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RESUMO

As infec¢des por MRSA podem ser consideradas um problema de saude publica, com
alta taxa de mortalidade. Desta maneira, com a ampla disseminacdo do MRSA ¢ necessario
adotar programas de vigilancia que avaliem o perfil de sensibilidade dos isolados, além
estimular o desenvolvimento tecnolégico objetivando métodos mais rapidos e confidveis que
antecipem a escolha da terapéutica mais adequada propondo métodos de prevengao e vacinas
para o avan¢o no controle da infec¢dao hospitalar. Diante deste desafio este projeto tem como
objetivo a caracterizagdo de anticorpos monoclonais anti-MRSA obtidos por protocolos de
imunizacao classica e a obtengdo de outros anticorpos com método de imunizagao subtrativa.
Foram utilizados 10 camundongos Balb/C que receberam como tolerégeno proteinas de cepas
de E.coli e MSSA associados a 100mg/kg/d de ciclofosfamida (CFM) em D1, D2 ,D3,D15,
D16 e D17. Em D+31, 38, 45 ¢ 54 foram feitas inje¢cdes de 50ug de proteinas da cepa de
MRSA, anteriormente genotipada e confirmada a presenca do gene mec A. Foram preparados
extratos antigénicos por 3 métodos diferentes: fervura, morte a temperatura ambiente seguida
de filtragdo 0,22um e morte a temperatura ambiente e exposi¢cdo ao banho ultrassonico. Pelo
método de fervura obteve-se em média 5,31mg/mL enquanto que as técnica de morte a TA
ambiente, filtrado ou submetido ao banho ultrassonico obtiveram em média uma concentragao
protéica duas vezes maior indicando a existéncia de proteinas termolédbeis. Foi identificado
uma taxa de mortalidade de 30% nos animais provavelmente associado ao uso da CFM.
Foram realizadas 7 fusdes celulares com a construgcdo de 4.402 hibridos com uma taxa de
eficiéncia de fusdo de 2,42 vezes menor do que aquela obtida nos protocolos de imunizagao
classica. Dois hibridomas foram escolhidos para a clonagem pelo método de diluicao
limitante, cuja caracterizagdo imunoquimica identifica reconhecimento de bandas de 30 e
50kDa. A andlise protedmica das bandas de proteinas que os dois clones reconheceram
confirmam que a banda de 50 kDa corresponde a ATP sintase e a de 30kDa de IsaA, ou
antigeno imunodominante do S. aureus. O anticorpo de especificadade anti-IsaA tem sido
relatado na literatura como importante para a terapéutica (vacinas). A ATP sintase ¢ uma
enzima ubiquitdria, mitocondrial, expressa também na membrana das células relacionada com

processo de bioenergia e com os denominados nanomotores nanoestruturados biologicos.

Palavras-chave: Anticorpo monoclonal, Staphylococcus aureus, resisténcia a meticilina,

imunizagao subtrativa.



ABSTRACT

The MRSA infections are considered a public health problem, with a high mortality
rate. Thus, with the wide spread of MRSA it’s necessary to embrace monitoring programs to
evaluate the sensitivity profile of the isolates, as well as to stimulate technological
development aiming faster and more reliable methods to anticipate the choice of the most
appropriate therapy by proposing methods of prevention and vaccines to advance the control
of hospital infections. Therefore, this study aims the characterization of anti-MRSA
monoclonal antibodies obtained by classical immunization protocols and the obtaining of
other antibodies with the subtractive immunization method. We used 10 Balb/C mice that
received as tolerogen proteins of strains of E. coli and MSSA associated with 100mg/kg/d of
cyclophosphamide (Cy) in D1, D2, D3, D 15, D16 and D17. On D+31, 38, 45 and 54 we
made injections of 50 pug of the MRSA strain protein, previously genotyped and with
confirmed presence of mec A. We prepared antigenic extracts by 3 different methods: boiling,
death at ambient temperature followed by 0.22 pum filtration and death at ambient temperature
and exposure to ultrasonic wash.The boiling method resulted on average 5.31mg/mL, whereas
the technique of death at ambient temperature, filtered or exposed to ultrasonic wash
culminated on average in a protein concentration two times higher, indicating the existence of
heat labile proteins.We identified a mortality rate of 30% in the animals, which was probably
associated with the use of Cy. We performed seven cellular fusions with the construction of
4.402 hybrids with a fusion efficiency rate of 2.42 times smaller than that obtained in
protocols of classical immunization.We selected two hybridomas for cloning by the limiting
dilution method, whose immunochemical characterization identifies bands of 30 and 50 kDa.
The proteomic analysis of protein bands that was recognized by the two clones confirm that
the 50 kDa band corresponds to ATP synthase and the 30kDa to IsaA, or immunodominant
viral antigen of S. aureus. The anti-IsaA specificity antibody according to the literature is
important for the therapeutic (vaccines). The ATP synthase is a ubiquitous mitochondrial
enzyme, also expressed in the membrane of cells related to bioenergy process and to the

nanostructured biological nanomotors.

Keywords: Monoclonal antibody, Staphylococcus aureus, methicillin resistance, subtractive
Immunization.
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1. INTRODUCAO
1.1 Staphylococcus aureus (S. aureus)

Os estafilococos sdo bactérias classificadas como cocos gram-positivos, imoveis, nao
formadores de esporos, e classificados como catalase positivos. Sao organismos colonizadores
da pele e das mucosas de seres humanos e outros animais e se organizam, morfologicamente,
agrupados semelhantemente a cachos de uva. As bactérias do género Staphylococcus
pertencem a Familia Staphylococcaceae e possuem 47 espécies e 24 subespécies (GARRIT, et
al., 2001; ELZEBY, 2013). Alguns dos estafilococos patogénicos produzem uma enzima
denominada coagulase, considerada como marcador para deteccdo laboratorial desses
microorganismos (KONEMMAN, 2001) podendo ser classificados em dois grupos: coagulase
positiva e coagulase negativa (KLOOS, et al., 1999)

O S. aureus possui capacidade de colonizar individuos saudaveis, de forma
assintomatica. Sao encontrados no ambiente externo e em narinas anteriores de 20% a 40%
dos adultos. Outros sitios de colonizagdo incluem pregas cutineas, perineo, axilas e vagina; de
tal modo que nestes individuos faz parte da flora normal (KONEMAM, 2001). As infecgdes
causadas pelo S. aureus podem ser superficiais ou invasivas e muito toxicas (TRABULSI et
al., 2008). O principal modo de transmissao de S. aureus é por contato direto, geralmente pelo
contato pele-a-pele com individuos colonizados ou infectados. Infec¢des oportunistas graves
podem acometer individuos imonodeficientes que apresentem as seguintes caracteristicas:
perda da barreira de pele normal, a presenca de doengas de base (diabetes ou AIDS), defeitos

na funcao dos neutrofilos, entre outros (CHAMBERS&DELEO, 2009).

Trata-se de um patdégeno com grande capacidade de sobrevivéncia e eficiéncia em
interagir em diferentes ambientes e colonizar hospedeiros humanos devido a presenga de
genes responsaveis pela expressao de toxinas, proteinas de superficie celular e proteinas que
conferem resisténcia aos antimicrobianos, o que pode reforcar a sua viruléncia e conferir
resisténcia aos antibidticos (BRONNER et al., 2004, ZETOLA et al., 2005). Possuem
proteinas de membrana e toxinas como principais fatores de viruléncia. Na membrana do S.
aureus encontram-se cinco familias de antigenos: as proteinas de adesdo, superantigenos,
toxinas formadoras de poros, toxinas de ribosilagdo de ADP e proteases. Embora com fung¢des
semelhantes, estas proteinas ndo sdo antigenicamente idénticas (ex. leucotoxinas e alfatoxinas
ou superantigenos) e estes fatores de viruléncia podem ser regulados e distribuidos de forma
diferentes entre as cepas (BRONNER et al., 2004). As citotoxinas constituem um grupo de

proteinas capazes de causar dano nas membranas celulares das células do organismo invadido
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determinando a formagdo de poros: o- hemolisinas, leucocidinas, B-hemolisinas e as
modulinas fenol soluveis (PEREIRA, 2013). Abaixo, na figura 1, pode-se observar alguns

dos fatores de viruléncia citados.

Figura 1 — Esquema dos Fatores de Viruléncia do Staphylococcus aureus

Toxinas e citotoxinas
; "o A ("invasinas)
3

TA% ‘-t Polipeptideos que
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membrana celular

Choque toxico —TSST
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Fonte: Adaptado de: http:/slideplayer.es/slide/1497747/ acesso em 08 de janeiro de 2014

1.2 Origem e mecanismos da multirresisténcia

Em 1961, foi descrito o primeiro isolado de S. aureus resistente a meticilina (MRSA),
na Inglaterra (BARBER, 1961). Os elementos de resisténcia aos antibidticos sdo muitas vezes
adquiridos através da transferéncia horizontal de genes, a partir de fontes externas, embora
mutagdes cromossOmicas e a selecdo com antibioticos sejam muito prevalentes.
(CHAMBERS & DELEOQO, 2009). O MRSA ¢ caracterizado quando o S. aureus sensivel a
meticilina (em ingl€s methicillin-sensitive staphylococcus aureus - MSSA) adquire um
cassete cromossomico de resisténcia, o staphylococcal cassette chromosome mec (SCCmec).
Os SCCmec tem sido identificados em S. aureus e transmitido entre as espécies de
estafilococos como um estruturas genéticas moveis carreadoras do gene mec A. Ha vérios
tipos de SCCmec, mas todos possuem o complexo gene mec contendo o gene mecA que

codifica a proteina ligadora de penicilina PBP2’, também chamada de PBP2a, e o complexo
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gene ccr, que codifica enzimas recombinases sitio-especificas. A PBP2’ possui peso
molecular igual a 78kDa e reduzida afinidade aos beta lactamicos. O mecanismo de
resisténcia a meticilina se da através da alteragao das proteinas ligadoras de penicilinas, as
PBPs. O S. aureus produz quatro tipos de PBPs: PBPI, PBP2, PBP3 ¢ PBP4. As cepas de
MRSA produzem uma nova PBP, a PBP2’, a qual determina baixa afinidade a meticilina e a
praticamente todos os antibidticos beta-lactamicos (LOPES, 2005), vide figura 2

exemplificando esse mecanismo de resisténcia.

Os P-lactamicos ligam-se as PBPs da parede celular, interrompem a sintese do
peptideoglicano e, consequentemente, levam a morte da bactéria. No entanto, os B-lactdmicos
ndo conseguem se ligar & PBP2a devido a sua atividade de transpeptidase. Desta forma, a

sintese do peptideoglicano da parede celular ¢ continuada (DEURENBERGet al., 2006).

Enquanto os HA-MRSA (hospital-acquired MRSA) carregam SCCmec dos tipos I a
11, os CA-MRSA (community-acquired MRSA) estdo mais associados aos tipos IV ¢ V. Os
tipos IV e V sdo elementos genéticos menores e com mais mobilidade que os outros. Esses
tipos carregam menos genes determinantes de resisténcia do que os tipos Il e III. Por isso, os
CA-MRSA caracteristicamente tendem a ser menos multirresistentes que os HA-MRSA,

mantendo em geral sensibilidade a clindamicina, por exemplo (MIMICA & MENDES, 2007).

Figura 2 - Esquema do mecanismo de resisténcia a meticilina do Staphylococcus aureus

Penicillin Binding Protein

0’\ Beta-Lactam Antibiotic

oo i i e w4 Penicillin Binding Protein 2a

\-//SCC
eas

* SCCmec >mecA = PBP2a

* PBP2a: Baixa afinadade

. aos B-lactamicos.

Fonte: http://depts.washington.edu/hivaids/derm/case6/discussion.html

Além dos fatores de viruléncia muito bem definidos e detalhados, assim como o
mecanismo de resisténcia mais estudado e conhecido, como a resisténcia a meticilina, com a
era da protedmica, inimeros antigenos foram descritos, muitos dos quais ainda ndo se tem
determinada a funcao especifica. Enany e colaboradores, em 2012, fizeram uma pesquisa com

um clone de MRSA adquirido da comunidade européia, encontrado na Europa e paises
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mediterraneos. Nesse estudo, foi identificado exoproteinas e fatores de viruléncia, através de
duas técnicas de protedmica e, posterior, andlise por especfotometria de massa. Os autores
constataram 174 proteinas distintas com um alto grau de confianga, ou seja, ainda ha muito

que pesquisar sobre esse patdégeno tao importante no “mundo” médico.

