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RESUMO

As infeccbes causadas por MRSA sdo um problema de saude mundial,
especialmente devido a dificuldade de tratamento, alto grau de viruléncia e elevada
morbidade associada. As cepas de MRSA caracterizam-se por possuir uma proteina
de baixissima afinidade por [-lactamicos, a PBP2a. Por ser uma bactéria
multirresistente, diversas alternativas de tratamento tém sido pesquisadas, como
coquetéis de antimicrobianos e imunoterapias, porém até agora nenhuma obteve
sucesso. Desta vez, tendo em vista a PBP2a como um alvo em potencial, encontra-
se em desenvolvimento um anticorpo monoclonal anti-PBP2a de MRSA. Fragmentos
de anticorpos, contendo apenas as duas porcdes Fab’, sdo amplamente descritos na
literatura como ferramentas imunoquimicas, reagentes de diagndstico e terapéutica,
gracas a sua rapida farmacocinética e baixa imunogenicidade. Os fragmentos F(ab),’
foram obtidos por digestdo enzimatica com papaina e pepsina e purificados através
de cromatografia de afinidade utilizando resinas de Proteina A, como a
MabSelectSure (GE) e concentradas por unidades filtrantes Amicon® MWCO 50 kDa.
Suas afinidades pela PBP2a foram testadas através de um ensaio ELISA do tipo
indireto e um Western Blot. Através de um ensaio de neutralizacdo bacteriana,
verificou-se a atividade neutralizante dos fragmentos apos a digestdo. Foi feito
também um ensaio de farmacocinética com camundongos. Os resultados indicaram
que foi possivel a obtencdo e o isolamento de fragmentos F(ab’), por digestdo com
papaina e pepsina, sendo que a pepsina apresentou melhor producdo de F(ab’),
com melhor rendimento. O ELISA e o Blot demonstraram que os F(ab’), nao
perderam afinidade pela PBP2a, mesmo apds o processo de digestdo enzimatica,
assim como ndo perderam sua capacidade neutralizante, obtendo resultados
préximos aos apresentados pelo anticorpo ndo digerido. E como esperado, nos
ensaios de farmacocinética o F(ab’), apresentou eliminacdo mais rapida (entre 12 e
18 horas) se comparado a IgG (aproximadamente 9 dias).
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ABSTRACT

Infections caused by MRSA are a worldwide health problem, especially due to the
difficulty of treatment, high degree of virulence and high associated morbidity. MRSA
strains are characterized by having a protein with very low affinity for B-lactams, the
PBP2a. As a multiresistant bacteria, various alternatives for treatment have been
researched, such as cocktails of antibiotics and immunotherapies, but so far none
has succeeded. This time, looking up to PBP2a as a potential target, it is in
development a monoclonal antibody anti-MRSA PBP2a. Antibody fragments
containing only the two Fab’ portions, are widely described in the literature as
immunochemical tools, reagents for diagnostics and therapeutics, especially due to
its low immunogenicity and rapid pharmacokinetics. The F(ab’), fragments were
obtained by enzymatic digestion with papain and pepsin and purified by affinity
chromatography using Protein A resins such as MabSelectSure (GE) and
concentrated by Amicon® filtration units MWCO 50 kDa. Their affinity for PBP2a was
tested with an ELISA-type indirect and a Western Blot essay. Through a bacterial
neutralization assay, it was evaluated the neutralizing activity of the fragments after
digestion. It was also done pharmacokinetics test in mice. The results indicated that it
was possible to obtain the isolation of F(ab’), fragments by digestion with pepsin and
papain, and pepsin showed improved production of F(ab’), with better performance.
ELISA and Blot demonstrated that F(ab’), affinity for PBP2a was not lost even after
the enzymatic digestion process, nor was lost its neutralizing capacity, obtaining
results similar to those presented by the undigested antibody. As expected, in the
pharmacokinetics tests, F(ab’), has presented a faster elimination (between 12 and
18 hours) if compared to IgG (approximately 9 days).



1 INTRODUCAO

A bactéria Staphylococcus aureus (S. aureus) é um dos principais patdégenos
oportunistas, colonizando cerca de 25% da populacdo aparentemente saudavel
(Tattevin, 2011); e € responsavel por ocasionar uma série de doencas, podendo até
levar & morte. (Lu et al. 2011).

As bactérias do género Staphylococcus se apresentam como cocos Gram-
positivos imoéveis com diametro variando entre 0,5 a 1,5um, ndo formadores de
esporos, podendo aparecer de forma isolada, em pares, cadeias curtas ou em
cachos (Figura 1.1). Podem ser formadoras de colbnias pigmentadas, geralmente
nao capsuladas, sendo catalase positivas e coagulase positivas (para as espécies
de Staphylococcus aureus, Staphylococcus delphini, Staphylococcus intermedius,
Staphylococcus schleiferi coagulans e algumas cepas de Staphylococcus hyicus) ou
negativas (Holt et al. 1994). Também podem apresentar B-hemdélise (hemdlise

parcial) em Agar Sangue, dependendo da espécie (Koneman et al. 2001).

Figura 1.1: Colénias de Staphylococcus aureus. A: colbnias em formato de cachos por
microscopia eletrénica de varredura. B: colénias em placa de agar, de coloragcdo amarelo-
dourada caracteristica. (adaptado de: http://www.sciencephoto.com/media/297098/view,
acesso em 23/03/2012).

Apresentam-se como organismos comensais para humanos e animais. A
espécie S. aureus pode ser comumente encontrada nas superficies externas da pele
e trato respiratorio superior, principalmente nas fossas nasais. Por ser um patégeno

oportunista, € capaz de causar desde infec¢cdes cutaneas localizadas, como
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furinculos e abcessos, até infeccdes mais graves como a sindrome do choque
téxico, que pode levar a septicemia e, consequentemente, a morte; permanecendo
atualmente como um patdégeno de risco a saude humana.

A frequéncia de infec¢Bes comunitarias e hospitalares causadas por S. aureus
tem aumentado constantemente. O tratamento para essas infeccfes tem se tornado
mais dificil devido ao surgimento de cepas resistentes a multiplas drogas, como as
cepas de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) (Lowy, 1998).

1.1 Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA)

Antes do advento dos antibioticos, as infec¢des invasivas por S. aureus eram
frequentemente fatais, com mortalidade na ordem de 80%. A descoberta da
penicilina em 1928 teve um efeito espetacular sobre o progndstico dessas infecgdes,
porém, em 1944 as primeiras cepas resistentes a penicilina ja seriam descritas
(Lowy, 2003).

Em 1946, nos Estados Unidos, cerca de 5% dos estafilococos isolados de
pacientes ou portadores eram resistentes a penicilina, aumentando em 1949 para
29%, novamente em 1950 para 50% e 80% em 1959. No Brasil, até o inicio dos
anos 2000, mais de 80% dos estafilococos isolados de pacientes hospitalizados e,
aproximadamente, 70% dos isolados de pacientes da comunidade apresentavam
resisténcias aos antibidticos B-lactamicos, como a penicilina, de forma geral.
Isolados correspondentes a cepas de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA)
apresentam frequéncia de até 60% e séo frequentemente ligados ao aparecimento
de um clone epidémico brasileiro (Tavares, 2000; Rossi, 2011).

A meticilina, um antibiético B-lactamico diferente da penicilina, foi criado como
alternativa ao tratamento as cepas penicilina-resistente, mas da mesma forma que
aconteceu com a penicilina, em 1961 foram observadas as primeiras cepas de
MRSA (Chambers, 2001). Atualmente, ao menos 40% das cepas de S. aureus sao
resistentes & meticilina, estando presentes em todo o mundo (Figura 1.2) (Durai et
al. 2010).



Figura 1.2: Prevaléncia mundial de MRSA (Grundmann et al. 2006).

Desde sua descoberta, as cepas MRSA sempre foram consideradas como
patdbgenos nosocomiais, de prevaléncia hospitalar ou associada aos cuidados de
saude (HA-MRSA - hospital acquired MRSA). Esse conceito mudou nos ultimos
guinze anos, e as infec¢bes associadas a comunidade (CA-MRSA — community
acquired MRSA) agora sao prevalentes e bastante difundidas mundialmente (DelLeo
et al. 2010). Contrariamente as infeccdes HA-MRSA, onde existe presenca de um
fator de risco ou doenca predisponente, as infeccdes CA-MRSA podem ocorrer em
individuos saudaveis. Isto sugere que essas cepas bacterianas apresentam maior
viruléncia que as tradicionais cepas HA-MRSA, podendo também disseminar entre
varios paises (Figura 1.3) (Herold et al. 1998; Vandenesch et al. 2003; Tristan et al.

2007).



Figura 1.3 DistribuicAo mundial das cepas de MRSA associadas a comunidade (CA-MRSA)
determinadas pela técnica de sequenciamento por multilocus sequence typing (MLST). As
linhas pontilhadas indicam possivel rota de disseminacdo das cepas CA-MRSA. Estimativa
das areas de infeccdo com suas principais cepas relatadas, ST1: verde, ST8: vermelho,
ST30: azul, ST80: cinza rasurado; +: cepas positivas para o fator de viruéncia leucocidina
Panton Valentine. (DeLeo et al. 2010)

Contrariamente a resisténcia a penicilina, o impacto da resisténcia a meticilina
€ maior, pois 0 antibidtico de referéncia para o tratamento das infec¢cdes causadas
por MRSA, a vancomicina, ndo apresenta a rapidez bactericida e a plasticidade dos
B-lactamicos. Além disso, ja foram descritas cepas de MRSA com reduzida
sensibilidade a vancomicina (VISA — Vancomycin intermediate S. aureus) (Tattevin,
2011) e cepas completamente resistentes a vancomicina (VRSA — Vancomycin

resistent S. aureus) (Bartley, 2002).

1.1.1 Antibidticos B-lactamicos

Os antibioticos B-lactamicos estdo entre 0os agentes antimicrobianos mais
utilizados. Tém como principal aspecto positivo o fato de apresentarem um amplo
espectro de acdo, tanto para bactérias Gram positivas como Gram negativas
(Livermore et al., 2012).

Esses antimicrobianos agem através da inibicdo de um conjunto de enzimas
denominadas transpeptidases (também chamadas de penicilin binding protein —
PBPs) que sédo essenciais na sintese da camada de peptidoglicano da parede

celular das bactérias (Sauvage et al. 2008). Essas enzimas interagem com oS
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aminoacidos terminais D-alanina-D-alanina do pentapeptideo que esta ligado ao
complexo formado pelos acidos N-acetilmuramico e N-acetilglicosamina, com o
objetivo de completar a reacdo de transpeptidacdo, onde os peptideos formam
ligacOes covalentes entre si (cross-link), construindo, assim, toda a malha de

peptidoglicano presente na parede celular bacteriana (Figura 1.4) (Lee et al. 2001).
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Figura 1.4: Representacdo esquematica do cross-link entre duas cadeias peptidicas para a
formacdo do peptidoglicano em S. aureus. MurNAc: Acido n-acetilmuramico; GIcNAc: acido
N-acetilglicosamina. (adaptado de Stapleton & Taylor, 2002)

Estruturalmente, essa classe de antibidticos € caracterizada pela presenca de
um nucleo estrutural, denominado anel B-lactamico (acido 6-aminopenicilamico), que
serve de substrato para as transpeptidases alvo. O anel B-lactamico se assemelha a
estrutura formada pela ligacdo D-alanina-D-alanina e € capaz de se ligar
covalentemente no sitio ativo das PBPs, bloqueando-as de forma estérica,
impedindo o cross-link, consequentemente evitando a formac&o do peptidoglicano, o

que leva a morte celular (Buynak, 2007; Shi et al. 2011).

Por serem extremamente variados, os [(-lactamicos séo classificados em
grupos baseados em sua estrutura principal. Dentre os que apresentam importancia
clinica, estdo as penicilinas, cefalosporinas, carbapenems e monobactamicos
(Figura 1.5).
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Figura 1.5: Classes de antibiticos B-lactamicos. (A) Estrutura central da penicilina. (B)
Estrutura central das cefalosporinas. (C) Estrutura central dos monobactamicos. (D)
Estrutura central dos carbapenems. (adaptado de Palzkill, 2013)

As penicilinas e cefalosporinas apresentam, respectivamente, o anel [3-
lactamico ligado a anéis de 5 (penta) ou 6 (hexa) ligantes, contendo um grupo
carboxil no carbono 3 ou 4. Contrariamente, os monobactamicos nao apresentam
outro anel ligado ao B-lactamico, mas uma molécula de &cido sulfénico. Os
carbapenems consistem de um anel B-lactamico ligado a um anel de 5 ligantes,
como as penicilinas, porém com um carbono no lugar do enxofre na posi¢ao 1 e uma

dupla ligacdo entre os carbonos 2 e 3 (Palzkill, 2013).

Uma caracteristica interessante dos carbapenems € a resisténcia a inativacao
pelas B-lactamases. Entretanto, nos Ultimos anos o surgimento de carbapenemases
e metalo-p-lactamases tém mudado o cenario, tornando-se fonte de resisténcia

bacteriana (Papp-Wallace et al. 2011).

1.1.2 Mecanismos de resisténcia a -lactamicos

As B-lactamases sdo enzimas capazes de catalisar a reacdo de hidrolise ao
quebrar a ligagdo amida do anel B-lactamico, levando a formacdo de derivados
inativos. Essas enzimas constituem uma causa frequente de resisténcia dentre as

bactérias Gram positivas e negativas. Genes codificadores de B-lactamases podem
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ser encontrados em cromossomos ou plasmideos, dando o indicio de transmisséo
horizontal (Warnes et al. 2012). A producdo dessas enzimas é basicamente feita
através da expressdo do gene blaZ, presente em um plasmideo, regulado pelas
ORFs (open reading frames) blal e blaR1 (Hackbarth & Chambers, 1993).

Atualmente estdo descritas centenas de enzimas, sendo classificadas em 4
classes: A, B, C e D (Ambler et al. 1991). A classe B é considerada peculiar, pois
requer a presenca de zinco para exercer sua atividade, sendo assim chamadas de
metalo-B-lactamases.

A resisténcia de S. aureus a meticilina se deve principalmente pela presenca
do gene mecA, responsavel pelo controle da sintese da proteina de ligacdo a
penicilina, penicilin-binding protein PBP2a, resultando na resisténcia ao conjunto de
antibiéticos pB-lactamicos disponiveis no mercado atualmente (Tennover, 2006).

7

A PBP2a é uma transpeptidase de aproximadamente 78kDa que esta
associada a formacdo da parede celular de peptidoglicano e que tem pouca
afinidade pelos B-lactamicos, permitindo a continuacdo da sintese de parede celular,
mesmo quando as 4 PBPs classicas (1, 2, 3 e 4) sao inativadas pelos antibidticos 3-

lactamicos (Tattevin, 2011).

Essa enzima € composta principalmente por uma regido de ancoramento
transmembranar que é responsavel pela ligagdo a membrana citoplasmatica, um
dominio ndo-ligante a penicilina de funcdo desconhecida, e um dominio
transpeptidase, onde se encontra o seu centro ativo em Ser 403 (Figura 1.6), sendo
classificado por Goffin e Ghuysen como uma PBP multimodular de classe B (Lim &
Strynadka, 2002).
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Figura 1.6: Estrutura da PBP2a de S. aureus. Demonstracao linear a esquerda (com a
indicacdo dos residuos de aminoacidos correspondentes em parénteses) e em fitas a direita.
Em laranja encontra-se a porcdo N-terminal do dominio n&o-ligante a penicilina, em azul o
dominio transpeptidase, com seu sitio ativo em vermelho (Ser 403) (adaptado de Lim &
Strynadka, 2002).

