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RESUMO

Introdugao: A esofagite eosinofilica (EEo) é uma doenga crdnica, alérgica e
inflamatéria caracterizada clinicamente por disfungdo esofagica e fibrose, e
histologicamente pelo aumento do numero de infiltrado eosinofilico no epitélio do
es6fago. Seus principais sintomas sao disfagia e dor no peito e o principal desafio da
ciéncia hoje é a definicdo de um diagnédstico seguro para a doenga. Com isso,
esclarecimento dessa questdo conduz os esforgos cientificos para niveis
moleculares com o intuito de obter marcadores de diagndstico e progndstico para a
doenca, que sao inexistentes até o momento. Objetivo: Selecionar peptideos
através da técnica molecular de Phage display que possam ser utilizados como
biomarcadores da EEo. Material e métodos: Num primeiro momento, foram
realizadas analises protebmica comparativa usando cromatografia liquida -
espectrometria de massa em bidpsias esofagicas de pacientes pediatricos com EEo,
doenca do refluxo gastroesofagico (DRGE) e grupo controle. Em seguida, a
tecnologia Phage Display foi utilizada para selecionar peptidios ligantes a proteina
identificada como uma das mais reguladas em pacientes com EEo. A reatividade
dos fagos selecionados foi avalida por phage-ELISA usando uma proteina
recombinante humana comercial. Além disso, as sequéncias peptidicas foram
determinadas por sequenciamento de DNA e a ligagdo dos péptidios ao seu alvo
proteico foi analisada por ferramentas de predicdo in silico. Resultados: Os
resultados da espectrometria de massa mostraram que a proteina neurotoxina
derivada de eosindfilos (NDE), uma proteina do granulo de eosindfilo que é
depositada em tecidos doentes, foi altamente regulada em pacientes com EEo.
Através de ensaios de phage-ELISA, dois peptideos altamente reativos a ligagcéo
com a NDE (D3 e C5) apresentaram reatividade similar e até maior quando
comparados com anticorpos policlonais comerciais para NDE. Conclusao: O estudo
demonstrou que os peptideos selecionados por Phage-display, detectaram a
proteina recombinante NDE e, por isso, eles podem ser uma importante ferramenta
de diagndstico para a detecgao de pacientes com EEo.

Palavras-chave: Esofagite eosinofilica. Diagndstico. Phage display. Proteina

Neurotoxina Derivada de Eosindfilos.



ABSTRACT

Introduction: Eosinophilic esophagitis (EoE) is a chronic, allergic and inflammatory
disease characterized clinically by esophageal dysfunction and fibrosis, and
histologically by an increase in the number of eosinophilic infiltrates in the esophagus
epithelium. Its main symptoms are dysphagia and chest pain and the main challenge
of science today is the definition of a safe diagnosis for the disease. Thus,
clarification of these questions lead the scientific efforts to molecular levels with the
aim of obtaining diagnostic markers and prognosis for the disease, which are not yet
available. Objectives: To select peptides through the molecular technique of Phage-
display that can be used as EoOE biomarkers. Material and methods: Firstly,
comparative proteomic analyzes were performed using liquid chromatography - mass
spectrometry in oesophageal biopsies of pediatric patients with EoE,
gastroesophageal reflux disease (GERD) and control group. Next, the Phage-Display
technology was used to select peptides against the protein identified as one of the
most regulated in patients with EEo. The reactivity of the selected phage was
assessed by phage-ELISA using a commercial recombinant human protein. In
addition, the peptide sequences were determined by DNA sequencing and binding of
the peptides to their protein target was analyzed by in silico prediction tools. Results:
Mass spectrometry results showed that the eosinophil-derived neurotoxin protein
(EDN), an eosinophil granule protein that is deposited in diseased tissues, was highly
regulated in patients with EEo. Through phage-ELISA assays, two peptides highly
reactive to EDN binding (D3 and C5) showed similar and even greater reactivity
when compared with commercial polyclonal antibodies to EDN. Conclusion: The
study demonstrated that the peptides selected by Phage-display detected the EDN
recombinant protein and, therefore, they can be an important diagnostic tool for the
detection of patients with EEo.

Keywords: Eosinophilic esophagitis. Diagnosis. Phage-display. Eosinophil-derived

Neurotoxin protein.
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1. INTRODUGAO

Em 1978 o termo esofagite eosinofilica (EEo) foi registrado pela primeira vez em
banco de dados cientifico. O estudo relatou a condicdo de um paciente adulto que
apresentava acalasia e a presencga de infiltragado eosinofilica na mucosa esofagica
(LANDRES et al., 1978). No entanto, foi considerada uma entidade clinica apenas
em 1981, quando pesquisadores, através de manifesta¢des radiolégicas, relataram o

caso de um paciente que apresentava intensa disfagia (PICUS; FRANK, 1981).

Considerada por muito tempo uma condicao rara, a EEo é hoje uma doenca alérgica
que vem aumentando sua incidéncia e prevaléncia assim como outras alergias como
asma, rinite alérgica, dermatite atdpica e alergias alimentares (LIACOURAS et al.,
2014). Um recente estudo sistematico de meta-analise mostrou a incidéncia de EEo
na América do Norte e Europa, estimada em uma taxa de 3,7 / 100.000 pessoas por
ano. Tal estudo afirma ainda que a prevaléncia populacional da EEo possui ampla
diferenca entre demais estudos de coorte, possivelmente devido a variagdes no
diagnéstico da doencga (ARIAS et al., 2016).

Embora a EEo venha apresentando crescente incidéncia e prevaléncia ao longos
dos anos, a doenga é ainda considerada nova, pois os dados que se tem a longo
prazo sao poucos e o diagnéstico da doengas ainda apresenta muitas falhas. Um
dos desafios enfrentados pela pesquisa é a similaridade fenotipica da EEo com a
doenca do refluxo gastroesofagica (DRGE) (PATEL; HIRANO, 2018) pois, ambas as
desordens possuem sintomas semelhantes, presenga de eosinofilia esofagica (NGO
et al., 2006; KIA; HIRANO, 2015).

A relagao diagnostica da EEo com a DRGE sempre foi foco de discusséo pela
similaridade clinica, endoscépica e histolégica nas manifestagdes das duas doengas.
A presenca de evidéncias da DRGE, antes considerada fator excludente do
diagndstico de EEo, hoje ndo é mais apoiada (FURUTA et al., 2007; LIACOURAS et
al., 2011). Cheng et al. (2014) apresentam argumentos que demonstram que as
duas patologias podem coexistir e que esta interagado parece envolver mecanismos

complexos que merecem ser mais detalhadamente estudados.



12

Os métodos diagndsticos e de acompanhamento dos pacientes com EEo aplicados
até o momento, apresentam falhas na identificacdo e no manejo dos grupos clinicos
que possuem evolugao fenotipica variada. Logo, o esclarecimento dessas questdes
conduzem os esforgos cientificos para niveis moleculares com o intuito de obter
marcadores de diagnostico e prognostico para a doenga, que sao inexistentes até o

momento.

Além disso, atualmente os gastos financeiros com o diagnéstico da EEo apresentam
elevados custos devido a necessidade de pelo menos duas endoscopias digestivas,
seguidas de anadlises histolégicas das biopsias e intervengdo terapéutica
medicamentosa com inibidor de bomba de prétons (IBP), indispensaveis para a
confirmagdo da EEo (LIACOURAS et al., 2011). De acordo com Jensen et al. (2015),
os Estados Unidos possui um custo estimado de 1,4 bilhdo de ddlares por ano com
cuidados de saude de pacientes EEo. Além de dispendioso financeiramente, o
processo de classificacao baseada no tratamento com IBP apresenta falhas por nao
considerar a subjetividade metabdlica da droga nos diferentes pacientes. Alguns
deles podem ser medicados e nao apresentarem qualquer efeito clinico, levando a

possibilidade de erro na classificagdo dos mesmos.

As novas técnicas moleculares e a busca por marcadores universais para a EEo
além de, futuramente, poderem minimizar os custos financeiros, podem também
contribuir para que o diagnostico da doenga utilize-se cada vez menos de

intervencdes invasivas para o paciente.
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2 FUNDAMENTAGAO TEORICA

21. Definigao e sintomas da EEo

A EEo é uma doenga inflamatdria cronica identificada pelo aumento do numero de
infiltrados eosinofilicos na mucosa esofagica (condicdo também conhecida por
eosinofilia esofagica) e intensa hiperplasia no epitélio escamoso do esdfago. Os
sintomas tipicos da EEo s&o disfagia, dor no peito e impactagdo alimentar,
resultantes dos sinais clinicos de disfung&o e fibrose esofagica (LIACOURAS et al.,
2011; PAPADOPOULOU et al., 2014; MUIR et al., 2015; WARNERS et al., 2017).

