
UNIVERSIDADE FEDERAL DE CIÊNCIAS DA SAÚDE DE 

PORTO ALEGRE – UFCSPA 

CURSO DE PÓS-GRADUAÇÃO EM BIOCIÊNCIAS 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Porto Alegre 

2025 

Veridiane Maria Pscheidt 

Desenvolvimento de um ensaio para 

detecção de anticorpos de bloqueio dos 

receptores inibitórios imunes PD-1/PD-L1 

por citometria de fluxo 



Veridiane Maria Pscheidt 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Desenvolvimento de um ensaio para 

detecção de anticorpos de bloqueio dos 

receptores inibitórios imunes PD-1/PD-L1 

por citometria de fluxo 

 
Dissertação submetida ao Programa de Pós- 

Graduação em Biociências da Fundação 

Universidade Federal de Ciências da Saúde 

de Porto Alegre como requisito para a 

obtenção do grau de Mestre em Biociências 

 

 

Orientadora: Profa. Dra. Cristina Beatriz Cazabuena Bonorino 

Coorientador: Dr. Rodrigo Benedetti Gassen 

 

 

 

 

 

 

Porto Alegre 

2025 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



INSTITUIÇÕES E FONTES FINANCIADORAS 

 

Este trabalho foi desenvolvido na UFCSPA sob financiamento proveniente dos seguintes 

projetos de pesquisa: 

 

Projeto: Desenvolvimento de imunoterápicos oncológicos e testes preditivos para o Sistema 

Único de Saúde (SUS) 

Financiamento: Pronon 2019, DECIT/Ministério da Saúde 

Número único de Protocolo: 25000.172780/2019-38 

Parceiro: Santa Casa de Misericórdia de Porto Alegre 

 

Projeto: Desenvolvimento de Imunoterápicos no Rio Grande do Sul 

Financiamento: FAPERGS RITES 2022 

Número único de Protocolo: 22/2551-0000388-5 

Parceiros: UNISC, PUCRS, UFRGS, UCSD, USP, UFRJ 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Às mulheres que vieram antes de mim, que 

apesar de seus talentos, força e sonhos, não 

tiveram as mesmas oportunidades. Que suas 

histórias continuem a inspirar e que suas 

lutas nunca sejam esquecidas. 



PÁGINA DE AGRADECIMENTOS 

 

 

A jornada do mestrado é uma travessia que, embora muitas vezes solitária, só se completa 

com o apoio, a orientação e o incentivo de muitas pessoas. A elas, expresso aqui minha mais 

profunda gratidão. 

 

À minha orientadora, Cristina Bonorino. sou grata pela oportunidade e pela confiança 

depositada em mim desde o início. Sua orientação foi fundamental, não apenas pelo rigor 

científico, mas também pelo exemplo de dedicação e paixão pela imunologia. 

 

Ao meu coorientador, Rodrigo Gassen, agradeço pela disponibilidade, pelas discussões 

produtivas e por trazer novas perspectivas. Suas ideias e seu bom humor foram um grande 

impulso para este trabalho. 

 

Aos colegas e amigos do Laboratório de Imunoterapia da UFCSPA, em especial ao José e a 

Claudia, pela parceria, pela ajuda nos experimentos e pelas conversas que tornaram o 

ambiente do laboratório um lugar de aprendizado e colaboração. 

 

Agradeço aos membros da banca examinadora, por dedicarem seu tempo à leitura deste 

trabalho e por suas valiosas críticas e sugestões. 

 

Aos meus pais, Vilmar e Cirlei, por serem a minha base, pelo amor incondicional e pelo 

incentivo aos estudos. 

 

À minha querida irmã Laís, pelo apoio, sua torcida foi fundamental para que eu chegasse 

até aqui 

 

Ao meu namorado, Arthur, por todo carinho, amor e suporte, principalmente nos momentos 

finais do mestrado. 

 

Por fim, aos meus amigos Amanda, Fabiane, Ana e Lionel que mesmo distantes da rotina do 

laboratório, souberam oferecer as palavras de ânimo e momentos de leveza. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

"It's a matter of figuring out what the brakes are and taking them off." 

— James P. Allison 

  



 

RESUMO 

 

A imunoterapia com anticorpos monoclonais que bloqueiam receptores inibitórios imunes 

como a proteína de morte celular programada 1 (PD-1) e seu ligante (PD-L1) revolucionou 

o tratamento do câncer. O desenvolvimento de novas terapias e biossimilares exige 

metodologias analíticas validadas para caracterizar a capacidade de bloqueio funcional 

desses anticorpos. Embora a citometria de fluxo seja uma plataforma versátil, poucos ensaios 

são descritos para esta aplicação específica. O objetivo deste trabalho foi desenvolver e 

validar um ensaio de citometria de fluxo para quantificar a capacidade de bloqueio da 

interação PD-1/PD-L1. Para isso, foi desenvolvido um ensaio onde a proteína recombinante 

PD-1 humana foi conjugada a beads de poliestireno. A capacidade de bloqueio foi medida 

pela inibição da ligação da proteína PD-L1 conjugada a um fluorocromo, às esferas com PD- 

1. O ensaio demonstrou inibição dose dependente na presença de um anticorpo monoclonal 

αPD-L1. A partir da curva de inibição, construída com concentrações no intervalo de 0,1 a 

15 µg/mL, foi determinado um IC₅₀ médio de 3,122 µg/mL. A plataforma se mostrou precisa 

e robusta, sem diferença estatisticamente significativa entre três ensaios independentes 

(ANOVA de duas vias, p = 0,2178). Adicionalmente, a atividade de bloqueio foi validada 

em um ensaio funcional de co-cultura, no qual o anticorpo αPD-L1 restaurou 

significativamente a ativação de células T (p = 0,0001). Conclui-se que o ensaio 

desenvolvido é uma ferramenta precisa, reprodutível e rápida, adequada para a triagem 

funcional e o controle de qualidade de novos anticorpos monoclonais direcionados ao eixo 

PD-1/PD-L1. 

 

 

Palavras-chave: Citometria de Fluxo; PD-1; PD-L1; Anticorpos Monoclonais; Imunoterapia. 



ABSTRACT 

 

Immunotherapy with monoclonal antibodies that block inhibitory checkpoints such as PD- 

1/PD-L1 has revolutionized cancer treatment. The development of new therapies and 

biosimilars requires validated analytical methodologies to characterize the functional 

blocking capacity of these antibodies. Although flow cytometry is a versatile platform, few 

assays are described for this specific application. The objective of this work was to develop 

and validate a flow cytometry-based assay to quantify the blocking capacity of the PD-1/PD- 

L1 interaction. For this, an assay was developed where recombinant human PD-1 protein 

was conjugated to polystyrene microbeads. The blocking capacity was measured by the 

inhibition of binding of a fluorochrome-conjugated PD-L1 protein to the PD-1-coated beads. 

The assay demonstrated dose-dependent inhibition in the presence of an αPD-L1 monoclonal 

antibody. From the inhibition curve, constructed using concentrations ranging from 0.1 to 

15 µg/mL, a mean IC₅₀ of 3.122 µg/mL was determined. The platform proved to be precise 

and robust, with no statistically significant difference between three independent 

experiments (two-way ANOVA, p = 0.2178). Additionally, the blocking activity was 

validated in a functional co-culture assay, in which the αPD-L1 antibody significantly 

restored T-cell activation (p = 0.0001). In conclusion, the developed assay is a precise, 

reproducible, and rapid tool suitable for the functional screening and quality control of new 

monoclonal antibodies targeting the PD-1/PD-L1 axis. 

