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SANTIS, L.P. Analise protedmica na caracterizacdo de anticorpos monoclonais
dirigidos contra antigenos eritrocitarios e leucocitarios humanos. 2018. 89 f.
Dissertacao (Mestrado). Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP - Universidade
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RESUMO

As membranas de heméacias e leucocitos sdo compostas por centenas de antigenos
que desempenham diversas funcdes relacionadas a homeostase, metabolismo
celular e podem estar envolvidos em processos de rejeicdo de transplantes,
doencas hemoliticas e reacdes transfusionais. Para a deteccdo desses antigenos
sdo utilizados anticorpos monoclonais e a obtencdo destes anticorpos envolve
diversas etapas que culminam na caracterizacdo dos produtos obtidos. Esta etapa €
critica e envolve diferentes técnicas, incluindo a Protebmica na descricdo da
proteina-alvo de cada anticorpo monoclonal. O objetivo deste estudo foi caracterizar
anticorpos monoclonais de especificidade anti-eritrocitaria e anti-leucocitaria
produzidos pelo Laboratério de Engenharia Celular (LEC) do Hemocentro de
Botucatu. Foram selecionados um clone e um hibridoma produtores de anticorpos
anti-eritrocitarios, e um clone produtor de anticorpos anti-leucocitarios, pertencentes
ao banco de células do LEC. As células foram expandidas em cultura, foi realizado
Western Blotting (WB) e cada banda proteica reconhecida pelos anticorpos
(antigenos) foi analisada por Espectrometria de Massas, segundo técnicas
prote6bmicas. Outros testes adicionais foram realizados, como técnicas imuno-
hematoldgicas, citometria de fluxo e imuno-histoquimica. Ap6s expansao,
retestagem e verificacdo de reatividade contra heméacias humanas, e a selecdo dos
dados de outros estudos até entdo ndo explorados, na técnica de WB os anticorpos
reconheceram diversas bandas. ApGs a analise por espectrometria de massas,
identificou-se, com bom indice de confiabilidade, que a proteina reconhecida por
LAMB 10 (anti-eritrocitario) pode ser ALAD, G3PD ou GPC, presentes na membrana
de hemécias humanas. LAMB 11 (anti-eritrocitario) € um possivel anti-CD36,
Espectrina B1 eritrocitica ou ADD2, ndo descartando anti-ALAD e G3PD. LAMB 12
(anti-leucocitario) é um possivel anti-Mieloperoxidase. Os anticorpos caracterizados
tém ampla aplicabilidade, uma vez que o CD-36 pode ser um marcador para
trombose venosa, diferenciando da trombose arterial. Da mesma forma, por ter um
importante papel no diagndéstico, o anticorpo anti-mieloperoxidase tem grande
aplicacdo nas rotinas imunofenotipicas e diagnosticas. A protebmica € uma
ferramenta de caracteriza¢do obrigatéria e importante no processo de validagédo de
anticorpos. No entanto, técnicas complementares para validacdo ainda sao valiosas
e indispensaveis na confirmacdo da especificidade dos anticorpos estudados,
partindo das possibilidades apresentadas pela protedbmica. Os anticorpos aqui
caracterizados pelos resultados do conjunto das técnicas, além das aplicabilidades
em WB e Citometria de Fluxo, tém a possibilidade de contribuir dentro escopo da
biotecnologia, para auxilio diagnostico e controle de qualidade, de forma prética,
rapida e precisa.

Palavras-chave: Anticorpos monoclonais. Imunologia. Antigenos de grupo
sanguineo. Leucacitos.
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ABSTRACT

Red Blood Cell and leukocyte membranes are composed of hundreds of antigens
that perform various functions related to homeostasis, cell metabolism and may be
involved in transplant rejection, hemolytic disease and transfusion reactions.
Monoclonal antibodies are used to detect these antigens and the obtaining of these
antibodies involves several steps that culminate in the characterization of the
obtained products. This step is critical and involves different techniques, including
Proteomics to descript the target protein of each monoclonal antibody. The aim of
this study was to characterize anti-erythrocyte and anti-leukocyte monoclonal
antibodies produced by the Laboratory of Cellular Engineering (LEC) of the Blood
Center of Botucatu. Anti-erythrocytes clone and hybridoma antibody producers and a
clone that produces anti-leukocyte antibodies, belonging to the LEC cell bank were
selected. Cells were expanded in culture, it was realyzed Western Blotting (WB)
technique and each protein band recognized by the antibodies (antigens) was
analyzed by Mass Spectrometry according to proteomic techniques. Others tests
were realized, such as immunohematology techniques, flow cytometry and
immunohistochemistry. After expansion, retesting and verification of reactivity against
human red blood cells, and selection of data from other studies not exploited, in the
WB technique, the antibodies recognized several spots. After analysis by Mass
Spectrometry, it was identified, with good reliability, that the protein recognized by
LAMB 10 (anti-erytrocytic) may be ALAD or G3PD, present in the membrane protein
structure of human red blood cells. LAMB 11 (anti-erytrocytic) is a possible anti-
CD36, spectrin B1 erythrocytic or ADD2, not disregarding anti-ALAD and G3PD.
LAMB 12 (anti-leukocytic) is a possible anti-Myeloperoxidase. Characterized
antibodies have wide applicability. CD-36, for example, may be a marker for venous
thrombosis, differentiating from arterial thrombosis. Similarly, due to its important role
in diagnosis, the anti-myeloperoxidase antibody has great application in the
immunophenotypic and diagnostic routines. Proteomics is a mandatory and important
characterization tool in the antibody validation process. However, complementary
techniques for validation are still valuable and indispensable in confirming the
specificity of the antibodies, starting from the possibilities presented by the
proteomics. The antibodies here characterized by the results of all the techniques,
besides the applicability in WB and Flow Cytometry, have the possibility of
contributing in biotechnology scope, for diagnostic assistance and quality control, in a
practical, fast and precise way.

Keywords:Monoclonal antibodies. Immunology. Blood group antigens. Leukocytes.
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1. INTRODUCAO

1.1. Aspectos da membrana das hemacias

A membrana dos globulos vermelhos é composta por uma variedade de
proteinas que se ancoram ou atravessam a bicamada lipidica. Muitas sao
polimérficas e definem varios grupos sanguineos pela diferenciagdo dos antigenos
ligados a elas™?.

As proteinas de membrana desempenham funcfes distintas, servindo de
transportadoras,receptoras, sinalizadoras, adesdo de proteinas envolvidas em
interagcbes das hemacias com outras células, reconhecimento imunolégico,
desencadeamento de respostas quimicas, entre outras funcdes ainda
desconhecidas’®. As glicoforinas tipos A, B, C e D, por exemplo, possuem
receptores de membrana e antigenos que participam do reconhecimento célula—
célula na face extracelular e auxiliam na estabilizacdo do citoesqueleto através de
ligacbes com outras proteinas na face intracelular®.

Existem em torno de 300 antigenos eritrocitarios ja identificados expressos na
superficie da membrana das hemacias,e alguns desses antigenos também podem
ser encontrados em outros tecidos, como os antigenos do sistema ABO em células
do rim e em plaquetas, e do sistema Kidd nas células hepaticas®>®’.A Figura 1

ilustra aspectos estruturais da membrana das hemacias.

1.2. Classificacdao dos Grupos Sanguineos

Os antigenos de grupos sanguineos sao determinantes antigénicos presentes
na superficie dos glébulos vermelhos e podem induzir respostas imunes®.

A maioria dos antigenos presentes na membrana das hemécias sédo
glicoproteinas e a sua especificidade é determinada, em grande parte, pela
sequéncia de oligossacaridos (no caso do grupo sanguineo ABO, por exemplo) ou
de aminoécidos (grupos sanguineos MNS, Kell, Duffy, Kidd e Diego, por exemplo)?.



Figura 1 - Aspectos estruturais da membrana das hemacias
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Fonte: Lux IV SE, 2016°.

De acordo com a International Society of Blood Transfusion (ISBT), todos os

antigenos que caracterizam 0S grupos sanguineos se enquadram em uma das

quatro classificacdes: sistemas, cole¢cbes, antigenos de baixa e alta frequéncia:

e Os sistemas consistem em um ou mais antigenos de carater hereditario,

controlados num unico locus do gene, ou por dois ou mais genes homaologos

altamente ligados entre si, com baixa ou auséncia de recombinacao

observavel entre eles. Esses antigenos devem ser definidos por um

aloanticorpo humano.

e As colegdes (série 200) consistem em antigenos sorolégicos, bioquimicos ou

geneticamente relacionados, mas que nao se enquadram nos critérios

exigidos para serem considerados sistemas.

e Série 700 ou antigenos de baixa frequéncia possuem uma incidéncia na

populacdo inferior a 1% e ndo podem ser incluidos em um sistema ou

colecdo. Deve ser demonstrada a heranca por, pelo menos, duas geracgoes.

e Série 901 ou antigenos de alta frequéncia possuem uma incidéncia superior a

90% e nado podem ser incluidos em um sistema ou cole¢do, além de ter o

fendtipo negativo geneticamente determinado.
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Existem, atualmente, 36 sistemas de grupos sanguineos conhecidos, e 38
antigenos que ainda ndo foram atribuidos a nenhum sistema, 15 antigenos em 6
colecbes, 17 antigenos de baixa frequéncia e 6 antigenos de alta frequéncia

descritos®1:12:13,

1.3. Antigenos leucocitarios humanos

No inicio das pesquisas com a tecnologia dos anticorpos monoclonais, um
grande namero de moléculas humanas de superficie celular foram identificadas. A
descricdo de Kohler e Milstein** dos anticorpos monoclonais em 1975 revolucionou a
imunologia e, com o advento da tecnologia dos hibridomas, os imunologistas
comecaram a produzir um nimero cada vez maior de anticorpos direcionados contra
moléculas de superficie celular de leucécitos, descrevendo-as e, inevitavelmente,
surgiram repeticdes nas descricées apresentadas™.

Visando a padronizagéo, workshops sobre Antigenos de Diferenciacdo de
Leucécitos Humanos foram organizados e implementou-se uma nomenclatura
padrdo para os clusters de antigenos identificados por anticorpos especificos'®*°.
Estas moléculas (antigenos) expressas na superficie de leucdcitos e outras células
importantes para sistema imune, sdo chamadas de Clusters of differentiation - CD's,
os quais identificam as células e podem apresentar diferentes funcées celulares®’.
Atualmente, 371 CD’s ja foram descritos, sendo um total de 408 moléculas (algumas
agrupadas dentro de um CD), e o banco de dados com os CD's e anticorpos
monoclonais que foram aprovados pode ser encontrado no site Human Cell
Differentiation Molecules (www.hcdm.org)*®":

A descricdo e apresentacdo de um novo CD exige, pelo menos, dois
anticorpos monoclonais que reconhecem a mesma molécula e tém um padrao
idéntico de reatividade: provas de reatividade especifica sdo obrigatérias eusam
técnicas imuno-bioquimicas (imunoprecipitagdo, Western Blotting) e/ou células
transfectadas’®. A reatividade cruzada entre as moléculas é avaliada e esclarecida e
os dados coletados sdo apresentados nas Conferéncias do Human Leucocyte
Differentiation Antigens (HLDA) e revisados formalmente pelo Conselho do Human
Cell Differentiation Molecules (HCDM), para anticorpos monoclonais que atendem

aos requisitos para um novo CD a ser descrito™®.
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A Figura 2 ilustra algumas estruturas moleculares de alguns CD's classicos

ja descritos, e a disposicéo de alguns deles na membrana de leucdcitos.

Figura 2 - llustracBes de CD's classicos j& descritos, e a disposicao de alguns deles
na membrana de leucdcitos

CD4 or CD8 CO18 o 9,
slg
. @g CD40 l\éHC
(Class II)
CD2 MHCII Peptide . @
‘ > cb4
CD28 [ cD22 TCR-LC
(CTLA-4) cD3 CcD3
[ {CR1 €5 vle
CD5 (CD35) A,
. CR2 v & O ‘{’ﬂ’(.l
(CD21) & sl
B7(CD80) z
CD40L CcD3
5 : ITAMS
FeaRll (CD32) A .- @AP T B

A: Marcadores classicos de linfécitos T e B; B: Sinalizacéo intracelular mediada por complexo TCR-
CD3. Fonte: https://medicine.academic.ru/138978/cell-surface_marker;
https://mutagenetix.utsouthwestern.edu/phenotypic/phenotypic_rec.cfm?pk=676.

1.4. Anticorpos monoclonais e suas aplicacdes

Para a deteccao de antigenos e proteinas presentes nas membranas das
células, em especial das membranas de hemécias e leucdcitos,podem ser utilizados
anticorpos do tipo monoclonais. Os anticorpos monoclonais (mAbs, do inglés
monoclonal antibodies) compdem um grupo de bioterapéuticos e reagentes
diagnosticos de extensa aplicabilidade em pesquisas basicas e aplicadas, como nas
rotinas imuno-hematoldgicas, testes imunoquimicos (Western Blotting, por
exemplo), citometria de fluxo, cromatografia de imuno-afinidade, entre outros, além
de serem empregados na terapéutica contra o cancer®. O processo de obtencao
desses anticorpos baseia-sena plataforma hibridoma, desenvolvida por Kohler
e Milstein em 1975'. A Figura 3 apresenta o processo de obtencdo de anticorpos
monoclonais utilizando a plataforma hibridoma descrita pelos pesquisadores

anteriormente mencionados.


https://medicine.academic.ru/138978/cell-surface_marker
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Figura 3 - Processo de obtencdo de anticorpos monoclonais utilizando a plataforma
hibridoma
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Fonte: Arquivo pessoal, 2018.

A caracterizacdo e determinacdo da especificidade dos anticorpos obtidos é
etapa crucial e obrigat6ria, pois a formacédo do anticorpo contra o imundgeno ocorre
ao acaso e, portanto, os hibridomas e/ou clones, produtores de anticorpos
sintetizam imunoglobulinas com especificidade a ser definida. Esse processo de
caracterizacao é realizado por meio de um conjunto de técnicas. As técnicas podem
abranger testes imuno-hematolégicos para anticorpos com alvos eritrocitarios (uso
de enzimas, reagentes, solucdes e painel de hemacias fenotipadas), e técnicas
classicas para outros alvos antigénicos, como Western Blotting, analise protedmica,
e citometria de fluxo™.

Neste sentido, a caracterizacdo de anticorpos monoclonais é tarefa ardua e
envolve o uso de multiplas técnicas com o objetivo de definir a especificidade,
eventuais reaglfes cruzadas interespécies e destacar a(s) técnica(s) para a(s)
qual(is) o anticorpo desempenha melhor a sua funcéo, validando-o com anticorpos

disponiveis no mercado.



13

1.5. Analise protedbmica e sua contribuicdo na caracterizacdo de

anticorpos monoclonais

A biotecnologia fornece, de forma crescente, novos agentes
biofarmacéuticos altamente promissores no desenvolvimento de novos produtos e
medicamentos e, para isso, sdo empregados métodos e técnicas bioanaliticas
confiaveis®. Depois dos esforcos para mapeamento do genoma humano, a
protedbmica tem mostrado ser um método bioanalitico sensivel na separacao,
identificacdo e caracterizagdo de proteinas, evidenciando alvos para
desenvolvimento de testes diagndsticos, marcadores moleculares, bem como no
desenvolvimento de novas drogas e aplicabilidade em controle de qualidade, até
mesmo na hemoterapia®®?%223,

Desde 2001 foi regulamentado pelo Food and Drug Administration (FDA)?*
gue todo reagente que contenha anticorpos monoclonais deve ser adequadamente
caracterizado e sua identidade, pureza e a integridade deve ser avaliada, pois esses
fatores séo vitais para seu eficiente desempenho. Dentre as técnicas exigidas para a
testagem dos anticorpos monoclonais (eletroforese, concentracédo da proteina, entre
outras), esta a definicdo da proteina alvo do anticorpo. Essa pode incluir a analise
prote6bmica para caracterizar qual € a especificidade da imunoblobulina em estudo.

Portanto, a analise protedbmica na obtencdo e caracterizacdo de anticorpos
monoclonais é uma das ferramentas empregadas dentre as técnicas utilizadas para
descrever todo o perfil de reconhecimento de um anticorpo monoclonal produzido e
que almeja-se disponibiliza-lo para emprego em rotinas de pesquisa e diagnostico.

1.6. Justificativa

Diante da heterogeneidade fenotipica das hemacias e leucdcitos,que se
relaciona com a apresentacdo dos antigenos sobre a membrana dessas células, é
preciso recorrer a insumos laboratoriais que reconhecam, de forma especifica,
estruturas de membrana, bem como técnicas que eliminem determinadas
estruturas, ou que minimizem a expressao de umas e aumentem a expresséo de
outras. A unido dessas técnicas resulta na correta identificacdo dos anticorpos em

exames de rotina imuno-hematoldgica, ou a identificacdo de antigenos, raros ou
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ndo, na membrana das hemacias e leucdcitos. Dentre estas técnicas, pode-se listar
0 uso de reagentes do tipo Thiol (ditiotreitol - DTT, por exemplo), enzimas
proteoliticas, e os anticorpos monoclonais.

O Laboratorio de Engenharia Celular do Hemocentro do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina de Botucatu desenvolve, desde sua criagdo em 1992,
protocolos de pesquisa para obtencéo de anticorpos monoclonais murinos dirigidos
contra antigenos eritrocitarios, leucocitarios, plaguetarios, além de outros alvos
antigénicos. Ja foram obtidos anticorpos de especificidades anti-A, anti-B, anti-AB,
anti-c, anti-M, anti-N, anti-Lewis®, anti-lgG, anti-lgM, anti-CD20, anti-CD45, anti-GPC,
anti-CD90, entre outras.

