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RESUMO

A Doenca de Alzheimer (DA) é a causa mais importante de deméncia no mundo. O
envolvimento do sistema imunol6gico no processo patogénico tem sido demonstrado em
diversos estudos inclusive com a descricdo de autoanticorpos (AAcs) presentes no soro dirigidos
a alvos no sistema nervoso central. N&o € possivel definir ainda qual a sua participacdo exata na
DA. Neste estudo, utilizando a metodologia do Phage Display procuramos identificar AAcs
especificos de pacientes com a doenca e caracterizar seus antigenos utilizando ferramentas de
bioinformatica. Foram selecionados 10 pacientes com DA segundo os critérios do DSM-IV TR e
NINCDS-ASRDA e 10 controles saudaveis pareados por sexo e idade. Utilizando uma biblioteca
de peptideos expostos em fagos M13, foi realizado biopanning selecionando 10 peptideos
reconhecidos por 1gGs no soro de pacientes com DA. Os provaveis epitopos foram
caracterizados e seu envolvimento com a DA foi avaliado na literatura. Foram encontrados
alinhamentos com a Neurexina 3, PLK4, Neuroserpina, varios membros da familia DNAJ,
Mint-1/X11, Gene 2 de susceptibilidade para o Autismo, unidades a2, o3, a4 e a6 do receptor
nicotinico da acetilcolina, Trombospondina-1, TRAF6, ECA, receptor o. 3 do GDNF, PRUNE2 e
CD44. A tecnologia de Phage Display, aliada a ferramentas de bioinformatica, demonstrou ser
interessante metodologia de investigacdo de AAcs presentes no soro de pacientes com DA

podendo fornecer novas pistas sobre mecanismos da doenca e alvos terapéuticos.

Palavras chave -  Alzheimer, Autoanticorpos, Phage-Display,  Autoimunidade,

Neurodegeneragao.



ABSTRACT

Alzheimer's Disease (AD) is the most important cause of dementia in the
world.The involvement of the immune system in the pathogenic process has been shown by
several studies including the description of autoantibodies (AAc) directed to targets in the central
nervous system.lIt is not possible yet to further define what their exact involvement in AD is. In
this study, using the methodology of Phage Display we sought to identify AAc specific to
patients with the disease and to characterize their antigens using bioinformatics tools. We
selected 10 patients with AD according to DSM-IV-TR and NINCDS ASRDA criteria and 10
healthy controls matched for age and sex.Using a library of peptides displayed on M13 phages,
we performed biopanning, thus selecting 10 peptides recognized by IgG in sera from patients
with AD. The probable epitopes were characterized and their involvement with AD was assessed
in the literature.We found alignment with Neurexin 33, PLK4, Neuroserpin, DNAJ, Mint-1/X11,
units of the nicotinic acetylcholine receptor, Trombospondin-1, TRAF6, ACE, GDNF a3
receptor, PRUNE2 and CD44. The Phage display technology, combined with bioinformatics
tools, has proven to be an interesting research methodology of AAb present in the serum of

patients with AD and may provide new insights into disease mechanisms and therapeutic targets.

Keywords - Alzheimer's, Autoantibodies, Phage-Display, Autoimmunity, Neurodegeneration.
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1- INTRODUCAO

1.1 - O Envelhecimento populacional e a transi¢ao epidemioldgica no Brasil e no Mundo

A estrutura da populacdo mundial tem passado por grandes modificagdes que tiveram
inicio na Revolucdo Industrial mas que se acentuaram nas ultimas décadas. A principal mudanca
é um acelerado processo de envelhecimento populacional, algo considerado sem precedentes na
histéria humana e que trds consigo grandes consequéncias sociais, econdémicas e para a gestao
dos sistemas de saude (KINSELLA; VELKOFF, 2001).

Segundo a Organizacdo das Na¢bes Unidas (2010), o namero de idosos no mundo
triplicou no periodo entre 1950 e 2010 e deve triplicar novamente até 2050. A populagdo com
idade superior a 65 anos atingiu 506 milhdes em 2008 mas as projecdes indicam que em 2040
sera de 1,3 bilhdo de pessoas representando 14% da populacdo mundial. Nesse ano, 60 paises ja
terdo mais de 2 milhdes de idosos em suas populagdes (KINSELLA; HE, 2009).

O processo de envelhecimento da populagdo mundial comegou com a melhoria das
condicdes de vida e reducdo da mortalidade. Entre as popula¢Ges ocidentais, por exemplo,
ocorreu um acréscimo de 20 anos a expectativa de vida no periodo de 1900 a 1950. Mas a grande
mudanca na composicdo das populacGes € provocada pela baixa fertilidade que reduz a
introducdo de criancas e jovens na populacdo. Em alguns paises da Europa esse fenbmeno tem
levado ao declinio de populagfes (KINSELLA; VELKOFF, 2001).

O envelhecimento populacional ndo é uniforme em todo o mundo. Nos paises
desenvolvidos, em especial na Europa e Japdo, o processo de envelhecimento é bem acentuado.
Metade dos idosos vivem nesses paises, aonde tem aumentado a populacdo de idosos com mais
de 80 anos e a maior mortalidade masculina tem provocado a feminilizagcdo do envelhecimento.
Na Africa e na Asia isso ndo acontece e 0 processo de envelhecimento é menos acentuado.
Enquanto a idade mediana da populagdo européia é de 40 anos, a da africana é de 19 anos
(UNITED NATIONS - UN, 2010).

No Brasil, a transicdo demografica comeca em 1940 com marcante declinio da
mortalidade infantil e rejuvenescimento populacional. Isso mantém-se até a década de 1960
quando 52% da populagdo estava abaixo de 20 anos e apenas 3% acima de 65 anos
(CARVALHO;GARCIA, 2003). A partir de entdo ocorre declinio da fecundidade. Esse processo
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se torna o principal agente do envelhecimento populacional brasileiro. A taxa de fecundidade
entre 1970 e 2000 caiu de 5,8 filhos/mulher para 2,3 filhos/mulher, motivado pela urbanizacgéo e
pela situagdo econdmica nesse periodo, criando um ritmo de transi¢do muito mais acelerado do
que o visto na Europa: 0 aumento no nimero de idosos entre 1960 e 2008 foi de 700%. Até 2020
a expectativa de vida ao nascer devera alcancar 75,5 anos. Em 2030 os idosos ja devem
representar 13% dos brasileiros (CHAIMOWICZ, 1997; VERAS, 2009).

A transicdo demogréafica é acompanhada pela transicdo epidemioldgica. A urbanizagdo e
a industrializacdo, com seus efeitos sobre a infraestrutura e servicos, produziram reducdo da
mortalidade por infec¢bes e um aumento das doencas cronicas e ndo transmissiveis. As projecoes
indicam que gradualmente o quadro atual, em que as infeccdes respiratdrias, diarreias e
condi¢bes que acometem o periodo perinatal ocupam o posto de maiores responsaveis pela
mortalidade e morbidade em todo o mundo, sera substituido em 2020 por um outro em que as
doencas cardiovasculares isquémicas, depressdo unipolar e acidentes de trafego ocupardo esse
lugar. Ocorre um deslocamento da mortalidade dos jovens para os idosos além de reducdo da
mortalidade com aumento da morbidade (KINSELLA; PHILLIPS, 2005).

As mudancas do perfil epidemiol6gico no Brasil também sdo diferentes devido a
existéncia de assimetrias entre as diversas regides do pais, fazendo conviver padrdes diferentes
de morbimortalidade: enquanto na regido Norte e Nordeste as doencas infecciosas sdo ainda
muito importantes, no Sul ganham destaque as doencas cronico-degenerativas, como o cancer. A
reintroducdo de doencas infectocontagiosas como maléria e dengue produzem uma espécie de
contra-transicao epidemioldgica (PRATA, 1992; SCHRAMM et al,2004).

O envelhecimento € um grande desafio aos modelos de planejamento e gestéo,
principalmente dos servicos de saude. Os custos e demandas em saldes aumentam
consideravelmente: de um terco a metade dos custos em saude sdo direcionados a idosos. No
Japdo o gasto em salide com idosos é 4,8 vezes maior que com jovens (ANDERSON; HUSSEY,
2000). No Brasil, o desafio € reorganizar os servicos de salde, desenhados para o atendimento
materno-infantil e doencas infecciosas, para esse novo perfil populacional. Além disso, sera
necessario formar profissionais envolvidos nos cuidados aos idosos como geriatras e
gerontologistas (MOTTA; AGUIAR, 2007; WONG; CARVALHO, 2006).
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1.2 - Envelhecimento cerebral normal

Neste contexto, em que cada vez mais pessoas envelhecem com boas condi¢des de saude
fisica, envelhecer com preservacdo da cogni¢do passa a ser uma preocupacdo importante para 0s
servigos de assisténcia a saude dos idosos e alvo para pesquisas. Um dos principais desafios é
compreender o0 processo de envelhecimento normal e diferencid-lo de doencas
neurodegenerativas como as deméncias (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 2000).

AlteracBes cognitivas, morfologicas e moleculares sdo esperadas com o envelhecimento
cerebral normal e ocorrem dentro de um padréo caracteristico de perda e preservacdo. Com o
envelhecimento ocorre acumulo de danos moleculares pelo stress oxidativo, alteracdo dos
sistemas de regulacdo energética celular, alteracGes da glia e neurodegeneracdo. Esses danos sao
compensados por mecanismos de neurogénese, sinaptogénese, producdo de proteinas
antiapoptdticas, fatores de crescimento neuronal e enzimas antioxidantes (MATTSON; CHAN;
DUAN,2002).

O volume cerebral apresenta reducdo com a idade a partir dos 30 anos mas ocorre com
maior intensidade a partir dos 50 anos de idade. A maior perda ocorre na substancia branca e néo
na cinzenta. Enquanto ocorre reducdo de 14% do volume de substancia cinzenta entre os 30 e 0s
90 anos, a reducao de substancia branca neste periodo é de 26% (GUNNING-DIXON, 2009).

