework humano (Figura 2). É uma das técnicas mais utilizadas para humanização 

de anticorpos, e tornou viável o uso clínico dos mAbs de origem murina. No entanto, 

apesar do sucesso inicial do transplante de CDR, a maioria dos anticorpos obtidos por 

esta técnica apresentou acentuada redução da afinidade de ligação ao antígeno em 

relação ao anticorpo parental murino, com a necessidade de manter alguns 

aminoácidos murinos no framework para não desestabilizar a estrutura de ligação do 

anticorpo (VERHOEYEN; MILSREIN; WINTER, 1988; TEMPEST et al., 1991).  

 



 

Figura 2. Representação esquemática da humanização de anticorpos. 

Domínios vermelhos representam regiões de origem murina e domínios azuis representam regiões 
totalmente humanas. FONTE: DOS SANTOS et al., 2018. 

 

Atualmente são descritos vários métodos de humanização de anticorpos 

baseados na construção de variantes pela análise da estrutura e sequência dos 

anticorpos parentais, na substituição dos resíduos expostos na superfície dos 

anticorpos (DOS SANTOS et al., 2013) e na seleção de clones a partir da construção 

de bibliotecas combinatórias.  

Bibliotecas combinatórias de anticorpos humanos são construídas pela 

amplificação de genes de LC e HC, geralmente a partir de linfócitos do sangue 

periférico, mas também podem ser construídas a partir de amostras de linfonodos, 

baço ou medula, e são geradas no formato de fragmentos de anticorpos: scFv ou Fab 

(BARBAS et al., 2001). As bibliotecas não representam o repertório de pares de genes 

de anticorpos produzidos pelo sistema imune porque os genes da LC e HC são 

amplificados separadamente e depois clonados formando pares aleatórios. Esta 

característica aumenta a diversidade da biblioteca e consequentemente a chance de 

obter clones de anticorpos com a especificidade desejada (TSURUTA; DOS SANTOS; 

MORO, 2018). 

As tecnologias de in vitro display representam plataformas de seleção de 

fragmentos de anticorpo específicos a uma determinada molécula utilizando uma 

biblioteca combinatória (TSURUTA; DOS SANTOS; MORO, 2018). A tecnologia de 

phage display foi a primeira plataforma de in vitro display desenvolvida através da 

apresentação de um peptídeo exógeno na superfície de um bacteriófago (fago) 

filamentoso (SMITH, 1985). No phage display de fragmentos de anticorpos, o 



 

repertório de anticorpos é apresentado na superfície de fagos, no formato mono ou 

polivalente, ligado geralmente à proteína pIII de superfície do fago. Esse repertório é 

concentrado em clones que se ligam ao antígeno de interesse através da incubação 

com o mesmo pelo processo denominado de panning. Em seguida, os clones são 

isolados e caracterizados para a escolha daqueles que possuem maior afinidade ao 

antígeno alvo. Os clones selecionados podem ser induzidos para a expressão dos 

fragmentos de anticorpo na forma solúvel e depois purificados para a caracterização 

(WINTER et al., 1994). As sequências codificadoras dos fragmentos de anticorpos 

(Fab ou scFv) selecionados podem também ser clonadas em outros vetores de 

expressão, para inserção da região Fc, e expressas em diferentes sistemas de 

expressão (HUST et al., 2011; FRENZEL; SCHIRRMANN; HUST, 2016).  

Os principais avanços da plataforma de phage display de anticorpos foram: a 

geração de repertório de anticorpos utilizando processos totalmente in vitro, 

independente da resposta imune in vivo; a seleção de anticorpos com conteúdo 

totalmente humano; a obtenção de mAbs contra qualquer tipo de antígeno como auto 

antígenos, antígenos tóxicos, instáveis e não imunogênicos; e a possibilidade de 

maturação de afinidade dos anticorpos selecionados (FRENZEL; SCHIRRMANN; 

HUST, 2016). 

 

 Seleção guiada 

 

A abordagem de humanização de anticorpos por seleção guiada utiliza a 

tecnologia de phage display para conduzir a seleção de clones de fragmentos de 

anticorpos humanos com características fenotípicas correspondentes ao anticorpo 

parental não humano (OSBOURN; GROVES; VAUGHAN, 2005). Nessa técnica de 

humanização não é levada em consideração a estrutura tridimensional do anticorpo 

de origem, nem é necessária qualquer sequência proteica da molécula parental 

murina na obtenção do produto final, sendo possível isolar um fragmento de anticorpo 

totalmente humano (BEIBOER et al., 2000). 

Anticorpos totalmente humanos são considerados atualmente a melhor opção 

para terapia uma vez que apresentam o menor risco de imunogenicidade (HWANG; 

FOOTE, 2005). O primeiro anticorpo totalmente humano aprovado pelo FDA em 2002 

foi o anti-TNF-α Humira (adalimumab), com indicação para o tratamento de artrite 



 

reumatoide e doença de Crohn, e foi obtido pela técnica de seleção guiada 

(OSBOURN; GROVES; VAUGHAN, 2005).  

A técnica de seleção guiada permite o isolamento de um ou mais clones de 

fragmentos de anticorpos humanos a partir da combinação entre os genes de um 

clone de fragmento de anticorpo parental murino (ou de outra espécie), que serve 

como molde de seleção, e uma biblioteca de genes de LC ou HC de origem humana 

para a obtenção de clones com afinidade ao antígeno (JESPERS et al., 1994). O gene 

da LC e HC do anticorpo parental murino é substituído, de forma sequencial ou 

paralela, por genes de anticorpos humanos (OSBOURN; GROVES; VAUGHAN, 

2005). 