1.3 Anticorpos monoclonais

A tecnologia dos hibridomas revolucionou tanto a medicina diagnostica, como mais
recentemente a terapéutica. Em 2009 esta tecnologia mobilizou cerca de 36,4 bilhdes de
dolares em vendas em todo o mundo, sendo considerado como “ouro liquido” (LEDFORD,
2010). Esta entre as tecnologias diagnosticas e farmacologicas mais rentadveis do mundo.
Atingiu a sua maturidade tecnologica tendo em vista que o método foi descrito pela primeira
vez por Georges Kohler e Cesar Milstein, em 1975, e atualmente possui melhorias de
processo que vao desde métodos inovadores de imunizagdo/tolerizagdo até plataformas
recombinantes. No entanto, a produg¢ao classica descrita por Georges Kohler e Cesar Milstein
continua sendo a solida base para as ferramentas diagndsticas. Estes autores obtiveram os
primeiros anticorpos monoclonais (AcMm) com a descoberta da técnica de hibridizagdo
celular somatica, a qual permitiu a produ¢dao de anticorpos com alta afinidade e tUnica
especificidade para um alvo antigénico (ABBAS & LICHTMAN, 2009). Esta técnica consiste
na injecdo de células ou antigenos no camundongo para estimular a producao de linfocitos B,
que produzem diferentes tipos de anticorpos. As células do baco do animal sdo extraidas
(fonte de linfoticos B ativados) e fundidas a células mielomatosas murinas ndo-secretoras,
para a obtencdo de células hibridas imortalizadas e produtoras de anticorpos. A linhagem do
mieloma apresenta um gene hipermetilado, e mutagdes que lhe conferem a caracteristica de
ndo possuir a enzima hipoxantina-fosforribosil transferase (HPRT). Esta enzima ¢ reguladora
do crescimento celular e responsavel pela regulacdo da sintese de purinas e pirimidinas e pela
via de sintese. As células mielomatosas, HGPRT negativas tem a via de novo bloqueada e sao
incapazes de utilizar a via alternativa na preseng¢a de hipoxantina-timidina-aminopterina
(HAT), contido nos meios de cultura da etapa de fusdo celular. J4 os linfécitos B, que sao
HGPRT positivos podem usar a via alternativa, mas sdo incapazes de se multiplicar
indefinidamente. Portanto, somente os hibridos que herdaram o gene HPRT positivo dos
linfocitos e a capacidade de crescimento irrestrito dos mielomas irdo se multiplicar e crescer
indefinidamente com rapida formacgdo de colonias. Os hibridos que secretam o anticorpo
desejado sdo selecionados e clonados para produzir quantidades ilimitadas de anticorpo

monoclonal (Kohler & Milstein, 1975) e, subsequentemente, utilizados na técnica de escolha.
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Nos ultimos dois anos, uma linha de produ¢do de anticorpos monoclonais murinos
dirigidos contra cepas de MRSA foi iniciada no Laboratério de Engenharia Celular do
Hemocentro de Botucatu. Neste protocolo foram obtidos 6 hibridos de interesse, ou seja,
reconhecedores de antigenos sobre a superficie do S. aureus, no entanto, problemas de
logistica impediram a finalizagdo do projeto com a subsequente caracterizagdo. Os
Hibridomas foram congelados em nitrogénio liquido a -196°C. Clonar, caracterizar e avaliar o
potencial diagnoéstico dos hibridos ja obtidos e estabelecer técnica inovadora de imunizagao

para obtencao de novos anticorpos anti-MRSA constituiram o desafio desta pesquisa.

1.4 Obtencdo de anticorpos monoclonais anti-MRSA pelo método de imunizacgao
subtrativa

A imunizagdo subtrativa (subtractive immunization) ¢ uma técnica inovadora e foi
utilizada com sucesso para a obten¢do de anticorpos relevantes e dirigidos contra antigenos
associados a apoptose, invasividade, agressividade e potencial metastatico em diferentes
relatos (WILLIANS et al., 1992; BROOKS et al., 1993; TESTA et al., 1999; BOUKERCHE
et al., 2000; YANG & WANG, 2002; RASMUSSEN & DITZEL, 2009). Além disso,
recentemente foi relatada a obten¢do de anticorpos monoclonais especificos a E. coli
0157:H7 utilizando-se esta técnica (JIN et al., 2012) para controle de alimentos
contaminados. A principal modificag¢do introduzida por esta técnica consiste em se reduzir a
resposta imune do camundongo contra proteinas imunodominantes comuns, que ndo sejam de
interesse, ou seja, tolerizar o camundongo contra proteinas indesejaveis. Desta forma,
aumentam-se as probabilidades de obtencdo de anticorpos monoclonais mais especificos e
relevantes aos processos funcionais de interesse, como a resisténcia aos antibidticos

(BROOKSet al., 1993).

1.5 Justificativa: O impacto do MRSA no controle da infec¢ao

A infecgdo hospitalar € a principal causa de morte em pacientes hospitalizados, afeta
mais de 2 milhdes de pacientes por ano, causando aproximadamente 90.000 mortes por ano,
nos Estados Unidos (BURKE, 2003). O custo médio do tratamento varia entre US$ 14.000 a
US$38.000 por paciente sendo que o custo total pode comprometer até US$ 4,5 bilhdes/ ano
(ROBERTS et al., 2003). Desta forma, as infec¢gdes por MRSA podem ser consideradas um
problema de saude publica (DUERDEN, 2012), sendo que os custos em euros estdo na figura

3.
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Figura 3 — Esquema adaptado de Vandijck DM, 2008. Comparagdo entre o estadiamento

clinico da infec¢ao nosocomial e custos.

Cco o
SE a0

Fonte: Adaptado de Vandijck DM, 2008

Levando em consideracdo os 2 milhdes de pacientes afetados por ano no mundo, o
custo minimo ¢ de 15 bilhdes de euros por ano o que corresponderia a R$ 48 bilhdes em

moeda corrente nacional.

O MRSA emergiu como patéogeno nosocomial durante as duas ultimas décadas e
representa um grande desafio em termos de quimioterapia, porque as opgdes de
antimicrobianos eficazes para infec¢des causadas por estes agentes patogénicos estdo perto de
se esgotar (GRUNDMANN et al., 2006; LOWY, 2003). Outro aspecto importante a
considerar ¢ a reducdo do tempo de diagndstico que se relaciona diretamente com a reducdo

da morbidade e mortalidade (LINDSEY et al., 2008).

As infecgdes hospitalares geram uma problematica de grande impacto para a satde
publica a medida que interferem na assisténcia médica, repercutindo em custos elevados,
aumento do niumero de internagdes ¢ acentuada taxa de mortalidade (SILVA, 2003). Desta
maneira, com a disseminacdo do MRSA ¢é necessario adotar programas de vigilancia que
avaliem o perfil de sensibilidade dos isolados. Além disso, € importante estimular o
desenvolvimento tecnologico objetivando métodos mais rapidos e confidveis que antecipem a
escolha da terapéutica mais adequada (DIAB, et al., 2008) e propor métodos de prevencdo e

vacinas para um avanco no controle da infecgdo hospitalar.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivos Gerais
Produzir e caracterizar anticorpos monoclonais anti-MRSA utilizando o método de

imunizag¢ao subtrativa.

2.2 Objetivos Especificos

» Estabelecer a produ¢dao de hibridomas a partir de imunizag¢do subtrativa (protocolo
MRSAS 2).

* Clonar e caracterizaros hibridomas obtidos nos protocolos MRSAI1(previamente
realizado) e MRSAS 2.

» Determinar classe e subclasse das imunoglobulinas dos clones de interesse, por
citometria fluxo.

» Proceder a caracterizagdo imunoquimica e protedmica dos anticorpos obtidos.

* Propor o prototipo de imunosensor com dois diferentes anticorpos monoclonais

fixados em fibroina da seda.



Materiold e Métodos
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2.1.1 MATERIAL E METODOS

Este projeto possui 2 fases bem caracterizadas que ocorreram em paralelo. Uma das
etapas envolve a producdo de anticorpos monoclonais murinos a partir da técnica inovadora
utilizando a tolerizagdo contra antigenos “maiores” com posterior infusdo do imunogeno,
denominada MRSA2. Esta técnica descrita por Brooks et al., em 1993, denomina-se
imunizagao subtrativa. Durante o periodo de tolerizagdo e imunizacao ocorreu paralelamente
o descongelamento de hibridos obtidos anteriormente por Querino, 2013, em protocolo
denominado MRSA1. Estes por sua vez foram obtidos por métodos classicos de imunizagado e
fazem parte do banco de células do laboratorio estando criopreservados em nitrogénio liquido.
A partir da obtengdo e amplificacdo dos clones, os procedimentos operacionais sdo 0s
mesmos em ambos os protocolos. A figura 4 indica os procedimentos que foram realizados

nos dois protocolos (MRSA 1 e MRSAS 2)

Figura 4 — Esquema simplificado das etapas que foram desenvolvidas nos dois protocolos de
obtengao e caracterizagao de anticorpo monoclonal murino anti-MRSA

Genotipagem
molecular

2 — Produgao do
antigeno

3- Imunizagao 4 -Fusao_celular 6 - Analise
Subtrativa ~ Produgaodos  5-Clonagem  jmynoquimica,

hibridomas protedmica

3.1 Genotipagem molecular da cepa de Staphylococus aureus resistente a meticilina
A genotipagem da cepa de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) foi
realizada no Laboratério de Microbiologia do Instituto de Biociéncias de Botucatu (IBB) com

a colaboracao da Professora Dra. Maria de Lourdes R. da Cunha.
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Inicialmente, foi realizada a extracdo de DNA através do Kit Illustra (GE
Healthcare®), possibilitando a digestdo inicial das células de estafilococos com lisozima e
proteinase K. Prosseguiu-se com a deteccdo de genes de enterotoxinas, TSST-1 e da PBP2a,

utilizando primers especificos para cada produto pesquisado, listados no quadro 1.

Quadro 1 — Lista dos primers utilizados para a detec¢do dos genes de enterotoxinas, TSST-1

e PBP2a.

seal e sea2 Enterotoxina A
sebl e seb2 Entetotoxina B
secll esecl2 Enterotoxina C
sed1 e sed2 Enterotoxina D
seel e see2 Enterotoxina E
segl e seg2? Enterotoxina G
sehl e seh2 Enterotoxina H
seil e sei2 Enterotoxina |
tsstl e tsst2 TSST -1
mecAl e mecA2 PBP2a

3.2 Obtencao das fracdes antigénicas dos extratos das bactérias

As bactérias utilizadas para a produgdo do extrato antigénico foram: cepas de MRSA
(cedida pelo Hospital Municipal de Bauru; MSSA (S. aureus ATCC 25923) e E.coli (ATCC
35218) ambas cedidas pelo Laboratério de Microbiologia da Prof* Dra Maria de Lourdes R.
da Cunha. Essas bactérias foram semeadas em meio de cultura Agar Sangue (Blood Agar
Base, Himedia, Mumbai, India) e o indculo foi padronizado na escala 0,5 de McFarland (1,5 x
10 ® unidades formadoras de colénias (UFC)/mL) em 10mL de 4gua de injecio, para proceder

a produgdo do extrato descrita abaixo e esquematizada nos quadros 2 e 3.
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Quadro 2- Protocolos realizados para obtencao de antigenos do MRSA.

Protocolo MRSA Material Recuperado

eFervura eCentrifugacao e Pellet/Sobrenadante
eMorte T.A. (48h) e eSobrenadante
filtragdo eSobrenadante

eBanho ultrassonico

Quadro 3 — Protocolos realizados para obten¢do de antigenos de MRSA, MSSA e E.coli

através da Imunizagao Subtrativa.