A perda de substancia branca também mostra um padrdo caracteristico, que se
correlaciona com alteracGes cognitivas préprias do envelhecimento. A atrofia € maior na regido
dos lobos frontais, estriato e tdlamo, o que resulta em pobre performance nos testes de avaliacdo
das funcGes executivas e menor velocidade de processamento das informacdes
(TISSERAND;JOLLES,2003). A alteracdo da conectividade coértico-subcortical leva a prejuizo
da memoria de trabalho. As habilidades verbais sdo preservadas. Também estdo protegidos o
conhecimento ja consolidado e a memdria implicita (PARK; REUTER-LORENZ, 2009; RAZ;
RODRIGUES, 2006).

A perda neuronal durante o envelhecimento ndo e tdo acentuada como sempre se
acreditou. Pode ndo passar de 10% e é limitada a algumas regides especificas. Entretanto,
ocorrem modificagbes importantes na morfologia neuronal. Os dendritos diminuem suas
ramificacfes e ocorre reducdo das espiculas. Nos axdnios € possivel observar inclusdes de

glicogénio, degeneracdo mitocondrial e desorganizacéo das estruturas relacionadas ao transporte
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axonal. A desmielinizacdo segmentar e descompactagdo da mielina acabam resultando em
lentificacdo da velocidade de propagacéo dos impulsos (PANNESE, 2011).

A producédo de neurotransmissores e a distribui¢do de seus receptores também se altera.
Os neurbnios mais afetados sdo os dopaminérgicos. Isso tem relacdo com as alteragdes das
funcbes executivas, as mais importantes do envelhecimento normal. Ocorre um declinio dos
receptores dopaminérgicos D2 nos nucleos caudado, putamen e no cortex pre-frontal
(CARLSSON, 1987;RINNE, 1990;WONG, 1984). O sistema glutamatérgico, fundamental para
a plasticidade sinaptica e a memoria, também é afetado. Ocorre um redugdo do contetdo de
glutamato no hipocampo e no coértex, além de consistente reducédo dos receptores NMDA, todos
diretamente envolvidos nos processos de plasticidade (SEGOVIA, 2001; LIU, 2004).

1.3 - Deméncias: definicéo e epidemiologia

Apesar de ser possivel um envelhecimento no qual o idoso conserve grande parte de sua
capacidade cognitiva, essa ndo € a regra. Com a transicdo epidemioldgica também ocorre o
aumento da prevaléncia de doencas neurodegenerativas, entre elas as deméncias. A incidéncia e
prevaléncia das deméncias aumentam consideravelmente com a idade. Apenas 2% dos casos
ocorrem antes dos 65 anos de idade (PRINCE, 2007).

Deméncia é definida como uma sindrome clinica caracterizada pelo comprometimento
maltiplo das fungBes cognitivas como resultado direto de uma doenga ou do uso de uma
substancia. Ocorre um prejuizo importante da memaoria, com impacto sobre a capacidade de
aprender novas informac0es, e pelo menos uma outra disfuncdo cognitiva como agnosia, apraxia,
afasia e alteracdo das funcOes executivas. Entre as doencas que cursam com quadro demencial
estdo a Doenca de Alzheimer (DA), Deméncia vascular (DV), Doenca de Huntington, infecgédo
pelo HIV, Deméncia de Corpusculos de Lewy e Doenca de Pick (APA, 2002).

A prevaléncia média de deméncia varia nas diversas partes do mundo. Na Africa, a
prevaléncia estimada é de 2,2%, na Asia 5,5%, na América do Norte 6,4%, na América do Sul
7,1% e na Europa 9,4% (LOPES; BOTINO, 2002). Estudos europeus mostram que a prevaléncia
de deméncia dobra a cada cinco anos apds 0s 60 anos, indo de aproximadamente 1% entre os 60
e 64 anos, para 32% entre os 90 e 94 anos(HOFMAN, 1991). Nesses estudos, o risco de

deméncia é menor com o aumento da escolaridade, principalmente em mulheres, nas quais o
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efeito da idade sobre o aumento da prevaléncia é mais evidente (HOFMAN, 1991;
LETENNEUR, 2000; ROCCA, 1991).

Os estudos em paises em desenvolvimento sdo menos frequentes que nos paises
desenvolvidos (SCAZUFA, 2002). Os estudos realizados no Brasil, por exemplo, tem
metodologias bem distintas impedindo o célculo da prevaléncia a partir da reunido de seus dados
(FAGUNDES, 2011). Um estudo realizado na cidade de Catanduva, Sdo Paulo, estima a
prevaléncia de deméncia em 7,1% (HERRERA, 2002).

As projecGes apontam aumento importante do nimero de casos de deméncia. Com a
estimativa de 24,3 milhdes de casos no ano 2000 e com a taxa de 4,6 milhdes de novos casos por
ano, espera-se que em 2040 serdo 81,1 milhGes de pessoas doentes em todo o mundo. Enguanto
nos paises desenvolvidos o aumento nesse periodo sera de 100%, na China, India e regides
vizinhas, 0 aumento sera de 300% (FERRI, 2005).

O impacto econdmico dessas doencas, avaliado por varios estudos, é consideravel. O
custo médio por paciente com deméncia na Suécia, Dinamarca, Noruega e Finlandia, foi
estimado em 21.260 dolares por ano. O maior fator na composicdo do custo foi o0 gasto com
cuidadores, que tende a aumentar com o declinio cognitivo (JONSSON, 2006). Estima-se que 0
custo anual das deméncias em toda a Europa chegue a 105,2 bilhdes de Euros. (OLESEN, 2012).

Entre as diversas causas de deméncia a DA € a mais prevalente em todo o mundo,
seguida pela DV. De 31,3% a 72% dos casos de deméncia sdo causados pela DA (BACHMAN,
1992; BRUNNSTRON, 2009; OTT, 1995; STEVENS, 2002). Nos EUA 4,5 milhdes de pessoas
apresentavam DA no ano 2000 . As projecdes sdo de que em 2050 esse numero cres¢a para 13,2
milhdes (HERBERT, 2003). Na China a prevaléncia de DA na populacdo acima de 65 anos é de
4,8% enquanto que a de DV € 1,1%, semelhante ao que é visto nos paises ocidentais (ZHANG,
2005). Para o Brasil, a prevaléncia de DA nesta populacéo ¢ de 4,9% (HERRERA, 2002).
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1.4 - Doenca de Alzheimer

1.4.1 - Historia, quadro clinico e neuropatologia

Em 1906, durante o 37° encontro dos Psiquiatras do Sudoeste da Alemanha, o psiquiatra
Alois Alzheimer apresentou a descri¢do clinica e anatomopatoldgica de um caso de deméncia
pré-senil. A paciente era Auguste Deter, morta em abril de 1906. Ela havia sido paciente de
Alzheimer enquanto ele trabalhava em Frankfurt, em 1901. Era uma mulher de 51 anos que, nos
oito meses anteriores, ,u profundas modificacbes da personalidade. Demonstrava ciume delirante
do esposo, perda da capacidade de interacdo social e de formar novas memdrias, desorientacao
temporal e fala incompreensivel. Em seu relato, publicado em 1907, Alzheimer descreve, além
do quadro clinico, o achado de placas de aspecto amiloide e emaranhados neurofibrilares
(JELLINGER, 2006; GOEDERT; GHETTI, 2007; CIPRIANI, 2011).

A descricdo de Alzheimer, entretanto, ndo chama a atencao da comunidade cientifica. Foi
somente com a publicacdo da oitava edicdo do Tratado de Psiquiatria de Kraepelin, em 1915, que
a doenca passou a ser reconhecida pelo epdnimo de "Deméncia de Alzheimer". Na época, 0
termo era usado apenas para deméncias pré-senis (GOEDERT; GHETTI, 2007). Posteriormente
o termo Doenca de Alzheimer passou a nomear tanto as deméncias senis quanto pré-senis com as
caracteristicas neuropatolégicas e clinicas semelhantes aquelas descritas originalmente
(AMADUCCI, 1986).

O quadro clinico da DA é caracterizado pelo desenvolvimento de alteragdes da memoria,
com incapacidade de aprendizado, deterioracdo da linguagem (afasia), das habilidades motoras
(apraxia) e da percepc¢éo (agnosia), com inicio entre os 40 e 90 anos, mais tipicamente ap0os o0s 60
anos de idade (APA, 2002; MCKHANN, 1984). Algumas alteracGes cognitivas, principalmente
um acentuado declinio das memorias de trabalho e seméantica, precedem o diagndstico em torno
de 5a 12 anos (AMIEVA, 2008; BOWLER, 1997; WILSON, 2011).

Sintomas psiquiatricos sdo frequentes e recorrentes (LEVY, 1996). Depressao,
isolamento social e ideagéo suicida ocorrem em 72% dos pacientes em um periodo de 2 anos
antes do diagndstico. Alucinagdes, delirios e outros sintomas psicoticos ja ocorrem em 45% dos
pacientes no diagnéstico, sendo bem mais frequentes em mulheres e associando-se a pior

evolugdo cognitiva (JOST, 1996). Sintomas neurolégicos podem aparecer tardiamente na

20



evolucdo. Mioclonia, dispraxia de membros e lentificacdo da marcha surgem em torno de 4 a 6
anos apos o diagndstico. Crises convulsivas também sdo relatadas (GOLDBOLT, 2004).

A atrofia cerebral é outro sinal clinico que tem inicio antes do diagnostico da DA.
Enquanto no envelhecimento normal ocorre atrofia cerebral de 0,2 a 0,5% ao ano, na DA ela
ocorre de 2 a 3% ao ano. A atrofia é global, afetando tanto cortex quanto substancia branca, com
alguma seletividade para os lobos temporais mediais, cortex entorrinal, hipocampo e amigdala
(DE LA MONDE, 1989; FOX; SCHOTT, 2004; JACK, 1998).