 

Key words: Flow Cytometry; PD-1; PD-L1; Monoclonal Antibodies; Immunotherapy. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O câncer é um conjunto de doenças caracterizado pelo crescimento anormal e 

descontrolado de células que invadem os tecidos adjacentes e se disseminam para outros 

órgãos, processo conhecido como metástase. Esse fenômeno é a principal causa de 

mortalidade relacionada ao câncer (WHO, 2023). Segundo a OMS, a doença é a segunda 

causa de morte no mundo e em 2020 foi responsável por aproximadamente 10 milhões de 

mortes, sendo a causa de 1 a 6 mortes neste ano. Câncer de pulmão, próstata, colorretal, 

estômago e fígado são os tipos mais comuns em homens, enquanto câncer de mama, 

colorretal, pulmão, colo de útero e tireoide são os mais frequentes entre mulheres (WHO, 

2023). 

No Brasil, são previstos 704 mil novos casos de câncer para cada ano do triênio 2023- 

2025 e as regiões Sul e Sudeste concentram cerca de 70% da incidência (INCA, 2023). Dados 

do INCA mostram que os custos diretos do governo federal com o tratamento do câncer 

aproximaram-se de 4 bilhões em 2018 (INCAa, 2021). O desenvolvimento de terapias de 

menor custo e de origem nacional se faz necessário tendo em vista a epidemiologia da 

doença. 

Atualmente, o manejo oncológico compreende uma abordagem multimodal que 

integra intervenções como a ressecção cirúrgica, a radioterapia, a quimioterapia e, mais 

recentemente, a imunoterapia. A imunoterapia atua modulando componentes celulares e 

moleculares da resposta imunológica, restaurando a vigilância imune antitumoral (NCI, 

2023). 

Dentro da imunoterapia estão os bloqueadores de receptores inibitórios imunes, mais 

especificamente, moléculas e células que atuam no desbloqueio do sistema imunológico. 

Receptores inibitórios fazem parte da fisiologia do sistema imune e seu papel principal é 

prevenir uma resposta imune exacerbada e manter a homeostase. Os receptores inibitórios 

são ativados quando correceptores da superfície de células T ligam a correceptores de 

ativação de outras células, como células tumorais. Esses correceptores são chamados de 

proteínas de receptores inibitórios. A interação entre essas proteínas desencadeia um sinal 

inibitório da ativação das células T. No contexto tumoral, isso impede a resposta antitumoral 

mediada por células T citotóxicas e auxiliares (NCIa, 2023). 
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A imunoterapia baseada em inibidores de receptores inibitórios imunes consiste em 

bloquear a ligação entre o ligante e o receptor inibitório, evitando a inibição da ativação das 

células T, permitindo a resposta imune antitumoral (NCIa, 2023). 

Anticorpos monoclonais (mAbs) são imunoglobulinas (Ig) que possuem regiões 

variáveis específicas para um único epítopo. Inicialmente, esses anticorpos eram obtidos a 

partir de um único clone de linfócito B (WEINER et al., 2010). Atualmente, por meio da 

engenharia genética é possível produzi-los a partir da combinação de genes de múltiplas 

fontes de linfócitos B, como de camundongos e humanos (CHAMES et al., 2009). 

A terapia baseada em mAbs representa um dos segmentos que mais cresceram no 

mercado farmacêutico nas últimas décadas. Em 2023, o mercado global de anticorpos foi 

avaliado em 237,64 bilhões de dólares e a projeção é de uma taxa de crescimento anual de 

aproximadamente 11% na próxima década, com expectativa de 679,03 bilhões de dólares 

para 2033 (ABOUL‐ELLA, et al., 2024). 

A avaliação da eficácia de mAbs em inibir a ligação entre proteínas de receptores 

inibitórios imunes é um passo essencial e crítico para o desenvolvimento de novas terapias. 

A acurácia e a reprodutibilidade dessa quantificação são primordiais, pois delineiam o 

potencial terapêutico desses mAbs, informando a seleção de candidatos para ensaios pré- 

clínicos e clínicos. Atualmente, a ressonância de plasmônica de superfície (SPR) é 

considerada o “padrão ouro” para avaliação quantitativa da afinidade e cinética de ligação 

entre biomoléculas (KHAN et al., 2012; MAYNARD et al., 2009), incluindo a taxa de 

inibição de interações proteicas. No entanto, é uma metodologia de custo elevado (TANG; 

ZENG; LIANG, 2010), o que restringe seu uso na triagem inicial de novos alvos. Nesse 

contexto, a citometria de fluxo emerge como uma ferramenta de fácil acesso e grande 

versatilidade, podendo auxiliar na triagem inicial e na caracterização da capacidade de 

bloqueio de novos mAbs. Por permitir a multiplexação, esta abordagem se torna ideal para 

a avaliação da interação de mAbs bi-específicos com diferentes alvos ou epítopos em um 

único experimento. 

Neste projeto, desenvolvemos um ensaio de citometria de fluxo para avaliar 

anticorpos de bloqueio dos receptores inibitórios PD1/PD-L1. A citometria de fluxo é uma 

técnica sensível e acessível, com capacidade de multiplexação. Utilizando a proteína PD-L1 

conjugada a uma molécula fluorescência e esferas de poliestireno recobertas com PD-1, 

quantificamos a capacidade de bloqueio da ligação PD-1/PD-L1 de um anticorpo anti-PD- 
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L1, validando o ensaio para triagem de novos mAbs contra PD-L1. Adicionalmente, nosso 

trabalho abre perspectivas para o uso desta plataforma na avaliação de múltiplos alvos. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. RESPOSTA IMUNE ANTITUMORAL E SEUS MECANISMOS DE 

REGULAÇÃO 

 

Tumores sólidos representam um ecossistema complexo e estruturado (DE VISSER; 

JOYCE, 2023). O microambiente tumoral (TME) é formado por uma rica diversidade de 

células imunes, fibroblastos associados ao câncer (CAFs), células endoteliais e pericitos, 

cuja composição e estado funcional variam entre pacientes e estágios do tumor. Essas 

células, longe de serem espectadoras passivas, desempenham papéis cruciais em todas as 

etapas da progressão da doença, desde a o estabelecimento da lesão primária, invasão de 

tecidos adjacentes e até a disseminação e o crescimento metastático (DE VISSER; JOYCE, 

2023). No microambiente tumoral, a interação com o sistema imunológico é decisiva. 

Embora a imunidade adaptativa tenha o potencial de reconhecer e eliminar células tumorais, 

muitos tumores em desenvolvimento conseguem evadir esse ataque (ANDERSON; SIMON, 

2020). O framework que descreve essa dinâmica de vigilância e evasão é conhecido como o 

“ciclo câncer-imunidade” (CHEN; MELLMAN, 2013). 

O ciclo câncer-imunidade inicia-se com a disponibilidade de antígenos associados ao 

tumor e neoantígenos advindos de células tumorais em morte (BOON et al., 1994). Essas 

moléculas são capturadas e processadas por células apresentadoras de antígenos (APCs), 

como as células dendríticas (DCs), que migram para os órgãos linfoides secundários. Nesses 

locais, as DCs ativam os linfócitos T (CD8+ e CD4+) específicos para o tumor. 