2.2. Epidemiologia da EEo

Encontrada tanto em criancas quanto em adultos, a EEo afeta significativamente
mais individuos do sexo masculino que feminino (masculino/feminino, 3:1)
(LIACOURAS et al., 2011; DELLON et al., 2014). O tipico paciente com EEo
apresenta a doenca logo na infancia ou durante a terceira ou quarta década de vida
(LIACOURAS et al., 2011), e a prevaléncia da doenga tende a aumentar com a
idade no periodo entre os 35-39 anos. (LIACOURAS et al., 2011; DELLON et al.,
2014). A EEo apresenta incidéncia maior em populagbes de paises ocidentais
(PRASAD et al.,, 2009; VAN RHIJN et al., 2013) com predominio ainda nao
esclarecido em individuos de cor branca e n&o hispénicos (LIACOURAS et al.,
2011).

2.3. Diagnéstico da EEo

Existem varios critérios que sao indispensaveis para o diagnodstico da EEo, dentre
eles estdo os sintomas, os sinais clinicos, os sinais endoscopicos e as alteragoes
histolégicas dos pacientes. Outro importante critério de diagnostico é a excluséo de
qualquer outra causa de eosinofilia esofagica em particular as gastroesofagicas
(PATEL; HIRANO, 2018).
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231. Sinais Endoscoépicos

Os sinais endoscoépicos observados em mucosas esofagicas de pacientes com
EEo podem apresentar importantes e variadas alteragdes. Dentre elas € possivel
observar anéis fixos (traquealizagao), anéis transitérios (fenilizagao), exudato
brancacentro, estrias longitudinais, edema mucoso, estreitamento esofagico e
laceragbes esofagicas ocasionadas pela passagem do endoscépio
(demonstrando haver debilidade na mucosa, que quando intensa confere ao
es6fago a aparéncia de papel crepon) (LIACOURAS et al.,, 2011). Essas
mesmas alteragdes também podem ser encontradas em outras patologias
esofagicas, e por isso ndao podem ser consideradas determinantes para o
diagnéstico da EEo. De acordo com Muller et al. (2007), alguns pacientes podem

nao apresentar qualquer tipo de alteragdes esofagicas ao exame endoscopico.

23.2. Sinais histolégicos

Histologicamente a EEo é determinada por eosinofilia esofagica com presenga
de 15 ou mais eosindfilos por campo de grande aumento (eos / CGA). Além
disso, pelo menos uma avaliagdo das mucosas do estbmago e do duodeno deve
ser realizada para afastar a doencga eosinofilica gastro-duodenal que caracteriza
uma entidade distinta da EEo (LIACOURAS et al., 2011).

Atualmente existem claras limitagdes nas avaliagbes de laminas histologicas de
bidpsias esofagicas. Dentre elas ressalta-se que as alteragdes inflamatérias
caracteristicas da EEo podem nao ser encontradas em todas as amostras de um
mesmo paciente por tratar-se de uma distribuicdo n&o uniforme de infiltrados
eosinofilicos. Outros fatores limitantes sdo a diferenca de padronizagdo do
tamanho do CGA e a identificacdo da localizagdo exata do infiltrado eosinofilico
intraepitelial (LIACOURAS et al., 2011).
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23.3. Uso de Inibidor de Bomba de Prétrons e exame de pHmetria

A DRGE apresenta caracteristicas sintomaticas e presenca de eosinofilia
esofagicas assim como a EEo , por isso, outro critério de diagnéstico da EEo é a
inexisténcia de sinais sugestivos da DRGE pela auséncia de resposta ao
tratamento em altas dosagens de medicacgéo inibidora de bomba de prétons (IBP)
e também a normalidade nos exames de pHmetria esofagica no tergo distal do
es6fago (FURUTA et al., 2007).

No entanto, observa-se que a resposta ao uso de IBP n&o se relaciona ao
resultado do exame de pHmetria esofagica. Individuos que responderam ao
tratamento com IBP podem apresentar pHmetria negativa, sem evidéncias de
DRGE 4&cida, dando origem a uma nova classe de pacientes denominada
“Eosinofilia esofagica responsiva a IBP” (LIACOURAS et al., 2011).

Mesmo os pacientes com fendtipo de DRGE (azia dominante, esofagite erosiva,
teste de pH anormal) é recomendado o teste de IBP antes de se concluir o
diagnédstico, ja que eles também podem apresentar presenga de eosinofilia
esofagica (LIACOURAS et al., 2011). Dada a alta prevaléncia populacional da
DRGE, a sobreposicdo entre as doengcas DRGE e EEo também pode ser
considerada (PATEL; HIRANO, 2018).

24. Importantes fatores no estudo da EEo

24.1. Dieta e aeroalérgenos

A patogénese da EEo ainda é desconhecida pela comunidade cientifica, mas
alguns autores sugerem que reagdes imunoldgicas de hipersensibilidade aos
alimentos e a aeroalérgenos podem ter uma papel fundamental neste ambito
(SUGNANAM et al., 2007; CHEHADE; SAMPSON, 2008).

Uma pesquisa na Filadélfia mostrou que de 941 pacientes pediatricos
diagnosticados com EEo, 319 indicaram, através de testes cutdneos, que a
doenga estava envolvida com o consumo de leite, ovo, trigo e soja. No mesmo

estudo, a restricido de alimentos, previamente detectados como positivos em
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testes de alergia, mostrou que 53% das avaliagOes histoldgicas das bidpsias de
es6fago dos pacientes tiveram redugdo do numero de eos/CGA, e 77% nos
pacientes que acrescentaram a restrigao do leite na dieta (SPERGEL et al., 2012).
Outro estudo também mostrou que nozes, soja, graos e ovo, podem

desempenhar um papel ativo na patogénese da EEo (HE et al., 2018).

Uma dieta de eliminagdo de leite e soja combinada com tratamento
medicamentoso obteve bons resultados sintomaticos no tratamento de pacientes
com EEo, mas n&o houve melhoria significativa nos resultados histolégicos,

sugerindo a necessidade de novos estudos prospectivos (REED et al., 2018).

Ja em relagdo aos aeroalérgenos, embora as evidéncias ainda sejam muito
limitadas, existem estudos em humanos e em modelos experimentais que
sugerem que aeroalérgenos, tais como poélens e fungos podem induzir a
eosinofilia esofagica (MISHRA et al.,, 2001; WANG et al., 2007) e,
consequentemente, levar a impactagao alimentar. Por isso, a necessecidade de
novos estudos que considerem as estagdes do ano, pois ainda ndo ha trabalhos
cientificos que comprovem se ha um padrao sazonal estabelecido que influencie
na exacerbagao da eosinofilia esofagica (PAPADOPOULOQOU et al., 2014).

242 Microbioma

Diversos achados sustentam que a EEo apresenta causas multifatoriais que
incluem histérico familiar, componentes genéticos (CIANFERONI; SPERGEL,
2016) e fatores ambientais principalmente aqueles relacionados a exposi¢cao nas
fases iniciais da vida e que possivelmente afetardo o microbioma do eséfago
(ALEXANDER et al., 2014; DELLON, 2016).

Secregdes de mucosa esofagica foram coletas de criangas e adultos para avaliar,
através de PCR quantitativa, possiveis diferengas de carga bacteriana entre os
grupos de pacientes com EEo, DRGE e normais. O estudo comprovou que as
doengas associadas a eosinofilia esofagica apresentaram microbioma diferente

do encontrado na mucosa normal, e que a microbiota pode contribuir para a
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inflamacao esofagica nos dois disturbios (HARRIS et al.,, 2015). Além disso,
Dellon et al. (2011) afirmam que a infecgdo por Helicobacter pylori parece estar
associada a EEo.

A disbiose, ou desregulagdo microbiana, também foi associada ao aumento dos
riscos de EEo (TSABOURI et al., 2014), seja ela relacionada ao nascimento por
cesariana ou a ingestao de antibidticos e uso de alimentagdo por férmulas na
infancia (JENSEN et al., 2013).

2.5. Tratamento da EEo

Conforme ja mencionado, a restricdo de alguns grupos de alimentos € considerada
eficaz no tratamento de alguns pacientes com EEo (REED et al., 2018), mas ainda
nao foi completamente adotada devido ou a ma aceitagdo do paciente e também
porque as respostas ao tratamento foram limitadas em alguns casos (MOLINA-
INFANTE et al., 2012; PAQUET et al., 2013).