Os achados neuropatoldgicos caracteristicos da doenca sdo as placas de amiloide e 0s
emaranhados neurofibrilares (ENF). As placas de amiloide, ou placas senis, sdo depdsitos
extracelulares do peptideo AP, derivado da clivagem da Proteina Precursora do Amiloide (PPA).
As placas do tipo fibrilar, associadas a neuritos distroficos e reacdo da micrdglia, estdo ligadas a
perda neuronal e sdo encontrados no cérebro dos pacientes com DA com maior frequéncia do
que placas difusas de amiloide néo fibrilar e sem reacdo da glia, muito frequentes nos individuos
sem alteracGes cognitivas. Ja os emaranhados neurofibrilares sdo agregados intracelulares de
proteina Tau hiperfosforilada que, ap6s a morte do neurbnio, se tornam extracelulares. A
formacédo dos emaranhados segue um padrdo temporal caracteristico que serve para estadiamento
da doenca (SERRANO-POZZO et al., 2011).

1.4.2 - O peptideo AP e a proteina Tau

O peptideo AP ¢ considerado o mais importante agente envolvido no desenvolvimento da
DA. Ele é o principal constituinte da placa senil, marcador histopatologico da doenca. Esse
peptideo é derivado da clivagem enzimatica da PPA pelas enzimas P-secretase e y-Secretase
(SELKOE, 2001). Sua producdo é resultado da atividade normal dos neur6nios e parece ser parte
de um processo de regulacdo da atividade excitatoria (ESTEBAN, 2004).

A acdo do AP na doenca de Alzheimer ndo se limita apenas a formacdo dos depdsitos de
amiloide. Evidéncias sugerem varias outras alteragdes provocadas pelo peptideo em neurdnios. O
AP atua sobre os receptores nicotinicos de acetilcolina e bloqueia o potencial de ag¢do nos
neurdnios. Isso reduz o numero e a plasticidade das sinapses (WEI et al, 2009). Oligdmeros
formados pelo AP provocam a internalizacdo do receptores de insulina neuronais, alterando os

mecanismos de plasticidade e provocando perda sinaptica (DE FELICE et al., 2009). O AB
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intracelular também produz alteragdes estruturais com impacto sobre o transporte axonal e
provocando a ativacdo de fatores apoptoticos (LI et al., 2007).

O outro marcador neuropatoldgico da doenca € a presenca de ENF de proteinas Tau.
Essas proteinas sdo associadas aos microtubulos e constituem o citoesqueleto dos neurdnios
(TAKASHIMA, 2010). Na DA, depdsitos dessa proteina hiperfosforilada sdo encontrados
principalmente em neurdnios de projecdo dos nucleos colinérgicos (VANA et al., 2011). A
formacéo dos emaranhados pode ser influenciada diretamente pelo AP. Estudos demonstram que
0 AP ativa as Caspases, enzimas com agdo de proteases, que clivam as proteinas Tau gerando
fragmentos truncados que facilmente se organizam nas fibrilas e filamentos que formam os ENF
(GAMBLIN et al., 2003; RISSMAN et al., 2004).

1.4.3 - O Sistema Imune e a DA

Desde a descricdo original das placas senis, sabe-se que um processo inflamatério
acompanha a deposi¢do do AP e desempenha um papel importante na progressdo da doenca
(HENEKA et al., 2010a). A micréglia, os macréfagos residentes do sistemas nervoso central, é
ativada pelo A e produz fatores inflamatdrios como interleucinas 1 e 6 ( HENEKA et al, 2010b;
KHANDELWAL et al. 2011).

Além da resposta imune inata, a resposta adaptativa parece estar relacionada com a
patogénese da DA. O envolvimento de anticorpos (Ac) é reconhecido em varias outras doencas
neuropsiquiatricas como o Transtorno Obsessivo Compulsivo, Sindrome de Guillain Barré e
Miastenia Gravis. Sua participacdo pode se dar por meio da atuacdo como agonistas e
antagonistas de receptores ou até mesmo modificando a densidade deles na superficie celular
(DIAMOND et a., 2009).

Vaérios estudos tem demonstrado que, apesar de o sistema nervoso ser uma regido de
relativo isolamento imunoldgico pela barreira hematoencefalica, inGmeros Acs contra alvos
neuronais podem ser detectados no liquor e soro de pacientes com DA e até mesmo em idosos
saudaveis e jovens (LEVIN et al., 2010). Aumento de Acs oligoclonais no liquor mas nédo no
soro dos pacientes com DA indicam que a produgdo dos Acs pode ocorrer dentro do sistema

nervoso (BOURAS et al., 2005). Estudos com microarrays para imunoglobulinas tem
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identificado grande variedade de Acs contra alvos neurais e alguns demostraram ter potencial
para serem utilizados em métodos diagnosticos (NAGELE et al., 2011).

O papel desses autoanticorpos (AAcs) na fisiopatologia da doenca ainda nédo é claro,
podendo contribuir ou ndo para o processo neurodegenerativo (COLASANTI et al., 2010). Os
Acs contra AP podem impedir a agregacdo do peptideo e a formacéo de fibrilas e placas senis
(DODEL et al., 2011; NEFF et al., 2008). Nos pacientes em que a presenca de anti-Ap é maior
nas placas de amiloide, o impacto da doenca parece ser menor (KELLNER et al., 2009). Eles
podem ser produzidos para exercer um papel modulador na neurodegeneracdo ou serem apenas o
resultado do reconhecimento de neoepitopos formados pela conformacdo dos peptideos ou sua
modificacdo por glicosilacdo ou produtos da peroxidacdo de lipideos (PAUL et al., 2010).
Testando o efeito do epitopo reconhecido pelo anticorpo, alguns autores demonstraram que anti-
AP que se liga a regido N-terminal aumenta a remogdo do peptideo através da barreira
hematoencefalica via receptor RAGE, o que ndo ocorre se for direcionado a regidao C-terminal
(BACHMEIER et al., 2011; DEANE et al., 2009).

Alguns estudos demonstram a presenca de outros Acs no soro e liquor. Anticorpos contra
ATP-sintase sdo encontrados no soro de pacientes com DA e podem aumentar a captacdo de
HDL-colesterol aumentando o risco de desenvolvimento de deméncia (VACIRCA et al., 2011).
Outros autores relatam também a presenca no soro de Acs antirreceptores do glutamato
(DAVYDOVA et al., 2009) e, no liquor, de anti-SR proteina Kinase 1, enzima envolvida na
proliferacdo celular (DANIILIDOU et al., 2011).

1.4.4 - Diagnéstico da DA e biomarcadores

O diagnostico da DA é eminentemente clinico e baseado em critérios diagndsticos
definidos por consenso de especialistas. Os principais critérios diagndsticos sdo aqueles
apresentados pelo National Institute of Neurological and Comunicative Disorders and Stroke/
Alzheimer's Disease and Related Disorders Association - NINCDS-ADRDA (MCKHANN et al.,
1984), DSM-IV/TR (APA, 2002) e do CID-10 (OMS, 1993). Existem significativas diferencas
entre esses critérios quanto a definicdo de deméncia. As principais diferencas entre eles sdo

quanto a exigéncia ou ndo da presenca de alteragcdes tanto da memoria de curta quanto de longa
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duracdo e alteracbes do pensamento abstrato, julgamento e resolucdo de problemas
(ERKINJUNTTI et al., 1997).

A Academia Brasileira de Neurologia recomenda o uso no Brasil dos critérios do DSM-
IV/TR para deméncia e do NINCDS-ADRDA para definicdo da DA (NITRINI et al., 2005a).
Apresenta também recomendac@es quanto a investigacao diagnostica por imagem, laboratorial e
testes de avaliacdo cognitiva (NITRINI et al., 2005b).

Os critérios do DSM-1V para deméncia do tipo Alzheimer exigem a presenca de déficits
cognitivos mdaltiplos com comprometimento da memdria e pelo menos uma outra funcéo
cognitiva (afasia, apraxia, agnosia ou prejuizo do funcionamento executivo), que represente um
comprometimento do funcionamento social e ocupacional. Segundo esses critérios 0 curso €
marcado por inicio gradual e declinio continuo das fungbes cognitivas. Além disso, devem ser
excluidas todas as condi¢fes clinicas que sejam causa de deméncia, inclusive outro transtorno
mental (APA, 2002).

Para o NINCDS-ADRDA, o diagnostico clinico da DA pode ser "possivel” ou "provavel”
e a confirmacdo ocorre apenas com o exame do tecido cerebral apds a morte do paciente. O
diagndstico de DA provavel exige a documentacdo de deméncia por meio de exame objetivo
(Mini Exame do Estado Mental ou similar), confirmado por exame neuropsicolégico. Os déficits
cognitivos devem ser progressivos com inicio entre 0os 40 e 90 anos de idade e auséncia de
doenca que pudesse ser responsavel pela deméncia. Também deve haver comprometimento das
atividades de vida diaria (MCKHANN et al., 1984).

As dificuldades diagnosticas, principalmente quanto a diferenciacdo entre transtorno
cognitivo leve (aguele em que apenas uma funcdo cognitiva esta afetada, sem prejuizo sob o
comportamento) e deméncia, levaram a revisdo dos critérios do NINCDS-ADRD. Uma das
principais questdes é a de como valorizar marcadores no diagnostico (ALBERT et al., 2011;
MCKHANN et al., 2011).

Muitos marcadores tem sido investigados para auxiliar o diagndstico e acompanhamento
dos pacientes com DA (GUSTAW-ROTHENBERG et al., 2010). Entre estes marcadores estéo a
quantificagdo no soro ¢ plasma de Ap (MEHTA et al., 2000; MAYEUX et al., 2003), o e 3 SPPA
(OLSSON et al., 2003) proteina TAU, homocisteina, volume do hipocampo em exames de

RNM, taxa de utilizacdo cerebral de glicose em PET, depositos de AP no cérebro (HAMPEL et
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al., 2008). Entretanto nenhum desses marcadores conseguiu sensibilidade e especificidade

suficientes para serem amplamente utilizados na pratica clinica (MCKHANN et al., 2011).
1.5 - Phage Display

A metodologia de Phage Display (PhD) consiste na expressdao de polipeptideos na
superficie de bacteri6fagos filamentosos para que possam interagir e se ligar a alvos de interesse
como Acs e outras moléculas (SMITH, 1991). Os bacteri6fagos, como o M13, tem capsideos
proteicos que envolvem seu material genético. Nas proteinas do capsideo é possivel expressar
peptideos e Acs formando bibliotecas utilizadas no processo de selecdo (HOOGENBOON et al.,
1998; PANDE et al.,2010; RADER; BARBAS, 1997). Os bacteriéfagos M13 infectam bactérias
E. coli sem provocar lise celular mas induzindo a formacéo e secrecdo de novas particulas virais
(BARBAS et al., 2001). Na selecdo (biopanning) os bacteriéfagos de uma biblioteca sao
expostos ao alvo para se ligarem e serem recuperados enquanto que os ndo ligantes sdo lavados
(Figura 1).