A regulacdo do gene mecA acontece atraves da acdo do repressor mecl e de
mecR1, um transdutor de deteccao do sinal de B-lactamicos, que estdo localizados
na regido transmembrana da bactéria (Figura 1.7). Na auséncia do antibiotico f3-
lactamico, mecl reprime a transcricdo de mecA e mecR1-mecl. Na presenca do (3-
lactamico, mecR1 é clivado automaticamente, e seu dominio metalo-protease,
localizado na regido citoplasmatica de mecR1, se torna ativo. Esta metalo-protease
ativa mecl, que por sua vez esta ligado a regido operadora de mecA, permitindo sua
transcricdo e, consequentemente, a producdo de PBP2a (Zapun et al. 2008;
Deurenberg et al. 2008).
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Figura 1.7: Representacdo esquematica das regides codificadoras dos genes mecA-mecR-
mecl. As setas indicam as respectivas direcdes de transcricdo do gene mecA e mecR1-mecl
(adaptado de Stapleton & Taylor, 2002).

O gene mecA faz parte de uma ilha gendmica de resisténcia, denominada
staphylococcal cassette chromossome mec, ou apenas SCCmec. Este elemento
gendmico moével estd delimitado, nas duas extremidades, pelos genes intitulados
cassette chromossome recombinase (ccRA/ccRB ou ccRC), que permitem a
transmissdo horizontal do SCCmec entre as espécies de estafilococos (Tattevin,
2011). Em bactérias, transposons possuem a habilidade de mudar o DNA
cromossomal para plasmidial, permitindo a transferéncia e adicdo permanente de

genes, como os de resisténcia a antibibticos (Stapleton & Taylor, 2002).

Atualmente, sdo reconhecidos sete tipos principais de SCCmec (de | a VII).
Os SCCmec tipo I, IV, V, VI e VIl conferem apenas resisténcia aos antibidticos [3-
lactamicos, enquanto que os tipos Il e Il determinam resisténcia a multiplas classes
de antibidticos, que ocorre devido a presenca de genes adicionais de resisténcia

integrados ao SCCmec, como plasmideos (Deurenberg et al. 2008).

Nas cepas nosocomiais (HA-MRSA) de MRSA os tipos de SCCmec Il e lll sdo
mais recorrentes. O desenvolvimento dessas cepas tem ocorrido, em geral, por
resposta a pressao de selecdo causada pelo uso de antibiéticos. JA a maioria das
infeccdes comunitarias (CA-MRSA) tem sido causada pelo tipo IV de SCCmec e,
consequentemente, relatam menor resisténcia aos antibiéticos do que os HA-MRSA.
A determinacdo do tipo de SCCmec tem ajudado a determinar se 0 MRSA é

proveniente de infecgcbes comunitarias ou nosocomiais (John & Schreiber, 2006).

Embora a origem do SCCmec continue desconhecida, o cassete pode ser
originado de outra espécie de estafilococo que ndo a S. aureus. Acredita-se que
Staphylococcus sciuri abrigou o ancestral da PBP2a, visto que uma PBP encontrada
em S. sciuri apresentou 87,7% de semelhanca com a sequéncia de aminoacidos da

PBP2a (Deurenberg et al. 2007). Todas as cepas desta espécie ja foram sensiveis a
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meticilina, mas provavelmente se tornaram resistentes devido a um aumento na taxa
de transcricdo do gene homdélogo ao mecA quando na presenca de meticilina. Diante
disso, uma cepa de S. aureus sensivel a meticilina (MSSA) tornou-se resistente
através da introducdo do gene homodlogo, sendo assim classificado como MRSA
(Wu et al. 2001).

1.1.3 Diagnéstico laboratorial de infecgbes por MR SA

O diagnéstico de MRSA pode ser feito por vérios testes, como culturas de
placas in vitro, culturas em meios de cultura liquidos especiais, reacdes em cadeia
da polimerase (PCR) e atualmente por testes rapidos. Os testes consideram como
padrdao ouro detectar a presenca do gene mecA (Durai et al. 2010; Mimica &
Mendes, 2007), embora nem sempre a presenca do gene significa que haverd a
producao da proteina funcional (PBP2a).

O meétodo convencional, através do isolamento bacteriano a partir de culturas
de material biolégico em placas, possibilitando a identificacdo da bactéria e a
realizacdo do antibiograma, é o teste mais utilizado na rotina laboratorial. A
cefoxitina, uma cefalosporina pertencente a classe dos B-lactamicos, é o antibiético
recomendado pelo CLSI (Clinical and Laboratory Standard Institutes) para o
antibiograma, devido a sua maior estabilidade (CLSI, 2011).

Os meios de cultura liguidos acrescidos de antimicrobianos (B-lactamicos)
podem rapidamente identificar a presenca de MRSA, mas nem sempre Sao muito
sensiveis. Sao geralmente utilizados quando as amostras provém de pacientes que
se encontram em UTI e que precisam de uma rapida administracdo de antibioticos
(Durai et al. 2010).

A heterorresisténcia, onde varias populacdes de bactérias sensiveis ou
resistentes a diferentes antibioticos podem ser encontradas na mesma amostra,
pode prejudicar o diagnostico de cepas MRSA (Rinder et al., 2001). Desta forma,
foram incluidas modificagcBes nos métodos mais usados para aumentar a expressao
da resisténcia a meticilina. Tais modifica¢cdes incluem: incubacéo a 33-35T ao invés
de 37<C, incubacdo por 24 horas ao invés de 16-18 horas e adicdo de cloreto de
sbédio ao meio da cultura (Mimica & Mendes, 2007).

O método de PCR é o mais rapido para detectar MRSA, porém pode

apresentar falhas e apresenta alto custo, ja que requer equipamentos e pessoal
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habilitado para a utilizacdo dos mesmos. Culturas devem ser feitas principalmente
quando a propagacdo da bactéria pode ser letal, como por exemplo, em pacientes
em unidades de terapia intensiva (UTI) (Van Hal et al, 2007).

Além desses métodos, foi lancado o teste rapido para deteccao de PBP2a por
lateral flow. Esse teste se apresenta como um simples ensaio de aglutinacdo com
particulas de latex sensibilizadas com um anticorpo monoclonal especifico para
PBP2a. A aglutinacdo é visivel quando as particulas entram em contato com um
extrato celular de cepas MRSA (Udo et al. 2000).

1.1.4 Tratamento

As infec¢gBes por MRSA podem ser tratadas pelo uso de antibidticos, terapias
topicas e ndo medicamentosas (Durai et al. 2010). Atualmente, em virtude da
auséncia de novos antibioticos eficazes no tratamento de cepas multirresistentes,
alternativas ao tratamento por antimicrobianos tém sido pesquisadas, como as
imunoterapias ou radioimunoterapias, através de vacinas e anticorpos monoclonais,

bem como a fagoterapia.

1.1.4.1 Terapia antimicrobiana

A escolha do antibiotico a ser usado depende da gravidade e area de
infeccédo, ja que a eficacia aos medicamentos varia de acordo com o grau e se € de
origem comunitaria (CA-MRSA) ou nosocomial (HA-MRSA).

Os medicamentos comumente usados para tratar as infecgbes causadas por
MRSA incluem daptomicina, aminoglicosideos, teicoplanina, linezolida, tigeciclina,
cotrimoxazol (sulfametoxazol-trimetoprim) e vancomicina (Durai et al. 2010).
Geralmente, as infeccbes de CA-MRSA sdo susceptiveis ao tratamento com
antibioticos nao B-lactamicos, como clindamicina, cotrimoxazol e doxiciclina, ja que
essas cepas sofrem menor pressdo de selecdo que as hospitalares. Para as
infeccbes severas HA-MRSA, o antibiético de primeira escolha é a vancomicina,
sendo a linezolida de segunda escolha (John & Schreiber, 2006)

O tratamento por vancomicina requer altos niveis de medicamento e nédo
penetra bem nos tecidos moles, sendo inferior ao tratamento dos MSSA com -

lactamicos, que por sua vez possuem grande penetrabilidade e eficacia. A



12
vancomicina também néo € capaz de erradicar os MRSA que podem estar dentro
dos leucécitos e assim como a linezolida, deve ser associada a rifampicina a fim de
melhorar seu espectro de acao (John & Schreiber, 2006).

A resisténcia de MRSA a antibidticos como eritromicina, ciprofloxacina,
mupirocina e acido fusidico tem aumentado nos ultimos anos, assim como o relato
de cepas de MRSA tolerantes a vancomicina (MIC elevada), que ndo respondem
bem ao tratamento (VISA), e cepas totalmente resistentes a vancomicina (VRSA)
(Tenover, 2006).

Acredita-se que essa resisténcia de alto nivel a vancomicina tenha ocorrido
devido a expressao de vanA, um gene gue causa 0 mesmo tipo de resisténcia em
algumas espécies de enterococos, provavelmente obtido através de transmissao
horizontal pela conjugacdo do DNA plasmidial de cepas de Enterococcus faecalis
resistente a vancomicina e S. aureus resistente a meticilina. A expressado desse
gene estd associada a alteragbes do sitio de ligagdo a vancomicina na parede
celular bacteriana (Tenover, 2006).

A vancomicina interfere na sintese de parede celular da bactéria ao se ligar
aos residuos terminais D-alanina-D-alanina na cadeia crescente de peptidoglicano.
A expressédo do gene vanA é capaz de modificar o dipeptideo terminal de D-alanina-
D-alanina para D-alanina-D-lactato (Figura 1.4, tépico 1.1.1). Assim, a afinidade da
vancomicina pelo novo terminal € 1000 vezes menor que o0 anterior, diminuindo

assim sua eficacia e dificultando o tratamento (Périchon & Courvalin, 2009).

1.1.4.2 Imunoterapias

Devido as atuais dificuldades de tratamento com o0s antimicrobianos
convencionais e ao aumento potencial da resisténcia do MRSA, como a tolerancia a
vancomicina e a identificacdo de cepas completamente resistentes a vancomicina
(VRSA) (Tattevin, 2011), a busca por alternativas tem sido incentivada para o
tratamento das infec¢cdes causadas por MRSA, como o0 uso de imunoterapia ativa
(vacinas) e passiva (administracao de anticorpos).

Uma vacina ideal contra S. aureus teria como objetivo atuar contra os
diversos fatores de viruléncia que a bactéria apresenta, ja que a patogénese dos
estafilococos é multifatorial. Antes de tudo, um antigeno para ser considerado ideal
deve ser expresso em todos os isolados clinicos (como em amostras obtidas de
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pacientes), acessivel ao sistema imune, imunogénico em sua forma purificada e nao
toxico.

Considerando esses fatores, algumas empresas estdo tentando criar
estratégias de imunizacao ativa e passiva, porém até agora nenhuma delas obteve
sucesso nos ensaios clinicos. Dentre as vacinas, podem ser citadas a Staphvax®
(Nabi Biopharmaceuticals), que utiliza os polissacarideos capsulares (CP5 e CP8)
de S. aureus conjugados a exoproteina A (ETA) de Pseudomonas aeruginosa, e a
V710® (Merck), que tem como antigeno a proteina IsdB presente na parede
bacteriana de diversas linhagens de S. aureus (Garcia-Lara & Foster, 2009).

Dentre as estratégias de imunizacdo passiva, pode-se citar o Altastaph®
(Nabi Biopharmaceuticals), uma preparacdo de soros hiperimunes que tem como
alvo CP5 e CP8; o Pagibaximab® (Biosynexus), um anticorpo monoclonal quimérico
com alvo para o &cido lipoteicéico (LTA) de S. epidermitis, e o Aurograb® (Novartis),
gue consiste em um fragmento de anticorpo da regido variavel contra o epitopo de
umas das proteinas ABC transportadoras do S. aureus, a GrfA. Ainda ha o
Veronate® e o Aurexis® (Inhibitex) que possuem como alvo o clumping factor A
(CIfA), uma proteina de adeséo ancorada a parede celular do S. aureus envolvida na
ligagdo com o fibrinogénio (Garcia-Lara & Foster, 2009). Entretanto, € importante
ressaltar que estes produtos ndo foram aprovados para os ensaios clinicos de fase
[l em humanos.

Uma vacina pode oferecer um estimulo ao organismo para combater o
patégeno infectante. Entretanto, por ser uma bactéria comensal, a maioria dos
individuos infectados ou susceptiveis a uma infec¢do por S. aureus ja estdo com o
sistema imunolégico comprometido, sendo, provavelmente incapazes em gerar uma
resposta imunoldgica eficaz. Existe pouca evidéncia de que a imunidade apés
infeccdo exista, apoiando a observacdo de que a recuperacdo da infeccdo por S.
aureus nao tende a conferir imunidade contra infec¢cdes subsequentes (Schaffer &
Lee, 2009).

Para planejar a criacdo de uma vacina, € essencial considerar o grupo alvo e
suas limita¢cdes imunoldgicas, como acontece no caso dos pacientes infectados por
S. aureus, sendo talvez mais indicada para a prevencdo da colonizacdo nasal, um
fator preponderante para a disseminacao do patégeno (Werthein et al. 2005). O uso
de anticorpos monoclonais terapéuticos seria uma boa alternativa para o tratamento

de pacientes infectados.
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Em 2003, Senna et al. estabeleceram um modelo murino para vacina de DNA
gue foi capaz de produzir resposta imune ao MRSA. Contrariamente a outros
trabalhos semelhantes, o alvo foi a PBP2a. Como essa enzima esta localizada no
lado externo da membrana plasmatica, pensou-se que a mesma poderia estar
acessivel aos anticorpos presentes no soro.

Para este modelo foi utilizado como antigeno um fragmento interno da PBP2a
contendo 249 pares de base (pb), incluindo o dominio serino-protease (STQK) que é
caracterizado como sitio ativo. Através dessa vacina de DNA, foi possivel induzir
producdo de anticorpos especificos e protecdo efetiva contra MRSA. Esses
resultados demonstram que anticorpos direcionados contra a PBP2a podem ser
ferramentas eficazes no tratamento de infec¢des causadas por cepas MRSA.

Considerando todas essas informacfes e atento a este problema mundial de
saude publica, o Instituto de Tecnologia em Imunobioldgicos (Bio-Manguinhos —
Fiocruz/RJ) através de sua Vice-Diretoria de Desenvolvimento Tecnologico
(VDTEC), esta desenvolvendo um anticorpo monoclonal anti-PBP2a com indicagéo
para o tratamento de infec¢des causadas por MRSA. Esta invencdo esta depositada
no Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI) sob o numero

WO0/2011/0117791, podendo ter aplicacdo para uso terapéutico e imunodiagnéstico.

