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RESUMO

O aumento da ocorréncia de casos clinicos de ceratite amebiana (CA), grave
infeccdo da cornea causada por amebas do género Acanthamoeba, tem levado a
um crescente numero de estudos sobre esse microrganismo. As amebas desse
género sao protozoarios de vida livre, encontrados em diversos ambientes como ar,
solo e agua e sdo denominados anfizdicos, por sua capacidade de viver livremente
no ambiente e de facultativamente causar infecgdes em animais e no ser humano.
Atualmente, sdo admitidos diferentes gendtipos de Acanthamoeba e alguns estudos
demonstram relagao entre o potencial de infec¢ao e patogenicidade. Porém, fatores
associados ao hospedeiro, como a interacdo do protozoario com o sistema imune,
também tem sido avaliados como possivel explicacdo para a ocorréncia das
infecgdes. Outra lacuna importante no conhecimento sobre as infeccbes por
Acanthamoeba é a dificuldade no diagnostico devido a similaridade com outras
doengas, resultando em condutas clinicas inadequadas que agravam 0S casos.
Recentemente nosso grupo produziu um anticorpo monoclonal, denominado mADb3,
que apresentou reatividade por uma proteina que pode estar associada com
potencial patogénico. O objetivo deste estudo €& caracterizar os antigenos
reconhecidos pelo mAb3, avaliar a importancia desse antigeno no mecanismo de
patogenicidade da CA e empregar este anticorpo na deteccdo de Acanthamoeba. No
presente trabalho a reatividade do mAb3 foi avaliada por Enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) , eletroforese SDS-PAGE, Western blotting e
citometria de fluxo. Foi observado diferengas na expressao do antigeno alvo para
diferentes isolados. Outros agentes também causadores de ceratite foram testados e
nao foram reconhecidos, confirmando a especificidade do mAb3. Foi possivel
identificar uma pequena quantidade de amostra de trofozoitos por citometria de
fluxo, demonstrando uma alta reatividade do anticorpo. Dessa forma, seria possivel
melhorar a sensibilidade e tempo dos testes atualmente empregados para
identificacdo de isolados com o uso deste anticorpo. O reconhecimento pelo mAb3 é
influenciado pela inibicdo de N-glicosilagbes. A identificacdo da proteina alvo por
espectrometria de massas sugeriu ser uma proteina transportadora de membrana da
familia CPA2. Foram observadas diferencas em relacao a lise mediada pelo sistema
complemento nos isolados analisados. Dois deles (AP2 e R2P5), com variagdes no
reconhecimento pelo mAb3, foram avaliados quanto a capacidade de ativar
diferentes vias do complemento, sendo que R2P5 apresentou maior tempo de
sobrevivéncia, apds a exposicdo ao soro normal humano. A via alternativa foi mais
ativa quando as vias da Lectina e Classica foram inibidas, sugerindo que na
presenca das trés vias poderia existir algum efeito inibidor da via alternativa. Porém,
mais estudos envolvendo a agado biolégica dessa proteina, precisam ser
investigadas para elucidar os mecanismos de reconhecimento do mAb3 e
resisténcia da ativacado do sistema complemento, as quais podem estar associadas
a infectividade das Acanthamoeba na CA.

Palavras-chave: Acanthamoeba. Citometria de fluxo. Anticorpo monoclonal.
Sistema Complemento.



ABSTRACT

Increased occurrence of clinical cases of amebic keratitis (CA), a severe corneal
infection caused by amoebas of the genus Acanthamoeba, has led to a growing
number of studies on this microorganism. Amoebas of this genus are free-living
protozoa, found in several environments such as air, soil and water and are called
amphizdicos, for their ability to live freely in the environment and to cause infections
in animals and in humans at will. Different Acanthamoeba genotypes are currently
recognized and some studies show differences between potential for infection and
pathogenicity. However, factors related to the host, such as the interaction of the
protozoan with the immune system, have also been evaluated as a possible
explanation for the occurrence of infections. Another important dificulty related to
Acanthamoeba infections is mis-diagnosis due to the its similarity with other
diseases, resulting in inadequate clinical procedures that may aggravate the
infection. Recently our group produced a monoclonal antibody, called mAb3, that
recognizes antigens present in pathogenic strains. The aim of this study is to
characterize the antigens recognized by mAb3, to evaluate the importance of this
antigen in the mechanism of CA pathogenicity and to use this antibody in the
detection of Acanthamoeba. In the present work, the reactivity of mAb3 was
evaluated by Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), electrophoresis SDS-
PAGE, Western blotting and flow cytometry. The mAb3 antibody, already described
in previous studies, showed reactivity to a protein that may be associated with
pathogenic potential. Differences in the expression of the target antigen were
observed for different isolates. Other agents also causing keratitis were tested and
were not recognized, conforming to the specificity of mAb3. It was possible to identify
a small amount of trophozoite sample by mAb3 by flow cytometry, demonstrating a
high antibody reactivity. Using this antibody, it would be possible to improve the
sensitivity and reduce the time currently needed to identify isolates. Recognition by
mADb3 is influenced by the inhibition of N-glycosylations. Identification of the protein
by mass spectrometry suggested it to be a membrane carrier of the CPA2 family.
Differences were observed in relation to lysis mediated by the complement system in
the isolates analyzed. Two of them (AP2 and R2P5), with variations in recognition by
mADb3, were evaluated for the ability to activate different complement pathways, and
R2P5 presented more resistance to death after exposure to normal human serum.
The alternative pathway was more active when the Lectin and Classical pathways
were inhibited, suggesting that in the presence of the three pathways there could be
some inhibitory effect of the alternative pathway. However, further studies involving
the biological action of this protein are needed to investigate and to elucidate the
mechanisms of mAb3 recognition and resistance of complement system activation,
which may be associated with the infectivity of Acanthamoeba in CA.

Key-words: Acanthamoeba. Flow cytometry. Monoclonal antibody. Complement
system.
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1 INTRODUGAO

As amebas de vida livre (AVL) do género Acanthamoeba sao
protozoarios encontrados em varios ambientes e com distribuicdo mundial
(CLARKE; NIEDERKORN, 2006; VISVESVARA et al., 2007). Sao
potencialmente patogénicas, podendo causar infecgbes em humanos e
animais, como a encefalite amebiana granulomatosa (EAG) e a ceratite
amebiana (CA) (MARCIANO-CABRAL; CABRAL, 2003; FREDERICK et al.,
2004, VISVESVARA et al., 2007). A EAG é uma infec¢ao do encéfalo bastante
rara, com cerca de 150 casos humanos reportados mundialmente (TRABELSI
et al., 2012). A CA, por outro lado, tem sido diagnosticada com frequéncia
crescente durante as ultimas décadas, inclusive com descri¢ao de surtos, que
estdo associados principalmente ao uso de lentes contato (YODER et al., 2012;
JASIM et al., 2012, ARMSTRONG, 2000).

O diagndstico da CA tem sido geralmente realizado por identificagdo do
agente, em meio de cultura de material raspados da cérnea. Nas fases iniciais,
a CA é muitas vezes confundida com outras infecgdes como as fungicas e as
virais 0 que leva ao tratamento tardio e aumenta as chances de sequelas
oculares (ALVARENGA et al., 2000; LORENZO-MORALES et al., 2015). As
técnicas moleculares de deteccdo de DNA sao oferecidas como alternativa
diagnostica, mas nem sempre sdo acessiveis em todos os centros de
diagndstico (WALOCHNIK et al., 2000 b; KHAN et al., 2003, COSTA et al.,
2017). Costa et al. (2017) avaliaram um método de extracdo de DNA que foi
eficiente para detectar um trofozoito e um cisto por snPCR em amostras de
cérnea de animais e de humanos. No entanto, existem ainda algumas
limitagbes das técnicas moleculares devido ao baixo numero de amebas
encontradas nas raspagens da cérnea e a maior resisténcia dos cistos a
extracéo e liberacado de DNA que devem ser considerados no estabelecimento
de um protocolo usando técnicas moleculares.

Nesse sentido, abordagens com outros principios de detecgdo para o
diagnostico de Acanthamoeba como a utilizagdo de métodos imunologicos sao
promissores para identificagdo especifica dos agentes patogénicos no sitio de

infecgao.
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Adicionalmente, o emprego de anticorpos pode auxiliar no entendimento
da imunopatogenia da infecgdo, na medida em que podem ser testados em
ensaios para avaliar a importancia de antigenos especificos alvo na invasao do
parasito.

Em 2012, Becker-Finco e colaboradores, descreveram a produgao de
anticorpos policlonais e 10 anticorpos monoclonais murinos especificos para
proteinas presentes em Acanthamoeba. Um desses anticorpos, denominado
mADb3, foi capaz de identificar 3 isolados com potencial patogénico e nao
reconheceu antigenos de isolado sem patogenicidade, demostrando assim sua
capacidade de diferenciacdo entre isolados de Acanthamoeba. Desde entao,
procura-se determinar o alvo do mAb3, que na época estimava-se ser uma
proteina ligadora de manose devido a sua massa molecular de 130 kDa e sua
relacdo com a patogenicidade. Neste estudo pretende-se confirmar e
caracterizar este antigeno de interesse, em distintos isolados de
Acanthamoeba e verificar a capacidade minima do mAb3 em reconhece-los.

Considerando que a patogenicidade de Acanthamoeba pode estar
associada com a resisténcia ao sistema imune inato do hospedeiro, sendo a
ativagdo do sistema complemento (SC) uma importante defesa contra esses
agentes, esses isolados foram avaliados quanto a sua resisténcia ao SC na
presenca ou nao do mAb3.

Desta maneira, a avaliacdo da expressao proteica, estudo antigénico e
resisténcia ao sistema do complemento podem fornecer informacdes
importantes sobre o mecanismo de patogenicidade destes microrganismos
como também sugerir novas abordagens diagnosticas e terapéuticas mais

especificas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Acanthamoeba - CICLO DE VIDA, CLASSIFICAGAO E IMPORTANCIA

O género Acanthamoeba € um dos principais grupos pertencentes as
AVL potencialmente patogénicas ao ser humano, sdo cosmopolitas e
encontradas em ambientes diversos como solo, agua e ar (CLARKE;
NIEDERKORN, 2006). Existem registros de Acanthamoeba encontradas em
todos os ambientes inclusive na presenga da agua potavel como relatado por
Yousulf e colaboradores (2017) e na poeira de ambientes hospitalares como
mencionado por Costa et al. (2010).

As Acanthamoeba apresentam duas formas evolutivas durante o ciclo
de vida: uma fase trofozoitica, em condi¢des favoraveis, onde esta se alimenta
e se reproduz e uma fase cistica, resistente, observada em condi¢des
desfavoraveis de sobrevivéncia (FIGURA 1) (AKSOZEK et al.,, 2002;
FREDERICK et al., 2004; KHAN, 2009).

condigdes
desfavardveis

condigdes
favordveis

FIGURA 1. FORMAS EVOLUTIVAS DO CICLO DE VIDA DE Acanthamoeba. A forma
infectante de Acanthamoeba conhecida como (a) trofozoito, é a forma ativa do microrganismo,
0 ambiente deve ser propicio para o seu desenvolvimento e multiplicagdo. Ja em condi¢des
desfavoraveis como extremos de pH, salinidade, temperatura e falta de alimento, tranforma-se
em (b) cisto, forma resistente e latente. Fonte: Adaptado de Khan (2003).