Subsequentemente, essas células T ativadas, incluindo os linfócitos T CD8+ citotóxicos 

(CTLs), migram e buscam infiltrar o TME para reconhecer e destruir as células tumorais, 

liberando mais antígenos e perpetuando o ciclo (CHEN; MELLMAN, 2013). No entanto, a 

progressão e a eficácia da fase efetora do ciclo são condicionadas pelo fenótipo imunológico 

do tumor. Este conceito se manifesta em três imunótipos principais, cada um refletindo onde 

ocorrem as etapas limitantes do ciclo (CHEN; MELLMAN, 2017; HEGDE; CHEN, 2020; 

HERBST et al., 2014). Em um cenário imuno inflamado, os tumores exibem um infiltrado 

imune abundante no parênquima. Nesses tumores, a presença de estruturas linfoides 

terciárias (TLSs) pode fornecer estimulação adicional, aumentando a capacidade funcional, 

a sobrevivência e a proliferação dos linfócitos infiltrantes, permitindo que o ciclo se perpetue 

(FRIDMAN et al., 2023; MELLMAN et al., 2023; SCHUMACHER; THOMMEN, 2022). 
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Em contraste, no imunótipo excluído, os linfócitos T CD8+ estão presentes, mas ficam 

espacialmente restritos ao estroma peritumoral, impedidos de contatar as células neoplásicas. 

Essa compartimentalização é frequentemente mediada por uma rede densa de fibras de 

matriz alinhadas, depositadas por CAFs, num processo influenciado pela sinalização de 

TGF-β (MARIATHASAN et al., 2018). Por fim, o fenótipo de deserto imunológico é 

caracterizado por ausência de infiltrado de células T no TME, uma condição que pode 

resultar da falta de quimiocinas atrativas ou de mecanismos de repulsão ativos (HERBST et 

al., 2014). 

A resposta imune antitumoral é finamente regulada por diversos mecanismos, que 

podem tanto promovê-la quanto suprimi-la (ANDERSON; SIMON, 2020). As células 

tumorais frequentemente expressam moléculas de ponto de checagem imune, como PD-L1, 

que se ligam a receptores inibitórios como PD-1 nas células T, induzindo exaustão das 

células T e suprimindo a resposta antitumoral (BUTTE et al., 2007; CHEN; FLIES, 2013). 

Além disso, células T reguladoras (Tregs), que expressam Foxp3, são cruciais para 

manter a auto tolerância, mas seu acúmulo no tecido tumoral pode suprimir a imunidade 

antitumoral (TAY; TANAKA; SAKAGUCHI, 2023). As células B reguladoras (Bregs) 

também podem secretar citocinas imunossupressoras como IL-10 e IL-35, ou expressar PD- 

L1, contribuindo para a supressão da resposta de células T (MICHAUD et al., 2020; 

MIRLEKAR et al., 2022). A complexidade desses mecanismos regulatórios ressalta a 

necessidade de múltiplas estratégias terapêuticas. 

 

2.1.1. A Sinapse Imunológica e a Ativação de Linfócitos T 

 

O sistema imune adaptativo compreende células e mecanismos especializados que 

detectam e respondem a antígenos específicos com memória. Ele é composto 

majoritariamente de linfócitos B e T que são regulados para proteger o hospedeiro de 

patógenos externos e manter a homeostase. Ambos reconhecem antígenos via receptores 

específicos, no entanto somente linfócitos T necessitam que o antígeno seja processado por 

APCs e apresentado em moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC). 

Linfócitos T são classificados em linfócitos T auxiliares CD4+ e linfócitos T citotóxicos 

CD8+. Linfócitos T CD4+ apresentam funções efetoras mediadas por fatores solúveis e 

interação com outras células com reconhecimento da apresentação via MHC classe II, já 

linfócitos T CD8+ apresentam função de citotoxicidade de células específicas via 
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reconhecimento de MHC classe I. Linfócitos B efetores diferenciados secretam anticorpos 

para antígenos específicos e podem agir como células APCs para linfócitos T (BATISTA; 

HARWOOD, 2009; HARDING; UNANUE, 1990). Uma série de eventos precede a ativação 

e expansão de linfócitos, a fim de garantir a especificidade ao alvo e evitar danos ao 

hospedeiro (CHI; PEPPER; THOMAS, 2024). 

A exigência de apresentação mediada por MHC ocorre no que é conhecido como 

sinapse imunológica, uma interface altamente organizada e dinâmica formada entre um 

linfócito T e uma APC. O processo se inicia com o reconhecimento do complexo MHC- 

peptídeo pelo receptor de célula T (TCR). Este primeiro sinal, gerado pelo engajamento do 

TCR, é essencial (GRAKOUI, 1999; HUPPA; DAVIS, 2003; UNANUE, 1984), mas não 

suficiente para a ativação completa da célula T. A ligação do TCR ao MHC-peptídeo 

desencadeia uma série complexa de eventos de fosforilação, onde moléculas como CD4 e 

CD8 recrutam a cinase Lck, que fosforila os motivos de ativação por tirosina 

imunorreceptores (ITAMs) presentes nas caudas citoplasmáticas das proteínas CD3 e TCR 

ζ. A fosforilação dos ITAMs recruta e ativa a cinase Zap70, que por sua vez fosforila a 

proteína adaptadora LAT, recrutando moléculas de sinalização a jusante e propagando o 

sinal  intracelular  (DUSTIN,  2014;  HUPPA;  DAVIS,  2003;  SMITH-GARVIN; 

KORETZKY; JORDAN, 2009). Para evitar a anergia, um estado de hiporresponsividade, 

um segundo sinal coestimulatório é indispensável para a ativação completa do linfócito T 

(BRETSCHER; COHN, 1970; JUNE et al., 1987; MUELLER; JENKINS; SCHWARTZ, 

1989). Este sinal é tipicamente fornecido pela ligação do CD28, expresso na maioria das 

células T CD4+ e CD8+ às moléculas da família B7, primariamente B7-1 (CD80) e B7-2 

(CD86), presentes nas APCs (SHARPE; FREEMAN, 2002). O CD28 promove a 

sobrevivência, proliferação, metabolismo e produção de citocinas das células T através de 

vias de sinalização como a PI3K/Akt e NF-κβ. Outras moléculas coestimulatórias, como 

ICOS, 4-1BB e OX-40, também contribuem para a ativação das células T (CROFT, 2009). 

CTLA-4, por exemplo, compete com o CD28 pela ligação a CD80/86, atuando como um 

"freio" para a ativação de células T e induzindo hiporresponsividade ou anergia (QURESHI 

et al., 2011; TAYLOR et al., 2004). A sinapse imunológica não é apenas um ponto de 

contato, mas uma plataforma complexa de comunicação que dita o destino funcional do 

linfócito. Além da sinalização do TCR e da coestimulação, as integrinas são importantes para 

o tráfego de células T, mediando interações entre células e a matriz extracelular, o que 
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estabiliza as interações com as APCs e aprimora a transdução de sinais (SHIMIZU et al., 

1990). 

Além dos dois primeiros sinais, um terceiro sinal, composto por citocinas, é crucial 

para a completa polarização e diferenciação dos linfócitos T em seus diversos subtipos 

efetores (CURTSINGER et al., 1999). Essas citocinas, liberadas no microambiente pela APC 

e outras células, direcionam as células T CD4+ virgens para se diferenciarem em subtipos 

especializados (HSIEH et al., 1993; MOSMANN et al., 1986), como Th1, Th2, Th9, Th17, 

Th22 e T foliculares auxiliares (Tfh), cada um com um perfil de expressão de fatores de 

transcrição, como T-bet para Th1 e GATA3 para Th2, e um repertório de citocinas específico 

para combater diferentes tipos de patógenos ou células alteradas (SZABO et al., 2000; 

ZHENG; FLAVELL, 1997). Por exemplo, IL-12 e IFN-γ promovem a diferenciação Th1, 

enquanto IL-4, IL-25, IL-33 e TSLP favorecem a diferenciação Th2. Similarmente, IL-6, IL- 

21, IL-23 e IL-1β induzem a diferenciação Th17 (ZHU; YAMANE; PAUL, 2010; ZHU, 

2017). Este terceiro sinal não apenas influencia a diferenciação das células T auxiliares, mas 

também é fundamental para a funcionalidade e expansão de CTLs, que são os principais 

responsáveis pela função de killing de células específicas. Citocinas como IL-2 são cruciais 

para a proliferação e manutenção das células T ativadas. O conjunto desses três sinais, 

reconhecimento do antígeno, coestimulação e ambiente de citocinas, define a amplitude, a 

qualidade e a duração da resposta imune adaptativa (MELLMAN et al., 2023; MESCHER 

et al., 2006). Contudo, para garantir a homeostase e prevenir danos teciduais ou 

autoimunidade decorrentes de uma resposta exacerbada, esse elaborado sistema de ativação 

é rigorosamente contrabalanceado por uma série de vias inibitórias. 