Protocolo Imunizagao

Subtrativa Processamento
(MRSA,MSSA e E.coli)

Material Recuperado

e Fervura e Centrifugacao e Pellet/Sobrenadante

3.2.1 Amostra submetida a fervura

A técnica utilizada segue a metodologia ja executada no primeiro protocolo de
obten¢do de anti-MRSA, denominado protocolo MRSA1 (QUERINO, 2013). O inéculo foi
padronizado como descrito acima, segundo a escala de McFarland. Em média, 10° UFC de S.
aureus resistente a meticilina foram semeadas em uma placa de agar sangue e transferidas
para tubo conico contendo 10mL de 4gua estéril. Este material foi submetido a fervura por 10
minutos. Apds fervura, realizou-se o plaqueamento (placa de Agar, técnica quantitativa) do
material para controlar a efetividade da inativagdo das bactérias. Houve inibicdo do
crescimento e o material foi liberado para o processamento das fragdes antigénicas.
(BLANCO et al., 1997). Sendo assim, o tubo foi centrifugado a 9676,8g por 30minutos. O

sobrenadante foi recuperado e nomeado “sobrenadante fervura” e congelado a -30°C.

A determinacdo da concentragdo protéica do antigeno foi realizada em

espectofotdmetro (Nanodrop 1000®) de acordo com as instrugdes do fabricante.

3.2.2 Amostra submetida a morte temperatura ambiente e filtracio
Aliquota bacteriana foi imersa em agua de injecdo e incubada a temperatura ambiente,

por 48 horas. Apds incubagdo, a amostra foi centrifugada como descrito acima, foi coletado o
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sobrenadante e filtrado em filtro de seringa de 0,22um (MILLEX®GV).Realizou-se o

plaqueamento do sobrenadante filtrado e constatou-se um pequeno crescimento de coldnias.

3.2.3 Amostra submetida a morte temperatura ambiente e banho ultrassonico

Aliquota bacteriana foi imersa em agua de inje¢do e incubada a temperatura ambiente,
por 48 horas. Apds incubagdo, a amostra foi centrifugada como descrito acima, foi coletado o
sobrenadante e colocado em banho ultrassonico Unique® (Modelo USC 1400), numa

frequéncia de 40 kHz por 10 minutos.

3.2.4 Amostras de MRSA, MSSA e E.coli submetidas a fervura
Procedeu-se como descrito no item 3.2.1, com recuperagao do pellet dessas amostras,

para posterior aplicacdo das injegdes referentes a imunizagao subtrativa.

3.3 Caracterizacio do extrato antigénico

Para a identificacdo das fracOes antigénicas presentes nos quatro extratos de MRSA
produzidos, realizou-se a separacdo em gel de poliacrilamida contendo duodecil sulfato de
sodio (SDS-PAGE) de 9 cm x 8 cm e 1,0 mm de espessura, com gel de separacdo de gradiente
10% e empilhamento de 5% (LAEMMLI, 1970), em tampao Tris/Glicina. O extrato
antigénico foi diluido em tampdo de amostra contendo 2-Mercaptoetanol (1M Tris-HCl pH
6.8, 2% SDS, 5% 2-mercaptoetanol e 50% glicerol) e aquecido por 5 minutos a 95°C. Foram
aplicados 70ug de extrato por canaleta e a corrida efetuada em voltagem constante, com 70
volts no gel de empilhamento ¢ 110V no gel de separacdo. Um padrdao de peso molecular

(Sigma®- S8445).

Finalizada a corrida, o gel foi deixado sob agitagdo em solugdo corante de Azul de

Comassie por 2 horas e, em seguida, descorado e fotografado.

3.4 Imunizacao subtrativa — Protocolo MRSA2

No protocolo prévio realizado com imunizagdo classica foram obtidos anticorpos que
nos testes iniciais mostraram reacao cruzada com cepas de MSSA e E. coli. Diante destes
resultados optou-se por novo método de imunizagdo incluindo a etapa de tolerizagdo contra
antigenos que ndo sejam de interesse. Foram preparados extratos das cepas, e obtidos o pellet
de ambas as bactérias para a qual se desejava a tolerizacdo. Apds a injecdo do tolerégeno

aplicou-se o quimiotrdpico, como modulador da resposta imune. A droga utilizada foi a
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ciclofosfamida (CFM) na concentragdo de 100mg/kg, por via intraperitonial, conforme
descrito (BROOKSer al., 1993; JINet al., 2012). Antes de iniciar o protocolo propriamente
dito, foi realizado um piloto com a inje¢do de CFM, para se analisar o indice de mortalidade

dos animais.

Apo6s a validagdo do uso da ciclofosfamida, iniciou-se o protocolo de imunizacao
propriamente dito. A agenda de imunizag¢do foi programada como descrito previamente por
Jin et al., 2012, com pequenas modificagdes por Deffune, 2014. No quadro 4, tem-se o

esquema da agenda de imunizagao.

Quadro 4 — Protocolo de imunizagao subtrativa para obtencao de anti-MRSA

Dia do Ciclo Dia do Més Injecao
1° Ciclo 1 | 19/03 (quarta) 50ugPool de E. coli e MSSA +
100mg/kg CFM
2 | 20/03 (quinta) 100mg/kg CFM
3 | 21/03 (sexta) 100mg/kg CFM
2° Ciclo 15 | 02/04 (quarta) 50ugPool de E. coli e MSSA +
100mg/kg CFM
16 | 03/04 (quinta) 100mg/kg CFM
17 | 04/04 (sexta) 100mg/kg CFM
3 ° Ciclo 31 | 17/04 (quinta) 50pgde MRSA
38 | 24/04 (quinta) 50pgde MRSA
45 | 30/04 (quarta) 50pgde MRSA
54 | 09/05 (sexta) 50pgde MRSA
Fusdo Celular 13/05 (terca) FUSAO em 4 animais
4° Ciclo 16/05 (sexta) 50pgde MRSA nos 4 animais restantes
23/05 (sexta) 50pgde MRSA nos 4 animais restantes
Fusdo Celular 27/05 (terca) FUSAO em 4 animais

Legenda: 1= MSSA- cepa de S. aureus sensivel a meticilina; 2=CFM- ciclofosfamida;3=MRSA — cepa de S. aureus multi-
resistente. Fonte: Arquivo Pessoal, 2014.

3.5 Fuséo Celular — Protocolo MRSA 2

Ap6s o término dos ciclos de imunizagdo, os animais foram anestesiados e procedeu-
se a esplectomia. O baco retirado foi transferido ao LEC para processamento e remogao dos
linfocitos, como descrito no POP do laboratdrio e observado na figura 5. O procedimento de
fusdo foi efetuado por co-centrifugacdo dos linfécitos recém-coletados de cada animal
imunizado juntamente com células NS/1 na propor¢do de 1/10 e polietilenoglicol PM 4000
(PEG). Os parceiros de fusdo foram o NS/1 (linhagem estivel de mieloma murino ndo
secretora) e linfocitos B do bago dos camundongos Balb/c previamente imunizados, segundo
descrito (KOHLER & MILSTEIN, 1975 modificado por DEFFUNE, 1992). Os hibridos

recém criados foram plaqueados.
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Figura 5 — Esplectomia dos camundongos Balb/c imunizados para fusdo celular

‘9'.‘2»: ") T’
Legenda: A=anestesia inalatoria; B=
bago na ponta da seta; D= pungamento do bago; E= isolamento do bago em placa de Petri.
Foto: Arquivo pessoal, 2014.
3.6 Selecdo dos Hibridomas para Screening — Protocolo MRSA 2

Nesta etapa as placas de 96 pocos contendo os hibridomas foram avaliadas em
microscopio invertido com luz transmitida (Zeiss Axiovert 200®, Zeiss™). Durante esta
investigagdo foram identificados os pogos que possuiam hibridomas translicidos, com
membrana plasmatica regular (exemplificado na figura 6) para prosseguir ao screening

(aspecto de pérolas). Os pocos que tinham colonias de fibroblastos aderentes foram

descartados (DEFFUNE, 1992).
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Figura 6 — Fotomicrografia do hibrido MRSA 2-196, microscopia invertida, aumento de 10x

Foto: Arquivo pessoal, 2014.

3.7 Screening dos hibridomas obtidos — Protocolo MRSA 2

Apos a cuidadosa inspecao microscopica, foram identificadas os pogos de cultura com
células saudaveis e mais de 80% de confluéncia. A marcagao ¢ realizada na tampa da placa
com circulo correspondendo a localizacao do hibrido a ser testado. Apds esta etapa, em cabine
de seguranca, os sobrenadantes de cultura (SNC) foram coletados. A condi¢do para a coleta
do SNC ¢ de que o pogo ndo tenha tido troca de meio de cultura por pelo menos 48 horas,

favorecendo o aumento da concentragdo de imunoglobulinas.

Os SNC coletados foram testados por ELISA indireto para determinar a presenca de
anticorpos especificos contra os antigenos utilizados na imunizacdo dos camundongos,
conforme descrito por Vicentini-Oliveira, 2010. Os antigenos de S. aureus resistente a
meticilina foram fixados nas microplacas de fundo chato na concentragdo de
25ug/mL(coating), e posteriormente, S0pug/mL, diluidos em tampao carbonato-bicarbonato
(Na2CO3/ NaHCO3 0,2M, pH 9,6) por 1 hora a 37°C e, em seguida, a 4°C por 12 horas. O
bloqueio das reagdes inespecificas foi realizado com leite desnatado diluido em PBS (PBS
(0,14 M NaCl, 1,4 mM KH2PO4, 8 mM Na2HPO4, 2,7 mM KCI - pH 7.4 + 5% de leite em

po desnatado).

Os SNC das cé¢lulas obtidas (100uL) foram aplicados na placa de ELISA, assim como
os anti-soros dos camundongos pré-imunizacdo (controle negativo) e poOs-imunizagdo
(controle positivo) obtidos nos protocolos de fusdo MRSAS. O meio de cultura estéril

também foi utilizado como controle negativo da reagao.
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O anticorpo secundario escolhido para detectar os anticorpos murinos foi uma IgG de
cabra polivalente anti-IgG/ IgM/ IgA de camundongo conjugado a peroxidase (1/10.000),
diluido em blotto. A solucdo cromédgena empregada foi o TMB (3,3°,5,5-
tetrametilbenzidina, Abbot®). Apos parar a reacao com HCI 1IN foi medido a intensidade da
reacdo por andlise espectrofotométrica em aparelho leitor de microplacas, com filtro de
450nm. Entre as etapas foram realizadas lavagens com PBS pH 7.4 (0,14 M NacCl, 1,4 mM
KH2PO4, 8 mM Na2HPO4, 2,7 mM KCIl) adicionado de 0,1% Tween 20.

As células cujos sobrenadantes apresentaram-se reagentes frente ao antigeno, foram
expandidas para volumes crescentes de meio de cultura e os respectivos sobrenadantes
testados por mais duas vezes por ELISA indireto. Aquelas que se mantiveram reagentes até a

terceira triagem foram selecionadas para caracterizagao.

3.8 Clonagem Celular pela técnica de dilui¢io limitante - MRSA-1 e MRSAS- 2
A clonagem foi realizada para o hibrido MRSAS 5-23 (protocolo MRSAS -2) e para o
MRSA 2-196 criopreservado, obtido por Querino, 2013, (protocolo MRSA-1).

Para o protocolo MRSAI, apds o descongelamento do hibridoma e manutengdo do
mesmo em cultura foi realizada a confirmagdo da positividade do anticorpo produzido pelo
teste ELISA indireto (VICENTINI-OLIVEIRA, et al., 2010). O hibridoma do protocolo
MRSAZ2 foi clonado antes da etapa de criopreservagdo, portanto, os pogos que se mantiveram

com boa reatividade e crescimento celular adequado foram levados a clonagem.