A B C

Wi L

Figura 1 - Processo de Biopanning. Adiciona-se a biblioteca de bacteridéfagos ao alvo imobilizado (A); os fagos que
ndo se ligaram ao alvo sdo retirados por meio de sucessivas lavagens até que reste apenas os bacteridéfagos que se
ligaram (B); os bacteridfagos especificos séo recuperados (C). Figura adaptada de: PAD™ Phage Display Libraries:

Instruction Manual.New England BioLabs.

A técnica de PhD tem tido diversas aplicacfes em biotecnologia permitindo identificar

ligantes para varias moléculas, peptideos moduladores com atividade agonista ou antagonista de
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receptores e peptideos que possam ser utilizados em aplicacGes nanotecnologicas de diagnostico
(KRIPLANI; KAY, 2005; MOLEK;STRUKELJ;BRATKOVIC, 2011). Uma das aplicagdes € o
mapeamento dos epitopos que sdo reconhecidos pelos Acs (LANE; STEPHEN, 1993). O PhD
permite identificar regiGes criticas de interacdo entre antigenos (Ags) e Acs por meio de
peptideos que mimetizam os Ag funcional ou conformacionalmente, os mimetopos (ROWLEY:;
O'CONNOR; WINEYEWICKREUNAL, 2004). Os mimetopos podem ser selecionados a partir
de imunoglobulinas purificadas ou soro (CORTESE et al.,1994) e caracterizados com
ferramentas de bioinforméatica (HUANG et al, 2011).
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2-OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi selecionar peptideos miméticos de Ag ligantes de
imunoglobulinas (IgG) presentes no soro de pacientes com DA, utilizando a metodologia do
Phage Display. Além disso procurou-se obter uma lista dos provaveis mimetopos desses Ags,
por meio de ferramentas de bioinformatica, na busca de novas informacdes sobre a atuacdo do

sistema imune na DA.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 - Selecéo de pacientes, coleta e processamento inicial das amostras

Foram convidados a participar desta pesquisa pacientes com diagnéstico de provavel ou
possivel deméncia do tipo Alzheimer atendidos no Ambulatério de Deméncias do Servico de
Psiquiatria e Psicologia Médica do Hospital de Clinicas de Uberlandia (SPPM). Foram colhidas
amostras dos pacientes que concordaram participar e assinaram o Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido (TCLE) conforme registro no Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
(n° 304/09). No caso de pacientes individuos com significativo comprometimento cognitivo
foram colhidas amostras apenas daqueles cujos familiares autorizaram a participacdo e assinaram
0 TCLE (Anexo 1).

Foram adotados como critérios de inclusdo o diagndstico de deméncia de acordo com a
definicdo do DSM-IV TR (APA,2000), e de provavel ou possivel Doenca de Alzheimer pelo
critério NINCDS-ADRDA (MCKHANN,1984). Os pacientes foram estadiados quanto ao quadro
clinico utilizando a CDR, versdo em portugués (MONTARNO,2005). Os critérios de exclusdo
foram: ndo consentimento ou desisténcia em participar do estudo a qualquer momento;
diagnostico de outra doenca clinica que seja causa de deméncia; evidéncia de significativo
comprometimento cerebrovascular nos exames de imagem que indicasse diagndstico de
deméncia mista e avaliacdo diagndstica incompleta.

Os testes neuropsicolégicos utilizados para auxiliar o diagnostico foram: Mini exame do
estado mental, CANCOG/CANDEX-R, escala de memdria de Wechsler (WMS-R), Teste de
nomeacao de Boston, Fluéncia verbal seméantica e fonoldgica, Teste do reldgio, Teste dos Cinco
Pontos e dos Sinos, Lista de Palavras e Figuras, Teste de Stroop, Teste de trilhas, Palavras e
Figura de Rey.

Para o grupo controle foram selecionados pacientes que nao apresentavam evidéncia de
déficit cognitivo pelo teste de rastreio Mini Exame do Estado Mental, conforme os critérios
diagnosticos.

As amostras de sangue foram colhidas utilizando tubos Vacutainer contendo K2EDTA.

As amostras foram centrifugadas e o soro estocado a -20°C até a realizagéo dos experimentos.
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3.2 - Selecdo de peptideos miméticos a auto-antigenos de Alzheimer (Biopanning)

A selecdo de bacteriéfagos foi realizada a partir de um pool de soro dos pacientes
controles e com DA. As imunoglobulinas G (IgGs) foram capturadas em microesferas
magnéticas acopladas a proteina G (Dynabeads - Invitrogen). As microesferas (100 uL) foram
lavadas em 500 uL de solucao tampao MES (0,1M, pH 5,0) para ativagdo da proteina G. A
selecédo foi realizada em duas etapas, uma de subtracdo dos bacteri6fagos expressando peptideos
inespecificos e outra de captura daqueles expressando peptideos ligantes dos Acs dos pacientes
com DA (Figura 2).

r\nr\ r\
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Figura 2 - Ciclo de selecdo dos peptideos miméticos mostrando as trés etapas de subtragdo de ligantes

inespecificos e as trés etapas de selecdo positiva (Fonte: do autor).

Para a subtracdo de bacteridéfagos expressando peptideos inespecificos incubou-se 10 pL
(1x10" particulas virais) da biblioteca de fagos M13 (PhD-12 - New England Biolabs Inc.) em
190 pL de TBS-Tween 0,1% com IgG de controles saudaveis. Apds 30 minutos foi feita a
separagdo magneética. O eluato de fagos passou por subtracdo por mais 2 vezes e depois foi
utilizado na seleg&o positiva.

A selecdo positiva foi feita com as esferas ligadas a 1gGs de pacientes com DA. Os
bacteriéfagos do eluato permaneceram em solugdo com as microesferas por 30 minutos, em trés
etapas sucessivas de selecdo, para se ligarem as 1gGs. Ao final os fagos foram recuperados das
microesferas por elui¢do &cida (500 pL de Glicina, pH=2, por 10 min, neutralizada com 75 puL
de Tris, pH=9).
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3.3 - Amplificacéo e purificacéo de bacteriéfagos mimetopos

Os bacteriéfagos (500 pL) foram amplificados em E. coli, linhagem ER2738, em meio
Luria Bertani (Triptona 10g/L, extrato de levedura 5g/L, NaCl 10g/L), com tetraciclina (
20mg/mL) na fase early-log (DOgoo ~0,3) por 4 a 5 horas, a 37°C, sob agitacdo. A cultura foi
entdo centrifugada (10.000rpm, 4°C, por 10 min). Ao sobrenadante foi adicionado PEG/NaCl
(20% de polietileno glicol 8000 e 2,5 M de NaCl — solugdo estéril; volume de 1:6 do
sobrenadante). Esta solucdo foi incubada por 12 horas a 4°C. Apos esse periodo a solucéo foi
centrifugada para separacdo dos fagos (10.000 rpm, 15min). Adicionamos 1 ml de TBS e
PEG/NaCl (volume de 1:6). Ap6s 1 hora de incubacdo a 4°C, centrifugou-se a amostra para
precipitacdo dos bacteriofagos (14.000rpm,10min, 4°C).

No final foram adicionados 200uL de TBS a 0.02% de NaNs, obtendo-se entdo, eluato
amplificado de bacteriofagos, posteriormente titulado para determinar a quantidade de particulas

virais e armazenado a 4°C para duas novas etapas de biopanning conforme ja descrito.
3.4 - Titulagdo

Para todas as titulagdes foram utilizados 1,0 pL de bacteriéfagos em 9,0 uL de meio de
cultura LB conforme ja descrito. As diluicées 10" a 10 foram feitas para eluatos n&o
amplificado e de 10® a 10™, para fagos amplificados. As diluicdes foram incubadas com 200 uL
de E. coli (ER2738) em fase mid-log (DOgy~0,5) por 5 minutos e plaqueadas em meio LB
contendo IPTG (0,5 mM) e X-gal (40 pg/mL), juntamente com 3,0mL de Agarose Top (10g de
Bacto-Triptona, 5g de extrato de levedura, 5g de NaCl, 1g de MgCl, . 6H,0 / litro).

Depois da incubacdo por 18 horas a 37°C, as col6nias que apresentaram coloracgdo azul,
devido hidrolise do X-Gal pela enzima [-galactosidase presente no fago, foram contadas para

determinar os titulos de fagos.
3.5 - Extracao e sequenciamento do DNA

As colbnias isoladas das placas no final do terceiro ciclo de biopanning foram

transferidas para placas de cultura com 1,2 mL de cultura de E. coli ER2738 em fase early-log
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(DO600 ~0,3) e incubadas a 37°C sob agitacdo (250 rpm por 24 horas) e depois centrifugadas
(3700 rpm a 20°C por 30 minutos).

O sobrenadante com os bacteriofagos (800uL) foi transferido para outra placa e
incubados por 10 minutos com 350uL. de PEG/NaCl. Foi feita centrifugagdo (3700rpm a 20°C
por 40 min) para precipitar dos fagos. Aos fagos adicionou-se 100uL de tampao iodeto (10mM
de Tris-HCI pH 8, 1mM de EDTA e 4M de Nal). Agitou-se por 40 segundos e adicionou-se
etanol absoluto (250 pL) para incubag¢do (10min a temperatura ambiente). Centrifugou-se
novamente (3700 rpm, a 20 °C por 10min.) descartando-se o sobrenadante. O DNA extraido foi
lavado com etanol 70% (500 puL) e centrifugado nas mesmas condi¢des anteriores. O DNA foi
diluido em agua Milli-Q (20 uL). A verificagdo da qualidade do material extraido foi feita por
eletroforese em gel de agarose (0,8%) corado com brometo de etideo.