 
Figura 1 - O Ciclo Câncer-Imunidade e a Ativação de Linfócitos T. 

O ciclo de resposta imune começa com a liberação de antígenos tumorais, consequência da 

morte celular induzida por CTLs. DCs capturam e processam esses antígenos, migrando para 

estruturas linfoides para apresentá-los a linfócitos T virgens (naive) via MHC de classe I. A 

ativação, dependente da coestimulação por CD28/CD80/86, leva à proliferação e diferenciação de 

novos CTLs. Estes, por sua vez, migram para o tumor e matam outras células tumorais, 

perpetuando a resposta imune. 
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025). Criado com Biorender. 

 

 

2.1.2. Receptores Inibidores da Ativação de Linfócitos T 

 

Para manter a homeostase do sistema imune e prevenir a autoimunidade, a ativação 

dos linfócitos T é rigorosamente controlada por uma série de receptores inibitórios. Essas 

moléculas, frequentemente referidas como receptores inibitórios imunológicos, modulam a 

resposta imune, sendo cruciais para a manutenção da tolerância periférica (BINNEWIES, et 

al., 2018; THORSSON et al., 2018). A supressão de sinalização e a supressão metabólica 

são duas das principais causas de inibição imunológica. A supressão de sinalização é 

evidenciada pelas formas como as células tumorais reduzem a atividade dos 

imunorreceptores estimuladores e aumentam a atividade dos imunorreceptores inibidores 

(HE; XU, 2020). 

Um número de imunorreceptores inibitórios foram identificados e estudados com o 

evoluir do tempo, alguns deles, são PD-1, CTLA-4, LAG3, TIM3, TIGIT, GITR e BTLA 

(WYKES; LEWIN, 2018). Esses receptores geralmente utilizam motivos de sinalização 

monotirosina, como o motivo inibitório baseado em tirosina de imunorreceptor (ITIM) e o 
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motivo de comutação baseado em tirosina de imunorreceptor (ITSM), para transmitir sinais 

inibitórios (HE; XU, 2020). O primeiro e mais bem caracterizado desses receptores é o 

CTLA-4. Expresso em células T ativadas e de forma constitutiva em células Tregs, o CTLA- 

4 possui uma afinidade muito maior pelas moléculas B7-1 (CD80) e B7-2 (CD86) do que o 

receptor coestimulatório CD28. Ao competir com o CD28 por esses ligantes nas APCs, o 

CTLA-4 efetivamente interrompe o segundo sinal de ativação, limitando a proliferação e a 

função efetora das células T (SHARPE; FREEMAN, 2002). O Gene de Ativação de 

Linfócitos 3 (LAG-3) é expresso em células T ativadas e se liga a moléculas de MHC de 

classe II com alta afinidade, contribuindo para a regulação negativa da função de células T 

CD4+ e CD8+ (ANDERSON; JOLLER; KUCHROO, 2016; WORKMAN; VIGNALI, 

2003). Da mesma forma, o TIGIT (Receptor de Imunoglobulina de Célula T e Domínio 

ITIM) compete com o receptor coestimulatório CD226 pela ligação ao ligante CD155, 

transmitindo sinais inibitórios que limitam as respostas de células T e NK (YU et al., 2008; 

YU et al., 2008). Outro receptor inibitório fundamental é o da interação entre os receptores 

Proteína de Morte Celular Programada 1 (PD-1) e o seu ligante PD-L1. Induzido em células 

T, B e NK cronicamente ativadas, o PD-1 interage com seus ligantes, PD-L1 e PD-L2 

(FREEMAN et al., 2000). A interação entre essas duas proteínas leva à exaustão das células 

T, um estado de disfunção caracterizado pela redução ou ausência da função efetora de 

células T (BLANK et al., 2019; PHILIP et al., 2017). Essa interação é usada fisiologicamente 

para limitar a extensão da resposta inflamatória autoimune, manter a tolerância fetal durante 

a gravidez e prevenir rejeição de transplante de órgãos, mas também é explorada por células 

tumorais para manter a tolerância imune ao tumor (JOHNSON et al., 2022). Por serem 

moléculas de superfície, assim como outras moléculas de receptor inibitório imune, sua 

interação pode ser facilmente inibida pelo bloqueio com anticorpos mAbs (HE; XU, 2020). 

 

2.2. BLOQUEADORES DE RECEPTORES INIBITÓRIOS IMUNES 

 

A exploração da acessibilidade de superfície desses receptores inibitórios 

possibilitou o desenvolvimento de mAbs que atuam como bloqueadores de receptores 

inibitórios, reativando a resposta imune antitumoral (SHARMA et al., 2023) ao bloquear as 

interações inibitórias mediadas por esses receptores. Por exemplo, anticorpos anti-PD-1 

(como nivolumabe e pembrolizumabe) e anti-PD-L1 (como atezolizumabe e durvalumabe) 

impedem a ligação entre PD-1 e PD-L1, o que reverte a inibição da sinalização do TCR nas 
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células T exaustas ou previne sua exaustão, restaurando sua capacidade citotóxica e de 

produção de citocinas. Esta abordagem tem demonstrado eficácia, na ativação das células T 

CD8+ (MELLMAN et al., 2023; SHARMA et al., 2023). De forma análoga, anticorpos anti- 

CTLA-4 (como ipilimumabe) promovem a ativação das células T tanto por bloquear a 

inibição direta do CTLA-4 sobre as células T efetoras quanto por mediar a depleção de T 

regs, que são grandes supressoras da imunidade antitumoral no TME, através de mecanismos 

dependentes de Fc-γR, como a citotoxicidade celular dependente de anticorpos (ADCC) e a 

fagocitose celular dependente de anticorpos (ADCP) (SIMPSON et al., 2013; SELBY et al., 

2013). Em suma, a exploração desses receptores de superfície levou ao desenvolvimento de 

mAbs como inibidores de receptores inibitórios, uma estratégia terapêutica delineada para 

reativar a imunidade antitumoral. Considerando sua proeminência clínica, a biologia do eixo 

PD-1/PD-L1 será o foco da próxima seção, que será seguida por uma discussão sobre a 

implementação desses anticorpos monoclonais como terapia. 

 

2.2.1. O Eixo PD-1/PD-L1 

 

O PD-1 consiste em um único domínio IgV (imunoglobulina variável), uma haste, 

uma região transmembrana e uma cauda intracelular com dois motivos de sinalização 

baseados em tirosina: ITIM e ITSM (ISHIDA et al.,1992). A ligação do PD-1 ao seus 

ligantes (PD-L1 ou PD-L2) desencadeia a fosforilação de ITIM e ITSM, que recruta e ativa 

a fosfatase de tirosina 2 contendo domínio SH2 (SHP-2). A SHP-2 ativada desfosforila uma 

série de moléculas de sinalização a jusante do TCR e CD28, suprimindo assim a ativação e 

função das células T (CALLAHAN; POSTOW; WOLCHOK, 2016; BAUMEISTER, 2016). 