A clonagem foi realizada pelo meétodo de diluicdo limitante em microplaca
(HARLOW & LANE, 1988) com timocitos obtidos de camundongos BALB/c de 15 a 20 dias
de idade como células de companhia (feeder cells). Na figura 7 podem ser visualizados os
clones e ao redor células bem menores, que sdo as feeder cells (timdcitos). Na técnica de
diluicao limitante, ¢ feita uma suspensao de hibridos (ap6s crescimento maximo), a qual foi
diluida e distribuida em uma série de orificios estéreis em uma placa de 96 pocos. A
finalidade da clonagem ¢é garantir que haja uma tnica célula (hibridoma) em cada pogo da
placa de cultura. Através da observag¢ao por microscopia invertida, cada pogo foi identificado
sob a condi¢do de clone tnico ou multiplo, sendo que somente os clones oriundos de pogos

denominados Uinicos foram considerados potenciais monoclonais.
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Figura 7 — Clones em cultura juntamente com os timocitos que atuam como feeder cells

Legenda: Observacdo por microscopia invertida da clonagem. Figura a esquerda: clone Unico, representado por células
maiores e timdcitos ao redor representado pelas células menores, aumento de 5x. Figura a direita: clone multiplo representado
pelos grupos de células maiores (indicagdo na ponta da seta) e ao redor os timécitos, aumento de 10x.

Fonte: Arquivo Pessoal, 2014.

3.9 Screening dos clones — Protocolo MRSA 1 e MRSA 2

Nesta etapa foi realizado o mesmo procedimento descrito no screening dos
hibridomas, pelo método ELISA Indireto, utilizando-se o SNC dos pogos que possuiam
coldnias de clones translucidos e com membrana plasmatica regular e crescimento adequado

(ndo lento). O mesmo padrao de técnicas e métodos escolhidos foi mantido.

3.10 Citometria de Fluxo

Este ensaio foi proposto para avaliar a especificidade dos anticorpos produzidos em
relagdo a antigenos de superficie do MRSA utilizando o equipamento FACs Calibur BD®
com leitura do Sofware CellQuest® na faixa das plaquetas (levando em consideracdo o
tamanho similar do Staplylococcus aureus Para isso, foi preparado tubos com 1x10 bactérias
MRSA em isoton e paraformoldeido, para a conserva¢do da membrana bacteriana. Destes
tubos-mde, foram distribuidos aliquotas de 100p1 para tubos de poliestirenos (contendo 1x10°
bactérias/mL), onde foram incubados com 200ul de sobrenadante de cultura contendo os
anticorpos produzidos (anticorpo primario), sem esquecer dos controles: positivos (do soro
do camundongo imunizado e anti-PBP2a comercial), controle auto da populagdo bacteriana e
controle do anticorpo secundario para evitar reagdes inespecificas. Apods incubagdo sob
agitacdo e temperatura ambiente, os tubos foram centrifugados e procedeu-se a lavagem com
isoton®. O sobrenadante foi aspirado com muito cuidado para ndao perder o pellet, e
adicionado o anticorpo secundario anti-imunoglobulina murina IgG e IgM conjugado com

isoticianato de Fluoresceina (FITC) conforme descrito por Golim, 2008.
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As andlises foram realizadas avaliando-se o deslocamento dos dot plots (tamanho,
granulosidade e expressdo de fluorescéncia) em relagdo ao eixo estabalecido pelo

equipamento.

3.11 Obtencao de anticorpos monoclonais em alta concentracio — Protocolo MRSA 1 e
MRSA 2

Os anticorpos foram amplificados de duas maneiras distintas: SNC por “bath” de
cultura e pelo método de ascite. Para a expansao denominada “bath” de cultura, as células em
cultivo (clones) foram mantidas por um periodo de 8 al4 dias sem troca de meio de cultura
para promover a morte celular, conseguindo-se assim, maior liberagdo de anticorpos. As
células em apoptose foram separadas por centrifugacdo, desprezadas e o SNC foi congelado
em tubos devidamente identificados para posterior andlise. Os anticorpos produzidos em
liquido ascitico foram obtidos através da inje¢do de suspensdes de clones produtores na
cavidade abdominal de camundongos, como pode ser visualizado na figura 8. Inicialmente
injetou-se ImL Pristane® na cavidade abdominal dos camundongos e apos 15 dias os clones
foram injetados para produgdo de ascite. O liquido ascitico foi retirado por pungao,
centrifugado a 12.000g por 30 minutos ¢ o sobrenadante obtido aliquotado. Ambos foram

armazenados em freezer a -80°C.

Figura 8 — Método de Ascite

Legenda: Figura A- injecdo do clone 2-196A42 via intraperitonial; Figura B — camundongo com volume abdominal
aumentado, protusdo, grande quantidade de liquido ascitico = momento da coleta.
Fonte: Arquivo pessoal, 2014.
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3.12 Purificacio dos Anticorpos monoclonais — Protocolo MRSA 1 e MRSA 2

Apo6s determinacdo de classe/subclasse, os anticorpos monoclonais foram purificados
a partir de liquido ascitico por cromatografia de afinidade. O aparelho AKTA Prime (GE
Healthcare®) realiza a purificacdo através da passagem da amostra por colunas que possuem
afinidade pela imunoglobulina de interesse, permitindo a eluicdo da mesma no final do

Pprocesso.

Para purificar as imunoglobulinas de classe IgM sera utilizado a coluna Hi Trap IgM

(GE Healthcare®) e para classe IgG a coluna Hi Trap rprotein A (GE Healthcare®).

3.13 Determinacio de Classe e Subclasse — Protocolo MRSA 1 e MRSA 2
A técnica de citometria de fluxo foi realizada para determinagao da classe e sub-classe
das imunoglobulinas murinas produzidas através do kit CBA Flex - IgA, IgG e IgM (BD

Biosciences®), utilizado de acordo com as instru¢des do fabricante.

Cytometric Bead Array (CBA) ¢ um kit utilizado para identificacdo rapida dos isotipos
de cadeia pesada e leve de um anticorpo monoclonal murino em uma Unica amostra. Cada
esfera (bead) prevé uma superficie de captura para uma proteina especifica. Para a
determinagdo do isotipo, anticorpos reveladores com intensidade de fluorescéncia diferentes
para cada isotipo sdo colocados apos incubacdo das beads com a amostra (sobrenadante de
cultura). O kit aliado & citometria de fluxo permite volume de amostra pequena, poucas
diluicdes e rapida execucgdo da técnica. Este produto possibilita a detecgdo de mais de uma

classe e/ou subclasse na mesma amostra (MORGAN et al., 2004).

A leitura foi realizada em citometro de fluxo provido de laser de argdnio a 480nm, de
15mW, e as informagdes obtidas foram analisadas pelo software Cell Quest - BD® por

graficos em “dot plot” para analise.

3.14 Caracterizacio das fracoes antigénicas dos extratos obtidos por eletroforese em gel
de poliacrilamida

Para a identificagdo das fragdes antig€nicas presentes nos 6 extratos produzidos (4
extratos de MRSA, 1 extrato de pellet de MSSA e 1 extrato de pellet de E.coli,) realizou-se a
separacao em gel de poliacrilamida contendo duodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) de 9 cm
x 8 cm e 1,0 mm de espessura, com gel de separagdo de gradiente 10% e empilhamento de 5%

(LAEMMLI, 1970), em tampao Tris/Glicina. O extrato antigénico foi diluido em tampao de
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amostra contendo 2-Mercaptoetanol (1M Tris-HCI pH 6.8, 2% SDS, 5% 2-mercaptoetanol e
50% glicerol) e aquecido por 5 minutos a 95°C. Foram aplicados 70pug de extrato por canaleta
e a corrida efetuada em voltagem constante, com 70 volts no gel de empilhamento e 110V no

gel de separagdo. Um padrao de peso molecular (Sigma®- S8445).

Finalizada a corrida, o gel foi deixado sob agitacdo em solucdo corante de Azul de

Comassie por 2 horas e, em seguida, descorado e fotografado.

3.15 Caracteriza¢ao da reatividade imunologica dos anticorpos monoclonais por Western
Blotting

A separagdo das fragdes proteicas dos extratos antigénicos produzidos foi realizada em
gel de poliacrilamida contendo duodecil sulfato de s6dio (SDS-PAGE) de 9 cm x 8 cm e 1,5
mm de espessura, com gel de separacdo de gradiente 10% e empilhamento de 5%
(LAEMMLLI, 1970). As condicdes de corrida e concentracdo das amostras sdo semelhantes as

jé descritas anteriormente.

As proteinas separadas em SDS-PAGE foram transferidas para membrana de
nitrocelulose (Bio-Rad® - 0,45 m) por 1 hora, empregando-se um potencial de 35 mA, em

tampao 25mM Tris/Glicina/Metanol, a 4°C (TOWBIN et al., 1979).

Ap0s a transferéncia, as membranas foram bloqueadas com tampao PBS (0,01M PO4-
-/0,15M NaCl, pH 7,2) acrescido de 5% de leite em p6 desnatado e incubadas, por 14 horas,
com os anticorpos. Em seguida, realizou-se a reagdo com anticorpo anti-IgG/A/M de
camundongo conjugado com peroxidase (Sigma®) diluido 1:1.000 em BSA 1% por 120
minutos, & temperatura ambiente.As reagdes foram reveladas com o sistema de deteccao
Super Signal West Femto Maximum Sensitivity substrate (Pierce, Rockford, IL, USA). Os
sobrenadantes de cultura testados ndo foram diluidos, apenas o anticorpo comercial anti-

PBP2a (BBI Solutions®) foi diluido a 1:5000 em tampao PBS (pH 7,4).

3.16 Descricdao da Analise Proteomica

ApoOs a caracterizagao do extrato antigé€nico por eletroforese e avaliagdo imunologica
dos anticorpos monoclonais produzidos por Western Blotting, foi realizado outra corrida
eletroforética e recortou-se os spots (bandas) de proteinas de interesse dos géis de eletroforese
para envia-los ao Laboratério de Protedmica da Professora Lucilene Delazari dos Santos.

Procedeu-se entdo a digestao protéica in gel realizada segundo Shevchenko e colaboradores
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(2006). Os spots de proteinas foram descoloridos em solugdo de bicarbonato de amdnio 25
mM pH 8,0 e acetonitrila 50% (v/v). Em seguida, as proteinas contidas nos spots foram
submetidas as etapas de reducao e alquilagao das pontes de dissulfeto na presenga de DDT 10
mM e lodoacetaminda (IAA) 55 mM, respectivamente. ApoOs esta etapa, os géis foram
desidratados com acetonitrila 100% (v/v), sendo entdo, submetidos a centrifugacdo a vacuo.
Os géis desidratados foram incubados com uma solucdo 12,5 nmol/uL de tripsina
(PROMEGA) em tampdo bicarbonato de amonio 25 mM, pH 8,0 durante 18 horas a 37°C. A
hidrolise foi interrompida com a adi¢do de 4cido férmico 1% (v/v) em relacdo ao volume da
amostra e os sobrenadantes foram coletados e secos por centrifugacdo a vacuo, e

posteriormente, analisados por espectrometria de massas.

Para o sequenciamento peptidico por espectrometria de massas do tipo ESI-Q-ToF foi
utilizado um equipamento do tipo electrospray (ESI) quadropolo, modelo MicrQ-TOF III
(marca BrukerDaltonics), acoplado a um cromatografo liquido LC-20AT (marca
Shimadzu®). O cromatografo liquido ¢ acoplado ao equipamento de espectrometria de
massas € composto por um sistema binario de bombas e um aplicador de amostras automatico.
A fase movel consiste de dgua (A) e acetonitrila (B), contendo 4cido férmico 0,1% (v/v) ou
TFA 0,1% (v/v). Em adigdo, a separagdo cromatografica foi realizada por meio de um coluna
de fase reversa C18 (4,5 mm x 100 mm, 1,8 um). As condigdes de elui¢do ¢ otimizada num
gradiente linear de 0 a 85% do solvente B por 60 minutos, num fluxo de 0,2 mL/min. A
coluna e o aplicador automatico de amostras foram mantidos a 25°C e 10°C, respectivamente.

O volume de inje¢do dos compostos de referéncia e das amostras foi de 2 ulL.

O espectrometro de massas atuou com 4.5 kV e temperatura de solvatagdo de 180°C,
modo positivo em um intervalo de ionizagao entre 100 m/z a 1000 m/z, fluxo de nitrogénio de
6 L/min e pressdo de 0.8 bar. As amostras foram solubilizadas em acetonitrila 50% (v/v) e
TFA 0,1% (v/v) e injetadas usando um fluxo constante de 0,3mL/min. Para as andlises de
MS/MS foi utilizado o gas nitrogénio como gés de colisdo. A energia de colisdo utilizada foi
de 1 a 200 eV. Os dados foram processados pelo software Bruker Data Analysis (versdo 3.3) e

analisados pelo software Scaffold versao 4.1.