Muitos dos anticorpos obtidos por meio do desenvolvimento dos hibridomas e
clones ndo puderam ser extensamente estudados, em funcao da restricdo de tempo
ou por ndo serem objetos de investigacdo no momento de sua obtencédo. Os
hibridomas e clones produtores desses anticorpos néo caracterizados foram
criopreservados e, com intuito de otimizar a parte laboriosa da pesquisa ja iniciada,

delineou-se este estudo.
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2. OBJETIVO

2.1. Objetivo geral

O objetivo geral deste estudo foi caracterizar anticorpos monoclonais murinos
de perfil anti-eritrocitario e anti-leucocitario, produzidos pelo Laboratério de

Engenharia Celular do Hemocentro de Botucatu.

2.1. Objetivos especificos

1. Caracterizagcdo dos anticorpos por métodos e técnicas distintos
(imunoquimicas, protedmica e Citometria de Fluxo);
2. Avaliacdo do uso da Analise Protebmica na contribuicdo para caracterizacao

de anticorpos monoclonais.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1.ldentificacdo e selecdo dos anticorpos monoclonais murinos

dirigidos contra antigenos eritrocitarios e leucocitarios humanos

Para a identificacdo das células produtoras dos anticorpos monoclonais
murinos de interesse, dirigidos contra antigenos eritrocitarios e leucocitarios
humanos, as quais pertencem ao banco de células do Laboratério de Engenharia
Celular (LEC), foram consultados registros formais do Laboratério (livros de
bancada, folhas de trabalhos e banco de células).

Apés a identificacdo de todos os protocolos de pesquisa ja realizados para
obtencdo dessas células (hibridomas e/ou clones), cuja especificidade geral é
contra heméacias e leucocitos humanos, foram analisadas informacdes de registros
e de estudos anteriores para se identificar o numero de hibridomas/clones
criopreservados. Um numero extenso de células criopreservadas foram
descongeladas, expandidas em cultura e aquelas bem vidveis foram selecionadas.
Foram selecionadas, entdo, trés células produtoras de anticorpos, 0s quais
almejou-se caracterizar: dois anticorpos anti-eritrocitarios (um clone e um
hibridoma) com perfil de panaglutinacdo, e um clone produtor de anticorpos anti-
leucocitarios. Excluiram-se dessa selecdo anticorpos ja caracterizados ou aqueles
gue ndo possuiam células criopreservadas. A selecdo do hibridoma foi aleatoria,
ndo sendo um critério escolhé-lo para caracterizacdo dos anticorpos por ele

secretados.

As informacdes sobre o clone e o hibridoma produtores de anticorpos anti-
eritrocitarios selecionados estédo descritas abaixo. Os anticorpos selecionados foram
renomeados, segundo o padrao utilizado no Laboratério de Engenharia Celular.
Cada anticorpo recebeu uma sigla LAMB (Laboratorio de Anticorpos Monoclonais
de Botucatu), seguida de um numero ainda nao utilizado por nenhum outro

anticorpo ja caracterizado.
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e LAMB 10 (Hibridoma)

Protocolo desenvolvido pelo Laboratério de Engenharia Celular para obtencéo
de anticorpos anti-hemacias com aplicabilidade nas rotinas imuno-hematoldgicas
(rotinas soroldgicas para fenotipagem de hemécias). A imunizacdo dos
camundongos ocorreu utilizando-se de hemacias tipo B sem fenétipo definido, néo
tratadas por enzima, lavadas com solucdo salina isotbnica 0,9% (SSI) e
ressuspensas em SSI para injecdo. A fusao foi realizada em 10 de Junho de 2003 e

obtiveram-se 960 hibridomas. Destes, 271 células foram testadas.

e LAMB 11 (Clone)

Protocolo desenvolvido pelo Laboratério de Engenharia Celular para obtencéo
de anticorpos anti-hemacias com aplicabilidade nas rotinas imuno-hematoldgicas
(rotinas sorologicas para fenotipagem de hemaéacias). A primeira imunizacdo dos
camundongos utilizando hemécias tipo AB, RhD negativo, tratadas com enzima
proteolitica (papaina) e ressuspensas em SSI para injecdo ocorreu em 20 de Abril
de 1993 e a fusdo foi realizada em 25 de Maio de 1993. Foram obtidos 432
hibridomas e destes, 345 células foram testados. O percentual de eficiéncia de
fusdo foi de 79,86%. A clonagem dos hibridomas obtidos foi realizada em 24 de
Abril de 2003.

Com relacdo ao anticorpo anti-leucocitario, foi selecionado um clone que ja
passou por testes em outros trabalhos para definicdo da especificidade, porém nao
concluidos. Excluiram-se dessa selecdo anticorpos ja caracterizados. As

informacdes sobre esta selecéo estdo apresentadas abaixo.

e LAMB 12 (Clone)

Protocolo desenvolvido pelo Laboratério de Engenharia Celular para obtencéo
de anticorpos anti-leucocitos. Teve envolvimento de alunos de pos-graduacao e foi
financiado pelo CNPg. A imunizagdo dos camundongos ocorreu no inicio do ano de
2004 e utlizou-se de leucdcitos provenientes de buffy-coat (camada leuco-
plaquetéaria) de doadora de células-tronco hematopoiéticas do sexo feminino, de 46

anos de idade. Essas células, do tipo linfomononucleares, foram excedentes da
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bolsa de coleta de células-tronco hematopoiéticas presentes no sangue periférico,
coletadas por aférese apés mobilizacdo por 10 dias com Fator Estimulador de
Colénias de Granulocitos e Macréfagos (Granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor - GM-CFS). As células foram ressuspensas em SSI para injecédo
intraperitoneal de camundongos para a etapa de imunizagao, e a fusdo ocorreu em
03 de Fevereiro de 2004. Foram obtidos 576 hibridomas e destes, 102 foram
testados, sendo o percentual de eficiéncia de fusdo de 17,7%. A clonagem do

hibridoma foi realizada em 26 de Marco de 2004, com retencéo de 16 clones.

3.2. Expanséao das células de interesse para coleta de sobrenadante de
cultura (SNC) e obtencéao de liguido ascitico

Os trés anticorpos selecionados foram amplificados pela técnica de
sobrenadante de cultura (SNC) (também conhecida por batch de cultura). As células
criopreservadas (clones e hibridoma), obtidas pela plataforma hibridoma de
desenvolvimento de anticorpos monoclonais, foram descongeladas, cultivadas em
meio RPMI 1640 (Gibco™) suplementado a 20% com soro bovino fetal (SBF)
(Sigma-Aldrich®), em frascos de cultura celular para células em suspensao,
produzidos em material poliestireno, dimensdes 25cm? e 75cm?, em estufa de

cultura celular com 5% de diéxido de carbono (CO?) e atmosfera timida a 37°C.

Para as células produtoras de anticorpos monoclonais anti-eritrocitarios,
decorridas semanas de expansdao, foi conferida a viabilidade de cada frasco e foi
crioarmazenada 1/3 de cada cultura para manutencdo do banco de células, e 2/3
foram mantido sem cultura por um periodo de dez dias, sem troca do meio de
cultura, para promover maior liberacdo de anticorpos no SNC e, posteriormente,
ocorrer 0 processo de morte celular natural. As células em apoptose foram
separadas por centrifugacdo e o SNC foi congelado a -30°C em tubos cénicos para
posterior retestagem do SNC, no qual os anticorpos produzidos pelas células

mantém-se em suspensao.

Para os anticorpos anti-leucocitarios foi obtido o liquido ascitico em
camundongos, realizando a reinjecdo do clone produtor de anticorpos anti-

leucocitarios no peritbneo destes animais. Este método propicia maior concentracéo
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de anticorpos secretados/mL de liquido ascitico e, neste caso, ndo ocorre absorcao
in vivo. Foi injetado, previamente as células, 1mL de 6leo mineral por via
intraperitoneal (IP) em cada um dos cinco camundongos isogénicos adultos
machos, do tipo Balb-C, maiores de 2 meses de idade e de peso entre 260 e 280g.
Apés 30 dias de irritacdo abdominal, os clones produtores de anticorpos anti-
leucocitarios foram concentrados na razédo de 10° células/mL e injetados por via IP
em cada camundongo ja sensibilizado pelo 6leo mineral. Os animais foram
mantidos em condic¢des ideais de biotério, 2 animais por gaiola, com racdo e agua ad
libitum. O liquido ascitico foi retirado por puncéo repetidas vezes, centrifugado a
16.000 rpm por 30 minutos e o sobrenadante obtido foi aliquotado e criopreservado
a -80°C.

Os anticorpos contidos nos SNC (anti-eritrocitarios) e no liquido ascitico (anti-
leucocitario), passaram por procedimentos de retestagem por hemaglutinacdo em
tubo com hemacias humanas (anti-eritrocitarios) e testes por dot-blot e citometria de

fluxo (anti-leucocitario).

3.3. Confirmagdo de reatividade dos anticorpos selecionados e
determinacgéo da classe das imunoglobulinas

3.3.1. Anticorpos anti-eritrocitarios

Para a confirmagcdo de reatividade dos anticorpos monoclonais murinos
dirigidos contra antigenos eritrocitarios humanos, selecionados e expandidos nas
etapas anteriores, foi realizada a técnica classica de hemaglutinacdo em tubo frente

a uma suspensao de heméacias na concentragéo de 5% em SSI.

Para este teste foram utilizadas amostras de hemacias selecionadas, obtidas
no servico de Imuno-hematologia do Doador de Sangue e Controle de Qualidade do
Hemocentro do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu. Essas
amostras foram provenientes de doadores de sangue saudaveis, com testes
sorologicos nao reagentes, maiores de 18 anos e que concederam participar da
pesquisa via assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).
Posteriormente a realizacdo dos testes imuno-hematolégicos da rotina do referido

laboratério, as amostras seriam descartadas, ndo havendo necessidade de coleta de
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sangue somente para este estudo. Os dados imuno-hematoldgicos dessas amostras
sao apresentados no Quadro 1.

Quadro 1 - Dados das hemacias provenientes das amostras de doacao voluntaria ao
Hemocentro de Botucatu utilizadas na retestagem dos SNC

Tipagem ABO/Rh Data da coleta da Fe_notipagem Fen,otipagem Fedneo(t)lstz?gzm
amostra Sistema Rh Antigeno Kell .
Sistemas
A RhD positivo CCee K-
A RhD negativo ccee K-
B RhD positivo ccEe K- -
B RhD negativo ccee K-
AB RhD positivo CcEe K-
03/11/2016 MNss; Fy(a-b+);
P1+; Le(a-b+);
O RhD positivo Ccee K- Lu(a-b+); k+;
Kp(a-b+);
Jk(a+b+)
O RhD negativo ccee K- -

Fonte: Arquivo pessoal, 2018.

Foram preparadas as suspensdes de hemacias a 5% e, em cada tubo de
hemolise, foram pipetados 50uL do SNC de cada anticorpo e 25uL da suspensédo de
hemacias. Apos homogeneizacdo suave, os tubos foram centrifugados a 900g
durante 15 segundos, seguidos de leitura visual e registro da intensidade de
aglutinacdo, proposta por Race e Sanger®e modificada por Marsh®. O critério de

classificacdo das intensidades de aglutinacéo é apresentado na Figura 4.
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Figura 4 - Critério para determinacdo das intensidades das reacdes de
hemaglutinagdo em tubo
Negativo Po/W 1+
E——
|
Reac&o negativa Reacéo positiva po Reacé&o positiva 1 cruz
(suspensé&o de (weak | W) (1+)
hemacias uniforme) (raros grumos em (pequenos grumaos em
fundo bem roseo) fundo bem roseo)
2+ 3+ 4+
— —— —
= ] =
& &/ \e/
Reac#o positiva 2 cruzes Reac&o positiva 3 cruzes Reacéo positiva 4 cruzes
(2+) (3+) (4+)
(pequenos grumaos em (rumos grandes em (um unico grumo solido
fundo roseo) fundo claro) em fundo claro)

Fonte: arquivo pessoal, 2018.

Para a realizacdo do screening da classe dos anticorpos foi preparada
uma solucdo de Ditiotreitol (DTT) a 0,01M em tampéao fosfato-salino (PBS) e as
aliquotas desta solucdo foram mantidas a -30°C. Tubos controle (uso de PBS) e
tubos tratados (DTT) foram preparadas e foram utilizados os SNC para os testes.
Para conferir a reatividade por aglutinacdo em tubo foi utilizada uma amostra de
sangue proveniente do Servico de Imuno-hematologia do Doador de Sangue, cujas

informagdes imuno-hematoldgicas seguem no Quadro 2.



22

Quadro 2 - Informacdes imuno-hematoldgicas da amostra de sangue utilizada nos
testes com DTT e titulacdo dos anticorpos

Tipagem Data da coleta | Fenotipagem | Fenotipagem Fenotipagem de outros
ABO/Rh da amostra Sistema Rh Antigeno Kell Sistemas

MNSs; Fy(at+b+); k+; Kp(a-b+);

O+ 05/12/2016 Ccee K- Jk(a+b+)

Fonte: arquivo pessoal, 2018.

Cada SNC foi incubado, na proporcéo 1:1, com DTT, e os tubos controle foram
incubados com PBS na propor¢cdo 1:1, ambos por 60 minutos a 37°C e,
posteriormente, testados com uma suspensdo a 5% da amostra de hemacias
selecionada para os testes em tubo. Os tubos foram centrifugados a 900g durante
30 segundos, seguidos de leitura visual e registro da intensidade de aglutinacéo.

Foi realizada titulagdo dos anticorpos, utilizando a mesma amostra de
hemacias apresentada no Quadro 2. O teste de titulacdo € baseado em técnicas
imuno-hematologicas de rotina, conforme a Figura 5. No tubo de reacdo "PURQ" foi
adicionado apenas o anticorpo nao diluido. Nos tubos seguintes foi realizada diluicdo
seriada do tipo progressao geométrica de razdo dois. Cada tubo continha 100uL de
SSl e 0 SNC contendo os anticorpos anti-eritrocitarios.

Em cada tubo contendo os anticorpos ja diluidos foram acrescidos 50uL da
suspensédo de hemacias a 5% em SSI. Os tubos foram centrifugados a 900g por 15
segundos, seguidos de leitura visual segundo os padrdes ja apresentados na Figura
4.
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Figura 5 - Esquematizagdo do teste de titulacdo dos anticorpos anti-eritrocitarios

100puL 100pL 100pL 100pL 100puL 100uL 100puL

] /| | ]

N N N N N A N AN

PURO 1/2 1/4 1/8 116 1/32 1/64 1128
SNC SNC SNC SNC SNC SNC SNC SNC
+ + + + + + + +
Hemacias | Hemacias | Hemacias | Hemacias Hemacias || Hemacias || Hemacias | Hemacias
+ + + + + + +

SS810,9% | SS10,9% || SSI0,9%  SSI10,9% || SSI0,8% || SS10,9% | SS10,9%

SNC: Sobrenadante de cultura; SSI: Solugdo salina isotbnica. Fonte: Arquivo pessoal, 2018.

3.3.2. Anticorpo anti-leucocitario

Os testes de reatividade e determinacdo da classe da imunoglobulina do
anticorpo anti-leucocitério foram realizados em outro trabalho, cujos dados néo
foram objetos de estudo na ocasido, e que foram recuperados para inclusédo neste
estudo.

Para a testagem da reatividade, utilizando o anticorpo anti-leucocitario, foi
realizado o teste Dot-Blot - Enzyme linked-immunoassay (Dot-Blot-ELISA) para
testar a reatividade do anticorpos e definir, de maneira global, a especificidade
contra linfocitos B ou linfécitos T. Foram obtidos extratos membranarios de células
JURKAT (linfocitos T) e células BJAB (linfécitos B), utilizando tampéo de lise e
ultracentrifugacdo (33.000g). Os lisados foram incubados em membrana de
nitrocelulose e, pos-incubacao, foi utilizada uma solucdo de bloqueio (leite em po a
5%) para reduzir reagOes inespecificas e, posteriormente, adicionou-se o liquido
ascitico nos orificios da placa de dot-blot, com incubacéo overnight. Utilizou-se como
controle positivo um anticorpo monoclonal comercial anti-CD4 para células JURKAT
e anti-CD20 para células BJAB. O controle negativo foi um sobrenadante de cultura
que ndo tem especificidade contra antigenos humanos e a solu¢do tampéo PBS foi

utilizada como blank. O anticorpo secundario utilizado no teste, apds a incubacéo da
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ascite com os antigenos JURKAT e BJAB, foi um goat anti-mouse marcada com
peroxidase (INC®), na diluicdo 1:500.

A determinacédo da classe da imunoglobulina do anticorpo anti-leucocitario foi
realizada em etapas anteriores, segundo a técnica de dupla difusdo em gel de agar
(Ouchterlony), relatado em 1947 pelo pesquisador cujo teste leva o seu nome.A
técnica consistiu-se em aplicar uma camada de agarose 2% sobre uma lamina de
vidro. No agar foram feitas “rosetas” (orificios) na forma esférica, de maneira que o
agar cortado pudesse ser, depois, “sugado”, permanecendo os orificios. No orificio
central foi colocada a imunoglobulina obtida por ascite do clone selecionado e nos
orificios ao redor foram colocados anti-soros de coelho ou cabra de vérias classes
de imunoglobulinas anti-murinas. A leitura da regido de precipitacao foi feita apos 48
horas, mantendo-se a placa em camara Umida por este periodo para evitar
contaminagao.

Apés secagem do gel de agarose, as linhas de precipitacdo ficaram bem

evidenciadas na lamina pés-coloracdo de azul de Coomassie 0,2% dissolvido em
uma mistura de metanol 50%, acido acético 10% e agua destilada 40%.
Testes adicionais também foram realizados em pesquisas anteriores, tendo 0s
dados recuperados para este estudo. Foi realizado screening por Citometria de
Fluxo do anticorpo anti-leucocitario para pesquisa de anticorpos anti-HLA classes | e
Il no SNC utilizando o kit FlowPRA™ (ONE LAMBDA INC™), Utilizou-se o SNC do
clone, o qual foi incubado com as beads marcadas com HLA classe | e Il e revelados
com goat anti-mouse IgG conjugado com fluoresceina (FITC) para posterior analise
em Citometria de Fluxo.