1.2 Anticorpos — caracteristicas gerais

Os anticorpos sao glicoproteinas, podendo também ser chamados de
imunoglobulinas (lg), produzidos por linfécitos B, encontrados no sangue ou fluidos
do corpo e destinados a intervirem nos processos de defesa imunitaria dos
organismos superiores. Sao capazes de reconhecer o antigeno com alto grau de
especificidade e afinidade. Os anticorpos ainda podem exercer diversas funcdes
efetoras, como a neutralizacdo de antigenos, ativacdo do sistema complemento e
promocao da destruicdo de micro-organismos dependentes de leucocitos (Abbas et
al. 2008).

1.2.1 Anticorpos monoclonais

Ha quase um século, 0s anticorpos eram vistos como “balas magicas” por
terem um alvo especifico, agindo no local da doenca. Podem ser usados como

agentes terapéuticos para inibir um alvo envolvido na progressao da doenca ou por
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causar citotoxicidade as células alvo, mediados por moduladores da resposta imune.
Alternativamente, por técnicas modernas de biologia molecular, os anticorpos podem
agir como carreadores para levar alvos citotoxicos e agentes de imagem, como
radioisotopos, toxinas e drogas ao sitio infectado (Jain et al. 2007).

Nos anos 50, Burnet e Jerne propuseram a teoria da selecao clonal, onde
cada linfocito possui apenas um tipo de receptor capaz de reconhecer apenas um
antigeno, se diferenciando entdo em plasmadcitos capazes de produzir uma Unica
espécie molecular de anticorpos. Sendo assim, foi possivel concluir que a resposta
imune adaptativa aos estimulos dos antigenos do ambiente se efetua através da
selecdo e expansao clonal desses tipos celulares capazes de reconhecer
determinados antigenos (Desgranges, 2004).

A prova formal dessa teoria foi estabelecida por Kéhler e Milstein em 1975,
através de outra descoberta feita por Barski et al. em 1960 que mostrou que células
hibridas poderiam formar clones estaveis a partir de diferentes linhagens parentais.
Com essa teoria em mente, ao fusionar linfécitos B provenientes do bago de
camundongos com células de mieloma murino (tumores de linfocito B, pois tém a
capacidade de se multiplicar indefinidamente) que ndo secretam anticorpos, Kohler e
Milstein (1975) obtiveram uma linhagem celular hibrida denominada de hibridomas.
Essas células relinem caracteristicas das duas células de origem, pois sdo capazes
de crescer em cultura por longos periodos de tempo e secretar anticorpos. Para a
selecdo de uma unica célula clonal que tenha uma melhor resposta ao antigeno de
interesse, esses hibridomas sao submetidos a um processo de diluicdo limitante.
Cada populacao oriunda de uma unica célula (clone) € capaz de produzir o mesmo
tipo de anticorpo, portanto os anticorpos produzidos por esta populacdo sao
chamados anticorpos monoclonais (Tamashiro et al. 2008; Bourel & Theillaud,
2006).

Desde o0 desenvolvimento da tecnologia de hibridomas, os anticorpos
monoclonais adquiriram grande importancia e versatilidade de uso. Sao
considerados ferramentas altamente especificas, essenciais para deteccdo e
caracterizagdo de estrutura e funcdo de proteinas, assim como investigacdes em
biologia molecular, tornando-se componentes chaves de varios testes de

imunodiagnastico clinico (Nelson et al. 2000; Bruce et al. 2002).
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Figura 1.8: Esquema de humanizacdo de anticorpos. Em branco, as sequéncias murinas;
em cinza, as sequéncias humanas (adaptado de Desgranges, 2004).

A descoberta dos anticorpos monoclonais e a possibilidade de fabrica-los
desencadearam expectativas para sua aplicagdo em imunoterapia passiva. Porém,
ainda que tenham ocorridos avancos consideraveis na area de pesquisa e
diagnostico, existem desafios a serem superados, como a obtencédo de anticorpos
monoclonais de alta afinidade contra alvos especificos e a diminuicdo de rejeicao
dos anticorpos murinos utilizados em humanos, conhecida como resposta HAMA
(human anti-mouse antibody). Esse tipo de resposta ocorre devido ao fato de
anticorpos murinos serem reconhecidos como antigenos pelo sistema imunoldgico
humano e, portanto, serem rapidamente eliminados do organismo, diminuindo a
eficicia do tratamento. Essa rejeicdo obriga a aumentar a dose do anticorpo, 0 que
pode aumentar o risco de efeitos colaterais e reacfes adversas no paciente. Desta
forma, sdo poucos os anticorpos de origem murina disponiveis no mercado, sendo
estes especialmente direcionados para tratamentos de curta duracdo (Bourel &
Theillaud, 2006).

Com a existéncia da resposta HAMA, foram realizadas diversas tentativas
para aumentar a eficacia dos anticorpos monoclonais em imunoterapia passiva. O
desenvolvimento do anticorpo monoclonal quimérico, onde somente o dominio C-
terminal constante ou por¢cdo Fc (fragmento cristalizavel — fragment crystallizable),
que € espécie-especifica, é trocado quimicamente por uma por¢do Fc humana, com

0 objetivo de diminuir as reacdes adversas e aumentar a meia-vida no organismo
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humano (Boulianne et al. 1984). A especificidade contra o0 antigeno nos anticorpos
quiméricos é a mesma do anticorpo murino inicial, enquanto que as funcdes
imunoldgicas sédo determinadas exclusivamente pela por¢do Fc humana, gerando,
portanto uma menor resposta HAMA. Porém, os anticorpos quiméricos ainda
apresentam uma resposta imune conhecida como HACA (human anti-chimeric
antibody). No entanto, em propor¢cdes menores quando comparados ao anticorpo
murino, o que resulta em um maior uso na terapéutica (Steinitz, 2009).

Outra tentativa de minimizar as reacdes adversas e efeitos colaterais dos
anticorpos monoclonais terapéuticos murinos ou quiméricos consiste em criar
anticorpos monoclonais humanizados ou totalmente humanos. Estes anticorpos
podem ser desenvolvidos através de técnicas moleculares com o objetivo de
eliminar as por¢des do anticorpo murino que nao estao envolvidas na ligagdo com o
antigeno e substitui-las por sequéncias humanas correspondentes. As regides
determinantes de complementariedade (CDR - complementarity determining
regions), localizadas na regido variavel das cadeias leve e pesada do anticorpo
(cada dominio variavel possui trés regides CDR), desempenham um papel
proeminente na ligacéo especifica entre o antigeno e o anticorpo (Steinitz, 2009). Os
fragmentos de DNA que correspondem as CDR sao inseridos na estrutura da
imunoglobulina humana por métodos de biologia molecular (Jones et al. 1986).
Desta forma, a especificidade do anticorpo murino produzido pelo hibridoma é
conservada, mas preservando 90% das propriedades do anticorpo humano,

reduzindo sua imunogenicidade (Carter, 2006) (Figura 1.8).

A tecnologia do DNA recombinante permitiu a expressdo de fragmentos de
anticorpos em bactérias, construcdo de bibliotecas de expressdo em fagos (phage
display), estratégias de quimerizacdo e humanizagcdo e 0 uso de animais
transgénicos como estratégias para a obtengdo de anticorpos monoclonais com
aplicacdo em diagnostico ou imunoterapia passiva em humanos (Siegel, 2002;

Desgranges, 2004).

Seguindo outra tendéncia, hd a producdo de anticorpos atravées de
camundongos transgénicos, como 0 xenomouse. Em um desses casos, 0
camundongo foi geneticamente modificado para produzir o Panitumumab
(Abgenix/Amgen), um anticorpo monoclonal humano contra EGFR (receptor do fator
de crescimento epidérmico - epitelial growth factor receptor). Apds a imunizacao

7

desses animais, é selecionado um clone especifico de células B que possui a
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capacidade de produzir anticorpos contra esse fator de crescimento. Essa linhagem
€ entdo imortalizada em células CHO (Chinese hamster ovary), e assim serdo
utilizadas para a fabricacdo em larga escala do anticorpo monoclonal humano
(Jakobovits et. al., 2007).

A Tabela 1.1 mostra alguns exemplos de anticorpos monoclonais utilizados no
tratamento de diversas doencas, sendo eles murinos, humanizados, quiméricos ou

humanos.

Tabela 1.1. Alguns exemplos de anticorpos monoclonais usados na terapéutica

(marcado com

131|)

(adaptado de Bourel & Theillaud, 2006 e Zhigiang, 2009)
: . Alvo L
Anticorpo Origem molecular Indicacao
OKT3 Murino CD3 Transplantes
Panorex Murino EpCAM Oncologia
Reopro Quimérico (Fab’) gplib/llla Doencas cardiovasculares
Rituxan Quimérico CD20 Oncologia
Simulect Quimérico CD25 Transplantes
Remicade Quimérico TNFa Inflamacao
Zenapax Humanizado CD-25 Transplantes
Herceptine Humanizado HER2/Neu Oncologia
Mylotarg Humanizado CD33 Oncologia
Synagis Humanizado VRS Doencas infecciosas
CAMPATH Humanizado CD52 Oncologia
Murino
Zevalin (marcado com CD20 Oncologia/Radioimunoterapia
90\, /111
Y/~In)
Humira Humanizado TNFa Artrite Reumatoide
Xolair Humanizado IgE Asma alérgica
Bexxar 1l CD20 Oncologia/Radioimunoterapia
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Erbitux

(IMC-C225) Quimeérico EGF-R Oncologia
Avastin Humanizado VEGF Oncologia
Hu-Max CD4 Humano CD4 Oncologia
Tysabri Humanizado VLA4 Esclerose multipla
Actemra Humanizado IL-6R Inflamagao e desordens
autoimunes
Lucentis Fragm.ento VEGF Oftalmologia
humanizado
Vectibix Humano EGFR Oncologia
Cimzia Fragmento TNF-a Artrite Reumatoide
peguilado
Soliris Humanizado Cbha Hematologia
Simponi Humano TNF-a Artrite Reumatoide

1.2.2 Estrutura de um anticorpo

Uma molécula de anticorpo possui uma estrutura basica simétrica composta
de duas cadeias leves e duas cadeias pesadas idénticas, cujas extremidades N-
terminais variam de um anticorpo para outro. Cada cadeia leve tem
aproximadamente 24kDa, enquanto que cada cadeia pesada possui de 55 a 70kDa.
Ambas estéo ligadas entre si por pontes dissulfeto, assim como as cadeias pesadas
entre si. Cada combinacdo de uma cadeia pesada com uma leve é capaz de se ligar
a um antigeno particular (Abbas et al. 2008).

As imunoglobulinas humanas sao divididas em cinco classes ou isotipos,
dependendo da composi¢cdo dos aminoacidos de suas cadeias pesadas, a (alfa), &
(delta), € (épsilon), y (gama) e p (mi) para as IgA, IgD, IgE, IgG e IgM,
respectivamente. Ha dois tipos de cadeias leves, k (kappa) e A (lambda), que sao
comuns a todas as cinco classes de imunoglobulinas. A IgG ainda pode ser dividida
em 4 sub-classes, IgG1, 1gG2, IgG3 e 1gG4, no caso das IgGs humanas, e 1gG1,
IgG2a, 1gG2b e IgG3, para as IgGs murinas (Janeway et al. 2002; Desgranges,
2004).
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Cada imunoglobulina possui uma porcdo constante (Fc) que se liga as
moléculas efetoras do hospedeiro e um dominio variavel que é capaz de reconhecer
0 antigeno alvo (Fab’ — fragment antibody binding). As cadeias leves possuem um
dominio variavel (VL) e um dominio constante (C.), enquanto as cadeias pesadas
tém um dominio variavel (Vy) e trés (no caso das cadeias dos tipos a, d e y) ou
quatro (para as cadeias dos tipos € e Y) dominios constantes (Cu), conforme o
isotipo. Cada dominio variavel possui trés regies ditas como hipervaridveis ou
CDRs que séo capazes de reconhecer o antigeno de forma especifica e que estédo
dispostas na regido N-terminal dos anticorpos. As IgG ainda possuem um sitio de
glicosilagdo no residuo Asn®®’ localizado em cada dominio CH, da Fc que é
essencial para a estabilizagdo dos dominios CH, e para a ativacdo das funcdes
efetoras, como a ligacdo ao receptor Fcy e a ativacdo do sistema complemento
(Figura 1.9) (Abbas et al. 2008; Desgranges, 2004; Zhigiang, 2009).

Regides determinantes de
complementariedade (COR)

__________ Regido Cadeia Leve
Variavel

Regido Cadeia Pesada
Constante

Ligagdo ao
antigeno

Regioes
determinantes de
complementariedade
(CDR)

Atividade
imunogénica Fc

Fug GlchAc

| l,'.ua l :":'I

Figura 1.9: Representacdo esquematica de uma molécula de anticorpo do tipo IgG com seu
sitio de glicosilacdo em Asn®’ (adaptado de Desgranges, 2004 e Albert et al. 2008)

1.2.3 Obtencéo de fragmentos de anticorpos

Fragmentos de anticorpos monoclonais IgG, como Fab’ e F(ab’),, e ainda os
scFv, sdo amplamente usados como ferramentas imunoquimicas e reagentes para
diagnostico e terapéutica. Isto ocorre principalmente devido a sua farmacocinética
ser mais rapida, gracas ao seu menor tamanho e a auséncia da porcao Fc, evitando
a ligacdo com os receptores FCRN presentes nas hemacias e garantindo uma rapida
depuracéo renal. Outro fator preponderante é a sua baixa imunogenicidade, ja que

as interacdes ndao-especificas associadas com a porcdo glicosilada Fc sao
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eliminadas, pois ndo a possuem, de forma contraria como acontece nas IgG intactas
(Coleman & Mahler, 2003).

As formas de utilizacdo terapéutica mais comuns desses fragmentos Fab’ e
F(ab’), consistem na fabricacdo de antidotos para diversos venenos, como O0S
presentes em soros fabricados pelos institutos Butantan e Vital Brasil, no tratamento
de overdose de drogas (digoxina) e de intoxicagéo por toxinas bacterianas (difteria,
tétano e botulismo), e como alternativa de tratamento para trombose e tumores
(Jones & Landon, 2002; Persson, 2001; Cohen et al. 2000).

Adicionalmente ao uso terapéutico, fragmentos de anticorpos podem ser
usados para auxiliar na determinacdo de estrutura proteica por técnicas de co-
cristalografia (Coleman & Mahler, 2003). Além disso, fragmentos marcados
radioativamente tém sido usados extensivamente como reagentes de diagndstico in
vivo, como por exemplo, no diagndstico por imagem de tumores colorretais por
tomografia computadorizada (Heskamp et al. 2012; Moffatt et al. 1999).

Para a marcagdo com isotopos radioativos, a reducdo da meia-vida terminal
ajuda a reduzir a exposicdo ao radionuclideo, melhorando a seguranca e,
especialmente, aprimorando a taxa de localizacdo alvo/ndo alvo. Isto ajuda a
melhorar a imagem radioldgica, diminuindo o background e aumentando a definicdo
da imagem, principalmente para os fragmentos do tipo F(ab’), quando comparados
com os do tipo Fab’ e o anticorpo inteiro (IgG) (Heskamp et al. 2012).

Muitos sistemas de ensaioin vitro com base imunoldgica, tais como
biossensores, também preferem o uso de fragmentos ao invés do anticorpo
completo (Cornell et al. 1997)

Originalmente, a digestdo de anticorpos por enzimas proteoliticas tinha como
objetivo elucidar a estrutura das imunoglobulinas. Diferentes estruturas podem ser
obtidas através da fragmentacéo de diferentes classes de anticorpos com diferentes
enzimas, ou pelo uso da mesma enzima com diferentes condigcbes de digestéao
(Andrew, 2002).