As principais espécies de Acanthamoeba causadoras de doengas s&o:
A. castellanii, A. culbertsoni, A. hatchetti, A. healyi, A. polyphaga, A. rhysodes,
A. astronyxis, A. divionensis, A. lugdunesis, A. quina e A. griffini (VISVESVARA
et al., 2007; LORENZO-MORALES et al., 2015). Ha décadas atras, a
identificacdo em nivel de espécie era tradicionalmente realizada por critérios
morfologicos dos cistos (PUSSA; PONS, 1977). Porém este método de

identificacdo pode ser duvidoso, pois de acordo com as caracteristicas do
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meio, como também o repique prolongado destas cepas, podem ocorrer
alteragdes na morfologia dos cistos ao longo do tempo. Além disso, observa-se
que diferentes espécies apresentam caracteristicas similares entre seus cistos
e que, em cultivos monoclonais, aparecem cistos de diversas formas
(STRAFORD; GRIFFITHS, 1978; VISVEVARA, 1991; CARNT; STAPLETON,
2016).

Para facilitar a classificacao de Acanthamoeba, Pussard e Pons (1977)
propuseram trés grupos distintos, de acordo com a morfologia e tamanho dos
cistos. O Grupo | € composto por espécies que sao caracterizadas por grandes
amebas com cistos maiores que 18 um, ectocisto liso e endocisto geralmente
estrelado. O Grupo Il inclui, o maior nimero de espécies, consistindo amebas
com cistos medindo cerca de 18 um, ectocisto ondulado ou rugoso, o contorno
do endocisto pode ser ovalado, levemente estrelado ou poliédrico e o Grupo llI
consiste em espécies com cistos de 18 ou menos micrometros, cistos com
ectocisto liso ou levemente rugoso e com endocisto ovalado (PAGE, 1967;
PUSSARD; PONS, 1977).

Atualmente, a abordagem mais utilizada para classificar isolados de
Acanthamoeba é o sequenciamento de genes do rRNA 18S, que permite
inclusive determinar a filogenia das espécies. Com base nas diferengas de
sequéncia 15 gendtipos (T1-T15) de Acanthamoeba foram estabelecidos em
1998 por Stothard. Sdo descritos atualmente 20 gendtipos (T1 a T20)
(CORSARO et al.,, 2015). A maioria das cepas que apresentam potencial
patogénico pertence ao gendtipo T4 (WALOCHNIK et al., 2000 a, MACIVER et
al., 2013; DERDA et al., 2015).

Normalmente, Acanthamoeba € um organismo indcuo, porém, podem
atuar como parasitas oportunistas de seres humanos, sendo que a ocorréncia
da infeccdo no homem é completamente acidental (CLARKE; NIEDERKORN,
2006). Anticorpos anti-Acanthamoeba podem ser encontrados em soro de
seres humanos e em alguns animais, possivelmente devido ao intenso contato
com estas populagdes, sugerindo que a colonizagdo por este género possam
ser habituais e controladas em hospedeiros imunocompetentes (MARCIANO-
CABRAL; CABRAL, 2003; ARMSTRONG, 2000).

As principais doengas causadas ao homem sio a encefalite amebiana

granulomatosa e ceratite amebiana ou ceratite por Acanthamoeba. A EAG é
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uma infeccdo de curso cronico com duragdo de semanas a anos, sendo
adquirida por aspiracdo e consequente colonizagao do pulmao, ou ainda por
lesbes cutaneas (MARCIANO-CABRAL; CABRAL, 2003). As amebas depois se
disseminam por via hematogénica e atingem o encéfalo, resultando em o6bito
do paciente na maior parte dos casos (TRABELSI et al., 2012) A EAG ocorre
principalmente em imunocomprometidos, o que demonstra o carater
oportunista da infecgdo (VISVESVARA et al., 2007). E considerada uma
infeccdo muito rara, porém sua letalidade alta tem sido motivo de grande
preocupacgao, taxa de mortalidade maior que 90% (MACIVER et al., 2013;
LORENZO-MORALES et al., 2015).

Ja a CA é uma infeccdo que afeta individuos sem sinais de
imunodepressao, é decorre da lesdo e contaminacdo da cérnea por amebas,
podendo levar a perda da acuidade visual e até a cegueira (STAPLERON et al.,
2009). Por ser uma causa potencial de cegueira, ser de diagnostico complexo e
intenso, a CA tem chamado a atencao de clinicos e pesquisadores, com
crescente numero de trabalhos nos ultimos anos (SIDDIQUI; KHAN, 2012).

Outro aspecto importante do género Acanthamoeba é sua capacidade
de atuar como comensal abrigando patégenos bacterianos (Legionella sp.,
Francisella  tularensis, Mycobacterium  vium, Burkholderia  spp., Vibrio
cholerae, Listeria monocytogenes, Helicobacter pylori, Afipia felis e Escherichia
coli) e virais (Adenovirus, Minivirus e Herpes simplex), possibilitando sua
sobrevivéncia, propagagao e colonizagdo em seres humanos, contribuindo
assim para a transmissdao de outras doengas (GREUB; RAOULT,
2004 ; BERGER et al., 2006; SCHEID; SCHWARZENBERGER, 2012; KHAN,
2015; BALCZUN; SCHEID, 2017). De acordo com Verani et al.
(2016) Acanthamoeba polyphaga pode proteger Adenovirus Humano (HAdV)
do tratamento de desinfecgdo de agua com hipoclorito de sddio. Recentemente
foi relato que Acanthamoeba castellanii pode fornecer uma maior viruléncia ao

fungo Cryptococcus nerformans (RIZZO et al., 2017).

2.2 CERATITE POR Acanthamoeba

A ceratite por Acanthamoeba é uma doenga de reconhecimento

relativamente recente e nas ultimas décadas, o seu manejo clinico tem sido
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motivo de varios estudos, sendo considerada uma infeccdo de dificil
diagnostico e tratamento (KHAN; TAREEN, 2003, LORENZI-MORALES et al.,
2015). A CA é uma infeccdo que pode causar deficiéncia visual e, se agravada,
pode resultar em cegueira. A perda de visdo ocorre em 33% dos pacientes e o
transplante de cornea é necessario em cerca de 26% dos casos (ROBAEI et
al., 2015). Sendo a incidéncia relatada, de CA, em paises desenvolvidos de 1 a
33 casos/1.000.000 de usuarios de lentes de contato por ano (RADFORD et al.,
2002).

Diversos fatores entdo envolvidos no desenvolvimento da doenca,
incluindo o potencial patogénico da linhagem envolvida na infec¢do, a demora
no diagnostico e o estado imunolégico do hospedeiro (NIEDERKORN, 2002). A
populacdo de maior risco em adquirir a ceratite amebiana sdo os usuarios de
lentes de contato, devido a lesdes prévias na cérnea (OTRI et al., 2013). E
relatado que em torno de 90% dos casos de ceratite amebiana ocorrem nesse
grupo de pacientes (NIEDERKORN et al., 1999; SHARMA et al., 2000; DART
et al., 2009; TU; JOSLIN, 2010). Os demais casos ocorrem devido a trauma
ocular com agentes externos, como poeira, terra ou lodo (SRINIVASAN et al.,
2003). A falta de higiene, o armazenamento indevido de lentes de contato e
uso de solu¢des de lavagens contaminadas também sé&o identificadas como
fatores de risco para a CA (COPE et al., 2016, RADFORD et al., 2002).

O mecanismo de infec¢do por Acanthamoeba na CA envolve uma série
de processos, como o contato do trofozoito com a cérnea do hospedeiro,
seguido da adesao e posterior penetracédo nas células do epitélio. A cornea
deve estar com lesbes prévias, como 0s microtraumas naturalmente causados
pelas lentes ou devido a lesdes acidentais. A aderéncia ocorre por uma
adesina as glicoproteinas manosiladas expostas nas células lesadas. Esse
contato entre a manose e o trofozoito induz a secreg¢do de proteases (serino-
protease, cisteino-protease, elastase e mataloproteases) desorganizando o
tecido e favorecendo a fagocitose celular (MARCIANO-CABRAL; CABRAL,
2003; KHAN, 2001) (FIGURA 2). Uma protease importante produzida por
Acanthamoeba MIP-133 degrada o colageno tipo IV presente na cornea,

possibilitando assim a penetragao ocular (CLARKE et al., 2005).
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FIGURA 2. MECANISMO DE INFECCAO POR Acanthamoeba NA CERATITE AMEBIANA.
Para infeccado primeiramente a cérnea deve estar com lesbes prévias, como os microtraumas
naturalmente causados pelas lentes ou devido a lesbes (1), o trofozoito entdo entra em contato
olho, seguindo de ades&o na cdérnea através do contato entre a manose do hospedeiro e
adesina do trofozoito (2), esse processo estimula a indugdo e a secregao de proteases (serino-
protease, cisteino-protease, elastase e mataloproteases), permitindo a desorganizagdo do
tecido e favorecimento a fagocitose celular (3). Fonte: Adaptado de Marciano-Cabral; Cabral
(2003) e Khan (2001).

A ceratite por Acanthamoeba é frequentemente confundida com outras
ceratites infecciosas (causadas por fungos, bactérias e virus) que acabam
retardando o inicio do tratamento especifico (ALVARENGA et al., 2000;
WALOCHNIK et al., 2000 b; KHAN; TAREEN, 2003; KHAN, 2006; LORENZO-
MORALES et al., 2015). Geralmente o estagio inicial da CA é confundido com a
ceratite herpética, e quando o paciente apresenta um estagio avangado, é
similar a ceratite fungica (ALKHARASHI et al., 2015).

Outra questdo importante sdao as infec¢gdes mistas, com bactérias e
fungos. O tratamento para Acanthamoeba deve ser mais intenso, com drogas
especificas, podendo durar até um ano ou mais, dependendo do grau, devido
ao encistamento dos trofozoitos e consequentemente maior resisténcia do
agente (IOVIENO et al., 2010). O diagnéstico e tratamento da CA sao
essenciais, pois se nao iniciados precocemente, podem levar a perda de viséo
(DUA et al., 2009).

O progndstico €, geralmente, ruim devido ao atraso significativo no
diagndstico e frequente falta de tratamento médico efetivo (ALKHARASHI et al.,
2015; LOENZO-MORALES et al., 2015).

Os métodos atuais de deteccdo da CA envolvem a cultura e

identificacdo microscoépica do raspado de coérnea. Dados adicionais podem ser
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obtidos da analise de todo o material utilizado no manuseio, desinfecgao e
armazenamento das lentes de contato, como por exemplo, a cultura desses
materiais. Técnicas baseadas na detecgdo de DNA do parasito (THOMPSON
et al., 2008) e a microscopia confocal, essa ultima permitindo a visualizagdao do
parasito direto na coérnea do paciente (DAAS et al., 2017) também vem sendo
utilizadas, porém seu uso ainda € mais restrito para a realidade de muitos
centros oftalmoldgicos.

Os medicamentos mais utilizados para tratamento da CA compreendem
as biguanidas (polihexametileno biguanida (PHMB) 0,02% a 0,06% e
clorhexidina 0,02% a 0,2%) eficazes contra cistos e trofozoitos, danificando as
membranas citoplasmaticas e componentes celulares, e as diaminas (isetionato
de propamidina 0,1% e hexamidina 0,1%), alterando a permeabilidade
membrana celular. Esses medicamentos sao usados combinados para maior
eficacia do tratamento, sendo que em alguns casos primeiramente utiliza-se, de
preferencia, as biguanidas, pois ndo apresentam efeito citotoxico para o tecido
epitelial da cornea (MAYCOCK; JAYASWAL, 2016).