Também realizou-se teste de competicdo por Citometria de Fluxo na pesquisa
de especificidade para antigenos CD3, CD4 e CD8. Foram utilizadas, na ocasiao,
cinco amostras de leucocitos de doadores e incubadas com os anticorpos anti-CD3,
anti-CD4, anti-CD8 e o anticorpo LAMB 12. Apés a verificagdo da intensidade da
positividade, as amostras incubadas com o anticorpo LAMB 1 foram reincubadas
com o0s anticorpos comerciais anti-CD3, anti-CD4 e anti-CD8, e a média de
intensidade de fluorescéncia de cada reacdo secundaria foi comparada com o0s
valores da primeira reacdo. Caso houvesse reducdo significativa nas médias de
intensidade de fluorescéncia entre o primeiro e o segundo ensaio, 0 anticorpo em

guestao indicaria ter uma especificidade para o antigeno envolvido.
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3.4. Realizacdo de testes imuno-hematolégicos para anticorpos anti-

eritrocitarios

Foram realizados testes para investigar o perfil de aglutinacéo, utilizando
técnicas imuno-hematologicas, a partir de reagdes entre hemacias fenotipadas e 0s
anticorpos anti-eritrocitarios. Para estes testes constituiu-se um painel formado por
oito amostras provenientes de manguito de bolsas de concentrado de heméacias
para transfusdo, oriundas de doacgao voluntaria andnima, cujo fendtipo por extenso
foi definido em testes imuno-hematol6gicos da rotina do Hemocentro de Botucatu.
Optou-se por priorizar para esta selecdo de hemacias aquelas cujo fenétipo era
heterozigoto para o Sistema MNS e Duffy em funcdo das caracteristicas destes
sistemas (possibilidade de apresentar efeito-dose e sofrerem alteracdo da
expressao pos-tratamento enzimatico). A Figura 6 a seguir apresenta o diagrama
contendo as informacg@es antigénicas das hemacias utilizadas para a montagem do

painel.



Figura 6 - Perfil fenotipico das hemacias utilizadas para montagem do painel

PAINEL DE HEMACIAS FENOTIPADAS

ANTIGENOS ERITROCITARIOS

D C E c e Cw K k Kp? Kp® Lu? LuP Jk@ JkP Fy? Fy° Le? Le® P1 M N S s
Hemacia 1
(Bolsa 310557-1) + + + + + NT 0 + 0 + 0 + + 0 + + 0 + 0 + + + +
(PF24922)
Hemacia 2
(Bolsa311045-1) + + 0 0 + 0 0 + 0 + 0 + + 0 + + + 0 + + + 0 +
(PF158861)
Hemacia 3
(Bolsa311334-5) St + 0 + + NT 0 + 0 + 0 + + 0 + + + 0 + + 0 + +

(PF 105861)

Hemacia 4
(Bolsa 311287-0) + + 0 0 + NT 0 + 0 + 0 + + 0 0 0 0 + + + + + 0

(PF291919)

Hemacia 5
(Bolsa 310392-7) + 0 0 + + 0 + NT NT NT 0 + NT NT + 0 0 0 + + + + 0

(PF107051)

Hemdcia 6
(Bolsa 310923-2) + + + + + NT 0 + 0 + 0 + + + + 0 0 + + + 0 + 0
(PF 279846)

Hemdcia 7
(Bolsa311063-0) + + 0 + + NT 0 + 0 + 0 + + 0 + 0 0 + 0 0 + 0 +

(PF292311)

Hemacia 8
(Bolsa 310803-1) + + 0 0 + NT 0 + 0 + 0 + 0 + + + 0 0 0 + 0 0 +

(PF269371)

Fonte: Arquivo pessoal, 2018.
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Foram utilizados cartdes de aglutinacdo em coluna DG Gel Neutral® (Grifols™)

(gel-teste) e em cada microtubo foram pipetados 50uL da suspensdo a 1% das

hemacias fenotipadas sem tratamento enzimatico, e 25uL de cada SNC, em cada

microtubo. Foram realizados dois ensaios de incubacdo: um grupo a 37°C

(denominagéao “37°C”), e outro a temperatura ambiente (denominagéao “TA”), ambos

por 15 minutos seguidos de centrifugacdo a 1030 rpm durante 10 minutos, como

determina o protocolo padrdo de aglutinacdo em coluna. Foram realizadas leituras e

analises dos resultados obtidos, para comparar, posteriormente, com as reagdes

obtidas com hemacias tratadas enzimaticamente. O padrédo adotado para classificar

a intensidade de aglutinacéo no gel-teste esta apresentado na Figura 7.

Figura 7 - Padrdo adotado para classificacdo da intensidade de aglutinacdo no gel-

teste Grifols™

Negativo

Positivo

w+

0

W+

1+

2+

3+

4+

DP

H

Faixa de hemacias no fundo da coluna, restante da coluna
sem aglutinaces visiveis.

Escassas aglutinaces de tamanho pequeno na metade
inferior da coluna.

Algumas aglutinac6es de pequeno tamanho na coluna.

Aglutinacdes de tamanho pequeno e médio ao longo da
coluna.

Faixa superior de aglutinagdes, de tamanho médio na
metade superior da coluna.

Faixa de hemacias aglutinadas na parte superior da coluna.

Dupla populacéo ( faixa dupla de hemacias, no fundo e na
parte superior da coluna.

Hemolise: sobrenadante vermelho translicido e/ou coluna
de gel rosada.

Fonte: Adaptado de:

https://www.fda.gov downloads/BiologicsBloodVaccines/BloodBloodP roducts/ApprovedProducts/Licen
sedProductsBLAs/BloodDonorScreening/BloodGroupingReagent/UCM362182.pdf.
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A imuno-hematologia utiliza-se de diversas técnicas e reagentes que auxiliam
na definicdo da especificidade de anticorpos irregulares e determinagdo de
antigenos raros que possam estar presentes em pacientes receptores e doadores
de sangue, bem como na resolugdo de complexos casos imuno-hematoldgicos.
Cada enzima proteolitica (papaina, bromelina, ficina, tripsina, entre outras), e
diferentes solugbes, agem de forma distinta sobre a membrana das heméacias,
retirando alguns antigenos e/ou expondo outros.

Apropriando-se deste conhecimento, utlizou-se neste trabalho algumas
enzimas proteoliticas e solucdes para tratar hemacias e verificar se ha alguma
alteracdo no padrdo de positividade pos-incubacdo com os anticorpos anti-

eritrocitarios.

3.4.1.Papainizacdo das hemacias

Cada hemacia do painel foi tratada com enzima comercial Bio-Rad, realizando
uma suspensédo de cada hemécia a 5% em volume de 500uL, e adicionados 500uL
solugcdo de papaina em tubos de hemdlise, incubados por cinco minutos a
temperatura ambiente, lavados trés vezes com SSI e realizada uma suspensao a
1% para pipetagem de 50uL nos microtubos dos cartdes de gel-teste Neutral
(Grifols™). Foram acrescentados 25uL de cada SNC em cada microtubo e
realizadas duas incubacdes diferentes: 37°C e temperatura ambiente, ambos por 15
minutos seguidos de centrifugacdo a 1030 rpm durante 10 minutos, como determina

0 protocolo padréo de aglutinacdo em coluna.

3.4.2. Tratamento das hemacias com as solu¢des de bromelina e testes

de imuno-hemaglutinacdo em coluna

As hemédcias fenotipadas foram tratadas com uma solugcdo de bromelina
comercial ID-Diluent 1® (Bio-Rad™), segundo as recomendagdes do fabricante
(pipetagem de 50uL de uma suspensédo a 1% das hemacias + 25uL do SNC + 25uL
do ID-Diluent 1® (Bio-Rad™) a temperatura ambiente (18-25°C) em cada microtubo.
Foram realizadas duas incubacdes diferentes: 37°C e temperatura ambiente, ambos

por 15 minutos seguidos de centrifugacdo a 1030 rpm durante 10 minutos.
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3.4.3. Tratamento das hemacias com low ionic strength solution (solucao

de baixa forca ibnica - LISS) e testes de hemaglutinacdo em coluna

As hemacias fenotipadas do painel foram tratadas com uma solugdo de baixa
forca i6nica comercial DG Sol® (Grifols™), segundo as recomendagdes do
fabricante (pipetagem de 50pL de uma suspensdo a 1% das hemécias em DG Sol®
a temperatura ambiente (18-25°C) + 25uL do SNC) em cada microtubo. Foram
realizadas duas incubacdes diferentes: 37°C e temperatura ambiente, ambos por 15

minutos seguidos de centrifugacdo a 1030 rpm durante 10 minutos.

3.5. Preparo dos extratos membranérios

Apés a realizacdo de testes confirmatdrios da positividade dos SNC dos
clone/hibridoma anti-hemécias, testes imuno-hematoldgicos, e da sele¢éo do clone e
compilamento de dados ja obtidos em estudos anteriores do anticorpo anti-leucdcito,
foram preparados extratos membranarios de hemacias e leucdcitos para realizagédo
do ensaio imuno-quimico Western Blotting.

Para o preparo dos extratos membranarios de hemacias humanas, foi
utiizada uma amostra de heméacias de grupo sanguineo O, RhD positivo,

proveniente de doador cujo perfil fenotépico encontra-se no Quadro 3.

Quadro 3 - Fenodtipo extendido de amostra de heméacias utilizada no preparo de
extrato membranario para teste de Western Blotting

PERFIL FENOTIPICO DAS HEMACIAS

Antigenos

a b a b
Eritrocitarios = C E e e Cw K k Kp? | Kp Lu Lu

HemaC'aS + + O O + NT 0 + 0 + 0 +
Doador
Antlger'IOS Jka Jkb Fya Fyb Lea Leb Pl M N S S

Eritrocitarios

Hemacias
Doador

Fonte: Arquivo pessoal, 2018.
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Foi selecionada apenas uma amostra para Western Blotting pois os dois
anticorpos reconhecem, confirmadamente, qualquer fen6tipo de hemacia. O doador
aceitou fazer parte da pesquisa via assinatura do TCLE. O tampéo utilizado foi
composto por 5mM de fosfato de sédio, 1mM de &cido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA) e 0,2mM de fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF). A suspensdo de
concentrado de hemécias lavado e tampdo, na proporcdo de 1:11, foi
ultracentrifugada por 5 vezes a 4°C durante 30 minutos cada, a uma velocidade de

33.000g em rotor tipo Swing Out.

Para o preparo dos extratos membranarios de leucécitos humanos, foram
utilizadas trés amostras de leucdcitos distintas, obtidas de bolsas de procedimentos
de leucaférese realizadas pelo Hemocentro de Botucatu. As bolsas contendo um alto
namero de leucécitos, recuperados de dois pacientes submetidos a aférese, seriam
descartadas ao término do procedimento, ndo havendo, portanto, a necessidade de
se coletar amostras somente para esta etapa do projeto.Os trés pacientes, na
ocasido do procedimento (ano de 2002, 2008 e inicio de 2017), autorizaram 0
armazenamento e utilizacdo de seus leucdOcitos para pesquisa e essas amostras
encontram-se armazenadas em freezer a -80°C. As amostras, entdo, utilizadas

foram as seguintes:

e Amostra 1. Leucdcitos, denominados daqui em diante de TJAS, de paciente
do sexo feminino com leucemia mieloide aguda de células dendriticas
plasmocitoides, cuja amostra foi recuperada de leucoaférese terapéutica
realizada no ano de 2017 no pré-tratamento quimioterapico.

e Amostra 2: Deste ponto em diante denominada EZE, tratou-se de leucdcitos
de paciente com leucemia mieloide aguda, cuja amostra foi recuperada de
leucoaférese terapéutica realizada em 20018 no pré-tratamento
quimioterapico.

e Amostra 3: Leucécitos de doador do sexo feminino que, no inicio do
protocolo de imunizacdo, foram utilizados como imundgenos (c€lulas de buffy
coat de bolsa de coleta de células-tronco hematopoiéticas periféricas - CTH

do ano de 2002), daqui em diante denominadas ED.
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As trés amostras foram descongeladas, o numero de células/mL foi
determinado e procedeu-se a lise e preparo dos extratos membranarios. O tampao
utilizado foi RIPA (Pierce®, IL, EUA), adicionado de coquetel inibidor de protease
(Sigma CO®, Saint Louis, MO, USA), na proporcdo de 107 células a cada 100pL de
tampéao de lise. As células foram resuspensas no tampao e as membranas celulares
foram lisadas com a auxilio de um sonicador (dois ciclos de 1 segundo). Ap6s 30
minutos de incubacdo a 4°C com o tampdo de lise, as amostras foram
ultracentrifugadas por uma vez a 4°C durante 30 minutos, a uma velocidade de
33.000g em rotor tipo Swing Out.

O pellet de membranas tanto de leucécitos quanto de hemécias, pos-
ultracentrifugacado, foi ressuspenso em 100uL de tampdo PBS e a concentracao
proteica foi dosada em equipamento NanoDrop®, em comprimento de onda de
280nm. Pequenos grumos dos preparados de extrato membrandrio de leucdcitos
ndo foram totalmente dissolvidos. Possivelmente trataram-se de material genético.
Por isso, foi dosada a concentracdo proteica somente da suspensao totalmente
homogénea. Os tubos contendo as amostras de extrato de membrana foram
armazenados a -80°C.

Ao volume contendo cada extrato membranario foi adicionado tampao de
corrida eletroforética contendo 2-mercaptoetanol (1M Tris-HCI pH 6.8, 2% SDS, 5%
2-mercaptoetanol e 50% glicerol). Os tubos contendo os extratos com tampéao foram
aquecidos a 95°C por 5 minutos para linearizacdo das proteinas e, posteriormente,

iniciou-se a técnica de Western Blotting.

3.6. Realizacao datécnica de Western Blotting

Uma vez obtidos os extratos membranarios e a eles adicionado tampao de
corrida, o Western Blotting iniciou-se pela separacdo das proteinas de membrana
em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio (gel SDS-PAGE) de 9cm
x 8cm e 1,0mm de espessura, com gel de separacdo de gradiente 10%, e gel de
empilhamento de 5%, em tamp&o Tris/Glicina. A eletroforese SDS-PAGE é uma
técnica versatil, pois pode ser usada para separar todos os tipos de proteinas,
especialmente proteinas de membrana.

Foram realizados os calculos, de acordo com cada concentracdo proteica das

amostras de extratos membranarios (leucdcitos e hemacias), e foram aplicados 30ug
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de extrato membranario por pista do gel. A corrida foi efetuada em voltagem
constante de 120V. Nas pistas externas correram 0s padroes de peso molecular
Precision Plus Protein™ Dual Color Standards 500uL (Bio-Rad®), 5uL por pista. As
proteinas separadas no gel de poliacrilamida foram transferidas para uma
membrana de PVDF em amperagem constante (350mA) por 90 minutos e, apos
transferéncia, a mesma foi bloqueada com solucéo de albumina de soro fetal bovino
(BFA) a 1% por uma hora, lavada e incubada separadamente com cada anticorpo
monoclonal, na diluigdo de 1:1000 para todos os anticorpos, em agitagéo, overnigth
a 4°C?"?8 pPara os anti-eritrocitarios foram utilizados seus SNC, com corridas em
triplicata. Para o anti-leucocitério foi utilizado o liquido ascitico, com corrida Unica
para cada amostra de extrato membranario.

Também foram realizadas incuba¢des com anticorpos monoclonais primarios
para controle da técnica, que reconhecem 100% de tipos de leucdcitos e 100% de
tipos de hemacias. Esses anticorpos-controle comerciais foram utilizados na
proporcdo de 1:4000. O anticorpo anti-CD45, controle dos testes com antigenos
leucocitarios, foi incubado com o lisado de ED. O anticorpo anti-CD235a, controle
dos testes com antigenos eritrocitarios, foi incubado com o lisado de heméacias.

ApoOs a retirada dos anticorpos primarios, as membranas foram lavadas 3
vezes com solucdo basal e incubadas com anticorpos secudarios por uma hora e
meia em agitacdo. O anticorpo secundario era do tipo anti-mouse, na proporcao de
1:4000, marcados com peroxidase.

A reacdo antigeno-anticorpo na membrana de nitrocelulose foi detectada
utilizando-se solucdo reveladora ECL™ Select Western Blotting Reagent (GE
Healthcare™). A revelacdo foi realizada por duas técnicas diferentes. A primeira
revelacdo utilizou-se de filme fotografico, sendo esta etapa realizada no Laboratério
de Bioquimica (LaBio) do Instituto de Biociéncias da Unesp de Botucatu (IBB-
UNESP). A segunda técnica utilizou-se de equipamento revelador G-Box A Series™
e software captura de imagens Genesys™, liberando imagens do WB digitalizadas.
As imagens das membranas reveladas digitalmente foram salvas em dois modelos,
guando possivel: marcacdo em cor branca das bandas, em fundo preto, e marcacao
em cor preta das bandas, em fundo branco. Esta etapa foi realizada no
Departamento de Fisiologia do IBB-UNESP.
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3.7. Corrida eletroforética para recorte de bandas reconhecidas pelos

anticorpos

Apoés a realizacdo da técnica de Western Blotting e da identificacdo das
bandas proteicas reconhecidas por cada anticorpo, foi realizada nova eletroforese
em gel de poliacrilamida, sob mesmas condi¢cdes eletroforéticas, porém sem a
transferéncia para a membrana de nitrocelulose. Apds a corrida, o gel foi corado
com Azul de Coomassie, para que pudesse serem visualizadas as bandas proteicas
e recortar o spot da proteina correspondente aguela que cada anticorpo reconhece
e, por fim, proceder-se a analise protedmica.