Papaina e pepsina, duas proteases nao especificas, podem clivar os
anticorpos monoclonais preferencialmente na regido da dobradica, e deste modo
tém sido usadas tradicionalmente na preparagéo de fragmentos F(ab’), bivalentes ou
fragmentos Fab’ univalentes (Adamczyck et al, 2000).

A pepsina (massa molecular de 36 kDa, aproximadamente) é a principal
enzima proteolitica presente no suco gastrico dos vertebrados. Sua forma
precursora inativa, o pepsinogénio (massa molecular 41,4 kDa, aproximadamente), é
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produzida pela mucosa gastrica estomacal, sendo convertido para pepsina através
da liberacdo de acido gastrico, que diminui o pH do meio, com o objetivo de facilitar
a quebra de quaisquer polipeptideos presentes. (Fruton, 2002).

O pepsinogénio ainda possui 44 aminoacidos em sua cadeia N-terminal
adicionais aos 327 da pepsina, que séo liberados durante a conversao para pepsina.
Essa enzima pertence a classe das aspartil-proteases, sendo basicamente uma
proteina monomeérica, com dois dominios e predominancia de folhas-B-pregueadas.
Para a enzima ser ativada, um dos dois residuos de aspartato no sitio catalitico tem
de ser protonado, e o outro desprotonado, o que ocorre em pH entre 1 e 5, ja que
em pH maiores que 7 a pepsina é desnaturada irreversivelmente (Figura 1.10). O
alto numero de residuos acidos explica a estabilidade da pepsina a pH
extremamente baixo, pois cargas positivas em meios acidos tendem a diminuir a

estabilidade das estruturas poliméricas (James & Sielecki, 1986).
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Figura 1.10: Curvas de estabilidade e atividade da pepsina de acordo com a variacao do pH
(adaptado de Piper & Fenton, 1965).

A fragmentacéo de anticorpos pela pepsina para a producao de F(ab’); ja esta
bem elucidada. Essa enzima € capaz de clivar o anticorpo em sua porcdo C-
terminal, logo acima da regido da dobradica, ndo permitindo, portanto, a separagéo
dos fragmentos Fab’, mas apenas do fragmento Fc que logo é degradado. Como é
necessaria a utilizacdo de baixo pH para que ocorra a digestdo, pode ocorrer
reducado de atividade do anticorpo monoclonal digerido. Porém, esse processo pode
ser otimizado ao controlar a quantidade de enzima e, principalmente, o tempo de

exposicao do anticorpo ao pH baixo (Morais & Massaldi, 2005).
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A papaina, outra enzima utilizada para a obtencdo de fragmentos de
anticorpos Fab’ e F(ab’),, por ser capaz de clivar a molécula de anticorpo na lateral
N-terminal, € uma hidrolase que apresenta estabilidade e atividade dentro de uma
ampla variedade de condi¢gBes, sendo estavel até diante de altas temperaturas
(Cohen et al. 1986). E caracterizada como sendo um polipeptideo de cadeia Gnica
com trés pontes dissulfeto e um grupo sulfidril necesséario para a atividade da
enzima. Sua massa molecular € de aproximadamente 23kDa.

Quando as moléculas de IgG séo incubadas com papaina na presenca de um
agente redutor para uma das pontes dissulfeto presentes na regido da dobradica, ha
a separacao do anticorpo em fragmentos Fab’ ou F(ab’), (Figura 1.11).

A taxa de digestado enzimatica e o tipo de fragmento obtido podem variar de
acordo com a subclasse de anticorpo escolhida. O uso de pepsina, por exemplo,
nem sempre gera fragmentos F(ab’), de anticorpos monoclonais murinos. Os
isotipos IgG2a e IgG2b requerem altas propor¢cdes entre enzima e anticorpo e sao
bem mais susceptiveis a digestdo que a IgG1, ja que esta subclasse carece de um
residuo de aminoacido que contribui para uma regido de dobradigca mais restrita e
resistente a acdo da enzima (Mariani et al. 1991). A IgG1 também apresenta maior
resisténcia a acdo da papaina, sendo clivada em dois passos, primeiramente em
F(ab’), e depois em Fab’, sem a necessidade de pré-ativagcdo com cisteina (Figura
1.11) (Adamczyk et al. 2000).

N7

Pepsina

-
. . F(ab')2
l . Papaina (IgG1) )
e -
Fc fragmentada

1gG inteira

Fc

Figura 1.11: Esquema de digestdo enzimatica mostrando a acdo das enzimas papaina e
pepsina na produgao de fragmentos de anticorpos.
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1.3 JUSTIFICATIVA

Com a aplicagcédo de técnicas de biologia molecular, tem sido possivel alterar
caracteristicas como tamanho, farmacocinética, imunogenicidade, especificidade,
afinidade de ligacdo e funcbes efetoras dos anticorpos (Jain et al. 2007). Porém,
mesmo com 0 avango biotecnoldgico, a utilizacdo de métodos enzimaticos confere
maior simplicidade em escala de laboratorio.

Dado ao seu menor tamanho, o fragmento de anticorpo F(ab’), possuem
melhor penetrabilidade em focos infecciosos e a falta da por¢cdo Fc confere uma
farmacocinética diferenciada (Heskamp et al. 2012). Esses fragmentos possuem
grande aplicabilidade na area de radioimunodiagnéstico (RID).

Atualmente, ha uma colaboracdo entre Bio-Manguinhos e o IPEN/CNEN/SP
(Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares/Comissdo Nacional de Energia
Nuclear) para marcacdo do anticorpo anti-PBP2a de MRSA com *™Tc, a fim de criar
uma nova ferramenta para diagnéstico in situ de infec¢cdes causadas por MRSA.
Considerando as caracteristicas descritas e a aplicabilidade na terapéutica, os
fragmentos podem ser considerados como uma alternativa no tratamento de
infecgdes por MRSA.

A caracterizacdo do fragmento F(ab’), do anticorpo monoclonal murino anti-
PBP2a de MRSA, bem como a avaliacdo de suas propriedades farmacocinéticas e
de protecéo in vitro sdo de grande importancia, pois os resultados podem servir de
base ao que ser& aplicado posteriormente para a obtencdo de fragmento F(ab’), do
anticorpo monoclonal anti-PBP2a humanizado, destinando-se ao imunodiagndstico
em pacientes infectados com MRSA e, em alguns casos, ao tratamento de

infeccoes.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo do presente projeto consiste na obtencdo e caracterizacdo de
fragmentos F(ab’), do anticorpo monoclonal murino anti-PBP2a, por digestao

enzimética.

2.2 Objetivos Especificos

- Otimizacdo da digestdo enzimatica com as enzimas pepsina e papaina;

- Isolamento da fracdo F(ab’);, por cromatografia de imunoafinidade e
ultrafiltracao;

- Comparacdo da imunoreatividade da fracdo F(ab’), obtida por clivagem
enzimética com pepsina e papaina por imunoensaio enzimético (ELISA) em
relacdo ao anticorpo integro;

- Realizag&o de estudos in vitro para a avaliagdo da protecédo conferida pelo
fragmento F(ab’),

- Realizagdo de ensaios de farmacocinética para caracterizar a meia-vida

plasmatica dos fragmentos de anticorpo murino.
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3 METODOLOGIA

3.1 Obtencéo e purificagdo do anticorpo monoclonal

O anticorpo monoclonal anti-PBP2a, presente no fluido ascitico de cultura de
células do hibridoma 77 clone 38 (90/DA5/CB5/AA3), foi obtido em colaboragdo com
o LATAM (Laboratério de Tecnologia de Anticorpos Monoclonais — Bio-
Manguinhos/Fiocruz).

Com o objetivo de isolar a fracao rica em IgG das demais proteinas presentes
no fluido ascitico, a mesma foi centrifugada a 12.000 rpm por 15 minutos, filtrada
por membranas de 0,22um (Milipore®) e entdo submetida & cromatografia de
afinidade por proteina A, através da coluna HiTrap MabSelect SuRe (GE Healthcare)
(5 mL). A estacao de trabalho cromatogréfica utilizada foi para CLAE (Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia) do tipo AKTA Purifier 10® (GE Healthcare). A
cromatografia por afinidade foi realizada utilizando-se um gradiente em degraus
(stepwise), com um fluxo de eluicdo de 5 mL/min. Como eluentes, foram utilizadas
as solucdes tampéo fosfato de sodio 20 mM com cloreto de sodio 0,15M, pH 8,0
(eluente A) e citrato de sédio 100mM, pH 3,2 (eluente B). Para cada mililitro da
fracdo de 1gG recolhida nesta etapa, foram adicionados 150 yL da solucédo tampéao
Tris-HCI 1,5M, pH 8,8 a fim de elevar o pH da solucao para, aproximadamente, 7,0.

As fracOes obtidas foram dialisadas em solucdo tampéao fosfato-salina (cloreto
de sddio 1,37M, fosfato de sddio 100mM, cloreto de potassio 27mM, fosfato de
potassio 20mM pH 7,4) e concentradas em unidades filtrantes Amicon® Ultra-15 10K
(Millipore™).
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3.2  Analise das fracdes obtidas por purificacao e digestao enzimatica

3.2.1 Eletroforese desnaturante em gel de poliacrii amida (SDS-PAGE)

A homogeneidade das fracbes obtidas pela purificacdo e do processo de
digestdo enzimatica foram verificadas por eletroforese desnaturante em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE 10%). Esta foi realizada em cuba vertical MiniProtean Il
(Bio-Rad), segundo Laemmli (1970), sendo a incubacdo das amostras feita na
auséncia de agente redutor (B-mercaptoetanol).

Uma amostra das fragdes obtidas foram dissolvidas em solugéo de tampéo de
amostra contendo SDS 10%, glicerol 25% (v/v), Tris-HCI 0,5M pH 6.8 e azul de
bromofenol 0,5% (m/v). Para a estimativa do peso molecular das proteinas foi
utilizado o padrao de proteinas coradas com pesos moleculares conhecidos (miosina
201.000; B-galactosidase 114.500; albumina de soro bovino 75.200; ovalbumina
49.000; anidrase carbbnica 34.800; inibidor de tripsina 27.000; lisozima 17.000;
aprotinina 6.200). A eletroforese foi realizada durante 90 minutos a 120 volts e as
bandas proteicas foram reveladas com a solugéo corante Coomassie brilliant blue R
250 (0,2 g %) em &gua: metanol: acido acético (30:8:62, v/v/v). Posteriormente, o gel
foi descorado com uma solucdo de metanol: 4cido acético: agua (30:8:62), v/v/v)
(Silva Jr. 2001).

3.2.2 Quantificagao das amostras obtidas

As fracfes obtidas apos os processos de purificacdo foram quantificadas por
espectrofotometria através analise de absorbancia a 280nm utilizando o
espectrofotdmetro Nanodrop 1000 (ThermoScientific”) e levando em consideracéo o

coeficiente de extingdo molar da imunoglobulina G (1,400) (Andrew & Titus, 2000).

3.3 Digestdes enzimaticas

3.3.1 Digestao enzimatica com pepsina

Para a digestdo com a pepsina (Merck®, EC. 3.4.23.1, 10 FIP — U/mg), o
protocolo foi adaptado de Kittipongwarakarn et al. (2011), onde a pepsina (10

mg/mL) foi adicionada a solucdo de anticorpos monoclonais nas proporgcdes de
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enzima/anticorpo (peso/peso) 1:10, 1:5, 1:2 e 1:1. O pH da solucéo foi ajustado para
3.20 pela adi¢do de HCI 0,4N e a solucédo foi mantida em banho de agua a 37C
durante 30 minutos. Passado este tempo, a digestéo foi interrompida reajustando-se
0 pH da solucéo para 7.0 através da adicdo de NaOH 0,4N.

As fracdes obtidas pela digestdo enzimatica com a pepsina foram analisadas

por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE a 10%)).

3.3.2 Digestado enzimatica com papaina

O protocolo da digestdo enzimatica foi adaptado de Adamczyk et al (2000). A
enzima papaina (Merck®, EC. 3.4.22.2, 30000 USP — U/mg) em soluc&o (10 mg/mL)
foi adicionada a suspensédo de anticorpos monoclonais nas propor¢cdes de 1:50;
1:33; 1:20 e 1:10 (papaina/anticorpo, peso/peso). Apds a adicdo de papaina, a
solucéo foi colocada em banho de agua (37<C) durante 30 minutos, 1 hora, 2 horas
e 4 horas, a fim de estimar o melhor tempo de digestdo. Também foi testado se a
adicdo de PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonil), um inibidor de proteases que age
causando a sulfonilacdo dos residuos de serina, poderia controlar melhor a digestao
enzimatica pela papaina.

ApoOs a digestdo, as fracbes de anticorpos digeridos foram analisadas por

eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE a 10%).

3.4 Purificagdo das amostras digeridas

3.4.1 Cromatografia por afinidade — MabSelect SuRe  (GE)

Com o objetivo de eliminar por¢gdes de Fc ou anticorpos inteiros néo digeridos,
foi realizada uma primeira etapa de purificacdo por cromatografia de afinidade com a
resina MabSelect SuRe (GE Healthcare). Esta € uma resina que possui como matriz
a agarose e que tem como ligante a proteina A, caracterizada esta por possuir
afinidade pela por¢éo Fc da IgG.

A purificagéo foi feita manualmente. A coluna foi empacotada com 500uL de
resina, ja que 1mL da mesma € capaz de se ligar até a 30 mg/mL de IgG1;
equilibrada com 5 volumes de coluna com solucdo tampao de ligacdo (fosfato de
Sadio 20mM, cloreto de sédio 0,15M, pH 8.2). As amostras provenientes das
digestbes enziméticas entdo foram aplicadas a coluna e foram recolhidas

inicialmente as fracbes que nao foram capazes de se ligar a coluna. A coluna foi
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lavada com 15 volumes de coluna de solu¢cédo tampéao de ligacao e eluida comde 5 a
10 volumes de coluna de solucao tampéo de eluicdo (citrato de sodio 0,1M pH 3.0),
a fim de garantir remocao total da 19G. As fracfes eluidas tiveram o pH ajustado a
7.0 com adicao de solucdo tampédo TRIS-HCI 1M pH 9.0. A resina ainda foi lavada
com 5 volumes de coluna de solucdo tampéo de regeneracdo e, posteriormente,
guardada em solucao de etanol a 20%.

As amostras recolhidas foram submetidas a analise eletroforética em gel de
poliacrilamida e quantificadas por analise de absorbancia a 280nm (conforme
demonstrado no item 3.2.2). ApoOs a andlise, a amostra que nao se ligou a resina foi
dialisada em PBS e filtrada através de unidades filtrantes de centrifugagdo Amicon —
ultra 15 com corte de 50 kDa (Milipore®) a fim de retirar o excesso de enzima

utilizada.

3.5 Ensaio imunoenzimatico (ELISA)

Com o objetivo de avaliar a afinidade dos fragmentos de anticorpos a PBP2a,
foi realizado um ensaio de ELISA do tipo indireto.