2.3 RESPOSTA IMUNE

Os mecanismos de defesa ativados no organismo estdo relacionados
com processos de citélise e agao celular, tanto de macréfagos como de
neutréfilos, ambos mediados por fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e
interferon gama (IFN-y) favorecidos pela presenga de anticorpos especificos,
capazes de matar tanto trofozoitos quanto cistos (NIEDERKORN, 2002; HURT
et al.,, 2003). A deplegdo de macrofagos afeta a gravidade e cronicidade da
doenga (VAN KLINK et al., 1996). IL-8 é relatada em niveis maiores em
resposta inflamatéria contra CA (CARNT et al., 2017), ela é responsavel pela
quimiotaxia inflamatéria ativando neutréfilos (GHASEMI et al.,, 2011), ja
reportados como principais células na resposta contra CA.

Os anticorpos produzidos e encontrados no olho, IgG e IgA, séo
capazes de realizar opsonizagao, fagocitose, e citotoxicidade mediada por
células dependentes de anticorpos, como os macrofagos (SAID et al., 2004). A
imunizagao oral de camundongos com antigenos de Acanthamoeba induz a

producdo de anticorpos IgA, demonstrando uma inibicdo na aderéncia dos
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trofozoitos as células epiteliais da cornea in vitro (LEHER et al., 1999;
CLARCK; NIEDERKORN, 2006).

Receptores tipo Toll 4 (TLR4) desempenham um papel essencial na
resposta imune do hospedeiro contra Acanthamoeba (REN et al., 2010; REN;
WU, 2011; PAN; WU, 2012; ALIZADEH et al., 2014). Da mesma forma, uma
expressdo aumentada de TLR2 e TLR4 também foi relatada em pulmdes
murinos infectados por cepas de gendtipo T4 (DERDA et al., 2016) e cérebro
(WOJTKOWIAK-GIERA et al., 2016), em modelo animal de EAG. As amebas
do género Acanthamoeba sdo capazes também de bloquear repostas
inflamatorias do hospedeiro induzindo uma producéo significativa de IL-10 a
partir de células efetoras, podendo assim produzir uma evasao do sistema
imune e limitando a resposta inflamatéria (MATTANA et al., 2016).

O sistema complemento também desempenha um papel critico na
defesa do hospedeiro. A sua principal fungcdo seria reconhecer e promover a
eliminacdo do microrganismo invasor por meio de lise e também estimular a
fagocitose, pela deposigéo de fatores (C3b). Sabe-se que algumas espécies de
Acanthamoeba, de potencial patogénico, sdo resistentes a lise pelo
complemento. Segundo Marciano-Cabral e Toney, algumas espécies tém a
capacidade de inibir a atividade do complemento hemolitico a partir de soro
humano normal resistindo a lise celular (GUTIERREZ-KOBEH et al., 1997;
MARCIANO-CABRAL; TONEY, 1988).

Ja foi demonstrado que as proteinas da via do complemento, bem como
fatores reguladores do complemento, estdo presentes na cdérnea e nas
lagrimas, mas pouco se conhece acerca do papel das proteinas especificas da
via do complemento na patogénese de CA. Acredita-se que o fator do
complemento C3 liga-se a proteina ligadora de manose, entdo C3 é
internalizado e depletado o que resultaria na evasdao do sistema imune do
hospedeiro (MONDINO et al.,1980, WILLCOX et al., 1997, RITCHIE et al.,
2002). Em outro estudo, foi demonstrado que uma serino-protease secretada
por Acanthamoeba healyi degrada proteinas como fibrinogénio, anticorpos

humanos do tipo IgG e IgA, albumina e hemoglobina (KONG et al., 2000).
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2.4 ESTUDO PROTEICO DE ISOLADOS DE Acanthamoeba

A avaliagcdo da expressao proteica e estudo antigénico de protozoarios
fornecem uma perspectiva promissora na diferenciagdo e caracterizacao
funcional dos diferentes componentes presentes em cada cepa (GARATE et
al., 2006; TURNER et al., 2005; WALOCHNIK et al., 2004). As analises de
propriedades bioquimicas e imunoldgicas das proteinas podem contribuir com
informacgdes importantes sobre possiveis marcadores de patogenicidade, além
de permitirem a caracterizagdo de antigenos estagio-especifico, o que é
relevante considerando que o ciclo da Acanthamoeba envolve duas formas
evolutivas (cisto e trofozoito). Estudos anteriores ja utilizaram os perfis
proteicos e antigénicos como estratégia para diferenciar Acanthamoeba
patogénica e nao patogénica por Walochnik et al. (2004).

Becker-Finco et al. (2012), produziram alguns anticorpos monoclonais
murinos especificos para proteinas presentes em Acanthamoeba. Um deles,
denominado mAb3, foi capaz de identificar dominios antigénicos
compartilhados por dois isolados clinicos e um isolado ambiental
potencialmente patogénico, porém nao reconheceu um isolado ambiental sem
patogenicidade. Quando testado frente aos antigenos de Acanthamoeba sob
condicbes redutoras e nao redutoras observou-se uma reatividade para um
componente proteico, com aparente massa molecular de 130 KDa que se
sugeriu ser a proteina ligadora de manose (MBL). Segundo Garate et al.
(2006), a MBL pode estar relacionada a patogenicidade pois atua na adesao do
trofozoito ao tecido alvo do hospedeiro. Além disso, a proteina ligadora de
manose poderia estar envolvida no mecanismo de ativagdo do sistema
complemento.

Sendo assim, um dos objetivos deste estudo foi identificar/confirmar o
alvo do mAb3 nos diferentes isolados patogénicos de CA, avaliar a importancia
do mesmo no mecanismo de patogenicidade, associado com a ativagado do SC
e analisar a capacidade de detecgao de trofozoitos pelo mAb3 por citometria de

fluxo.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Realizar estudo imunoquimico e protedmico do mAb3 e do seu alvo e
avaliar a resisténcia ao sistema complemento de diferentes isolados, para

estimar o potencial patogénico das amostras estudadas.

3.2 ESPECIFICOS

e Caracterizar o anticorpo mAb3 quanto aos aspectos bioquimicos e
especificidade frente a diferentes isolados de Acanthamoeba.

e Identificar a proteina alvo do mAb3 e inferir sua atividade bioldgica.

e Avaliar a suscetibilidade dos isolados de Acanthamoeba frente a
ativacédo do sistema complemento, na presenga ou ndo do mAb3.

e Avaliar a capacidade do mAb3 na deteccéo de trofozoitos por citometria

de fluxo.
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4 METODOLOGIA

Fluxograma com a estratégia experimental utilizada para alcangar os
objetivos propostos (FIGURA 3).

Hibridoma AcmAb3

(Becker-Finco et al, 2012)
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FIGURA 3: FLUXOGRAMA DE TRABALHO. Fonte: a autora (2017).

Fluxograma representar os objetivos

4.1 ANTIGENOS SOLUVEIS DE Acanthamoeba
4 1.1 Culturas de Acanthamoeba

As amostras clinicas e ambientais de Acanthamoeba sp. foram mantidas
em cultivo axénico, em meio PYG (proteose — peptona extrato de levedo)
suplementado 2% de Penicilina e streptomicina (PS — Gibco 15140-122) e 10%
Soro Fetal Bovino (SFB) (ROWBOTHAM, 1980).

Os isolados ALX e LG, de pacientes com ceratite amebiana, e AR14 e
AR15, (de poeira de ambiente doméstico, da residéncia de um paciente com
ceratite amebiana) foram cedidos gentilmente pela Prof?. Dr?. Cinthia Furst
Leroy Gomes da Universidade Federal do Espirito Santo. Os mesmos foram
isolados em meio agar soja e caracterizados pelos critérios fisioldégicos de

termo e osmotolerancia. As culturas usadas no presente estudo foram
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axenizadas entre 2007 e 2008 e sao, portanto, amostras em cultivo axénico
prolongado (DUARTE et al., 2013) (TABELA 1).

O isolado R2P5 também foi obtido em meio agar soja, de poeira
doméstica, sendo identificado como gendtipo T1 por Possamai (2012). Esse
isolado foi axenizado em 2014 no Laboratério de Parasitologia Clinica da
Faculdade de Farmacia, da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG)
(TABELA 1). A amostra AC-G1 foi isolada recentemente, 2016, cedida
gentilmente pela MSc Cynara Oliveira Possamai da Universidade Federal do
Espirito Santo — Departamento de Patologia. Devido a sua axenizagao recente,
ainda nao foi obtido o gendtipo da mesma, porém sabe-se que é pertencente
ao grupo | (TABELA 1).

Outras duas culturas de referéncia do American Type Culture Collection
(Acanthamoeba poliphaga) foram incluidas, para fins de comparagdo nos
ensaios imunoquimicos e de lise pelo complemento. Essas culturas foram aqui
denominadas AP2 (ATCC # 30461, isolado clinico de lesdo de ceratite
amebiana) e AP4 (ATCC # 30872, isolado ambiental obtido de agua fresca)
(TABELA 1).

TABELA 1: CEPAS E ISOLADOS CLINICOS E AMBIENTAIS DE Acanthamoeba.

Isolado | Origem Gendtipo* | Grupo Ano de
Morfolégico™ | axenizagcéo
ALX Raspagem da cornea de um T4/2 Grupo I 2006

paciente com CA*** associada ao
uso de lentes de contato. Poeira
domeéstica, Vitoria-ES, Brasil

LG Raspagem da cornea de paciente T4/13 Grupo |l 2008
com CA*** associada ao uso de
lentes de  contato. Poeira
doméstica, Vitoria-ES, Brasil

AR14 Poeira doméstica, Vitéria-ES, T4/16 Grupo Il 2007
Brasil

AR15 Poeira doméstica, Vitoria-ES, T11 Gurpo Il 2007
Brasil

R2P5 Poeira doméstica, Vitéria-ES, T1 Grupo Il 2011
Brasil

AC-G1 |Solo, Vitéria-ES, Brasil - Grupo | 2016

AP2 ATCC 30461, raspagem da T4 Grupo Il 1973
cornea, Houston, TX, EUA

AP4 ATCC 30872, agua fresca, T2 Grupo Il 1965

Tuskegee, AL, EUA

*Genotipagem realizada por sequenciamento génico do 18S-rDNA (Duarte et al., 2013,
Possamai (2012) e **agrupamento morfoldgica de acordo com Pussard e Pons (1977)
***CA = Ceratite amebiana. Fonte: a autora (2017).
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4.1.2 Produgédo de Antigenos

As amostras descritas anteriormente (1x10°), apos cultivo, foram
centrifugadas a 500xg por 10 min, lavadas e suspensas em 1 mL de PBS 1X
com 10 pL de inibidor de protease. O processo de sonicagao foi realizado com
15 pulsos de 40 volts de 1 min com intervalos de 30 segundos a -4°C. A
solucgao foi centrifugada a 1000xg por 10 min e o extrato soluvel foi recuperado

para posterior dosagem.

4.2 PRODUCAO E CARACTERIZACAO MONOCLONAL

4.2.1 Amplificacdo dos hibridomas e purificagdo dos anticorpos monoclonais

anti-Acanthamoeba

Os hibridomas produtores de anticorpos anti-Acanthamoeba (mAb3),
foram previamente produzidos pelo Laboratério de Imunoquimica (Limqg) da
UFPR (BECKER-FINCO et al., 2012). Para este estudo as células foram
descongeladas e entdao amplificadas com base no protocolo descrito pelo autor,
o sobrenadante celular foi purificado, armazenado e testado, por Enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA), Western Bloting e citometria de fluxo,
bem como utilizado para sequenciamento, das regides variaveis de cadeia leve
e pesada do anticorpo, e construcdo de uma coluna para imunoprecipitacao de

extratos proteicos isolados.