Para uma melhor visualizacdo das bandas proteicas nos geis, a
concentracdo proteica de extratos membranarios aplicadas nas pistas foi triplicada
(90ug/amostra/pista). Apds a aplicacdo de 90ug de proteina por extrato e a corrida
ser realizada em voltagem constante de 120v por aproximadamente 120 minutos, 0S
geis foram incubados com solugcdo corante Coomassie Blue por 30 minutos e,
posteriormente, lavados com solugdo descorante (10% de etanol e 7% de acido
acético) por 5 minutos cada lavagem até que a coloracédo do fundo fosse clareada e
as bandas ficassem evidentes.

As técnicas de Western Blotting e corrida eletroforética foram realizadas no
Laboratério de Bioquimica (LaBio) e também no Laboratorio de Matriz Extracelular
(LabMEC) do IBB - UNESP.

3.8. Protedmica: digestdo em gel e analise por Espectrometria de

Massas

Esta etapa do estudo foi desenvolvida no Laboratério de Bioquimica e
Espectrometria de Massas do Centro de Estudos de Venenos e Animais
Peconhentos (CEVAP), da Faculdade de Medicina de Botucatu. As 19 bandas
bandas/spots separadas por eletroforese, recortadas em tamanho 2x2mm,
passaram por ciclos de descoloragdo e desidratacdo dos geis utilizando Destain e
Acetonitrila, respectivamente. Também foram realizadas as etapas de reducéo de
pontes de dissulfeto e alquilagdo.Os geis passaram por processos digestao proteica

utilizando tripsina, e extracdo das proteinas utilizando acido formico. Cada solugéo



proteica foi liofiizada em equipamento SpeedVac e armazenada a -20°C até o
momento da andlise dos digestos triptico sem espectrometria de massas.

Os digestos tripticos liofilizados foram solubilizados em tamp&o contendo
Acetonitrila e acomodados em vials proprios do equipamento. A analise das
proteinas digeridas foi realizada por Espectrometria de Massas (MS), do tipo
MS/ToF, em espectrdometro MICROTOF — QIlll — Bruker®, acoplado a um
equipamento HPLC. A ionizacdo das amostras foi via Electrospray, protonada e
analisadas por sistema quadrupolo-quadrupolo-ToF, aplicando nitrogénio como gas
inerte. O Range de tamanho dos peptideos analisados foi de 50 a 3000 m/z e o
calibrante utilizado foi Tulimix (118 a 2 721 Da).

Os dados gerados pela espectrometria de massas foram analisados pelos
softwares Compass Date Analysis e Compass Hystar, resultando em graficos de
intensidade de cada peptideo (espectros de massas), bem como no sequenciamento
dos aminoacidos dos peptideos. A partir desses dados, o conjunto de informacdes
obtido foi confrontado com banco de dados de bioinformatica, utilizando a
ferramenta Mascot Server. Valores de escore foram definidos pelos softwares para
cada amostra, para serem determinados os indices de confiabilidade.

Os dados proteicos de cada banda para cada anticorpo esta apresentado em
forma de quadros. a descricdo da disposicdo das informacdes estd apresentada no
topico "Resultados e Discussdo” deste trabalho. Optou-se por apresentar esta

descricao posteriormente para que a leitura e compree nsédo fossem facilitadas.

3.9. Ensaios de Citometria de Fluxo

Os testes em Citometria de Fluxo para os anticorpos seguiram protocolo
padrdo do Laboratorio de Citometria de Fluxo do Hemocentro de Botucatu, onde
foram realizadas as leituras e andlises. Trés amostras sanguineas (sangue total
colhidas em EDTA - Acido etilenodiamino tetra-acético) foram obtidas de doadores
saudaveis que aceitaram participar da pesquisa via assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). A partir dessas amostras foram
realizados testes em hemacias e leucécitos. Outras células, pertencentes ao banco
de células do Laboratério de Engenharia Celular, compuseram 0s ensaios, que
serdo descritas a seguir. Todas as reagdes foram realizadas em citbmetro BD FACS

Calibur™ utilizando o software de analise BD CellQuest™.


https://www.bdbiosciences.com/documents/15_cellquest_prosoft_analysis.pdf
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Para os anticorpos anti-eritrocitarios, as trés amostras de hemacias foram
lavadas duas vezes em tampao PBS-EDTA 1% e foi ajustada a concentragdo em
20.000 hemécias/mms3. Também foram preparados reacdes entre células-tronco
hematopoiéticas (CTH) + anticorpos e células-tronco mesenquimais humanas de
tecido adiposo (CTM-TA) + anticorpos, para verificar a positividade ou negatividade
das reacgOes entre estes anticorpos e os diferentes tipos celulares, ajustando-se a
concentracdo final de células para 106 células/mL.

Os tubos contendo as reagdes entre as hemacias |, Il, lll, CTH e CTM-TA os
10uL de SNC puro dos anticorpos foram preparados seguindo protocolo de
incubagdo por 30 minutos no escuro em temperatura ambiente, 15 minutos de
incubacdo com anticorpos secundarios, lavagem com tampdo PBS-EDTA 1% e
ressuspensdao em 400uL de solucdo tampédo PBS-EDTA 1% + 100uL de
paraformaldeido 1%.

Para o anticorpo anti-leucocitario foram utilizadas as mesmas amostras dos
doadores, porém foi realizado um protocolo diferente para analise nos leucdcitos de
cada amostra. Foram utilizados, em cada tubo, 100uL de sangue total e incubou-se
com 50uL de liquido ascitico (diluicdo 1:3) por 30 minutos no escuro em temperatura
ambiente, seguido de incubacdo por 15 minutos com 5 pL de anticorpo secundario
anti-lgG diluido 1:200. Em cada tubo foi adicionado 1mL de solugdo de lise de
hemacias (prépria para analise de leucocitos em citometria de fluxo), seguido de
incubagdo no escuro por 15 minutos em temperatura ambiente. Cada tubo fi
centrifugado e preservado o pellet de leucécitos, o qual foi ressuspenso em 400pL
de solucéo salina para citometria Isoton®+ 100uL de paraformaldeido 1%.

Foram adquiridos 20.000 eventos para os ensaios de leucécitos e hemacias,
e 10.000 eventos para CTH e CTM-TA, e as analises dos leucdcitos levou em
consideracdo as diferencas de tamanho e granulosidade das células (separacédo dos
gates de leucdcitos, mondcitos e granuldcitos na etapa de andlise da citometria).

Para todos os testes foram preparados os controles de auto-fluorescéncia,

isotipicos e controles dos anticorpos secundarios.

3.10. Imuno-histoquimica

Foi proposta a realizagdo de ensaios utilizando técnicas de imuno-histoquimica

com os anticorpos. O objetivo inicial foi de avaliar o comportamento de cada
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anticorpo (se era reativo ou ndo na técnica de imuno-histoquimica) e, a partir das
hipoteses de especificidade dadas pelos testes ja realizados e pela proteémica,
foram selecionados cortes histoloégicos de diversos tecidos os quais poderiam
expressar as proteinas candidatas a serem o0 antigeno que cada anticorpo
reconhece. Esta etapa foi realizada no Laboratério de Imuno-histoquimica do
Departamento de Patologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Botucatu, de forma automatizada no aparelho Autostainer Link 48 (DAKO™). Para
as revelacdes foi utilizado anticorpo secundario marcado com peroxidase. As
leituras/interpretacdo das laminas foram realizadas com conjuntamente com

patologista e xperiente na técnica.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 8 apresenta o registro da etapa de expansdo em cultura celular dos
clones e do hibridoma produtores dos anticorpos selecionados para este estudo. Foi
possivel obter, aproximadamente, um volume de 100mL de SNC de cada anticorpo,
os quais foram aliquotados e armazenados a -30°C. O clone do anticorpo anti-

leucocitario possuia liquido ascitico armazenados a -80°C, em torno de 20 mL cada.

Figura 8 - Fotomicrografia da expansdo em cultura dos clones e hibridoma
produtores dos anticorpos monoclonais

Aumento de 400x. Fonte: Arquivo pessoal, 2018.

Apoés a coleta do SNC em cada troca de meio de cultura (duas vezes por
semana) e armazenamento em freezer -30°C foram realizados os testes para a
confirmacé@o de reatividade dos anticorpos anti-eritrocitarios, e as intensidades de
aglutinacdo com hemacias que foram observadas estdo apresentadas no Quadro 4,
bem como na Figura 9. Observou-se que 0s anticorpos estavam reativos,
viabilizando a inclusdo dos mesmos nos testes posteriores. Observa-se também que
0os dois anticorpos selecionados apresentam um perfil de pan-aglutinacéo,

reconhecendo hemacias de qualquer tipagem ABO-RhD.
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Quadro 4 - Intensidade das aglutinacdes observadas nos ensaios de testagem da
reatividade dos anticorpos obtidos por expansao em cultura do hibridoma e clone

B+ 4+ 4+ .
Perfil
B- 4+ 4+ anti-pablico
AB+ 4+ 4+
O+ 4+ 4+
0- 4+ 4+

Fonte: Arquivo pessoal, 2018.

Figura 9 - Testagem em tubo da reatividade dos anticorpos selecionados utilizando
hemécias humanas provenientes da doacao voluntaria ao Hemocentro de Botucatu

A: LAMB 10; B: LAMB 11. Fonte: Arquivo pessoal, 2018.

A determinacdo da classe dos anticorpos utilizando uma solucdo de DTT
resultou nos dados dispostos no Quadro 5, e as reacdes observadas séo
apresentadas na Figura 10. Como o DTT destréi pontes dissulfetos das
imunoglobulinas do tipo M, as reacbes de hemaglutinacdo causadas por IgM
passam a ser negativas. O anticorpo LAMB 10 continuou reativo apés a incubacao
com o DTT, sugerindo que seja da classe IgG. Ja o anticorpo LAMB 11, ap6s o
tratamento com o DTT, ndo apresentou mais reatividade, sugerindo que seja da

classe IgM.
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Quadro 5 - Resultados dos testes dos SNC dos anticorpos anti-eritrocitarios
utiizando DTT para determinacdo da classe da imunoglobulina

Suspensdo em SSI 4+ 4+

PBS (controle) 4+ 4+

DTT 4+ Negativo
Classe da Imunoglobulina IgG IgM

Fonte: Arquivo pessoal, 2018.

Figura 10 - Teste com DTT para determinacdo da classe dos anticorpos

A: Teste dos SNC com hemacia antes da realizacdo do protocolo (a direta: LAMB 10; a esquerda:
LAMB 11); B: SNC LAMB 11: PBS+SNC 1:2 e tubo com SNC tratado com DTT; C: SNC LAMB 10:
Tubo controle (PBS+SNC 1:2)e tubo com SNC tratado com DTT. Fonte: Arquivo pessoal, 2018.

No teste de titulagdo por aglutinacdo o anticorpo LAMB 10 apresentou um
titulo de 1:128, e o anticorpo LAMB 11 apresentou um titulo de 1:1024. A Figura 11
ilustra os testes de titulagdo realizados com os anticorpos LAMB 10 e LAMB 11. A
titulacdo dos anticorpos anti-eritrocitarios, seguindo o método de rotina da imuno-
hematologia, tem relevancia no que tange ao titulo valido para um anticorpo
aplicavel a imuno-hematologia. A Portaria de Consolidacao n° 5, de 28 de Setembro
de 20178 traz em seu Anexo 7 do Anexo IV os parAmetros recomendados para

Controle de Qualidade dos reagentes utilizados em Imuno-Hematologia e existem,
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para alguns anticorpos, como 0s antissoros Anti-A, -B, -AB e -RhD, titulos minimos
aceitaveis. LAMB 10 ndo atinge um titulo minimo determinado para os anticorpos
Anti-A, -B, -AB, que seria 256, mas supera o0 que € determinado para o0 antissoro
anti-RhD (32). LAMB 11 apresentou um titulo maior do que os estipulados para os

dois grupos de antissoros citados.

Figura 11 - Titulagdo por técnica imuno-hematolégica de diluicdo seriada com os
anticorpos LAMB 10 e LAMB 11

Titulagéo de LAMB 10 Titulagéo de LAMB 11

f ot ool s e a2 b kg bk f;' AT
B2

. \ ¥ \ ' P 1 P “’ 22 L] 3 ) , a
i '
s el

O anticorpo LAMB 10, apés os tratamentos com as enzimas e a solugao de

Fonte: Arquivo pessoal, 2018.

baixa forca iénica das hemacias, resultaram em padrées de aglutinacdo distintos,
como pode ser observado no Quadro 6, que traz as leituras das aglutinacdes
observadas em cada tratamento, bem como na Figura 12. As reacdes de
aglutinacdo observadas frente ao painel de hemacias ndo tratadas resultaram em
reacdes 4 cruzes. Nos diferentes ensaios enzimaticos resultou em uma diminuicdo
na intensidade de aglutinacéo, gerando até reacdes negativas. Apenas o tratamento
com a solugéo de baixa forga ibnica (LISS), com incubacdo a temperatura ambiente
e a 37°C, manteve a intensidade de aglutinacdo em 4 cruzes na maioria das

hemécias.
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Quadro 6 - Leitura das aglutinagcbes observadas na reagdo controle e nos
tratamentos com bromelina, suspensdo em LISS e papaina com LAMB 10

Tratamento das hemacias nas reagées com PAB 1 — 189
Controle Tratamento com = Tratamento com
(sem tratamento) Bromelina S LS Cl S Papaina
Heméacias TA 37°C TA 37°C TA 37°C TA 37°C
1 4+ DP 4+ Neg Neg 4+ DP 4+ DP 2+ Neg
2 4+ DP 4+ Neg Neg 4+ DP 4+ DP 2+ Neg
3 4+ DP 2+ Neg W 4+ DP 3+ DP 2+ Neg
4 4+ DP 4+ DP Neg ' 4+ DP 4+ DP 2+ Neg
5 4+ 4+ DP Neg Neg 4+ DP 4+ DP 2+ Neg
6 4+ 3+ Neg w 4+ DP 3+ DP 2+ Neg
7 4+ DP 4+ Neg W 4+ 4+ DP 3+ Neg
8 4+ DP 2+ 1+ Neg 4+ DP 3+ DP 2+ Neg

DP: dupla populagdo; LISS: Solucdo de baixa forca ibnica; Neg: reacdo negativa; TA: temperatura
ambiente; W: reacdo weak (fraca). Fonte: Arquivo pessoal, 2018.

Figura 12 - Resultados dos testes de aglutinacdo em coluna com LAMB 10 com
hemacias sem tratamento, com tratamento enzimatico e em LISS
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A: Reacdes controle em TA e a 37°C; B: ReacBes em LISS em TA e a 37°C; C: Reagdes com
papaina em TA e a 37°C; D: Reagdes com Bromelina em TA e a 37°C; LISS: Solugao de baixa forca
I6nica; PAP 3: Papaina comercial Bio-Rad; TA: temperatura ambiente. Fonte: Arquivo pessoal, 2018.

Frente aos resultados obtidos, pode-se inferir que LAMB 10 tenha uma
especificidade contra um antigeno que sofre diminuicdo ou é negativado poés-
tratamento com papaina e bromelina, podendo ser um antigeno que compde o grupo
sanguineo MNS, ou uma por¢cdo do mesmo. A suposta especificidade de LAMB 10 é
ser um anti-N. O que intensifica essa hipotese € o fato de que, na hemécia 7 do
painel, na qual o antigeno N esta presente em dose dupla (sem a presenca do
antigeno M) uma parcela das rea¢cfes de aglutinacdo sao mais intensas, como pode

ser observado nas reagdes “Controle — 37°C” e “Papaina — TA”. Nas hemacias que
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apresentam fendtipo MN, pode haver um efeito de dose entre M e N, dificultando a
identificacdo da especificidade do antigeno.

Para o esclarecimento da provavel especificidade anti-N e, devido ao fato de
um alto titulo de um anticorpo poder promover uma reacao inespecifica com outros
antigenos, foram realizadas diluicbes do anticorpo LAMB 10 (1:2, 1:4, 1:8, 1:16,
1:32, 1:64 e 1:128), seguido de incubacdo a 37°C com as hemacias do painel em
suspensdo a 1% em LISS. O objetivo desta etapa foi o de favorecer uma reacéao de
aglutinacao ideal com as hemécias de fenotipo MN (mais fraca, porém positiva),
auséncia de aglutinacdo nas hemacias MM e uma aglutinacdo forte em hemacias
com fen6tipo NN. As intensidades de aglutinacdo observadas em cada diluicdo sdo
apresentadas no Quadro 7 e Figura 13.

Quadro 7 - Intensidades de aglutinagdo observadas em cada diluigdo do anticorpo
LAMB 10 com heméacias de painel suspensas em LISS, incubacéo a 37°C

Dilui¢c&o do anticorpo LAMB 10

Hemaécias 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:100
1 4+ 3+ 4+ DP 3+ DP 2+ DP 2+ W 1+
2 3+ 3+ 4+ DP 3+ DP 2+ DP 2+ Neg 1+
3 3+ 2+ 2+ 1+ 1+ 1+ Neg Neg
4 3+ 3+ 4+ DP 2+ 2+ DP 2+ 1+ 1+
5 4+ 3+ 4+ DP 3+ 2+ DP 2+ 1+ 2+
6 3+ 2+ 2+ 1+ 1+ 1+ Neg Neg
7 4+ 3+ 4+ DP 3+ 2+ DP 2+ 2+ 2+
8 3+ 2+ 2+ 1+ 1+ 1+ Neg Neg

DP = dupla populacdo; Neg = reagdo negativa; W = reacdo weak (fraca); Fonte: Arquivo pessoal,
2018.
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Figura 13 - ReacOes de aglutinacdo observadas em cada diluicdo do anticorpo
LAMB 10 com hemédcias de painel suspensas em LISS, incubacdo a 37°C
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A: diluicdo 1:2; B: diluicdo 1:4; C: diluicdo 1:8; D: diluicdo 1:16; E: diluicdo 1:32; F: diluicdo 1:64; G:
diluicdo 1:128; H: diluicdo 1:100. Fonte: Arquivo pessoal, 2018.

