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CATALYTIC ANTIBODIES: EXPANDING THE SCOPE OF ENZYMATIC CATALYSIS. The vast
binding repertoire of the immune system has been exploited for the generation of tailor-made
selective catalysts. Since the first reports of chemical reactions catalyzed by antibodies were pub-
lished, research in this field, which borders chemistry and biology, has been rapidly established
and a number of catalytic antibodies that carry out a wide range of reactions, have been devel-
oped. Recent advances have led to antibodies that catalyse complex, multi-step reactions and dif-
ficult chemical transformations, as well as reactions that do not have an organic equivalent at all.
Current research in this field has been devoted to practical applications of this technology.

Keywords: catalytic antibodies; abzymes; antibody catalysis.

INTRODUCAO

Embora espetaculares avancos tenham sido alcangados na
compreensdo dos mecanismos de reagdes quimicas e na sintese
de moléculas complexas, a quimica ndo poderia se igualar a
habilidade da natureza em gerar estruturas moleculares com-
plexas envolvidas nos marcantes processos da vida como, por
exemplo, reconhecimento molecular, catdlise enzimética e
regulacdo génica.

A catdlise de reagdes quimicas é uma das areas mais explo-
radas. Entretanto, a habilidade ilimitada de selecionar ou pro-
gramar catalisadores especificos para qualquer transformagdo
quimica desegjada, a partir de qualquer reagente quimico, ainda
ndo foi alcancada. O desenho racional de catalisadores especifi-
cos ainda é um problema dificil para ambos, quimicos sintéticos
e bioquimicos. Uma solugdo bem sucedida para este problema,
utiliza a diversidade do sistema imune para produzir uma nova
classe de enzimas: os anticorpos cataliticos. Sua habilidade em
selecionar um dentre 10*2 possiveis anticorpos que se ligam vir-
tualmente a qualquer molécula de interesse, faz do sistema imu-
ne uma fonte atrativa de catalisadores especificos.

Os primeiros avangos resultaram da contribuicdo pioneira
de quimicos e imunologistas ao desenho molecular e a produ-
¢80 de hibridomas. Em menos de cinco anos, esta unido revo-
lucionéria propiciou a evolucdo da concepcdo da idéia de anti-
corpos cataliticos para a prética demonstrada, havendo, ainda,
todo um potencial para ser explorado acerca desta nova classe
de catalisadores.

Os anticorpos sao proteinas, pertencentes a classe das
globulinas, geradas pelo sistema imune para reconhecer substan-
cias estranhas, denominadas de antigenos, e iniciar o processo
de neutralizac&o ou destruicdo destes agentes. O reconhecimento
seletivo ocorre através de interagOes fracas, sendo capazes de
discriminar, com alta afinidade e seletividade especifica (K ;s da
ordem de 10 M%), um espectro amplo de moléculas, naturais
ou sintéticas. Os anticorpos sdo proteinas homodiméricas com
um peso molecular de 150.000 Da, com duas regifes
combinantes ligantes idénticas, fragmentos Fab. Os sitios
combinantes sdo definidos pelas regides hipervariaveis das ca-
deias polipeptidicas leve e pesada (V. e Vy respectivamente), e
compreendem os primeiros 110 residuos amino-terminais destes
polipeptidios. Mais de 10° diferentes moléculas de anticorpos
tornam-se disponiveis através de processos de recombinacdo
génicade V| e Vy. Um complexo sistema de selecdo, acoplado
a eventos celulares subsequentes, tais como mutagdes sométicas
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e afinidade de maturagdo, proporcionam um aumento de mi-
Ihdes de vezes de variantes estruturais, fornecendo uma fonte
atrativa de moléculas com especificidade molecular incompara-
vel e em uma escala de tempo de semanas™?.

O estabelecimento conceitual de anticorpos cataliticos advém
da conjetura de Linus Pauling quanto a obtengéo de anticorpos
cataliticos®. Basicamente, a diferenca entre anticorpos e enzimas
ndo é fundamental, mas meramente de especificidade. Enzimas
catalisam reac6es por estabilizarem preferencialmente estados de
transi¢do, proporcionando diminuicdo da energia livre de ativa-
¢80 ao longo da coordenada de reag&o. Anticorpos sdo extremar
mente eficientes quanto a capacidade de ligagéo, podendo exce-
der a de enzimas, mas o fazem ao estado fundamental®. Jencks’,
ha mais de vinte anos, elaborou este conceito e sugeriu que, se
anticorpos pudessem ser persuadidos a ligarem-se ao estado de
transicdo eles, entdo, deveriam, em teoria, adquirir propriedades
cataliticas; designando o termo “abzyme” para descrever estes
hibridos anticorpo-enzima. Entretanto, apenas em 1975, as pri-
meiras tentativas experimentais para a obtencdo de anticorpos
cataliticos foram descritas por Raso e Stollar>®. Nestes experi-
mentos, coelhos foram imunizados com uma base de Schiff es-
tével, intermedidria de uma reag8o de transaminagdo tirosina-
piridoxal, sem que nenhuma atividade catalitica fosse detectada
dentre as fragBes do soro policlonal®8. Tal insucesso foi atribu-
ido, em grande parte, as dificuldades associadas ao isolamento e
purificagdo de suas preparagdes de anticorpos policlonais.

Em 1975, Kohler e Milstein’ propuseram uma elegante
solugdo para este problema com o desenvolvimento pioneiro
de hibridos de células imunes imortalizadas, especializadas
na producdio de anticorpos monoclonais. Esta técnica®® tor-
nou possivel a obtengdo reprodutivel de quantidades signifi-
cativas de amostras de anticorpos homogéneos, as quais sao
cruciais para a caracterizagdo do processo catalitico. Desde
a sua descoberta, a tecnologia do hibridoma expandiu dra-
maticamente a importancia dos anticorpos na quimica, bio-
logia e medicina. Entretanto, mais de uma década se passou
até que o potencial quimico do sistema imune fosse demons-
trado por Schultz e Lerner em 1986, através da geragdo de
anticorpos cataliticos, induzidos por analogos de estados de
transicdo fosfato e fosfonato, tetraédricos e negativamente
carregados, para a hidrélise de carbonatos e ésteres respec-
tivamente!®!!, Desde estes estudos iniciais, transformacdes
catalisadas por anticorpos incluem reagdes de clivagem de
amidas, carbonatos e ésteres, bem como as reagdes reversas
correspondentes; hidrélise de ligagBes peptidicas; rearranjos
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de Claisen; cicloadi¢Bes tipo foto-induzidas e foto-
cicloreversbes, processos redox; eliminacdes E2;
isomerizacdes cis-trans; reacdes utilizando-se metais
quelantes; lactonizagdes; e reacdes de Diels-Alder, exibindo
alta enancioseletividade.

A arte de gerar estes catalisadores reside no desenho do
hapteno, que deve ser quimicamente estavel a0 mesmo tempo
gue deve mimetizar as propriedades eletronicas e estruturais do
estado de transicdo da reag8o em questdo. Para produzir tais
anticorpos o sistema imune é desafiado com o hapteno apropri-
ado, conjugado a uma proteina carreadora. Os anticorpos resul-
tantes ligam-se preferencialmente ao estado de transicdo da rea-
¢do alvo e, como consequéncia, observa-se um aumento na ve-
locidade da reag8o. Tais anticorpos desafiam enzimas naturais
em termos de eficiéncia catal itica e seletividade pelo substrato!?.

Nos ultimos 10 anos, a pesquisa nesta area teve por objeti-
vo definir o alcance da catdlise por anticorpos e determinar
quais classes de reagdes quimicas sdo acessiveis a0 processo
catalitico, através do desenho do andlogo do estado de transi-
¢do da reacdo. Atualmente, considerdvel atencdo vem sendo
dispensada ao desenho racional de anticorpos envolvidos em
mecanismos de rea¢des complexas, ocorrendo em multi-etapas,
bem como anticorpos que catalisam seletivamente transforma-
¢des quimicas dificeis ou que, em geral, ndo ocorrem na qui-
mica biolégica. O alcance da catélise por anticorpos é bastante
amplo e é razoavel assumir que qualquer reagdo quimica, para
aqua um anaogo do estado de transi¢do possa ser sintetizado,
ird apresentar um anticorpo com alguma atividade catalitica.
Uma série das reagBes quimicas para as quais anticorpos
cataliticos sdo gerados foi revista em 199113, Além disso, ind-
meros outros artigos de revisdo, abordando diferentes aspectos
na érea, estdo disponiveis na literatura'*1°.

GERACAO DE ANTICORPOS CATALITICOS

A catdlise por anticorpos intera dois elementos principais -
reconhecimento e capacidade catalitica. O reconhecimento
permite ao anticorpo selecionar uma ou uma pegquena série de
mol éculas funcionalmente capazes de participar na reagdo qui-
mica catalisada, sendo este reconhecimento seletivo um atribu-
to Unico dos anticorpos cataliticos. A capacidade catalitica é a
soma de fatores que resulta em uma diminuicdo da energia
livre de ativagdo para a etapa determinante da velocidade da
reagdo. Como sugerido por Pauling®, um destes fatores
corresponde as interagdes favoraveis de ligagéo entre anticorpo
e reagente para estabilizar uma conformagdo de alta energia
Um segundo componente visa minimizar a entropia desfavora-
vel associada a uma pré-organizagdo ou orientacdo dos
reagentes. Um terceiro aspecto da catélise € o alojamento pre-
ciso de grupos funcionais cataliticos essenciais ou de cofatores
para executar a transformag&o quimica’.

Muitas ferramentas estdo disponiveis para a obtencdo de
anticorpos cataliticos, sendo que o hapteno utilizado para infe-
rir a especificidade imune desejada, é a mais importante!21329,
O desenho do hapteno € critico, uma vez que sua estrutura e
funcionalidade iréo definir ou ditar a topologia do(s) sitio(s)
combinante(s) do anticorpo selecionado do reservatorio
imunolégico. Entdo, a configuragdo efetiva do hapteno deve
aproximar-se da geometria do estado de transi¢do, com incor-
poracdo de funcionalidade especifica, que ira resultar em um
alojamento propicio dos residuos de aminoacidos cataliticos
necessarios no sitio combinante. A segunda ferramenta impor-
tante empregada é a introducdo direta de grupos funcionais
cataliticos nos sitios combinantes dos anticorpos, através de
modificagdo quimica direta. Uma vez que uma determinada
capacidade catalitica tenha sido obtida, a modificacdo quimica
dirigida, utilizando-se diferentes ligantes, pode ser utilizada
para incorporar grupos cataliticos adicionais ou cofatores. A
terceira ferramenta corresponde & mutagéo sitio-dirigida. Esta
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técnica, extensivamente utilizada para produzir modificacdes
em sitios ativos de enzimas, vem sendo aplicada também para
aumentar a capacidade catalitica dos sitios combinantes de
anticorpost?13%°, A capacidade de gerar sitios combinantes nos
anticorpos com grupos cataliticos e/ou microambientes especi-
ficos proporciona, em conjunto aos catalisadores seletivos dis-
poniveis, um estudo da contribuicdo dos vérios fatores envol-
vidos em catélise enzimatica, incluindo estabilizagdo do estado
de transi¢do, catélise acido-base geral, tor¢do do estado funda-
mental, bem como efeitos de proximidade.

Muitos dos anticorpos cataliticos descritos até o presente
foram gerados pela técnica classica do hibridoma, a qual en-
volve, tipicamente, quatro etapas. (1) imunizagcdo do camun-
dongo com o conjugado hapteno-proteina carreadora; (2) gera-
¢do de clones hibridos, imortalizados através da fuséo de célu-
las esplénicas e células de mieloma provenientes de roedores,
(3) selecdo de clones individuais para ligagdo especifica do
anticorpo ao hapteno; e (4) selecéo dos anticorpos exibindo a
atividade catalitica desejada. Entretanto, € essencial que os
anticorpos cataliticos sejam completamente purificados de pos-
siveis contaminagdes com enzimas enddgenas, que poderiam
ser capazes de catalisar 0 mesmo tipo de reacdo em estudo”?!.