A estratégia de seleção guiada utilizada neste trabalho foi a sequencial e está 

esquematizada na Figura 3. Resumidamente, ocorre a construção de uma biblioteca 

combinatória Fab formada pelos genes da região VH e o domínio CH1, que juntos 

formam o fragmento Fd do anticorpo murino, e pelos genes da LC murina. A biblioteca 

murina é apresentada na superfície de fagos e selecionada contra o antígeno alvo do 

anticorpo parental murino. Em seguida, a sequência Fd do Fab murino selecionado é 

utilizada para a construção de uma biblioteca combinatória Fab híbrido formada pelo 

fragmento Fd do Fab murino e por um repertório de genes LC humanos. A biblioteca 

híbrida também é apresentada na superfície de fagos e selecionada contra o alvo. Em 

seguida, a sequência LC humana que foi selecionada é clonada em vetor contendo 

uma biblioteca de genes de fragmentos Fd humanos e a nova biblioteca combinatória 

Fab é selecionada contra o antígeno de interesse. Posteriormente, clones com 

sequências humanas são isolados e os Fab destes clones são expressos e 

caracterizados em relação à afinidade ao antígeno. Ao final deste processo é obtido 

um ou mais clones com sequências de fragmentos de anticorpos totalmente humanos 

que se ligam ao mesmo alvo contra o qual foi gerado o anticorpo de origem não 

humana (WATZKA; PFIZENMAIER; MOOSMAYER, 1998). 

 

 

 

 

 



 

Figura 3. Modelo representativo da geração de Fab humano a partir da técnica de 
seleção guiada sequencial. 

 

Primeiramente, ocorre a construção de uma biblioteca combinatória de fragmentos de ligação ao 
antígeno (Fab) murino formada pelos genes da região variável da cadeia pesada (VH) e o primeiro 
domínio constante da cadeia pesada (CH1), que juntos formam o fragmento Fd, do anticorpo murino, 
e pelos genes da cadeia leve (LC) murina. Essa biblioteca é apresentada na superfície de fagos e 
selecionada contra o antígeno alvo do anticorpo parental murino. A sequência Fd do Fab murino 
selecionado é utilizada para a construção de uma biblioteca combinatória Fab híbrido formada pelo 
gene Fd do Fab murino e por um repertório de genes LC humanos. A biblioteca híbrida é apresentada 
na superfície dos fagos e selecionada contra o alvo. Por fim, a sequência LC humana selecionada é 
clonada no vetor contendo uma biblioteca de genes de fragmentos Fd humanos e a biblioteca 
combinatória Fab humano é selecionada contra o antígeno de interesse para seleção de clones com 
sequências de fragmentos de anticorpos totalmente humanos que se ligam ao mesmo alvo do anticorpo 
parental murino. FONTE: Adaptado de OSBOURN; GROVES; VAUGHAN, 2005. 

 

 

 



 

A técnica de seleção guiada é uma metodologia vantajosa para a humanização 

de anticorpos candidatos que mostraram a atividade biológica esperada em ensaios 

prévios, tendo em vista que permite a seleção de anticorpos totalmente humanos e 

utiliza o antígeno de interesse em todas as etapas de seleção para obter clones com 

afinidade ao alvo (KIM; HONG, 2007). Por isso o mAb murino anti-FGF2 3F12E7, que 

mostrou resultados promissores para utilização como adjuvante na terapia para o 

melanoma (DE AGUIAR et al., 2016), foi utilizado como modelo para sua humanização 

através da técnica de seleção guiada. 

 



 

CONCLUSÕES 

 

 Foi possível selecionar um Fab murino utilizando phage display/panning de uma 

biblioteca combinatória Fab murino construída a partir do hibridoma anti-FGF2 

3F12E7; 

 Os Fab murinos, expressos no sobrenadante do lisado de E. coli TOP10F’, foram 

capazes de se ligar ao antígeno rFGF2 por ELISA; 

 O fragmento Fd murino do clone Fab murino 15 selecionado foi capaz de guiar a 

seleção de três Fab híbridos provenientes de uma biblioteca combinatória Fab 

híbrido utilizando phage display/panning; 

 Os Fab híbridos, expressos no sobrenadante do lisado de E. coli TOP10F’, foram 

capazes de se ligar ao antígeno rFGF2 por ELISA; 

 As LC humanas dos clones Fab híbridos 32, 62 e 85 selecionados não foram 

capazes de guiar a seleção de Fab humanos provenientes de bibliotecas 

combinatórias Fab humano utilizando phage display/panning nas condições 

utilizadas neste trabalho; 

 Não foi possível identificar clones Fab humanos, com as duas cadeias (LC e Fd) 

humanas funcionais ao longo da técnica de humanização por seleção guiada nas 

condições utilizadas neste trabalho; 

 Foram selecionados 9 clones com fragmentos Fd humanos funcionais 

provenientes das bibliotecas combinatórias Fab humano utilizando phage 

display/panning; 

 Através da cotransfecção transitória em células HEK293-F utilizando vetores 

AbVec, foi possível a obtenção de 20 anticorpos humanos e 1 anticorpo quimérico 

anti-FGF2; 

 Sete anticorpos humanos anti-FGF2 apresentaram ligação ao antígeno rFGF2 em 

ensaio de ligação por SPR; 

 Em ensaios de proliferação e migração com células HUVEC e SK-Mel-28, os 

anticorpos humanos anti-FGF2 62K98H e 85L117H, e o anticorpo quimérico anti-

FGF2, foram capazes de reduzir, de forma significante, o número de células viáveis 

e a migração celular em comparação aos grupos controles tratados com anticorpos 

humanos irrelevantes, resultado semelhante ao obtido com o mAb murino anti-

FGF2 3F12E7 utilizado neste trabalho como modelo de humanização. 
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