Moléculas de PD-1 internalizadas podem ser ubiquitinadas pela FBXO38 para degradação 

proteassomal ou recicladas de volta para a superfície com a ajuda de TOX (BORDON, 

2019). Já o PD-L1 de superfície passa por constante internalização, seguida por reciclagem 

ou degradação. Uma proteína chaperona, a CMTM6, regula a reciclagem do PD-L1, 

associando-se ao PD L1 tanto na membrana plasmática quanto nos endossomos para facilitar 

a reciclagem e inibir a ubiquitinação e degradação pelo lisossomo (BURR et al., 2017). 

Diversas proteínas foram identificadas como reguladoras da degradação lisossomal do PD- 

L1, como HIP1R, que direciona o PD-L1 ao lisossomo (WANG, et al., 2019). A glicosilação 

e outras modificações regulam a estabilidade e degradação do PD-L1, influenciando a 

detecção e função do PD-L1 em células tumorais (HE; XU, 2020). Já PD-L1 ou PD-L2, 
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expressos na superfície de células apresentadoras de antígenos ou células tumorais, 

interagem em trans com PD-1 na superfície das células T para induzir sinalização inibitória 

(CURIEL et al., 2003). Células tumorais também podem secretar vesículas extracelulares, 

principalmente na forma de exossomos, contendo PD-L1 para ativar a via do PD-1, 

suprimindo a atividade das células T no linfonodo de drenagem (ZHAOa et al., 2018). Além 

do PD-1, PD-L1 pode interagir em cis com CD80, o que pode interromper as interações PD- 

L1/PD-1 e CD80-CTLA-4, mas preservar a capacidade do CD80 de ativar a sinalização do 

CD28 (ZHAOb et al., 2019). Logo, a interação cis PD-L1-CD80 desempenha papéis 

positivos na imunidade antitumoral ao inibir as funções de PD-1 e CTLA-4 (HE; XU, 2020). 

Após a interação com o ligante, o PD-1 é fosforilado para exercer sua função inibitória. Seu 

domínio citoplasmático contém um ITIM e um ITSM. O ITSM fosforilado recruta 

principalmente a SHP2 para desfosforilar moléculas de sinalização chave (CD3 e CD28) e 

reduzir o nível de ativação (HUI, et al., 2017). O PD-1 inibe tanto a sinalização antigênica 

quanto a coestimulatória, translocando-se para a sinapse imunológica em células T ativadas, 

ficando próximo ao TCR e ao CD28. A SHP2 prefere significativamente o CD28 ao CD3, 

inibindo a via PI3K-AKT do CD28 de maneira dependente do ITSM e independente do 

ITIM, mas também pode inibir a fosforilação do CD3 e moléculas de sinalização 

downstream como ZAP70. Além de seus papéis inibitórios na sinalização das células T, a 

SHP2 também pode ativar a sinalização do TCR revertendo a fosforilação inibitória do CD3 

pela LCK mediada. O sequestro de SHP2 pelo PD-1 fosforilado impede que a SHP2 estimule 

a atividade da LCK, contribuindo para a supressão da sinalização das células T 

(CALLAHAN; POSTOW; WOLCHOK, 2016; BAUMEISTER, 2016). 

A investigação da interação imunossupressora de moléculas de receptor inibitório 

entre APCs e células T levou ao desenvolvimento de novas terapias, algumas já licenciadas 

para o tratamento do câncer, que aumentam a resposta imune através do uso de mAbs que 

bloqueiam moléculas de receptor inibitório imune (WYKES; LEWIN, 2018). Anticorpos 

contra PD-1 (pembrolizumab e nivolumab), CTLA-4 (ipilimumab) e PDL-1 (B7-H1) 

(atezolizumab, avelumab e durvalumab) são exemplos licenciados para uso como 

monoterapia ou em combinação para vários tipos de câncer (WYKES; LEWIN, 2018). 
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2.2.2. Anticorpos Monoclonais como Inibidores de Receptor Inibitório 

 

Os mAbs representam uma classe de agentes terapêuticos que transformaram o 

tratamento do câncer. A natureza monoclonal desses anticorpos, que define uma população 

homogênea de imunoglobulinas provenientes de um único clone de linfócito B, confere-lhes 

especificidade para um único epítopo (CARTER, 2006; SCOTT; WOLCHOK; OLD, 2012). 

Isso os distingue fundamentalmente das preparações policlonais, permite um direcionamento 

preciso ao alvo e minimiza o potencial de reatividade cruzada. No sistema imune humano, 

as imunoglobulinas são classificadas em cinco isotipos principais, IgA, IgD, IgE, IgG e IgM, 

com base na estrutura de sua cadeia pesada, o que define suas propriedades estruturais e 

funcionais distintas. A maioria dos mAbs terapêuticos aprovados é de IgGs, o que se deve a 

uma combinação de propriedades biológicas e farmacocinéticas favoráveis (WEINER; 

SURANA; WANG, 2010). As IgGs, com exceção da IgG3, possuem a maior meia-vida 

sérica entre todos os isotipos, de aproximadamente 21 dias, um atributo diretamente ligado 

à sua capacidade de interagir com o receptor Fc neonatal (FcRn), que a resgata da via de 

degradação catabólica. Adicionalmente, a estrutura monomérica simples facilita a produção 

em larga escala e a distribuição tecidual, em oposição às estruturas poliméricas mais 

complexas como IgA, dimérica, e IgM, pentamérica (CARTER, 2006). 

Os mAbs da classe IgG apresentam estrutura canônica de heterotetrâmero com 

aproximadamente 150 kDa e são compostos por duas cadeias pesadas e duas cadeias leves 

idênticas, unidas por pontes de dissulfeto para formar uma molécula simétrica em "Y". Essa 

arquitetura é funcionalmente bipartida: os dois braços idênticos formam os fragmentos de 

ligação ao antígeno (Fab), que contêm os domínios variáveis das cadeias pesada (VH) e leve 

(VL) e atuam como domínio de reconhecimento do antígeno. A especificidade é conferida 

por seis alças hipervariáveis e as regiões determinantes de complementaridade (CDRs), que 

formam o sítio de ligação ao antígeno. A base do mAb compreende o fragmento cristalizável 

(Fc), responsável por engajar o sistema imune do hospedeiro e mediar as funções efetoras 

(CARTER, 2006; CHAN; CARTER, 2010; SCOTT; WOLCHOK; OLD, 2012; WEINER, 

2015). 

A tecnologia de hibridoma, desenvolvida por Köhler e Milstein em 1975, representou 

um marco fundamental que possibilitou, pela primeira vez, a produção de mAbs (KÖHLER; 
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MILSTEIN, 1975). Contudo, os mAbs de primeira geração eram de origem murina, o que 

resultava em uma significativa imunogenicidade em pacientes, manifestada como uma 

resposta imune do tipo HAMA (Human Anti-Mouse Antibody). Essa resposta não apenas 

acelerava a depuração do anticorpo, reduzindo sua eficácia, como também apresentava riscos 

de segurança (KIMBALL et al., 1995). Para superar essa limitação, foram desenvolvidas 

sucessivas gerações de anticorpos através de engenharia genética. Inicialmente, surgiram os 

anticorpos quiméricos (sufixo -ximab), nos quais os domínios variáveis murinos eram 

fusionados a domínios constantes humanos (MORRISON et al., 1984). Subsequentemente, 

os anticorpos humanizados (sufixo -zumab) foram criados por meio do enxerto de CDRs 

(CDR grafting), uma técnica que transplanta apenas as regiões determinantes de 

complementaridade murinas para um esqueleto de imunoglobulina humana (JONES et al., 

1986). A geração mais avançada consiste nos anticorpos totalmente humanos (sufixo - 

umab), produzidos por tecnologias como phage display (HOOGENBOOM, 2005) ou a partir 

de camundongos transgênicos que expressam locos de imunoglobulinas humanas 

(LONBERG, 2005). Mais recentemente, um avanço tecnológico emergiu com a capacidade 

de prospectar diretamente o repertório imune humano. Essa abordagem combina o 

isolamento de células B únicas com o sequenciamento de RNA de célula única (scRNA- 

seq), o que permite a recuperação direta das sequências pareadas das cadeias pesada e leve 

de anticorpos de interesse (DEKOSKY et al., 2013). A grande vantagem desta metodologia 

é a capacidade de isolar anticorpos que já foram selecionados e otimizados pelo sistema 

imune do próprio paciente, como em resposta a infecções ou vacinas, representando uma 

nova fronteira na descoberta de mAbs terapêuticos. 