Diferentes metodologias tém sido descritas para a sele¢do
direta de sobrenadantes hibridos com funcéo catalitica. A pri-
meira, designada por catELISA, baseia-se no uso de um
substrato imobilizado, e na deteccdo do produto imobilizado
com o anticorpo especifico para formar o produto. A escolha
do substrato a ser imobilizado e o sitio de ligagdo s&o esco-
Ilhidos com a finalidade de se maximizar as diferencas
antigénicas entre o substrato e o produto, evitando-se interfe-
réncias na reacdo e mantendo-se a acessibilidade sintética.
Por exemplo, o substrato derivado de maleimida (Figura 1,
estrutura 2), foi imobilizado através de ligagao covalente com
BSA (soroabumina bovina), que adere fortemente as superfi-
cies de poliestireno das microplacas?®. A reagéo com o dieno
didxido de tetraclorotiofeno (1) foi estudada na auséncia e na
presenca do anticorpo catalitico 1E9%. Uma variagdo deste
procedimento basico mostrou ser eficiente na obtencéo de
anticorpos que catalisam uma reagdo bimolecular de Diels-
Alder®. Neste caso, o diendfilo foi imobilizado em um su-
porte solido e o dieno mantido livre em solu¢do. Uma outra
maneira € testar o anticorpo secretado em um estagio inicial
no procedimento de selecdo, através da ligagdo a substancias
que também representam estruturas do estado de transicgao,
mas diferentes do hapteno utilizado para a imunizagéo®*.
Tawfik et. al.>* otimizaram a selegdo racional de anticorpos
monoclonais capazes de catalisar a hidrélise de ésteres e car-
bonatos, através de experimentos de inibicdo competitiva, ba-
seando-se na afinidade dos clones produtores de anticorpos
cataliticos por um analogo “pequeno” do estado de transicao,
um hapteno truncado que maximiza a contribuicéo relativa
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Figura 1. Reacédo de Diels-Alder do dioxido de tetraclorotiofeno (1)
com o derivado de N-maleimida (2). A estrutura 4 corresponde ao
hapteno (analogo do estado de transicdo) utilizado para a produgéo
de anticorpos cataliticos
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Figura 2. Eliminac8o E2 concertada catalisada por uma base, iniciada
pela abstracdo de um préton de um carbono acido. A estrutura 7
corresponde ao hapteno utilizado na preparacéo de anticorpos cataliticos.

dos elementos estruturais do estado de transicdo a ligagdo e
minimiza os elementos comuns ao substrato, estado de tran-
sicdo e produto. Espera-se que os anticorpos monoclonais
selecionados desta maneira se liguem ao estado de transi¢cdo
mais fortemente do que ao(s) reagente(s) e produto(s), exi-
bindo alta frequéncia de transformagdo (“turnover”) e alta
eficiéncia catalitica®®. Portanto, os clones com potencial
catalitico devem ser mais facil e rapidamente selecionados,
exibindo caracteristicas essenciais de reagdes enzimaticamente
catalisadas, as quais raramente sdo atingidas por modelos
quimicos ou biogquimicos.

Reacdes que liberam um grupo cromogénico ou fluorogénico
s80, em principio, utilizadas como estratégia para a identifica-
¢do de anticorpos cataliticos com atividade especifica. Um
exemplo de utilizagdo desta estratégia € a identificagdo de an-
ticorpos cataliticos especificos para uma reagdo de eliminagéo
E2, cujo produto absorve fortemente em 340 nm (Figura 2,
estrutura 6)%°. Esta propriedade foi utilizada para selecionar
hibridomas de células B imunizadas com o hapteno 7, capaz de
induzir um residuo no sitio ativo catalitico que atuasse como
uma base geral. Dois catalisadores altamente ativos foram iden-
tificados, apresentando um valor de key de aproximadamente
30 min! e uma aceleracio da velocidade da reagdo da ordem
de 10%. Além disso, um pK, aparente de aproximadamente 6
foi atribuido a um residuo Glu ou Asp induzido no sitio ativo
do anticorpo®. Pollack et. al.?® utilizaram substratos fluorogé-
nicos, que permitiram uma medida direta da cinética de
hidrdlise estereoespecifica da D-fenilalanina, através da supres-
sdo do fluoréforo antranilamida por um grupo nitro-aromatico
via transferéncia de energia de ressonancia. Esta técnica de
transferéncia de energia € um método alternativo, utilizado na
avaliagdo de um amplo espectro de reagdes de clivagem, faci-
litando a selegdo de anticorpos especificos®’ %8,

Para algumas aplicagdes é possivel contornar a producdo de
hibridomas através da clonagem e expressdo do repertério de
imunoglobulinas em bibliotecas de bacteri6fagos A2, A
metodologia do DNA recombinante vem se tornando cada vez
mais efetiva para a geragéo rapida e eficiente de fragmentos Fab
cataliticos®3, Estratégias utilizando-se PCR (reacdo em cadeia
com polimerase) tém sido desenvolvidas, tornando possivel a
amplificacdo seletiva de cDNAs codificadores de V| e V293,
Entretanto, dois inconvenientes destas técnicas para a identifica-
¢ao de anticorpos cataliticos sdo: as dificuldades associadas a
expressdo funciona dos fragmentos do anticorpo na bactéria, e
o fato de que no processo de clonagem, os genes de V| e Vy
s80 recombinados ao acaso, havendo uma probabilidade muito
baixa de pareamento exatamente como ocorre nas células B.

A expressdo em fago filamentoso e selecéo in vitro para iden-
tificagc@o de anticorpos cataliticos sitio-ativos seletivos compre-
ende uma variagio deste tema®. A expressio de bibliotecas de
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anticorpos em fago filamentoso foi um dos principais avangos,
pois o tamanho e composi¢do das bibliotecas ndo estdo mais
limitados ao sistema natural de selecéo. A utilidade dos sistemas
de expressdo em fago € que a esséncia do sistema natural de
anticorpos pode ser duplicada no fago através da ligagdo reco-
nhecimento-replicacdo. A selegdo in vitro de uma biblioteca de
anticorpos expressa em fago filamentoso contra um composto
dissulfeto, constitui um exemplo bem sucedido para a identifica-
¢do de anticorpos cataliticos contendo um sitio ativo Cys capaz
de atuar como nucledfilo na hidrélise de tioésteres. O anticorpo
contendo o residuo Cys, provavelmente, foi selecionado devido
aformacdo de uma ligagdo dissulfeto covalente com o composto
imobilizado através de uma reagso de troca de dissulfeto®. Tal
estratégia pode, em principio, ser generalizada a outros tipos de
reacOes sujeitas & catélise nucleofilica

ANTICORPOS CATALT:I'ICOS E O ANALOGO DO
ESTADO DE TRANSICAO

O desafio imposto pela catalise por anticorpos € justamente
guanto a reatividade quimica ou como se poderia explorar a
afinidade e especificidade da molécula de anticorpo (ligacdes
ndo covalentes fracas) para formar ligagdes quimicas covalen-
tes. A primeira proposta sugere estabilizacdo seletiva do esta-
do de transi¢do determinante da velocidade da reagdo, refletin-
do o fato de muitas enzimas possuirem um sitio ativo esterica-
mente e eletronicamente complementar ao estado de transi¢cdo
limitante da velocidade da reagéo®®.

A primeira demonstracdo experimental desta nocéo envol-
veu reacOes de transferéncia de grupo acila, especificamente
reagBes simples de hidrélise!®11131537 A proposta parece 16-
gica do ponto de vista de que estas rea¢fes sdo objeto de inte-
resse para os fisico-quimicos organicos, estando dentre as rea-
¢Oes mais amplamente estudadas. Além disso, a natureza
estérica e eletrdnica do estado de transicéo destas reacdes (te-
traédrico e negativamente carregado) é suficientemente dife-
rente do substrato (planar e neutro).

Desde os primeiros experimentos muitas reagfes envolven-
do a transferéncia de grupo acila foram catalisadas. Um
destes importantes experimentos discute as aplicacdes
comerciais dos anticorpos, incluindo a demonstracdo de
catdlise de reacéo de hidrdlise de éteres inativados estereoes-
pecificamente, com um excesso enanciomeérico maior do que
99%°8, Estes resultados sdo significativos ja que até o mo-
mento ndo existe um método quimico geral para a producdo
de catalisadores estereoliticos estereoespecificos. Especifici-
dade para funcGes acool ou acido presentes em ésteres foi
demonstrada, bem como para as configuracdes R e S'32639,
Tais anticorpos poderiam ser aplicados na resolucdo quiral de
intermedidrios sintéticos contendo funcgdes alcool ou acido.
De fato, a especificidade de anticorpos estereoliticos ja foi
explorada na producdo de um biosensor®®,

Os primeiros anticorpos cataliticos especificos para hidrélise
de ésteres e carbonatos, ligaram-se a andlogos de estados de
transi¢do fosfato e fosfonatos tetraédricos negativamente car-
regados (Figura 3; estruturas 10, 13 e 14), além dos grupos o,
a-difluorocarbonila e hidroximetileno'®+13152637 A5 reagBes
de hidrdlise ndo requerem, necessariamente, cadeias laterais
catalisadoras ativas (por exemplo, um nucledéfilo Ser); elas tam-
bém podem ocorrer pelo simples ataque de uma molécula de
agua na carbonila polarizada do substrato no sitio de ligagéo.

Anticorpos especificos para os andlogos do estado de tran-
sicdo 10, 13 e 14 seletivamente catalisaram a hidrélise dos
substratos correspondentes 8, 11 e 12 (Figura 3), consistente
com a cinética Michaeliana'®¥"%, Tais reaces foram com-
petitivamente inibidas pelo analogo do estado de transi¢ao cor-
respondente. As constantes de inibicdo (K;) foram substancial-
mente menores do que as constantes de Michaelis-Menten (K,)
para os substratos, sugerindo que a estabilizagdo do estado de
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Figura 3. Reagdo de hidrélise de éteres. As estruturas 10, 13 e 14
correspondem aos analogos dos estados de transi¢cdo das reacgdes de
hidrélise dos substratos 8, 11 e 12, respectivamente.

transicdo é fundamental na catalise. Uma aceleragdo na veloci-
dade da reac8o catalisada em relagdo a ndo catalisada da or-
dem de 103-10° foi observada. Estes resultados concordam com
a variacdo encontrada para enzimas hidroliticas'®3"°. Por
exemplo, um mutante da enzima subtilisina hidrolizou o
peptideo p-nitroanilida 3000 vezes mais rapidamente do que a
reac&o no catalisada™. Em todos os casos os anticorpos exibi-
ram alta especificidade pelos substratos.

A elucidagdo da estrutura tridimensional do anticorpo
McPC603, o qual é altamente homdlogo aos anticorpos catal iticos
T15 e MOPC167 ligantes de fosforilcolina, possibilitou a identi-
ficaggo dos residuos sitio-combinantes responsaveis pela catalise™.
O hapteno é ligado ao anticorpo com o grupo colina no interior
da cavidade sitio-combinante e o grupo fosfato voltado para o
exterior, em contato com o solvente aquoso. Os residuos Tyr-H33
e Arg-H52 da cadeia pesada ligam-se ao grupo fosfato por liga-
¢Oes hidrogénio e interacdes €eletrostaticas com os &omos de oxi-
génio fosforilicos. O anticorpo é entdo capaz de polarizar o grupo
carbonila de 11 para o ataque do ion hidréxido na etapa determi-
nante da velocidade. Uma vez que a estrutura do estado funda-
mental de 11 difere substancialmente da configuragdo do estado
de transi¢do (9), a afinidade de ligagdo diferenciada do anticorpo
por estas duas espécies resulta em uma diminuicdo na energia
livre de ativagdo da reagfo. De fato, 0 andlogo do estado de tran-
sicdo 13, liga-se mais fortemente aos anticorpos MOPC167 e T15
(Ki =5 uM; Ky, = 208 uM). Ademais, dados de cristalografia, em
conjunto com estudos biofisicos, sugerem que anticorpos especi-
ficos para o hapteno 10 reduzam a barreira de energia da reagdo
através da agdo catalitica da Tyr e Arg, enquanto que His ou Tyr
estariam envolvidas na estabilizagdo do estado de transi¢do tetra-
édrico para reacdes catalisadas por anticorpos especificos para 14
(Fl gura 3)10,11,15,26,37,40'

Experimentos relacionados, que poderiam ser expandidos
para aplicagdes comerciais, foram as demonstragdes de que (1)
anticorpos podem agir como catalisadores em solventes org&-
nicos, pela solubilizacdio em micelas reversas®™ e, (2) anticor-
pos imobilizados mantém atividade e especificidade (com esta-
bilidade aumentada) em solventes organicos*. Recentemente,
um anticorpo catalitico recoberto com uma camada lipidica foi
preparado misturando-se solu¢es aquosas do anticorpo com
glicolipidios sintéticos, tornando-o solGvel em solventes org&
nicos®. Uma marcada reatividade foi demonstrada para a
hidrélise de alquil-ésteres lipofilicos em solugdo tampéo Tris
0,05M, pH 8,0; contendo 20-80% de DM SO,

Anticorpos cataliticos capazes de clivar ligagdes peptidicas
seriam de grande utilidade em terapéutica e também como fer-
ramenta de pesquisa. Por exemplo, o acesso a uma familia de
proteases poderia facilitar estudos de estrutura-funcdo de novas
proteinas, e anticorpos proteoliticos especificos para as proteinas
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do envelope viral poderiam ser Uteis na terapia antiviral. Entre-
tanto, a estabilidade inerente as amidas (ty, & 7 anos) sugere
que a hidrdlise por anticorpos segja de dificil execucdo, uma vez
que a barreira de energia para a formag&o e quebra do interme-
didrio tetraédrico sdo muito maiores para amidas do que para
ésteres. Dois exemplos de anticorpos cataliticos com modesta
atividade de amidase catalisaram a hidrélise de uma nitrofenil-
anilida® e de peptideos”. Recentemente, Martin et. al.*® de-
monstraram a obtencdo de um anticorpo seletivo para a hidrélise
do enancidmero R de uma fenilalanina inativada, a partir de um
analogo do estado de transi¢do fosfinato racémico. Entretanto,
como nos exemplos anteriores, apenas uma modesta atividade
catalitica foi atingida (kez = 1 x 10° minh; Kealkunca = 132),
demonstrando a dificuldade intrinsica no desenvolvimento de
catalisadores para a hidrélise de amidas®.