Para aliviar os sintomas de impactacao alimentar e a disfagia, a dilatacao esofagica
melhora o didmetro luminal do eséfago e consequentemente facilita a passagem do
alimento (PATEL; HIRANO, 2018). Recentemente um estudo de meta-analise
relatou melhora sintomatica de mais de 95% dos 845 pacientes submetidos a
dilatagdo esofagica. Além disso, menos de 1% dos pacientes apresentaram
complicagbes e hemorragias oriundas da dilatagdo. Assim, o estudo confirma a
eficacia e a seguranga da terapia por dilatacdo (MOAWAD et al., 2017). No entanto,
o ideal é concentrar as buscas cientificas em formas que interrompam a evolugao
das caracteristicas fibroestendticas reduzindo assim a necessidade das dilatagdes
esofagicas (PATEL; HIRANO, 2018).

Os esterdides também sdo considerados muito eficazes no tratamento da
inflamagao esofagica eosinofilica, mas quando usado por um longo periodo de
tempo e, uma vez interrompido seu uso, a infecgdo volta nos mesmos niveis de
antes da terapia. Um estudo relatou que apds quatro semanas de tratamento
medicamentoso com esteroide por via oral em pacientes com EEo, a maior parte
deles se tornaram clinicamente assintomaticos e diminuiram consideravelmente a
infiltracdo eosinofilica apds o tratamento. Apds a interrupgao da terapia, a maioria

dos pacientes apresentaram recidiva e até piora nos sintomas e os eosinofilos
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voltaram para os mesmos niveis de antes do tratamento (LIACOURAS et al., 2005).
A EEo por ser considerada uma desordem cronica, os esteroides orais acabam nao
sendo eficientes no manejo diario da doenga e, por iSso, 0 seu usoO passa a ser
indicado apenas em casos de disfagia grave, perda de peso e hospitalizagao do
paciente (CIANFERONI; SPERGEL, 2016).

Os corticosteroides inalados (ou topicos) apresentam similar eficiéncia aos de
esterdides de uso oral, mas atualmente vém sendo muito usados, tendo em vista
seu efeito direto na mucosa esofagica e consequentemente menor potencial de
efeitos colaterais sistémicos (PATEL; HIRANO, 2018).

2.6. Imunologia da EEo

Dellon (2013) descreve a atuacdo de mastdcitos, fibroblastos, células epiteliais e
linfécitos na determinagdo do processo inflamatorio coadjuvante a agdo classica dos
eosindfilos. Em particular, os eosindfilos induzem a remodelagem esofagica via
ativacdo TGF-f resultando em fibrose subepitelial, transicao espitélio-mesenquimal,
disfungdo do musculo liso e aumento da proliferacdo epitelial esofagica. Os
mastocitos estdo aumentados na EEo quando comparados a grupos controle e com
DRGE, por provavel resposta Th2 via acao da IL-9. Em alguns casos o numero de
mastocitos esta mais elevado que o numero de eosindfilos. Os fibroblastos também
apresentam papel decisivo na deposicédo de colageno e nas cicatrizes esofagicas
responsaveis por muitas das manifestagcdes clinicas. As células epiteliais sdo unidas
por juncdes fortes, jungdes adesivas e desmossomas que contém proteinas como
claudina-1 e -4, E-cadherin e desmogleina. Na EEo observa-se quebras nesses
mecanismos de jungao. A expressao da filagrina também apresenta-se reduzida na
EEo. Estes defeitos alteram a funcdo de barreira do epitélio permitindo a penetracao

de antigenos sensibilizadores.

A acéo dos linfocitos esta representada pela resposta Th2 a estimulos provenientes
de alérgenos alimentares e aeroalérgenos. A IL-13 e IL-5 produzidas pelos linfocitos
estimulam o epitélio esofagico a produzir eotaxina-3, uma potente citocina que

recruta e ativa eosindfilos. Outro fator relacionado € o TSLP (thymic stromal
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lymphopoientin) que representa uma citocina importante (IL-7 /ike) na deflagragcéo da
resposta alérgica. As moléculas co-estimuladoras de células T também parecem

estar envolvidas neste processo (ZHANG et al., 2013).

2.6.1. Eosinodfilos

Os eosinodfilos sdo leucdcitos do tipo granuldcitos, produzidos na medula 6ssea.
Em um adulto normal, os leucdcitos representam em cerca de 7000 células por
microlitro de sangue (ABBAS, LICHTMAN, PILLAI, 2015) e desse total, cerca de
1-3% sao granuldcitos do tipo eosindfilos, que apresentam um tempo de vida na
circulacdo de 8 a 12 horas e de 8 a 12 dias nos tecidos sem presenca de
estimulos (UHM et al., 2012).

Eles estdo envolvidos na defesa do organismo contra infecgdes parasitarias
helminticas, nos infiltrados inflamatdrios de resposta imune de fase tardia e ainda
podem ser responsaveis por reagdes imunoldgicas desreguladas associadas a
doencgas alérgicas, tais como asma, dermatite atopica, EEo e demais sindromes
hipereosinofilicas. Os eosindfilos também podem apresentar um papel importante
e construtivo na manutencdo da homeostase, quando envolvidos na defesa do
organismo através da regulagdo imunoldgica, no reparo e na remodelagao
tecidual (JACOBSEN et al., 2012; FULKERSON; ROTHENBERG, 2013).

Os eosindfilos e as proteinas presentes nos seus granulos, além de possuirem
uma participagdo de resisténcia contra parasitas, especialmente helmintos,
também apresentam atividades antimicrobianas contra bactérias, virus e
protozoarios e sdao mediadores de doengas de hipersensibilidade (ACHARYA,
ACKERMAN, 2014).

Varias pesquisas com enfoque em diferentes doencas alérgicas descrevem que
os eosindfilos, quando estimulados, sao recrutados da circulagao para os tecidos
e agem como mediadores pré-inflamatérios e moduladores da resposta imune
adaptativa de fase tardia. Conforme ja mencionado, o recrutamento e a ativagéo
dos eosindfilos no local da inflamac&o € oriundo de citocinas produzidas pelas
células Th2, em destaque a IL-5 e eotaxinas (LACY e MOQBEL, 2001; KITA,
2011; ZHANG et al., 2013).
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Em condi¢des alérgicas, os niveis de eosindfilos na corrente sanguinea e nos
tecidos sédo muito elevados (MALM-ERJEFALT et al.,, 2005). Na asma, rinites
alérgicas, dermatitites atdpicas e EEo, as técnicas histolégicas mostram que,
nos tecidos, os eosindfilos sofrem uma grande degranulagdo (AHLSTROM-
EMANUELSSON et al., 2004). Esses granulos apresentam em sua composi¢ao
proteinas citotoxicas especificas de eosindfilos e também uma grande
quantidade de citocinas e quimiocinas imunorreguladoras (LACY; MOQBEL,
2001; UHM et al., 2012; MAZZEO et al., 2015).

Os granulos dos eosinofilos sdo compostos basicamente por quatro proteinas:
Proteina Basica Principal (PBP), Peroxidase Eosinofilica (PE), Proteina
Catidnica Eosinofilica (PCE) e Neurotoxina Derivada de Eosindfilos (NDE)
(HOGAN et al., 2008; FULKERSON; ROTHENBERG, 2013; ACHARYA;
ACKERMAN, 2014).

2.6.2. Proteina Neurotoxina Derivada de Eosinofilos

A NDE é uma proteina pertencente a superfamilia das ribonucleases, por essa
razao, ela é também chamada de ribonuclease 2 (RNase 2). Esta localizada na
matriz do granulo do eosindfilo e apresenta propriedades antivirais e
quimiotaticas, além de induzir a migragdo e maturacdo de células dendriticas
(YANG et al., 2008; YANG et al., 2017).

A agado enzimatica ribonucleolitica da NDE ira depender do seu substrato de
ligacdo, e essa é a condicdo precursora para suas atividades citotdxicas,
neurotdxicas e antivirais. Contra helmintos, observa-se que a NDE apresenta
uma toxicidade limitada, ja contra virus de cadeia simples, sua agdo toxica é
considerada eficiente (ACHARYA; ACKERMAN, 2014).

Quando envolvida com a ativacdo e maturacdo das células dendriticas, a NDE
contribui para expressao de diversas quimiocinas inflamatdrias, citocinas, fatores
de crescimento e receptores soluveis, bem como na sinalizagdo e no aumento
da resposta imune da via Th2 (YANG et al., 2008).
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Um estudo mostrou que a deposicdo extracelular de NDE em biopsias de
esb6fago de pacientes com EEo € significativamente maior quando comparada
com a participagdo da PBP dos granulos de eosindfilos (PETERSON et al.,
2015). Ensaios de imunofluorescéncia revelaram que a NDE é detectada na
infiltracdo e degranulacao de eosindfilos em tecidos, e portanto pode servir como
biomarcador para EEo (KEPHART et al., 2010). Um outro estudo, com o intuito
de avaliar os biomarcadores presentes no soro de pacientes com EEo,
identificou que os niveis médios de PCE e a NDE foram significativamente mais
elevados em pacientes com EEo, quando comparados com pacientes controles
(individuos que apresentaram os achados endoscopicos e histolégicos nomais)
(MIN et al., 2017).