A reagdo de sequenciamento do DNA foi realizada em 35 ciclos com as seguintes
condicdes: desnaturacdo a 95°C por 20 s; anelamento a 50°C por 15 s; extensdo a 60°C por 60s.
Utilizou-se o termociclador Master Cycler-Eppendorf , 200 ng de DNA molde, 5pmol do primer
96gl1l da Biolabs e premix DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Kit, Amersham Biosciences. O
DNA sequenciado precipitado em 1uL de acetato de amonio e 27,5 pL etanol foi centrifugado
(3700 rpm, 45 min). Apos descarte do sobrenadante adicionou-se etanol 70% (150 pL) e o DNA
foi recentrifugado na mesma velocidade por 15 min e o sobrenadante descartado. O precipitado
em solugdo com tampdo de diluicdo (10 pL, DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Kit —
Amersham Biosciences) foi lido em sequenciador automatico (MegaBacel000 - Amersham
Biosciences). A andlise das sequéncias ocorreu no software do sequenciador (Sequence Analyser,
Base Caller, Cimarron 3.12, Phred 15).

3.6 - Bead-ELISA (Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay in Bead)

Os clones foram utilizados em bead-ELISA contra os pools de 1gGs dos controles e
pacientes com DA para avaliar a reatividade e a especificidade da selecdo. Em uma placa de
microtitulacdo de 96 pocos, ndo carregada, foi depositado em triplicata 1 uL de microesferas
acopladas com as imunoglobulinas G. Em seguida foram acrescentados 50 uL de sobrenadante
de cultura dos fagos, os quais foram incubados com as microesferas por 1 hora, sob agitacéo a

temperatura ambiente. Com o auxilio de um aparato magnético as microesferas foram
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precipitadas, lavadas 6 vezes com TBS-T 0,1% e incubadas com o anticorpo monoclonal anti-
M13 conjugado com peroxidase (GE Healthcare) na diluicdo de 1:5000 em tampdo TBST 0,1%
BSA 5% por 1 hora, sob agitagdo a temperatura ambiente. As microesferas foram novamente
precipitadas, lavadas 6 vezes e a reagéo foi revelada com o tampdo orto-fenilenodiamina (OPD)

a 1 mg/ml acrescido de 3% de &4gua oxigenada (H20,).

3.7 - Andlise de Bioinforméatica

As sequéncias de DNA foram submetidas a analises in silico. As sequéncias do vetor
foram retiradas e a deducdo da sequencia dos peptideos foram feitas utilizando o ExPASy
Translate Tool (http://web.expasy.org/translate).

As sequéncias dos peptideos foram alinhadas na ferramenta ClustalW2
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2) e Kalign (http://toolkit.tuebingen.mpg.de/kalign)
para busca de consenso. Para caracterizacdo dos peptideos mais reativos no ELISA, eles foram
comparados a proteinas conhecidas do banco de dados SwissProt utilizando a ferramenta on-line
de alinhamento BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/), com o algoritmo blastp, limitando a
procura a sequéncias de Homo sapiens. Foram selecionados os alinhamentos com identidade de
100% . As proteinas identificadas foram entdo avaliadas quanto a sua origem, sendo selecionadas
aquelas originadas do tecido neural, e quanto a sua relacdo com a DA de acordo com a literatura.

A estrutura tridimensional das proteinas foi pesquisada no banco de dados PDB
(http://www.rcsb.org). A ferramenta PepSurf foi utilizada para identificacdo de epitopos e
regibes de alinhamento na estrutura tridimensional utilizando o arquivo PDB. Para as proteinas
sem estrutura disponivel foi avaliada a previsdo de epitopos lineares utilizando a ferramenta
Bepipred 1.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/BepiPred/) a partir da sequéncia FASTA disponivel
no BLAST.
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3.8 - Andlise Estatistica

A andlise estatistica das varidveis idade, tempo de escolaridade e reatividade dos
bacteriéfagos ao pool de soro foi realizada no programa GraphPad Prism para Windows, versao
5.00 (GraphPad Software Inc.). Foram realizados os teste de D'Agostino e Person para verificar
a normalidade dos dados, Teste T para comparacdo entre médias e Mann-Whitney para

comparacgdo de medianas.
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4 - RESULTADOS

Neste estudo foram avaliados 100 pacientes com queixa de transtornos cognitivos em
acompanhamento no ambulatério de Deméncias do SPPM. Foram convidados a participar da
pesquisa 10 pacientes com diagnostico de DA que apresentavam investigacdo diagnostica
completa com exames laboratoriais, de imagem e avalicdo das funcbes cognitivas por testes
neuropsicoldgicos, e 10 pacientes cognitivamente saudaveis como controles. As variaveis idade e
escolaridade tiveram distribuicdo normal no teste de D'Agostino Person. N&o houve diferenca
significante entre as idades nos dois grupos (70,2+ 8,2anos para pacientes com DA e 69,3+ 7,6
anos para controles, P=0,803); 60% eram do sexo feminino e 40% masculino igualmente
distribuidos nos grupos. A escolaridade média dos controles foi maior que no grupo de pacientes,
com diferenca estatistica no teste t (3,5 + 2,3 anos no grupo DA e 8,9 £ 5,25 anos para controles,

P<0,05). O tempo médio de evolucao da doenca foi de 4,2 +1,9 anos. (Tabela 1).

Tabelal - Descrigdo dos grupos experimentais quanto a idade, sexo, escolaridade. Para o grupo
DA ¢ apresentado o tempo de evolucdo da doenca.

DA Controles
ldade” 70,2 + 8,2 anos 69,3 + 7,6 anos
Sexo 60% feminino 60% feminino
Escolaridade? 3,5+ 2,3anos 8,9 £ 5,25 anos
Tempo de evolucdo da doenca 4,2 +1,9 anos -

1 -P<0,803; 2 - P<0,05

Os dados da avaliacdo neuropsicoldgica nao sdo apresentados e nenhuma correlacgao entre
eles e os resultados encontrados pode ser feita por que os testes foram realizados na avaliacdo
inicial dos pacientes no ambulatério e ndo na época da entrada do paciente no protocolo de
pesquisa. Eles ndo refletem o quadro clinico dos pacientes no periodo da coleta das amostras.

Apos a selecdo e sequenciamento do DNA dos clones, foram encontradas 75 sequéncias

completas sendo que 71 foram distintas (Tabela 3).
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Tabela 23 - Sequéncias encontradas a partir dos clones selecionados no Biopanning e sua

frequéncia.
Clones Sequéncia Frequéncia
A01/G03 TRSLRRRINHTN 275
A04 RRSSKHRRSTRN 1/75
A05 IRITHKHIKINL 1/75
A07 LKNGLLGVRKRN 1/75
Al10 KIRRHSPPSSRF 1/75
All SPRPMMRRIRKQ 1/75
Al2 SPKMNILNPRRN 1/75
B02 RIRMLHRINLPH 1/75
B04 IRRKITPKMMRS 1/75
B06 LIKRRMLINSTQ 1/75
B08/F07 HMIRSRRINIPH 2[75
B09 IQORRRIQRRIT 1/75
B10 NIHIRIRLNKPQ 1/75
B11 HIPIQMIKRQLI 1/75
B12 LNLRRKRINRPH 1/75
Cco1 MRRQRRLLRRLR 1/75
C03 IHRSLHTNNRIR 1/75
C05 TSISINPPRRPS 1/75
Co7 IIPNQRMPPMIH 1/75
C09 RKLRLQTRIHRP 1/75
C10 LKIIRMIINLTH 1/75
C11 PNRRHRRSPRNI 1/75
C12 HRRKLRLTNLTL 1/75
D01 KIQPSRIINITN 1/75
D02 IPMRKRNRRMHL 1/75
D03/D04/H01 SRPRPLIRNRRP 3/75
DO5/E06 QLPNRSLINLPH 2/75
D07 KRNMRRRPLHRS 1/75
D08 QRKRMILINLPH 1/75
D09 IMSPRRSILRSR 1/75
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D11
D12
E02
E03
E04
E05
E07
E08
E11
E12
Fo1
F02
F03
Fo4
FO5
F06
Fo8
F10
F11
F12
Go1
G02
GO3
G04
GO5
GO6
G07
GO8
G09
Gl1
G12
HO2
HO3
HO4

MTIRRHRHRPKI
IRKILQIRIHLM
RIMISPIINRPH
SSRITRLINRPH
TQRRPSINMRHR
SRRRIPRINRPQ
RRRIKRQRRIIT
IKRIRRKRTRRL
KRRNTILINLPN
SPMRSMLRRRLI
NIRHIKNMRLR
RKLPRTLNLKPQ
PRKIIRIRLRHK
NTMSMIKRRSI
TLHNIRIQLMRP
PIRLRSRINLTN
IKRIRRKRTRRL
TPIKKMIRRLPH
NHIRNKLRSIMI
LRLKLTPRRRRT
KHNRPRRSMRRS
HPMSSQRINRTN
TRSLRRRINHTN
TQRTISIINQTN
HPSHIKIKKI
SSSRIRKINLTN
RNLSPRRSIRRP
HLRRSQRRRIRI
LPTKRIIKRMRR
MSLNLRMRPMRI
RIRMLHRINLPH
RKTTLNMINIPH
ITIQMIRITRRS
IRRNIKRKLRRL

1/75
1/75
1/75
1/75
1/75
1/75
1/75
1/75
1/75
1/75
1/75
1/75
1/75
1/75
1/75
1/75
1/75
1/75
1/75
1/75
1/75
1/75
1/75
1/75
1/75
1/75
1/75
1/75
1/75
1/75
1/75
1/75
1/75
1/75
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HO05
HO06
HO08
H09
H10
H11l
H12

MSNKRQLIRIQP
PRPKRIINLPH
IKTLPRLIRRLR

KMTRRTHINQIS

NKPPRRPSRLNR
RSIPRIHINTTN

SINPIQIISTKI

1/75
1/75
1/75
1/75
1/75
1/75
1/75

O alinhamento no ClustalW2 e Kalign permitiu identificar 3 consensos frequentes. A

sequéncia INxXPH ocorre completa ou parcialmente em 15 peptideos, antecedida por um

aminoacido apolar. A posicdo x é ocupada por leucina ou arginina. Outra comum é RRI,

antecedida de um aminoécido do grupo dos polares basicos. Ela que ocorre em 16 dos peptideos

selecionados. J& o sequéncia XxPRRS, onde x é frequentemente serina, arginina ou prolina, ocorre

em 9 aminoacidos e ¢é seguida de um aminoéacido apolar.