Grande énfase vem sendo dada a compreensao das caracte-
risticas mecanisticas e estruturais da catélise por anticorpos. O
objetivo fundamental visa a obtencdo futura de analogos do
estado de transicéo que fornegam anticorpos mais efetivos, além
de melhorar a atividade da primeira geracdo de anticorpos
cataliticos, através de mutagénese sitio-dirigida®®>°. O
anticorpo 43C9, com atividades amidase e esterase, € um dos
anticorpos mecanisticamente mais estudados. Os dados acumu-
lados de diferentes estudos mecanisticos sugerem que, reagdes
de hidrdlise de ésteres e amidas catalisadas pelo anticorpo 43C9
ocorram via um sofisticado mecanismo envolvendo catalise
nucleofilical®. Uma estrutura tridimensional, baseada em mo-
delagem computacional, foi proposta por Roberts et. al.5L,

O anticorpo 17E8 (Figura 4) é uma esterase que catalisa a
hidrélise de ésteres fenilicos de N-acil-aminoacidos®. O
anticorpo foi gerado contra o andlogo norleucina-fenil fosfonato,
sendo o N-formil norleucina fenil éster um dos melhores
substratos para a enzima. A estrutura cristalina do fragmento
Fab complexado ao andlogo fosfonato foi obtida e mostrou ter
caracteristicas semel hantes as hidrolases naturais™. O sistema se
caracteriza por ser um modelo simples de enzimas proteoliticas,
contendo um subsitio S isolado para o reconhecimento da cadeia
hidrofébica lateral do residuo do aminoacido do substrato. Em
estudos cinéticos iniciais foi observado que a reagdo de hidrolise
ocorre enancioseletivamente®?. Informagdes adicionais acerca da
enanciosel etividade da reacdo de hidrdlise foi obtida a partir da
estrutura cristalina do anticorpo 17E8, mostrando que apenas o
enancidbmero S, com a mesma configuragdo do carbono-o. do
substrato, se liga ao sitio ativo, embora o substrato racémico
tenha sido utilizado no experiment053. Recentemente, Wade e
Scanlan® confimaram a enancioseletividade S do anticorpo 17E8
para a hidrélise, e mostraram que tanto a enancioseletividade
como a atividade catalitica sdo controladas por interacfes
hidrofébicas entre a cadeia hidrofébica lateral do substrato e a
cavidade S da enzima.
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Figura 4. Stio ativo do anticorpo estereolitico 17E8 complexado ao
isdmero L do hapteno utilizado para mimetizar a estrutura do estado
de transicdo da reacdo de esteredlise enancioseletiva.
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O anticorpo CNJ206, uma nitrofenilesterase, catalisa a
hidrélise do nitrofenil éster com um significativo aumento na
velocidade (Kca/Kuncaa = 1600), exibindo especificidade pelo
substrato®. Multiplos ciclos foram verificados quando o
anticorpo foi selecionado utilizando-se sua alta afinidade pelo
analogo “pequeno” do estado de transi¢do. Recentemente,
Charbonnier et. al.®® determinaram a estrutura de raio-X do
complexo fragmento Fab-andlogo do estado de transicéo
fosfonato. Uma comparacdo com a estrutura do fragmento néo
complexado sugere mudangas conformacionais induzidas pelo
hapteno. Foi também demonstrado que trés ligagdes hidrogé-
nio sdo responsaveis pela estabilizacdo do grupo fosfonato do
hapteno. O sitio combinante mostrou elevada similaridade com
0 do anticorpo 17E8, sendo que a estrutura de ambos sugere
que a estabilizag8o do oxianion tem um papel fundamental na
aceleracdo da velocidade da reaco®.

Além destes exemplos, a complementaridade ao hapteno tem
sido aglicada na catélise de reagdes de eliminag&o®®’, desidra-
tacdo™®, hidrélise de enol-éteres®®5?, isomerizagdo cis-trans®?, e
ciclizago catidnica®™ . Em particular, nos exemplos de reactes
de ciclizagdo catidnica, os haptenos utilizados permitiram a ge-
racdo de anticorpos capazes de acomodar reagfes envolvendo
multiplos intermedidrios.

ANTICORPOS CATALITICOS E ENTROPIA

Hé& muita discusséo sobre a relagéo existente entre efeitos
de proximidade e aceleracéo de velocidade em catélise biol 6-
gica. Efeitos entropicos podem produzir molaridades efetivas
da ordem de 10® M em reacdes enziméticas'®. Sendo assim,
anticorpos deveriam catalisar reacBes com entropias de ativa-
¢ao desfavoraveis, agindo como sequestradores de entropia,
ou seja, a energia de ligag@o do anticorpo seria usada para
congelar os graus de liberdade rotacional e translacional ne-
cessérios & formagdo do complexo ativado'®. Estas nogdes
foram empregadas no projeto de anticorpos que catalisaram
reaces unimoleculares (lactonizacio® e rearranjos de
Claisen®’), bem como reagbes bimoleculares (reagbes de
Diels-Alder®®° e transacilactes®® 071,

Um dos resultados mais interessantes foi a descoberta de um
anticorpo eficiente para a catdlise da reagc@o de transesterifica-
¢ao em agua entre dcool sec-feniletilico e um éster endlico for-
mando o éster quiral correspondente™. A reagdo foi altamente
eficiente, com molaridade efetiva da ordem de 10°-10% M, sendo
a aceleracdo de natureza entrépica. A cinética mostrou um com-
portamento do tipo “ping-pong”, onde a primeira etapa consiste
da formac&o de um complexo covalente enzimético’.

A velocidade de muitas reagbes, incluindo substituicdes
nucleofilicas Sy2 e eliminagBes E2, sdo altamente sensiveis a
escolha do solvente, embora, no caso de reagdes enzimaticas, a
contribuicdo do efeito de solvatagdo na aceleragcdo da velocida-
de sgja dificil de ser estimada. O efeito do meio reacional foi
estudado na velocidade de descarboxilagdo de 3-carboxibenzi-
soxazol em cianofenol. Foi sugerido que o hapteno (Figura 2,
estrutura 7), positivamente carregado, seria capaz de gerar an-
ticorpos que apresentassem um grupo carboxilato complemen-
tar, negativamente carregado. Este grupo seria, entdo, preci-
samente posicionado para atuar como uma base gerall®. Em
um trabalho mais recente, a dependéncia do pH da reacéo de
eliminacéo E2 de benzisoxazol, bem como estudos envolvendo
modificagdo quimica indicam a presenca de um residuo
carboxilato capaz de abstrair um domo de hidrogénio com alta
eficiéncia, devido a natureza hidrofdbica da cavidade de liga-
¢&0%. A comparago entre a constante de velocidade de segun-
da ordem, kaco™ (eliminagdo catalisada do acetato), e o valor
de kea/Km concorda com um aumento na velocidade > 108
vezes®, Célculos de mecénica quantica aplicados ao sistema
modelo de reacdo de isoxazol com formiato, confirmaram que
a orientacdo do grupo carboxilato tem um efeito significativo
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na velocidade™. Foi determinado que ligacéo hidrogénio com
0 Oxido formado poderia levar a um aumento ainda maior na
aceleracdo. Além disso, foi sugerido ser a dgua o éacido geral
mais efetivo, seguida de metanol e acido férmico. Tais efeitos
combinados, orientagdo prépria da base e catdlise &cida, leva-
riam a um aumento adicional de 10°-10° vezes na velocidade
da reacdo. Baseado nestes resultados, varios haptenos foram
propostos e avaliados’.

A transformagdo do corismato 15 em prefenato 17 (Figura
5) € uma etapa chave na biossintese dos aminoécidos aroméati-
cos Phe e Tyr em bactérias, fungos e vegetais superiores. Esta
reacdo € o Unico rearranjo [3,3]-sigmatrépico conhecido
catalisado por uma enzima, a corismato mutase. A reagdo é
formalmente um rearranjo de Claisen, ocorrendo através de um
estado de transicio assimétrico na conformacgo cadeira (16)7.
A posigdo central desta enzima em organismos inferiores e sua
auséncia em mamiferos a torna um alvo atrativo para o desen-
volvimento de inibidores, bactericidas, fungicidas e herbicidas.
A biologia e 0 mecanismo Unico tém levado ao estudo exten-
sivo do rearranjo corismato-prefenato nas Ultimas duas déca-
das. Estudos mecanisticos e evidéncias cristalograficas sobre a
estrutura, levaram a conclusdo de que a enzima catalisa a rea-
¢ao através de um mecanismo concertado. Da mesma forma, a
reacdo pode ser acelerada por anticorpos cataliticos utilizando-
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Figura 5. Rearranjo de Claisen do corismato (15) em prefenato (17).
Anticorpos monoclonais cataliticos para a reagéo foram obtidos utili-
zando-se o hapteno 18.

O andlogo do estado de transi¢do 18 (Figura 5) foi utilizado
para gerar dois anticorpos com atividade corismato mutase”™7®.
Um dos anticorpos, 1F7, acelerou o rearranjo 190 vezes, devi-
do a diminuicdo da entalpia de ativagdo, ja que a entropia de
ativacdo € mais desfavoravel do que para a reagdo ndo
catalisada. O segundo anticorpo, 11F1-2E11, catalisou a rea-
¢do por um fator de 10%, principalmente devido ao aumento na
entropia de ativac8o. Neste caso, apenas foi observada uma
pequena diminuicdo da entalpia de ativagéo’’.

A estrutura tridimensional do anticorpo 1F7 complexado ao
hapteno foi determinada recentemente’. Apenas algumas
interagdes consideraveis foram observadas entre o hapteno e o
sitio de ligagdo, em relagdo ao sitio ativo da enzima. Foram
demonstradas interagdes entre o carboxilato na posicéo C-10 e
Arg-H59 e Asp-H97. O carboxilato na posi¢do C-11 interage
com Tyr-L94 e Asn-H50, enquanto o grupo hidroxila na posi-
¢ao C-4 interage, apenas, com o residuo Asn-H33. Outra ca-
racteristica do sitio ativo do anticorpo é que ele apresenta
menos residuos carregados com relagdo a enzima, sendo parti-
cularmente significativo para o ambiente do carboxilato em C-
10 e do oxigénio da fungdo éter, o qual esta carregado positi-
vamente no sftio ativo’®. Apesar do menor nimero de interagdes
entre cargas que estabilizam o estado de transi¢do, o valor de
AH? medido é tdo baixo quanto o valor observado para a
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enzima. Tal observacdo pode ser consequéncia da restricdo do
movimento dos grupos estabilizadores, a fim de se alcancar
estabilizacdo do estado de transi¢do. Alternativamente, o
corismato pode se ligar em uma conformac&o diequatorial de
forma que, tanto a reagdo catalisada como a ndo catalisada
apresentem o mesmo AS* desfavoravel. No entanto, Hilvert et.
al 177576 obtiveram evidéncias espectroscopicas, utilizando-se
RMN de 'H e NOE diferencial, para a ligagdo do corismato em
uma conformacéo diaxial (Figura 5).