Para finalizar as analises, faz-se uso da Bioinformatica protedmica. Apds as aquisi¢des
dos resultados de espectrometria de massas de cada amostra, os dados sdo exportados e
submetidos a andlise automatica com a ferramenta de bioinformatica MASCOT v.2.1

(www.matrixscience.com) utilizado para auxiliar na identificacdo das proteinas do presente
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trabalho. Os espectros dos peptideos e das fragmentagdes obtidos experimentalmente sdo
confrontados com o conjunto de sequéncias de peptideos alocada no banco de dados
SwissProt. Para aumentar a precisdo na determinagdo das proteinas, serao utilizados os
seguintes parametros: Enzima: Tripsina como agente de clivagem; Taxonomia: Bacteria;
Carbamidometilagdo (cisteina) como modificagdo fixa; Oxidacdo (metionina e triptofano)
como modifica¢dao variavel; N° de clivagens perdidas pela enzima: 1; Massa molecular do
tipo: Monoisotopica; Massa molecular: sem restricoes; Erro de tolerancia de peptideos
+0,1Da e erro de tolerancia de MS/MS =+ 0,1 Da para analise de MS/MS; Protonagao: +1 ou

+1,+2, +3 para o estado da carga dos peptideos; Tipo de instrumentro: ESI-Q-ToF.

3.17 Prototipo de Biosensor utilizando anticorpos monoclonal anti-MRSA

Apos a purificagao dos anticorpos, esta etapa sera procedida na Faculdade de Quimica
de Araraquara com a participa¢do do Servico do Professor Sidney Ribeiro. Esta parceria ja
existe entre os laboratorios. Uma vez constituido os sensores, estes serdo transportados ao
LEC, para analise de especificidade. Esta etapa precisa ser realizada na Faculdade de
Araraquara em fun¢do da necessidade de controle de qualidade dos sensores por

espectofotometria atdbmica, equipamento ndo disponivel no campus de Botucatu.



Resudtados e Discussio
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A primeira etapa dos resultados envolveu a genotipagem da cepa de MRSA hospitalar
oriunda de amostra de paciente internado no Hospital Estadual de Bauru. Foi esta a cepa
utilizada por Querino, 2013. No entanto, a autora ndo havia procedido a confirmagdo da
multiresisténcia através da genotipagem, o que foi realizado no presente projeto, no
Laboratorio de Microbiologia do Instituto de Biociéncias, Unesp de Botucatu. O resultado
confirmou a presenga do gene mecA, comprovando a multirresisténcia da cepa utilizada nessa
pesquisa. Também foram confirmados os genes para as enterotoxinas G (seg), H (seh), I (sei)

e hemolisinas a (hla) e 8(hld), como pode ser observado no quadro 5.

Quadro 5 — Genotipagem da cepa de Staphylococcus aureus resistente a meticilina.

Fatores de viruléncia Gene Expressao
PBP2a mec A +
Superantigenos sea -
seb -
sec -
sed -
see
seg
seh
sei
ST
Hemolisinas Hla
hib
hid
Esfoliatinas ETA -
eth -
etd -
Fonte: Laudo do Laboratorio de Microbiologia do IBB-UNESP, 2014

o

+

Quanto a obtengdo e preparo dos extratos antigénicos, seguindo o descrito na
metodologia,foram executadas 3 técnicas diferentes, envolvendo MRSA, MSSA e E. coli.
Pode-se observar na tabela 1, que as amostras 1 (Sobrenadante de MRSA), 4 (pellet de
MSSA), 5 (pellet de E.coli) e 6 (pellet de MRSA), foram submetidas a técnica de fervura. A
amostra 2 (sobrenadante de cultura MRSA) foi obtida através da morte a temperatura

ambiente com posterior filtracdo em filtro de nylon 0,22u(Millex GN®)e a amostra 3
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(sobrenadante de cultura de MRSA) foi obtida através da morte a temperatura ambiente com
posterior imersdo no banho ultrassonico por 10 minutos. O objetivo da mudanc¢a metodologica
foi o de observar se havia diferenca entre os métodos na obtengdo quantitativa das proteinas.
Observou-se que as amostras submetidas a fervura (1,4,5 e 6) tiveram menores concentragdes
proteicas quando comparada as outras duas técnicas. A hipotese é de que o método de fervura,
apesar de ser considerada universal, promove a destrui¢do e/ou desnaturacdo de parte das
proteinas presentes nas amostras, no entanto, nao encontramos descricdo na literatura da
estabilidade ou instabilidade térmica destas proteinas, nem quais proteinas poderiam estar
comprometidas pela fervura. Os dados deste projeto corroboram com Querino, 2013, que
obteve 2,25 mg/mL na técnica de fervura. As maiores concentragcdes proteicas foram
identificadas nas técnicas de morte a temperatura ambiente seguido de filtracdo (amostra 2) e
morte a temperatura ambiente seguido de banho ultrassdnico (amostra 3), como pode ser

observado no grafico 1, em destaque no quadro vermelho.

Tabela 1-Modo de preparo dos respectivos extratos antigénicos e concentragdo proteica

obtida nas diferentes técnicas de preparo.

Antigeno Tipo Concentragao
mg/mL

Amostra 1- MRSA SNC - fervura 5,36
" Amostra 2 - MRSA SNC—TA + 9,56
i filtragao 0,22u :
| Amostra3 -MRSA  SNC—TA + banho 10,09 ]
| ultrassdnico
Amostra 4 - MSSA pellet 2,67
Amostra 5 — E. coli pellet 6,61
Amostra 6- MRSA pellet 6,63

Legenda: Amostra 1- Sobrenadante de MRSA; amostra 2- Sobrenadante de MRSA;
amostra 3- Sobrenadante de MRSA; amostra 4- pellet de MSSA; amostra 5- pellet de E.coli
¢ amostra 6- pellet de MRSA.
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Grafico 1 — Comparagdo das concentragdes protéicas (mg/mL) dos diferentes extratos

antigénicos obtidos.
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Legenda: Amostra 1- Sobrenadante de MRSA; amostra 2- Sobrenadante de MRSA;
amostra 3- Sobrenadante de MRSA; amostra 4- pellet de MSSA; amostra
5- pellet de E.coli e amostra 6- pellet de MRSA.

Os extratos antigénicos e SNC obtidos foram caracterizados por Eletroforese SDS-
PAGE em gel de poliacrilamida e corados com Azul de Comassie (Gibco®),demonstrado na
figura 9A. Na primeira pista tem-se o padrao de peso molecular, na pista ao lado observa-se
bandas de 65, 50,30 e 25 kDa referentes a amostra 1 (MRSA: SNC-fervura). Na amostra 2
(MRSA: SNC TA + filtragao) visualizou-se bandas de 50 kDa e 45 kDa e na ultima pista com
a amostra 3 (pellet de MSSA), ndo foi visualizado bandas. Diante destes resultados foi
realizada outra corrida eletroforética do extrato antigénico (amostra 3: pellet de MSSA) e de
outros extratos antigénicos ndo caracterizados anteriormente. O gel foi corado com azul de
Comassie(Gibco®) e contra-corado com nitrato de prata(Sigma Aldrich®), figura 9B. As
pistas selecionadas no retangulo vermelho, correspondem ao pellet de MRSA (amostra 5), ao
pellet de MSSA (amostra 7) e ao pellet de E.coli (amostra 8). Na amostra Sforam
identificadas trés bandas fortes:50, 23 e 18 kDa, respectivamente. Na amostra 7, destacam-se
4 bandas ou “spots” proteicos: uma banda forte de 50 kDa e bandas marcadas fracamente nas
regides de 30 kDa e entre 23 e 18 kDa. Na amostra 8, observam-se uma bandas de 37, 30, 25
e 15 kDa. Assim, pode-se observar que ha similaridade entre amostras do pellet de MRSA e
MSSA. Esses dados estdo registrados no quadro 6 abaixo, onde pode se observar que as
proteinas contra as quais foram obtidos anticorpos monoclonais se expressam tanto nas cepas

de MRSA quanto nas cepas de MSSA.
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Figura 9 - Eletroforese SDS-PAGE em gel de poliacrilamida, corado com Azul de Comassie.

PM 1 2 3 PM 1
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100 KDa
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2 3 PM

4 5 6 T . B

9 10

Legenda: em A : P.M.: padrdo de peso molecular; amostra 1: MRSA: SNC-fervura; amostra 2:
MRSA: SNC TA + filtragdo e amostra 3 pellet de MSSA. Em duplicata. Em B Eletroforese SDS-
PAGE em gel de poliacrilamida, corado com Azul de Comassie e contra corado com nitrato de
prata. 4: MRSA SNC fervura 4,03mg/mL; 5: MRSA pellet 6,63 mg/mL; 6: MRSA SNC fervura,
2,50mg/m; 7 :MSSA pellet, 3,4lmg/mL;8:E. coli pellet,6,68mg/mL;9: MRSASNCfervura
Img/mL; 10: MRSASNCfervura, 0,50mg/mL.

Foto Arquivo Pessoal, 2014.

Quadro 6 — Amostras dos extratos antigénicos de diferentes cepas utilizadas para a

caracteriza¢ao antigénica da amostra utilizada.

Caracterizacio das amostra Gel 1?(]()1;1)\/[ em Gel B (PM em kDa)
1 - MRSA SN fervura 65, 50, 30, 25
2- MRSA: SN TA + filtragdo 50 e 45 kDa

3 - MSSA

4- SNC de MRSA

Arrasto proteico por
excesso de proteinas

5—- MRSApellet

50,23 e 18

6 -MRSA SN fervura

Arrasto proteico por
excesso de proteinas

7 - MSSA pellet

50,30,23 e 18

8 - E. colipellet

37,30,25e 15

9 — MRSA SN fervura

Arrasto proteico por
excesso de proteinas

10 - MRSA SN fervura

Arrasto proteico por
excesso de proteinas

Legenda: PM=Peso Molecular; SN=Sobrenadante

Foto Arquivo Pessoal, 2014.

Quanto a taxa de sobrevivéncia dos camundongos Balb/C que foram utilizados nos

protocolos de imunizagdo, no protocolo classico foram utilizados por Querino, 2013, 5

animais. Nao houve mortalidade de nenhum dos camundongos. No presente protocolo
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utilizando a imunizagdo subtrativa, foram utilizados 10 animais sendo que 3 deles foram a
obito. A morte de 30% dos animais esta relacionada ao uso da droga imunossupressora, a
ciclofosfamida, estes dados corroboram aqueles de McDonald, 2003 que relata o aumento da
taxa de mortalidade em humanos transplantados que receberam a dose de 60mg/Kg de peso
de CFM no protocolo de quimioterapia ablativa pré-transplante de medula-6ssea. A
mortalidade identificada relacionou-se com a obstrucdo de sinuséides hepaticos e trombose
determinada pela toxicidade da droga. No presente trabalho, utilizamos a concentragdo
proposta por Jin, 2012,muito superior, no entanto, os autores ndo relatam se houve ou nao

aumento da mortalidade, para que se pudesse fazer analise comparativa dos resultados.

Apds o periodo de imunizagdo, procedeu-se a fusdo celular dos linfocitos extraidos
dos bacos dos camundongos imunizados com células de mieloma murino. Durante o
procedimento técnico de remogdo dos bacos, a denominada esplenectomia, foi identificado
uma importante aderéncia dos tecidos adjacentes como epiplon ou omento com aumento
importante da vascularizacdo. Este aspecto pode ser observado na figura 10. Esta dificuldade
técnica ¢ outra observagdo relevante no protocolo, pois nos demais protocolos de obtengdo e
geracdo de novos hibridomas isto ndo ¢ apontado. Alguns autores relacionam esta dificuldade

as caracteristicas do antigeno.

Figura 10 - Aspecto operacional da esplenectomia.