O ELISA realizado com os 71 clones para o pool de IgG dos pacientes e controles

mostrou diferenga significante entre os dois grupos no teste de Mann Whitney (U=3018,

P<0.0001) (Figura 3).

1.5+

1.0

DO

0.5+

0.0

Figura 3 - Comparacéo entre a reatividade (DO) dos clones frente ao pool de soro dos pacientes e

N @0
X
<

controles. (P<0,001).

Ap6s analise do ELISA foram selecionados 10 clones que apresentaram indice ELISA

maior que 1 para melhor caracterizacao por bioinformatica (Figura 4).
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Figura 4 - Painel de pré-validacdo, mostrando a reatividade dos clones reconhecidos por 1gG purificadas de pacientes com DA (indice Elisa) e
controle. indice ELISA (IE) = densidades 6ticas (DO)/cut off, onde o cut off = média dos negativos + 2x desvio padrdo dos negativos. Foram
selecionados os clones com IE maior que 1.



Os peptideos selecionados neste trabalho mostram similaridade com proteinas presentes
no sistemas nervoso central ou exclusivas dele, envolvidas no neurodesenvolvimento ou
plasticidade sindptica. Também foram encontradas similaridades com proteinas de relagdo
conhecida com a DA e outras doencas neurodegenerativas (Tabela 4).

Tabela 4 - Resultado do alinhamento pelo BLAST das sequéncias dos peptideos recombinantes
com as das proteinas depositadas no banco SwissProt.

Clone Proteinas
C05 Neurexina 3§
PLK4
D04 Neuroserpina
Gene 2 de susceptibilidade ao Autismo
D11 DNAJ homologa, subfamilia C, membro 18
DNAJ homologa, subfamilia C, membro 14
EO5 Proteina PRUNE 2
DNAJ homologa, subfamilia A, membro 3
MINT1/X11
Ell Fator 6 associado ao receptor de TNF

Receptor a3 do GDNF

DNAJ homologa, subfamilia C, membro 1

F10 Trombospondina tipo 1
Subunidades 02,03, 04 e a6 do receptor nicotinico de acetilcolina
G09 Enzima conversora da angiotensina
Gl1 Neurabina 1
HO9 DNAJ homologa, subfamilia C, membro 16
H1l CD44
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Foram realizados alinhamentos tridimensionais utilizando Pepsurf para as proteinas
encontradas no banco PDB e suas estruturas. Os resultados mostraram alinhamentos dos
peptideo com as proteinas mapeando 0s provaveis autoepitopos (Figura 5).

Na figura 5A é mostrada a estrutura tridimensional da PLK4 e na figura 5B o

alinhamento com a sequéncia do clone C05. O PDB néo possui a estrutura da Neurexina 3.

3COK_PEPSURF_1327763903-RIPE

Alignment fof
Pepbiae” 1:

1 Thr-Thrl37:a

2 ser-serl39:A

3 Ile-Leul38:A

4 Ser-Thr202:A

5 Ile-LeulOO:A

6 Asn-Asn97:A

7 Pro

8 Pro

9 Arg-LyslOl:A

10 Arg-ArglO3:A

11 Pro-ProlO6:A

12 Ser-SerlO08:A
-- Key --

Match.

Mismatch.

A No Match.

Figura 5 - Alinhamento tridimensional da PLK4. A imagem da estrutura da proteina é apresentada em A (fonte:
http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) e o alinhamento em B (fonte: http://pepitope.tau.ac.il/). A regido de

alinhamento com o peptideo recombinante é marcada em rosa.

A estrutura da neuroserpina é mostrada na figura 6A e o alinhamento dos residuos de
aminoacidos do clone D04 na figura 6B. Uma regido do peptideo expresso nesse clone também é
semelhante a proteina do Gene 2 de Susceptibilidade ao Autismo e é regido prevista pelo

Bepipred como epitopo linear.
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3FGQ_PEPSURF_1327765935_PIPE

8 Argiargl9s
9 Pro-Brolosia
= Key --
Match.
MiSmatch
Ho Match.

Figura 6 - Alinhamento tridimensional do clone D04 com a Neuroserpina: em A, a estrutura da proteina (fonte:
http://www.rcsh.org/pdb/home/home.do) e em B (fonte: http://pepitope.tau.ac.il/) a regido de alinhamento. A regido

de alinhamento com o peptideo recombinante é marcada em rosa.

O peptideo do clone D11 tem similaridade com duas proteinas da subfamilia C da DNAJ:
membros 14 e 18. Apesar de ndo serem encontradas no banco PDB, as regi0es de alinhamento
com o clone sdo previstas como epitopos pelo Bepipred.

O clone EQ5 apresentando um mimetopo presente no membro 3 da subfamilia A da
proteina DNAJ homologa, tem seu alinhamento mostrado na figura 7B ao lado da estrutura da
proteina (figura 7A). Outra proteina de interesse que se alinhou com o peptideo € a MINT1/X11
apresentada na figura 8 ao lado do resultado da pesquisa no PepSurf. Esse clone também tem
similaridade com os residuos entre as posi¢oes 2223 e 2228 da proteina homologa PRUNE2 mas

estd ndo é regido prevista pelo Bepipred como epitopo.
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2CTT_PEPSURF_1327770335_PIPE

Alignment of
Peptide 1:
1 serfser78:A
"¢ rkd
(3 Arg-Arg76:a
# Bag-Lys37:A
' m-neao:n
6 Pro-Pro83ua
7 Arg-Args88:a
8 Ile-VaR8é:a
9 Asn-GEUS2:A
10 Arg-Arg33:
11 Pro-Pro4l:
12 Gln-GludO:
-- Rey --
Match.
Mismatch.
No Match.

A

Figura 7 - Alinhamento tridimensional da proteina DNAJ, membro 3 da subfamilia A: em A, a imagem da estrutura
(fonte: http://www.rcsh.org/pdb/home/home.do)e em B a regido de alinhamento ((fonte: http://pepitope.tau.ac.il/). A
regido de alinhamento com o peptideo recombinante é marcada em rosa.

1X11_PEPSURF_1327771092_PIPE

Alignment of
Peptide 1:

Ji1 1 Ser-s 4:
A Arg-afsa
J Arg-Arga{I™

Figura 8 - Alinhamento tridimensional da proteina MINT1/X11: em A, a imagem da estrutura (fonte:
http://www.rcsh.org/pdb/home/home.do) e em B a regido de alinhamento ((fonte: http://pepitope.tau.ac.il/). A regido
de alinhamento com o peptideo recombinante é marcada em rosa.
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A regido compreendida entre os residuos 219 e 229 do fator 6 associado ao receptor do
TNF (figura 9A) e entre os residuos 231 e 235 do receptor a3 do GDNF (figura 10A) tem
similaridade com o peptideo do clone E11. O alinhamento tridimensional é apresentado nas
figuras 9B e 10B respectivamente. Para esse mesmo peptideo as analises em BLAST mostraram
alinhamento com o membro 1 da subfamilia C da DNAJ mas ndo é um epitopo linear previsto

pelo Bepipred.

1LB4_PEPSURF_1327852526_PIPE

e

Alignhent of
/Peptide 1:
T Lys-GIn484:a
2 Args#rg4a83:a
3 A¥g-Arg485:a
4 Asn-Ser438:A
5 5 Thr-Thr486:Aa
~ 6 Ile-Ile488:A
7 Leu-Leu364:A
BIle-Leud79:A
9yASn-Asn405:A
10':I:eu—Le\|397=A
11 Pro-Pro398:A
12 Asn-Gln396:A
-- Key --
Match.

, Mismatch.

Figura 9 - Alinhamento tridimensional do fator 6 associado ao receptor do TNF. Em A, a imagem da estrutura
(fonte: http://www.rcsh.org/pdb/home/home.do) e em B a regido de alinhamento ((fonte: http://pepitope.tau.ac.il/).

A regido de alinhamento com o peptideo recombinante é marcada em rosa.
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2GHO_PEPSURF_1327852086_PIPE

Alignment of

Y (Peptide 1:

1 Lys-Lys180:a
2 APg-Argl79:A
3 Arg-Arg230:a
4 AsSn=Asn233:A
5 Thr=Thr234:A
6 Ile-Arg232:A
7 Leu-val305:A
8 Ile-val3l2:a
9 Asn-Asn303:A
10 Leu
11 Pro-Pro237:A
12 Asn-Asn238:A

-- Key --

Match.
Mismatch.
No Match.

Figura 10 - Alinhamento tridimensional com receptor a3 do GDNF. Em A, a imagem da estrutura (fonte:

http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) e em B a regido de alinhamento ((fonte: http://pepitope.tau.ac.il/).

Para o clone F10 é apresentado alinhamento com a Trombospondina 1(figura 11). N&do

estdo disponiveis as estruturas tridimensionais das unidades do receptor nicotinico da acetilcolina

e as regibes de interesse ndo sdo previstas como epitopos lineares.

Alignment of
Peptide 1:

1 Pro-Pro473:A

2 Ile-Cys474:A

3 Lys-Glud75:A

4 Lys-Arg460:A

5 Met

6 Ile-Ile459:A

7 Arg-Arg479:A

8 Arg-Arg458:A

9 Leu

10 Pro-Pro443:A
-- Key --

Match.

Mismatch.
INo Match.