Phage Display

Na busca por biomarcadores o Phage display € uma técnica utilizada para
selecionar peptideos ou proteinas que se ligam a moléculas alvo através da
participacdo de bacteriéfagos (SMITH, 1985). Essa selecdo é baseada na
relagcao direta entre o gendtipo viral e o seu fendtipo. Assim, uma biblioteca de
moléculas (peptideos ou proteinas) que é expressa na superficie do bacteriéfago
(fago) fica exposta, permitindo que ocorram ligagdes de afinidade com moléculas
alvo (anticorpo, enzima, receptores de superficie, etc.). Esse processo de
identificacdo de ligantes especificos de um alvo é chamado de biopanning
(GARGIR et al., 2002; JACOBSSON et al., 2003; ZHANG et al., 2005; PANDE et
al., 2010). Quando selecionados, esses ligantes podem ser submetidos a outras

técnicas laboratoriais para caracterizagao e validagao.
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3 OBJETIVO

3.3.1. Objetivo geral

Buscar marcadores moleculares que possam ser utilizados para auxiliarem

no diagnéstico e no prognostico da EEo.

3.3.2. Objetivos Especificos

e Selecionar através da técnica molecular de Phage display peptideos

ligantes a proteina NDE;

e comparar a reatividade dos peptideos selecionados com o anticorpo

policlonal comercial, diante da proteina em questao;

e realizar analise in silico que demonstre as regides de ligagédo entre os

peptideos selecionados e a proteina alvo.
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“PEPTIDEO LIGANTE DA PROTEINA NEUROTOXINA DERIVADA DE
EOSINOFILO E SUAS APLICACOES”

[01]. Campo da invencio

[02]. A presente invengao refere-se a selegao de peptideos ligantes da proteina
recombinante humana Neurotoxina Derivada de Eosindfilo (NDE), utilizando a
tecnica de Phage Display. A eficiéencia dos peptideos selecionados foi
comparada com o anticorpo comercial policlonal Anti-NDE em ensaios de
Phage-ELISA. Tais ensaios comprovaram que os peptideos ligantes da NDE
apresentaram sensibilidade e eficiéncia semelhantes quando comparado com o
anticorpo comercial. Os peptideos demonstram serem bons biomarcadores,
sendo Uteis no diagnostico e nas técnicas de imunoterapia de doengas alérgicas
e inflamatérias. A interagdo entre os epitopos da proteina com os peptideos
selecionados também foram mapeados e identificados por bioinformatica.

[03]. Estado da técnica

[04]. Os eosinofilos séo células efetoras do sistema imunoldégico que séo
caracterizadas pela presenca de granulos em seu conteldo citoplasmatico.
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, Elsevier, 8. ed., 2015). Eles estédo envolvidos na
defesa do organismo contra infec¢des parasitarias helminticas, nos infiltrados
inflamatdrios de resposta imune de fase tardia e ainda podem ser responsaveis
por reagdes imunoldgicas desreguladas associadas a doengas alérgicas, tais
como asma, dermatite atépica, esofagite eosinofilica e demais sindromes

hipereosinofilicas.

[05]. Diversos estudos relatam que os eosinofilos também podem apresentar
um papel importante e construtivo na manutengdo da homeostase, quando
envolvidos na defesa do organismo atraves da regulagdo imunoldégica, no reparo
e na remodelacdo tecidual (FURUTA et al, Journal of Allergy and Clinical
Immunology, v.130, p.607-612, 2012; JACOBSEN; HELMERS et al, Blood,
v.120, p. 3882-3890, 2012; FULKERSON; ROTHENBERG, Nature Reviews
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Drug Discovery, v.12, p.117-129, 2013). Os eosindfilos e as proteinas
presentes nos seus granulos, além de possuirem uma participagao de
resisténcia contra parasitas, especialmente helmintos, também apresentam
atividades antimicrobianas contra bactérias, virus e protozoarios e séo
mediadores de doencas de hipersensibilidade (ACHARYA; ACKERMAN, The
Journal of biological chemistry, v. 289, p. 17406-15, 2014).

[06]. Os eosindfilos sao leucocitos do tipo granulécitos, produzidos na medula
6ssea. Em um adulto normal, os leucécitos representam em cerca de 7000
células por microlitro de sangue (GUYTON & HALL, Elsevier, 12.ed., 2011) e
desse total, cerca de 1-3% s&o granuldcitos de tipo eosinéfilos, que apresentam
um tempo de vida na circulagao de 8 a 12 horas e de 8 a 12 dias nos tecidos
sem presenga de estimulos (UHM, KIM et al, Allergy Asthma Immunology
Research, v.4, p. 68-79, 2012).

[07]. Vérias pesquisas com enfoque em diferentes doencas alérgicas
descrevem que os eosinofilos, quando estimulados, sao recrutados da circulagéo
para os tecidos e agem como mediadores pro-inflamatdrios e moduladores da
resposta imune adaptativa de fase tardia. O recrutamento e a ativagao dos
eosinofilos no local da inflamagé&o é oriundo de citocinas produzidas pelas células
Th2, em destaque a IL-5 e eotaxinas (LACY, MOQBEL, Current Opinion in
Allergy and Clinical Immunology, v.1, p. 79-84, 2001; KITA, Immunological
Reviews, v. 242, p. 161-177, 2011; ZHANG, SFERRA, EROGLU, Digestive
Diseases and Sciences, v. 58, p.1497-506, 2013).

[08]. Em condicdes alérgicas, os niveis de eosinéfilos na corrente sanguinea e
nos tecidos sdo muito elevados (MALM-ERJEFALT; GREIFF et al., Clinical and
Experimental Allergy, v. 35, p. 134-1340, 2005). Na asma, rinites alérgicas e
dermatitites atdpicas, técnicas histologicas mostram que, nos tecidos, os
eosindfilos sofrem uma grande degranulagdo (AHLSTROM-EMANUELSSON, et
al, The European Respiratory Journal, v. 24, p. 750-7, 2004). Esses granulos
apresentam em sua composicao proteinas citotdxicas especificas de eosindéfilos
e também uma grande quantidade de citocinas e quimiocinas imunorreguladoras
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(LACY; MOQBEL, Current Opinion Allergy and Clinical Immunology, v.1, p.
79-84, 2001; UHM, KIM et al, Allergy Asthma Immunology Res, v.4, p. 68-79,
2012; MAZZEO, CANAS et AL., Journal of Allergy and Clinical Immunology,
v. 135, p. 1603-1613, 2015).

[09]. Os granulos dos eosinofilos sdao compostos basicamente por quatro
proteinas: Proteina Basica Principal (PBP), Peroxidase Eosinofilica (PE),
Proteina Catiénica Eosinofilica (PCE) e Neurotoxina Derivada de Eosindfilos
(NDE) (HOGAN; ROSENBERG, et al., Clinical and Experimental Allergy, v.38,
p.709-750, 2008; FULKERSON, ROTHENBERG, Nature Reviews Drug
Discovery, v.12, p.117-129, 2013; ACHARYA, ACKERMAN, The Journal of
Biological Chemistry, v.289, p.17406-17415, 2014). No que diz respeito as
alergias, varias pesquisas vem sendo feitas para investigar a participagdo

dessas proteinas dos granulos de eosinofilos no diagnostico dessas doengas.

[010]. Estudos recorrentes demonstraram que a NDE no soro de pacientes
pediatricos asmaticos serviu como marcador de inflamagao eosinofilica assim
como a PCE, no entanto, a NDE se mostrou mais efetiva na avaliagao da
gravidade da doenca (KIM, LEE et al., Journal of Lung, v.185, p.97-103, 2007;
KIM, CALLAWAY et al., Journal of Asthma, v.47, p.568-573, 2010; KIM, Korean
Journal of Pediatrics, v. 56, p. 8-12, 2013).

[011]. Com o intuito de investigar o papel da NDE e da PCE nas dermatites
atépicas, um recente achado mostrou que a NDE é considerada uma potente
candidata a biomarcador clinico na avaliagdo da doenca (KIM, et al., Annals of
Allergy, Asthma & Immunology, v. 119, p.441-445, 2017). Qutro trabalho
também mostrou que a deposicéo extracelular de NDE em bidpsias de eséfago
de pacientes com esofagite eosinofilica (EE0) é significativamente maior quando
comparada com a participagao da proteina basica principal (PBP) dos grénulos
de eosindfilos (PETERSON, COBELL et al., Digestive Disease and Sciences,
v.60, p.2646-2653, 2015). Ensaios de imunofluorescéncia revelaram que a NDE

é detectada na infiltragéo e degranulacéo de eosinéfilos em tecidos, e portanto
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pode servir como biomarcador para EEo (KEPHART, ALEXANDER et al., The
American Journal of Gastroenterology, v. 105, p.298-307, 2010).