A eficácia clínica dos mAbs no câncer deriva de múltiplos mecanismos, que podem 

incluir o bloqueio de ligantes e vias de sinalização de receptores de fatores de crescimento, 

como os da família EGFR. Ou ainda, os anticorpos podem induzir apoptose, normalizar taxas 

de crescimento tumoral ou sensibilizar as células tumorais a agentes quimioterápicos 

(SCOTT; WOLCHOK; OLD, 2012; WEINER, 2015). Outros mecanismos importantes de 

ação incluem a citotoxicidade celular dependente de anticorpos (ADCC), onde células NK, 

macrófagos e neutrófilos, entre outras células efetoras, reconhecem células tumorais 

revestidas por anticorpos via receptores Fc-γR, como FcγRIIIA, também conhecido como 

CD16A, resultando na liberação de grânulos citotóxicos contendo perforina e granzimas, que 

induzem a apoptose da célula alvo. A citotoxicidade dependente do complemento (CDC) 
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é outro mecanismo, que resulta na lise das células tumorais pela ativação da cascata do 

complemento e formação do complexo de ataque à membrana (CARTER, 2006; CHAN; 

CARTER, 2010; SCOTT; WOLCHOK; OLD, 2012; WEINER, 2015). 

A principal aplicação e avanço recente dos mAbs na imunoterapia do câncer reside 

na estratégia de bloqueio de receptores inibitórios imunes. Essa estratégia se baseia no 

bloqueio de receptores ou ligantes que suprimiriam a resposta antitumoral mediada pelas 

células T. Os mAbs inibidores de receptores inibitórios atuam desativando as vias de 

regulação negativa do sistema imunológico, permitindo que as células T recuperem ou 

mantenham sua atividade citotóxica contra as células tumorais (CHEN; FLIES, 2013; 

CHEN; MELLMAN, 2017; SCOTT; WOLCHOK; OLD, 2012). 

Atualmente, diversos mAbs inibidores de receptores inibitórios imunes são 

amplamente empregados na prática clínica. Os anticorpos anti-PD-1, como nivolumab e 

pembrolizumab, bloqueiam o receptor PD-1 nas células T. Ao impedir a ligação de PD-1 aos 

seus ligantes (PD-L1 e PD-L2), esses mAbs restauram a sinalização do TCR e combatem a 

exaustão das células T (BRAHMER et al., 2010). Os anticorpos anti-PD-L1, como 

avelumab, atezolizumab e durvalumab, atuam ligando-se diretamente ao ligante PD-L1, que 

é frequentemente expresso em células tumorais e APCs. Ao neutralizar o PD-L1, esses mAbs 

impedem sua interação tanto com PD-1 quanto com B7-1, o que restaura a atividade efetora 

das células T (BRAHMER et al., 2012). Os anticorpos anti-CTLA-4, como ipilimumab e 

tremelimumab, bloqueiam a CTLA-4. Esta molécula compete com o coestimulador CD28 

pelos ligantes B7-1/B7-2 nas APCs, atenuando a ativação das células T. O bloqueio da 

CTLA-4 pelos mAbs anti-CTLA-4 não só reduz essa competição, mas também pode levar à 

depleção de células Tregs no microambiente tumoral, amplificando a resposta imune 

antitumoral (LEACH; KRUMMEL; ALLISON, 1996; SIMPSON et al., 2013). Mais 

recentemente, foram aprovados os anticorpos anti-LAG-3, como relatlimabe, que visam 

outro receptor inibitório que interage com MHC de classe II, oferecendo uma nova via para 

o bloqueio de receptor inibitório (TAWBI et al., 2022). mAbs que têm como alvo o receptor 

co-inibitório TIGIT, como tiragolumabe (CHO et al., 2022), estão em fases avançadas de 

estudo clínico. Na mesma linha, o receptor TIM-3, outro marcador associado à exaustão de 

células T (SAKUISHI et al., 2010), e o BTLA (WATANABE et al., 2003) são alvos de 

anticorpos de bloqueio em investigação, com o potencial de expandir ainda mais as 

estratégias de bloqueio de receptor inibitório para otimizar a função de células T e NK. 
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2.3. METODOLOGIAS PARA A CARACTERIZAÇÃO FUNCIONAL DE 

ANTICORPOS TERAPÊUTICOS 

 

2.3.1. Visão Geral dos Ensaios de Função e Bloqueio 

 

A avaliação da capacidade de bloqueio de mAbs inibidores de receptores inibitórios 

imunes é essencial para determinar sua eficácia inibitória e consequentemente sua eficácia 

clínica. Na literatura, são descritos ensaios para avaliar a capacidade de bloqueio de mAbs. 

A Tabela 1 descreve o resumo dos principais ensaios in vitro para avaliar a capacidade 

funcional de mAbs e as respectivas metodologias empregadas em cada um. 

 
Tabela 1 - Resumo dos principais ensaios in vitro para a caracterização funcional de 

anticorpos monoclonais. Para cada ensaio, são apresentados o objetivo principal, o princípio 

metodológico, as técnicas de leitura mais comuns para a aquisição de dados e a referência 

correspondente. 

 

Nome do Ensaio 

(Acrônimo) 
Objetivo Principal Princípio do Método 

Técnica de 

Leitura 
Referências 

Ensaio de 

Citotoxicidade 

Dependente de 

Anticorpos (ADCC) 

Avaliar a capacidade do 

mAb de recrutar células 

imunes (ex: NK) para 

lisar células-alvo. 

Células-alvo são 

opsonizadas com o mAb 

e co-cultivadas com 

células efetoras. 

Fluorimetria, 

luminometria. 

CHEN et al., 

2021 

LALLEMAND 

et al., 2017 

Citotoxicidade 

Dependente de 

Complemento 

(CDC) 

Avaliar a capacidade do 

mAb de ativar a via 

clássica do 

complemento para lisar 

células-alvo. 

Células-alvo são 

opsonizadas com o mAb 

na presença de uma 

fonte de complemento 

(ex: soro humano). 

Espectrofotome 

tria, 

fluorimetria, 

luminometria. 

REFF et al., 

1994 

Ensaio de Apoptose 

Induzida por 

Anticorpos (AIA) 

Avaliar a capacidade do 

mAb de induzir 

diretamente apoptose na 

célula-alvo. 

Células-alvo são 

tratadas com o mAb e 

marcadores de 

diferentes estágios da 

apoptose são avaliados. 

Microscopia de 

fluorescência, 

Western Blot. 

MATTES et 

al., 2009 

VERMES et 

al., 1995 

Ensaio de Inibição 

de Crescimento 

Celular (IGC) 

Avaliar a capacidade do 

mAb de inibir a 

proliferação de células- 

alvo. 