4.2.2 Sequenciamento génico das regides variaveis de cadeia leve e pesada do
mAb3

Para sequenciamento das regides variaveis foi feita a extracdo do RNA
mensageiro dos hibridomas mAb3 pelo método trizol. Obtengdo do cDNA por
transcricdo reversa e entdo realizada a amplificagdto por PCR e
sequenciamento das regides que codificam as cadeias variaveis leves e
pesadas do anticorpo. O sequenciamento foi realizado de acordo com o
protocolo usado por Fields et al. (2013). A cadeia variavel pesada (VH) foi
amplificada com a utilizagdo de primers degenerados IGH-For (GAC AGT GGA
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TAR ACM GAT GG) e IGH-Rev (GAG GTS MAR CTG CAG SAG TCW GG) e a
cadeia variavel leve (VL) com os primers V-LAMBDA-Rev (CAG GCT GTT
GTG ACT CAG GAA) e V-LAMBDA-For (CTT GGG CTG ACC TAG GAC AGT).
Apos verificagao da presenca do fragmento de DNA que codificava as cadeias
por gel de agarose 1,5%, cada fragmento foi purificado e clonado no vetor
PGEM T-easy por meio de ligacdo usando ligase T4 e transformado em células
competentes E. coli TG1. Apds transformacédo os plasmideos contendo o
inserto foram selecionados, analisado em gel de agarose 1,5% e recuperados
pela técnica de extracdo de DNA plasmidial (miniprep), purificados, novamente
analisados em gel de agarose 1,5% e dosados no espectrofotdmetro (Thermo
Scientific Nano Drop 2000). Em seguida, foi realizada purificagdo do DNA e
reacdo de sequenciamento, o primer utilizado para sequenciamento foi o T7
universal (TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG), no sequenciador 3500XL,
Applied Biosystems, Genetic Analyzer, seguindo o modelo de sequenciamento
de DNA por SANGER.

4.2.3 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Placas NUNC de 96 wells foram incubadas com 100 uL de uma solugéo
de 10 pyg/mL dos antigenos soluveis dos trofozoitos em tampao carbonato
(NaHCO3 100 mmol/L, pH 9,6) durante 12-16 h a 4°C. Posteriormente, as
placas foram lavadas 3 vezes com solugao de lavagem (0,05% Tween-salina-
SL) e bloqueadas com a solugao de bloqueio (caseina a 2% diluida em PBS),
por 1 h a 37°C. A placa foi entdo incubada com uma solugéo contendo o
anticorpo mAb3, ou sobrenadantes celulares diluidos em tamp&o de incubacao
(PBS, 0,25% de caseina, 0,05% tween 20). Um segundo anticorpo foi
adicionado a placa, imunoglobina heteréloga a anti-lgG murino conjugada com
a enzima peroxidase (Sigma, diluido 1:4000 em tampao de incubagao). A
revelagao da interacéo especifica dos anticorpos foi realizada adicionando-se a
solugéao ortofenilenodiamino (OPD), ap6s 15 min de incubacdo, a reagao foi
interrompida pela adigdo de 20 uL de acido sulfurico diluido 1:20. As leituras da

absorbancia foram feitas a 490 nm.
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4.2 .4 Eletroforese SDS-PAGE

Para eletroforese, proteinas soluveis dos diferentes isolados (1,5 ou 5
Mg) foram separadas por SDS-PAGE (12,5% de gel de poliacrilamida) segundo
metodologia descrita por Laemmli (1970). Os antigenos proteicos também
foram avaliados por eletroforese em condicbes n&o desnaturante, como
descrito por Becker-Finco et al. (2012). A migragcdo ocorreu em tampao de
migragao (Tris 0,025 mol/L, glicina 0,2 mol/L e SDS 0,5%, pH 8.3) sob
voltagem de 100 V por 180 min.

4.2.5 Western blotting

As proteinas do gel foram eletrotransferidas para uma membrana de
PVDF (Immobilon™ Transfer Membranes — MILLIPORE) de 0,22 um,
submetidas a uma corrente de 24 V durante 16 h e, posteriormente, por mais
uma hora a 48 V em tampao de transferéncia com pH 8,3 contendo glicina 0,2
mol/L, Tris 0,025 mol/L e metanol 20% (v/v). Apds a eletrotransferéncia, a
presenga das proteinas foram certificadas mergulhando-se a membrana de
PVDF em solucdo de Ponceau 0,2% e 10% de &cido acético. Com a
visualizagdo das bandas, a membrana foi lavada em tampao PBS-Tween
(PBS-T) 0,05% por trés vezes de 5 min e, posteriormente, bloqueada com
tampao PBS-T 0,3%, por 1 h, sob agitacdo e a 37°C. Apds o bloqueio, a
membrana foi lavada novamente por trés vezes em tampao PBS-T 0,05% e,
em seguida foi acrescentado o anticorpo monoclonal mAb3 em diferentes
concentragbes (0,5 a 5,0 ug/mL), ou soros murinos contendo anticorpos
policlonais anti-AP4 e anti-AP2 (1:100) diluidos em PBS-T 0,05%. As
membranas foram entdo incubadas a 37°C por 2 h. Apés trés lavagens como
descrito anteriormente, as membranas foram incubadas por 1 h a 37°C e, sob
agitacdo, na presencga de anticorpos anti-mouse-peroxidaseanti-his (Sigma) em
diluicdo 1:4000. Foi realizada duas lavagens de PBS-T 0,05%, seguidas de
mais trés lavagens com PBS. Para revelagao foi utilizada uma solugao de PBS
contendo 0,025% de 4-cloro 1-naftol diluido em 1 mL de metanol, 0,05% de

diaminobenzidina (DAB) em presenga de H;O, 0,04% (v/v) ou por
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quimiluminescéncia utilizando uma solugao de revelagdao como luminol e filme

fotografico.

4.2 .6 Citometria de fluxo

Trofozoitos das amostras ALX, AP2, AR14, AR15, LG, R2P5 e AC-G1
de Acanthamoeba, crescidos logaritimicamente, foram centrifugados a 500xg
por 10 min, lavados com PBS, contados e suspensos para uma densidade de
1x10% & 1x10° células/mL. As células foram fixadas com paraformaldeido 4%
por 20 min, bloqueadas com albumina 2% e lavadas com PBS 3 vezes entre
cada uma das etapas. Para testar a reatividade do anticorpo frente a amostra
na sua forma nativa, os trofozoitos foram incubados com mAb3 (125 ug/mL)
por 12 h. As células foram entdo lavadas com PBS e incubadas com ALEXA
fluor 488 goat anti-mouse 1gG [H+L] (Molecular probes®) (1:300). A intensidade
de fluorescéncia foi medida no citbmetro (BD FACSCalibur™) utilizando o filtro
FL1 - 488 nm. Como controles foram utilizados a comparagcdo da prépria
fluorescéncia amostral e a reatividade cruzada do anticorpo secundario

empregado.

4.2.7 Imunoprecipitagao da proteina alvo do mAb3 e analise por espectrometria
de massa (MS)

O mAb3 foi incubado com a resina de proteina A e G (Protein G/A
Sepharose 4 Fast Flow — GE Health care), 1 mg de mAb3 para 200 uL de
proteina A e G, de acordo com a capacidade da resina estabelecida pelo
fabricante, para producdo de uma coluna de afinidade. O processo de
incubacgao durou 1 h a temperatura ambiente sob agitagdo constante. Realizou-
se entdo lavagens sequenciais com PBS pH 7,4 e pH 8,0 (duas lavagens)
seguidas por centrifugacao a 28.500xg por 6 min. Adicionou-se
dimetilpimelimidato (DMP) 13 mg/mL, para estabelecer uma ligagdo estavel
(Crosslinking) entre o anticorpo mAb3 e as proteinas recombinantes A e G,
dissolvido em trietanolamina 0,2 M pH 8,2 na propor¢éo 1:1 com volume de
resina (VR) que foi incubado durante 30 min sob agitacdo. Etanolamina 0,1 M
pH 8,2, também foi adicionado, na propor¢cdo 1:1 com o VR, por 5 min,
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posteriormente centrifugou-se a solugdo. Foram realizadas duas etapas de
lavagem e centrifugagdo, uma com etanolamina e uma com PBS pH 7.,4.
Glicina 0,1 M pH 2,7 foi incubada 2 vezes durante 5 min seguido por uma nova
centrifugacado. Para finalizar, o pH foi reestabelecido com PBS pH 7,4 e a
coluna armazenada em PBS-azida sodica 0,05% a 4°C. Todas as etapas de
incubacdo foram realizadas em temperatura ambiente, enquanto as
centrifugagdes foram feitas a 4°C. Para purificar a proteina alvo do mAb3, o
extrato bruto de Acanthamoeba sp. foi incubado 24 h com a coluna de
afinidade previamente preparada. Apoés 10 lavagens com PBS pH 7,4, a
proteina foi eluida com glicina 0,1 M pH 2,7, cujas fragdes foram separadas e
testadas com o reagente de Bradford, determinando assim as fragbes de
interesse, em seguida as mesmas foram separadas e dialisadas em PBS pH
7,4 (FIGURA 4). O procedimento para Imunoprecipitacdo e purificagdo da
proteina alvo do mAb3 foi adaptado do Crosslinking Protocol — Procedure for
crosslinking the antibody to the beads Abcam®.

A proteina purificada foi resolvida por SDS-PAGE (12,5% de gel de
poliacrilamida), corada por prata e as bandas identificadas foram excisadas e
enviadas para Plataforma de Espectrometria de Massas-PR, Instituto Carlos
Chagas — Fiocruz, para seu processamento e analise. Foi injetada metade da
massa dos peptideos eluidos do gel no cromatografo Easy-nLC 1000 da
Thermo. A separagao dos peptideos foi feita com gradiente linear de 60 min de
5 a 40% de acetonitrilo, 5% de DMSO, 0,1% acido férmico em uma coluna
analitica de 15 cm, com didmetro interno de 75 uym e particulas de C18 de 3
Mm, aquecida a 60°C. Os peptideos foram ionizados por nano eletro spray
(voltagem de 2,7 kV) e injetados no espectrOmetro de massas LTQ Orbitrap XL
ETD (Thermo Scientific). O método de analise foi o seguinte: scan inicial no
Orbitrap com resolugdo de 15.000, seguido de selegdo dos 10 ions mais
intensos, os quais foram fragmentados por CID e analisados no ion trap.
Paralelamente ao MS2, foi realizado um full scan no Orbitrap com uma
resolucdo de 60.000. Na selecdo dos ions foi usada uma lista de exclusao de
90 segundos. A opgéao lock mass foi utilizada para obtengdo de melhor acuracia
— erro abaixo de 0,5 p.p.m. - de massa dos peptideos tripticos precursores
detectados por MS. Os dados foram processados usando um software (Peaks)

que além de se basear em um banco de dados contendo as sequencias
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proteicas de Acanthamoeba, também identifica os espectros sem o uso do

banco especifico (denovo sequencing).
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FIGURA 4: PURIFICACAO DA PROTEINA ALVO DO mAb3 POR IMUNOPRECIPITACAO —
Figura esquematica. O anticorpo monoclonal mAb3 é ligado estavelmente com a proteina A e
G, formando um imunocomplexo. O extrato bruto de Acanthamoeba sp. é incubado com o
imunocomplexo permitindo a ligagdo do antigeno que tenha afinidade pelo mAb3. Apds
inUmeras lavagens para retirar o que nao ligou, o antigeno é eluido com glicina em um pH
acido. Fonte: a autora (2017).