Legenda: seta branca continua mostra tecidos fortemente aderidos; seta branca pontilhada aponta

importante vascularizagdo; forma circular em vermelho delimita contormo do bago, com 3X o

tamanho normal. Foto Arquivo Pessoal, 2014.
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Apesar das dificuldades técnicas para a remog¢ao do bago, em fun¢do da importante aderéncia
identificada, o procedimento de remocgao dos linfocitos procedeu-se de forma adequada, sendo
que o numero total de linfomononucleares contados (em cada baco dos sete animais que
permaneceram vivos) foi de: 12,6 x10 ’; 20,3 x10"; 2,2 x10; 13,7 x10"; 19,5 x107; 16,5 x 10’
e 23,6 x 107 células. Sendo que nos animais em que foi observada a aderéncia e

hipervascularizagao periférica, a contagem celular foi menor.

Uma vez obtidos os linfocitos, foi procedida a fusdo celular. O resultado de cada uma

destas fusdes esté registrado na tabela 2.

Tabela 2 — Resultado das sete fusdes celulares do protocolo de Imunizagdo Subtrativa.

1 478 40,4 193 193 0

2 670 51,8 347 347 0
3 766 23,1 177 177 0
4 478 12,3 59 59 0
5 670 19,7 132 132 1
6 574 28,5 164 164 0
7 766 41,6 319 319 3
Total 4.402 Média~31,59 1.391 1.391 4

Foram construidos 4.402 hibridos, sendo que a denominagao “construido” ¢ utilizada,
pois as células colocadas em cultura apoés a fusdo celular, ndo se tratava nem do linfocito
oriundo do bago dos animais nem especificamente da célula neoplasica usada como parceira
da fusdo. Tratava-se do hibridoma, ou célula construida. A efetividade média das fusdes foi de

31,59%. Essa média ¢ baixa quando comparada a taxa de efetividade de fusdo obtida nos
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protocolos de imunizagdes tradicionais feitos no Laboratério de Engenharia Celular (LEC).
Nos protocolos de obtencao de anticorpos monoclonais dirigidos contra antigenos da hemécia
humana, foram realizados 7 protocolos denominados ED, por imunizagao classica, obtendo
um total de 2861 hibridos. A taxa de fusdo nestes protocolos foi de 74,56% (MURADOR,
2007). Isto representa uma efetividade 2,42 vezes maior do que a obtida no protocolo de

imunizacao subtrativa.

Dos 4.402 hibridos construidos no protocolo de MRSAs (imunizagdo subtrativa),
1.391 hibridos mantiveram estabilidade em cultura e os respectivos sobrenadantes de cultura
foram testados, e 4 células foram identificadas como interessantes e amplificadas, dando uma
propor¢ao de 1 hibrido a cada 347 testados. Durante os retestes, apenas um hibrido manteve
estabilidade e positividade nos testes. Este fato se d4a por conta do rearranjo cromossomico
que ocorre nas células apds a fusdo celular, sendo, portanto, os re-testes obrigatorios.

A comparagdo dos métodos de Imunizagdo Classica realizada no projeto de Querino,
2013 ¢ dados referentes ao LEC, com imunizagdo classica usando a hemacia humana como

imunodgeno versus Imunizagdo Subtrativa pode ser observada na tabela 3.

Tabela 3 — Comparacao dos métodos de Imunizagdo Classica e Imunizagdo Subtrativa.

Método de Imunizacio N’ de N'de Relagdo de hibridos positivos/
Hibridos  Hibridos total de hibridos

viaveis  positivos

Classica, Querino, 2013 1236 9 1/137
Classica, LEC, 2861 36 1/80
2007 imunégeno=hemiicia humana)

Subtrativa 1391 1 1/1391

Fonte: arquivo LEC e dados pessoais, 2014

Segundo, Harlow e Lane, autores do livro Antibodies, na 6* edi¢do em 2006, eles
propdem que no protocolo classico deve-se esperar 1 hibrido positivo a cada 1.000 testados; e
em um protocolo com hiperimunizacdo ( mais que 3 inje¢des de antigeno), como o realizado
por Querino, deve-se esperar obter 1 hibrido positivo a cada 300 testados. Querino, 2013
conseguiu uma média acima da citada pelos autores, evidenciando a maturidade tecnologica
do laboratério associada a escolha da técnica de imunizagdo. No entanto, apesar de se obter
mais hibridomas, estes obtidos por Querino em 2013 apresentam reacdo cruzada com a E.

coli. Comparando a imunizagdo subtrativa com o proposto para protocolos classicos pelos
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autores Harlow e Lane, infere-se que foi alcancada nesse projeto a proporcao esperada, sendo

essa igual a 1/1391.

O screening dos hibridos foi feito pelo método de ELISA Indireto, com os seguintes
resultados exemplificados na tabela 4. Das trés primeiras fusdes realizadas, foram testados
717 hibridos, sendo que nenhum deles apresentou reatividade com o antigeno utilizadono
coating na concentracdo de 25ug/mL. Esta concentragdo foi definida em funcdo dos
protocolos de Harlow & Lane na publicagdo “Antibodies. Apds estes resultados, decidiu-se
ajustar a concentracdo de antigeno para 40ug/mL conforme POP do Laboratorio e experiéncia

anterior de Vicentini-Oliveira, 2010.

Tabela 4 — Resultado do screening dos hibridos por Elisa indireto.

_ Todos negativos 25ug/mL (pellet e SNC)

0 °
1"screening: 4

hibridos positivos;
674 2'screening: 3 40ug/mL(pellet e SNC)
negativos e 1

positivo

O controle negativo teve uma densidade optica (D.O.) igual a 0,034. O padrao de

positividade deve ser trés vezes maior ou igual a D.O. do controle negativo( > 3 x 0.034: >
0,102). O controle positivo utilizado foi o soro do camundongo imunizado, com uma D.O.
igual a 0,287. A D.O. dos sobrenadantes dos hibridos negativos ficaram entre 0.038 e 0.050.
Dos quatro hibridos inicialmente positivos, apenas 1 manteve seu perfil de secre¢do de AcMm

(anticorpo monoclonal), com D.O. aproximada de 0,450.

Em relacdo a clonagem, realizada pela técnica de dilui¢do limitante, foram clonados 1
hibrido do protocolo de imunizagdo subtrativa, denominado MRSAS 5-23 e 1 hibrido do
protocolo de Querino, 2013, denominado MRSA 2-196. No total foram construidos 956
clones, com 144 clones viaveis, 64 clones multiplos e 80 clones Unicos, como demonstrado na

tabela 5.



44

Tabela 5 - Resultado das clonagens do hibrido MRSA 2-196 e MRSAS 5-23.

MRSAS
478 60 28 32
5-23
MRSA 2-196 478 84 36 48
Total 956 144 64 80

Na figura 11 visualizam-se fotos de um clone Unico, com apenas um agrupamento de
células e na outra foto, um exemplo de clone multiplo, podendo ter dois ou mais grupos de

células.

O processo de clonagem envolve o isolamento de uma célula adaptada para
crescimento em coldnias, portanto, considerado como um processo agressivo e adaptativo.
Nem todas as células conseguem esta adaptagdo desejada. Para minimizar o efeito da
“solidao”, sdo utilizadas feeders cells, na forma de tapete. Como pode se observar, a
viabilidade da clonagem foi baixa. Dos 956 clones distribuidos a viabilidade média foi de

15,06%.Esta viabilidade corrobora com achados de Jesuino, 2009.

Figura 11 —Fotomicrografia da clonagem realizada pela técnica de Dilui¢do Limitante,
observado por microscopia invertida de luz transmitida.

A

Legenda: Figura A — exemplo de clone multiplo; Figura B — exemplo de clone tnico; ambos sob o tapete de feeder cells.
Aumento de 5 vezes.Fonte: arquivo pessoal, 2014
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A Determinagdo de Classe e sub-classe dos hibridos e clones escolhidos foi feita por
citometria de fluxo, utilizando o kit CBA flex - IgA, IgG e IgM (BD Biosciences®) -
Cytometric Bead Array (CBA). Na figura 12, identifica-se no primeiro plot a direita a
delimitagdo da populacao de beads e ao lado a marcacao do controle negativo. Nos plots
abaixo temos a marcacdo dos controles positivos das diferentes classes e sub-classes presentes
no kit, como IgG1; IgG2b; IgA; IgE; 1gG2a; 1gG3 e IgM. Na figura 13, identifica-se que tanto
0 hibrido MRSA 2-196 como o clone MRSA 2-196A42 sdo pertencentes a mesma classe e
subclasse IgG2a. Isso ¢ devido ao fato de que o hibrido foi extensivamente repicado e
selecionado, adquirindo dessa forma as caracteristicas do clone. O hibrido MRSA 3-75
demonstrou uma marcagdo fraca para IgM, este hibrido ndo foi selecionado para testes
posteriores. O hibrido MRSAS 5-23 foi negativo no teste CBA, mas foi selecionado como um
bom hibrido com resultados importantes em testes posteriores pela técnica de Western

Blotting.

Figura 12 —Resultado da Determinagdo de Classe e Subclasse dos anticorpos produzidos pelo

kit CBA flex - IgA, IgG e IgM (BD Biosciences®).
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Fonte: arquivo compartilhado com o Laboratoério de Citometria de Fluxo- Hemocentro de Botucatu, 2014.
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Figura 13 - Resultado da Determinagdo de Classe e Subclasse dos anticorpos produzidos pelo

kit CBA flex - IgA, IgG e IgM (BD Biosciences®).

Hibrido MRSA 2-196 Clone MRSA 2-196A42
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10 102 103 104
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Fonte: arquivo compartilhado com o Laboratério de Citometria de Fluxo- Hemocentro de Botucatu, 2014

Tendo em vista que os testes de screening foram realizados por Elisa indireto,
optamos também por testar a especificidade dos anticorpos por citometria de fluxo. Estes
resultados preliminares foram motivadores. Como observado na figura 14, na primeira
imagem temos a delimitagdo do gate de bactérias a ser analisadas. Ao lado, o histograma do
controle auto, ou seja, a determinag¢do da taxa de autofluorescéncia da bactéria, observa-se
que 1.61% delas tem auto fluorescéncia. Foram utilizados 2 controles positivos: 1 o soro do
animal imunizado, utilizado como controle nos testes de Elisa e o anticorpo comercial anti-
PBP2a, que reconhece S. aureus multirresistente. A escolha deste anticorpo foi baseada na
hipdtese de que obteriamos anticorpos desta especificidade, e de que este imunomarcador
seria o controle positivo, o guia para norteador a produg¢do de anticorpos monoclonais
dirigidos contra antigenos confirmadamente comprovados como cepas de MRSA. O controle
do soro do animal imunizado evidencia que o protocolo de imunizagdo subtrativa teve

realmente sucesso, com 99,98% de positividade. J4& com o uso do anticorpo comercial,
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observa-se um achatamento do histograma com desvio para a direita e uma positividade de
62,95%. O niimero de eventos analisados foi de 20.000, portanto largamente suficiente para

que a analise seja considerada valida.

Figura 14-Resultado da Citometria de Fluxo realizada para avaliar a especificidade dos

anticorpos monoclonais produzidos.
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(grafico abaixo e lado esquerdo); controle positivo — bactéria + anticorpo comercial anti-PBP2a (grafico abaixo e a

direita). Fonte: arquivo compartilhado com o Laboratério de Citometria de Fluxo- Hemocentro de Botucatu, 2014.

Abaixo, na figura 15, no primeiro histograma temos o controle negativo do
secundario, onde observamos 2,65% de positividade. O primeiro hibrido e clone analisados
mostram positividade superior a 96% sendo que o liquido ascitico do clone, ndo purificado,

teve um desempenho um pouco menor, mas ainda assim de 88%.
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realizada para avaliar a especificidade dos
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196; grafico abaixo e a esquerda: clone 2-196A42; grafico abaixo e a direita: liquido ascitico do clone 2-196A42

Fonte: arquivo compartilhado com o Laboratdrio de Citometria de Fluxo- Hemocentro de Botucatu, 2014

Na figura 16, o histograma acima € o controle do anticorpo secundario de uma IgM. O

histograma abaixo ¢ o hibrido da imunizagdo subtrativa (MRSAS 5-23) onde teve

positividade de 14,19%. Estes resultados devem ser otimizados apds a devida clonagem do

hibrido e estabilidade da produgcdo de imunoglobulinas. Na realidade, a clonagem foi

realizada, mas por questdes técnicas o screening por ELISA ndo resultou satisfatorio e ndo

houve a possibilidade de agendamento para screening por citometria de fluxo. Estas analises

deverdo ser realizadas na continuidade do projeto. No entanto, resultados do Western blotting

mostram que se trata de um anticorpo fortemente reagente. Sabe-se que determinados

anticorpos podem funcionar bem em uma técnica € ndo em outra. Isto ¢ facilmente

identificavel na leitura dos datasheets dos reagentes.