Para este ensaio, foram utilizadas microplacas de 96 pocos (Maxisorb™) onde
foram adicionadas 0,25 pg/poco de proteina recombinante purificada PBP2a diluida
em solucdo tampéao carbonato 0,05M pH 9.0. A microplaca entdo foi submetida a
incubacdo a 4°C overnight para que houvesse adsorcdo do antigeno. Apés esta
etapa, foram efetuadas 3 lavagens com solucdo de PBS-Tween (solucdo tampéo
fosfato de sodio 10mM, NaCl 150mM, Tween 20 0,05% pH 7,2).

Em seguida, foi realizado o bloqueio com a adicdo de 200uL/poco de PBS-
milk 5% (solucao tampéo fosfato de soédio 10mM, NaCl 150mM, leite desnatado 5%,
pH 7.4). Esta reacgao foi incubada a 37°C durante 2 horas.

Decorrido o tempo, a microplaca foi novamente lavada 3 vezes com PBS-
Tween, o anticorpo monoclonal anti-PBP2a (IgG) e os fragmentos F(ab), obtidos por
digestdo pela pepsina e papaina foram diluidos em PBS-milk 5% e adicionados nas
quantidades de 100, 50, 25, 12,5 e 6,25 ng/poco.

A reacédo foi novamente incubada a 37°C por 1 hora e 30 minutos e apés 3
lavagens com PBS-Tween foi adicionado 100uL/pog¢o da Imunoglobulina anti-mouse
kappa conjugada HRP® (SouthernBiotech®), diluida 1:10000 (v/v) em PBS-milk 5%.
Apés a incubacdo de 90 minutos a 37°C foram realizadas 3 lavagens com PBS-
Tween e o cromégeno TMB (Tetrametilbenzidina 1%, Bio-Rad®) foi adicionado
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(100uL/poco) e incubado por 10-15 minutos, até que se verificasse a presenca de
cor na reagao.

A reacado foi entdo interrompida com a adigcdo de 50uL de &cido sulfarico
(H2SO4) 1N e as densidades oOpticas foram determinadas a 450nm em leitor de
microplaca do tipo SUNRISE™ (Tecan®).

A avaliagdo da ligacdo do fragmento ao antigeno foi estimada através da
diferenca das densidades Opticas observadas entre o controle positivo (amostra

somente com o anticorpo inteiro) e das amostras incubadas com os fragmentos.

3.6 Immunoblotting

Por ser um ensaio mais especifico que o ELISA, foi utilizada a técnica de
Western Blot para confirmar a ligacdo do fragmento F(ab’); ao fragmento
recombinante da proteina PBP2a de MRSA.

O antigeno (PBP2a recombinante, massa molecular estimada em
aproximadamente 8.000 Da) contendo cerca de 20ug de proteina, foi submetido a
eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida a 15% (similar a item 3.2.1) e
posterior transferéncia a 60V por 60 minutos para membranas de nitrocelulose de
tamanho 8 x 6,5 cm com poro de 0,22 um (Bio-Rad Laboratories Inc.), através de um
sistema de transferéncia vertical (Bio-Rad Laboratories Inc.), segundo Towbin et al.
(1979).

Apos a transferéncia, cada raia da membrana contendo a proteina foi separada
em canaletas e bloqueadas com solucdo TBS (Tris-HClI 25mM pH 8.0; NaCl
0,15mM) contendo leite em p6 desnatado 10% e albumina bovina 1% (BSA), sob
agitacdo a temperatura ambiente durante 3 horas. Cada membrana foi submetida a
agitacdo constante durante 18 horas (overnight) com 100ug do anticorpo néo
digerido e dos fragmentos digeridos com pepsina e papaina, diluidos em solucéo
TBS contendo leite desnatado 1%. As lavagens foram feitas com solucédo de Tween
20 (0,05%) em TBS apos cada etapa de incubacéo.

Em seguida, as membranas foram tratadas com o conjugado anti-mouse kappa
marcado com peroxidase (SouthernBiotech®) na diluicéo de 1:6000 (v/v) em solucdo
TBS contendo leite desnatado 1% por 3 horas.

As bandas foram reveladas com a adicdo do reagente de cor Horseradish
Peroxidase color development reagent DAB (3,3-diaminobenzidina) (Bio-Rad

Laboratories Inc.) complementado com peréxido de hidrogénio (H,O;) a 30% até a



31
identificacdo visual das bandas. A reacado foi interrompida pela adicdo de agua

destilada.

3.7 Ensaio de protecdo in vitro

O objetivo deste ensaio foi avaliar a atividade neutralizante dos anticorpos em
um sistema fechado (bactéria e anticorpo juntos em um meio de cultivo).

Foi incubado a 37°C e 200 rpm um inoculo bacteriano padréo (cepa MRSA
clone epidémico brasileiro), em meio liquido (caldo LB com adicdo de oxacilina
20pg/mL) durante 18 horas (Teixeira et al, 1995). Apds o crescimento do mesmao,
foram realizadas sete diluicdes seriadas (1:10, v:v). As diluicdes 1:10° e 1:10" foram
semeadas por esgotamento com alca de Drigaslki em placas LB agar, a fim de
guantificar o in6culo bacteriano.

Em 4 tubos (Falcon, 50 mL) diferentes foram acrescentados 5mL de meio
liquido (caldo LB com adicdo de oxacilina 20pg/mL) e 10pL da diluicdo 1:10°
correspondendo a aproximadamente 10° UFC, conforme quantificacdo bacteriana
apoés 24 horas de incubagéo.

Para cada tubo foram adicionados 250ug de anticorpo anti-PBP2a inteiro
(tubo A), 250ug de fragmentos F(ab’), obtidos por digestdo com a pepsina (tubo B),
250ug de fragmentos F(ab’), obtidos por digestdo com a papaina (tubo C), ou PBS
estéril como controle negativo (tubo D). Os tubos foram deixados em agitacéo
constante (100 rpm) a 37°C por 4 horas, sendo recolhidas aliquotas (100uL) apés 2
e 4 horas de incubag&o. Dessas amostras foram feitas 3 diluicbes seriadas (1:10,
v/v), onde as diluicdes 1:10, 1:10% e 1:10°, foram semeadas em LB &gar e incubadas
a 37°C por 18 horas para determinar a quantidade de bactérias que cresceram na

presencga e auséncia do anticorpo e fragmentos.

3.7.1 Andlise Estatistica

A partir das quantificacdes das placas foi calculada a média e a significancia
dos dados foi feita por teste t de Student, sendo considerado significativo quando o
valor de p for menor que 0,05.
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3.8 Ensaios de farmacocinética para determinacéo da meia-vida plasmatica

O experimento foi composto por 8 animais (camundongos BALB/c) divididos
em dois grupos principais (A e B), dependendo do tipo de anticorpo aplicado, e em
mais dois grupos secundarios (Al, A2, B1 e B2), de acordo com o ciclo de horas.

O grupo A foi composto por 4 animais inoculados com o anticorpo
monoclonal (IgG) e o grupo B por 4 animais inoculados com os fragmentos F(ab’),
obtidos por digestdo do anticorpo com a pepsina. Os grupos Al e B1, com 2
animais cada, foram usados para avaliar a distribuicdo dos anticorpos e dos
fragmentos nas primeiras 12 horas e A2 e B2, também com 2 animais cada, foram
usados para o periodo posterior a 12 horas, de modo a ter pontos de coleta a cada 6
horas.

Os animais dos grupos Al e B1 foram inoclulados (250ug) via intraperitoneal
as 7 horas da manha (com coleta de sangue pré-imune) e a partir dai foi coletado
sangue dos animais (via retro orbital) a cada 6 horas, ou seja, as 13 horas e as 19
horas.

Para os animais dos grupos A2 e B2, que também foram inoculados com
250ug de anticorpo monoclonal ou fragmento F(ab’), (via intraperitoneal) as 19
horas, as coletas foram realizadas a cada 6 horas a partir das 13 horas do dia
seguinte até as 19 horas a fim de avaliar a biodistribuicio de anticorpos e
fragmentos durante 24 horas.

Ainda foram coletadas amostras de sangue correspondentes a 36 e 48 horas
de tratamento para os grupos A2 e B2, e de 48 horas para os grupos Al e B1, de
forma a aumentar o periodo de biodistribuicdo a ser avaliado.

A partir do sangue coletado foi realizado o ensaio de ELISA semiquantitativo a
partir do soro dos animais, para que pudesse ser avaliada a biodistribuicdo dos
anticorpos nos animais em diferentes momentos (tempos).

Este experimento foi aprovado pela comisséo de ética no uso dos animais, de
acordo com o registro CEUA n° LW-71/12, e realizado pelo Laboratério de
Experimentagcédo Animal (LAEAN) da Fiocruz. (Anexo 1).
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliagdo da homogeneidade do anticorpo monoclo nal purificado

De acordo com experimentos de caracterizacao feitos anteriormente em PAGE
gradiente nativo (5-15%), o anticorpo monoclonal anti-PBP2a de MRSA apresenta
peso molecular de aproximadamente 162.000 (Chagas, 2011).

A eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 10%) realizada a partir da
amostra do anticorpo monoclonal purificado a partir de fluido ascitico, apresentou
uma Unica banda eletroforética, na auséncia do redutor 3-mercaptoetanol, entre as
bandas de 201 e 114 KDa (Figura 4.1, seta vermelha) e na presenca de agente
redutor, duas bandas caracteristicas de IgG referentes as cadeias pesada e leve,

com pesos moleculares de aproximadamente 50 e 30 kDa, respectivamente.

1 2
PM 3
201 -
- == 19G
115 -
75 -

Cadeia
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348 - .
Cadeia
27 . leve
\

Figura 4.1: SDS-PAGE 10% em condicdes ndo redutoras e redutoras de amostra de
anticorpo monoclonal purificado (5 pg). Raia 1: Padrdes de peso molecular Prestained®
Broad Range (201.000 a 6.200) (Bio-Rad Laboratories Inc.). Raia 2: Anticorpo anti-PBP2a
purificado em condi¢cbes néo redutoras (5 pg). Raia 3: Anticorpo anti-PBP2a purificado em
condi¢cBes redutoras (com B-mercaptoetanol)
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Foram detectadas seis bandas eletroforéticas relacionadas as oito proteinas
descritas no padréo de proteinas de peso molecular Prestained® Broad Range (Bio-
Rad Laboratories Inc.). A aprotinina e a lisozima, que apresentariam pesos
moleculares de 6.200 e 17.000, respectivamente, ndo foram observadas.

Na quantificacdo dos anticorpos foi possivel verificar que a purificacdo desse
lote de fluido ascitico obteve 7,5 mL de solucdo de anticorpo em tampdo PBS com

uma concentracéo de 2,2 mg/mL.

4.2 Digestdo enzimatica com pepsina

4.2.1 Determinacao da relacdo enzima/substrato para  a pepsina

Para determinar a quantidade de pepsina capaz de produzir os fragmentos
F(ab’), foram utilizadas as propor¢des enzima/anticorpo (p/p) de 1:10, 1:5, 1:2, 1:1
(ng/ug) (Tabela 4.1). As amostras foram analisadas por SDS-PAGE 10% néo redutor
(Figura 4.2).

Tabela 4.1: Composi¢cdo das amostras para a determinacdo da relacdo enzima/substrato
adequada para digestdo do anticorpo IgG1 com pepsina.

Solugéo Pepsina Solugéo Anticorpo Relagéo Pepsina/Anticorpo
10mg/mL 1 mg/mL (p/p)
1L (=10 ug) 100 pL (= 100 pg) 1/10
2 uL (= 20 pug) 100 pL (= 100 pg) 1/5
5 pL (= 50 pg) 100 pL (= 100 pg) 1/2

10 pL (= 100 pg) 100 pL (= 100 pg) 1/1
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Figura 4.2: SDS-PAGE 10% em condi¢Bes ndo redutoras referente a digestdo enzimatica do
anticorpo com pepsina. Raia 1: Padrdes de peso molecular Prestained® Broad Range (Bio-
Rad). Raia 2: Anticorpo monoclonal purificado (2 pg). Raia 3: Anticorpo digerido com
pepsina na proporcédo de 1:10. Raia 4: Anticorpo digerido com pepsina na proporcédo de 1:5.
Raia 5: Anticorpo digerido com pepsina na proporcdo de 1:2. Raia 6: Anticorpo digerido com
pepsina na proporcao de 1:1. Raia 7: Pepsina 1 mg/mL (5 ug).

Pela andlise do gel foi possivel verificar uma banda de aproximadamente 100
kDa (entre 114 e 75 KDa) ja a partir da propor¢cdo de 1:10, correspondente ao
fragmento F(ab’), obtido na digestdo enzimética com a pepsina. Também foi
observado a formacdo de bandas na regiao proxima a 50 KDa, especialmente na
raia 6, onde ha maior proporcdo de enzima/anticorpo. Tais bandas podem ser
correspondentes a formacgéo de fragmentos do tipo Fab’.

Ainda foram observadas bandas na altura relacionada a IgG nao digerida, néo
digerida pela enzima (raias 3 a 5). Apenas na raia 7, que corresponde a proporgao
de 1:1, ndo € observada a formacdo dessa banda, mas pode ser justificado pela
guantidade insuficiente de proteina aplicada no gel.

A banda referente a pepsina (raia 7) esta presente no gel na altura de
aproximadamente 35 kDa. Tal banda pode ser verificada também, mas de forma

menos intensa, na raia 6.
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4.2.2 Digestdo enzimatica - Pepsina

Apbés a determinacdo da relagdo enzima/substrato adequada para gerar
fragmentos do tipo F(ab’);, 3 mg do anticorpo monoclonal anti-PBP2a foram

digeridos com pepsina na proporcéo de 1:5 (p/p) (ug/ng) (Figura 4.3).
1 2 3 4
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Figura 4.3: SDS-PAGE 10% em condi¢des ndo redutoras referente a digestdo enzimatica do
anticorpo com pepsina na propor¢do de 1.5 (p/p). Raia 1: Padrdes de peso molecular
Prestained® Broad Range (Bio-Rad). Raia 2: Anticorpo monoclonal purificado (2 pg). Raia 3:
Anticorpo digerido com pepsina na proporcédo de 1:5. Raia 4: Pepsina 1 mg/mL (2 pug).

A proporgcao de 1:5 (p/p) foi suficiente para digerir o anticorpo e formar o
fragmento F(ab’),, ndo sendo capaz de digerir 0 anticorpo de forma completa,
deixando tracos de IgG. Nao foram observados fragmentos de massa

correspondente ao fragmento Fab’ (50 kDa).

4.2.2.1 Purificacdo das amostras digeridas com peps  ina por
cromatografia de afinidade e ultrafiltracdo

A fim de retirar os tracos de IgG presentes na fracdo digerida por pepsina,
recorreu-se ao uso de cromatografia de afinidade em proteina A com a resina
MabSelectSuRe (GE) na tentativa de obter uma solu¢do mais homogénea composta
pelo fragmento F(ab’), (Figura 4.4).
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Figura 4.4: SDS-PAGE 10% em condicbes ndo redutoras referente ao isolamento dos
fragmentos F(ab’), utilizando a resina de proteina A MabSelectSuRe (GE). Raia 1: Padrbes
de peso molecular Prestained® Broad Range (Bio-Rad). Raia 2: Anticorpo monoclonal 2 pg.
Raia 3: Anticorpo digerido com pepsina. Raia 4: Fragdo néo ligada a resina. Raia 5: Fracao
correspondente a etapa de lavagem. Raia 6: Fracao eluida da resina.