Devido ao padrao de aglutinacdo negativo em todas as hemacias, encontrado
na diluicdo 1:128, e padrao positivo em todas as hemacias, ainda que em algumas
mais fraco, na diluicdo 1:64, foi realizada uma diluicdo 1:100 do SNC de LAMB 10,
em SSI suplementada a 5% com albumina humana. As reacfes observadas séo
apresentadas na Figura 13 - H. Reac¢des com hemacias do painel cujo fenétipo foi
MN (hemacias 1,2,4 e 5), resultaram em aglutinacbes menos intensas, porém
positivas. Nas hemacias de fenétipo MM (heméacias 3, 6 e 8), observou-se auséncia
de aglutinagdo, e uma aglutinacdo mais forte foi observada na hemécia com fenétipo
NN (heméacia 7).

A partir dos resultados imuno-hematoldgicos, confirma-se o perfil de anti-N
de LAMB 10, na diluicéo 1:100.

Os tratamentos com as enzimas e a solucdo de baixa forca idnica das
hemacias, incubadas com o anticorpo LAMB 11 resultaram em padrbes de
aglutinacdo semelhantes, como pode ser observado no Quadro 8, bem como na
Figura 14. De maneira geral, as reacdes de aglutinacdo observadas com LAMB 11
frente ao painel de hemécias ndo resultaram em alteracdes nos diferentes ensaios
enzimaticos (grande parte dos ensaios resultou em aglutinacdo 4 cruzes). Apenas o
tratamento com a solucdo de baixa for¢ca iGnica (LISS) com incubagdo a 37°C

diminuiu a intensidade de aglutinacdo nas hemacias 1 a 6.




Quadro 8 - Leitura das aglutinagcbes observadas na reagdo controle e nos

tratamentos com bromelina, suspensdo em LISS e papaina com LAMB 11

Tratamento das hemacias nas reagdes com LAMB 11
Controle Tratamento com

. Suspenséo em LISS Tratamento Papaina
(sem tratamento) Bromelina

Hemacias TA 37°C TA 37°C TA 37°C TA 37°C

1 4+DP  3+DP  4+DP  4+DP 4+ 3+DP 4+ 4+ DP

2 4+DP  3+DP  4+DP 4+ 4+DP  3+DP 4+ 4+ DP
3 4+DP  4+DP  4+DP  4+DP 4+ 3+DP 4+ 4+
4 4+ 4+ DP 4+ DP 4+ DP 4+ 3+DP 3+ 4+
5 4+ 4+ DP 4+ DP 4+ DP 4+ 3+ DP 4+ 4+
6 4+ 3+DP 4+ DP 4+ DP 4+ DP 3+DP 4+ 4+
7 4+ 4+ 4+ DP 4+ DP 4+ 4+ 3+ 4+
8 4+ 4+ DP 4+ DP 4+ 4+ 4+ 4+ 4+

DP: dupla populagdo; LISS: Solugdo de baixa for¢a ibnica; TA: temperatura ambiente. Fonte: Arquivo
pessoal, 2018.

Os resultados mostraram que LAMB 11 possivelmente reconhece um
antigeno da membrana da hemacia que nao é afetado pelo tratamento enzimatico, e

nao sofre grandes efeitos na presenca de LISS.

Figura 14 - Resultados dos testes de aglutinacdo em coluna de LAMB 11 com
hemécias sem tratamento, com tratamento enzimético e em LISS
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A: Reacgdes controle em TA e a 37°C; B: ReagOes em LISS em TA e a 37°C; C: Reagdes com
papaina em TA e a 37°C; D: Reac¢fes com Bromelina em TA e a 37°C; LISS: Solu¢ao de baixa forca
I6nica; PAP 3: Papaina comercial Bio-Rad; TA: temperatura ambiente. Fonte: Arquivo pessoal, 2018.

Foram realizadas diluicdes de 1:256 e 1:350 do anticorpo LAMB 11 em SSI
acrescida com 5% de albumina, para tentar encontrar algum padréo de aglutinacéo.
Utilizou-se hemécias do painel, ressuspensas em LISS a 1%, e as reagdes
observadas mostraram, na diluicdo 1/256, ainda que com intensidades diferentes,

que o anticorpo reconhece todas as hemacias. J4& em 1/350 existem hemacias que
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nao aglutinaram na presenca do anticorpo diluido, porém nao foi possivel definir
nenhum padrdo de especificidade através do painel. A Figura 15 traz as reacoes

observadas.

Figura 15 - Reacdes com hemacias do painel em LISS e anticorpo LAMB 11 diluido
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LAMB 11 Diagnostic Grifols, S.A. LAMB 11 EnosTc Brifols, SA.

TA: Temperatura ambiente. Fonte: Arquivo pessoal, 2018.

Unindo dados do efeito de cada enzima/solugcdo sobre os antigenos
eritrocitarios, os dados fenotipicos e de tipagem das hemacias utilizadas na
retestagem do SNC, onde havia a presenca de hemécias RhD negativo, além dos
dados fenotipicos das hemacias do painel, podemos inferir que este anticorpo possa
ter uma especificidade contra um antigeno presente em todas as hemacias ja
testadas, podendo ser o antigeno Cellano (k) ou Kp°, que compdem o Sistema Kell,
por exemplo. Também pode ser contra algum antigeno eritrocitario de alta
frequéncia, mas que nao foi testado nas hemacias do painel, como o antigeno Vel.

O Quadro 9 traz os resultados obtidos nos testes de Ouchterlony e Dot-blot
ELISA (ambos os testes realizados em outras etapas da obtengdo do anticorpo
LAMB 12) para o anticorpo anti-leucocitario. LAMB 12 é da classe IgG e reconhece

somente células Jurkat (linfécitos T), ndo reconhecendo antigenos de linfocitos B.

Quadro 09 - Classe da imunoglobulina e Dot-blot ELISA para os anticorpos anti-
leucocitarios

CLASSE DA
IMUNOGLOBULINA Dot-Blot ELISA com células
MO SO NG RO (Teste JURKAT (Linfécitos T) e BJAB (Linfécitos B)

Quchterlony)

| Nao reconheceu

P U < T D T s
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Fonte: Arquivo pessoal, 2018.

A linhagem de células denominada Jurkat é derivada de leucemia de
linfécitos T obtida do sangue periférico de um paciente de 14 anos de idade®'. Estas
células sdo CD2+, CD3+, CD4+, CD5+, CD6+, CD7+, CD8-, CD13-, CD19-, CD34+,
TCR alfa/beta+ e TCR gama/delta-, amplamente usadas como modelo de linfécitos T
humanos®?. As células denominadas BJAB é uma linhagem de linfoma de Burkitt que
expressa marcadores de linfocitos tipo B>,

O screening por Citometria de Fluxo do clone para pesquisa de anticorpos
anti-HLA classes | e 1l no SNC revelou que o clone produtor de anticorpos anti-
leucocitarios foi negativo para antigenos HLA classes | ou Il, como mostra o Quadro
10.

Quadro 10 - Screening por Citometria de Fluxo dos clones para pesquisa de
anticorpos anti-HLA classes l e Il

Controles FlowPRA | FlowPRA I
~ Controle
DENOMINACAO . 0,08 1,07
Negativo
il 51,44 99,07
Positivo
LAMB 12 5,65 7,64

Fonte: Arquivo pessoal, 2018.

O teste de competicdo por Citometria de Fluxo, realizado também em estudos
anteriores, revelou que as reacdes com LAMB 12 nao foram inibidas para os
antigenos CD3, CD4 e CD8. Estes resultados ndo permitem excluir a possibilidade
do anticorpo reconhecer um epitopo diferente daquele que os anticorpos comerciais

utilizados reconhecem, uma vez que a meédia de intensidade de fluorescéncia, que
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indica positividade, ndo foi reduzida em nenhuma das cinco amostras para nenhum

dos antigenos (Quadro 11).

Quadro 11 - Teste de competicdo por Citometria de Fluxo dos clones para os
antigenos CD3, CD4 e CD8 em leucdcitos

Doador 1 Doador 2 Doador 3 Doador 4 Doador 5
cp3 | cp4 | cps | cp3 | cpa | cps | cp3 | cpa | cps | cp3 | cp4 | cps | cp3 | cp4 | cps
Egg;?\lﬁ 0,00 | 0,00 | 0,00 1,20 0,12 0,01 0,00
cD3 27,2 67,65 66,92 73,41 63,56
cD4 18,50 48,95 49,89 55,04 44,30
cD8 9,04 11,64 13,88 16,32 15,82
LAMB 12 | 31,21 | 20,06 | 10,27 | 63,99 | 47,52 | 12,67 | 68,50 | 40,07 [ 20,77 | 73,53 | 55,66 | 16,21 | 62,46 | 44,80 | 15,52

Fonte: Arquivo pessoal, 2018.

A concentragdo proteica de cada extrato membranario preparado, utilizado na

técnica de Western Blotting, encontra-se no Quadro 12 a seguir.

Quadro 12 - Concentracdo proteica dos extratos membranarios

Extrato Membranério Dosagem proteica em Nanodrop™ — 280nm

Amostra TJIAS 4,5562 mg/mL
Amostra EZE 3,8425 mg/mL
Amostra ED 5,3935 mg/mL

Amostra Hemacias

12,6807 mg/mL

Fonte: Arquivo pessoal, 2018.

ApoOs o preparo dos extratos membranarios, realizou-se a técnica de Western
Blotting com os trés anticorpos e 0s extratos de membrana de leucécitos e
hemacias. Foi realizado o controle dos extratos membranarios realizando um

Blotting com anticorpos comerciais, cuja Figura 16 apresenta as reacodes
observadas. Devido a marcacdo positiva para a amostra de hemacias com o anti-
CD235a, e o lisado de ED com o anti-CD45, confirma-se a viabilidade dos extratos
membranarios preparados para esta etapa do trabalho, ou seja, os lisados estavam
com as proteinas em estado de conformagdo que possibilitasse o reconhecimento

por anticorpos

Figura 16 - Membranas incubadas com anticorpos comerciais
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kD: Kilodalton; He: extrato membranario de hemacias; ED: amostra de extrato membranario de ED.
Fonte: arquivo pessoal, 2018.

A Figura 17 traz o Western Blotting do anticorpo LAMB 12. As marcac¢des mais

intensas aparecem no extrato EZE, entre 50 e 75kD e entre 100 e 150kD, sugerindo

especificidade para um antigeno que esta expresso nas trés amostras, porém com

maior expressao em EZE.

Figura 17 - Western Blotting do anticorpo anti-leucocitario LAMB 12
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TIAS EZE ED TJAS EZE ED
100 kD 100 kD
75 kD 75 kD
50 kD 50 kD
37 kD
37 kD
25 kD 25 kD 8
20 kD

20 kD

kD: Kilodalton; ED: amostra de extrato membranario de ED; EZE: amostra de extrato membranario de
EZE; TJAS: amostra de extrato membranario de TJAS;1:Banda nos trés lisados entre 100 e 150 kD;
2:Banda nos trés lisados entre 100 e 150 kD; 3:Banda nos trés lisados entre 100 e 150 kD; 4:Banda
nos trés lisados entre 50 e 75 kD — Mais forte; 5:Banda nos trés lisados entre 50 e 75 kD — Mais forte;
6:Banda nos trés lisados entre 50 e 75 kD — Mais forte; 7:Banda no lisado EZE entre 25 e 37 kD; 8:
Duas bandas no lisado EZE entre 25 e 37 kD (mais proximo de 25k D). Fonte: arquivo pessoal, 2018.

A seguir é apresentado o Quadro 13, que contém informacdes sobre as
proteinas identificadas na analise protedbmica por meio da consulta a plataforma de
bioinformatica Mascot. Cada banda identificada por Western Blotting foi recortada e
analisada separadamente. O anticorpo LAMB 12 reconhece oito bandas
(enumeradas de 1 a 8), como ja descrito na Figura 18. Na primeira linha do quadro é
possivel identificar o nimero de cada banda, sua descricdo no gel (localizagdo de
peso molecular e, no caso do LAMB 12, a amostra de extrato membranario que foi
reconhecida e recortada), valor de score de confiabilidade das proteinas analisadas

e quantas proteinas foram identificadas em cada banda. Algumas bandas chegaram
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a ter 20 proteinas identificadas. Para sintetizar os resultados, optou-se por
apresentar, no quadro, apenas 5 proteinas identificadas por banda.

As cores alaranjadas nos quadros da identificacdo proteica destacam as
proteinas que estdo dentro do valor de score de confiabilidade, sendo estas as que
foram consideradas para as analises. Ndo € considerado confiavel estudar as
proteinas que ficaram fora desses valores estabelecidos pelo software. O valor
numeérico apresentado no inicio da descricdo de cada proteina é o valor de score
fornecido pelo software, que é informado baseado na homologia da sequéncia de
peptideos detectada pela espectrofotometria de massas e a sequéncia peptidica que
encontra-se depositada na base de dados do Mascot. Em cada quadro também séo
apresentados os pesos moleculares, em Dalton, para cada identificacdo proteica.

As andlises dos resultados da protedmica realizada sugeriram que LAMB 12
reconhece, provavelmente, a proteina Mieloperoxidase (MPO), uma vez que esta é
identificada em dois momentos na protedmica: Banda 5, com alto score de
confiabilidade, cuja marcacédo foi intensa no lisado de EZE, e na banda 6, mesmo
que esta Ultima tenha um score menor que o ideal.

E possivel excluir que LAMB 12 possa ter uma especificidade contra a
proteina Dolichyl-difosfoligossacarideo - glicosiltransferase (DDOST) devido a sua
localizacdo: membrana de reticulo endoplasmatico (proteina intracelular)®. Esta
proteina aparece na identificacdo das bandas 4 e 5, com alto indice de score de
confiabilidade.

Exclui-se das analises a proteina Integrina Alfa 1I-B, que aparece na
identificacdo das bandas 3 e 6 dentro do score de confiabilidade. Essa proteina,
também conhecida como CD41, € expressa em plaguetas e megacariécitos (a
Integrina Alfa Ilb € uma glicoproteina de membrana plaquetaria que funciona como
receptor de fibrinogénio necessario para a agregacéo plaquetaria®®).

Algumas proteinas que foram identificadas na analise prote6mica foram
excluidas das hipoteses possiveis, devido a localizacdo celular (proteinas que se
expressam intracelularmente foram excluidas dentre as possiveis candidatas).
Proteinas com pesos moleculares incompativeis com os observados no Blotting

também foram retiradas das analises.
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Quadro 13 - Analise protedmica das bandas reconhecidas pelo anticorpo LAMB 12

Bandal - Entre
100 e 150 kD
(1 TJAS)

Score > 38

27 - Family with
seqguence similarity 62
(C2 domain containing),
member A, isoform
CRA_a

Massa: 124.439D

25 - Lysosomal-
associated membrane
protein 1, isoform
CRA_a

Massa: 45.367 D

22 - Alternative protein
CSF2RB
Massa: 11.752D

21 - ATP-dependent
RNA helicase A

Massa: 142.181D

21- DNA
topoisomerase I, beta
isozyme variant
(Fragment)

Massa: 114.163D

Banda2 - Entre
100 e 150 kD
(1 EZE)

Score > 38

36 - Lysosomal-
associated membrane
protein 1, isoform
CRA_a

Massa: 45.367D

28 - T-cell receptor
alphajoining 56
(Fragment)

Massa: 2.220D

24 - cDNA FLJ58780,
highly similar to Homo
sapiens lysosomal-
associated membrane
protein 2 (LAMP2),
transcript variant
LAMP2B, mRNA
Massa: 40.186D

19 - cDNA FLJ61177,
highly similar to
Phosphatidylinositol-4-
phosphate 5-
kinasetype-1 gamma
(EC 2.7.1.68)

Massa: 70.427D

Fonte: Arquivo pessoal, 2018.

Banda8 - Entre 25
CREYAR(MES
préximo de 25kD)
(4 EZE)

Bandabs - Entre 50
e 75 kD — Mais
forte (2 EZE)

Banda7 - Entre 25

Banda3 - Entre e37 kD (3 EZE)

100 e 150 kD
(1 ED)

Banda4 - Entre 50
e 75 kD — Mais
forte (2 TJAS)

Banda6 - Entre 50
e 75 kD — Mais

forte (2 ED) Score > 38

Score > 38
Score > 38 Score > 38

Score > 38 Score > 38 17 proteinas

20 proteinas detectadas

detectadas 10 proteinas

detectadas

32 — Myeloperoxidase

Massa: 84.784D

26 - Annexin
(Fragment)

Massa: 76.168D

18 - CDC42 binding
protein kinase beta
(DMPK-like), isoform
CRA_a

20 - Epididymis
secretory sperm binding
protein Li 89n

22 - Dolichyl-
diphosphooligosacchari
de--protein
glycosyltransferase
Massa: 72.402D subunit 1
Massa: 196.189D

Massa: 65.968D

19 - Calreticulin,
isoform CRA_b

20 - cDNA, FLJ95666,
highly similar to Homo
sapiens albumin (ALB),
mMRNA

29 - Sperm binding
protein 12
Massa: 48.283D Massa: 30.868D

Massa: 71.343D
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Partindo-se dos resultados dos estudos anteriores para LAMB 12
(reconhecimento de linfécitos T, ndo reconhecimento de CD3, CD4, CD8, HLA-l e
HLA-II), e unido-os aos resultados da técnica de Western Blotting e da proteémica,
assumiu-se que LAMB 12 possa ter uma especificidade contra MPO. Sera
apresentada a seguir uma breve revisdo sobre esta proteina, e realizou-se um
levantamento de Blottings de anticorpos monoclonais comerciais anti-MPO para
comparar com o Blotting de LAMB 12, cuja discussdo estd apresentada na
sequéncia.