Diferentes grupos tém empregado métodos semi-empiricos
no estudo desta reagéo’®. Wiest e Houk’® exploraram o efeito
de substituintes na reagdo, utilizando sistemas modelos, a fim
de mimetizar a maneira pela qual o anticorpo e a enzima
catalisam a reagcdo. Foram aplicadas as teorias do funcional de
densidade e de Hartree-Fock. Os resultados forneceram infor-
macdes adicionais acerca da menor atividade catalitica obser-
vada para o anticorpo. Embora o sitio ativo também force o
substrato a adquirir uma conformagdo similar a do estado de
transi¢do, as interagdes de ligagdo sdo muito mais fracas quan-
do comparadas as da enzima. As interagBes com o oxigénio da
funcédo éter e o carboxilato da cadeia lateral, importantes para
catalise segundo os calculos efetuados, sdo os contatos com o
esqueleto da protefna’. No anticorpo as cadeias |aterais e gru-
pos funcionais dos residuos Asn-H33, Asp-H99 e Arg-H95 sdo
direcionados para fora do sitio ativo. Portanto, ndo ha grupos
funcionais presentes no sitio ativo que possam fornecer com-
plementaridade de carga ou aumento de ligagdes hidrogénio,
fundamentais para a catdlise. Ademais, uma melhora no
anticorpo catalitico, através da mutagénese sitio-dirigida, re-
quer mudangas conformacionais significativas para permitir a
interacdo de grupos funcionais apropriados com os residuos
relevantes do estado de transig&o’®.

Outro importante exemplo do uso de anticorpos como
sequestradores entropicos, sdo as reagdes de Diels-Alder entre
um dieno e um alqueno para a formagdo de um ciclohexeno,
com alta seletividade. Anticorpos cataliticos para cicloadigdes
de Diels-Alder representam uma das conquistas mais impor-
tantes neste campo, ndo apenas por esta transformagéo ser fre-
guentemente considerada como 0 processo mais importante de
formag&o de ligagdo carbono-carbono, mas também, devido a
sua habilidade em controlar a enancio- e estereosel etividade da
formag&o da ligag&o® 69798,

Anticorpos que catalisam tais processos ampliam o alcance
dos biocatalisadores conhecidos na enzimologia classica, ofe-
recendo novas oportunidades para a sintese organica®-®. A
possibilidade de manutencdo de dois reagentes juntos, no sitio
ativo do anticorpo, através de interagdes de ligagdo, aumenta a
probabilidade de reagdo. Assim, a perda de entropia rotacional
e translacional durante a reag@o precisa ser compensada pela
energia de ligag&o.

O estado de transicdo desta reacdo é altamente ordenado em
um evento mecanistico concertado. Como resultado, uma
entropia de ativac@o desfavoravel é observada, e a geragdo de
anticorpos deve levar em conta ndo so efeitos de proximidade,
mas proporcionar um mecanismo que elimine a inibicdo pelos
produtos da reagdo. Hilvert et. al.% obtiveram sucesso com um
sistema que satisfez ambos os critérios, a reacdo de diéxido de
tetraclorotiofeno 1 com N-etilmaleimida 2 (Figura 1). Nesta
reagdo, o produto dihidroftalimida 3 liga-se fracamente ao
anticorpo e um significativo aumento na velocidade da reagdo
foi conseguido, com mltipla frequéncia de transformagao®.

Outra estratégia utilizada na catélise de reacbes Diels-Alder,
envolveu a sintese de um hapteno contendo uma ponte etano,
a qual mantém o anel de ciclohexano em uma conformagéo
que se assemelha ao estado de transicéo da reac&o®. Ja que o
produto, ciclohexeno, ndo contém esta ponte hidrofébica e
apresenta uma conformagéo diferente do hapteno, ele deveria
estar fracamente ligado pelo anticorpo, evitando inibicéo pelo
produto. Os anticorpos produzidos contra este hapteno permi-
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tiram uma ligagcdo do dieno aciclico em uma conformagéo cis-
syn reativa. Entretanto, uma afinidade pelo produto duas vezes
maior do que pelos substratos, dieno e diendfilo, foi observa-
da, além de uma baixa molaridade para o sistema, 0,35 M,

A preparagdo de tais anticorpos € muito importante por
varias razdes. Estas moléculas sdo as primeiras proteinas
catalisadoras de reacfes de cicloadigdo, permitindo a explora-
¢do de efeitos de proximidade para acelerar reagdes ndo fisio-
l6gicas. Além disso, tais principios podem ser extendidos a
outras transformagfes periciclicas. Estes anticorpos sdo tam-
bém candidatos atrativos para a ativagdo de pro-drogas in vivo,
uma vez que ndo ocorrem interferéncias de enzimas que pode-
riam ocorrer naturalmente.

Recentemente, Bahr et. al.®® obtiveram um anticorpo
catalitico, exibindo mdltipla frequéncia de transformacdo, que
promove uma reac8o retro-Diels-Alder liberando nitroxila
(HNO), como um heterodiendfilo; e antraceno, a partir de uma
pro-droga inerte (Ky, = 100 UM, Kex = 0,07 min?, Kynea = 3 X
10 min™l). Desta forma, a nitroxila liberada pode ser oxidada a
Oxido nitrico (NO) pela enzima superdxido dismutase (SOD),
presente nos sistemas biolégicos. Este sistema de liberagdo de
pré-drogas é de particular importancia biolégica, uma vez que o
Oxido nitrico atua como um mensageiro quimico em varios pro-
cessos biorreguladores fundamentais, incluindo regulacdo da
press3o sanguinea e eventos associados & memoria®®. Neste caso,
este sistema envolvendo anticorpo catalitico/SOD poderia, de
certaforma, ser considerado como equivalente a uma NO-sintase.

Os experimentos mostraram que a reagdo catalisada € inde-
pendente do pH, sendo provavelmente mediada por interacGes
entre os dois anéis fenilicos do substrato e o anticorpo. Foi
também sugerido que fatores adicionais deveriam influenciar
na catalise, por exemplo, interacBes eletrostéticas entre o
anticorpo e o estado de transi¢cdo com carga parcial negativa
no &omo de oxigénio, ou Iigagﬁ&s hidrogénio entre um residuo
no anticorpo e a ponte HNO®,

A relevancia bioldgica da reacéo foi demonstrada pela pro-
ducdo seletiva e controlada de concentragfes biologicas de
oxido nitrico, na presenca de superéxido dismutase®. Em ge-
ral, as drogas comumente empregadas como fonte de NO no
tratamento de angina e hipertensdo, por exemplo, nitrogliceri-
na, se decompdem rapidamente, devendo ser administradas em
altas doses, podendo, eventualmente, induzir tolerancia. A li-
beracdo controlada de nitroxila em condi¢6es fisioldgicas, ofe-
rece uma oportunidade Unica para o estudo direto de seus efei-
tos bioldgicos. O mais importante é que a velocidade e o local
da liberac&o de nitroxila in vivo, poderiam ser controlados pela
localizag8o dos anticorpos cataliticos.

A formacdo de ligacdo carbono-carbono compreende o cerne
da quimica orgénica sintética e da biossintese. Uma reacdo am-
plamente empregada em sintese, é a condensacdo alddlica entre
um enolato e um aldeido, formando a 3-hidroxicetona correspon-
dente (Figura 6a). As enzimas adolases classe-1 catalisam espe-
cificamente esta reacdo, através de um mecanismo complexo, com
a formacdo de um intermediario covaente enzima-substrato. A
base de Schiff formada entre o residuo Lys, no sitio ativo (19), e
0 substrato cetona (20), diminui a energia de ativagdo para a abs-
tragdo do préton, formando a enamina. Adicéo desta enamina a
um aldeido (21) é seguida pela hidrélise da base de Schiff e libe-
rac@o da B-hidroxicetona (22), com regeneracdo do catalisador.

Catalise por anticorpos utilizando-se uma amina externa
como cofator foi recentemente demonstrada, mas a necessida-
de deste cofator externo limitou a eficiéncia catalitica que po-
deria ser atingida®. Recentemente, foi demonstrado que um
hapteno diceténico é capaz de formar uma base de Schiff com
um residuo Lys no anticorpo, que em seguida tautomeriza,
formando a amida estavel (Figura 6b). Neste caso, o hapteno
23 induziu a formagdo de anticorpos com uma amina
cataliticamente ativa no sitio-combinante. A velocidade da re-
acdo catalisada foi > 10° vezes a da reagdo ndo catalisada®®.
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Figura 6. Catélise por anticorpos de uma condensagéo de Aldol através
da formacdo de uma base de Schiff. (a) Formagdo da base de Schiff
entrea cetona 20 e um sitio ativo Lys da cadeia lateral do anticorpo (Ig);
e subsequiente formagéo de um novo centro quiral (22), com regeneracéo
do catalisador. (b) O hapteno 23 pode formar uma base de Schiff com um
residuo Lys do anticorpo e subseqiientemente tautomerizar para formar
uma amida estavel. Este hapteno é utilizado para produzr anticorpos
com uma amina cataliticamente ativa no sitio combinante.

O anticorpo 33F12 em particular, catalisou a condensagéo
da acetona com 2-fenilpropionaldeido estereoseletivamente. A
adicdo catalisada da enamina ocorre, preferencialmente, a face
S do aldeido, formando B-hidroxicetonas com alto excesso
diastereomérico (> 95%)%°. Em alguns casos, a preferéncia
estereoquimica inerente da reagéo € revertida, e o produto nor-
malmente desfavorecido é obtido com um excesso diastereo-
mérico da ordem de 83%.

Koch et. al.® reportaram a primeira condensacso de Aldol
intramolecular catalisada por anticorpos que procede através da
estabilizagdo sequencial de trés estados de transicdo distintos
(Figura 7). A condensacdo intramolecular do cetoaldeido 24
forneceu uma 2-benzil-3-hidroxiciclohexanona substituida (25),
que através de uma eliminacdo desfavorecida produziu 2-benzil-
2-ciclohexenona (26)%. A sequéncia envolve quatro etapas indi-
viduais de reagdo, sendo que trés delas podem ser aceleradas
empregando-se catdlise acido-base geral, com transferéncia de
préton proxima ou no carbono-o. da cetona envolvida na
condensagdo. O anticorpo 78H6, produzido contra o hapteno N-
benzil-N-metilpiperidinio (estrutura 27), foi capaz de catalisar
trés das quatro etapas sequenciais da reacdo (Figura 7, etapas A,
C e D)®. Este anticorpo parece agir puramente como uma base
geral, através de um residuo carboxilico, sendo seletivo para a
eliminagdo-trans desfavorecida (estereoisc‘)mero 25a). O
anticorpo € aproximadamente 2 x 10° vezes mais reativo do que
acetato para a catdlise®. Estes experimentos demonstram que a
catalise de reacBes com estados de transicdo consecutivos é
igualmente possivel utilizando-se anticorpos cataliticos.

II}ITRODUCAO DE GRUPOS CATALITICOS EM
SITIOS COMBINANTES DE ANTICORPOS

Uma estratégia pela qual grupos cataliticos podem ser in-
troduzidos em sitios combinantes de anticorpos € a modifi-
cacdo quimica seletiva com catalisadores naturais ou sinté-
ticos, como complexos de metais de transi¢do, cofatores,
bases ou nucledfilos. Enzimas podem ser seletivamente
modificadas por cofatores, e esta técnica vem sendo aplica-
da aos anticorpos, combinando-se a especificidade requinta-
da do sistema imune aos diversos catalisadores disponiveis
na quimica sintética®®. Este método n&o requer conhecimen-
to prévio da estrutura tridimensional do anticorpo, podendo
ser aplicado a inUmeras proteinas.
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Por exemplo, o anticorpo MOPC315 foi seletivamente mo-
dificado com a introducdo de um grupo tiol nucleofilico em
seu sitio combinante, mais especificamente no residuo Lys-H52.
O grupo tiol foi apropriadamente posicionado para agir na
tidlise do éster cumarina. A velocidade da reagfo catalisada
pelo anticorpo modificado foi 6 x 10* vezes mais répida com-
parada ao uso de ditiotreitol®. O grupo tiol também pode aju-
dar na introducdo de outra funcionalidade quimica no sitio
combinante do anticorpo. Por exemplo, o imidazol foi incorpo-
rado com um rendimento maior do que 90% (Figura 8). O
anticorpo semi-sintético resultante catalisou a hidrélise do éster
cumarina (Figura 8, estrutura 28) com uma velocidade 10°
vezes mais répida do que a catélise por 4-metil imidazol®.
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Figura 8. Modificacdo do fragmento Fab do anticorpo MOPC 315
pela introducdo de um anel imidazol no sitio de ligagdo. A estrutura
28 corresponde ao éster cumarina utilizado como substrato da reacao
de hidrdlise.
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Outra ferramenta importante utilizada € o método biol dgico
de mutagdo sitio-dirigida. Neste caso, a estrutura tridimensional
do anticorpo é necessaria para determinar qual o sitio de mo-
dificacdo. Esta técnica foi aplicada para a introdugdo de His
cataliticas nos sitios ativos especificos para dinitrofenil
(anticorpo S107) e fosforilcolina (anticorpo MOPC315). Os
anticorpos resultantes mostraram atividade estereolitica maior
do que 10° vezes comparada & reaco catalisada por imidazol*.