Através do SDS-PAGE foi possivel observar que na fracdo néo ligada a resina
(Raia 4) houve o isolamento dos fragmentos F(ab’),. Também foi verificada a
presenca de fragmento F(ab’), na fracdo correspondente a etapa de lavagem da
resina (Raia 5), indicando que os mesmos néo se ligaram a coluna.

As fracbes cromatograficas que apresentaram o fragmento F(ab’), foram
dialisadas, concentradas em membranas de ultrafiltracdo Amicon 50 MWCO e
analisadas por SDS-PAGE 10% (Figura 4.5).

1 2 3 4
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Figura 4.5: SDS-PAGE 10% em condi¢Bes ndo redutoras referente a fracdo cromatogréafica
do fragmento F(ab’), apds dialise e ultrafiltracdo. Raia 1. Padrbes de peso molecular
Prestained® Broad Range (Bio-Rad). Raia 2: Anticorpo monoclonal 2 pg. Raia 3: Anticorpo
digerido com pepsina apés passagem pela MabSelectSuRe. Raia 4: Anticorpo digerido com
pepsina apoés didlise e ultrafiltracao.
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As etapas de dialise e concentragdo por ultrafiltracdo indicaram apenas uma
banda visivel na regido abaixo de 115 kDa (Raia 4, Figura 4.5), que deve ser
correspondente ao fragmento F(ab’),.

A quantificacdo proteica feita a partir da leitura da fracdo F(ab’), obtida por
digestdo enzimética da absorbancia a 280nm permitiu estimar-se um rendimento de

aproximadamente 74% em relacdo a amostra de anticorpo inicial (Tabela 4.2).

Tabela 4.2: Quantificacdo da amostra obtida apos purificacdo de digestao por pepsina.

Quantidade inicial de anticorpo IgG Quantidade final de F(ab’) »
3 mg 2,23 mg
Rendimento aproximado 74%

4.3 Hidrdlise enzimatica com a papaina

4.3.1 Otimizacéo das condi¢cdes de hidrolise enzimat  ica com a papaina

Para determinar a melhor relacdo enzima/substrato para a papaina, foram
testadas as propor¢cdes de 1:50, 1:33, 1:20, 1:10 (p/p) (ng/ung) (Tabela 4.3) a 37°C
por 2 horas. As amostras foram analisadas por SDS-PAGE em condi¢cdes nao

redutoras (Figura 4.6).

Tabela 4.3: Composicdo das amostras para a determinacdo da relacdo enzima/substrato
adequada para digestdo do anticorpo IgG1 com papaina.

Solucao P apaina Solucado Anticorpo Relacdo P apaina/Anticorpo
10mg/mL 1 mg/mL (p/p)
1L (=10 ug) 500 pL (=500 pg) 1/50
1,5 L (=15 ug) 500 pL (=500 ug) 1/33
2,5 uL (= 25 ug) 500 pL (=500 pg) 1/20

5 uL (=50 pg) 500 pL (=500 ug) 1/10
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Figura 4.6: SDS-PAGE 10% em condi¢Bes ndo redutoras referente a digestdo enzimatica do
anticorpo com papaina. Raia 1: Padrdes de peso molecular Prestained® Broad Range (Bio-
Rad). Raia 2: Anticorpo monoclonal purificado (2 pg). Raia 3: Anticorpo digerido com
papaina na propor¢éo de 1:50 (p/p). Raia 4: Anticorpo digerido com papaina na proporgao
de 1:33 (p/p). Raia 5: Anticorpo digerido com papaina na proporgéo de 1:20 (p/p). Raia 6:
Anticorpo digerido com papaina na propor¢cdo de 1:10 (p/p). Raia 7: Fragmento F(ab’),
isolado apos hidrélise com a pepsina (3 ug). Raia 8: Papaina 1 mg/mL (5 ug).

Através da analise da figura acima, foi possivel perceber na digestdo com a
papaina a presenca de outras bandas além da referente ao fragmento F(ab’)..
Somente na propor¢cdo de 1:10 verifica-se a total digestdo do anticorpo. Também
foram visualizadas bandas na regido proxima a 48 KDa, que podem ser relacionados
com a formacéo de Fab’, especialmente nas proporc¢des de 1:20 e 1:10 (Raias 5 e 6,
Figura 4.6).

Bandas referentes a papaina foram observadas abaixo da regiao referente a 27
kDa.

A partir dessas observacgoes, foi testado se a agédo de um inibidor de proteases
como o PMSF, poderia controlar melhor a digestdo com a papaina. Também foi
testado se diferentes tempos de digestao (15, 30, 45, 60, 90 e 120 minutos) a 37°C
poderiam melhorar a digestdo, gerando mais fragmentos F(ab’),. Por ter digerido o
anticorpo de forma completa, a propor¢cdo de 1:10 foi utilizada para comparagéo

diante da auséncia ou presenca de PMSF (Figuras 4.7 e 4.8).
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Figura 4.7: SDS-PAGE 10% em condi¢Bes ndo redutoras referente a digestdo enzimatica do
anticorpo com papaina em diferentes tempos de 15, 30, 45, 60, 90 e 120 minutos na
auséncia de PMSF. Raia 1: Padrdes de peso molecular Prestained® Broad Range (Bio-Rad).
Raia 2: Anticorpo monoclonal purificado (2 pg). Raia 3: Anticorpo digerido por 15 minutos
com papaina na proporgdo de 1:10 (p/p). Raia 4: Anticorpo digerido por 30 minutos com
papaina na proporcédo de 1:10 (p/p). Raia 5: Anticorpo digerido por 45 minutos com papaina
na proporcao de 1:10 (p/p). Raia 6: Anticorpo digerido por 60 minutos com papaina na
proporcdo de 1:10 (p/p). Raia 7 Anticorpo digerido por 90 minutos com papaina na
proporcdo de 1:10 (p/p). Raia 8: Anticorpo digerido por 120 minutos com papaina na
propor¢éo de 1:10 (p/p). Raia 9: : Fragmento F(ab’), isolado com pepsina (1,5 pg). Raia 10:
Papaina 1 mg/mL (5 pg).
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Figura 4.8: SDS-PAGE 10% em condi¢des ndo redutoras referente a digestdo enzimatica do
anticorpo com papaina em diferentes tempos de 15, 30, 45, 60, 90 e 120 minutos na
presenca de PMSF 1mM. Raia 1: Padrées de peso molecular Prestained® Broad Range
(Bio-Rad). Raia 2: Anticorpo monoclonal purificado (2 pg). Raia 3: Anticorpo digerido por 15
minutos com papaina na proporcao de 1:10 (p/p). Raia 4: Anticorpo digerido por 30 minutos
com papaina na proporgdo de 1:10 (p/p). Raia 5: Anticorpo digerido por 45 minutos com
papaina na proporgdo de 1:10 (p/p). Raia 6: Anticorpo digerido por 60 minutos com papaina
na proporcdo de 1:10 (p/p). Raia 7 Anticorpo digerido por 90 minutos com papaina na
proporcdo de 1:10 (p/p). Raia 8: Anticorpo digerido por 120 minutos com papaina na
proporcdo de 1:10 (p/p). Raia 9: Papaina 1 mg/mL (5 pg). Raia 10: Fragmento F(ab’),
isolado com pepsina (1,5 pg).
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Foi possivel observar que com a adicdo de um inibidor de proteases, houve

uma maior intensidade nas bandas correspondentes a formacdo de F(ab’),. Nao

houve alteracéo significativa da digestdo com o aumento do tempo, sendo que 15

minutos ja foi suficiente para que houvesse a formagédo do fragmento F(ab’), com
menor formacéo de fragmento Fab’.

4.3.2 Digestao enzimatica — papaina

Com o estabelecimento da proporcdo de enzima/substrato, tempo de digestado
e uso de inibidores de proteases, foi realizada a digestdo de 3 mg de anticorpo para

a obtencao de fragmentos F(ab’), pela papaina (Figura 4.9).
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Figura 4.9: SDS-PAGE 10% em condigBes ndo redutoras referente a digestdo enzimatica do
anticorpo com papaina na propor¢cdo de 1:10 (p/p) com 30 minutos de incubacdo na
presenca de PMSF 1mM. Raia 1: Padrées de peso molecular Prestained® Broad Range
(Bio-Rad). Raia 2: Anticorpo monoclonal purificado (2 pg). Raia 3: Fragmento F(ab’), isolado
por digestdo com pepsina (1,5 pg). Raia 4: Digestao de anticorpo com papaina 1:10 (p/p).
Raia 5: Papaina 1mg/mL (2 pg)

Foi possivel observar a formagdo do fragmento F(ab’),, bem como outros
fragmentos resultantes da digestdo do anticorpo pela papaina, entre eles fragmentos

de aproximadamente 50 kDa, indicativos de fragmento Fab’.
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4.3.2.1 Purificacdo das amostras digeridas com papa  ina por
cromatografia de afinidade e ultrafiltracdo

Para tentar isolar o fragmento F(ab’), seguiu-se o protocolo adotado
previamente para a pepsina (item 4.2.2.1), passando o produto da digestdo pela

resina de proteina A. Os resultados obtidos podem ser vistos na Figura 4.10.
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Figura 4.10: SDS-PAGE 10% em condicbes nao redutoras referente a purificacdo dos
fragmentos F(ab’), apds digestdo com papaina utilizando a resina de proteina A
MabSelectSuRe (GE). Raia 1: Padrdes de peso molecular Prestained® Broad Range (Bio-
Rad). Raia 2: Anticorpo monoclonal 2 pug. Raia 3: Fragmento F(ab’), isolado por digestédo
com pepsina (1,5 pg). Raia 4: Anticorpo digerido com papaina 1:10 (p/p). Raia 5: Fragcao néo
ligada a resina. Raia 6: Primeira fragdo eluida da resina. Raia 7: Segunda fracdo eluida da
resina.

Na analise por SDS-PAGE da figura acima, verifica-se que a fracdo que nao se
ligou a resina apresentou o fragmento F(ab’),, e nas fragBes eluidas observou-se
diversas bandas que estavam presentes na digestdo, causadas pela hidrdlise do
anticorpo pela papaina.

ApOs a cromatografia, foi realizada a dialise e a amostra proveniente da fracédo

ndo ligada & resina foi submetida a unidades de ultrafiltragdo (Amicon® MWCO
50.000) para que o fragmento F(ab’), pudesse ser isolado (Figura 4.11).



43

201 - S i m—  1gG
114 - —_— - ) F(ab’)z

75 -

48 -

34,8 -
27 -

17 -

——

Figura 4.11: SDS-PAGE 10% em condigbes ndo redutoras referente a purificagdo dos
fragmentos F(ab’), obtidos por digestdo com papaina apos dialise e ultrafiltracdo. Raia 1:
Padrdes de peso molecular Prestained® Broad Range (Bio-Rad). Raia 2: Anticorpo
monoclonal (2 pg). Raia 3: Fragmento F(ab’), isolado por digestdo com pepsina (1,5 ug).
Raia 4: Anticorpo digerido com papaina. Raia 5: Fracdo ndo ligada a resina MabSelectSure.
Raia 6: Fragmento F(ab’), obtido por digestdo com papaina apos dialise e ultrafiltracao.

Foi observado que ap0s a ultrafiltracdo na analise do SDS-PAGE corado com
Coomassie Brilliant Blue, observa-se apenas uma banda visivel na regido proxima a
115 kDa (Figura 4.11, raia 6), semelhante a obtida pela digestdo com a pepsina que
é correspondente ao fragmento F(ab’)..

A quantificacdo por absorbancia a 280nm da fracdo contendo o fragmento
F(ab’), obtido através da digestdo por papaina apontou um rendimento de
aproximadamente 56,7% em relacdo a amostra de anticorpo inicial, menor que o

apresentado pela digestdo com pepsina (Tabela 4.4).

Tabela 4.4: Rendimento da fracdo F(ab"), apds purificacdo da digestdo de IgG1 por papaina.

Quantidade inicial de anticorpo IgG Quantidade final de F(ab’),

3mg 1,7 mg

Rendimento aproximado 56,7%
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4.4 Ensaio imunoenzimatico indireto

O ensaio imunoenzimatico indireto comparativo entre o fragmento F(ab’), e o
anticorpo integro demonstrou que mesmo ap0s o0 processo de digestdo enzimatica,
as fracdes contendo fragmentos F(ab’), obtidos pela digestdo com pepsina e
papaina apresentaram afinidade pela PBP2a, exibindo valores de densidade Optica
superiores aos apresentados pelo anticorpo néo digerido (Figura 4.11). Ensaios

posteriores demonstraram a mesma reacéao.

ELISA comparativo

1,6

14 T a———
812 ‘——0-%\,
S 1 —
S 0,8 == Mab
B
a 0,6 5. =l=Pepsina
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o 04 Papaina

0,2
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100 50 25 12,5 6,25 3,125

Quantidade de anticorpo (ng)

Figura 4.12. Densidades Opticas observadas no ensaio de ELISA: comparativo entre o
anticorpo integro e fragmentos F(ab’), obtidos por digestdo enzimética com papaina e
pepsina, nas quantidades de anticorpo e fragmentos correspondentes a 100, 50, 25, 12,5,
6,25, 3,125 ng/poco. A densidade 6ptica do branco de reagéo foi descontada dos valores
gque estdo representados ha curva.

4.5 Immunoblotting

Para avaliar melhor a especificidade dos fragmentos F(ab’), a PBP2a, foi
realizado um ensaio do tipo Western Blot, jA que o0 ELISA é um ensaio mais sensivel
enguanto o Blot é mais especifico.

Segundo o item 3.6 da metodologia, a PBP2a foi transferida para uma
membrana de nitrocelulose, a qual foi incubada com o anticorpo inteiro (A) e 0s

fragmentos F(ab’), obtidos por digestdo com pepsina (B) e papaina (C).
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A PBP2a foi identificada através da banda de 7.600 do marcador de peso
molecular Kaleidoscope (Bio-Rad Laboratories Inc.), correspondente a aprotinina, ja
gue o fragmento recombinante apresenta peso molecular na faixa de 8.000 (Figura
4.11, ver seta).

A revelacdo do Blotting por DAB demonstrou que tanto o anticorpo néo
digerido como os fragmentos obtidos com ambas as enzimas apresentaram o0
mesmo perfil de deteccdo de bandas (Figura 4.12). Sugerindo que a especificidade
dos fragmentos a PBP2a foi mantida mesmo ap6s o0s processos de digestdes

enziméaticas.
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Figura 4.13. Western Blot realizado com o anticorpo integro (A; raia 2), fragmento F(ab’),
obtido por digestdo com pepsina (B; raia 3) e fragmento F(ab’), obtido por digestdo com
papaina (C; raia 4). A raia 1 se refere ao padrédo de peso molecular Kaleidoscope (Bio-Rad).
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4.6 Ensaio de Neutralizacdo Bacteriana

Este ensaio foi realizado com o objetivo de analisar a atividade neutralizante
contra cepas CEB de Staphylococcus aureus das fragdes contendo fragmentos
F(ab’), obtidos por digestdo enzimatica com papaina e pepsina, tendo como
referéncia a atividade neutralizante do anticorpo integro e a existéncia de um
controle negativo (in6culo bacteriano + PBS estéril).