4.3 ATIVACAO DO SISTEMA COMPLEMENTO EM DIFERENTES ISOLADOS
DE Acanthamoeba sp.

Foram realizadas curvas de crescimento de diferentes isolados de
Acanthamoeba para conhecer a cinética de crescimento in vitro identificando as
fases logaritmicas e estacionarias de crescimento. Ultilizou-se culturas
parasitarias em fase de crescimento logaritimico a 28°C com indculos de 5x10°
trofozoitos/mL e contagem realizada a cada 24 h, retirando-se 10 pL da cultura
homogeneizada e aplicando-as em Camara de Neubauer.

Para analise da lise mediada pelo complemento os trofozoitos foram
centrifugados a 500xg por 10 min, lavados, contados e o pellet ressuspenso em
meio PYG para uma concentragdo de 5,0x10° trofozoitos/mL. A reagdo foi
iniciada ao incubar 100 pL de parasitas (5,0x10°) mais 100 uL de SNH diluidos
para as seguintes concentragcbes 0; 12,5; 25 e 50%. Os eppendorfs foram
entdo mantidos a 37°C, por diversos tempos (10, 30 e 60 min). A reacao foi
parada com adi¢do de 800 uL de PYG gelado, o tubo mantido em gelo até o

momento da contagem. A avaliagdo dos trofozoitos vivos foi realizada por
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microscopia Optica utilizando coloracdo por Tripan blue. Os ensaios foram
realizados também na presenca ou ndo de EGTA e MgCl,, como se segue:

A) Concentragao letal de soro (IC 50): esta parte do ensaio foi realizada
para determinar a minima concentragao de soro normal humano capaz de lisar
50% dos parasitas. Nesse ensaio os parasitas foram incubados em diferentes
concentragdes de SNH (diluicdo limitante de soro) a 37°C por 30 min; ou seja,
5,0x10° formas trofozoiticas de Acanthamoeba em 100 uL de meio PYG e 100
ML de SNH diluido em PYG nas seguintes concentragdes 50; 25; 12,5 e 0%. A
reacao foi incubada a 37°C por 30 min.

B) Cinética de ativacdo do complemento: nesse ensaio 0s parasitas
foram incubados com soro normal humano por diferentes tempos para
determinar a velocidade de ativagao das vias do complemento. Para os ensaios
de ativacao das trés vias do complemento agindo sinergicamente (classica,
lectinas e alternativa) foram feitos ensaios com SNH e formas trofozoiticas de
Acanthamoeba com concentragdo de 5x10° trofozoitos/mL em 100 pL de PYG
misturadas com 100 yL de SNH 50% (diluido com PYG), incubados a 37°C por
10, 30 e 60 min. Para os ensaios de cinética de ativacdo da via alternativa
(blogueio das vias classica e lectinas) os parasitas foram incubados por
diferentes tempos com SNH tratado com EGTA e MgCl, (o0 EGTA é um
quelante de Ca™", e este ion é requerido pelas vias classica e lectina para
serem ativadas; o Mg™" é requerido pela via alternativa). Para esses ensaios
formas trofozoiticas de Acanthamoeba com concentragdo de 5,0x10° em 100
ML de PYG foram misturadas com 100 yL de SNH 50% (diluido com PYG, 10
mM de EGTA e 7 mM de MgCl,) incubados a 37°C por 10, 30 e 60 min.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 PRODUCAO E CARACTERIZACAO DO ANTICORPO MONOCLONAL
5.1.1 Purificacéo e caracterizagao bioquimica do mAb3

A purificagdo do mAb3 foi obtido com sucesso uma vez que a

eletroforese SDS-PAGE, na presenca de agente redutor (betamercaptoetanol)
permitiu observar trés bandas, uma de aproximadamente de 150 kDa, outra de
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50 e 25 kDa, correspondentes a massa molecular inteira do anticorpo e as

cadeias pesada e leve da imunoglobulina mAb3, respectivamente (FIGURA 5).

FIGURA 5: PERFIL ELETROFORETICO DO ANTICORPO (mAb3). Gel SDS-PAGE 12,5%,
corado por prata. (1) Perfil eletroforético do anticorpo purificado preparado com tampéao de
amostra sem reducgao. (2) Perfil eletroforético do anticorpo purificado preparado com tampéao de
amostra com reducao (presenca de betamercaptoetanol). Fonte: a autora (2017).

5.1.2 Sequéncia génica das regides variaveis de cadeia leve pesada do mAb3

Como resultado da amplificagdo variavel de cadeia leve (VL) e pesada
(VH), utilizando primers especificos, foram obtidos fragmentos de DNA com o
tamanho esperado 400 pb para VH e 300 pb VL (FIGURA 6).

VH V0L VL VL VL Padrio

500 pb

FIGURA 6: ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE 1,5% DEMONSTRANDO A
AMPLIFICACAO DO FRAGMENTO VARIAVEL DE CADEIA PESADA (VH) E LEVE (VL). VH
com tamanho de aproximado de 400 pb. VL com tamanho aproximado de 350 pb. Padréo 1 Kb
Plus DNA Ladder (VIVANTIS). Fonte: a autora (2017).

Com base na analise do resultado do sequenciamento, empregando-se

a ferramenta interativa IGMT, foi possivel confirmar a sequéncia variavel da
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cadeia pesada do anticorpo (VH) que apresentou 96,84% de similaridade com
sequéncia murina IGHV3-8*02 F (Ref.AJ972403) e a sequéncia variavel de
cadeia leve (VL) que apresentou 97,92% de similaridade com a sequéncia
murina 1GLV1*01 F (Ref.J00590). Bem como, foi possivel obter a
representacdo da estrutura secundaria dos dominios variaveis do anticorpo
pela formacado do Collier de Perles. Observou-se a confirmacao de residuos
conservados, uma cisteina na posicdo 23° triptofano na 41°, aminoacido
hidrofébico na 89°, cisteina 104° e fenilalanina ou triptofano na 118° (FIELDS et
al., 2013) (FIGURA 7).

VL

FIGURA 7: SEQUENCIAS DOS FRAGMENTOS DE CADEIA PESADA E LEVE DO
ANTICORPO mAb3. Representacdo da estrutura secundaria, pelo Collier de Perles, dos
dominios variaveis do anticorpo mAbg3, realizado por meio do programa IGMT. A esquerda a
sequéncia de aminoacidos do fragmento de cadeia pesada VH e a direita o fragmento de
cadeia leve VL-A. Fonte: a autora (2017). * Alguns aminoacidos foram propositalmente
omitidos, pois esta sequéncia esta em fase de depdsito de patente.

5.1.3 Reatividade do mAb3 frente a antigenos de diferentes isolados de

Acanthamoeba por ELISA e Western blotting

O anticorpo monoclonal mAb3, reagiu com os antigenos da cepa AP2,
que apresenta potencial patogénico. Todavia, néo reagiu com a cepa AP4 que
nao é patogénica. Como controles negativos e positivos foram utilizados, soro
murino pré-imune (Pl) e soro murino contendo imunoglobulinas anti-AP2 ou
anti-AP4, respectivamente. Foi confirmado que o hibridoma produzido por
Becker-Finco e colaboradores (2012), ainda esta funcional e secretando

imunoglobulinas reativas a cepa patogénica (GRAFICO 1).
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GRAFICO 1: ELISA DE REATIVIDADE DO mAb3 FRENTE AOS ISOLADOS PATOGENICO
(AP2) E NAO PATOGENICO (AP4). Antigenos totais obtidos a partir dos isolados AP2 e AP4
foram adsorvidos a placa na concentracdo de 10 ug/mL, e testados frente ao sobrenadante
celular. Soro pré-imune murino, foi empregado como controle negativo. Soros de camundongos
com anticorpos anti-AP4 e anti-AP2, como controles positivos, na diluicdo de 1:100. Fonte: a
autora (2017).

A reatividade de mAb3 foi avaliada frente aos extratos totais de
proteinas soluveis de Acanthamoeba sp., patogénica (AP2) e ndo patogénica
(AP4), empregando-se diferentes concentragdes dos anticorpos. Observa-se
uma reatividade de maneira dose dependente nas seguintes diluicbes
utilizadas 5; 2,5; 1,25 e 0,625 ug/mL. Assim pode-se concluir que baixas
concentracdes de anticorpo podem ser utilizadas para avaliar a reatividade com
o antigeno (GRAFICO 2).
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GRAFICO 2: ELISA DE REATIVIDADE DO mAb3 EM DIFERENTES CONCENTRAGCOES

FRENTE AOS ISOLADOS PATOGENICO (AP2) E NAO PATOGENICO (AP4). Antigenos totais
obtidos a partir dos isolados AP2 e AP4 foram adsorvidos a placa na concentracdo de 10
pg/mL, e testados frente ao mAb3 em diferentes concentragdes (5; 2,5; 1,25 e 0,625 pg/mL).
Fonte: a autora (2017).
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Posteriormente realizamos uma caracterizagdo, por ELISA, de uma
quantidade maior de isolados. Observou-se que os antigenos provenientes do
isolado ALX foram mais antigénicos quando comparado aos demais. Os

controles negativos e positivos (sobrenadante celular de um hibridoma
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irrelevante e anticorpos policlonais especificos para AP2 e AP4), resultaram em
nenhuma reatividade, ou num reconhecimento, especifico para AP2 e
reconhecimento, especifico para AP2 e AP4, respectivamente (GRAFICO 3 a).

Devido a alguns fungos também serem causadores de ceratite
analisamos a reatividade frente ao mAb3. Os isolados escolhidos foram os
principais causadores de ceratite: Fusarium sp., Aspergirllus sp. e Candida sp.,
(KARSTEN et al., 2012), e nos nossos ensaios nao houve reatividade cruzada,
indicando especificidade do anticorpo por antigenos de Acanthamoeba
(GRAFICO 3 b). Nesse ensaio, também foram usados anticorpo irrelevante,
como controle negativo, bem como soros de camundongo contendo anticorpos
anti-AP4 e anti-AP2 (1:100).
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GRAFICO 3: ELISA DA REATIVIDADE DO mAb3 FRENTE A ANTIGENOS DE Acanthamoeba
E FUNGOS. (A) Antigenos totais obtidos a partir dos isolados ALX, AP2, AP4, AR14, AR15,
LG, R2P5 e AC-G1 de Acanthamoeba, e (B) antigenos totais obtidos a partir dos isolados de
Acanthamoeba AP2 e AC-G1 e fungos Fusarium sp. Aspergirllus sp. e Candida sp., foram
adsorvidos a placa na concentragdo de 10 ug/mL, e testados frente ao mAb3 na concentragéo
de 5 pg/mL. Um soro murino irrelevante foi empregado como controle negativo e soros de
camundongos contendo anticorpos anti-AP4 e anti-AP2, como controles positivos, na diluigdo
(1:100). Fonte: a autora (2017).
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A visualizagdo do perfil proteico, bem como o reconhecimento pelo
anticorpo mAb3 foram avaliados a partir dos extratos totais soluveis tanto das
amostras clinicas (ALX, AP2 e LG) como das amostras ambientais (AP4, AR14,
AR15, R2P5 e AC-G1) de Acanthamoeba (FIGURA 8 a; b; c; d) resolvidos por
eletroforese SDS/PAGE e ensaios de WB.