[012]. A NDE é uma proteina pertencente a superfamilia das ribonucleases, por
essarazao, ela é também chamada de ribonuclease 2 (RNase 2). Esta localizada
na matriz do granulo do eosindfilo e apresenta propriedades antivirais e
quimiotaticas, além de induzir a migragao e maturagao de células dendriticas
(YANG, et al. The Journal of Experimental Medicine, v. 205, p. 79-90, 2008;
YANG, et al. Blood Journal, v.102, p.3396-3403, 2017).

[013]. A acdo enzimatica ribonucleolitica da NDE ir&4 depender do seu substrato
de ligacao, e essa € a condicdo precursora para suas atividades citotoxicas,
neurotéxicas e antivirais. Contra helmintos, observa-se que a NDE apresenta
uma toxicidade limitada, ja contra virus de cadeia simples, sua agéo toxica é
considerada eficiente (ACHARYA, ACKERMAN, The Journal of Biological
Chemistry, v.289, p.17406-17415, 2014).

[014]. Quando envolvida com a ativagao e maturagao das células dendriticas, a
NDE contribui para expresséo de diversas quimiocinas inflamatorias, citocinas,
fatores de crescimento e receptores solliveis, bem como na sinalizacdo e no
aumento da resposta imune da via Th2 (YANG, et al. The Journal of
Experimental Medicine, v. 205, p. 79-90, 2008).

[015]. Embora ja existam na literatura estudos que mostrem que a presenga da
NDE é um bom indicativo para algumas doencas alérgicas, ainda ndo se tem
descrito experimentos e invencdes, em niveis moleculares, que estdo
relacionados com o desenvolvimento de ligantes da NDE nas alergias mediadas
por eosindfilos. Portanto, o esclarecimento das questdes moleculares,
direcionam os esforgos cientificos para encontrar marcadores eficientes que

contribuam para o diagndstico e tratamento precisos de doengas alérgicas.

[016]. Na busca por biomarcadores o Phage display € uma técnica utilizada para
selecionar peptideos ou proteinas que se ligam a moléculas alvo através da
participacdo de bacteriofagos (Science, v.228, p.1315-1317, 1985). Essa
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selecado € baseada na relagao direta entre o genétipo presente no capsideo viral
e o seu fendtipo. Assim, uma biblioteca de moléculas (peptideos ou proteinas)
que é expressa na superficie do bacteriéfago (fago) fica exposta, permitindo que
ocorram ligacdes de afinidade com moléculas alvo (anticorpo, enzima,
receptores de superficie, etc.). Esse processo de identificagdo de ligantes
especificos de um alvo é chamado de biopanning (GARGIR et al., Biochimica
et Biophysica Acta, v.1569, p.167-173, 2002; JACOBSSON et al., Biological
Procedures Online, v.5, p.123-135, 2003; ZHANG et al, Molecular
Immunology, v.42, p.1275-1281 2005; PANDE et al., Biotechnology
Advances, v.28, p.849-858, 2010). Quando selecionados, esses ligantes
podem ser submetidos a outras técnicas laboratoriais para caracterizagéo e
validagao.

[017]. A NDE foi encontrada em bancos de patentes como marcador de algumas
doencas, mas nao ha registros de invengdes que descrevam a criagdo de um
peptideo ligante da NDE. Além disso, existem documentos que sugerem formas
de diagnosticar algumas doencgas alérgicas, mas elas nao se utilizam da NDE
como marcador, e nem evidenciam sua participagao no diagnéstico e na indugao

de tolerancia imunoldgica.

[018]. AKR101611743 trata do uso da NDE como marcador para uma condicédo
muito especifica que é o diagndstico de sibililancia recorrente e asma apés uma

bronquiolite causada pela infecgao viral.

[019]. A NDE também foi mencionada como marcador de células tumorais de
cancer de ovario na W0O2004064783. O método se baseia na deteccdo da NDE
em amostras de urina de mulheres para determinar o risco de ter e desenvolver

cancer de ovario.

[020]. A US20030152956 proporciona um teste para doengas alérgicas atraves
de um método de rastreio que utiliza da IL-4 e IL-13 como indicadores de niveis

de expresséo de genes relacionados a alergias em amostras bioldgicas.

[021]. Baseado em resultados obtidos por espectrometria de massa, a presente
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invengao utilizou-se de amostras de biopsias de pacientes pediatricos com EEo,
que apresentaram um aumento da proteina NDE quando comparadas com
grupos de pacientes controle e pacientes portadores de doenga do refluxo
gastroesofagico (DRGE). Por esse motivo, a proteina NDE foi utilizada para ser
alvo da técnica molecular de Phage Display, e dela as sequéncias peptidicas ID

N°1aN°ID 4 foram selecionadas.

[022]. Tais sequéncias peptidicas poderao ser utilizadas em testes in vitro para
diagndstico das doencgas alérgicas/inflamatérias, bem como suas patofisiologias
e progressao. Elas poderdo também ser (iteis no desenvolvimento de farmacos,
importantes no tratamento de pacientes com alergias e em doengas que a
proteina NDE estiver desempenhando efeitos patogénicos. Esses fins permitirao
a realizagdo de ensaios imunolégicos, in vitro, comumente utilizados em
laboratorios, como ensaios de ELISA, Western Blotting, imunohistoquimica,
imunocitoquimica, testes de imunoaglutinagdo, culturas de células, deteccao de
citocinas, citometria de fluxo, testes realizados em animais, testes feitos em
sensores eletroquimicos, testes que utilizem esses peptideos direta ou
indiretamente com o intuito de compreender a sua fisiopatologia e obter o
controle e o acompanhamento de inflamagéo de doengas alérgicas, podendo ser
utilizadas amostras de fluidos corporais, tais como amostras soélidas (biépsias),
muco, sangue, plasma, soro, urina e saliva.

[023]. Dessa forma, a presente invengao também propée o uso das sequéncias
peptidicas Seq. ID N2 1 a Seq. ID N2 4 fusionadas ou nao a carreadores, tais
como fagos filamentosos, farmacos e/ou substancias fluorescentes/radioativas,
ou a outro tipo de carreador que vise aumentar sua estabilidade e sua utilizacdo
no diagndstico, tratamento e acompanhamento da inflamacdo de doencas
alérgicas que apresentam a participacdo dos eosindfilos, tais como asma, ritite,

dermatite atopicas e esofagite eosinofilica.

[024]. Descricdo da Invencao
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[025]. Para melhor compreensao, a seguir estao descritos os resultados obtidos
da invengao. Os experimentos utilizados se encontram detalhados no final deste

relatorio.

[026]. Exemplo 1

[027]. Através da técnica analitica de espectrometria de massa foi selecionada
uma proteina oriunda de eosindfilo que fosse melhor identificada em doengas
alérgicas. Para isso, amostras de biépsias esofagicas de pacientes pediatricos
diagnosticados com esofagite eosinofilica (EEo) foram utilizadas nos
experimentos. Comparou-se, por meio da técnica, sete pacientes pertencentes
do grupo controle, trés pacientes com EEo e trés pacientes com DRGE.

[028]. Essa metodologia demonstrou que, no grupo de pacientes alérgicos com
EEo, a NDE foi mais expressiva quando comparada com os demais grupos, e
por esse motivo foi a proteina selecionada para dar continuidade nos
experimentos.

[029]. A FIGURA 1 mostra o resultado da quantificagao realizada pelo programa
PEAKS Studio, onde a intensidade de sinal da proteina NDE é maior no grupo
de pacientes com EEo quando comparados com os demais grupos de pacientes
controle e DRGE.

[030]). A FIGURA 2 mostra o resultado da juncdo dos trés parametros de
quantificagao utilizados na espectrometria de massa, PEAKS Studio manual e
automatico e MaxQuant/Perseus. A figura mostra que a intensidade de sinal da

proteina NDE foi significativamente maior nos pacientes com EEo.

[031]. Exemplo 2

[082]. A selegao dos clones reativos a proteina NDE foi realizada através da
técnica de Phage display com uso de uma biblioteca conformacional de fagos
Ph.D.-C7C (New England Biolabs, Inc.). Por meio do ensaio de Phage-ELISA
(screening) foi realizada uma validacdo dos clones de fagos com maiores
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reatividades a NDE. Dessa validagao, dois fagos apresentaram melhores

reatividades frente ao alvo.

[083]. Conforme FIGURA 3, as barras destacadas correspondentes aos clones
D3 e C5, apresentaram altas absorbancias e por isso esses fagos foram
utilizados para posteriores experimentos. Ja o fago irrelevante trata-se de um
parametro de controle negativo do experimento. A absorbancia foi mensurada
no comprimento de onda de 450 nm.