A mieloperoxidase (MPO) é uma proteina expressa principalmente em
neutréfilos, mondcitos e macréfagos e participa do sistema de defesa do hospedeiro

31,32 Nestas

de leucdcitos polimorfonucleares, como na atividade antimicrobiana
células estimuladas, a MPO catalisa a producado de &cido hipocloroso, além de
outros intermediarios toxicos, que aumentam a atividade antimicrobiana de
leucécitos polimorfonucleares®*3*. Um transtorno caracterizado pela diminuicdo da
atividade da mieloperoxidase em neutrofilos e mondcitos resulta em candidiase
disseminada e outras complicacées infecciosas>!3233:34,

Em Blottings de anticorpos comerciais anti-MPO € possivel observar uma
semelhanca com o Blotting de LAMB 12 realizado neste estudo. A comparacao

entre os diferentes Blottings esta apresentada na Figura 18.
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Figura 18 - Comparativo entre Blottings de anticorpos anti-Mieloperoxidase e o

Blotting de LAMB 12
TJIAS EZE ED
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A:Blotting de LAMB 12; B:Blotting de anti-MPO da empresa Novus Biologicals®; C: Blotting de anti-
MPO da empresa Abcam® Fonte: https://www.novusbio.com/products/myeloperoxidase -mpo-
antibody_af3667; http://a.abcam.com/ps/products/25/ab25989/ reviews/images/abh25989 9687.jpg.

E possivel observar, na Figura 18-B, que na primeira pista do Blotting foi
corrido um lisado de uma linhagem de células de leucemia promielocitica aguda (HL-
60 - ATCC) incubado com o anticorpo comercial anti-MPO da Novus®, o que é
comparavel a corrida do lisado de TJAS e EZE, ambas leucemias mieléides agudas.
As bandas marcadas da Figura 18-B, portanto, sdo semelhantes as bandas de
LAMB 12 em EZE e TJAS, especialmente as bandas entre 50 e 75kD, e a banda de
maior peso molecular (entre 100 e 150kD), que é comparavel a banda acima de
94kD do lisado de HL-60.

No lisado ED incubado com LAMB 12, onde estdo presentes antigenos de
leucocitos normais, pode-se considerar a banda entre 50 e 75kD semelhante as
bandas observadas nas Figuras 18-B e 18-C, que apresentam peso molecular
proximo de 50 kDa.

Na sequéncia dos ensaios foram realizados testes em Citometria de Fluxo,
gue sdo apresentados a seguir. A Figura 19 apresenta um dos controles realizados
para o teste em Citometria de Fluxo (Amostra 1 de leucécitos). Nao houve reacéo
inespecfifica do anticorpo secundario utilizado anti-lgG FITC. Os controles para as

Amostras 2 e 3 se apresentaram semelhantes a Amostra 1.



Figura 19 - Controles dos ensaios de Citometria de Fluxo utilizando Amostra 1 de

leucécitos
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Sample ID: LEUCO 01- CTLAUTO
Acquisition Date: 23-Mar-18

Gate: G4

Gated Events: 18843

Total Events: 20000

Marker Events % Gated % Total Mean Median
All 18843 100.00 94.22 274 253
M1 43 0.23 0.21 16.86 11.24
Sample ID: LEUCO 01- CTL CTL ISO
Acquisition Date: 23-Mar-18
Gate: G5
Gated Events: 19266
Total Events: 20000
Marker Events % Gated % Total Mean Median
All 19266 100.00 96.33 8.46 3.79
M1 120 0.62 0.60 737.57 12.86
Pana 1
Sample ID: LEUCO 01-LEU130A5 FITC1/3
Acquisition Date: 23-Mar-18
Gate: G7
Gated Events: 14816
Total Events: 20000
Marker Events % Gated % Total Mean Median
All 14816  100.00 74.08 6.47 4.61
M1 1624 10.96 8.12 2283 18.77

Fonte: Arquivo pessoal, 2018.
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A Figura 20 traz o perfil do teste em citometria de fluxo na Amostra 1 de
leucdcitos e o padrdao de positividade nos leucécitos totais. Os testes com a
Amostra 1 revelaram que o anticorpo LAMB 12 apresenta 10,96% de positividade
para leucécitos totais. Um padrdo semelhante pode ser observado na amostra 2,
com 9,69% de positividade para leucoécitos totais. Na amostra 3 os valores de média
de intensidade de fluorescéncia foram diferentes das anteriores, mas o mesmo

padrao foi observado, com 4,56% de positividade para leucdcitos totais.

Figura 20 - Amostra | e LAMB 12 e o padréo de positividade nos leucdcitos totais
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Fonte: Arquivo pessoal, 2018.

A Figura 21 traz o perfil do teste na amostra de leucocitos | e o padrdo de
positividade nos diferentes subtipos de leucdcitos, separados nos gates por
tamanho e granulosidade: linfécitos (Figura 21 - Gate: G8), mondcitos (Figura 21 -
Gate: G9) e granuldcitos Figura 21 -Gate: G10).

Na Amostra 1, foi observado uma médica de 12,31% de positividade em
linfécitos, 44,44% em mondcitos e 14,67% em granuldcitos. Na Amostra observou-

se 22,06% de positividade para linfocitos, 43,23% para monocitos e 9,27% para
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granuldcitos. A média de intensidade de fluorescéncia foi menor na Amostra 3, com

3,65% de positividade em linfécitos, 40,54% em mondcitos e 13,08% em

granuldcitos, mas o perfil maior em monocitos se repetiu. Em suma, sempre a

positividade maior € em mondcitos, indicando uma especificidade para um antigeno

gue se expressa mais em mondcitos do que em outros leucocitos.

Figura 21 - Amostra | e LAMB 12 e o padréo de positividade nos gates de leucdcitos
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Sample ID: LEUCO 01- FITC1/3
Acquisition Date: 23-Mar-18

Gate: G8

Gated Events: 4467

Total Events: 20000

Marker Events % Gated % Total Mean Median
All 4467 100.00 22.34 3.39 2.64
M1 550 12.31 2.75 9.37 6.67
Sample ID: LEUCO 01-| FITC1/3
Acquisition Date: 23-Mar-18
Gate: G9
Gated Events: 810
Total Events: 20000
Marker Events % Gated % Total Mean Median
All 810 100.00 4.05 15.33 8.20
M1 360 44 .44 1.80 27.88 27.88
Sample ID: LEUCO 01- FITC1/3
Acquisition Date: 23-Mar-18
Gate: G10
Gated Events: 8725
Total Events: 20000
Marker Events % Gated % Total Mean Median
All 8725 100.00 43.62 6.89 5.23
M1 1280 14.67 6.40 18.33 11.44

Fonte: Arquivo pessoal, 2018.
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Esses resultados corroboram a hip6tese de que LAMB 12 é um possivel Anti-
Mieloperoxidase, uma vez que essa proteina estd expressa em leucécitos,
especialmente mondcitos e macréfagos3#3*.

Um estudo realizado em 2015 revelou a expressao da proteina MPO por
Western Blotting em extratos de células polimorfonucleares (PMN), mondcitos (MO)
e linfécitos (Ly), apresentado na Figura 22. As células PMN apresentaram uma
banda forte em 60 kDa relacionada a cadeia pesada de MPO e uma banda de 12
kDa, relacionada a sua cadeia leve, aléem de uma banda de 92 kDa, relacionada a
um precursor da MPO. Em mondcitos e linfocitos a MPO apresentou-se em uma
banda de 60 kDa (cadeia pesada)®.

O mesmo padrédo foi observado no Blotting de LAMB 12, com a banda
proximo a 60 kD mais forte nos trés lisados (ED, EZE e TJAS), nos quais ha
leucdcitos globais. Em outro Blotting de LAMB 12, realizado com outra técnica de
revelacdo da membrana (filme), mostra um padrdo bastante semelhante ao
encontrado no estudo de Okada e colaboradores®®, o que mais uma vez confirma um
perfil de anti-MPO para LAMB 12.

Figura 22 - Estudo sobre a expressao da proteina MPO por Western Blotting em
extratos de células polimorfonucleares (PMN), mondcitos e linfocitos
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A: Estudo de Okada e colaboradores; B: Blotting de LAMB 12 com revelacdo em filme. Fonte: A:
Okada SS, de Oliveira EM, de Aradjo TH, Rodrigues MR, Albuquerque RC, Mortara RA, Taniwaki
NN, Nakaya HI, Campa A, Moreno AC. Myeloperoxidase in human peripheral blood lymphocytes:
Production and subcellular localization. Cell Immunol. 2016 Fev;300: 18-25; B: Arquivo pessoal, 2018.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Okada%20SS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26632272
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Oliveira%20EM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26632272
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Ara%C3%BAjo%20TH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26632272
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rodrigues%20MR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26632272
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Albuquerque%20RC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26632272
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mortara%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26632272
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Taniwaki%20NN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26632272
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Taniwaki%20NN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26632272
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Taniwaki%20NN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26632272
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nakaya%20HI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26632272
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Campa%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26632272
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moreno%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26632272
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26632272
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A Figura 23 traz o Western Blotting apresentando as bandas reconhecidas
pelo anticorpo LAMB 10 (Figura 23 - A) e por LAMB 11 (Figura 23 - B). Ambos os
anticorpos apresentam um perfil de reconhecimento proteico semelhante, ou
seja,reconhecem bandas que possuem pesos moleculares semelhantes entre si. A

marcacao mais expressiva se da em torno de 100kDa.

Figura 23 - Western Blotting dos anticorpos anti-eritrocitarios
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A: Bandas reconhecidas por LAMB 10; 9: Banda logo acima de 150 kD; 10: Banda logo abaixo de
100 kD; 11: Banda logo abaixo de 75 kD; 12: Banda entre 37 e 50 kD (mais proximo de 50 kD); 13:
Banda entre 25 e 37 kD (mais proxima de 37 kD); 14: Banda entre 15 e 20 kD; D: Bandas
reconhecidas por LAMB 11; 15: Banda logo acima de 250 kD; 16: Banda entre 100 e 150 kD (mais
forte); 17: Banda entre 75 e 100 kD; 18: Banda entre 37 e 50 kD (mais préximo de 50 kD); 19: Banda
entre 37 e 50 kD (mais proxima de 37 kD); kD - Kilodalton. Fonte: Arquivo pessoal, 2018.

O Quadro 14 a seguir apresenta a analise proteémica das seis bandas
reconhecidas por LAMB 10. Algumas proteinas que foram identificadas na analise
protedmica foram excluidas das hipoteses possiveis, devido a localizacdo celular
(proteinas que se expressam intracelularmente foram excluidas dentre as possiveis
candidatas). Proteinas com pesos moleculares incompativeis com os observados no
Blotting também foram retiradas das analises.
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Quadro 14 - Analise proteémica das bandas proteicas reconhecidas pelo anticorpo LAMB 10

Banda12- Banda entre
37 e 50 kD (mais préximo Banda 13- Banda entre
de 50 kD) 25 e 37 kD (mais préxima
de 37 kD)
Score> 38

Score> 38 Score> 37 Score> 38 Score> 38

Score> 37

31- cDNAFLJ38781 fis,

clone LIVER2000216,
33 - Beta globin highly similarto HEAT
(Fragment) SHOCK COGNATE 71
Massa: 11.534 D kDa PROTEIN

Banda 14 - Banda entre
15e 20 kD

Banda9-Bandalogo Banda 10- Bandalogo Bandall - Bandalogo
acimade 150 kD abaixo de 100 kD abaixo de 75 kD

7 proteinas detectadas

Massa: 68.166 D

32 - N-acylaminoacyl-
peptide hydrolase, isoform

19 - T-cell receptor alpha

24 - T-cell receptor alpha

joining 56 (Fragment) CRA b joining 56 (Fragment)

Massa: 2.220 D Massa: 82.142 D Massa: 2.220 D
32 - Beta globin 25— EPBA41 protein 37— Dematin 36 - Beta globin 18 - Alternative protein
(Fragment) (Fragment) (Fragment) POLK
Massa: 11.534 D Massa: 83.618 D LEEREECSHANYID Massa: 11.554 D Massa: - 6.598 D
2T - W EmEE iy 32 - Kinesin-like protein 29 - T-cell receptor alpha
alpha 2 globin chain S

joining 56 (Fragment)
Massa: 77.118 D Massa: 2.220 D

Massa: 15.305 D

Fonte: Arquivo pessoal, 2018.
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A avaliacdo dos resultados do conjunto de técnicas revelou que o anticorpo
anti-eritrocitario LAMB 10 pode ter especificidade contra as proteinas Acido delta
amino-levulinico dehidratase (ALAD) ou Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(G3PD) ou, ainda, Glicoforina C (GPC). Serd apresentada a seguir uma breve
revisdo sobre a ALAD, G3PD e GPC. Realizou-se um levantamento de Blottings de
anticorpos monoclonais comerciais anti-ALAD, anti-G3PDe anti-GPC para comparar
com o Blotting de LAMB 10, cuja discussao esta apresentada na sequéncia.

A proteina acido delta amino-levulinico dehidratase, também conhecida
como ALAD,catalisa um passo inicial na biossintese de tetrapirrol ou porfirina (anel
organico heterociclico que contém um &atomo de ferro, constituinte do grupo
HEME)*®3"38 | iga-se ao zinco e tem relacdo com a doenca genética hereditaria
conhecida como porfiria hepatica®**". As porfirias sdo defeitos recessivos na
biossintese do grupo heme, resultando no acumulo e aumento da excrecdo de
porfirinas ou seus precursores. As porfirias podem ser eritropoiéticas ou hepaticas,
dependendo se a deficiéncia enzimatica ocorre nos glébulos vermelhos ou no
figado. Caracteriza-se por apresentar distarbios gastrointestinais, colicas
abdominais, paralisias e neuropatia periférica e pode se manifestar em pessoas
usuarias de drogas e alcool, dietas restritivas de alta privacdo calorica, infecccdes ou
fatores enddcrinos®3"38,

A comparacao entre os diferentes Blottings comerciais e o de LAMB 10 esta
apresentada na Figura 24. No Blotting do anticorpo comercial anti-ALAD da Novus
Biologicals® (Figura 24-B) é possivel observar uma semelhanca com o Blotting de
LAMB 10 realizado neste estudo apenas nas bandas que correspondem aos pesos
moleculares proximos de 36kD e abaixo de 20kD.

Também é possivel observar, nas Figuras 24-C e D que as bandas de 36kDa

se repetem, e esta corresponde ao Blotting de LAMB (Figura 24-A).
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Figura 24 - Comparativo entre Blottings de anticorpos anti-ALAD e o Blotting de
LAMB 10
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A: Blotting de LAMB 10; B: Blotting de anti-ALAD da Novus Biologicals®; C:Blotting de anti-ALAD da
Ambcam®; D: Blotting de anti-ALAD da Sigma-AIdrich®. Fonte: Arquivo Pessoal, 2018;
https://www.novus bio.com/products/alad-antibody _nbp1-89158; http://www.abcam.com/alad-
antibody-epr10269b-ab151697. html;

https://www.sigmaaldric h.com/catalog/product/sigma/hpa022124?lang=pt&region=BR

Em outro Blotting realizado com LAMB 10, mais concentrado do que no teste
anteriormente apresentado, e com técnica de revelacao distinta (filme fotografico),
em comparacao aos blottings de Anti-ALAD, pode-se observar uma semelhanca
entre as bandas de baixo peso molecular dos anticorpos comerciais e a banda
reconhecida por LAMB 10. Ainda que se apresente com fraca intensidade na
revelacdo, é possivel observar uma banda reconhecida (entre 20 e 25 kDa (mais
proxima de 20kDa)), o que pode ser equivalente as bandas reconhecidas por anti-

ALAD comerciais (Figura 25).
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Figura 25 - LAMB 10 comparativo com anticorpos comerciais anti-ALAD
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A: Blottlng de LAMB 10, com marcac¢do dos pesos moleculares B: Blotting de anti-ALAD da Novus
Blologlcals C: Blotting de anti-ALAD da Ambcam®; D: Blotting de anti-ALAD da Slgma-AIdrlch .
Fonte: Arquivo Pessoal, 2018; https.//www.novusblo.com/products/alad antibody _nbp1-89158;
http://www.abcam.com/alad-antibody-epr10269b-ab151697.html;

https://www.sigmaaldric h.com/catalog/product/sigma/hpa022124?lang=pt&region=BR.

A (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (G3PD) de glébulos vermelhos,
segunda proteina possivel de ser candidata a especificidade de LAMB 10, é uma
enzima glicolitica normalmente inibida por ligacao a proteina de membrana Banda 3,
mas ativa quando livre no citosol**“°. O bloqueio parcial da glicélise induzido pelo
estresse pode ser desempenhado pela enzima G3PD, que faz conversdes e gera
produtos que manttm a hemoglobina em seu estado funcional®**°. A G3PD é
extremamente sensivel a radicais oxidativos. Por isso, em concentrados de
hemacias estocados, estudos jA mostraram ser a G3PD um marcador de hemodlise
nas lesdes de estocagem, juntamente com a ALAD e outras enzimas metabdlicas e
antioxidantes®>*°. Deficiéncia de G3PD tem sido descrita, desde estudos mais
antigos, em associa¢do com anemias hemoliticas*

A comparacdo entre os diferentes Blottings comerciais anti-G3PDe o de
LAMB 10 esta apresentada na Figura 26. Nos Blottings dos anticorpos comerciais
anti-G3PD da Novus Biologicals® e Abcam® (Figuras 26-B e 26-C) é possivel
observar uma semelhanca com o Blotting de LAMB 10 realizado neste estudo

apenas na banda que corresponde ao peso molecular préximo de 36kD.
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Figura 26 - Comparativo entre Blottings de anticorpos anti-G3PD e o Blotting de
LAMB 10
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A: Blotting de LAMB 10; B: Blotting de anti-G3PD da Novus Biologicals®; C: Blotting de anti-G3PD da
Ambcam™; Fonte: A - Arquivo Pessoal, 2018; B - https://www.novusbio.com/products/gapdh-

antibody_af5718; C - http://www.abcam.com/gapdh-antibody -ab37168.html#description_images_1.