Figura 11 - Alinhamento tridimensional da Trombospondina 1. Em A, a imagem da estrutura (fonte:

http://www.rcsh.org/pdb/home/home.do) e em B a regido de alinhamento (fonte: http://pepitope.tau.ac.il/). A regido

de alinhamento com o peptideo recombinante é marcada em rosa.
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A regido KRIIK do peptideo expresso no clone G09 é semelhante a regido compreendida
entre os residuos 718 e 722 da Enzima conversora da Angiotensina (figura 12A). O resultado do
alinhamento no Pepsurf é mostrado na figura 12B. Para o clone G11 as figuras 13A e B mostram
a estrutura do da neurabina 1 e o resultado do Pepsurf.

108A_PEPSURF_1327851658_PIPE

. Alignment of
751 Peptide 1:
41 Leu-Leul94:a
» 2 Pro-Prol98:A
3 Thr
4 Lys-Lys199:a
5 Arg
6 Ile-Val201l:A
i7¥Ile-11e204:A
"8 Lys-G1ln206:a
4i¥9 Arg-Arg209:A
710 Met-Leu210:A
11 Arg-ArglOO:A
12 Arg-LyslOl:a
-- Key --
Match.
Mismatch.

5 A No Match.

Figura 12 - Alinhamento tridimensional da Enzima Conversora da Angiotensina.. Em A, a imagem da estrutura
(fonte: http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) e em B a regido de alinhamento ((fonte: http://pepitope.tau.ac.il/).

A regido de alinhamento com o peptideo recombinante é marcada em rosa.
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1WF8_PEPSURF_1327850370_PIPE

4 Leu-Phell:A
5 Arg-Arg58:A
6 Met-vall3:A
7 Arg-Arg93:A
8 Pro-Prol2:A
9 Met-LeulO:A

—- Key --
Match.
Mismatch.

A B

Figura 13 - Alinhamento tridimensional da Neurabina 1. Em A, a imagem da estrutura (fonte:

http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) e em B a regido de alinhamento ((fonte: http://pepitope.tau.ac.il/). A regido

de alinhamento com o peptideo recombinante é marcada em rosa.

O BLAST mostrou similaridades entre o clone H0O9 e o membro 16 da subfamilia C do

DNAJ mas esta ndo foi encontrada no PDB e a regido de similaridade ndo é prevista como

epitopo linear. O peptideo expresso no clone H11 se alinhou com a CD44 (figura 14).

Alignment of
Peptide 1:
1 Arg-Lys68:

8
1
0:
91
o
1
2
3

Thr-Asnl00:A
/ 11 Thr-ThrlO2:A
12,Asn-Asnl01:A

Key --

2587 )

A

Figura 14 - Alinhamento tridimensional do CD44. Em A, a imagem da estrutura

(fonte:

http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) e em B a regido de alinhamento ((fonte: http://pepitope.tau.ac.il/). A regido

de alinhamento com o peptideo recombinante é marcada em rosa.
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5 - DISCUSSAO

Neste estudo utilizou-se a metodologia de PhD para obtencdo de peptideos ligantes de
imunoglobulinas G especificos de pacientes com DA que pudessem ser utilizados em futuros
testes diagnosticos e a identificacdo de mimetopos reconhecidos por esses Acs. A identificacdo
dos mimetopos pode revelar novos alvos de estudo ou intervencao na patogénese da DA.

Como as bibliotecas utilizadas em PhD apresentam um variedade consideravel de
peptideos chegando a ordem de bilhdes de sequéncias aleatorias, a obtencdo de sequéncias
consensuais que indicam reducdo da variabilidade e a identificacdo nos alinhamentos com
proteinas depositadas em bancos de dados especificas de tecidos neurais ou diretamente
relacionadas a doenca é um indicador de que o processo de sele¢do parece ter sido eficaz (RODI
et al., 2002).

Outros estudos ja avaliaram a participacdo de AAcs na DA mas limitaram-se a alvos
especificos selecionados com base nas interac@es entre os diversos elementos ja conhecidos ou a
partir de modifica¢Ges ocorridas na evolucdo da doenca. Nesses estudos foram investigados Acs
dirigidos a receptores de dopamina, produtos da peroxidacdo de lipidios, PPA, A, entre outros
(COLASSANTI et al., 2010). Apenas um estudo, utilizando a abordagem de varredura de
proteinas, procurou conhecer o tamanho da variedade de AAcs presente no soro desses pacientes
(NAGELE et al., 2011). Outro estudo que preocupou-se com a caracterizacdo dos Ags
reconhecidos por esses Acs, mostra que, enquanto jovens formam imunoglobulinas para alvos de
peso molecular maior que 105 kD e idosos saudaveis para alvos menores que 40 kD, os pacientes
com DA tem Acs dirigidos para proteinas entre 40 e 100 kD (LEVIN et al., 2010). Nenhum
estudo até o presente momento havia identificado os epitopos provaveis desses Acs e nem
utilizado a metodologia do PhD para essas tarefa.

A maioria das proteinas identificadas no banco de dados demonstra estreita relagdo com
0S processos patologicos da DA ou a mecanismos fundamentais para a manutencdo da
plasticidade sinaptica.

O clone CO5 parece expor um epitopo semelhante a duas importantes moléculas ligadas
ao funcionamento e manutencédo da rede neural. A PLK4 é uma enzima quinase da familia Polo-
like. Essas enzimas atuam como reguladoras do ciclo celular, mitose e reparo de DNA

(WINKLES et al., 2005). Em neurdnios elas atuam principalmente em dendritos. Sua expressdo
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esta relacionada a estabilizacdo e manutencéo da integridade das redes neurais por meio de um
mecanismo de plasticidade homeostatica que € ativado em momentos de intensa atividade
neuronal (KAUSELMANN et al. 1999). Na DA a PLK2 esta superrexpressa nos neurénios do
hipocampo e cortex ( HARRIS et al. 2000; MBEFO et al., 2010; SEEBURG et al., 2008). A
relacdo da PLK4 com a DA ndo é descrita na literatura.

A neurexina 3B ¢ uma molécula de adesdao e um receptor neuronal fundamental para a
maturacdo e manutencdo das sinapses. Seu ligante é a neurologina e seu complexo com essa
proteina € suficiente para induzir a diferenciacdo pré e pds sinaptica em cultura (SUDLOF,
2008). A neurexina 3B ¢ um substrato da o e y secretases, enzimas que atuam no processamento
ndo amiloidogénico da PPA. Mutagdes da pré-senilina 1, componente da y-secretase, estdo
relacionadas a casos familiares de DA pré-senil (BLOT et al., 2010).

O peptideo do clone D04 apresenta regido de alinhamento com sequéncia da neuroserpina
e da proteina do Gene 2 de susceptibilidade para o Autismo (Auts2). A proteina codificada pelo
Auts2 ainda tem funcdo pouco conhecida mas esta altamente expressa nos neurénios do cortex
pré-frontal e cerebelo durante o neurodesenvolvimento (BEDOGNI et al. 2010). Néao ha relato de
sua relagdo com a DA. A neuroserpina, um inibidor do ativador do plasminogénio tecidual
exclusivo de neurdnios, tem seus niveis aumentados no liquor de pacientes com DA (NIELSEN
et al., 2007). Sua expressdo também é aumentada em éareas relacionadas ao aprendizado e
memoria, em especial a camada CAl do hipocampo e no cortex cerebral, e durante o
neurodesenvolvimento (WU et al., 2010; MIRANDA; LOMAS, 2006; YAMADA et al., 2010).
Estudos demonstram que a producdo de neuroserpina aumenta em resposta a hipoxia e privacao
de glicose, tanto em cultura quanto em pacientes ap0s acidente vascular cerebral isquémico,
podendo ser um marcador sérico de excitotoxicidade e ruptura da barreira hematoencefalica
(RODRIGUES-GONZALES et al., 2011a; RODRIGUES-GONZALES et al., 2011b; WU et al.,
2010). Apesar de ser proposto um papel neuroprotetor para a neuroserpina nas situacoes de
isquemia e a sua capacidade de impedir a formagao de placas maduras de A (KINGHORN et al.
2006), alguns autores relatam atividade aumentada da neuroserpina durante a DA e pior
performance cognitiva em ratos que expressam a proteina (FABBRO; SCHALLER, 2011).

As sequéncias de quatro peptideos entre os 10 selecionados para identificacdo (D11, EO5,
E11 e HO9) se alinharam no BLAST com proteinas DNAJ-homdlogas. Essas proteinas, também

nomeadas como Hsp40, sdo co-chaperonas que atuam em complexo com a DNAK (Hsp70) no
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enovelamento de proteinas para que elas adquiram a estrutura tridimensional correta (AHMAD
etal., 2011; STERRENBERG et al. 2011) . Sua expressdo € maior no cérebro que outros tecidos
(CHEETHAM et al. 1992). As proteinas DNAJ se ligam a Hsp70 estabilizando sua interacéo
com o seu substrato e estimulam sua atividade de ATPase. (QIU et al., 2006) Alguns autores tem
demonstrado que a Hsp70 impede a formacdo de agregados de amiloide e de outras proteinas
relacionadas a doencas neurodegenerativas, tendo um papel neuroprotetor (EVANS et al. 2006;
MUCKOWSKI et al., 2000; WACKER, 2004). Também foi descrita a presenca de AAcs contra
0 membro 8 da subfamilia C das DNAJs em estudos de microarrays de Acs no soro de pacientes
com DA e do membro 6 da subfamilia B como constituinte dos corplsculos de Lewy na Doenca
de Parkinson ( DURRENBERGER et a. 2009; NAGELE et al., 2011).