[034]. A TABELA 1 mostra as sequéncias de aminodcidos referentes aos fagos
D3 e C5. Devida a possibilidade de ligacao dos peptideos em seu alvo no sentido
carboxi-terminal para amino terminal, foi também incluida as sequéncias no seu

sentido reverso, identificadas como suas respectivas sequéncias invertidas.

TABELA 1
Clone Peptideo Sequéncia Invertida
D3 Seq. ID N2 01 Seq. IDNe 3
C5 Seq. ID Ne 02 Seq. ID Ne 4

[035]. Exemplo 3

[036]. Foram realizadas andlises in silico para identificar as regides de interagdo
entre os peptideos Seq. ID N2 1 e 2 e a NDE a partir da estrutura tridimensional
da proteina. Deste modo, foi observada as regides onde os peptideos

selecionados por Phage display se ligam a NDE conforme FIGURA 4.

[037]. Exemplo 4

[038]. Para determinar a melhor concentracdo de fagos e de proteina
recombinante e otimizar os préximos ensaios, utilizou-se o peptideo de Seq. ID
Ne 2 para analisar sua relagao com o alvo. Para isso foi realizado ensaio de

Phage-ELISA que demonstrou o comportamento das ligagoes.
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[039]. Na FIGURA 5 pode ser observada a curva de linearidade do peptideo Seq.
ID Ne 2 frente a diferentes concentragoes de fagos e de proteina recombinante.
Para tanto foi realizada a sensibilizagcdo da placa com a proteina recombinante
da NDE nas concentragcdes 0 ng/mL, 10 ng/mL, 20 ng/mL, 40 ng/mL, em um
volume final de 50 uL e subsequente incubagao dos fagos nas diluigbes de 1x108
pfu/pogo e 1x10° pfu/pogo. Verificou-se que a diluigdo dos fagos que apresentou
melhor comportamento e linearidade foi a de 1x10° pfu/pogo com a concentragao
de proteina recombinante de 40 ng/mL. A absorbancia foi mensurada no

comprimento de onda de 450 nm.

[040]. Exemplo 5

[041]. Para comparar a eficiéncia dos peptideos Seq. ID N2 1 e Seq. ID N2 2 com
os anticorpos anti-NDE, anti-PCE e anti-PE, outros ensaios de Phage-ELISA
foram realizados. Conforme a padronizagao do ensaio anterior, a sensibilizacio
da placa de ELI/SA foi realizada com 40 ng/mL (por poco) de proteina
recombinante e os fagos incubados em uma diluigao de 1x10° pfu/pogo. Ja os
anticorpos anti-NDE, anti-PCE e anti-PE foram incubados com as respectivas
diluicbes de 1:1000, 1:500 e 1:1000 conforme indicagdo dos fabricantes. Para
controle negativo das reagdes (branco), alguns pogos foram sensibilizados
apenas com o tampao de sensibilizacio de carbonato bicarbonato, portanto, sem
a presenca da proteina recombinante.

[042]. A FIGURA 6 mostra que a Seq. ID N2 1 e Seq. ID N2 2, ndo apresentaram
diferencgas significativas frente a agdo do anticorpo anti-NDE quando incubados
com o alvo. Isso mostra que, a reatividade e o reconhecimento dos peptideos na
presenca da proteina recombinante NDE é tao eficiente quanto a acdo do
anticorpo comercial Anti-NDE.

[043]. Além disso, os resultados das reatividades mostraram que tanto a Seq. ID
Ne 1, quanto a Seq. ID N2 2 apresentaram diferencas significativas em relagéo a
reatividade do anticorpo Anti-PCE. A Seq. ID N2 1 também apresentou diferencas

significativas frente a agdo do anticorpo Anti-PE. Essas diferencas mostram que
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os peptideos sao mais eficazes no reconhecimento de seu alvo do que o
anticorpo  Anti-NDE, que nao apresentou diferengas significativas quando
comparado com a acdo de anticorpos que reconhecem outras proteinas do

granulo de eosindfilo.

[044]. A absorbéncia foi mensurada no comprimento de onda de 450nm. Os
dados representam a média de D.O. + desvio padrao dos ensaios realizados em
duplicata.

[045]. Metodologia empregada

[046]. Segue abaixo uma descricdo detalhada para melhor compreensao dos
procedimentos empregados.

[047]. Espectrometria de massa

[048]. Para selecionar uma proteina oriunda de eosindfilo que fosse melhor
identificada em doencas alérgicas, amostras de biépsias esofagicas de
pacientes pediatricos diagnosticados com esofagite eosinofilica (EEo) foram
submetidas a técnica analitica de espectrometria de massa. Tal técnica é capaz
de detectar proteinas através da medicdo de sua massa e da determinagéo de
suas estruturas quimicas, separando-as conforme sua massa/carga (m/z), e
consequentemente identificando-as qualitativa e quantitativamente por suas
respectivas taxa de m/z e abundéncia (GROSS, JUNGER; Mass spectrometry a
textbook, Springer, 12 Ed., 2004). Para isso, utilizou-se biopsias de sete
pacientes pertencentes ao grupo controle, trés pacientes com EEo e trés

pacientes com DRGE.

[049]. As amostras de tecido esofagico foram digeridas usando o kit de digestédo
Trypsin All-In-One ProteoExtract® (Calbiochem) de acordo com o protocolo para
amostras de tecido. Para isso, aproximadamente 10mg de tecido foram
adicionados a 200uL de tampéao de extragdo e mais 200uL de beads de vidro,
submetidos a agitagdo por uma hora a 4°C. Foram reduzidos, alquilados e
digeridos em condicdo padrdo por trés horas. Os peptideos digeridos foram
entdo dessalinizados usando C18 ZipTips (Millipore). Em seguida, foram
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identificados por cromatografia utilizando uma coluna monolitica PepSwiX (25cm
x 100 pm), acoplada a um espectrometro de massa quadrupolo-orbitrap™
hibrido Q-Exactiv (Thermo Fisher Scientific). Os espectros fragmentados
resultantes foram processados usando o MaxQuant/Perseus e o PEAKS Studio
7.5 (quantificagdo com o moédulo Q incorporado e quantificacdo manual).
Usamos para fazer as andlises dos resultados obtidos o banco de dados humano

UniProtKB. Os ensaios e analises foram realizados em triplicata.

[050]. Phage display - Selecdo dos peptideos ligantes a NDE

[051]. A metodologia de Phage display foi utilizada para obtencédo dos peptideos
ligantes da NDE. Para tanto, foi utilizada a proteina neurotoxina derivada de
eosindfilo recombinante humana (Abcam ab159356) como alvo da selegao
desses peptideos.

[052]. Utilizou-se uma biblioteca de peptideos randémicos fusionados em fagos
(Ph.D.- C7C, NEW ENGLAND BiolLabs®Inc.). A biblioteca é composta de 7
aminoacidos conformacionais randémicos fusionados & regido N-terminal da
Proteina Ill de bacteriéfagos filamentosos M13. Todas as cinco copias da

Proteina Ill dos fagos contém peptideos amino-terminais.

[053]. Foram realizados trés ciclos de selecéo (biopanning). Para o primeiro ciclo
de selecao, sensibilizou-se um poco da microplaca com 1ug da proteina NDE
recombinante humana diluido em 50ul de tampao bicarbonato (overnight). Apés
o periodo de sensibilizagao da placa, descartou-se o sobrenadante e adicionou-
se 250 pL de tampéao bloqueio (BSA 5% em PBS 1x) que foi incubado por 1h a
37°C. Apéds a retirada do bloqueio, foi adicionado 10 pL da biblioteca de fagos
diluida em 90 pL de tampéao PBS 1X, com periodo de incubacédo de 1h a 37°C.
Os fagos nao ligantes foram removidos por meio de cinco lavagens com PBST
0,01%. Para os proximos ciclos (2° e 3°) de selegao foram feitas cinco lavagens

com PBST 0,01% para a remocgéao de fagos néo ligantes.

[054]. Os fagos ligantes foram eluidos por eluigcdo acida com 150 pL de glicina
(0,2M —pH 2,2). Em seguida 1uL do eluato de fagos foram recolhidos e utilizados
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para titulagao. Para a amplificagdo do eluato remanescente, foi retirada uma
colénia isolada de Escherichia coli (linhagem ER2738) e em seguida amplificada
em meio LB (0,2 g LB + 20 mL de agua destilada e posterior esterilizagdo) com
tetraciclina (20 mg/mL diluida em etanol absoluto), sob agitacdo a 37°C até a
fase early-log (O.D.s00 ~ 0,3). O eluato foi adicionado e incubado a 37°C por 4-5
horas sob 270 RPM de agitagao.