Observou-se que o anticorpo monoclonal foi capaz de reconhecer seis
dos oito isolados estudados por WB corroborando com o que foi obtido nos
ensaios de ELISA. Ha um padrao de reconhecimento de bandas conservado na
maioria das amostras como também diferengcas na expressado do antigeno,
pelos diferentes isolados. Nos isolados reconhecidos pelo mAb3 ha um
predominio de proteinas de elevada massa molecular, visualizadas em torno
de 130 kDa (FIGURA 8 b; c). Soros de camundongo anti-AP4 e anti-AP2
(1:100), foram utilizados para evidenciar o reconhecimento especifico do mAb3
(FIGURA 8 d).
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FIGURA 8: REATIVIDADE DO ANTICORPO MONOCLONAL CONTRA ANTIGENOS DE
Acanthamoeba VIZUALIZADA POR WESTERN BLOTTING. As mesmas concentragdes (2
pug/mL) de proteinas soluveis dos isolados de Acanthamoeba ALX, AP4, AP2, AR15, AR14,
R2P5, LG e AC-G1 foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE
12,5%. (A) e transferidas para membrana de nitrocelulose (B, C e D). A imuno-reatividade do
anticorpo monoclonal mAb3, na concentragéo de 1,5 ug/mL (B e C) e em relagdo aos soros de
anticorpos policlonais anti-AP2 e AP4 (D) foram avaliadas frente aos antigenos especificos e
nao especificos. Fonte: a autora (2017).

Quanto a reatividade por WB de outros agentes de ceratite (Fusarium
sp, Aspergillus sp. e Candida sp.) nao foi observada reatividade cruzada, assim
como verificado por ELISA, confirmando a especificidade do anticorpo contra
Acanthamoeba (FIGURA 9 a). O resultado da eletroforese ndo desnaturante,
ainda demonstrou uma diminuicdo no reconhecimento do mAb3, demonstrando
que a regidao de reconhecimento é determinada por mais de uma localidade
proteica (FIGURA 9 b).
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FIGURA 9: REATIVIDADE DO ANTICORPO MONOCLONAL CONTRA ANTIGENOS DE
Acanthamoeba E FUNGOS POR WESTERN BLOTTING. As proteinas soluveis (1,5 pg/mL)
dos isolados de Fusarium sp. (1), Aspergillus sp. (2), Candida sp. (3) e Acanthamoeba, isolado
ALX, (4) foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12,5% (A) ou
por Gel Nativo 7,8% (B), e transferidas para membrana de nitrocelulose. A imuno-reatividade
do anticorpo monoclonal mAb3, na concentragédo de 5 pg/mL, foi avaliada frente aos antigenos
especificos e nao especificos. Fonte: a autora (2017).
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Anticorpos monoclonais especificos para antigenos de Acanthamoeba ja
foram previamente produzidos, como relatado por Flores et al. (1990), os quais
apresentam reatividade para A. castellanii e A. polyphaga. Kennett et al. (1999)
produziram 43 anticorpos monoclonais que reconheceram epitopos de
superficie de trofozoitos. Turner et al. (2005), produziu oito anticorpos dos
quais sete reconhecem cistos e apenas um reconhece a fase trofozoitica. Um
fragmento de anticorpo recombinante mostrou capacidade de se ligar a
antigenos presentes em trés espécies supostamente patogénicas (A. castellanii
e duas espécies nédo identificadas), mas ndo para espécies supostamente nao
patogénicas (Acanthamoeba  astronyxcis, Acanthamoeba royreba,
Acanthamoeba palestinensis, Acanthamoeba griffini) (KHAN et al., 2000). O
mADb3 apresenta uma atividade de reconhecimento parecida, como a descrita
por Khan et al. (2000), tendo afinidade por cepas com potencial patogénico.

Das amostras de Acanthamoeba utilizadas no presente estudo que
apresentaram reatividade frente ao mAb3, ALX, AP2 e LG, sao clinicas,
isoladas de casos de ceratite, enquanto que AR14 representa um isolado
ambiental (DUARTE et al., 2013), porém todas pertencentes ao gendtipo T4, o
mais associado a infec¢gdes (MACIVER et al., 2013). Outra amostra reativa foi
AR15, também ambiental, porém de gendtipo T11. T11 é um gendtipo que
raramente encontrado em casos de ceratite, mesmo assim é considerado o
terceiro mais abundante nessas infecgcbes (MACIVER et al., 2013), o que
demonstra seu potencial patogénico. Quanto a R2P5, € uma amostra ambiental
de gendtipo T1, que é identificado em 10% dos casos de encefalite amebiana,
sendo também a segunda em relevancia na doenga apos as identificadas no
gendtipo T4 (MACIVER et al., 2013).

Por outro lado, tanto a amostra AP4 quanto a amostra AC-G1, que nao
apresentaram reatividade nos ensaios de ELISA e WB, representam isolados
de baixa patogenicidade ou sem potencial patogénico reconhecido. AP4 € um
isolado obtido de agua, previamente caracterizada como nao patogénica em
varios ensaios bioldgicos (ROCHA-AZEVEDO; COSTA E SILVA-FILHO, 2007).
AC-G1, embora n&o tenha o gendtipo determinado até entdo, foi caracterizada
no grupo morfologico I, de cistos maiores de aspectos estrelado, que se
enquadram nos gendtipos T7, T8 T9 e T17 (MAGLIANO et al., 2012), nado
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associados a infecgdes (MACIVER et al., 2013). Considerando esses aspectos,
a alta especificidade do mAb3 a amostras de maior patogenicidade ficou
demonstradas com os ensaios realizados.

A auséncia de reatividade frente aos principais fungos causadores de
ceratite, Fusarium sp., Aspergillus sp. e Candida sp. (KARSTEN et al., 2012),
evidenciam o potencial uso do mAb3 como ferramenta diagndstica, tendo em
vista sua especificidade. A causa da ceratite amebiana pode ser muitas vezes
confundida com esses outros microrganismos, levando ao tratamento
inadequado e retardando o reconhecimento do agente causador. Como
consequéncia, a infecgdo progride, ocorre o encistamento das amebas em
camadas mais profundas da cérnea, o que resulta em sequelas mais graves e
necessidade de tratamento mais prolongado (WALOCHNIK et al., 2000 a;
KHAN; TAREEN, 2003).

5.1.4 Reconhecimento de diferentes isolados de Acanthamoeba por Citometria

de fluxo

A reatividade do mAb3 frente aos trofozoitos de Acanthamoeba sp. foi
avaliada por citometria de fluxo e pode-se observar que o alvo do mAb3 trata-
se provavelmente de uma proteina de superficie. Houve a mesma reatividade
encontrada por ELISA e Western blotting, exceto para amostra AR15 que
apresentou uma reatividade maior que a observada nos ensaios anteriores
(FIGURA 10 e TABELA 2). A citometria de fluxo foi realizada com 1x10°
trofozoitos frente a 125 ug/mL de mAb3 e 1:300 de ALEXA fluor 488 goat anti-
mouse 1gG [H+L] (Molecular probes®), utilizando como controles a propria
fluorescéncia das amostras e o isolado na presenga de ALEXA fluor 488.
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FIGURA 10: HISTOGRAMA EVIDENCIANDO A REATIVIDADE DO mAb3 FRENTE A
DIFERENTES ISOLADOS DE Acanthamoeba sp. POR CITOMETRIA DE FLUXO. Emissao da
fluorescéncia dos diferentes trofozoitos de Acanthamoeba, em vermelho, fluorescéncia dos
diferentes trofozoitos de Acanthamoeba frente ao mAb3 (125 u/mL) em azul e fluorescéncia
dos diferentes trofozoitos de Acanthamoeba frente a ALEXA fluor ® 488 goat anti-mouse 1gG
[H+L] (1:300), em amarelo. Fonte: a autora (2017).

TABELA 2: MEDIA DA REATIVIDADE DO mAb3 FRENTE A DIFERENTES ISOLADOS, POR
CITOMETRIA DE FLUXO.

Isolado Média (fluorescéncia Média (isolados na Média (isolados na
frente a Acanthamoeba) | presenga de mAb3) presenca de ALEXA
flaor 488)
ALX 40,68 523,30 76,35
AP2 44,11 582,94 46,14
AR14 46,98 50,03 50,48
AR15 47,40 70,41 50,94
LG 44,91 61,53 42,17
R2P5 40,32 53,28 47,40
AC-G1 41,79 42,17 46,98

Fonte: a autora (2017).

Para determinar a quantidade minima de trofozoitos capazes de serem

detectados pelo mAb3 (125 u/mL) diferentes concentragdes foram avaliadas
(1x10°, 1x10°, 1x10* e 1x10%) (FIGURA 11 e TABELA 3).
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FIGURA 11: HISTOGRAMA DA QUANTIDADE MINIMA DE TROFOZOITOS FRENTE AO
mAb3, AVALIADO POR CITOMETRIA DE FLUXO. (A) ALX 1x10°, (B, C, D e E) ALX 1x10°,
1x10°, 1x10* e 1x10° frente a 125 u/mL de mAb3, respectivamente. Fonte: a autora (2017).

TABELA 3: MEDIA DA REATIVIDADE DO mAb3 FRENTE A DIFERENTES QUANTIDADES

DE CELULAS, POR CITOMETRIA DE FLUXO.

Trofozoitos (ALX) Média
1x10°* 5,88
1x10° 513,97
1x10° 615,27
1x10" 91,40
1x10° 47,83

*Apenas ALX, controle negativo de reatividade. Fonte: a autora (2017).

Imayasu et al., (2013) utilizaram citometria de fluxo para detecgdo da
viabilidade e encistamento de Acanthameba. Flores e colaboradores (1990)
diferenciaram espécies de Acanthamoeba e Naegleria fowleri utilizando
anticorpos monoclonais por citometria de fluxo. Eles utilizaram 1 mg/mL de

anticorpo monoclonal 1x10° trofozoitos. Turner et al. (2005) produziram
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anticorpos para utilizar no reconhecimento de cepas do género de
Acanthamoeba. Os autores relatam que alguns anticorpos produzidos podem
ser utilizados no diagndstico por citometria de fluxo, porém os anticorpos foram
capazes de identificar apenas a fase cistica. Borazjani et al., (2000) utilizaram a
citometria de fluxo para determinar a eficacia das diluicbes de desinfeccao da
lente de contato.

Anticorpos para fins de diagnostico contra ceratite amebiana ja foram
relatados (Epstein et al., 1986). O teste de diagndstico por imunofluorescéncia-
indireta tem sido utilizado para detectar ameba em raspagem da coérnea ou em
tecido de biopsia. Nesse estudo mesmo em baixas concentragcbes de
Acanthamoeba 1x10* e 1x10° trofozoitos/mL, houve reatividade do mAb3.
Sendo assim, acredita-se que este anticorpo possa, futuramente, ser
empregado em diferentes testes de imunodiagnéstico, com base em seu
potencial de reconhecimento especifico e afinidade.

JENSON et al. (1998) e KAO et al. (2001) citam algumas vantagens da
citometria de fluxo em comparagao com a imunofluorescéncia. A citometria
pode ser mais objetiva, rapida e reprodutivel, permitindo também a
identificacédo de outras populagdes (infec¢gdes mistas). A citometria de fluxo
apresenta maior sensibilidade, em niveis de expressao proteica menores,
provavelmente devido a dificuldade de identificacdo visual, apesar da
experiéncia do técnico. Marjanovic et al. (2014) relata que a intensidade de
fluorescéncia € maior em citometria de fluxo se comparada com outras
técnicas. Apesar de Valdez et al. (1997), Kao et al. (2001), Power et al. (2003),
e Dixon et al. (2005) citarem a citometria de fluxo uma técnica rapida e sensivel
para detectar a presenca de uma variedade de parasitos em amostras de seres
humanos e animais Uehlinger et al. (2008) comentam que a
imunofluorescéncia para deteccédo de Giardia duodenalis em bovinos foi mais
sensivel que a citometria de fluxo, mas mesmo assim argumentam que
citometria poderia ser aplicada como uma ferramenta de triagem rapida.