Para o clone E05 também foi identificada similaridade com as proteinas PRUNE2 e
MINT1/X11. A PRUNE?2 esta relacionada a manutencéo do tecido neural diferenciado de forma
ainda ndo determinada (IWAMA et al., 2011). O seu gene surge como gene de interesse na DA
em estudos de varredura gendmica (LI et al., 2011; POTKIN et al., 2009). A MINT1/X11 é uma
proteina adaptadora expressa primariamente em neurénios que se liga a PPA e modula seu
processamento (ROGELJ et al. 2006; OKAMOTO et al. 2011; SAKUMA et al., 2009). A
contribui¢do da X11 para a formagdo do AP ainda é controversa na literatura. Alguns estudos
demonstram que a expressdao de X11 é capaz de suprimir a producdo de ApB e que sua disfuncéao
leva a aumento da producdo mesmo quando a atividade da B-secretase esta normal (GROSS et
al., 2008; LEE et al., 2003; SAITO et al., 2008; SAITO et al., 2011). Entretanto experimentos de
delecdo da X11 mostram que isso atrasa a formacdo de placas de amiloide (HO; LI1U; SUDHOF,
2008) e o silenciamento do seu gene (APBA1), utilizando RNA interferente, diminui a producéo
do AB em culturas de neurénio (XIE; ROMANO; TANZI, 2005).

O peptideo E11 se alinhou com o fator 6 associado ao receptor do TNF (TRAF 6), um
importante componente de vias de inducdo de apoptose mediada pelo receptor p75 (YEISER et
al., 2004). N&o hé associacdo descrita entre essa proteina e a DA mas estudos demonstraram seu
envolvimento na Doenca de Huntington, aumentando a formacao de agregados de Huntingtina, e
na Doenca de Parkinson (ZUCCHELLI et al., 2010; ZUCCHELLI et al., 2011).

Para 0 mesmo peptideo existe similaridade com a sequéncia do receptor a3 do fator
neurotrofico derivado da glia (GDNF). O GDNF é um fator neurotréfico importante no

desenvolvimento e manutencdo do sistema nervoso central, principalmente nos neurénios
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colinérgicos (STRATEN et al., 2009). Sua atuacao ainda nédo € clara mas ele é capaz de proteger
neurdnios catecolaminérgicos de agentes toxicos (PASCUAL et al. 2011). Nos pacientes com
DA existe reducdo do GDNF no giro temporal medial (AIRAVAARA et al., 2011).

O alinhamento do peptideo F10 levou a identificacdo da trombospondina 1 e de unidades
do receptor nicotinico da acetilcolina. A trombospondina 1 € um fator antiangiogénico que
impede a adesdo das células endoteliais a matriz extracelular (MURPHY-ULLRICH; HOOK,
1989). Nao ha descricdo do seu envolvimento com a DA.

As vias colinérgicas sdo extensamente comprometidas na DA pela atrofia dos neurénios
do Nucleo Basal de Meynert (SCHLIEBS;ARENDT, 2011; TEIPEL et al., 2011). Foi descrito no
soro de pacientes com DA a presenca de AAcs contra subunidades dos receptores nicotinicos,
em especial a4 ¢ a7 (KOVAL et al., 2011). Perda consistente dos receptores colinérgicos, in vivo
e in vitro, em especial a7 ¢ observada na DA (NORDBERG, 2001). A perda desses receptores
pode levar a estados inflamatorios devido ao seu envolvimento no controle da liberacdo de
citocinas, em especial TNF (PAVLOV et al.,, 2009). Entretanto ndo foi ainda descrito na
literatura o envolvimento das unidades a2, a3 e a6, que foram encontradas nesse trabalho, na
DA.

Na identificacdo do clone GO09 ocorreu alinhamento com a Enzima Conversora da
Angiotensina. O gene que a codifica frequentemente € relacionado a maior risco para o
desenvolvimento da DA (KEHOE et al., 2004; LUCATELLI et al., 2011; WANG et al., 2006).
Para o clone G11 houve alinhamento com a neurabina-1, proteina que participa da formacéo de
sinapses e regula a plasticidade em neurénios do hipocampo (NAKANISHI et al., 1997).

O peptideo H11 se alinhou com o CD44. Essa molécula de adesdo € um marcador de
células precursoras de astrocitos. A literatura descreve o aumento do numero de astrocitos e
linfocitos expressando CD44 (AKIYAMA et al., 1993; UBERTI et al., 2010). O CD44 também
pode ser clivado pela y-secretase e dar origem a um pequeno peptideo semelhante ao A
(LAMMICH et al., 2002).

Muitos dos Ags descritos nesse trabalho ndo séo citados na literatura no que diz respeito
a presenca de autoaonticorpos aos quais sejam ligantes no soro. Segundo LEVIM et al. (2010), o
achado de AAcs reativos a alvos cerebrais é um fendmeno frequente até mesmo em jovens. A
barreira hematoencefalica impediria 0 acesso desses Acs ao cerebro impedindo sua ligagdo com

0s Ags. Entretanto € conhecida a alteracdo da permeabilidade dessa barreira na DA (VIGGARS,
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2001; ZLOKOVIC, 2011), o que pode contribuir para o acesso de imunoglobulinas ao cérebro e
sua participacdo no processo (DIAMOND et a., 2009).

Outra questdo é o fato de que a extensa morte neuronal pode na verdade estar expondo
epitopos anteriormente ndo disponiveis. Isso tornaria o achado desses Acs um epifendmeno e nao
um agente ativo no desenvolvimento da DA (NAGELE et al., 2011).

Nesse trabalho uma ampla variedade de moléculas é proposta como mimetopos de Ags
especificos da DA. Como a amostra estudada tem tamanho reduzido, outros estudos com
amostras maiores devem ser realizados com o fim de avaliar a especificidade e sensibilidade
desses peptideos para o diagnostico da DA. Devem ser avaliadas tanto amostras de pacientes
idosos que apresentem diagnostico de outras deméncias e transtorno cognitivo leve quanto
jovens. Esses peptideos, se eficientes nessa discriminagdo, podem fazer parte de sensores em
aplicativos diagnosticos.

A anélise de bioinformatica mostra que os peptideos se alinham a varias proteinas, ndo
sendo especificos mas miméticos a um conjunto de alvos que seriam reconhecidos pelos
anticorpos.

Algumas doencas neuropsiquiatricas, como PANDAS e Sindrome Guillain Barré, tem
origem com a formacdo de Acs cruzados, formados contra Ags bacterianos mas capazes de se
ligar com moléculas proprias do tecido neural por identificarem mimetopos nessas proteinas
(LECKMAN et al., 2011; SHAHRIZAILA;YUKI, 2011). A associacdo da DA com
microorganismos ndo € desconhecida. Alguns estudos tem demonstrado a presenca de
Chlamydia pneumoniae no cortex pré-frontal de pacientes com DA (HAMMOND et al. 2010).
Também sdo sugeridas relacbes com infeccdo pelo virus Herpes Simples Tipo 1 e espiroguetas
(HOLMES; COTTERELL, 2009). Por isso é valido investigar a possibilidade de alguns AAcs
encontrados no soro terem sido originalmente produzidos em resposta a exposicdo a Vvarios
outros Ags ao longo da vida mas sejam capazes de se ligar a alvos neurais que ficariam expostos

devido as alteracdes de permeabilidade da barreira hematoencefalica.
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6 - CONCLUSAO

O processo de selecdo de peptideos expostos em bacteriéfagos permitiu identificar
mimetopos de diversas proteinas relacionadas a mecanismos de plasticidade neuronal, receptores
de neurotransmissores e proteinas codificadas por genes candidatos para a DA. Como a selecao
foi realizada a partir de imunoglobulinas G capturadas por microparticulas magnéticas pode-se
formular a hipo6tese de que existem autoanticorpos no soro dos pacientes com DA dirigidos a
antigenos especificos do sistema nervoso central.

A validacdo dos peptideos mais reativos na avaliacdo inicial deve ser realizada com
maior numero amostral em um estudo delineado para estabelecer a sensibilidade e especificidade
quanto ao diagnostico de DA e diferencial com outras formas de deméncia.

Os resultados desse estudos podem ainda originar novas hipoteses de trabalho na
investigacao das relagcdes entre sistema imune e nervoso no desenvolvimento da DA, origem e

acdo desses possiveis autoanticorpos.
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ANEXO 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa “QUANTIFICACAO DOS PEPTIDIOS
DERIVADOS DA PROTEINA PRECURSORA DO AMILOIDE (APP) NO PLASMA DE PACIENTES PORTADORES DE
DEMENCIA DO TIPO ALZHEIMER”, sob a responsabilidade dos pesquisadores Luiz Ricardo Goulart Filho,
Carlos Ueira Vieira, Luiz Carlos de Oliveira Junior e Luiz David Finotti Carrijo.

Nesta pesquisa nés estamos buscando entender o funcionamento de algumas proteinas
envolvidas na Doenca de Alzheimer. Para tanto, sera colhida uma amostra de 5 ml (um tubo) de sangue.

Na sua participacdo nos iremos medir, no sangue colhido, as moléculas que queremos estudar
para entender melhor seu comportamento normal e na Doenca de Alzheimer.

Em nenhum momento vocé sera identificado. Os resultados da pesquisa serdo publicados e
ainda assim a sua identidade sera preservada.

Vocé néo tera nenhum gasto ou ganho financeiro por participar na pesquisa.

Os riscos séo o de algum desconforto ou niusea durante a retirada da amostra de sangue. Em
nenhum momento vocé serd colocado em situagdo de risco. Ndo havera beneficio direto para vocé,
embora vocé contribua diretamente para o entendimento da Doenga de Alzheimer.

Vocé é livre para parar de participar a qualquer momento sem nenhum prejuizo para o senhor(a)
ou seu acompanhamento clinico.

Uma copia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficara com o senhor(a).

Qualquer davida a respeito da pesquisa o senhor(a) podera entrar em contato com:
Pesquisadores: Instituto de Genética e Bioquimica — Laboratério de Nanobiotecnologia Av. Pard,
1720 - Bloco E, Sala 2E24 - Campus Umuarama -Uberlandia-MG Cep: 38400-902 Fone: (34) 3218-2478

CEP/UFU: Av. Jodo Naves de Avila, n° 2121, bloco J, Campus Santa Ménica — Uberlandia -MG, CEP:
38408-100; fone: 34-32394531

Uberlandia, de de 20

Assinatura dos pesquisadores

Eu aceito participar do projeto citado acima, voluntariamente, apoés ter sido devidamente esclarecido

Participante da pesquisa
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