Células-alvo são 

cultivadas com 

diferentes concentrações 

do mAb e crescimento 

celular é medido ao 

longo do tempo. 

Espectrofotome 

tria, 

luminometria, 

fluorimetria. 

LEE; GE, 2010 

Continua 
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Nome do Ensaio 

(Acrônimo) 
Objetivo Principal Princípio do Método 

Técnica de 

Leitura 
Referências 

Ensaio de Ligação 

do Anticorpo (ABA) 

Avaliar a capacidade do 

anticorpo de se ligar a 

um antígeno específico 

na superfície celular. 

Células que expressam o 

antígeno, cortes de 

tecido ou o antígeno 

purificado são 

incubados com o mAb. 

Fluorimetria, 

espectrofotome 

tria, 

microscopia, 

microscopia de 

fluorescência. 

POSH, 2021 

TAN et al., 

2020 

Ensaio de 

Competição com 

Anticorpo (ACA) 

Avaliar a capacidade do 

anticorpo de competir 

com outros ligantes (ex: 

outra proteína ou 

anticorpo) pelo mesmo 

sítio de ligação. 

Células/proteínas são 

incubadas mAb teste e 

um ligante competidor 

marcado. 

Fluorimetria, 

espectrofotome 

tria. 

WEIS- 

GARCIA; 

CARNAHAN, 

2017 

Ensaio de Afinidade Avaliar a especificidade, 

cinética (kₐ, kₔ) e 

afinidade (Kᴅ) da 

ligação do mAb ao seu 

antígeno. 

O antígeno é 

imobilizado na 

superfície de um sensor. 

O fluxo contínuo do 

mAb sobre essa 

superfície gera um sinal 

em tempo real, 

proporcional à ligação e 

dissociação. 

Ressonância 

Plasmônica de 

Superfície 

(SPR), 

Interferometria 

de bio-camada 

(BLI). 

CHO et al., 

2003 

ABDICHE et 

al., 2008 

Conclusão 

Fonte: Elaborado pelo autor (2025). 

 

Metodologias baseadas em SPR tornaram-se uma ferramenta padrão na pesquisa e 

desenvolvimento de mAbs terapêuticos. A partir da metodologia é possível caracterizar a 

cinética antígeno-anticorpo, o perfil do epítopo e realizar uma triagem para imunogenicidade 

(FOREST- NAULT et al., 2021; LU et al., 2020). Os biossensores SPR têm sido amplamente 

utilizados na indústria como uma ferramenta para quantificar atributos críticos de qualidade 

e otimizar o processo de produção de mAbs. Eles são integrados ao fluxo de bioprocesso e 

no controle de qualidade, representando uma alternativa robusta e versátil em relação às 

técnicas padrão, como o ELISA (LU et al., 2020). No entanto, o alto investimento necessário 

para a utilização do equipamento deve ser considerado, uma vez que a tecnologia requer 

consumíveis específicos (TANG; ZENG; LIANG, 2010). A escolha da metodologia 

adequada depende do objetivo do estudo, dos recursos disponíveis e do tipo de anticorpo em 

avaliação. Cada ensaio apresenta vantagens e desvantagens, mas todos têm como objetivo 

principal fornecer informações importantes sobre o mecanismo de ação de mAbs em inibir 

os receptores inibitórios imunológico e potencializar a resposta imune antitumoral. 
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2.3.2. O Papel da Citometria de Fluxo na Avaliação de Anticorpos 

 

A citometria de fluxo é uma técnica de alta sensibilidade e permite a análise de 

múltiplos parâmetros ao mesmo tempo, o que a torna uma ferramenta valiosa na avaliação 

da capacidade de bloqueio de mAbs anti-PD-1 e PD-L1. Na literatura são encontrados 

poucos estudos utilizando citometria de fluxo para avaliar a capacidade de bloqueio de mAbs 

contra receptores inibitórios imunes de forma direta. Os achados se referem majoritariamente 

a ensaios para avaliação da ocupação do receptor por anticorpos ou para detectar outros 

marcadores de tumor (BD BIOSCIENCES, 2018; JUNKER et al., 2021; VAN ELSSEN et 

al., 2011). 

Um ensaio de citometria de fluxo foi descrito por colaboradores da BD Biosciences 

para avaliar a ocupação do receptor PD-1 in vitro por anticorpos monoclonais como o 

pembrolizumab e o nivolumab. Para isso, PBMCs foram estimuladas com um anticorpo anti- 

CD3 para induzir a expressão de PD-1. Subsequentemente, as células foram cultivadas por 

três dias com os anticorpos terapêuticos ou com um controle de isotipo, mantendo-se a 

estimulação com anti-CD3 e IL-2. A quantificação da ocupação foi realizada pela marcação 

das células com um segundo anticorpo anti-PD-1 conjugado a um fluorocromo que compete 

pelo mesmo sítio de ligação dos anticorpos terapêuticos. Observou-se que a intensidade de 

fluorescência foi significativamente menor nos grupos tratados com pembrolizumabe e 

nivolumabe quando comparada ao controle. Essa redução de sinal demonstrou que os 

anticorpos terapêuticos ocuparam os receptores PD-1, bloqueando a ligação do anticorpo de 

detecção e, assim, permitindo quantificar a ocupação do alvo terapêutico (BD 

BIOSCIENCES, 2018). 

Junker e colaboradores descreveram um ensaio para avaliação da ocupação do 

receptor PD-1 de maneira semelhante, avaliando a taxa de ocupação do receptor para um 

anticorpo bi-específico anti-PD-1 e anti-TIM 3 humano em sangue periférico de pacientes 

com câncer considerados virgenspara imunoterapia com inibidores de receptores inibitórios 

e pacientes com câncer que já haviam recebido tratamento com imunoterapia com 

bloqueadores de receptores inibitórios em um estudo clínico de fase 1. O ensaio utilizando 

citometria de fluxo foi validado, avaliando-se a precisão intra e inter-insaio e se mostrou 

eficaz em avaliar a taxa de ocupação do receptor PD-1 (JUNKER et al., 2021). 

Van Elsen e colaboradores reportaram um ensaio baseado em citometria de fluxo 

para detectar anticorpos contra MUC-1 Tn, uma proteína transmembrana mucina tipo 1 Tn, 
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que no tumor, se desprende de células epiteliais e é liberada no soro. Para detectar esses 

anticorpos, foi utilizado um modelo de células de ovário de Hamster Chinês (CHO) 

expressando MUC1, que foram incubadas com amostras de soro de pacientes oncológicos e 

após, um anticorpo secundário anti-IgG marcado com ficoeritrina (PE) foi usado para revelar 

a ligação de anticorpos contra a proteína MUC1 (VAN ELSSEN et al., 2011). 

Meng e colaboradores desenvolveram e validaram dois ensaios de ligação baseados 

em beads magnéticas, que utilizam a citometria de fluxo para a quantificação da atividade 

de bloqueio de ICIs. Foram criadas duas configurações de ensaio. A primeira, denominada 

ensaio de ligação sL/bR (ligante solúvel/receptor imobilizado na esfera), consistiu na 

imobilização do receptor do receptor inibitório (como TIGIT ou PD-1) nas esferas, 

avaliando-se então a capacidade de um ICI em bloquear a ligação de seu ligante cognato 

solúvel, a segunda, denominada ensaio de ligação sR/bL (receptor solúvel/ligante 

imobilizado na esfera), inverteu essa orientação, imobilizando o ligante nas esferas e 

medindo o bloqueio da ligação do receptor solúvel pelo ICI. Em ambos os formatos, a 

interação entre receptor e ligante foi identificada através de um anticorpo secundário 

fluorescente e quantificada por citometria, o que permitiu o cálculo da IC50 para determinar 

a atividade do inibidor. 