[055]. A cultura foi submetida a centrifugagdo a 10000 RPM por 10 minutos a
4°C e centrifugada para total separagéo das bactérias. Logo apés, 80% do
sobrenadante foi transferido para um tubo esterilizado onde foi adicionado 1/6
do volume de PEG/NaCl (20% de Polietilenoglicol 8000 e 2,5 M de NaCl —
solucao estéril), incubando-se por 12-16 horas a 4°C. Decorrida a precipitagao,
a solugao foi centrifugada a 10000 RPM por 15 minutos a 4°C, o sobrenadante
foi descartado e a centrifugacdo novamente realizada, para remogéo de
sobrenadante residual.

[056]. O precipitado foi suspendido em 1 mL de PBS 1X e precipitado novamente
com 1/6 do volume de PEG/NaCl e incubado em gelo por 1 hora. O microtubo
contendo o precipitado foi submetido a centrifugagao de 14000 RPM por 10
minutos a 4°C, e em seguida o sobrenadante foi descartado. A centrifugagéo foi
novamente realizada. O precipitado foi ressuspenso em 200 pL PBS 1X,
obtendo-se entédo o eluato amplificado, que foi posteriormente titulado e
armazenado a 4°C.

[057]. Titulacdo

[058]. Para as titulagGes, os eluatos foram submetidos a diluicbes seriadas
exponenciais (log10) crescentes em meio LB, sendo as diluicées de 10" até 10
4 para eluatos ndo amplificados e de 10 a 10" para eluatos amplificados. A
cada diluigao foi acrescido 200 pL da cultura de E. coli ER2738 na fase mid-log
(D.O. 600 ~ 0,5). Apds a infecgéo, a cultura foi transferida para tubos contendo 3
mL de Agar-Top (10 g de Bacto-Triptona, 5 g de extrato de levedura, 5 g de NaCl,
7 g Agarose, 1 g de MgCl2.6 H20 / litro) e espalhadas sobre uma placa de Petri
contendo meio LB sélido, com IPTG (0,5mM) / Xgal (40 ug/mL) e tetraciclina (20
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mg/mL diluido em etanol absoluto). Para cada diluigao foi confeccionada uma
placa. As placas foram incubadas a 37°C overnight. Apdés este periodo, as
coldnias que se apresentavam azuis e bem individualizadas foram contadas
manualmente. Para estimar os valores dos titulos multiplicou-se o nimero total

de coldnias pelo fator de diluicdo em cada placa.

[059]. Amplificacao e purificacdo dos fagos

[060]. Distribui-se 1 mL da cultura de E. coli ER2738 em fase early-log (D.O.
600~0,3) em cada pogo de uma placa deepwell. Com palitos para dente
esterilizados, colénias azuis foram retiradas da placa de Petri (ciclos nao-
amplificados) e transferidas para a deepwell. A cada poco foi adicionado apenas
uma coldnia de bactéria infectada com fago, totalizando 96 colénias em cada
deepwell. A placa foi vedada e incubada overnight sob agitacao de 270 RPM a
37°C. Apds a incubagio, a placa foi centrifugada por 20 minutos a 3700 RPM,
transferindo o sobrenadante para outra deepwell. A esta segunda placa foi
adicionado 1/6 de volume total de PEG/NaCl, sendo incubada por 14 horas a
4°C. Apos esse tempo a placa foi centrifugada por 1 hora, o sobrenadante foi
dispensado e o precipitado foi ressuspendido em PBS 1X.

[061]. Phage-ELISA- Selecédo dos clones mais reativos

[062]. Foi utilizada uma microplaca de 96 pocos de fundo chato (NUNC, USA),
recobertas com 20 ng de proteina recombinante NDE em tamp&o carbonato
bicarbonato (0.1 M de Carbonato de Sédio, 8.40 g NaHCOs, 3.56 g de Na2COs,
pH = 9,4) e mantidas a 4°C por 18 horas. Posterior a sensibilizacdo, as placas
foram bloqueadas com 270 uL por poco de tampédo PBS 1X contendo 5% soro
albumina bovina (SIGMA-USA), e incubada por 1 hora a 37°C. Apds esta
incubacao, as placas foram lavadas uma vez com uma solucao de PBS 1X.
Foram adicionados 50 pL de cada clone de fagos em um pogo sensibilizado,
oriundos do terceiro ciclo de selegao da técnica de Phage Display. A placa foi
incubada a 37°C por uma hora, e lavada por seis vezes com uma solugéo de
PBS 1X com 0,1% de Tween-20. Em seguida, adicionou-se 50 pl/pogco do
anticorpo anti-M13, marcado com peroxidase e diluido 1:5000 em PBS- 1X
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contendo 5% soro albumina bovina. A placa foi reincubada por mais uma hora,
a 37°C.

[063]. Apds seis lavagens com PBS 1X com 0,1% de Tween-20, as ligagdes
antigeno/anticorpo foram detectadas pela adicdo da solucéo reveladora TMB. A
reacao foi interrompida pela adicao de acido sulfurico 4N. A reatividade foi obtida
em leitor de placas ( Titertek Multiskan Plus, Flow Laboratories, USA), pela leitura
a 450nm.

[064]. Extracdo de DNA de Fagos

[065]. Os dois clones (fagos) que apresentaram as reatividades (absorbancias)
mais altas, foram submetidos a exiragdo de DNA. Para isso, parte do
sobrenadante desses dois clones, oriundos da amplificagao das colénias azuis
vindas do ultimo ciclo de sele¢éo (eluato ndo amplificado), foram transferidos
para placas deepwell contendo cultura de E. coli ER2738, sendo entdo
incubadas overnight. Apés o tempo de incubagdo seguem-se 0s mesmos
procedimentos da amplificacdo até a ultima centrifugagao de 1 hora, onde é
acrescentado ao precipitado 100 pL de tampao iodeto (10 mM de Tris-HCI pH
8,0; 1 mM de EDTA e 4 M de Nal). As placas foram agitadas vigorosamente por
5 minutos e, em seguida, foi adicionado 250 pL de etanol absoluto. Ap6s uma
incubacdo de 10 minutos, as placas foram centrifugadas (3700 rpm, 4°C, 10
minutos) e o sobrenadante descartado. O precipitado de DNA foi lavado com 150
uL de Etanol 70% e centrifugado novamente por mais 10 minutos. O
sobrenadante foi dispensado e finalmente, o DNA foi diluido em 20 pL de agua
ultrapra e sua qualidade foi verificada por eletroforese em gel de agarose 0,8%
corado com solucdo de GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain (Biotium 41003) na

diluicéo de 1:500 em &gua destilada conforme orientagéao do fabricante.

[066]. Sequenciamento do DNA

[067]. A realizacdo do sequenciamento foi feita utilizando o Genomelab DTCS
Quick Start kit (Beckman Coulter, USA). Usou-se 500ng DNA molde dos fagos
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selecionados no biopanning e 5uM do primer- 96 glll (5-OH CCC TCATAG TTA
GCG TAA CG-3’ - Biolabs). A reagao de 30 ciclos ocorreu em um termociclador
de placas Master Cycler (Thermo Fisher Scientific) nas seguintes condigbes:
desnaturacdo a 95°C por 20 segundos, anelamento a 50°C por 20 segundos e
extensdo a 60°C por 4 minutos. Os amplicons gerados da reagdo de
sequenciamento foram precipitados com acetato de sédio 3 M, 100 mM Na2-
EDTA, 20 mg/ml glicogénio e 60 pL etanol absoluto. A placa foi centrifugada por
1 hora a 4000 RPM e o sobrenadante descartado. Adicionou-se ao precipitado
200 pL de Etanol 70%, centrifugando-o por 10 minutos, a 4000 RPM,
descartando posteriormente o sobrenadante. A placa permaneceu invertida
sobre um papel toalha e nesta posigao foi centrifugada a 800 RPM, durante 1
minuto. Em seguida, a placa foi coberta com papel aluminio, ficando assim por
cinco minutos para evaporar o etanol remanescente. O precipitado resultante foi
ressuspendido no tampado de diluicdo e a leitura foi realizada em um
sequenciador automatico GenomelLab GeXP - Genetic Analysis System
(Beckman Coulter).

[068]. Bioinformatica

[069]. Realizada a partir da sequencia de DNA dos fagos selecionados Seq. ID.
Ne1 e Seq. ID. N°2, a deducéo in silico das sequéncias de aminoacidos dos
peptideos, foram feitas através do software online Expasy Translate
(http://web.expasy.org/translate/).

[070]. Para a predigao estrutural tridimensional dos peptideos selecionados

utilizou-se o programa Raptorx (http://raptorx.uchicago.edu/). Para realizagdo da

modelagem, as sequéncias dos peptideos precisaram ser repetidas e

intercaladas entre as sequéncias GGGS.

[071]. A interagao dos peptideos com a NDE foi executada pelo programa
Pathdock (http://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/PatchDock/).

