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Resumo

A esofagite eosinofilica (EEo) € uma condi¢do inflamatéria do eséfago
caracterizada pela presenca de um grande numero de eosinéfilos. Atualmente, o
diagnéstico da EEo € baseado em procedimentos endoscopicos invasivos para o
exame histopatologico. Nesse contexto, nosso objetivo foi selecionar e validar
peptideos com potencial para serem usados na deteccédo de EEo. Para tanto, foi
realizada uma analise comparativa da protedmica, utilizando espectrometria de
massa (LC-MS/MS), de bidpsias esofagicas de pacientes pediatricos com
esofagite eosinofilica, doenca do refluxo gastroesofagico e pacientes controle,
que mostrou a proteina catidnica eosinofilica (PCE) regulada positivamente em
pacientes EEo. Em seguida, a tecnologia de Phage Display foi utilizada para
selecionar peptideos contra a PCE e doze clones de fagos foram selecionados
apds trés ciclos de biopanning. Destes clones, o clone de fago (E5) com maior
reatividade contra a PCE foi capaz de distinguir, no muco esofagico, a esofagite
eosinofilica, doenga do refluxo gastroesofagico e pacientes controles através do
ensaio ELISA em 94 pacientes pediatricos, alcangando a sensibilidade de
84,62%, especificidade de 82,72%, e AUC 0,84. Este é o primeiro estudo que
demonstra a detec¢do da proteina catidnica eosinofilica usando peptideos
selecionados por phage display e pode ser uma ferramenta de diagndstico util
para a deteccdo de pacientes EEo. Além disso, na abordagem terapéutica, o
peptideo (E5) demonstrou ser capaz de diminuir a degranulacéo independente de
IgE. O alinhamento desse peptideo com proteinas importantes de granulécitos,
principalmente de mastocitos, reforcam a possibilidade desse peptideo mimetizar
receptores importantes para a degranulagdo de mastocitos. E, apos a analise pela
espectrometria de massa (LC-MS/MS) do sobrenadante da condicdo de
degranulacdo independente de IgE, foram encontradas 79 proteinas exclusivas,
as quais fornecem informagbes importantes para um melhor entendimento da
alergia mediada por mastocitos, bem como o0 estudo de alvos biologicos que

sirvam como estratégias diagnosticas e/ou terapéuticas no futuro.

Palavras-chave: Proteina catidnica eosinofilica, phage display, diagnéstico,

esofagite eosinofilica, IgE-independente



Abstract

Eosinophilic esophagitis (EoOE) is an inflammatory condition of the
esophagus characterized by the presence of a large number of eosinophils.
Currently, EoE diagnosis is based on invasive endoscopic procedures for
histopathological examination. Non-invasive biomarkers would be valuable for
diagnosis and monitoring of EoE. Our aim was to select and validate peptides with
potential to be used for EoE detection. We performed a comparative proteomics
analysis using LC-MS/MS of esophageal biopsies from pediatric patients with
eosinophilic esophagitis, gastroesophageal reflux disease and control individuals.
Then, Phage Display technology was used to select peptides against up-regulated
protein from patients with EOE. Twelve phage clones were selected after three
biopanning rounds, and the best phage clone reactivity was evaluated in a phage-
ELISA assay using patient mucus samples. Mass spectrometry showed that
eosinophil cationic protein (ECP) was up-regulated in EoE patients. A high
reactive ECP- binding peptide (E5) was able to distinguish mucus of eosinophilic
esophagitis patients from gastroesophageal reflux disease and healthy individuals
by ELISA in 94 pediatric patients, achieving sensitivity of 84.62, specificity of
82.72, a positive likelihood ratio of 4,896, and an area under the curve of 0.84.
This is the first study to demonstrate the detection of eosinophil cationic protein
using peptides identified phage display. The peptide presented herein could be a
useful diagnostic tool for the detection of EoE patients. Furthermore, in the
therapeutic approach, peptide (E5) has been shown to be able to decrease an
IgE-independent degranulation. The alignment of the peptide with some proteins,
especially from mast cells, reinforce the possibility of peptide mimetic the
receptors important for a degranulation of mast cells. After mass spectrometry
(LC-MS/MS) analysis of the supernatant of the IgE-independent degranulation
condition, we found 79 unique proteins, which provide important information for a
better understanding of mast cell-mediated allergy, as well as study of biological

targets that serve as diagnostic and/or therapeutic strategies in the future.

Keywords: Eosinophilic cationic protein, phage-display, diagnostic, Eosinophilic

esophagitis, IgE-independent.