Uma terceira estratégia envolve a geragdo de um sitio de
ligagdo para um cofator natural ou sintético, além do sitio de
ligac8o do substrato. Anticorpos gerados especificamente para
flavinas ligam-se com uma afinidade 4 x 10* vezes maior em
relacdo a 1,5-dihidroflavina, devido as diferentes propriedades
conformacionais e eletronicas®. Esta estabilizaggo diferencial
das formas oxidada e reduzida do cofator pelo sitio combinante
do anticorpo, faz com que o complexo anticorpo-1,5-
dihidroflavina seja um agente redutor mais forte em solucéo. O
potencial de reducédo da flavina ligada ao anticorpo é -342 mV,
representando uma diminuicdo de 5 kcal/mol no potencial de
reducdo (En = -206 mV). Desta forma, o complexo foi capaz
de reduzir rapidamente o substrato safranina T (E, = -289
mV)®. Tais anticorpos sdo importantes quando se consideram
reducgdes quimicas estereocontroladas.

Numerosos exemplos de enzimas capazes de mediar reagBes
redox sdo conhecidos. Estas enzimas utilizam cofatores redox
bioldgicos, flavina, nicotinamida e o grupo heme. Anticorpos tém
sido obtidos para a catédlise de reagtes redox, utilizando cofatores
redox, versdteis e inexpressivos, ndo encontrados na natureza.

O anticorpo 28B4.2 catalisou a oxigenagdo-dependente de
periodato de um sulfeto ao sulfoxido correspondente com um
kea = 8,2 518, O anticorpo foi obtido utilizando-se um hapteno
contendo um grupo fosfonato para fornecer um sitio de ligagao
para 0 oxidante quimico, periodato, enquanto que a amina car-
regada positivamente deve mimetizar a carga positiva incipiente
do atomo de enxofre no estado de transicdo. A frequéncia de
transformacgdo e o aumento da velocidade da reacdo catalisada
por este anticorpo sdo comparaveis aos de muitas monoxigena-
ses. Além disso, ndo foi observada inativagdo como resultado
da oxidac&o do anticorpo®. A catélise de outra reacgo de oxi-
dac8o por anticorpos, a epoxidacéo de olefinas desfuncionali-
zadas, também ocorre utilizando-se um oxidante quimico rela-
tivamente barato, o peréxido de hidrogénio®.

Outro exemplo interessante, € a ligagdo de anticorpos a metais
como cofatores na catdlise da ligagdo Gly-Phe de um peptideo
como substrato em pH neutro®. Este trabalho é o ponto de parti-
da para a obtencdo de peptidases de sequéncias especificas, como
as enzimas de restri¢do equivalentes para proteinas.

REACOES QUIMICAS DESFAVORECIDAS
CATALISADAS POR ANTICORPOS

Em muitas reacOes, tais como Diels-Alder e ciclizagBes
intramoleculares, a razéo entre produtos pode ser estudada em
termos das caracteristicas estereoel etronicas dos estados de tran-
sicdo favoravel e desfavoravel (por exemplo, cicloadigdo exo x
endo, substituicdo nucleofilica 5-exo x 6-endo). Na prética é
dificil discriminar quimicamente e controlar as energias relati-
vas dos estados de transi¢do. Por exemplo, formar o aduto exo
na reacdo de Diels-Alder ou o produto anti-Baldwin em um fe-
chamento de anel. Como enzimas, os anticorpos séo capazes de
utilizar a energia de ligag@o para estabilizar seletivamente um
dos muitos estados de transi¢éo isoenergéticos, levando a produ-
¢do de um Unico produto em lugar de uma mistura de produtos.
Alternativamente, anticorpos podem estabilizar seletivamente um
estado de transicdo de alta energia, permitindo a formac&o de
um produto desfavoravel, antes ndo observado. Exemplos de tais
reacBes incluem reducdes estereo- e regioespecificas™, reacdes
de hidrélise®, bem como a particdo de intermediarios reativos
em caminhos de reaco normalmente desfavorecidos®%,

QUIMICA NOVA, 21(1) (1998)

Um dos principais objetivos da catdlise por anticorpos é forne-
cer reagentes que sgjam Uteis em sintese orgénica. Oxepanos é
uma das estruturas encontradas em muitas substancias ativas bio-
logicamente®. Uma nova rota sintética para a sintese de oxepanos
desfavorecidos pela regra de Badwin, a partir do epdxi-alcool
correspondente (Figura 9, estrutura 29), foi proposta por Janda et.
al.%>%, O anticorpo 26D9, utilizado, inicialmente, na obtencdo do
tetrahidropirano desfavoravel (produto 6-endo; estrutura 32), pre-
ferencialmente ao produto 5-exo (estrutura 33), foi obtido contra
um hapteno (Figura 10) especificamente desenhado para induzir
propriedades criticas do estado de transi¢cdo limitantes da veloci-
dade da reacso de fechamento de anel do epoxido 31%. A confor-
magdo cadeira adquirida pelo substrato durante o fechamento do
anel foi estabilizada por um anel piperidinio; uma fun¢do N-Oxido
foi introduzida para mimetizar o desenvolvimento de carga espe-
rado no estado de transi¢do e, desta forma, induzir complementa-
ridade de carga no anticorpo provocando uma diminuicdo na ener-
gia da reacdo. Ademais, a diferenca de carga entre o hapteno e o
produto da reagdo catalisada (produto anti-Baldwin) deveriam
minimizar a inibicio pelo produto®. A idéia central deste traba-
lho foi demonstrar que a catdlise por anticorpos € relativamente
indiferente a alguns componentes estruturais do substrato, como,
por exemplo, o comprimento da cadeia metilénica responsavel
pelaincorporacdo do anel, enquanto que, parametros mecanisticos
permaneceriam constantes®. Desta forma, sinteses de éteres
ciclicos maiores e, portanto, mais dificeis seriam possiveis utili-
zando-se catdlise por anticorpos. De fato, quando catalisada pelo
anticorpo 26D9, a abertura do anel epdxido ocorre praticamente
com total controle regioseletivo, sendo o produto 7-endo formado
com 98% de rendimento e excesso enanciomérico de 78% (Figura
9, estrutura 30b)%.
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Figura 9. Catélise acida e catalise pelo anticorpo 26D9 (IgG 26D9)
da reacdo de fechamento de anel do ep6xido 29, com formacéo dos
produtos 6-exo (30a) e 7-endo (30b), respectivamente.
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Estes resultados demonstram como bibliotecas de moléculas
combinantes e principios de reatividade quimica podem ser
utilizados em conjunto para gerar novos catalisadores capazes
de redirecionar reages quimicas. E importante ressaltar que,
uma vez que o catalisador é induzido pelo experimentador, uma
previsdo da possivel distribuicdo da energia de ligagdo € mais
provével do que no caso de enzimas que evoluem naturalmente.
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Figura 10. Comparacgéo entre as estruturas do hapteno utilizado na
obtencdo do anticorpo 26D9, e do possivel estado de transicao da
reacdo de fechamento do anel.

Neste experimento especificamente, o conhecimento prévio das
ligagbes envolvidas, permitiu uma escolha inteligente de
substratos alternativos. A utilizagdo de uma Unica enzima para
mltiplos substratos, de maneira racional, € quimicamente atra-
ente, pois permite a associagdo entre a enzima e o substrato
com base em interagdes de ligagdo detalhadas e ndo ao acaso.

Um outro exemplo de selecdo do estado de transi¢do por
um anticorpo catalitico é a eliminacdo syn de uma [-
fluorocetona (34) produzindo uma olefina cis (35b) (Figura
11)¥". Em condi¢Bes normais, 0 mecanismo cineticamente fa-
vorecido € a eliminag&o antiperiplanar da conformacéo alterna-
da. Nesta conformag&o, os grupos fenil e benzoil volumosos
estdo espacialmente distantes , e a eliminagdo de HF produz a
olefina trans 35a.

O anticorpo 1D4 foi capaz de estabilizar a conformagéo
eclipsada, levando a eliminagéo syn, com a formag&o exclusiva
do produto cis 35b%. O hapteno 36 foi desenhado com um
sistema de anéis biciclicos para fornecer um esqgueleto rigido,
que representa os substituintes fenil e benzoil na conformagdo
eclipsada desejada. Uma amina priméria foi introduzida na
posi¢do correspondente a do préton &cido do substrato a fim
de induzir um grupo carboxilato complementar no sitio
combinante do anticorpo. Desta forma, o carboxilato poderia
agir como uma base geral (Figura 11)%.
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Figura 11. Eliminagdo antiperiplanar e elimina¢cdo syn da
fluorocetona 34 em solugdo aquosa e na presenga do anticorpo pro-
duzido contra o hapteno 36, respectivamente.

Muitas transformactes quimicas importantes ocorrem através
de intermedidrios atamente reativos. A habilidade de enzimas
em sequestrar tais intermediérios da solucdo e permitir que de-
terminadas reagBes ocorram, torna possivel a biossintese de
muitas moléculas complexas. Diferentes anticorpos foram capa-
zes de catalisar reagdes de transferéncia de grupo acil a outros
nucledfilos que ndo a &gua, indicando que, como enzimas, anti-
corpos podem efetivamente excluir a dgua e, certamente, outros
substratos indesejaveis da reacdo’®®. Recentemente, um
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anticorpo foi utilizado para catalisar a transformagéo intramole-
cular de um enol-éter protonado em um cetal. Na auséncia do
anticorpo, o intermediério oxicarbdnio reage apenas com a agua
para produzir a cetona®

Além destes exemplos, a catalise por anticorpos tém sido
utilizada em sintese estereoseletiva de oximas para gerar o
produto anti desfavorecido®, reducso regio- e estereoseletiva
de dicetonas para produzir predominantemente (a 95%) um dos
oito produtos possiveis®; e protonagéio estereoespecifica de
enol-éteres, levando aos produtos de hidrélise quiral®. Catélise
por anticorpos foi utilizada para a hidrolise estereoseletiva de
um enol-éter em grande escala, inserindo-se um estereocentro
chave na sintese da (-)-o-multistriatina®

Da mesma forma que na reacdo de Diels-Alder, o rearranjo
oxi-Cope, um rearranjo [3,3]-sigmatropico, procede através de
um estado de transicdo altamente ordenado'®**°!. Braisted e
Schultz'® demonstraram que anticorpos gerados contra um
hapteno (Figura 12, estrutura 40) que mimetiza a geometria
tipo cadeira do estado de transicdo da reacdo, catalisam o
rearranjo oxi-Cope com um aumento na velocidade da reacéo
da ordem de 5000 vezes (Figura 12).
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Figura 12. Rearranjo oxi-Cope do substrato 37, fornecendo o enol 38
gue rapidamente tautomeriza formando o aldeido 39. O hapteno 40
foi utilizado para a obtencéo de anticorpos que aceleram a velocidade
da reacao.

Embora ndo haja limites 6bvios para o alcance das reaces
gue podem ser catalisadas por enzimas, para muitas classes de
reacdes, entretanto, catalisadores naturais especificos ndo séo
conhecidos. Para tais reagfes a utilizacdo de anticorpos
cataliticos serd uma alternativa promissora.