Através de contagem em placas, foi quantificado um inéculo bacteriano de
aproximadamente 0,8x10° bactérias/mL. Portanto, em 10 pL da diluicio 1:10° foi

dado um inéculo de 0,8x10°.
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Apébs 2 horas de incubacéo do anticorpo integro e dos fragmentos F(ab’), com

a bactéria, ndo foi verificada reducdo significativa do crescimento bacteriano em

relacéo ao controle (Figura 4.13).
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Figura 4.14: Variagdo da concentracdo bacteriana ap6s 2 horas de incubacdo dos
anticorpos e fragmentos com a bactéria. Média + EPM de 3 experimentos.

Porém, apos 4 horas de incubacdo, os ensaios realizados com 0 anticorpo

integro e os fragmentos F(ab’), demonstraram reducao significativa em relacdo ao

controle (Figura 4.14). Nao foi observada significancia entre o grupo do anticorpo e o

dos fragmentos (pepsina e papaina).
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Figura 4.15: Variacdo da concentracdo bacteriana apés 4 horas de incubacdo dos
anticorpos e fragmentos com a bactéria. Média + EPM de 3 experimentos. *p<0,05 vs.

Controle. Teste t de Student ndo pareado.
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As placas referentes ao tubo controle apresentaram visivelmente maior

guantidade de colbnias que as placas dos tubos referentes ao anticorpo e
fragmentos F(ab’), obtidos pela pepsina e papaina (Figura 4.15).

Figura 4.16: Representacdo dos resultados de inibigdo do crescimento bacteriano in vitro
ap6s 4 horas de incubacao (diluicdo 1:10%). A: Anticorpo IgG (1,2x10° UFC/mL), B: F(ab’),
obtido com pepsina (1,4x10° UFC/mL), C: F(ab’), obtido com papaina (1,4x10°> UFC/mL), D:
Controle negativo (3x10°> UFC/mL).

Com 4 horas, em relacdo ao controle, o anticorpo néo digerido foi o que
proporcionou maior reducéo (58%), enquanto o fragmento F(ab’), obtido por digestao
com pepsina apresentou reducdo de 50% e o F(ab’); obtido por digestdo com
papaina, 50% (Tabela 4.5). Deve-se ressaltar que por se tratar de contagem de

unidades formadoras de col6nias em placas, todos os valores sdo aproximados.
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Tabela 4.5. Quantificacdo das concentra¢des bacterianas para cada ensaio, de acordo com

0 tempo (2 ou 4 horas).

Concentracéo bacteriana

(UFC/mL)* _ F(ab’), F(ab’),
Controle  Anticorpo 1gG : ’
pepsina papaina
Tempo (horas)
2 1,6x10* 1,1x10* 1,4x10* 1,0x10*
4 2,9x10° 1,2x10° 1,5x10° 1,5x10°
Reducéo de UFC/mL em
58% 50% 50%

relagdo ao controle apds
4 horas (%)

*Média da concentracao bacteriana (UFC/mL).

4.7 Ensaio de Avaliacdo de Farmacocinética

Ensaios prévios demonstraram que o anticorpo monoclonal anti-PBP2a possui
uma meia-vida de aproximadamente 18 dias (para 500 pg/dose). Para a metade de

anticorpo aplicado (250 pg/dose), a meia-vida reduz para a metade, sendo assim em

torno de 9 dias (Figura 4.16). Esse ensaio foi feito com camundongos Swiss,

realizando coletas de sangue diarias por 25 dias, e a quantificagdo dos anticorpos foi
feita por ELISA, utilizando 0,5 pL de soro.

80 -

~65 ng/ul
+

70 A

60 A

S0 1

40 -

Conc. (pg/mL)

30 A

20 4

10

Biodistribuicao MAB (250 pg/dose)

~29 ng/l

¥

—&— conc

8 9 12

Dias

19 22

Figura 4.17: Concentracao plasmética do anticorpo murino anti-PBP2a em funcdo do tempo
com 250 plL/dose durante o periodo de 25 dias.
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A partir desses resultados, decidiu-se repetir esse ensaio com o fragmento
F(ab"),, de forma a avaliar sua biodistribuicdo que teoricamente seria mais curta, ja
gue o fragmento ndo possui a porcao Fc, principal responsavel por aumentar a meia-
vida do anticorpo.

Para tal, foram colhidos sangue de camundongos Balb/C (8 no total)
inoculados intraperitonealmente com 250 pug do anticorpo e 250 pug do F(ab'), nos
tempos de 6, 12, 18, 24, 36 e 48 horas. Destas amostras de sangue foi recolhido o
soro, que foi submetido a ensaios de ELISA (1 pL) para quantificagdo do anticorpo e
dos fragmentos.

Os resultados obtidos demonstraram um decaimento mais rapido do

fragmento F(ab"), em relacédo ao anticorpo IgG (Figura 4.17).
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Figura 4.18: Perfis de concentracdo plasmética em escala logaritmica em fungéo do tempo
apoés administracdo intraperitoneal do fragmento F(ab'), obtido por digestdo enzimética com
a pepsina e do anticorpo (Mab) (250 pg/dose).

Com a quantificacdo dos anticorpos integros e fragmentos F(ab’), por ELISA,
verifica-se que as concentracdes de anticorpo (Mab) ndo variam como as de F(ab’),,
com um pico em 18 horas apresentando uma certa linearidade a partir das 36 horas,
enquanto que a de F(ab’), cai bruscamente (Figura 4.17).

A partir dos valores de concentragédo apresentados na tabela 4.6, observa-se
que a concentracdo de fragmento F(ab’), apresentou um pico em 12 horas e apds o
mesmo houve uma queda brusca na concentracdo. Portanto, sua meia-vida deve

estar entre 12 e 18 horas. Nas 48 horas analisadas nao foi observada a total
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eliminacdo do fragmento, mas apresentou niveis minimos a partir de 36 horas, ja
que a quantificacdo do soro dos animais pré-imunizados mostrou valores em média
de 17,4 ng/mL.

Mesmo apoOs 48 horas a concentracdo de IgG se apresentou cerca de 10
vezes maior que a de F(ab’),, confirmando um clearance (eliminacdo) bem mais

rapida do fragmento em relacédo a da IgG (Tabela 4.6).

Tabela 4.6: Média da quantificacdo das concentracdes de anticorpo (Mab) e F(ab”), por
ELISA em 1 uL de soro no intervalo de 6, 12, 18, 24, 36 e 48 horas.

Tempo (horas) 6 12 18 24 36 48
Concentracéo 230,1 193 1365,35 947,1 338,9 241,2
Mab (ng/mL)

Concentracao 270 489,35 92,1 45,55 24,95 24,85

F(ab"), (ng/mL)
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5 DISCUSSAO

A bactéria S. aureus é um potencial agente patogénico responsavel por
causar diversas doencas, como desde uma simples infeccdo de pele até infec¢cdes
pdOs-operatdrias ou pneumonia necrotizante. Essa bactéria tem a capacidade de se
adaptar rapidamente a pressdao de selecdo exercida pelos antibidticos, o que
resultou no aparecimento e na disseminacdo dos S. aureus resistentes a meticilina,
ou simplesmente MRSA (Deuremberg et al. 2006).

O desenvolvimento de resisténcia a antimicrobianos tem como principal
consequéncia a dificuldade no tratamento de infeccbes causadas por esse
patogeno. Cepas de MRSA sédo encontradas de forma endémica em varios hospitais
pelo mundo e atualmente, o aparecimento de cepas comunitarias tem sido relatado,
tornando-se uma ameaca a populagdo no geral (Lu et al. 2011). Portanto, o
surgimento de novas alternativas de tratamento e diagnostico a essas infec¢des séo
essenciais.

Diante desse cenario e tomando a PBP2a de S. aureus como alvo, o Instituto
de Tecnologia em Imunobiolégicos — Bio-Manguinhos vem desenvolvendo um
anticorpo monoclonal anti-PBP2a destinado ao tratamento e prevencéo de infec¢des
causadas por MRSA. Este projeto ja levou a producdo de um anticorpo murino do
tipo 1gG1 anti-PBP2a e encontra-se em processo de humanizacao.

Fragmentos de anticorpos IgG, como F(ab’),; e Fab’, ttm sido um assunto de
interesse e estudos devido a capacidade de direcionar pequenas moléculas a alvos
importantes, sendo boas alternativas para o tratamento e, especialmente, como
ferramentas de diagnostico, especialmente por radiomarcagdo. Seu menor tamanho
confere uma maior penetrabilidade e a falta da por¢édo Fc da IgG proporcionam a
estas moléculas uma farmacocinética diferenciada, mais rapida, e diminui a
capacidade de gerar efeitos colaterais (Zhigiang, 2009).

Heskamp et al. (2012) demonstrou que fragmentos bivalentes F(ab’);
radiomarcados com **In, quando comparados & IgG igualmente marcada com o
citado radionuclideo, melhoraram a resolucdo da imagem tomografica feitas em

SPECT/CT, apresentando direcionamento ao alvo melhor e mais rapido, maior
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acumulo no tumor e um indice de depuracdo mais rapido. Entretanto, ao reduzir o
F(ab’), para Fab’ sua afinidade pelo alvo foi extremamente reduzida, resultando em
uma perda de especificidade, provavelmente devido a menor avidez do fragmento
Fab’ em relacdo a F(ab’), e IgG. Portanto, este artigo demonstra que para uma
estratégia de radiomarcacao o fragmento mais indicado deve ser o F(ab’),.

A producéo de fragmentos de imunoglobulinas por protedlise (com a utilizacao
de enzimas como a papaina, pepsina e ficina) ja esta bem estabelecida. Mesmo com
estratégias de producdo por tecnologia recombinante, a digestdo enzimatica,
especialmente para obtencéo de fragmentos do tipo Fab’ e F(ab),, ainda é bastante
utilizada. Porém, a digestdo de IgG depende da subclasse do anticorpo, exigindo
diferentes condicdes experimentais para cada um deles (Parham, 1986). Cada
anticorpo dentro de uma subclasse também pode variar em sua susceptibilidade a
digestdo, diminuindo a reprodutibilidade dos resultados (Rea & Ultee, 1993).

Para maximizar os rendimentos na digestdo enzimatica, € necessaria a
realizacdo de experimentos em escala laboratorial, para otimizar as condi¢bes de
digestdo. Desta forma, apos a confirmacédo da homogeneidade do anticorpo (Figura
4.1), utilizou-se as enzimas pepsina e papaina para a obtencao de fragmentos do
tipo F(ab’), de anticorpos murinos do tipo IgG1 (Zhigiang, 2009).

Kittipongwarakarn et al. (2011) conseguiu obter fragmentos F(ab’), através de
digestdo com pepsina. Tendo esse protocolo como referéncia testou-se diferentes
propor¢cdes de enzima/anticorpo por 30 minutos a pH 3,0 (Tabela 4.1). A partir da
proporcdo de 1:10 (p/p) j& foi possivel observar a formacdo de fragmentos F(ab’),
(bandas entre 115 e 75 KDa) (Figura 4.2). Também foi observado juntamente com a
formacdo dos F(ab’);, bandas na regido de aproximadamente 50 KDa,
especialmente quando € feito o uso de proporcbes mais altas da relacdo
enzima/anticorpo. Tais bandas podem ser referentes a producao simultanea de Fab’,
conforme relatado por Kurkela et al. (1988).

Como os anticorpos do tipo IgG1l geralmente se apresentam como mais
resistentes a digestdo enzimatica, escolheu-se uma maior relacdo enzima/substrato
para garantir o maximo rendimento para obtencdo de F(ab’), (Wilson et al. 2002).
Portanto, a propor¢cédo de 1:5 (p/p) foi a utilizada para digestdo enzimatica (Figura
4.3). A digestdo de 3 mg de anticorpo nessa propor¢cdo nao foi capaz de digerir
totalmente o anticorpo e além da banda referente aos fragmentos F(ab’), € possivel
observar o aparecimento de pequenas bandas na regido acima e abaixo de 75 KDa,
igualmente relatadas por Wilson et al. (2002) como produtos de digestdo. Também
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se observa uma banda préxima a regido de 35 KDa, relativa a apresentada pela
pepsina.

Apbs submeter as fracdes digeridas ao processo de purificacdo por proteina A
(Figura 4.4), ndo foi mais observada a banda referente a IgG na fracdo que nao se
ligou a resina. A mesma néo foi notada nem mesmo na fracéo eluida onde deveria
estar. Provavelmente, a quantidade de proteina aplicada no gel foi insuficiente e
talvez um método de coloracdo e fixagdo mais sensivel pudesse ser capaz de
detecta-la.

Anteriormente, apos recolher os anticorpos nao digeridos com uma resina de
proteina A, tinha-se por objetivo purificar os fragmentos F(ab’), através de uma
resina de afinidade denominada Kappa Select (GE Healthcare). Essa resina teria
afinidade pela regido kappa da cadeia leve do anticorpo monoclonal. Porém, apos
testar varias condicdes diferentes e obter diversos resultados negativos entrou-se
em contato com o fabricante da coluna (Dados nao apresentados nesta dissertacao).
Apos o compartilhamento dos resultados e discussées com o setor técnico da GE
Healthcare, os mesmos informaram que esta resina ndo possuia afinidade com
anticorpos murinos e, portanto, ndo poderia ser utilizada nesse protocolo. Com essa
informacdo optamos por uma estratégia de ultrafiltracdo para a separacdo dos
produtos de digestéo.

Ao submeter a amostra contendo os fragmentos F(ab’), a dialise e
ultrafiltracdo com o sistema Amicon MWCO 50.000 ndo foram observadas bandas
além da referente ao F(ab’), (Figura 4.5). Essa unidade de ultrafiltragdo possui corte
em 50 KDa, concentrando apenas proteinas com massa molecular superior a esse
valor. Com a aplicacdo deste procedimento verificou-se o isolamento do fragmento
F(ab’), (Figura 4.5, Raia 4).

A partir de 3 mg de anticorpo foi possivel obter 2,23 mg de F(ab’),. Ou seja,
essa digestdo enzimética pela pepsina apresentou um rendimento de
aproximadamente 74%, que € considerado significativo quando comparado a outros
trabalhos relatados na literatura (Kurkela et al. 1988).

Mesmo com o rendimento aceitavel apresentado pela pepsina, se fez
importante testar a obtencdo de F(ab’), com a papaina. Como a pepsina possui
maior atividade enzimatica a pH baixo (ver figura 1.10), este fato poderia gerar
fragmentos com baixa especificidade ao alvo ja que proteinas tendem a possuir

sensibilidade a grandes variacdes de pH (Boguslawski et al. 1989).
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Para a digestdo com papaina, utilizou-se como base o protocolo de Adamczyk
et al. (2000) adaptado para as devidas condi¢cbes experimentais. Neste protocolo
ndo h& a adicdo de papaina pré-ativada com solucéo de cisteina para a producéo de
F(ab’),. Foram testadas proporcbes de enzima/anticorpo que variaram entre 1:50
(p/p) a 1:10 (p/p) (Tabela 4.3). Na figura 4.6 verifica-se que apos 2 horas de digestao
enziméatica que a partir da proporcéo de 1:50 (p/p) foi possivel visualizar a banda de
aproximadamente 100 kDa referente a formacdo de F(ab’),, mas nas propor¢des
mais baixas observa-se ainda uma grande quantidade de anticorpo ainda nao
completamente digerido. Somente na proporcdo de 1:10 (p/p) foi possivel obter a
digestdo completa do anticorpo, com formacdo mais nitida de F(ab’),. Nessa
digestdo ainda se verificou a formacdo de bandas de aproximadamente 50 kDa,
especialmente nas proporcdes de 1:20 (p/p) e 1:10 (p/p) (Raias 5 e 6, Figura 4.6),
que se relacionam com a formacdo de Fab’, ja que essa enzima tende a digerir o
anticorpo na regido da dobradica. Nessa mesma figura também se observou a
presenca de varias bandas referentes a produtos de digestdo, formadas
especialmente pela reacdo entre o anticorpo e a enzima.