[072]. Phage ELISA- Curva de padronizagéo
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[073]. Em placa de 96 pogos de fundo chato (NUNC, USA), foi adicionado trés
concentragoes diferentes da proteina recombinante NDE (concentragbes 0
ng/mL, 10 ng /mL, 20 ng /mL, 40 ng /mL) em tamp&o carbonato bicarbonato (0.1
M de Carbonato de Sédio, 8.40 g NaHCOs, 3.56 g de Na2COs, pH = 9,4) e
mantidas a 4°C por 18 horas. Apés a sensibilizacao, as placas foram blogueadas
com 270 pL por pogo de tampao PBS 1X contendo 5% soro albumina bovina
(INLAB 1870), e incubada por 1 hora a 37°C. Apos esta incubagao, as placas
foram lavadas duas vez com uma solucdo de PBS 1X. Foram adicionadas para
cada concentracdo de proteina, trés diferentes diluicdes de fagos de Seq. ID.
N22 (1x108 pfu/pogo e 1x10° pfu/pogo) em 50 ul/pogo de PBS 1X contendo 5%
soro albumina bovina. Estas placas foram incubadas a 37°C por uma hora, e
lavadas por seis vezes com uma solugao de PBS 1X com 0,1% de Tween-20.
Em seguida, foram adicionadas 50 pl/pogo do anticorpo anti-M13, marcado com
peroxidase e diluido 1:5000 em PBS- 1X contendo 5% soro albumina bovina, e
a placa reincubada por uma hora, a 37°C.

[074]). Apés seis lavagens com PBS 1X com 0,1% de Tween-20 a ligagdo
antigeno/anticorpo foi detectada pela adigdo da solugao reveladora TMB (BD
OptEIA-BD Biosciences). A reagéo foi interrompida pela adigéao de acido sulfdrico
4N. A reatividade foi obtida em leitor de placas (Titertek Multiskan Plus, Flow
Laboratories, USA), pela leitura a 450nm.

[075]. A curva que se mostrou mais eficiente foi de diluicao de 1.10° pfu/pogo
incubada no pogo com 40 ng de proteina recombinante. Por esse motivo, para o
seguinte experimento sensibilizou-se a placa com 40 ng de proteinas por cada

poco e utilizou-se apenas a diluicdo de fagos de 1.10° pfu/poco.

[076]. Phage-ELISA — Teste de eficiéncia dos peptideos

[077]. Os ensaios foram feitos todos em duplicatas. Foram utilizadas placas de
96 pocos de fundo chato (NUNC, USA), sensibilizadas com 40 ng de proteina
recombinante NDE em tamp&o carbonato bicarbonato (0.1 M de Carbonato de
Saédio, 8.40 g NaHCOs, 3.56 g de Na=COs, pH = 9,4) e mantidas a 4°C por 18
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horas. Posterior a sensibilizagao, as placas foram bloqueadas com 270 L por
pogo de tampao PBS 1X contendo 5% soro albumina bovina (SIGMA-USA), e
incubada por 1 hora a 37°C. Ap0s esta incubacgéo, as placas foram lavadas uma
vez com uma solugcdo de PBS 1X. Foram colocados 1x10° de fagos (Seq. ID N
1 e Seq. ID N2 2) em 50 ul/pogo de PBS 1X contendo 5% soro albumina bovina.
Nos pogos incubados com os anticorpos anti-NDE (LifeSpan BioScience, Inc.
LS-B12991), anti-PCE (Abcam ab116017) e anti-PE (Abcam ab83525), diluidos
em 1:1000, 1:500 e 1:1000 respectivamente em PBS 1X contendo 5% soro
albumina bovina, foram adicionados 50 pL/poco dessa diluicdo. Estas placas
foram incubadas a 37°C por uma hora, e lavadas por seis vezes com uma
solucdo de PBS 1X com 0,1% de Tween-20. Em seguida, nos pogos incubados
com fagos, foram adicionadas 50 pl/pogo do anticorpo anti-M13, marcado com
peroxidase e diluido 1:5000 em PBS- 1X contendo 5% soro albumina bovina. Ja
nos pogos incubados com anticorpos, foram adicionados 50 pl/pogo do
anticorpo IgG anti-rabbit conjugado com peroxidase diluido 1:1000 em PBS 1X
contendo 5% soro albumina bovina. Em seguida a placa foi reincubada por uma
hora, a 37°C.

[078]. Apds seis lavagens com PBS 1X com 0,1% de Tween-20 as ligagbes
antigeno/anticorpo foram detectadas pela adigcdo da solucéo reveladora TMB. A
reacéo foi interrompida pela adicdo de &acido sulfdrico 4N. A reatividade foi obtida
em leitor de placas ( Titertek Multiskan Plus, Flow Laboratories, USA), pela leitura
a 450nm.

[079]. Analise estatistica

[080]. As comparacdes estatisticas foram realizadas por meio do teste de
analises de variancias de duas vias (ANOVA) com teste o teste de Kruskal Wallis.
Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o sofiware GraphPad
Prism 7.0 (GraphPad Softwares Inc., CA, USA). Valores de p<0,05 foram

considerados significativos.
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REIVINDICACOES

1 — PEPTIDEOS LIGANTES DA PROTEINA NEUROTOXINA DERIVADA DE
EOSINOFILOS caracterizados por compreender as sequéncias Seq ID N 1 a
Seq ID N2 2 e suas sequéncias reversas Seq ID N2 3 e Seq ID N 4.

2 - PEPTIDEOS E SUAS SEQUENCIAS REVERSAS de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizados por serem utilizados em diagndstico
imunolégico de doencas alérgicas/inflamatérias, controle da inflamacdo e
tratamento de doencas alérgicas e inflamatdrias, tais como asma, ritite, dermatite
atépicas e esofagite eosinofilica.

3 - PEPTIDEOS E SUAS SEQUENCIAS REVERSAS de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizado por serem utilizados para detectar moléculas
ligantes através de ensaios imunolégicos, como testes imunoenzimaticos (tais
como ELISA, Western Blot, imunofluorescéncia, imunohistoquimica, EIA, MEIA
e outros), testes por imunoaglutinagdo, imunofenootipagem, citometria de fluxo,
analise de citocinas, sensores eletroguimicos, ou de qualquer outra forma de
deteccéo relacionada direta ou indiretamente em amostras sélidas (biépsias) ou
de fluidos corporais, como saliva, urina, sangue, plasma, soro e muco.

4 - USO DOS PEPTIDEOS E SUAS SEQUENCIAS REVERSAS conforme
definidos na reivindicagdo 1, caracterizados por serem utilizados em
composicdes farmacolégicas e em processos de diagndstico, progndstico,

marcadores de risco, adoecimento ou estado reacional, in vitro ou in vivo.

5 - USO DOS PEPTIDEOS E SUAS SEQUENCIAS REVERSAS conforme
definidos na reivindicagdo 1, caracterizados por ser na preparacdo de uma
composigdo imunogénica, para regular o sistema imune humano ou animal
contra doencas de desordem imunolégica como doencas alérgicas e
inflamatérias.

6 - COMPOSIQAO IMUNOGENICA, de acordo com a reivindicagao 5,
caracterizados por compreender um ou mais compostos definidos pelas Seq
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ID N2 1 a Seq ID N2 4 e um veiculo farmaceuticamente aceitavel, ou ainda em

associagao com outras formulagdes terapéuticas.
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RESUMO

“PEPTIDEO LIGANTE DA PROTEINA NEUROTOXINA DERIVADA DE
EOSINOFILO E SUAS APLICAGOES”

A presente invencdo refere-se a selegdo de peptideos ligantes da proteina
recombinante humana Neurotoxina Derivada de Eosinéfilo (NDE), utilizando a
técnica de Phage Display. A eficiéncia dos peptideos selecionados foi
comparada com o anticorpo comercial policlonal Anti-NDE em ensaios de
Phage-ELISA. Tais ensaios comprovaram que os peptideos ligantes da NDE
apresentaram sensibilidade e eficiéncia semelhantes quando comparado com o
anticorpo comercial. Os peptideos demonstram serem bons biomarcadores,
sendo Uteis no diagnodstico e nas técnicas de imunoterapia de doencas alérgicas
e inflamatérias. A interagao entre os epitopos da proteina com os peptideos
selecionados também foram mapeados e identificados por bicinformatica.
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bioldgicas.

Outras Informacdes:

Este anexo apresenta o cddigo de controle da listagem de sequéncias

Cédigo de Controle

Campo 1

62C9EF38C072FB8EH®4

Campo 2

7AAB AF

14 3 09 9 4

D5

2

- Nome do Arquivo: Patent In .txt
- Data de Geracéo do Cédigo: 09/02/2018
- Hora de Geragédo do Cédigo: 16:16:28
- Cddigo de Controle:
- Campo 1: 62C9EF38C072F8E4
- Campo 2: 7AAB143AF0994D52
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