Considerando a escassez de ensaios descritos na literatura que utilizem a citometria 

de fluxo para detectar anticorpos neutralizantes contra as proteínas de receptor inibitório PD- 

1 e PDL-1, desenvolvemos e validamos um ensaio baseado em citometria de fluxo para 

medir a capacidade de bloqueio de mAbs anti-PDL-1 usando um anti-PD-L1 similar ao 

Atezolizumab, microesferas revestidas com PD-1 e uma o ligante PD-L1 conjugado a uma 

fluorescência. 
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3. OBJETIVOS: 

 

3.1. OBJETIVO GERAL 

 

Desenvolver e validar um ensaio baseado em citometria de fluxo para mensurar a 

capacidade de inibição da ligação PD-1-PD-L1 de mAbs anti-PD-L1. 

 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

 

• Padronizar as condições do ensaio de bloqueio e determinar sua precisão 

intra e inter-ensaio, bem como sua faixa de trabalho e o IC₅₀ para um 

anticorpo anti-PD-L1 padrão. 

• Desenvolver uma linhagem celular que superexpressa a proteína PD-L1 para 

uso em ensaios funcionais. 

• Validar funcionalmente a atividade de bloqueio do anticorpo anti-PD-L1 em 

um ensaio de co-cultura com células T, utilizando a concentração de IC₅₀ 

determinada pelo ensaio com esferas. 
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4. ARTIGO CIENTÍFICO: 

 

Artigo científico intitulado: “A bead-based screening platform for identifying monoclonal 

antibodies that disrupt PD-1/PD-L1 interactions” 

Revista que será submetido: Journal of Immunology Research 

https://onlinelibrary.wiley.com/journal/1607 
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DISCUSSÃO 

O desenvolvimento de novas imunoterapias, incluindo mAbs e biossimilares, 

depende criticamente da disponibilidade de metodologias analíticas robustas e escaláveis 

para a caracterização funcional de candidatos terapêuticos (BERKOWITZ et al., 2012; 

WAGH et al., 2018). Atualmente, ensaios funcionais baseados em células são indispensáveis 

para confirmar a atividade biológica, porém são frequentemente complexos, demorados e de 

baixa capacidade de processamento (FU; TAO; ZHANG, 2021), o que representa um gargalo 

na triagem inicial de muitos candidatos. Embora a citometria de fluxo seja uma plataforma 

analítica versátil e amplamente acessível, sua aplicação para a quantificação direta da 

inibição da interação PD-1/PD-L1 permanece subutilizada. Para suprir essa lacuna, este 

trabalho descreve o desenvolvimento e a validação de um ensaio rápido, preciso e livre de 

células, baseado em citometria de fluxo, para quantificar a atividade de bloqueio de 

anticorpos direcionados ao eixo PD-1/PD-L1. 

A nossa abordagem, que utiliza microesferas de poliestireno conjugadas a um 

receptor recombinante para medir a inibição de ligação por citometria de fluxo, alinha-se a 

metodologias bem estabelecidas em outros campos, como na sorologia viral e no diagnóstico 

(FENWICK et al., 2021; LEIRE EGIA-MENDIKUTE et al., 2022; LOPEZ et al., 2021). 

Plataformas similares têm sido empregadas com sucesso para avaliar a capacidade 

neutralizante de anticorpos contra variantes do SARS-CoV-2, demonstrando a robustez e a 

capacidade de multiplexação de ensaios baseados em microesferas (TAN et al., 2020; YAO 

et al., 2022). O princípio fundamental de medir o bloqueio de uma interação proteína- 

proteína para inferir atividade funcional é a base dos ensaios de neutralização substitutos, 

que são considerados alternativas valiosas aos testes que dependem de vírus vivos ou de 

linhagens celulares complexas (STREIF; BAEUMNER, 2025; TAN et al., 2020; YAO et al., 

2022). Nosso trabalho estendeu este princípio ao campo da imunoterapia, aplicando-o à 

avaliação de ICIs. 

Um estudo relevante de Meng e colaboradores (2021) também desenvolveu um 

ensaio em microesferas para ICIs, utilizando, no entanto, beads magnéticas. Um achado 

chave desse trabalho foi que a sensibilidade do ensaio para o eixo PD-1/PD-L1 foi 

significativamente maior quando o ligante (PD-L1) era imobilizado na esfera e o receptor 

(PD-1) era o analito solúvel (formato sR/bL). Nosso ensaio foi desenvolvido na orientação 

inversa, com o receptor PD-1 imobilizado na esfera (formato sL/bR). É importante notar 
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que, enquanto o ensaio mais sensível de Meng e colaboradores (2021). utilizava um 

anticorpo anti-PD-1 que mirava a proteína solúvel, nosso ensaio utiliza um anticorpo anti- 

PD-L1, que também atua sobre o componente solúvel (PD-L1-AF488) do nosso sistema. 

Essa convergência sugere que a sensibilidade do ensaio pode ser otimizada quando o 

anticorpo tem acesso irrestrito ao seu alvo em solução, evitando potencial impedimento 

estérico ou alterações conformacionais que poderiam ocorrer com a imobilização na 

superfície da esfera. 

Um dos pontos fortes deste estudo é a validação funcional dos resultados obtidos no 

ensaio com esferas em um modelo celular relevante. Demonstramos que o αPD-L1, em uma 

concentração que aproxima o IC₅₀ médio determinado em nosso ensaio (~3 µg/mL), foi 

capaz de reverter significativamente a supressão de células T, restaurando a expressão do 

marcador de ativação CD69. Esta etapa é crucial, pois estabelece uma ponte entre um ensaio 

de ligação simplificado e um sistema biológico complexo, confirmando que a atividade de 

bloqueio medida se traduz em uma consequência funcional tangível. Essa estratégia de 

validação, que correlaciona resultados de ensaios em beads com desfechos em ensaios de 

infecção ou neutralização celular, é uma prática padrão e essencial no desenvolvimento de 

outros ensaios substitutos. 

Embora nossa validação celular em um único ponto (IC₅₀) sirva como um importante 

prova de conceito, reconhecemos a limitação de não termos gerado uma curva de dose- 

resposta completa no modelo funcional. Como perspectiva futura, a realização dessa curva 

permitiria uma análise de correlação direta entre a porcentagem de inibição no ensaio com 

beads e a restauração da ativação de células T em múltiplas concentrações, fortalecendo 

ainda mais a validação do método. Adicionalmente, a investigação da orientação inversa do 

ensaio (com PD-L1 imobilizado) seria uma abordagem valiosa para avaliar se a sensibilidade 

para nosso anticorpo αPD-L1 específico poderia ser otimizada. Finalmente, a plataforma 

atual abre perspectivas para o desenvolvimento de ensaios multiplex, permitindo a avaliação 

simultânea de múltiplos alvos, o que seria particularmente útil na triagem de anticorpos 

biespecíficos. 
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5. CONCLUSÕES 

 

 

Em conclusão, desenvolvemos e validamos um ensaio de citometria de fluxo preciso, 

reprodutível e livre de células para a caracterização funcional de anticorpos bloqueadores da 

interação PD-1/PD-L1. A plataforma se mostrou robusta e confiável, e seus resultados foram 

funcionalmente relevantes, como confirmado por um ensaio de ativação de células T. Esta 

ferramenta representa uma contribuição valiosa para o repertório analítico necessário ao 

desenvolvimento e controle de qualidade de novas imunoterapias, endereçando a 

necessidade de métodos de triagem eficientes e escaláveis neste campo em rápida expansão. 
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8. ANEXO B – CURRÍCULO LATTES 
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