CONCLUSOES

A aumentada sofisticagdo no desenho de haptenos tém resul-
tado na producgéo de anticorpos cataliticos com complexidade e
eficiéncia comparavel ou ainda superior que a observada para
enzimas. O resultado tem sido anticorpos que catalisam reagdes
ndo encontradas na natureza ou aquelas dificeis de serem
catalisadas utilizando-se os métodos quimicos existentes. Em
combinagdo com estes estudos, 0 aumento no nimero de infor-
mac0es estruturais promete contribuir grandemente a compreen-
sdo da catélise biolégica, bem como a capacidade de producéo
de anticorpos cataliticos altamente sofisticados??5%:5355.76.102
Anticorpos cataliticos ja estdo sendo utilizados em laboratérios
como uma ferramenta em sintese organica, e 0 préximo passo,
sua utilizagdo em ciclos de produgdo, dependerd unicamente da
assimilacdo criativa de idéias em quimica, imunologia, bioqui-
mica de proteinas e biologia molecular. Além disso, o aumento
da eficiéncia catalitica ird afetar criticamente a extenséo da apli-
cacdo desta metodologia em medicina. Por exemplo, desde o
reconhecimento do potencial dos anticorpos cataliticos como
ativadores de pro-drogas'®, vérios grupos tém isolado anticor-
pos com eficiéncia catalitica suficiente para a aplicagcdo como
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agentes terapéuticos na ativagdo de pro-drogas em produtos to-
xicos, particularmente na terapia do cancer, ou mesmo em pro-
cessos de destoxificagdo®%, O que é particularmente notavel,
entretanto, € o fato de uma proteina simples, com a mesma es-
trutura secundaria e terciaria, poder ser adaptada para acomodar
diferentes tipos de reacdes, com diversificada eficiéncia para
aplicagdes em quimica, biologia e medicina.

GLOSSARIO

afinidade: medida da forca de ligacdo entre o determinante
antigénico (epitopo) e o sitio combinante do anticorpo.
afinidade de maturacgdo: aumento na afinidade média de an-
ticorpos frequentemente observada durante uma resposta imu-
ne secundéria.

aminoacidos

His: histidina

Tyr: tirosina

Ser: serina

Cys: cisteina

Phe: fenilalanina

Arg: arginina

Asn: asparagina

Asp: &cido aspértico

Lys: lisina

Gly: glicina

anticorpo: molécula protéica solivel produzida pelas células
plasmaticas em resposta a antigenos e capaz de ligar-se espe-
cificamente ao antigeno que induziu a sua formagéo.
anticorpo monoclonal: anticorpos produzidos a partir de um
Unico clone, os quais sdo homogéneos. O termo policlonal
descreve os produtos de inimeros tipos celulares diferentes.
anticorpo policlonal: uma mistura de anticorpos especificos
para um determinado antigeno, os quais apresentam diferentes
afinidades pelo antigeno especifico, dependendo primariamen-
te da sequéncia de aminoécidos precisa das regides de comple-
mentaridade. Em geral, antigenos naturais contém mais do que
um determinante e, portanto, ligam-se a mais do que uma
molécula de anticorpo.

antigeno: um agente que € estranho (i.e., “n&o-préprio”) a um
animal e que é reconhecido pelo sistema imune.

bacteriéfago A ou fago A : um virus que replica utilizando a
bactéria como um hospedeiro. Particularmente empregado como
vetor (ou transportador) para a introdugdo de genes estranhos
no genoma da E. coli, na tecnologia do DNA recombinante.
Desde que o fago A é um fago temperado, o seu DNA pode
tornar-se incorporado no cromossomo da E. coli, junto com o
gene estranho que ele carrega. Neste caso, 0 DNA A e 0 gene
estranho serdo replicados em cada ciclo da diviséo celular.
cadeia leve e cadeia pesada: a estrutura da molécula de
anticorpo é formada por duas cadeias leves idénticas, cada uma
com um PM de aproximadamente 24 kDa, e duas cadeias pe-
sadas idénticas de aproximadamente 55 a 70 kDa. Cada uma
das cadeias leves esta ligada a uma cadeia pesada, enquanto
que as duas cadeias pesadas sdo mantidas unidas entre si por
pontes de dissulfeto. Ambas as cadeias, leve e pesada, contém
uma série de unidades repetidas homologas, de aproximada-
mente 110 residuos de aminoacidos em comprimento, que se
dobram independentemente adquirindo uma forma globular.
cDNA: um DNA copia complementar a sequéncia de mRNA
transcrita de um dado gene ou genes. Portanto, o cDNA ira
hibridizar com estes genes e, quando radiomarcado, permitira
sua deteccBo em cromossomos (hibridizagdo in situ) ou em
DNA ou mRNA extraidos de células e separados por
eletroforese (processos conhecidos como “Southern” e
“Northern blots’ respectivamente).

células B: subsérie de linfécitos precursores das células
plasméticas produtoras de anticorpos e que expressam uma
molécula de anticorpo na superficie.

QUIMICA NOVA, 21(1) (1998)

células esplénicas: células provenientes do baco.

clone: (a) um grupo de células derivadas de uma tnica célula.
(b) uma familia de células ou organismos que apresentam uma
constituicdo geneticamente idéntica.

cofator: um assessor enzimatico que se liga a uma enzima
assistindo na ativagdo ou desativacdo do sitio de ligagéo.
Cofatores podem ser tdo complexos quanto moléculas organi-
cas, ou tdo simples quanto ions metélicos.

complemento (C1-C9): componentes das vias cléssica e litica
do complemento (moléculas protéicas), responsaveis por medi-
ar reacOes inflamatorias, opsonizacdo de particulas e lise de
membranas celulares.

DNA recombinante: método altamente especializado de pro-
ducdo de cOpias exatas de uma substancia. O DNA de certas
células pode ser trocado ou adicionado, tornando-se “fébricas”
de producdo de uma determinada substancia desejada. A tecno-
logia do DNA recombinante é usualmente empregada para a
obtencdo de grandes quantidades de substéncias presentes no
organismo, tais como, insulina, interferons e fatores de
estimulacdo de crescimento e diferenciacéo celular.

ELISA (Enzyme Linked Immuno Absorbent Assay): um con-
junto de técnicas de alta sensibilidade e especificidade para a
medida dos niveis de antigeno ou anticorpo, nas quais um dos
reagentes € acoplado a uma enzima produzindo um produto de
reacdo colorido. Este método requer a disponibilidade de uma
mol écula indicadora da quantidade da substancia, um anticorpo
que é ligado covalentemente a enzima. Desta forma pode-se
quantificar a substancia de interesse através da medida da ati-
vidade da enzima, ou seja, a velocidade inicial na qual a enzima
converte um substrato incolor em um produto colorido.
epitopo: um Unico determinante antigénico. Funciona mente &
a porgdo do antigeno que combina com o anticorpo.

fago filamentoso: recombinante derivado do bacteriéfago A que
expressa 0 produto recombinante (por exemplo, a molécula de
anticorpo) associado ao envelope protéico externo da particula
viral. Além disso, é facilmente liberado ao meio externo sem
provocar a lise da célula hospedeira (em geral, bactéria).
fago temperado ou lisogénico: espécie de fago que pode in-
corporar o seu DNA no cromossomo da célula hospedeira em
uma forma ndo expressavel. O DNA de certas espécies de
fagos, quando infectam uma célula bacteriana, pode se tornar
covalentemente incorporado no cromossomo circular da célula
hospedeira, ao invés de levar & imediata propagagéo das parti-
culas virais-filhas e a subsequente lise das células, como é usual
no caso de infecgBes virais. Uma vez que o genoma viral foi
incorporado no cromossomo hospedeiro, ele pode replicar por
muitas geragOes, sem ser expresso na forma de particulas virais.
Entretanto, posteriormente, algum evento particular pode
desengatilhar a expressao destes genes virais dormentes, cau-
sando a formagdo da progénie viral e lise da célula.
fragmento Fab: parte da molécula de anticorpo que contém o
sitio combinante de antigeno, consistindo da cadeia leve e par-
te da cadeia pesada. E produzido por digestdo enzimética.
fragmento Fc: porgdo da molécula de anticorpo responsavel
pela ligagdo aos receptores de anticorpos nas células e ao com-
ponente C1q do complemento.

frequéncia de transformacédo (“ Turnover”): nimero de molé-
culas de substrato transformadas por unidade de tempo por uma
Unica molécula de enzima (ou por um Unico sitio catalitico)
quando a concentragdo de enzima € o Unico fator limitante da
velocidade da reagéo.

globulinas: glicoproteinas presentes no soro ou plasma, as
quais podem ser posteriormente separadas por eletroforese em
subgrupos. Os anticorpos pertencem, em sua grande maioria,
ao subgrupo das gama-globulinas, sendo conhecidos também
como imunoglobulinas.

hapteno: uma molécula pequena que pode atuar como um
epitopo, mas que é incapaz de induzir a formagdo de um
anticorpo ela propria.
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hibridizacdo: (a) fusdo de duas células sométicas para formar
uma célula uUnica. (b) ligacdo de sequéncias complementares
(homélogas) de DNA ou RNA. Tais ligagdes complementares
podem ter lugar sob diferentes condi¢Bes (grau de severidade)
que ditam a extensdo da homologia requerida para que a liga-
¢do ocorra. O termo refere-se a ligagdo de uma sonda de DNA
ou RNA marcado a uma col6nia teste, tecido ou gel, para de-
terminar se 0 gene ou MRNA em questdo esta presente.
hibridoma: linhagens celulares geradas in vitro pela fuso de
dois tipos celulares diferentes, usualmente linfécitos, um dos
quais uma célula tumoral. Tal termo é frequentemente utiliza-
do para descrever populagfes de células hibridas que produ-
zem anticorpos monoclonais. Esta célula é o produto da fuséo
de uma célula normal-produtora de anticorpos e uma célula
tumoral-ndo-secretora de anticorpos (mieloma).

homdlogo: da mesma espécie.

imortalizacdo: processo que permite que células formem uma
linhagem celular continua (isto é, capazes de proliferar indefi-
nidamente) em cultura. Células normais proliferam por um
numero limitado de passagens em cultura, sendo que imortali-
ZaG80 parece ser uma etapa necessaria, mas ndo suficiente, para
a transformagdo a um estado maligno.

imunidade: resisténcia a infeccdo. Existem duas formas princi-
pais. imunidade Natural (ou passiva) e imunidade Adaptativa.
imunogeno: moléculas capazes de gerar uma resposta imune.
mieloma: um linfoma derivado de células pertencentes a li-
nhagem das células B. Tais células fequentemente secretam
niveis altos de anticorpos bioquimicamente idénticos ou por-
¢Oes de anticorpos que fornecem uma fonte de moléculas de
anticorpos de especificidade Unica. Tais tumores ocorrem es-
pontaneamente em humanos e podem ser induzidos experi-
mentalmente em camundongos.

mutacdo: uma mudanga em uma ou mais bases do DNA de um
gene. As alteragBes podem incluir a inser¢do ou a delecédo de
uma ou mais bases. AlteracBes nas regides codificadoras do
DNA (exons) levam a produtos protéicos alterados; mutacGes
em regides ndo-codificadoras podem levar a quantidades alte-
radas de uma dada proteina.

mutacao sitio dirigida: uma técnica utilizada para introduzir uma
mudanga na sequéncia de um sitio especifico de um dado DNA.
PCR (polymerase chain reaction): um método pelo qual um
dado segmento de DNA ou RNA é amplificado mdltiplas ve-
zes pela sintese continua de fitas complementares. O processo
ocorre de maneira ciclica em trés etapas: desnaturacao,
anelamento e extens&o.

proteina carreadora: de maneira a se obter anticorpos especi-
ficos a um determinado hapteno, tais moléculas peguenas séo,
frequentemente, ligadas a macromol éculas previamente ao pro-
cesso de imunizagdo. Tais macromoléculas sdo, em geral, pro-
teinas, sendo conhecidas como carreadoras. O complexo
hapteno-carreador, ao contrério do hapteno livre, pode atuar
como um imundgeno.

recombinacéo génica: a diversidade das moléculas de anticorpo
€ o resultado da recombinagdo ou rearranjo de fragmentos de
DNA codificadores das cadeias leve e pesada, as quais encon-
tram-se em cromossomos diferentes nas células embrionérias.
Nas células comprometidas com a sintese de anticorpos, isto &,
os linfocitos B, os fragmentos de genes sdo unidos em um
mesmo cromossomo, obedecendo uma sequéncia precisa du-
rante o processo de maturagdo. Devido a diversidade de com-
binagdes possiveis, as moléculas de anticorpos apresentam uma
maior diversidade na unido das regies V e C em ambas as
cadeias leve e pesada.

regido hipervariavel: corresponde as sequéncias de aminodci-
dos altamente divergentes presentes na porc¢éo distal das regi-
Oes varidveis das imunoglobulinas. Em uma imunoglobulina
intacta as trés regifes hipervaridveis da cadeia leve e as trés
regides hipervaridveis da cadeia pesada podem ser mantidas
unidas em um espaco tridimensional para formar uma regido
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de ligagdo de antigeno. Uma vez que estas sequéncias formam
uma superficie complementar & superficie tridimensional de um
antigeno ligado, as regides hipervariaveis sdo conhecidas como
regides determinantes de complementaridade ou regides
combinantes ligantes.

regido variavel: corresponde as sequéncias de aminoacidos
pertencentes ao dominio amino-terminal das cadeias leve e
pesada. A regido constante corresponde ao segmento de ami-
noécidos restante mais conservado destas cadeias e ndo contri-
buem ao sitio de ligacdo de antigeno.

resposta imune: resposta coordenada e coletiva do sistema
imune contra substancias estranhas.

resposta imune secundéria: a resposta imune que se segue
apo6s um encontro secundario ou subsequente com um
antigeno em particular.

sistema imune: conjunto de células e moléculas responsaveis
pela imunidade.

soro policlonal: sobrenadante de sangue coagulado contendo
uma mistura de anticorpos. Uma amostra de soro que contém
um grande nimero de moléculas de anticorpos que se ligam a
um antigeno em particular é chamada de anti-soro.

t12: tempo de meia vida

toleréncia: um termo utilizado em imunologia para descrever
0 processo no qual ndo se observa uma resposta imunol gica
especifica.