A Glicoforina C (GPC) é uma pequena sialoglicoproteina presente nas
membranas dos glébulos vermelhos. Os antigenos do grupo sanguineo Gerbich
estdo ancorados a esta proteina, e a GPC, juntamente com as Glicoforinas A e B, é
receptora para 0os merozoitas do Plasmodium falciparum®*. A GPC desempenha um
papel importante na regulacéo da estabilidade das hemacias®. As Glicoforinas C e
D estéo ligadas a proteina conhecida como Banda 4.1 e, juntamente com a Banda 3,
associadas ao citoesqueleto, mantém a forma e as propriedades mecanicas das
heméacias na passagem pelos vasos sanguineos®. Deficiéncia completa de GPC e
Glicoforina D s&do acompanhadas de eliptocitose hereditaria®.

A Figura 27 apresenta um comparativo entre Blottings de anticorpos
comerciais anti-GPC e o Blotting de LAMB 10. Observa-se que a GPC representa
uma proteina em torno de 35kDa, que pode ser pareada com a banda abaixo de
37kDa reconhecida por LAMB 10 (Figura 27-A).



Figura 27 - Comparativo entre Blottings de anticorpos anti-GPC e o Blotting de
LAMB 10

LAMB 10
Diluigdo Ac primario: 1:500 A B [: 1 2
Gl Diluigdo Ac secundério: 1:2000 2%
1500 Gel 10% NnkK -
100 kD g Banda entre 20 e 25 kDa (mais préximo de 20 kDa) L
mo by - 5K — -
100
S0kD 43 K —
- ) . a
- - u ]Blycophor inC
UK -
25kD
e 0
20k0 20
15kD, @ . 23 K - 15 r
A - B cll

A e B: Blotting de LAMB 10; C: Blotting de anti-GPC da Santa Cruz®; D: Blotting de anti-GPC da
Santa cruz®; Blotting de anti-GPC da Ambcam®;
http://a.abcam.com/ps/products/108/ab1086 19/Images/Glycophorin-C-Primary-antibodies-ab 1086 19-
1.jpg; Fonte: https://media.scbt.com/product/01/63/b/16366.jpg.

Em um estudo realizado por Pasini e colaboradores* sobre andlise do
proteoma citosdlico e membranario de hemacias utilizando a Espectrometria de
Massas, 0s autores encontraram as mesmas proteinas que neste estudo foi
possivel encontrar. No entanto, muitas glicoproteinas de grupos sanguineos,
ancoradas as membranas, ndo foram detectadas, como observado no presente
estudo para a glicoproteina N, do grupo MNS, cujo padrao € observado nos testes
imuno-hematolégicos de LAMB 10. Isso pode justificar a ndo identificacdo do
antigeno N nas analises protedmicas. Pelas possibilidades da proteémica e
comparativo entre os Blottings, foram mantidas as hipoteses para anti-ALAD, anti-
G3PD e anti-GPC.

Para verificar o padréo de reatividade e tentar limitar a uma possibilidade de
especificidade, foi proposto realizar imuno-histoquimica com o anticorpo LAMB 10.
Separou-se cortes histolégicos de figado, rim e célon, pois a G3PD, ubiquitéria, se
expressa nesses trés tecidos, mas a ALAD e a GPC se expressam somente em
figado*?.

Os testes mostraram-se negativos em cortes histolégicos de figado, rim e
célon, até mesmo nas hemacias presentes nos vasos sanguineos de cada tecido.
Como se tratou do segundo ensaio com imuno-histoquimica utlizando este
anticorpo, em diluicbes diferentes (1:100, 1:50 e puro), o qual tem forte reatividade
em técnicas de hemaglutinacdo e um inequivoco reconhecimento, de forma

especifica para hemacias, em Citometria de Fluxo (que sera apresentado adiante),
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conclui-se que este anticorpo, por questdes peculiares a ele, ndo tem reatividade na
técnica de imuno-histoquimica, e mantiveram-se as trés possibilidades para a
especificidade de LAMB 10: Anti-ALAD, Anti-G3PD ou Anti-GPC. As fotomicrografias
abaixo (Figura 28) apresentam as rea¢fes negativas observadas.

Figura 28 - Fotomicrografias de LAMB 10 em imuno-histoquimica

2

Tecido cerebral: negativo.

Tecido renal: negativo.

Tecido renal: negativo.

Fonte: Arquivo pessoal, 2018.

O Quadro 15 a seguir apresenta a analise protedmica das bandas

reconhecidas por LAMB 11.
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Quadro 15 - Analise proteémica das bandas proteicas reconhecidas pelo anticorpo LAMB 11

Bandng-Bandalogo Banda16-. Bandaentre Bandal7- Bandaentre Banda 18- Bandaentre37 | Banda19- Bandaentre 37
acimade250kD 100e 150kD (mais forte) 75e 100kD e S
e50 kD (mais proximode | e50kD (mais proximade

50kD) 37kD)

Score>38 Score>37 Score>37

9 proteinas detectadas 5 proteinas detectadas 6 proteinadetectadas SRR SRR

32 - Beta globin (Fragment)
Massa: 11.534 D

30 - Epididymis luminal protein
220
Massa: 89.950 D

21 - Glycophorin A
Massa: 16.175 D

32 - Beta globin (Fragment)
Massa: 11.534 D

25 - T-cell receptor alphajoining 23 - T-cell receptor alphajoining

20 - Heat shock protein 90kDa

56 (Fragment) alpha (Cytosolic), class B 56 (Fragment)
Massa: 2.220 D member 1, isoform CRA a Massa: 2.220 D
Massa: 83.554 D

30- T-cell receptor alphajoining  15- MutantApo B 100 16 - Cytochrome P450 2C8 22 - Band 3 anion transport
56 (Fragment) Massa: 490.939 D Massa: 48.383 D protein
Massa: 2.220 D Massa: 60.897 D
22— Mutant hemoglobin alpha 2
globin chain

Massa: 15.305 D

Fonte: Arquivo pessoal, 2018.
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A avaliacdo dos resultados do conjunto de técnicas revelou que o anticorpo
anti-eritrocitdrio LAMB 11 pode ter especificidade conta Espectrina Beta-1
Eritrocitica, ou ser um anti-Aducina Beta e, pela similaridade do Western Blotting e
protedmica com LAMB 10, ser um anti-G3PD ou Anti-ALAD. Ser& apresentada a
seguir uma breve revisdo sobre a Espectrina Beta-1 Eritrocitica e sobre a Aducina
Beta, e realizou-se um levantamento de Blottings de anticorpos monoclonais
comerciais anti-Espectrina Beta-1 Eritrocitica e anti-Aducina Beta para comparar
com o Blotting de LAMB 11, cuja discusséo esta apresentada na sequéncia.

A espectrina é o principal constituinte da rede do citoesqueleto subjacente a
membrana plasmatica dos eritrocitos, associando-se & banda 4.1 e & actina*®. Este
complexo € ancorado a face citoplasmatica da membrana por meio de outra
proteina, a anquirina, que se liga a espectrina beta e permite a interagdo com outro
complexo transmembranario conhecido como Banda 3%“° (Figura 29). Essas
interacdes proteicas sao responsaveis pela manutencdo da forma bicéncava das
hemacias humanas, pela regulacdo dos componentes da membrana plasmatica e

4445 A deficiéncia de

pela manutencdo da assimetria lipidica da membrana
espectrinas ha membrana dos eritrécitos leva a quadros anémicos chamados de
eliptocitose e esferocitose, nos quais as hemacias do portador possuem formatos
elipticos ou esféricos, respectivamente®*444°,

A aducina beta, ou ADD2, € uma proteina associada ao citoesqueleto de
membrana que promove a montagem da rede espectrina-actina e tem estreita

46,47

ligacdo com a dematina Fornece uma ligacdo entre o citoesqueleto de

espectrina e a membrana plasmatica, desempenhando um importante papel na
manutencdo da forma das hemacias e na estabilidade da membrana®®*’. O
transportador de glicose-1 (GLUT1) é um dos receptores que se liga tanto a

dematina e a ADD2 em eritrocitos humanos*®4’.

A Figura 29 traz uma
representacdo esquematica da membrana das hemacias, que € uma estrutura
complexa composta de moléculas lipidicas anfifilicas que se ancoram a uma rede
elastica bidimensional de proteinas esqueléticas por meio de locais de ancoragem
(proteinas transmembrana) embutidos na bicamada lipidica, entre elas a anquirina, a
aducina e a espectrina®.

A expressdo de aducina alfa e aducina gama é ubiquitaria, ao contrario da
expressao restrita de ADD2, que se expressa em altos niveis no cérebro e em

tecidos hematopoiéticos, como a medula 6ssea e em baco nos camundongos %4’
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Figura 29 - Representacdo esquematica da membrana das hemécias, com
destaque para a Aducina, Glutl, Anquirina e espectrina B
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Fonte: Low PS, 2009,

A Figura 30 apresenta o comparativo dos anticorpos comerciais anti-

Espectrina 1 e anti-Aducina com LAMB 11. Essas especificidades de anticorpos

sdo menos disponiveis comercialmente (a espectrina € uma proteina que pode ser

eritrocitica e ndo eritrocitica, e a maioria dos anticorpos comerciais disponiveis para

consulta sd0 os nado-eritrociticos). E possivel observar que a banda em torno de

250kD reconhecida por LAMB 11 pode ser equivalente a banda de 210 kD do

anticorpo anti-espectrina. E a banda entre 75 e 100 kD de LAMB 11 € equivalente a

banda proximo de 100 kD do anti-aducina. A banda em torno de 37kDa reconhecida
por LAMB 11 é semelhante a banda de 39 kDa do Anti-G3PD comercial.
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Figura 30 - Comparativo entre o Blotting de LAMB 11 e Blottings de anticorpos anti-
Espectrina 3, anti-Aducina e anti-G3PD comerciais

HELA § =
= § 5 %
250 kD 100— : «Q £ E
e Addudna/B = S 3
150 kD 70— kDa &= = =
ok | 55— 94—
75k0
40—
65—
SOkD 35—
’ ;
0 e spectrin Bl || 5
9 — i
N - | — GAPDH
2540
20k0
15—
B Cl| B8— D

A:Blotting de LAMB 11; B: Blotting de anti-espectrina -1 da Santa Cruz Biotechnology™ ' C:Blotting
de anti-Aducina a/f comercial da My Bio Source; D: Blotting de Anti-G3PD comercial da Novus
Biologicals®. Fonte: A - Arquivo pessoal, 2018; B -https://www.scbt.com/scbt/product/spectrin-beta-i-
antibody-b-2;, C - https://www.mybiosourc e.com/prods/Antibody/Polyclonal/Adducin-al pha-
beta/datasheet.php?products_id=2538932; D - https://www.novusbio.com/products/gapdh-
antibody_af5718.

Em outro Blotting de LAMB 11, revelado em técnica diferente (filme
fotogréafico), o anticorpo LAMB 11 se assemelha bem as bandas reconhecidas pelos
anticorpos monoclonais comerciais disponiveis. Bandas de baixo peso molecular
(entre 20 e 37kDa) sdo comuns entre os diferentes blottings apresentados na Figura
31.

Figura 31 - Comparacao com Blotting de LAMB 10 e anti-ALAD comerciais

‘ B 1 L KDa 1 2 |k 1 2 3 4 s s
: 3 130 DN D O DRSS
130 150 = o o L=
: g 95
— - g 72
b 75 56
70
i == 36 e
137 kDa B |
35 |- 37— g 28 t~——-
2 e e
15 [
25kDa ‘ 25 = 17 -
120kDa 10 20 ==
A B A~ L P

A: BIottin(g de LAMB 10; B: Blotting de anti-ALAD da Novus Biologicals®; C: Blotting de anti-ALAD da
Ambcam™; D: Blotting de anti-ALAD da Sigma-AIdrich®. Fonte: Arquivo Pessoal, 2018;
https://www.novus bio.com/products/alad-antibody nbp1-89158; http://www.abcam.com/alad-
antibody-epr10269b-ab151697. html;

https://www.sigmaaldric h.com/catalog/product/sigma/hpa022124?lang=pt&region=BR



70

O conjunto de dados e comparacfes ndo permite excluir nenhuma das
especificidades, mantendo-se as quatro hipéteses: anti-ALAD, anti-ADD2, anti-
Espectrina f1 e anti-G3PD.

Para verificar o padréo de reatividade e tentar limitar a uma possibilidade de
especificidade, foi proposto realizar imuno-histoquimica com o anticorpo LAMB 11.
Separou-se cortes histologicos de figado, rim e colon, pois a G3PD, ubiquitaria, se
expressa nesses trés tecidos, mas a ALAD se expressa somente em figado®.
Também foram separados cortes de cérebro, musculo e pulmao.

Os testes mostraram um perfil de positividade e negatividade distinta entre
os diferentes cortes histologicos, que sera apresentado no Quadro 16. Utilizou-se a
diluicdo 1:100 para o anticorpo LAMB 11.

Destaca-se desta técnica que LAMB 11 tem funcionalidade em Imuno-
histoquimica, uma vez que reconhece as hemacias presentes em todas as
amostras. Foi positivo, na maioria das situacfes, para células endoteliais. Também
apresentou reconhecimento de células do epitélio bronqueolar e alveolar
respiratorio.

Neste perfil, € possivel qgue LAMB 11 tenha especificidade contra CD36. A
Figura 32 traz uma adaptacdo do Manual de marcadores celulares humanos da BD
Biosciences® . Na figura é possivel observar que o CD36 é um marcador positivo
para hemacias, células endoteliais e células-tronco/precursores, além de células
dendriticas, macr6fagos e plaquetas. Neste estudo verificou-se a positividade de
LAMB 11 para hemacias e endotélio vascular, como mostram os resultados até aqui

expostos e o0s resultados da imuno-histoquimica apresentados no Quadro 17.

Figura 32 - Molécula CD36 e sua expressao em diferentes células
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acid translocase (FAT), SCARB3, GP88

Thrombospondin, Collagen |, IV, V, Long-chain

fatty acids - ==+ -+ |+ = | Cell adhesion, cholesterol transport. scavenger receptor

Fonte: Adaptado de https://www.bdbiosciences.com/documents/cd_marker_handbook.pdf.
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Quadro 16 - Imuno-histoquimica de LAMB 11

= Positivo em hemaécias;
= Positvo em parede de endotélio |-
(citoplasmade endotélio de vénulas);
Rim = Endotélio de vasos maiores positivo;
= Endotélio de arteriolas negativo;

= Parénquima renal negativo;

= Glomérulo renal negativo.

=Positivo em hemacias;
Cérebro = Positivo em endotélio de capilares;

= Neurdnios e células ilhais negativas
(parénquimacerebral).

=Positivo em hemécias;
=Corou epitélio bronquiolar respiratério
(células basais);

Pulmao = Cilios negativos;

= Células colunais negativas;

= Endotélio de vasos positivo;

=Positivo em células do epitéio alveolar;

Fonte: Arquivo pessoal, 2018.
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A proteina CD36 participa da hematopoiese precoce, € expressa em
hemacias, reticuldcitos, células progenitoras hematopoiéticas e no endotélio de
pequenos vasos de uma variedade de tecidos®®®’. Esse padrédo foi observado nos
testes que LAMB 11 reconheceu endotélio em diferentes vasos.

A Figura 33 a seguir apresenta 0 comparativo de Blottings de anti-CD36
comerciais. Nota-se que a banda préximo de 100kDa de LAMB 11 é semelhante a
banda de mesmo peso molecular dos anticorpos comerciais. Também é possivel
observar, na Figura 33 - B, bandas em torno de 150kDa, que sdo comparaveis a
banda abaixo de 150kDa de LAMB 11 (Figura 33 - A).

Figura 33 - Comparativo de Blottings de anti-CD36 comerciais e LAMB 11

1 2 3 L1t L2
250—
250 kD 150 kDa - 100—
150 kD 100 KDE w= -
100 kD 75 KD == —
75kD
50—
<OLD S50KDA v
37—
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2
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25kD e 3
25— 3
204D 25 kD@ = >
- 20— o
20KDA = = =
o O
15 kDa e o 15— %
B ) 10— CU

A: Blotting de LAMB 11; B e C: Blottings de anti-CD36 comerciais da Abcam®. Fonte: A - Arquivo
pessoal, 2018; B - http://www.abcam.com/cd36-antibody-ab124515.html#description_images_2; C -
http://www.abcam.com/cd36-antibody-ab64014.html#description_images_1.

Portanto, LAMB 11 e anti-CD36 mostram-se com perfil semelhante, o que faz
incluir o CD36 dentre as possibilidades de especificidade para este anticorpo.
A Figura 34 apresenta os controles dos testes com heméacias |, Il e Illl em

citometria de fluxo. O controle isotipico PE reagiu inespecificamente, o que foi
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corrigido nas andlises.

Figura 34 - Controles dos ensaios de Citometria de Fluxo utilizando trés diferentes
amostras de hemacias
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Em linha, de cima para baixo: desenho dos gates de hemécias, controle de auto-fluorescéncia,
isotipicos PE e FITC, controle do anticorpo secundério IgG e IgM e controle com anticorpo comercial
anti-CD235a; Em cor vermelha: Amostra 1 - hemécias; Em cor verde: Amostra 2 - hemécias; Em cor
magenta: Amostra 3 - hemacias. Fonte: Arquivo pessoal, 2018.
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Os testes com LAMB 10 e LAMB 11 em citometria de fluxo mostraram
positividade especifica para hemacias, e bom desempenho dos anticorpos nesta
técnica. LAMB 10 reconhece 59,6% da amostra 1 de hemacias, e LAMB 11, 91,09%.
Para a amostra 2, LAMB 10 reconhece 88,57%, e LAMB 11, 88,16%. Na amostra 3,
LAMB 10 apresentou 79,19% de positividade, e LAMB 11, 78,9%. A Figura 35 traz
os histogramas das analises em hemacias.