49

Figura 16 — Resultado da Citometria de Fluxo realizada para avaliar a especificidade dos

anticorpos monoclonais produzidos.
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Grafico acima: controle secundario IgM (bactéria + secundario); grafico abaixo e a esquerda: MRSAS (subtrativa): hibrido 5-

23.Fonte: arquivo compartilhado com o Laboratorio de Citometria de Fluxo- Hemocentro de Botucatu, 2014.

Para facilitar a analise da citometria de fluxo, a tabela 6, resume os dados relevantes
dos histogramas acima. Observou-se, como esperado, uma grande diferenca entre o controle
“auto” (1,61%), do controle positivo utilizando o soro do animal imunizado, que portanto
tinha a producdo de um anticorpo policlonal anti-MRSA (99,98%), enquanto que o anticorpo
comercial anti PBP2a (BBI solution®) teve uma positividade de 62,95%. O desempenho,
tanto do hibrido MRSA2-196, como de seu clone (2-196A42) foi superponivel ao controle

positivo usando o soro do animal imunizado.

Tabela 6 —M¢édia de Intensidade de Fluorescéncia, por Citometria de Fluxo.

Controle auto da populagd@o bacteriana MRSA 1,61%
Controle positivo do soro do camundongo 99,98%
Controle positivo comercial anti-PBP2a 62,95%
Controle secundario — IgG 2,65%
Hibrido MRSA 2-196 97,10%
Clone MRSA 2-196A42 96,22%
Liquido ascitico do clone MRSA 2-196A42 88,37%
Controle secundario - IgM 1,63%

Hibrido MRSAS 5-23 14,19%
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A Caracterizacdo da reatividade imunolédgica dos anticorpos monoclonais obtidos
(clone MRSA 2-196A42 e Hibrido MRSAS 5-23) e do anticorpo comercial anti-PBP2a foi

realizada pela técnica deWestern Blotting. Visualizando afigura 17, pode-se discutir que:

v" O extrato antigénico da amostra 2 (SNC+filtragdo) por ter sido filtrado em filtro de
0,22pm de didmetro perdeu-se a banda de 30 kDa;

v Nenhum dos anticorpos apresentam reagdo com a E.coli (amostra 5);

v" O anticorpo comercial anti-PBP2a indicou a presenga de proteina nas amostras 1, 2 e
3, demonstrando a presenga dessa proteina no preparado antigénico obtido a partir do

sobrenadante mas ndo no extrato membrandrio obtido a partir do pellet (amostra 6).

Figura 17 — Western Blotting dos anticorpos MRSA 2-194A42, MRSAS 5-23 e do anti-

PBP2a comercial.

Anticorpo comercial anti-

izaca i Imunizagdo Classica
Imunizagdo Subtrativa ¢ PBP2a

1 23 456 1 23456 1 23 456

~50kDa ~50kDa . .
—EE. -3 ' -

~30kDa ~30kDa
—_—) . — - - - - ot

Teste com ac MRSAS 5-23 Teste com ac MRSA 2-196A42 Teste com ac comercial

Amostra 1 = SND método de fervura (5,36mg/mlL); Amostra 2 =SND TA filtrado (9,56 mg/mL); Amostra3 = SND TA+
banho ultrassénico (10,09 mg/mL); Amostra 4 = pellet de MSSA ( 2,67mg/mL) ; Amostra 5= pellet E. coli (6,61
mg/mL); Amostra 6 = pellet MRSA (6,63 mg/ml).

Em virtude desses resultados, foi proposto fazer a caracterizacdo protedmica das
bandas de 30 kDa e de 50 kDa, para a identificacio de qual proteina os anticorpos
monoclonais produzidos reconhecem. A andlise protéomica foi realizada no laboratorio da
Prof. Dra Lucilene Delazari dos Santos, no CEVAP no Campus Lageado da Unesp de
Botucatu-SP.
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A banda de 30 kDa , quando analisada por técnicas de protedmica, foi identificada
como uma proteina denominada IsaA, conforme dados abaixo obtidos da ferramenta de
bioinformatica MASCOT, vide figura 18.A identidade protedmica esta registrada como
ISAA STAAC, Q5SHCY integrante do UniProtKB/Swiss-Prot a partir de dezembro de 2005,

correspondendo ao mesmo perfil da cepa bacteriana utilizada no presente projeto.

Figura 18 — Grafico de distribui¢cao da pontuacao peptidica.
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Na figura acima, observa-se a distribui¢do do escore dos peptideos, onde o valor de P
¢ menor que 0,05, portanto com significancia estatistica. Outra observacdo € sobre a area de
distribui¢do dos peptideos, que quando > que 38 indica identidade ou homologia extensa. O

escore encontrado nesta analise foi de 110, conforme figura 19.
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Figura 19 — Proteinas correspondentes ao mesmo conjunto de peptideos. Andalise protedmica
realizada com uso da ferramenta MASCOT.

ISAA STAAC Mass: 24188 Score: 110 Matches: 8(2) Sequences: 4(1) emPAI: 0.34
|Probab1e transglycosylase isaﬂ OS=Staphylococcus aureus (strain COL) GN=isaA PE=1 SV=1
Proteins matching the same set of peptides:

ISAA STAAE Mass: 24188 Score: 110 Matches: 8(2) Sequences: 4(1)

Probable transglycosylase isaA OS=Staphylococcus aureus (strain Newman) GN=isaA PE=3 SV=1

ISAA STAAM Mass: 24189 Score: 110 Matches: 8(2) Sequences: 4(1)
Probable transglycosylase isaA OS=Staphylococcus aureus (strain Mu50 / ATCC 700699) GN=isaA PE=1 SV=1

ISAA STAAN Mass: 24189 Score: 110 Matches: 8(2) Sequences: 4(1)

Probable transglycosylase isaA OS=Staphylococcus aureus (strain N315) GN=isaA PE=1 SV=1

ISAA STAAS Mass: 24188 Score: 110 Matches: 8(2) Sequences: 4(1)

Probable transglycosylase isaA OS=Staphylococcus aureus (strain MSSA476) GN=isaA PE=3 SV=1

ISAA STAAU Mass: 24188 Score: 110 Matches: 8(2) Sequences: 4(1)

Probable transglycosylase isaA OS=Staphylococcus aureus GN=isaA PE=1 8V=1

ISAA STAAW Mass: 24188 Score: 110 Matches: 8(2) Sequences: 4(1)

Probable transglycosylase isaA OS=Staphylococcus aureus (strain MW2) GN=isaA PE=3 SV=1

ISAA STAAL Mass: 24189 Score: 110 Matches: 8(2) Sequences: 4(1)

Probable transglycosylase isaA OS=Staphylococcus aureus (strain Mu3 / ATCC 700698) GN=isaA PE=3 SV=1

ISAA STAA3 Mass: 24188 Score: 110 Matches: 8(2) Sequences: 4(1)
Probable transglycosylase isaA OS=Staphylococcus aureus (strain USA300) GN=isaA PE=3 SV=1
ISAA STAAS8 Mass: 24188 Score: 110 Matches: 8(2) Sequences: 4(1)
Probable transglycosylase isaA OS=Staphylococcus aureus (strain NCTC 8325) GN=isaA PE=1 8V=1
Esses dados corroboram com Lorenz e colaboradores, 2000, que identificaram IsaA
como uma proteina extracelular do Staplylococcus aureus com peso molecular aproximado de
29kDa, durante um estudo para avaliar estruturas imunodominantes que foram expressas in

vivo durante a sepse causada por MRSA através de andlise de soros humanos.

Em 2002, Vytvytska e colaboradores, através da andlise protedmica de soro de
pacientes sauddveis e com infeccdo por S. aureus identificaram 15 proteinas candidatas a
vacinas, dentre elas, o antigeno imunodominante estafilococico A, isaA. Os autores
classificaram a proteina como tendo uma fung¢ado putativa de adesdo e agregagdo. Trata-se de
uma proteina do tipo transglicosilase litica ligada a parede celular de forma nao-covalente que
pode ser encontrada também no sobrenadante de cultura (LORENZ et al., 2000; SAKATA et
al., 2005; STAPLETON et al., 2007; Van den BERG, et.al., 2014), dados estes confirmados
nesta pesquisa através da andlise imunoquimica por Western Blotting,ondeidentifica-se a
banda de 30 kDa (IsaA) em amostras de sobrenadante de cultura (amostra 1) e também no

pellet (amostra 4).

Segundo Ziebandt e colaboradores, 2010, IsaA ¢ uma proteina conservada que ¢
invariavelmente produzida por todos os S.aureusisolados e testados até agora, conhecida
como antigeno imunodominante estafilococico A.Devido a essas caracteristicas, Van den
Berg et. al., 2014, consideram IsaA como uma proteina padrio de arrumagado

celular(“housekeeping”).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1438422114001507#bib0085
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1438422114001507#bib0120
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1438422114001507#bib0120
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1438422114001507#bib0145
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1438422114001507#bib0190
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Lorenz e colaboradores, em 2011, desenvolveram um anticorpo monoclonal visando a
proteinalsaA (anti-IsaA murino IgG1), e testou a sua a eficacia terapéutica em um modelo de
infeccdo relacionada com o cateter venoso central (camundongos imunocompetentes) € um
modelo de sobrevivéncia em casos de sepse. Ambos os modelos de infeccdo demonstraram
que a aplicagdo passiva de anticorpos anti-IsaA reduz significativamente a carga bacteriana
em tecidos do hospedeiro em relagdo aos animais ndo tratados. Ex-vivo, anti-IsaA ativa
fagocitos e induz metabolitos reativos de oxigénio altamente microbicida de uma maneira
dose-dependente, resultando em morte bacteriana.Este anticorpo, denominado UK-66P,
reconheceu todas as cepas de S. aureus testadas, incluindo cepas de S.aureus resistente a
meticilina — hospitalar e adquiridas da comunidade. Quanto ao reconhecimento das cepas de
S. aureus, os dados obtidos por Lorenz, 2011, corroboram com os dados descritos por van den
Berg e colaboradores em 2014, onde afirmam que o anticorpo monoclonal anti-IsaA (IgG 1)
humano, chamado 1D9, desenvolvido por eles, reconheceu 26 isolados de S. aureus testados,

incluindo cepas de S. aureus sensives e resistentes a meticilina (MSSA e MRSA).

Na pesquisa feita por Van den Berg e colaboradores, em 2014, num modelo murino de
bacteremia, o tratamento profildtico com uma dose tnica de 5 mg/kg de 1D9 aumentou a
sobrevivéncia de camundongos infectados com S. aureus (MSSA) significativamente, porém
o tratamento terapéutico com a mesma dose ndo influenciou a sobrevivéncia dos animais. Os
dados encontrados na eletroforese de proteinas realizadas neste trabalho, com a identifica¢do
das mesmas bandas de proteinas no MRSA e MSSA corroboram com os achados de Van den
Berg. Somando-se a isso, nem o tratamento profilatico e nem o terapéutico com 5 mg / kg
1D9 resultaram na melhoria da sobrevida de camundongos com bacteremia de MRSA. Os
autores propuseram entdo que o MAb humano 1D9, possivelmente conjugado com, por
exemplo, um outro anticorpo, citocinas, antibioticos, quimiocinas, podem resultar em

mecanismos valiosos para combater infec¢des por S. aureus em pacientes.