ADENDUM

Durante o processo de publicagdo desta revisdo dois traba-
Ihos de particular significancia foram produzidos: 1) Janda, K.
D.; Lo, L.-C.; Lo, C.-H. L.; Sim, M.-M.; Wang, R.; Wong, C.-
H.; Lerner, R. A.; Science 1997, 275, 945. Nos ultimos anos a
utilizagdo de bibliotecas de moléculas como ferramenta em
quimica expandiu rapidamente; e o sistema imune aparece
como um dos sistemas combinatérios conhecidos mais impor-
tantes para a diversificagdo das moléculas ligantes. Entretanto,
sua capacidade s serd totalmente explorada em sistemas que
permitam a selecéo direta de uma fungdo em particular. Neste
recente trabalho, Janda et. al. publicaram uma nova
metodologia que permite a sele¢cdo quimica direta para catalise
a partir de bibliotecas de anticorpos. O modelo foi demonstra-
do para a clivagem de ligagdo glicosidica, podendo ser esten-
dido a qualquer sistema combinatério replicante, no qual uma
espécie reativa € formada durante a transformagéo quimica. O
método preserva 0s aspectos positivos da tecnologia do
hibridoma, mas o sistema foi adaptado no fago filamentoso
para permitir um aumento no tamanho e na diversidade das
bibliotecas combinatérias, com capacidade de sele¢do direta
para a reatividade quimica. Um ligante multifuncional foi uti-
lizado contendo trés funcdes essenciais: 1) acoplamento do
substrato a vérias proteinas e matrizes poliméricas; 2) captacéo
covalente dos clones cataliticos; e 3) recuperagédo do fago imo-
bilizado, com retengdo da sua capacidade de replicacéo. Desta
forma, a frequéncia de transformacao é preservada, permitindo
selecdo para catédlise em lugar de reatividade estequiométrica.

2) Charbonnier; J.-B.; Golinelli-Pimpaneau, B.; Gigant, B.;
Tawfik, D. S.; Chap, R.; Schindler, D. G.; Kim, S.-H.; Green,
B. S.; Eshhar, Z.; Knossow, M.; Science 1997, 275, 1140. Neste
trabalho foi comparado o poder de catdlise em uma familia de
anticorpos, ao invés de demonstrar um evento singular através
de uma Unica estrutura. As estruturas de raio-x de trés anticor-
pos cataliticos com atividade esterase, identificados em um
repertorio inteiro de hibridomas, foram analisadas. Apesar das
diferencas conformacionais significativas entre os sitios
combinantes, os trés anticorpos promoveram catélise essencial-
mente da mesma maneira, sugerindo que a evolucéo para liga-
¢ao ao andlogo do estado de transicdo, seguida pela selecdo
para catdlise fornece anticorpos com convergéncia estrutural.
Evolugdo convergente é um resultado frequente do processo de
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selecdo natural e, até o presente, pouco é conhecido acerca
deste processo, particularmente com relagdo as proteinas e suas
fungdes. Estes experimentos sugerem que, com relagdo ao que
se tem observado para enzimas, os sitios combinantes destes
anticorpos resultam de evolugédo convergente, embora em tem-
po real e envolvendo uma porgdo limitada da proteina. Este
trabalho certamente contribui como um ponto de partida para o
refinamento das vias mecanisticas importantes nos processos
cataliticos, ou seja, quais componentes do mecanismo catalitico
deveriam ser mantidos, quais deveriam ser descartados e quais
poderiam ser modificados. De certa forma, parece possivel pro-
mover evolucdes sucessivas através de ciclos alternados entre
mutagénese e selegéo.

REFERENCIAS

1.
2. Male, D.; Cooke, A.; Owen, M.; Trowsdale, J.; Champion,

Davies, D. R.; Chacko, S.; Acc. Chem. Res. 1993, 26, 421.

B.; Advanced |mmunology; Mosby; London, 1996.

3. Pauling, L.; Am. Sci. 1948, 36, 519.

I

0O~NO Ol

=
o ©

11.

12.
13.

14.

15.
16.
17.
18.

19.

20.

21

22.

. Jencks, W.; Catalysis in Chemistry and Enzymology;

McGraw-Hill; New York, 1969.

. Raso, V.; Stollar, B. D.; Biochemistry 1975, 14, 584.

. Raso, V.; Stollar, B. D.; Biochemistry 1975, 14, 591.

. Kohler, G.; Milstein, C.; Nature 1975, 256, 5517.

. Kohler, G.; Houe, S. C.; Milstein, C.; Eur. J. Immunol.

1976, 6, 292.

. Kohler, G.; Milstein, C.; Eur. J. Immunol. 1976, 6, 511.
. Pollack, S. J.; Jacobs, J. W.; Schultz, P. G.; Science 1986,

234, 1570.

Tramontano, A.; Janda, K. D.; Lerner, R. A.; Science
1986, 234, 1566.

Schultz, P.; Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1989, 28, 1283.
Lerner, R. A.; Benkovic, S. J.; Schultz, P. G.; Science
1991, 252, 659.

(a) Powell, M. J.; Hansen, D. E.; Protein Eng. 1989, 3, 69;
(b) Krafft, G. A.; Wang, G. T.; Ann. Rep. Med. Chem.
1989, 25, 299; (c) Schultz, P. G.; Acc. Chem. Res. 1989,
22, 287; (d) Shokat, K. M.; Schultz, P. G.; Ann. Rev.
Immunol. 1990, 8, 335; (e) Hilvert, D.; Hill, K. W.; Meth.
Enzimol. 1991, 203 , 352; (f) Suckling, C. J.; Biochem.
Soc. Trans. 1991, 216; (g) Schultz, P. G.; Lerner, R. A.;
Acc. Chem. Res. 1993, 26, 391; (h) Stewart, J. D.; Liotta,
L. J; Benkovic, S. J.; Acc. Chem. Res. 1993, 26, 396; (i)
Stewart, J. D.; Benkovic, S. J.; Chem. Soc. Rev. 1993, 213;
(i) Leumann, C.; Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1993, 32,
1291; (k) Zouali, M.; Hansen, D. E.; Trends Biotechnol.
1994, 12, 73; (1) Blackburn, G. M.; Wentworth, P.; Chem.
Ind. 1994, 338; (m) Hilvert, D.; Curr. Opin. Struct. Biol.
1994, 4, 612; (n) Janda, K. D.; Pure Appl. Chem. 1994, 66,
703; (0) Scanlan, T. S.; Ann. Rev. Med. Chem. 1995, 30,
255; (p) Hsieh-Wilson, L. C., Xiang, X.-D.; Schultz, P. G.;
Acc. Chem. Res. 1996, 29, 164.

Schultz, P. G.; Science 1988, 240, 426.

Hilvert, D.; Pure Appl. Chem. 1992, 64, 1103.

Hilvert, D.; Acc. Chem. Res. 1993, 26, 552.

(a) Stewart, J. D.; Krebs, J. F.; Siuzdak, G.; Berdis, A. J,;
Smithrud, D. B.; Benkovic, S. J.; Proc. Natl. Acad. Sci. USA
1994, 91, 7404; (b) Siuzdak, G.; Krebs, J. F.; Benkovic, S.
J; Dyson, H. J.; J. Am. Chem. Soc. 1994, 116, 7937.
Jacobsen, S. R.; Schultz, P. G.; Curr. Opin. Struct. Biol.
1995, 5, 818.

Miyashita, H.; Hara, T.; Tanimura, R.; Tanaka, F.; Kikuchi,
M.; Fujii, 1.; Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1994, 91, 6045.
Seiler, F. R.; Gronski, P.; Kurrle, R.; Luben, G.; Hartbus,
H. P.; Ax, W.; Bosslet, K.; Schwick, H. G.; Angew. Chem.
Int. Ed. Engl. 1985, 24, 139.

Tawfik, D. S.; Green, B. S.; Chap, R.; Sela, M.; Eshhar,
Z.; Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1993, 90, 373.

QUIMICA NOVA, 21(1) (1998)

23.
24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.
31

32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.

42.
43.

44.

45.

MacBeath, G.; Hilvert, D.; J. Am. Chem. Soc. 1994, 116, 6101.
Tawfik, D. S.; Zemel, R. R.; Arad-Yellin, R.; Green, B.
S.; Eshhar, Z.; Biochemistry 1990, 29, 9916.

Thorn, S. N.; Daniels, R. G.; Auditor, M.-T. M.; Hilvert,
D.; Nature 1995, 373, 228.

Pollack, S. J.; Hsium, P.; Schultz, P. G.; J. Am. Chem.
Soc. 1989, 111, 5961.

Matayoshi, E. D.; Wang, G. T.; Krafft, G. A.; Erickson,
J. W.; Science 1990, 247, 954.

Cummings, R. T.; Krafft, G. A.; Tetrahedron Lett. 1988,
29, 65.

(8 Huse, W. D.; Sastry, L.; Iverson, S. A.; Kang, A. S,
Alting-Mees, M.; Burton, D. R.; Benkovic, S. J.; Lerner, R.
A.; Science 1989, 246, 1275; (b) McCafferty, J.; Griffiths,
A. D.; Winter, G.; Criswell, D. J.; Nature 1990, 348, 552;
(c) Kang, A. S,; Barbas, C. F.; Janda, K. D.; Benkovic, S. J,;
Lerner, R. A.; Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1991, 88, 4363;
(d) Marks J. D.; Hoogenboom, H. R.; Bonnert, T. P,;
McCafferty, J.; Griffiths, A. D.; Winter, G.; J. Mal. Biol.
1991, 222, 581; (e) Barbas|1l, C. F.; Kang, A. S.; Lerner, R.
A.; Benkovic, S. J.; Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1991, 88,
7978; (f) Barbas Ill, C. F.; Bain, J. D.; Hoekstra, D. M.;
Lerner, R. A.; Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1992, 89, 4457,
(g) Lerner, R. A.; Kang, A. S;; Bain, J. D.; Burton, D. R;;
Barbas IIl, C. F.; Science 1992, 258, 1313; (h) Gram, H.;
Marconi, L. A., Barbas Ill, C. F.; Collet, T. A.; Lerner, R.
A.; Kang, A. S; Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1992, 89, 3576;
(i) Collet, T. A.; Roben, P.; O'Kennedy, R.; Barbas IlI, C.
F.; Burton, D. R.; Lerner, R. A.; Proc. Natl. Acad. Sci. USA
1992, 89, 10026; (j) Barbas IlI, C. F.; Rosenblum, J. S;;
Lerner, R. A.; Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1993, 90, 6385;
(k) Barbas 111, C. F.; Amberg, W.; Simoncsits, A.; Jones, T.
M.; Lerner, R. A.; Gene 1993, 137, 57; () Griffiths, A. D,;
Williams, S. C.; Hartley, O.; Tomlinson, |. M.; Waterhouse,
P.; Crosby, W. L.; Kontermann, R. E.; Jones, P. T.; Low, N.
M.; Allinson, T. J.; Prospero, T. D.; Hoogenboom, H. R;;
Nissim, A.; Cox, J. P. L.; Harrison, J. L.; Zaccolo, M.;
Gherardi, E.; Winter, G.; EMBO J. 1994, 13, 3245.
Burton, D. R.; Acc. Chem. Res. 1993, 26, 405.

Posner, B.; Smiley, J.; Lee, |.; Benkovic, S. J.; Trends
Biochem. Sci. 1994, 19, 145.