Figura 35 - Testes com LAMB 10 e LAMB 11 e hemacias em Citometria de Fluxo
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Coluna da esquerda: amostras de hemaécias 1, 2 e 3 incubadas com SNC de LAMB 10 (PAB1 - 189),
reveladas com anticorpo secundario FITC anti-lgG; Coluna da direita: amostras de hemacias |, Il e Il
incubadas com SNC de LAMB 11 (TERE1 - 5A1), reveladas com anticorpo secundério FITC anti-
IgM. Em cor vermelha: Amostra | - hemacias; Em cor verde: Amostra Il - hemacias; Em cor
magenta: Amostra Ill - hemécias. Fonte: Arquivo pessoal, 2018.

A amostra de CTH foi 50,03% positiva para o0 anticorpo comercial anti-
CD235a, e negativa para LAMB 10 e LAMB 11. A amostra de CTM-TA foi 23,13%

positiva para o anticorpo comercial anti-CD235a, e negativa para LAMB 10 e LAMB
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11 (Figura 36). Estes dois testes indicaram que os dois anticorpos em estudo nao

possuem especificidade para o antigeno CD235a, também conhecido como

Glicoforina A, e também ndo possuem especificidade para marcadores especificos

de células-tronco hematopoiéticas e nem células-tronco mesenquimais de tecido

adiposo humanas.

Figura 36 - Testes com anti-CD235a comercial, LAMB 10 e LAMB 11 com CTH e
CTM-TA em Citometria de Fluxo
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Fonte: Arquivo pessoal, 2018.

O uso dos anticorpos monoclonais tem tornado muito mais precisas a

investigacdo diagnostica, a andlise dos grupos sanguineos em doadores e pacientes

candidatos a transfusdes sanguineas e a imunofenotipagem de células e tecidos,
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além das aplicacbes como molécula terapéutica. A aplicabilidade vem aumentando
nos ultimos anos.

Devido a natureza polimérfica das hemacias e leucécitos humanos é
necessario o desenvolvimento de novos insumos para as diversas aplicagdes. Neste
sentido, a caracterizacao de anticorpos monoclonais € tarefa ardua e envolve o uso
de mudltiplas técnicas com o objetivo de definir a especificidade, determinar eventuais
reacdes cruzadas interespécies e apresentar a técnica para a qual o anticorpo
desempenha sua melhor performance, além de se utilizar de anticorpos ja
disponiveis no mercado para validacédo daqueles obtidos in house.

Com relagdo ao emprego da analise protedbmica neste estudo de
caracterizacdo de anticorpos monoclonais, embora muitas promessas tenham sido
apresentadas na literatura de resolugcdo de entraves nestes protocolos com o
advento da Analise Protedmica, o uso dessa ferramenta requer investigacdo e
observacdo minuciosas dos resultados obtidos em cada andlise, uma vez que sao
muitas as proteinas identificadas em cada banda proteica explorada pela
Espectrometria de Massas e pelas ferramentas bioinforméticas, como visto nos
Quadros 14, 15 e 16 ja apresentados.

A protebmica baseada em analises de Espectrometria de Massas pode
fornecer dados qualitativos e quantitativos para a expressdo de proteinas de
membrana®®. No entanto, as proteinas integrais da membrana de hemacias s&o
reconhecidas de forma variavel por estes métodos, e outras dificuldades incluem a
amostragem, a eletronegatividade e quantificacdo de proteinas hidrofébicas de
membrana®. A maioria das abordagens de espectrometria de Massas ndo se
concentram em proteinas de membrana, e as proteinas citoplasmaticas representam
um viés nas analises™®.

Em um estudo de Hegediis e colaboradores*® que utilizou-se de estudos
protebmicos de membrana em hemacias humanas, e comparou-os resultados com
os dados da literatura, diferencas significativas sobre proteinas identificadas foram
observadas (numero total de proteinas reconhecidas, incompatibilidade com base de
dados, ndo pareamento das proteinas detectadas entre os estudos comparados).

Esses achados da literatura condizem com a dificuldade em analisar os
resultados obtidos neste estudo para exploracdo da especificidade de anticorpos

anti-eritrocitarios via analise da proteina da membrana dos eritrécitos.
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Em relacdo as técnicas utilizadas, o uso do gel 2-D (SDS-PAGE) para
separar proteinas também apresenta alguns fatores que tornam as analises
limitadas, uma vez que a area total do gel limita o0 nimero de proteinas que podem
ser separadas®’, embora este entrave seja um problema geral em estudos que se
utilizam do gel 2-D. Na analise protebmica, muitas das bandas detectadas nos geéis
sdo, na verdade, variacdes dos produtos de proteinas modificadas pos-traducéo,
que ndo sdo, geralmente, detectadas pelo seqiienciamento®°.

Outro fator limitante dessas andlises é o0 corte manual dos spots
reconhecidos pelos anticorpos, partindo-se do alinhamento entre a imagem do
Blotting, pesos moleculares e o gel corado com Coomassie Blue. Esse método pode
aumentar as chances de erros, como recorte do spot no gel em local nao
exatamente igual aquele cuja banda foi reconhecida pelo anticorpo. Isso resultaria
na identificacdo proteica que ndo corresponde aquela proteina que realmente o
anticorpo reconhece.

Embora a protebmica (e outras técnicas mais sensiveis) sejam fortemente
recomendadas para caracterizacdo de anticorpos, o uso de técnicas imuno-
hematologicas, como a hemaglutinacdo, ainda se apresentam como técncias de
escolha na imunofenotipagem eritrocitaria na Hemoterapia. Além disso, esta técnica
tem um custo baixo e execucdo facil, que permite que pequenos
servigcos/laboratorios utilizem-a em suas rotinas laboratoriais. O emprego da analise
protedmica para definicdo dos antigenos presentes nas membranas das heméacias,
em substituicdo aos anticorpos das técnicas soroldgicas, € economicamente inviavel
e impreciso, como observado neste estudo com relagdo ao antigeno N. De acordo
com Hegediis e colaboradores*, ainda ha muitas inconsisténcias na analise
protedmica de hemacias, que geram dados imprecisos e, em alguns casos,
duvidosos.

Em suma, técnicas complementares para validacdo ainda sdo valiosas e
indispensaveis na confirmacdo da especificidade dos anticorpos estudados,

relevando as possibilidades apresentadas pela protedmica.
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5. CONCLUSOES

Foram utilizadas diferentes técnicas para a caracterizacdo de anticorpos
monoclonais murinos dirigidos contra antigenos eritrocitarios e leucocitarios
humanos, tais como: citometria de fluxo, Western Blotting, analise prote6mica e
imuno-histoquimica. O conjunto de técnicas associa-se a determinacdo da
especificidade com maior seguranca.

O anticorpo LAMB 10, de perfil anti-eritrocitario, provavel classe 1gG, nos
testes imuno-hematolégicos apresentou perfil de anti-N. A analise protebmica
realizada, juntamente com o Western Blotting,sugeriu que LAMB 10 reconheca as
proteinas Acido delta amino-levulinico dehidratase (ALAD), Gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase (G3PD) ou Glicoforina C (GPC).

O anticorpo LAMB 11, de perfil anti-eritrocitario, provavel classe IgM, nos
testes imuno-hematolégicos mantém a reatividade intensa, reconhecendo um
antigeno que nao sofre interferéncia nas hemacias tratadas com enzimas
proteoliticas papaina e bromelina. As andlises de Western Blotting e prote6mica
realizadas sugeriram que LAMB 11 reconhece, provavelmente, as proteinas
Espectrina Bl eritrocitica, Aducina beta (ADD2), Acido delta amino-levulinico
dehidratase (ALAD) ou Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (G3PD). Em Imuno-
histoquimica, a hipdtese mais aceita é de que LAMB 11 reconheca a proteina
CD36.

O anticorpo LAMB 12, de perfil anti-leucocitario, foi caracterizado como
sendo da classe IgG e, nos testes em Citometria de Fluxo, ndo excluiram-se as
possibilidades de apresentar especificidade contra epitopos de CD3, CD4, CDS8,
mas ndo reconhecem antigenos HLA-Classe | ou HLA-Classe Il. As andlises de
Western Blotting, prote6mica e citometria de fluxo realizadas sugeriram que LAMB
12 reconhece, provavelmente, a proteina Mieloperoxidase (MPO).

Apesar da extensa investigacdo realizada neste trabalho, outras técnicas
tornam-se necessarias para validacdo dos anticorpos, como ensaios dinamicos da
interacdo do anticorpo com antigenos-alvo e seus efeitos sobre a atividade celular e
validagdo com anticorpos comerciais de mesma especificidade. Este extenso
arsenal necessario para a caracterizacdo inequivoca é um dos fatores limitante nas
técnicas de producdo de anticorpos monoclonais que tornam o produto final com

valor agregado muito alto.
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Como perspectiva de estudo, a validagcdo dos trés anticorpos aqui
explorados com anticorpos comerciais de mesma especificidade e testes em
plataformas de diagnéstico rapido mostram-se essenciais para propostas de
aplicacfes diagndsticas.

A andlise protebmica € uma importante ferramenta no auxilio a
caracterizacdo de novos anticorpos produzidos. No entanto, devido as suas
caracteristicas, técnicas complementares para validacdo ainda séo valiosas e
indispensaveis na confirmacéo da especificidade dos anticorpos estudados, levando

em consideracao as possibilidades apresentadas pela protedmica.
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ANEXOS

ANEXO A - Comité de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina de
Botucatu aprovado em 31 de Marc¢o de 2016, sob registro numero 1175/2016
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Certificamos que a proposta intitulada “Analise prote6mica na caracterizacdo de anticorpos monoclonais dirigidos
contra antigenos eritrocitarios e leucocitarios humanos”, registrada com o n. 1175/2016, sob a responsabilidade de Lais Priscila de
Santis, orientada pela Profa. Dra. Elenice Deffune — que envolve a producdo, manutencdo ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) — encontra-se de acordo com os preceitos da
Lei n. 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n. 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional
de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina de
Botucatu, em reunido de 31/03/2016.
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ANEXO B - Aprovacéo no Conselho de Etica em Pesquisa em 05 de Julho de 2016,

parecer numerol.622.156
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Apressntagdo oo Projato:
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refacionados @ processos de rejelgdo de transplantes & doengas hemolitizas. Para a detecpdo desses
anilgenos presentes Nas membranas o2 hemaclas e leucocitos humanos sdo0 utllizados anilcorpos
monacionals.

A caractenzacdo desses anticorpos pode s2r realizada dgeterminando-s2 0 conjunio g2 proteinas expressas
nas mokiculas membrananias, por melo e anallses profedmicas.

05 clones de anticorpos monocionals murinos d@ngldos contra antigenos entrocitaros & lewcoctarios
humanos, produzidos pelo Laboraiteo g2 Engenharla Celular do Hemocentro de Botucatu em estudos
anterores, porém ndo caracienzados, est30 crlopreservatos no Danco de células.

O presanie sstudo iem como objetivo caracterizar e valdar estes anticorpos, visando ldentificar clones paa
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expandldos, usando o método de Batch cultura (para os antledirocifarios e produgdo de ascite em
CATUNDONGIs para o6 antlieucocianos. 08 clones expandkdos, retestados e que Bveram Dom desempenho
nas anallses passardo por caracterizagdo Imumoguimica (Wesiem bloting) e protedmica. O anbicorpos,
a0ds sUA caracierizagdo, terdo sua atividade comparada com anbicorpas de mesma especificldade,
gisponivels no mercada, & o6 resultados ootdos serdo submetidos 3 analse estalistica por regressdo Inear.
0% avangos dos estudos profedmicos, allados 308 estudos sorologlcosfencliplcos contnbusm de manekra
slgnificativa na caracienzagdo gos anticorpos monoclonals, o que fasliita a anallse de sua presenga @
igentficagdn de antigenos membranarios, tormande praticas hemolerapéulicas & o5 @agnasiicos mals
precisos.

O anticorpos monoclonals reconhecedones de Nemacias & leuctclios umanos podem ser valldados em
COMDAracan a0s SSUS Dares comerclals gerando paients para a universlidade.

Para realizagao da pesquisa 35 células murinas serdo colocadas em expansdo pelo método de culiura, 2 os
sobrenadantss de cultura s2rdp testados com hemaclas ou leucoslios o2 doadores de sangue, culas
amasiras s=rap sollcitadas, via assinalura de TCLE.

Wa0 serdn necessanas coletas de sangue 2specificas para o projeto, pols pegquenas quanidades g2 1 mil e
sangue excedentes das analises reallzadas no Hemocentno =30 suficientes para os referdos te2stes com o5
anticompos monocionals.

Serdo necessaras 20 amosiras de doadonss de sangue, saundavels, malores o2 15 anos, cujos resultatos
dos exames 50M0iGgicos para Hepatite B, C, HIV, HTLVIVIL, Chagas e SMils tenham sido ndo reagenies.

Objetivo da Pasquisa:

Caracterzar EII'I'I]{'-EI'FH-E- monochonals murinks Iﬂll'lgll]ll& caomtra EII'I'tl-gE'l"II:IE eftrostanos & leucachHarios
humanos, produzidos pelo Laborattno de Engenharia Celular do Hemocentno de Botueatu no pariodo de
1992 a 2014, utlizando-6e anallses Imunoquimicas e profeomica.

avallagao dos Riscos o Genallchos:

A p=squisa ndo acrescanta riscos a0s pariicipanies, pols 35 amostras serdo obtidas a panir de sangue de
doadones.

N30 havera beneficios direios aos panicipantes.

Endaregs:  Chibcars Butigreli , &'n

Balide Rl Juifs CEP! {HESEGT0
UF: 5F Musiciple:  BOTUCATL
Telalone: |(143380-1608 E-sall: oo bpgdims uesp b
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Conbrumciio do Peamsosr: 18720 158

Comantarios & Conslderagdes sobre a Peaqulsa:

Trata-se g2 um projeto de pesquisa de carater experimental, cua particlpagdo dos Individuss s2ra
gxciUsivaments para 0oacdo de sangue para realizacio dos testes. Salenta-6e gue ndo havers coleta
especilca para a pesquisa, @ sim, uillizagdo do sangue dos doadores do Hemoceniro.

s métodos de anallse es130 detaihados no projeto & ha uma pare da pesgulsa que sera realzada em
animals, a ser submetida ao Comit da Ellca especifico.

Conaldsraghes sobre os Termos de apressntag®o obrigatoria:

5 documentos & iermos foram anexados 30 processa.

0 TCLE & clam & explcativo.

Recomandagiag:

W30 5& aphca.

Conclustes ou Penddnclss o Lista de Inadequagtes:

Sou de parscer favoravel 3 aprovagao do projeto, sem necessidade de envio & CONER.

Consldsraglhes Finals a critérlo do CEP:

Frojeto @2 Pesquisa APROWVADD, deliperado em reunldo ORDINARIA do CEF de DLOT/2016, sam
necessldade g2 envip a COMER.

O CEP solicia a0s pesquisadores que apis 3 execucdo do projeto em guesido, se)a enviado para analiss o

*Relatério Final de Atividades®, 0 qual devera ser enviado vla Plataforma Brasll na forma ds
"MOTIFICAGAD".

Ests parscer fol slaborade bassado nos decumentos abalao relacionados:

Tipo Cocumenta Arquivo Fastagem ALror Shuagao
Infeemagles Basicas|PE_INFORMACOES BASICAS DO P | 23052016 sl
do Projeta ROJETO B9X2E3.pdf 14:35:34
Deciaragad de EAPAPROVADO pdf 2300572016 |Laks Priscia De Acalio
Institulzdo & 143357 | Santls
Infrasstritura
Folha de Rosto FolhadenstoLaks. pdf 2052016 |Laks Priscla De Acaiin
143252  |Santls

Janros Doisa.|pg 08472016 |Laks Priscia De Acalio
141056 | Santls

Cantros Frocessof apesp. ooy 0EMD42016 |Laks Priscla De Acatio
i14:09:06 |'Santls

Enderega:  Chicana Buligreli | &n

Balreee  Fubides Junior CEP! {8 E1RGT0
LWF: SF Musbsiphs: BOTLACATU
Tolslone: [{4)3280-1602 E-mall: oot uresd B
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Crcameanio Custos podf DENL2016 |Lalks Priscla De Aaiio
135912 | Santis
Catros Auarizanemocentng. pdf DEQLZ016 |Laks Priscda De Aaiio
13:58:51 | Saniis
Deda de autorizal ec pdf DENDLZ016 |Laks Priscda De Anaiio
Instiulgdn & 135006 |Sants
Irraesiriura
Cronoagrama CROWNCGRAMA pAl DEQ472016 |Ladks Priscla De Aoaito
13:48:51 | Saniis
Projeto Detalnado /| Projetolals. pdd OED42016 |Lalks Priscda De Aaiio
Broghura 11:5614 | Sants
TTCLE |i Termos de | TCLE.pof 042016 |Laks Priscia De Aaiio
szzaniimanio/ 115536 | Zants
Justificativa de
Ak
FITuaga0 oo Panscar:
Aprovada
Heceaslia &pracliacio da CONEP:
Hao
BOTUCATU, OS de Julho de 2016
Azzinado por:
SILVANA ANDRES MOLIMA LIMA
{Coordenador
Endareda: Chbcara Butgresdi | &'n
Badive: Rl Junsos CEP: {@Ei85T0
LWF: 5P Mafbsiphs: BOTUCSETL
Talslong: | 14)32080-1602 E-maill: oo hoplii i b
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