Como a papaina se caracteriza por ser uma enzima do tipo tiol-protease,
existe a possibilidade de a mesma reagir com os grupos sulfidril presentes na
molécula de anticorpo, levando a formacgéo de pontes dissulfeto entre a enzima e 0s
fragmentos formados, 0 que ocasionaria contaminagcdo (Boguslawski et al. 1989).
Assim, para ajudar a reduzir a formacdo de Fab’ e controlar melhor a digestao,
diminuindo a contaminacdo pela papaina, optou-se por testar um inibidor de
proteases com a reducao do tempo de digestdo. Para diminuir a contaminagéo por
serino-proteases foi utilizado o PMSF. Através do comparativo entre as figuras 4.7 e
4.8 foi possivel observar-se que o inibidor de proteases controlou melhor a digestéo,
possibilitando uma maior formacao de F(ab’),.

Na figura 4.7, na auséncia do PMSF, verificou-se uma formagao maior de
Fab’ na raia 8 que na raia 3, correspondentes a 120 e 15 minutos de incubacéo,
respectivamente. Percebe-se que € importante controlar também o tempo de
digestéao.

Com o protocolo estabelecido, digeriu-se 3 mg de anticorpo com papaina por
30 minutos na proporcdo de 1:10 e com a adicdo de PMSF 1mM (Figura 4.9).
Verificou-se a formacdo de bandas referentes ao F(ab’), (Raia 4, Figura 4.9) e
repetiu-se 0 mesmo protocolo adotado para o isolamento dos fragmentos F(ab’),
pela pepsina.
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Na passagem das fracOes digeridas pela coluna de proteina A, observou-se
que a fracdo ndo ligada a resina reteve o fragmento F(ab’), enquanto que,
provavelmente, por¢cdes Fc e anticorpos ndo digeridos foram eluidos na resina
(Figura 4.10). Apos dialise e ultrafiltracdo verificou-se o isolamento do fragmento
F(ab’), através do aparecimento de uma uUnica banda de aproximadamente 100kDa
(raia 6, figura 4.11).

O rendimento aproximado da digestdo com a papaina foi de
aproximadamente 56,7%, inferior ao apresentado pela pepsina, mas a formacéo de
produtos de digestéo contribuiu para esse resultado.

Os processos de digestdo enzimatica podem prejudicar a atividade do
anticorpo monoclonal, e consequentemente, dos fragmentos. Valendo n&o so para a
pepsina com seu pH acido, mas até mesmo a digestao pela papaina pode resultar
em um aumento significativo na degradacéo da integridade molecular do anticorpo
(Boguslawski et al. 1989; Kurkela et al. 1988). Desta forma, apds o isolamento dos
fragmentos F(ab’), obtidos por digestdo com pepsina e papaina, foram realizados
testes para avaliar sua atividade e afinidade pela PBP2a em relacdo ao anticorpo
nao digerido.

No ensaio imunoenzimético do tipo indireto (ELISA) (Figura 4.12) foi
observado que os fragmentos F(ab’), obtidos com pepsina ou com papaina
apresentaram valores de densidade Optica superiores aos apresentados pelo
anticorpo néo digerido. Como a molécula do F(ab’), apresenta um menor tamanho
gue a da IgG, para a mesma quantidade de anticorpo e fragmento F(ab’),, havera
mais determinantes livres (porcdo da molécula do anticorpo capaz de se ligar ao
antigeno) na fracdo contendo o fragmento F(ab’), que na da IgG integra. Pelo
mesmo motivo, estericamente falando, ha uma facilidade na ligagdo do anticorpo
conjugado com peroxidase a cadeia leve do fragmento F(ab’),. Desta forma, mais
moléculas de F(ab’), sdo capazes de se ligar ao antigeno e mais anticorpo
conjugado liga-se ao fragmento F(ab’),, gerando uma maior leitura de densidade
optica em relacdo ao anticorpo nao digerido. Esse ensaio demonstrou que o0s
fragmentos ndo perderam a afinidade & PBP2a, mesmo ap0s 0 processo de
digestao enzimatica.

Como o ensaio de ELISA apresenta uma maior sensibilidade, estando sujeito
a variacdes conforme as condicbes experimentais, foi realizado um ensaio de
Western Blot ja que este tende a apresentar maior especificidade (Kurien et al.

2011). O propésito deste ensaio foi 0 mesmo do ELISA, avaliar a afinidade dos
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fragmentos pela PBP2a. Na figura 4.13, a aprotinina utilizada como padréo de peso
molecular (7.600) apresentou uma série de bandas fracas, enquanto que a PBP2a,
gue tem um peso molecular estimado em 8.000, apresentou uma duplicidade de
bandas nesta mesma regido, dada sua microheterogeneidade glicidica. Deste modo,
verificou-se que os fragmentos F(ab’), obtidos por digestdo com pepsina ou papaina
apresentaram o mesmo perfil de bandas que o exibido pelo anticorpo nao digerido,
corroborando para a hipotese de que os fragmentos F(ab’), obtidos pelos dois
diferentes processos de digestao enzimatica ainda possuem afinidade pela proteina
alvo, a PBP2a.

ApOs 0s ensaios imunoenzimaticos e de Immunoblotting foi realizado um
ensaio in vitro de neutralizacdo bacteriana. Neste ensaio foi observado que o
fragmento F(ab’), apresentou novamente um perfil (atividade neutralizante)
semelhante ao da IgG integra. Nenhuma das amostras testadas, tal como a IgG
integra ou as fracbes contendo os fragmentos F(ab’), digeridos com pepsina ou
papaina, apresentou com 2 horas de incubacgéo redugdes significativas em relacdo
ao controle (Figura 4.14). Porém, com 4 horas de incubacao, tanto o anticorpo néo
digerido como os fragmentos apresentaram reduc¢des significativas (p<0,05) (Figura
4.15). Em relag&o ao crescimento observado no controle, o anticorpo nao digerido foi
capaz de neutralizar mais bactérias (58%), do que os fragmentos F(ab’), obtidos pela
pepsina ou papaina, os quais apresentaram resultados de reducéo idénticos (50%).
Estes ensaios deverdo ser posteriormente repetidos, pois eram esperados niveis de
protecéo ligeiramente superiores para os fragmentos F(ab), em relacdo ao anticorpo
monoclonal integro, novamente em virtude da presenca de maior quantidade de
determinantes livres presentes nas fracées F(ab), do que na fracdo do anticorpo néo
digerido (IgG).

Resultados de protecdo in vitro ndo apresentados nesta dissertacao
demonstraram atividades neutralizantes superiores aos obtidos nestes estudos. Tal
diferenca deve-se provavelmente ao fato de terem sido obtidos anticorpos
monoclonais em outras condicbes de cultivo (células de hibridoma de baixa
passagem, crescimento em meio DMEM F12 c¢/10% de soro, cultivo estatico em
frascos T75).

Para aplicacdo terapéutica, € de grande importancia o estudo da
farmacocinética e biodistribuicdo dos anticorpos monoclonais. O grau de ligacao
para o antigeno alvo in vivo ndo depende somente de caracteristicas como afinidade

e avidez que podem ser medidas in vitro, mas também de varios outros fatores como
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a acessibilidade ao antigeno, a concentracdo e o tempo de exposi¢cdo do anticorpo
ao antigeno alvo (Zhigiang, 2009). A maioria das IgGs possuem uma meia-vida de
aproximadamente 18 a 21 dias, dependendo da classe de IgG. Este fato ocorre
devido a ligacao da regido Fc do anticorpo ao receptor FCRn presente no organismo.
Como os fragmentos F(ab’), ndo possuem regido Fc, eles sédo eliminados mais
rapidamente. Essa meia vida mais longa das IgG € ideal para algumas aplicagdes,
como a administracdo profildtica e para conferir protecdo contra infeccdes
sistémicas. Entretanto, para outras estratégias, como radiomarcacéo, uma meia-vida
mais longa pode resultar em toxicidade. Aléem disso, devido a melhor penetracédo dos
fragmentos em relagdo aos anticorpos na forma I1gG, o tratamento de focos
infecciosos provavelmente proporcionaria melhores resultados de neutralizagéo e
protecdo empregando fragmentos do anticorpo.

Para estimar a biodistribuicdo dos fragmentos em modelo murino (Balb/C)
comparou-se com os resultados apresentados pelo anticorpo nédo digerido. Como
esperado, em 48 horas de experimento, os fragmentos F(ab’), apresentaram uma
meia-vida plasmatica menor, com depuracdo mais rapida quando comparados ao
anticorpo nao digerido (Figura 4.18).

Nos modelos animais, a depuracdo de anticorpo segue basicamente duas
etapas. A primeira, denominada fase alfa, acontece quando o anticorpo esta sendo
distribuido pelo organismo, até atingir o equilibrio. A partir de entdo comeca a fase
de depuracdo ou clearance (fase beta), na qual o anticorpo € metabolizado e
excluido (Zhigiang, 2009).

E possivel visualizar essas fases na figura 4.18. Nas primeiras 12 horas, 0
anticorpo integro apresentou valores lineares até as 18 horas, onde demonstrou um
pico em sua concentracdo (1365,35 ng/mL, Tabela 4.6) para depois diminuir
lentamente nas horas seguintes. J& a concentracdo de F(ab’), apresentou um
pequeno pico ja em 12 horas, denotando uma distribuicdo mais rapida que a da IgG
integra, para depois cair bruscamente em 18 horas até atingir niveis basais em 36 e
48 horas (Tabela 4.6). Apos 48 horas, a concentracdo de anticorpo néo digerido se
apresentou como 10 vezes maior que a de F(ab’),. Tais resultados coincidem com 0s
da literatura, segundo apontam estudos de farmacocinética realizados por Heskamp
et al (2012) e Bazin-Redureau et al. (1997), que comparou parametros de
farmacocinética entre anticorpos 1gG1l, F(ab’), e Fab’ de ratos. Nesse estudo o

fragmento F(ab’), teve uma meia-vida de eliminacdo de aproximadamente 17 horas,
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que é perfeitamente compativel com os resultados aqui obtidos, jA que a meia-vida
de eliminacdo o F(ab’); anti-PBP2a deve estar entre 12 e 18 horas.

Para uma melhor avaliacdo dos estudos de biodistribuicdo do anticorpo e
F(ab’), murino, o ensaio deve ser repetido com uma maior duracéo de tempo e nas
primeiras 48 horas com coletas em intervalos menores, a fim de verificar total
eliminacdo do anticorpo e do F(ab’), e, também, utilizando animais de outra espécie
além da murina, para avaliar o comportamento do fragmento F(ab’) e da IgG em

outra espécie.
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6 CONCLUSOES

* Foi possivel obter-se o fragmento F(ab’), por digestdo com papaina e
pepsina e o isolamento dos mesmos através de cromatografia de afinidade e
ultrafiltracdo, sendo que a pepsina apresentou melhor rendimento na producéo de
F(ab’),. Foi realizada uma padronizacdo das condi¢cdes de digestao, possibilitando
um maior controle sobre a digestdo enzimatica, melhorando o rendimento final, bem

como uma reducédo da formacao de produtos de degradagéo.

» Os ensaios imunoenzimaticos (ELISA e Western Blot) demonstraram que 0s
F(ab),” apresentaram afinidade pela PBP2a, ou seja, o processo de digestao

enzimatica ndo afetou esse parametro.

* Os fragmentos F(ab’), obtidos por digestdo com papaina e pepsina
apresentaram capacidade neutralizante in vitro contra cepa CEB de MRSA, exibindo

resultados semelhantes aos apresentados pelo anticorpo n&o digerido.

* No estudo de farmacocinética, o fragmento F(ab’), apresentou uma
eliminacdo mais rapida, com meia-vida entre 12 e 18 horas, quando comparado a
meia-vida apresentada pela mesma dose de IgG que, nas condi¢bes avaliadas, foi

de aproximadamente 9 dias.

* Esses resultados apontam que pode ser possivel a utilizacdo de fragmentos
F(ab’), de anticorpos anti-PBP2a para radio-marcacdo e imunodiagnostico, como
também para tratamento de infec¢cdes causadas por MRSA, ja que o fragmento nao
demonstrou ter perdido sua funcionalidade durante o processo de digestdo. Com o
estabelecimento da padronizacdo dos protocolos de digestdo e purificagdo, esse
processo podera ser aplicado futuramente para o anticorpo humanizado.
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Levando em consideracdo os resultados e conclusdes obtidos no presente

trabalho, temos como perspectivas futuras:

v Utilizacdo do fragmento F(ab’), para estudos de radioimunodiagnéstico de MRSA

em modelo murino — colaboracdo com IPEN, marcacdo com *™Tc.

v' Realizacdo de ensaios de protecdo in vivo de animais infectados com MRSA e

tratados com o fragmento F(ab’),

v' Otimizar a digestao enzimatica do anticorpo monoclonal anti-PBP2a a partir de
sobrenadantes (hibridoma e cultivo celular de anticorpos humanizados/célula
NSO ou CHO).

v' Ter como base os resultados obtidos com o fragmento F(ab’), murino para

estudos com o anticorpo humanizado.

v' Avaliacdo da viabilidade técnica de obtencdo de F(ab’); em plataformas
bacterianas (producdo de fragmentos F(ab’), em plataforma recombinante),
avaliando a melhor relacdo custo X beneficio entre os dois processos (digestao

enzimatica versus fragmentos recombinantes obtidos em plataforma bacteriana).
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ANEXOS
Anexo 1: Documento de aprovacdo pelo Comité de Etic a no Uso de Animais

para experimentagcdo animal em modelo murino.

Ministério da Salde

FIOCRUZ
Fundacfio Oswaldo Cruz

Comissdo de Etica

Vice-presidéncia de Pesquisa e no Usa de Animals

Laboratérios de Referéncia

LICENCA LW-71112

Certificamos que o protocolo (P-34/11-5), intitulado "Desenvolvimento de anticorpos
monoclonais murinos anti-MRSA (Staphylococcus aureus resistente a meticilina)”, sob a
responsabilidade de Nadia Maria Batoreu, atende ao disposto na Lei 11794/08, que dispoe sobre o uso
cientifico no uso de animais, inclusive aos principios da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais
de Laboratorio (SBCAL). A referida licenga nio exime a observancia das Leis e demais exigéncias
legais na vasta legislagdo nacional.

Esta licenga tem validade até 16/04/2016 e inclui o uso total de :

Mus musculus
- 40 Fémeas de BALBI/c An, Idade: 8 Semana(s).
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