Tunicamicina €& um inibidor de N-glicosilagdo, sendo assim a
tunicamicina foi utilizada em cultivo para determinar se o alvo do mAb3 era
influenciado por N-glicosilacdes. A citometria de fluxo foi realizada com 1x10°
trofozoitos, frente a 125 pg/mL de mAb3 e 1:300 de ALEXA fluor 488 goat anti-

mouse IgG [H+L], na presenca ou nao de trofozoitos cultivados a 72 h com
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tunicamicina (10 ug/mL) (FIGURA 12 e TABELA 3). Pode-se observar que o
alvo do mAb3 apresenta provavelmente N-glicosilagdes, pois o0 pico do

histograma mostra-se distinto quando cultivado na presenga do inibidor.
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FIGURA 12: HISTOGRAMA DEMONSTRANDO A INFLUENCIA DA TUNICAMICINA EM
RELACAO AO RECONHECIMENTO DO mAb3 POR CITOMETRIA DE FLUXO. Emisséo da
fluorescéncia emitida pelo isolado ALX a 1x10° trofozoitos/mL, em vermelho, fluorescéncia
emitida pelo reconhecimento do mAb3 (125 p/mL), em azul, e emissao da fluorescéncia emitida
por mADb3 apds o tratamento de ALX com tunicamicina (10 pg/mL), em verde. Fonte: a autora
(2017).

TABELA 4: INFLUENCIA DA TUNICAMICINA PELO RECONHECIMENTO DO mAb3.

Isolado Média Média na Média do
presenca de isolado com
mAb3 influéncia de
tunicamicina
48 h
ALX 5,88 615,27 148,55

Fonte: a autora (2017).

Desde 1984, Zola e colaboradores descrevem a capacidade da analise
das propriedades quimicas e bioquimicas das moléculas de membrana por
citometria de fluxo com anticorpos monoclonais, podendo determinar se o
antigeno proteico possui glicosilagdo ou ndo, através da inibicdo de N-
glicosilagcbes com a tunicamicina. Sendo possivel determinar diferengas no
padrao de massa molecular, ponto isoelétrico da proteina alvo e determinar se
o carboidrato esta envolvido no epitopo ou € o antigeno predominante.
Réveiller et al. (2000), também utilizaram tunicamicina para determinar se o
alvo do anticorpo monoclonal, mAb5D12, anti-Naegleria fowleri era influenciado
por N-glicosilagbes, e foi determinado que o alvo antigénico possuia
componente polissacarideo. Chen e colaboradores ao tratarem células
humanas tumorais com tunicamicina puderam indicar que o antigeno 4lg-
hB7H3, reconhecido pelo anticorpo monoclonal mAb376.96, associado a

regulacdo, migracao e invasado de células tumorais, possui uma proteina de
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membrana glicosilada (CHEN et al., 2008). Em 2016 Wanssok e colaboradores
também utilizaram tunicamicina para determinar as propriedades bioquimicas
de anticorpos como o mAbCOS3A, através de técnicas como WB e citometria
de fluxo. Igualmente, outros autores vém utilizando a tunicamicina para avaliar
a expressao de antigenos glicosilados de importancia bioldégica Ramirez et al.
(1993), Yousuf et al. (2010), Liu et al. (2016) e Kang et al. (2017).

5.1.5 Purificagdo do alvo do mAb3 por imunoprecipitagdo e analise por

espectrometria de massa (MS)

Ensaios de imunoprecipitagdo do antigeno de Acanthamoeba sp. (AP2)
permitiram a purificagao de antigenos especificos reconhecidos pelo mAb3. As
amostras eluidas por imunoprecipitacdo foram submetidas a analises por
ELISA, eletroforese, WB e espectrometria de massa. Foi possivel avaliar a
eficiéncia da purificacdo e o reconhecimento das proteinas pelo mAb3
(FIGURA 13 a; b; c).
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FIGURA 13: REATIVIDADE DO ANTICORPO MONOCLONAL CONTRA ANTIGENOS
PURIFICADOS DE Acanthamoeba sp., POR WESTERN BLOTTING E ELISA. O extrato bruto
(EB) do isolado de Acanthamoeba sp. (AP2), as proteinas purificadas pelo anticorpo mAb3
(PP) e outras proteinas sem especificidade (Pl), foram corridas por eletroforese SDS-PAGE
(A). As etapas de purificagdo (1, 2, 3 e 4), realizadas por Imunoprecipitacado, foram avaliadas
por Western blotting (B) onde I, Il e Ill sdo as proteinas correspondentes ao purificado. A
reatividade da proteina purificada também foi avaliada por ELISA (C). A imuno-reatividade do
anticorpo monoclonal mAb3, na concentragcédo de 1,5 pug/mL, foi avaliada frente aos antigenos
especificos e ndo especificos por Western blotting (B) e por ELISA (C), sendo adsorvido a
placa 5 yg/mL de antigeno. Fonte: a autora (2017).
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A analise por espectrometria de massa com base nas amostras
excisadas (indicadas na FIGURA 12 b) foram correlacionadas ao banco de
dados de Acanthamoeba e sugerem que a proteina | pode corresponder a uma
proteina putativa com atividade de chaperona. No NCBI esta depositada com o
numero de acesso (genelD) "XP_004340262.1" e no AmoebaDB
"ACA1_369850". Esta proteina contém motivos AAA (atividade ATPasica),
motivos Walker (caracteristico de proteinas ligadoras de ATP), motivo ClpB
(funcao chaperonina relacionada com resolubilizagdo de agregados proteicos)
e motivo RILP (Rab que interage com lisossomos). Ja a proteina Il indica para
uma actina, numero de acesso no NCBI “XP_004352077.1” e no AmoebaDB
“‘“ACA1_036280". Enquanto que a proteina Ill poderia ser uma proteina
hipotética que nao contém nenhum dominio conservado e nem com arquitetura
de dominio similar a outros dominios. Quantidade de introns muito grande
nesta proteina NCBI “gb|ELR17008.1|”, AmoebaDB “ACA1_002500".

No entanto, quando realizado a identificacdo “de novo” por
espectrometria de massa usando os peptideos mais abundantes, as trés
identificacbes sugerem a presencga de peptideos presentes numa proteina de
membrana transportadora de cation monovalente (CPA2, antiporter).
Corresponde a uma familia de transportadores pertencentes a superfamilia
CPA. Sao encontradas em bactérias, arqueias e eucariontes (HEALY et al.,
2014). Com base nos resultados apresentados na imunofluorescéncia
(BECKER-FINCO et al., 2012) e citometria de fluxo empregando-se o mAb3
frente aos trofozoitos de Acanthamoeba nao permeabilizados, sugere-se que
componentes de membrana sejam o0s principais candidatos para o
reconhecimento do mAb3.

Entre os membros funcionalmente bem caracterizados nesta familia de
transportadores estdo as KefB/KefC, proteinas de efluxo em E. coli capazes de
catalisar o antiporter K'/H* (HEALY et al., 2014), antiporter Na*/H* em
Enterococcus hirae (WASER et al., 1992) e antiporter K'/H" em S. cerevisiae
(ALBUQUERQUE et al., 2008).

Esse sistema de efluente de potassio, pela proteina Kef, protege as
bactérias contra efeitos prejudiciais dos compostos eletréfilos via acidificagao
do citoplasma. O Kef € inibido pela glutationa (GSH), mas é ativado por
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conjugados de glutationa-S (GS-X) formados na presenca de eletrofilos. GSH e
GS-X ligam-se em locais sobrepostos a Kef, que estdo localizados em um
dominio regulador citosélico (FUJISAWA et al., 2007; ROOSILD et al., 2010;
HEALY et al., 2014) (FIGURA 14).

Estas proteinas sdo importantes para a sobrevivéncia celular durante a
exposicdo a metabolitos tdxicos, possivelmente porque podem libertar K*,
permitindo a absor¢éo de H" modulando o pH citoplasmatico (FUJISAWA et al.,
2007; ROOSILD et al., 2010; HEALY et al., 2014).
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FIGURA 14: FIGURA REPRESENTATIVA DA PROTEINA DE MEMBRANA
TRANSPORTADORA DE CATION MONOVALENTE (CPA2, ANTIPORTER). Proteina KefFC
um antiporter K'/H*. A atividade antiporter é inibida por glutationa (GSH). A inibicdo do
transporter pela glutationa GSH é reforgcada por NADH. Os eletrofilos liberam a inibicdo de
GSH, e os adutos formados entre GSH e os eletréfilos podem ativar antiporter. Fonte:
Adapatado por Fujisawa et al., (2007).

Ha varios trabalhos descritos relatando a existéncia de proteinas de
membrana transportadoras de cations e sua importancia. Hori e colaboradores
(2013) identificaram e caracterizaram transportadores K" codificados por genes
Kup de Legionella pneumophila, causadora de pneumonia grave. Bactéria
capaz de replicar-se dentro de macréfagos e Acanthamoeba. Ferhat et al.
(2009) também relataram a presenca de proteinas transportadoras (Tolc) em
Legionella pneumophila, importantes no efluxo de varias moléculas, como
medida de resisténcia a varias drogas e invasao ao hospedeiro. Wojtkowska e
colaboradores (2012) fizeram uma analise filogenética dos canais de
membrana B-barrel presentes nas mitocéndrias. O transporte moléculas
através da membrana externa da mitocéndria € fundamental para sua fungao.
Proteinas de desacoplamento (UCPs) sdo membros da familia de proteinas
transportadoras de anios mitocondriais, foi demonstrado presenca dessas

proteinas também em alguns eucariotos unicelulares incluindo Acanthamoeba
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castellanii, primeiro eucarioto unicelular identificado com este tipo de proteina
(JARMUSZKIEWICZ et al., 2009).

Proteina de membrana transportadora de cation monovalente foi descrita
também em Mycobacterium smegmatis gene MSMEG_6769 (MOHAN et al.,
2015), Tetrahymena thermophil gene TTHERM_0051527, com fungcédo de
transporte de ion potassio e sodio e regulagao intracelular do pH (EISEN et al.,
2006), Staphylococcus aureus gene SAUSA300 0911, transporte do ion
potassio, cepa resistente a varios farmacos (DIEP et al., 2006) Paenibacillus
terrae gene HPLO0O3_05630 (SHIN et al., 2012), Synechococcus sp. gene napA
e CYA_0923, resposta para estresse (BHAYA et al., 2007).

Todos esses achados na literatura sobre essa familia de transportadores
(CPA2) observada em outros organismos sugere que, em Acanthamoeba, ela
possa atuar como parte de um mecanismo adaptativo as condi¢gdes de vida
parasitaria, que demandaria maior resisténcia ao estresse oxidativo causado
por células na defesa do hospedeiro. Sugerindo também que a presenga
aumentada destas proteinas pode estar relacionada com o maior potencial de

patogenicidade apresentado por alguns trofozoitos de Acanthamoeba.

5.2 ENSAIO DE LISE MEDIADA PELO COMPLEMENTO

Primeiramente analisamos a curva de crescimento das formas
trofozoitas dos diferentes isolados de Acanthamoeba. Com o intuito de
conhecer o crescimento dos isolados e momento adequado para emprego dos
parasitos nos ensaios de lise mediado pelo sistema complemento.