Em 2014, trabalho de Oesterreich e colaboradores, abordando caracterizagdo das
funcionalidades bioldgicas anti-estafilocdcica do clone HUK-66, da sub classe IgGl, um
anticorpo monoclonal humanizado, anti-IsaAem abordagem imunoterapéutica, concluem que
0 anticorpo age em amostras de sangue total de paciente em septicemia por S. aureus, em

especial de pacientes portadores de diabetes, insuficiéncia renal e doenca arterial oclusiva.

Pode-se projetar a utilizagdo deste anticorpo monoclonal para vacinas e imunoterapia.
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O segundo anticorpo caracterizado, MRSA2-196A42, reconheceu fortemente uma
banda de 50 kDa, a qual através da andlise protedmica confirmou a identificacdo de uma
proteina denominada ATP sintase. Na figura 20 e 21, tem-se os dados obtidos do MASCOT.
Observa-se que a identidade analisada obteve um escore de 303, quase 10 vezes maior do que
a de 38, que ja tem significancia. Portanto, ndo ha duvida nesta identidade bioldgica. O que
trouxe preocupacdo ¢ de que o anticorpo comercial anti-PBP2a utilizado como controle
positivo, reconhece uma banda proteica na analise do W. blotting correspondente a banda do
clone produzido no LEC. Estaria o anticorpo comercial caracterizado de forma equivocada?
Esta pergunta merece analises complementares. Quando formulada a hipotese de que a banda
reconhecida poderia ser um dimero de uma proteina de peso molecular maior, a analise do
software MASCOT, ferramenta de alta precisdo, ndo aponta como valida. Portanto, ndo ha
davida da identidade protedmica da banda de 50 kDa que os anticorpos produzidos no LEC
reconhecem. Em trabalhos anteriores no laboratorio, usando anticorpos monoclonais
disponiveis no mercado, com registro na ANVISA, para a técnica de citometria de fluxo,
problema semelhante ja fora identificado. Quando informado sobre o problema, a empresa

retirou o anticorpo do mercado.

Figura 20 - Grafico de distribui¢do da pontuacao peptidica.
wScore distribution

Number of Matches (le+2)

L T TR L.
0 25 a0 75

Peptide Score

Peptide score distribution. Ions score is —101log(P), where P is the
probability that the observed match is a random event. Individual
ions scores > 38 indicate identity or extensive homology
(p<0.05).
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Figura 21 - Proteinas correspondentes ao mesmo conjunto de peptidios.

Sequences: 21(8) emPAI: 1.49

ATP synthase subunit beta| 0S=Staphylococcus aureus (strain bovine RF122 / ET3-1) GN=atpD PE=3 SV=1

Proteins matching the same set of peptides:

ATPB STAAC Mass: 51368 Score: 303 Matches: 47(10) Sequences: 21(8)

ATP synthase subunit beta 0S=Staphylococcus aureus (strain COL) GN=atpD PE=3 SV=1

ATPB_STAAE Mass: 51368 Score: 303 Matches: 47(10) Sequences: 21(8)

ATP synthase subunit beta 0S=Staphylococcus aureus (strain Newman) GN=atpD PE=3 SV=1

ATPB STAAM Mass: 51368 Score: 303 Matches: 47(10) Sequences: 21(8)

ATP synthase subunit beta 0S=Staphylococcus aureus (strain MuS0 / ATCC 700699) GN=atpD PE=1 SV=1
ATPB_STAAN Mass: 51368 Score: 303 Matches: 47(10) Sequences: 21(8)

ATP synthase subunit beta OS=Staphylococcus aureus (strain N315) GN=atpD PE=1 SV=1

ATPB STAAR Mass: 51368 Score: 303 Matches: 47(10) Sequences: 21(8)

ATP synthase subunit beta OS=Staphylococcus aureus (strain MRSA252) GN=atpD PE=3 SV=1

ATPB STAAS Mass: 51368 Score: 303 Matches: 47(10) Sequences: 21(8)

ATP synthase subunit beta 0S=Staphylococcus aureus (strain MSSA476) GN=atpD PE=3 SV=1

ATPB STAAT Mass: 51368 Score: 303 Matches: 47(10) Sequences: 21(8)

ATP synthase subunit beta 0S=Staphylococcus aureus (strain USA300 / TCH1516) GN=atpD PE=3 SV=1
ATPB STAAW Mass: 51368 Score: 303 Matches: 47(10) Sequences: 21(8)

ATP synthase subunit beta 0S=Staphylococcus |aureus (strain MW2) GN=atpD PE=3 SV=1

ATPB STAAL Mass: 51368 Score: 303 Matches: 47(10) Sequences: 21(8)

ATP synthase subunit beta OS=Staphylococcus aureus (strain Mu3 / ATCC 700698) GN=atpD PE=3 SV=1
ATPB STAR2 Mass: 51368 Score: 303 Matches: 47(10) Sequences: 21(8)

ATP synthase subunit beta OS=Staphylococcus aureus (strain JH1) GN=atpD PE=3 SV=1

ATPB STAA3 Mass: 51368 Score: 303 Matches: 47(10) Sequences: 21(8)

ATP synthase subunit beta 0S=Staphylococcus aureus (strain USA300) GN=atpD PE=3 SV=1

ATPB STAAS Mass: 51368 Score: 303 Matches: 47(10) Sequences: 21(8)

ATP synthase subunit beta 0S=Staphylococcus aureus (strain NCTC 8325) GN=atpD PE=3 SV=1

ATPB STAAS Mass: 51368 Score: 303 Matches: 47(10) Sequences: 21(8)

ATP synthase

subunit beta

0S=Staphylococcus aureus

(strain

JH9) GN=atpD PE=3 SV=1

A descricdo para a proteina ATP sintase, segundo o site Uniprot (Universal Protein
Resource), ¢ de que ela produz ATP a partir de ADP na presenca de um gradiente de protons
através da membrana. As ATP sintases sdo complexos multiproteicos, de grande tamanho
(630 kDa), encontrados nas membranas de bactérias, mitocondrias e cloroplastos tendo
atividades extremamente diferentes, conforme a origem, diferindo seu mecanismo de
regulacdo e suas bases moleculares (WALKER, 2013), sendo fundamentais nos processos de
fosforilagdo oxidativa microbiana. Os sitios cataliticos estdo localizados, principalmente, nas

subunidades beta, de peso molecular de 50kDa, correspondendo a identidade dos anticorpos

produzidos no LEC de Botucatu.

De acordo com Bald e colaboradores, em 2010,as vias metabdlicas de energia das
bactérias sdo pouco exploradas como alvos de drogas para os patdgenos resistentes gram-
positivos e negativos. As bactérias podem produzir ATP por niveis de fosforilacao de fontes
de carbono fermentaveis ou por fosforilacdo oxidativausando a cadeia respiratoria e ATP
sintase. Em 2005 foi demonstrado por Andries e colaboradores que o bloqueio da enzima
ATP sintase por um novo medicamento diarylquinoline, ¢ uma estratégia altamente eficaz

para o tratamento de Mycobacterium tuberculosisresistente a drogas.
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Balemans e colaboradores em 2012, identificaram wum novo farmaco, a
diarylquinoline, com atividade inibitéria potente contrapatégenos gram- positivos e rapida
atividade bactericida em S. aureus. Foi confirmado que este inibidor diarylquinoline interage
com a subunidade ¢ de ATP sintase e atua como inibidores da sintese de ATP. Esses
resultados demonstram uma forte diminuicdo do ntiimero de unidade formadora de coldnias
(UFC) sobre a regulagdo negativa da transcricdo de genes atpE, que codifica a subunidade c
FO da ATP sintase, indicando uma fung¢ao importante da enzima ATP sintase, em crescimento

e sobrevivéncia de S. aureus(BALEMANS, et. al., 2012).

Ahmad e Cox em 2014 publicaram um artigo definindo a a¢do da ATP sintase como
nanomotor. Nanomotores bioldgicos sao maquinas moleculares encontradas nas células. Estas
nanomaquinas “sdo projetadas” naturalmente para realizar fungdes especificas, entre elas esta
a tarefa de usar energia e converté-la em trabalho mecéanico. Os nanomotores moleculares, na
sua maioria, proteina como a ATP sintase, fazem o trabalho quimico de producdo do ATP e
energia. Estes nanomotores sdo denominados como integrantes da categoria bioldgica, uma
vez que existem aqueles ndo biologicos. Os nanomotores bioldgicos sdo maquinas
moleculares incriveis que se responsabilizam por processos fundamentais da vida celular,

animal, microbiana e vegetal.

As nanobiotecnologias cobrem uma variedade extensa de tecnologias. Trata-se da
fusdo de biologia celular/molecular com os denominados nanodevices,as nanoparticulas, os
nanomotores de proteinas, as nanoescalas para utiliza¢do no estudo ou intervengao das células
vivas. O objetivo desta nanotecnologia ¢ o de produzir nanoferramentas relevantes para a
solucao de problemas médicos e biologicos. A ATP sintase € um modelo basico, pioneiro no
desenvolvimento de nanomotores para uso na nanomedicina. Vai ser de grande
interessepara o desenvolvimento de tecnologias hibridas que ligammicrofabricagdo para
varios nanomotores biologico (AHMAD & COX, 2014). O anticorpo obtido no LEC pode ser

utilizado entre outras coisas, para a purificagdo destes nanomotores.

As proteinas IsaA e ATP sintase identificadas pelos anticorpos monoclonais MRSA 2-
196A42 e MRSAS 5-23 nao foram encontradas por Enany e colaboradores em 2012 quando
analisaram exoproteinas e fatores de viruléncia de dois isolados de MRSA da comunidade
européia ER13 e ER21. Enany e colaboradores propuseram uma classifica¢do para as 174
proteinas encontradas baseada nas respectivas fungdes bioldgicas. Dentre as funcdes citadas

por Enany e colaboradores, pode-se encaixar a proteina IsaA na categoria de “divisdo celular
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e manutengdo da célula”, devido o seu papel housekeeping citado por Van den Berg e
colaboradores em 2014. A proteina ATP sintase pode ser incluida na fun¢do de “transporte de
carboidrato e metabolismo”, como ressaltado por Balemans e colaboradores em 2012, devido

ao papel crucial dessa proteina no crescimento e metabolismo das células bacterianas.

Uma alternativa, e talvez bem sucedida, seria a estratégia de criar uma preparagdo de
mAb que consiste em anticorpos contra diferentes toxinas e, possivelmente, outros fatores de
viruléncia de S. aureus, como as proteinas de superficie, para atingir simultaneamente o
estabelecimento e exacerbacdo da infeccdo. Em teoria, uma terapia de anticorpo seria capaz
de inibir aspectos diferentes da patogénese de S. aureus (CHEUNG, G.Y.C., & OTTO, M.
2012).

Nao foi possivel até a conclusao deste trabalho de proceder a purificacao de proteinas
por imunoafinidade, tendo em vista que o equipamento quebrou. No entanto, amostras dos
anticorpos estdo no Laboratério da Unesp de Araraquara, em lista de espera para a utilizagdo
do equipamento. Na ocasido da defesa desta dissertacdo sera apresentado o resultado da

purificagdo e sua utilizagdo no prototipo do biosensor.
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5. CONCLUSOES

v" Foi estabelecido a producdo de anticorpos monoclonais contra antigenos do S. aureus
pelo método de imunizagdo subtrativa.

v Foi procedida a clonagem de dois hibridos: 1 do protocolo de imunizagéo classica e outro
do protocolo de imunizagdo subtrativa sendo que a sub-classe determinada foi IgG2a;

v' A caracterizagdo imunoquimica dos anticorpos testados evidenciam que os mesmos tem

especificidade anti-IsaA e anti-ATP sintase;



Perspectivas
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6. PERSPECTIVAS

v' Purificar os anticorpos e compor o protdtipo do biosensor comparando o teste rapido com
tecnologias de referéncia como a citometria de fluxo.

v Anticorpos anti-IsaA podem ser um componente Util na terapia baseada em anticorpos
para profilaxia ou em tratamento adjuvante em casos de infecgdes com S. aureus em

humanos.

v’ Estabelecer estudos comparativos da ATP sintase de origem microbiana, mitocondrial e
vegetal utilizando o anticorpo obtido, para se analisar a possibilidade de uso do mesmo como

nanoferramentas.
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