Sastry, L.; Alting-Mees, M.; Huse, W. D.; Short, J. M.;
Sorge, J. A.; Hay, B. N.; Janda, K. N.; Benkovic, S. J,;
Lerner, R. A.; Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1989, 86, 5728.
Winter, G.; Milstein, C.; Nature 1991, 349, 293.
Hoogenboom, H. R.; Griffiths, A. D.; Johnson, K. S;
Criswell, D. J.; Hudson, P.; Winter, G.; Nucl. Acids Res.
1991, 19, 4133.

(@) Smith,G. P.; Science 1985, 228, 1315; (b) Burton, D.
R.; Barbas |11, C. F.; Adv. Immunol. 1994, 57, 191.
Janda, K. D.; Lo, C.-H. L.; Li, T.; Barbas Ill, C. F;
Wirsching, P.; Lerner, R. A.; Proc. Natl. Acad. Sci. USA
1994, 91, 2532.

Jacobs, J.; Schultz, P. G.; J. Am. Chem. Soc. 1987, 109, 2174.
Seebach, D.; Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1990, 29, 1320.
Janda, K. D.; Benkovic, S. J.; Lerner, R. A.; Science 1989,
244, 437.

Tramontano, A.; Ammann, A.; Lerner, R. A.; J. Am.
Chem. Soc. 1988, 110, 2282.

Carter, P.; Wells, J. A.; Nature 1988, 332, 564.

Padlan, E.; J. Mol. Biol. 1986, 190, 593.

Durfor, C.N.; Bolin, R. J.; Sugasawara, R. J.; Massey, R.
J.; Jacobs, J. W.; Schultz, P. G.; J. Am. Chem. Soc. 1988,
110, 8713.

Janda, K. D.; Ashley, J. A.; Jones, T. M.; McLeod, D. A.;
Schloeder, D. M.; Weinhouse, M. 1.; J. Am. Chem. Soc.
1990, 112, 8886.

Okahata, Y.; Yamaguchi, M.; Tanaka, F.; Fujii, |.; Te-
trahedron Lett. 1995, 51, 7673.

97



46.
47.
48.
49.
50.
51.
52.

53.

56.

57.

58.
59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.
66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78

98

Janda, K. D.; Schloeder, D.; Benkovic, S. J.; Lerner, R.
A; Science 1988, 241, 1188.

Iverson, B. L.; Lerner, R. A.; Science 1989, 243, 1184.
Martin, M. T.; Angeles, T. S.; Sugasawara, R.; Aman, N.
I.; Napper, A. D.; Darsley, M. J.; Sanchez, R. |.; Booth,
P.; Titmas, R. C.; J. Am. Chem. Soc. 1994, 116, 6508.
Baldwin, E.; Schultz, P. G.; Science 1989, 245, 1104.
Stewart, J. D.; Roberts, V. A.; Thomas, N. R.; Getsoff, E.
D.; Benkovic, S. J.; Biochemistry 1994, 33, 1994.
Roberts, V. A.; Stewart, J.; Benkovic, S. J.; Getzoff, E.
D.; J. Mol. Biol. 1994, 235, 1098.

Guo, J.; Huang, W.; Scanlan, T. S.; J. Am. Chem. Soc.
1994, 116, 6062.

(8 Zhou, G. W.; Guo, J.; Huang, W.; Fletterick, R. J;
Scanlan, T. S.; Science 1994, 265, 1059; (b) Guo, J.;
Huang, W.; Zhou, G. W.; Fletterick, R. J.; Scalan, T. S;;
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1995, 92, 1694.

. Wade, H.; Scanlan, T. S.; J. Am. Chem. Soc. 1996, 118, 6510.
. Charbonnier, J.-B.; Carpenter, E.; Gigant, B.; Golinelli-
Pimpaneau, B.; Eshhar, Z.; Green, B. S.; Knossow, M.;
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1995, 92, 11721.

Shokat, K. M.; Leumann, C. J.; Sugasawara, R.; Schultz,
P. G.; Nature 1989, 338, 269.

Shokat, K. M.; Uno, T.; Schultz, P. G.; J. Am. Chem. Soc.
1994, 116, 2261.

Uno, T.; Schultz, P. G.; J. Am. Chem. Soc. 1992, 114, 6573.
Reymond, J.-L.; Janda, K. D.; Lerner, R. A.; J. Am. Chem.
Soc. 1992, 114, 2257.

Reymond, J.-L.; Jahangiri, G. K.; Stoudt, C.; Lerner, R.
A.; J. Am. Chem. Soc. 1993, 115, 3909.

Jahangiri, G. K.; Reymond, J.-L.; J. Am. Chem. Soc. 1994,
116, 11264.

Jackson, D. Y.; Schultz, P. G.; J. Am. Chem. Soc. 1991,
113, 2319.

Li, T.; Janda, K. D.; Ashley, J. A.; Lerner, R. A.; Science
1994, 264, 1289.

Li, T.; Hilton, S.; Janda, K. D.; J. Am. Chem. Soc. 1995,
117, 3308.

Li, T.; Janda, K. D.; Lerner, R. A.; Nature 1996, 379, 326.
Napper, A. D.; Benkovic, S. J.; Tramontano, A.; Lerner,
R. A.; Science 1987, 237, 1041.

Jackson, D. Y.; Jacaobs, J. W.; Sugasawara, R.; Reich, S.
H.; Bartlett, P.; Schultz, P. G.; J. Am. Chem. Soc. 1988,
110, 4841.

Hilvert, D.; Hill, K. W.; Nared, K. D.; Auditor, M.-T. M.;
J. Am. Chem. Soc. 1989, 111, 9261.

Braisted, A.; Schultz, P. G.; J. Am. Chem. Soc. 1990,
112, 7430.

Wirsching, P.; Ashley, J. A.; Benkovic, S. J.; Janda, K.
D.; Lerner, R. A.; Science 1991, 252, 680.

Janda, K. D.; Lerner, R. A.; Tramontano, A.; J. Am. Chem.
Soc. 1988, 110, 4835.

Cochran, A. G.; Sugasawara, R.; Schultz, P. G.; J. Am.
Chem. Soc. 1988, 110, 7888.

Na, J.; Houk, K. N.; Hilvert, D.; J. Am. Chem. Soc. 1996,
118, 6462.

Gray, J. V.; Golinelli-Pimpaneau, B.; Knowles, J. R.;
Biochemistry 1990, 29, 376.

(a) Bowdish, K.; Tang, Y.; Hicks, J. B.; Hilvert, D.; J.
Biol. Chem. 1991, 266, 11901; (b) Shin, J. A.; Hilvert,
D.; Bioorg. Med. Chem. Lett. 1994, 4, 2945; (c)
Campbell, A. P.; Tarasow, T. M.; Massefski, W.;
Wright, P. E.; Hilvert, D.; Proc. Natl. Am. Sci. USA
1993, 90, 8663.

Haynes, M. R.; Stura, E. A.; Hilvert, D.; Wilson, I. A,
Science 1994, 263, 646.

Jackson, D. Y.; Liang, M. N.; Bartlett, P. A.; Schultz, P.
G.; Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1992, 31, 182.

. Wiest, O.; Houk, K. N.; J. Am. Chem. Soc. 1995, 117, 11628.

79.

80.

81.

82.
83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94,

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

(a) Wiest, O.; Houk, K. N.; J. Org. Chem. 1994, 59, 7582;
(b) Davidson, M. M.; Gould, I. R.; Hillier, I.; J. Chem.
Soc. Chem. Commun. 1995, 63.

Oikawa, H.; Katayama, K., Suzuki, Y.; Ichihara, A.; J.
Chem. Soc. Chem. Commun. 1995, 1321.

Reymond, J.-L.; Reber, J.-L.; Lerner, R. A.; Angew. Chem.
Int. Ed. Engl. 1994, 33, 475.

Sinha, S. C.; Keinan, E. J;; J. Am. Chem. Soc. 1995, 117, 3653.
Bahr, N.; Glller, R.; Reymond, J.-L.; Lerner, R. A.; J.
Am. Chem. Soc. 1996, 118, 3550.

(@) Reymond, J.-L.; Chen, Y.; Tetrahedron Lett. 1995,
36, 2575; (b) Reymond, J.-L.; Chen, Y.; J. Org. Chem.
1995, 60, 6970.

Koch, T.; Reymond, J.-L.; Lerner, R. A.; J. Am. Chem.
Soc. 1995, 117, 9383.

(a) Pollack, S. J.; Nakayama, G. R.; Schultz, P. G.;
Science 1988, 242, 1038; (b) Pollack, S. J.; Schultz, P.
G.; J. Am. Chem. Soc. 1989, 111, 1929.

Janjic, N.; Tramontano, A.; J. Am. Chem. Soc. 1989, 111, 9109.
Hsieh, L. C.; Stephans, J. C.; Schultz, P. G.; J. Am. Chem.
Soc. 1994, 116, 2167.

Koch, A.; Reymond, J.-L.; Lerner, R. A.; J. Am. Chem.
Soc. 1994, 116, 803.

Hsieh, L. C.; Yonkovich, S.; Kochersperger, L.; Schultz,
P. G.; Science 1993, 260, 337.

(a) Kitazume, T.; Lin, J. T.; Yamamoto, T.; Yamazaki,
T.; J. Am. Chem. Soc. 1991, 113, 8573; (b) Iwabuchi, Y .;
Miyashita, H.; Tanimura, R.; Kinoshita, K.; Kikuchi, M.;
Fujii, I1.; J. Am. Chem. Soc. 1994, 116, 771.

Shabat, D.; Itzhaky, H.; Reymond, J.-L.; Keinan, E.;
Nature 1995, 374, 143.

Gouverneur, V. E.; Houk, K. N.; de Pacual-Teresa, B.; Beno,
B.; Janda, K. D.; Lerner, R. A.; Science 1993, 262, 204.
Murata, M.; Naoki, H.; Matsunaga, S.; Satake, M.;
Yasumoto, T.; J. Am. Chem. Soc. 1994, 116, 7098.
Janda, K. D.; Shevlin, C. G.; Lerner, R. A.; J. Am. Chem.
Soc. 1995, 117, 2659.

Janda, K. D., Shevlin, C. G.; Lerner, R. A.; Science 1993,
259, 490.

Cravatt, B. F.; Ashley, J. A.; Janda, K. D.; Boger, D. L.;
Lerner, R. A.; J. Am. Chem. Soc. 1994, 116, 6013.

(a) Jacobsen, J. R.; Prudent, J. R.; Kochersperger, L.;
Yonkovich, S.; Schultz, P. G.; Science 1992, 256, 365;
(b) Jacobsen, J. R.; Schultz, P. G.; Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 1994, 91, 5888.

Uno, T.; Gong, B.; Schultz, P. G.; J. Am. Chem. Soc.
1994, 116, 1145.

Braisted, A. C.; Schultz, P. G.; J. Am. Chem. Soc. 1994,
116, 2211.

Yli-Kauhduoma, J. T.; Ashley, J S; Lo, C-H.; Tucker, L.;
Woalfe, M. M.; Janda, K. D.; J. Am. Chem. Soc. 1995, 117, 7041.
Fujii, 1.; Tanaka, F.; Miyashita, H.; Tanimura, R.;
Kinoshita, K.; J. Am. Chem. Soc. 1995, 117, 6199.

(a) Lerner, R. A.; Benkovic, S. J.; BioEssays 1988, 9,
107; (b) Green, B. S.; Tawfik, D. S.; Trends Biotechnol.
1989, 7, 304; (c) Bagshawe, K. D.; Br. J. Cancer 1989,
60, 275; (d) Lerner, R. A.; Benkovic, S. J.; Chemtracts-
Org. Chem. 1990, 3, 1; (e) Schultz, P. G.; Lerner, R. A.;
Benkovic, S. J.; Chem. Eng. News 1990, 68, 26.

(@) Landry, D. W.; Zhao, K.; Yang, G. X.-Q.; Glickman,
M.; Georgiadis, T. M.; Science 1993, 259, 1899; (b)
Miyashita, H.; Karaki, Y.; Kikuchi, M.; Fujii, I.; Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 1993, 90, 5337; (c) Smiley, J. A;
Benkovic, S. J.; J. Am. Chem. Soc. 1995, 117, 3877; (d)
Yang, G.; Chun, J.; Arakawa-Uramoto, H.; Wang, X.;
Gawinowicz, M. A.; Zhao, K.; Landry, D. W.; J. Am.
Chem. Soc. 1996, 118, 5881; (e) Wentworth, P.; Datta,
A.; Blakey, D.; Boyle, T.; Partridge, L. J.; Blackburn, G.
M.; Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1996, 93, 799.

QUIMICA NOVA, 21(1) (1998)