O perfil de crescimento das amebas foi avaliado pela incubacdo dos
isolados em meio PYG. Todos apresentaram como caracteristica um aumento
da proliferacdo entre 24 a 72 h, sendo este o maior ponto de crescimento. A
partir deste ponto comecam a aparecer cistos e o crescimento é reduzido. Os
isolados possuem padrdées de crescimento diferenciados. O isolado LG
apresentou a maior capacidade de replicagdo, ja o isolado AP2 a menor
(FIGURA 4).
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GRAFICO 4: CINETICA DE CRESCIMENTO DOS DIFERENTES ISOLADOS DE
Acanthamoeba. Curva de crescimento comparando densidade total amebiana. Amebas dos 7
isolados foram coletadas a uma densidade de 10° trofozoitos/mL, em meio PYG. As amebas
foram coletadas e quantificadas usando uma camera de Neubauer. Fonte: a autora (2017).

De acordo com grafico usamos parasitas com 48 h, depois do inicio da
curva, para garantir que estariam em fase logaritmica, antes de atingirem a
fase estacionaria (72 h).

Avaliamos as diferengas na sensibilidade dos 7 isolados de trofozoitos a
lise mediada pelo complemento, variando as concentragées de soro (50; 25;
12,5 e 0%) em 30 min. Desta maneira foi determinado em alguns isolados a
dose letal 50, que corresponde a concentragao de soro capaz de produzir 50%
de morte nos parasitas (DL 50). Observa-se que os 7 isolados apresentam
diferencas na sensibilidade ao soro normal humano, sendo AP2 e ALX mais
suscetiveis a morte pelo complemento, enquanto, AC-G1, AR15 e R2P5
apresentam menor morte pelo SC (GRAFICO 5).
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GRAFICO 5: LISE MEDIADA PELO COMPLEMENTO EM DIFERENTES ISOLADOS DE
Acanthamoeba sp. O ensaio da cinética do complemento mediada por lise dos parasitas (ALX,
AP2, AR14, AR15, LG, R2P5 e AC-G1) foi avaliada contra diferentes concentragcdes de SNH
(0; 12,5; 25 e 50%). Determinando uma dose letal em que matasse 50% dos trofozoitos para
pelo menos um dos isolados. A lise do complemento foi realizada por 30 min a 37°C. Fonte: a
autora (2017).
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De acordo com a diferenca nas susceptibilidades ao SNH (GRAFICO 5)
decidimos escolher os isolados que sdo mais sensiveis ao complemento (ALX
e AP2) e os mais resistentes (R2P5 e AC-G1) para serem melhores avaliadas
ao longo do tempo e na presencga ou ndo de EGTA e Mg, condi¢c&o que inibe as
vias classica e das lectinas (dependentes de Ca) e potencia a via alternativa
(independente de Ca e Mg dependente) (GRAFICO 6 a; b). Pode-se observar
que a lise do complemento € dependente do tempo e que a presenca de EGTA
e Mg resultou em uma maior ativacdo do SC, ou seja, quando ha inibigdo das
vias classica e das lectinas, a via alternativa torna-se mais intensa, devido a
possibilidade de existir alguma inibicdo da via alternativa, quando existe
associacado das trés vias presentes e/ou a via alternativa pode ter sido mais
ativada pela presenca do cofator Mg (GRAFICO 6 a; b).
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B ALX H AP2 R2P5 HAC-G1

GRAFICO 6: ANALISE DA LISE MEDIADA PELO COMPLEMENTO DE DIFERENTES
ISOLADOS DE Acanthamoeba sp. O ensaio foi realizado com uma dose letal do SNH (50%)
em diferentes tempos de incubagao (10, 30 e 60 min) na presenca ou ndo de EGTA e Mg.
Fonte: a autora (2017).
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Posteriormente para avaliar a possivel influéncia de agucares N-ligados
na ativacdo do SC foi utilizada tunicamicina, um analogo de dholicol fosfato que
bloqueia a transferéncia de acucares N-ligados as proteinas parasitarias da
célula alvo realizada pelo dholicol. Para isto foram escolhidos os isolados AP2,
por ser referéncia de patogenicidade e com maior reconhecimento pelo mAb3 e

R2P5 por ser menos reconhecido.
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M R2P5 anticorpo irrelevante B R2P5 50% SNH
M R2P5 50% SNH mAb 2,5 R2P5 50% SNH 25

R2P5 50% SNH anticorpo irrelevante

GRAFICO 7: ANALISE DA INFLUENCIA DA TUNICAMINA NA ATIVACAO COMPLEMENTO.
O ensaio foi realizado com uma dose letal de SNH (50%), apds 60 min de incubagao a 37°C,

na presenga ou ndo de EGTA, Mg e tunicamicia para os trofozoitos de AP2 (A) e R2P5 (B).
Fonte: a autora (2017).
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No grafico 7 podemos observar que o isolado AP2 na presenca de
tunicamicina, ou seja, com a inibicdo de N-glicosilados, apresentou um
pequeno aumento da susceptibilidade a lise mediada pelo complemento ao
contrario do observado para R2P5. Isso indicaria que as proteinas N-
glicosiladas de AP2 poderiam estar bloqueando a ativagdo do complemento e
desta maneira diminuindo a morte celular. Na presencga da tunicamincia essas
proteinas N-glicosiladas estéo inibidas ocorrendo o acesso ou a liberagao para
a ativacdo do SC. Ja para R2P5 indicaria que as proteinas N-glicosiladas
serviriam como sinalizadores para lise mediada pelo complemento.

Ao utilizar o mAb3 nos ensaios, pode-se observar que o mesmo
apresentou uma protecdo aos trofozoitos. Porem, um anticorpo irrelevante
também apresentou protecao celular. Sendo assim, mais estudos precisam ser
realizados.

Marciano-Cabral e colaboradores (1988), também relataram diferengas
de lise mediada pelo complemento em diferentes cepas, indicando que as
especies possam utilizar varios mecanismos para resistir a morte ativada pelo
SC, porém essas diferencas e conhecimento exato do mecanismo ainda
precisam ser melhor compreendidos. Outros autores (PUMIDONMING et al.,
2011) sugerem que nao existem diferencas entre a ativagdo do sistema
complemento entre cepas.

Como sugerido por Pumidonming et al. (2011) nossos resultados
indicaram que a via alternativa é ativada pelo complemento, quando em
contato com soro. Ainda segundo esses autores, foi observado que, ao
adicionar soro de rato depletado de C1qa -/- e MBL-A/C -/-, houve a ligagao de
C3b, determinando a ativacao da via alternativa e na presenca de Bf/C2 -/-
depletado, ndo houve a ligagado de C3b, como consequéncia sem a ativagao da
via alternativa. Grandes quantidades de C3 e fator B e baixas quantidades de
C1q foram observadas nas lagrimas, indicando que a ativacdo da via
alternativa é predominante no sistema ocular (WILLCOX et al., 1997).

A maior suscetibilidade ao SC apresentada pelas amostras com maior
potencial patogénico dever ser mais bem investigada. Possiveis explicacbes
poderiam ser aventadas: a presenca de mediadores do SC poderia facilitar a
adesao e efeito patogénico no microambiente da infecgdo (SCHNEIDER et al.,
2006; KUGELBERG et al., 2008, FERREIRA et al., 2010; TORDELLO et al.,
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2014; LAVENDER et al., 2017; MIHALY, 2017) o sistema imune no olho, que é
considerado um tecido imune privilegiado, pode apresentar caracteristicas
especificas que favorecem a permanéncia do patdgeno e a nao ativagao
persistente do sistema do complemento (ABBAS, 2015) ou ainda um
mecanismo tardio de inibicdo da ativagao do sistema do complemento.

No que concerne o mAb3, o anticorpo poderia desempenhar alguma
funcdo biolégica em relagdo a ativagdo ou ndo do complemento, assim como
outras funcgdes. Villemez et al. (1985), por exemplo, demonstraram que os
anticorpos produzidos estimulavam algumas diferencia¢des celulares como a
inibicdo de pinocitose e estimulagdo ao encistamento. Quanto ao mAb3, mais
estudos ainda precisam realizados para confirmar se exercem algum papel no

SC ou em outra funcgao.
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6 CONCLUSOES

Foi possivel verificar que o anticorpo monoclonal mAb3, assim como
descrito em 2012 por Becker-Finco e colaboradores, € capaz de reconhecer
antigenos presentes na cepa AP2 de Acanthamoeba, que é sabidamente
patogénica e ndo reconheceu antigenos na cepa AP4 que nao é patogénica.
Essa especificidade foi também confirmada, por teste de ELISA, WB e
citometria de fluxo, e em novos isolados com potencial patogénico (ALX, LG,
AR15, AR14 e R2P5), mas nao para o isolado AC-G1 que é uma
Acanthamoeba do grupo |, ndo associado a patogenicidade, ou outros
organismos, os principais causadores de ceratite fungica. Sugerindo assim,
uma variagao no perfil de reconhecimento, que pode estar associado com o
potencial patogénico de cada amostra e confirmando a potencialidade do
emprego deste anticorpo na identificagdo de infecgdes.

Foi possivel identificar uma pequena quantidade de amostra de
trofozoitos, pelo mAb3, por citometria de fluxo, demonstrando uma alta
sensibilidade do anticorpo. Dessa forma, a deteccao de um pequeno numero
de trofozoitos (10x102) pela citometria de fluxo indicou que com o mAb3, seria
possivel promover melhorias quanto a sensibilidade e tempo de execug¢ao nos
testes atualmente empregados para identificagdo de isolados potencialmente
patogénicos.

O reconhecimento da proteina alvo apresenta influéncia, na identificagcao
pelo mADb3, apds a inibicdo com tunicamicina, sugerindo que a proteina de
interesse apresenta regides com N-glicosilagdes.

Uma analise prévia da identificagcdo da proteina alvo por espectrometria
de massa sugere que seja uma proteina de membrana transportadora de
cation monovalente (CPA2, antiporter). Porém, um estudo mais completo com
mais isolados e controles precisam ser realizados para confirmar o achado.

Diferengcas importantes foram observadas quanto a capacidade dos
diferentes isolados (AP2, ALX, LG, AR15, AR14, R2P5 e AC-G1) ativarem o
sistema complemento. As amostras de Acanthamoeba com maior
reconhecimento pelo mAb3 foram mais suscetiveis a morte, sugerindo que o
alvo de reconhecimento possa estar envolvido de alguma forma na ativagao do

complemento. A via alternativa foi mais ativa quando as vias da Lectina e
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Classica foram inibidas, sugerindo que na presenca das trés vias poderia existir
algum efeito inibidor da via alternativa. Porém, mais estudos envolvendo a
ativacado do sistema complemento precisam ser realizados para elucidar esse

mecanismo.
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7 PERSPECTIVAS

Como perspectivas pretende-se avaliar a capacidade de deteccdo do
mAb3 em lagrimas provenientes de pacientes com CA, por citometria de fluxo;

Melhorar a sensibilidade da Citometria de Fluxo através da biotinilagdo
do mAb3;

Confirmacgao do alvo do mAb3 com um estudo mais completo incluindo
outros isolados e controles;

Clonar e expressar a proteina alvo do mAb3 para avaliar em ensaios
futuros sua possivel fungao bioldgica;

Apo6s confirmacdo da proteina, pretende-se clonar e expressar a
proteina alvo do mAb3 para avaliar em ensaios futuros sua possivel fungcao
bioldgica;

Confirmar sensibilidade ao SC com mais estudos, inibidores e outros
anticorpos irrelevantes;

Realizar ensaio in vivo da ativacdo do SC para elucidar possivel

mecanismo de infeccao e patogenicidade amebiana.
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