1 INTRODUGAO

1.1 Esofagite Eosinofilica (EE0)

Em 1978 o termo esofagite eosinofilica (EEo) foi registrado pela primeira
vez em banco de dados cientificos. O estudo relatou a condigdo de um paciente
adulto que apresentava acalasia € a presenca de infiltragdo eosinofilica na
mucosa esofagica (LANDRES et al.,, 1978). No entanto, foi considerada uma
entidade clinica apenas em 1981, quando pesquisadores, através de
manifestacdes radioldgicas, relataram o caso de um paciente que apresentava
intensa disfagia (PICUS; FRANK, 1981).

Considerada por muito tempo uma condigdo rara, a EEo € hoje uma
doenca que vem aumentando sua incidéncia e prevaléncia assim como outras
alergias como asma, rinite alérgica, dermatite atopica 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 diagnostico da doencga (ARIAS et al., 2016).
Embora a EEo venha apresentando crescente incidéncia e prevaléncia ao longos
dos anos, a doencga € ainda considerada nova, pois 0s dados que se tem a longo
prazo s&o poucos e o diagndstico 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, como a presenca de eosinofilia
esofagica (NGO et al., 2006; KIA; HIRANO, 2015).

A relagédo diagnostica da EEo com a DRGE sempre foi foco de discussé&o
pela similaridade clinica, endoscépica e histoldégica nas manifestacbes das duas
doencgas. A presenca de evidéncias da DRGE, antes considerada fator excludente
do diagnéstico de EEo, hoje ndo € mais apoiada (LUCENDO et al., 2017). Cheng
e col. (2014) apresentam argumentos que demonstram que as duas patologias
podem coexistir e que esta interagdo parece envolver mecanismos complexos

que merecem ser mais detalhadamente estudados.



Os métodos diagndsticos e de acompanhamento dos pacientes com EEo
aplicados até o momento, apresentam falhas na identificagdo € no manejo dos
grupos clinicos que possuem evolugdo fenotipica variada. Logo, o esclarecimento
dessas questdes conduz os esforgos cientificos para niveis moleculares
almejando a obten¢do de melhores marcadores para o diagndstico e progndstico

da doenca.

1.2 Epidemiologia da EEo

Para a compreensédo da epidemiologia da EEo, muitos trabalhos foram
realizados nas ultimas duas décadas. Os estudos iniciais publicados estiveram
mais focados na descricdo de casos e na caracterizagcdo da doenca. Atualmente,
as pesquisas estdo mais voltadas para a determinacdo de fatores de risco,
etiologias novas e biomarcadores para a doenca. Todos esses estudos fornecem
informacdes para caracterizacdo epidemiologica da EEo. Apesar de se ter relatos
de EEo ocorrendo em ampla faixa etaria, desde criancas até idosos, a maior parte
dos casos se concentra entre criangas, adolescentes e adultos, até a idade dos
50 anos (LIACOURAS et al, 2011; DELLON et al., 2013). Existe uma
consideravel discrepancia entre os sexos, pois afeta, significativamente, mais
individuos do sexo masculino que feminino (masculinoffeminino, 3:1)
(LIACOURAS et al., 2011; DELLON et al., 2014) no entanto, a razéo disso ainda
nao esta definida (DELLON et al., 2007; PRASAD et al., 2009; LIACOURAS et al.,
2011).

Esofagite eosinofilica esta presente na maioria dos grupos étnicos, porém a
incidéncia é 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 ndo hispanicos (LIACOURAS et al., 2011; PRASAD et al., 2009;
DALBY et al., 2010). Apesar da EEo estar sendo alvo de pesquisas em todo
mundo, € mais extensivamente estudada em paises ocidentais, onde tem
prevaléncia estimada de 0,4% entre criangcas e adultos. Na populacdo em geral,
estima-se que um valor aceitavel da prevaléncia da EEo seria de 0,5 — 1,0
caso/1000 pessoas/ano (DELLON; LIACOURAS, 2014). O maior estudo ja

realizado nos Estados Unidos encontrou prevaléncia de 57/100.000 casos
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(DELLON et al., 2013). Ja em relagéo a incidéncia da EEo, a maioria dos relatos
estima que esteja entre 6-13 casos/100.000 pessoas (DELLON; LIACOURAS,
2014). No Brasil, entretanto, a EEo n&o possui valores de incidéncia e prevaléncia
bem definidos para criangas e adolescentes, sendo que o que mais se encontra
na literatura nacional sdo relatos ou série de casos publicados em diversos
centros. Um estudo feito na cidade de Niter6i-RJ mostrou prevaléncia em adultos
com clinica de disfagia e queimacéo de 1,3% (BOECHAT et al., 2015). Ressalta-
se também a frequente relacdo da EEo com doencas alérgicas, ocorrendo muitas
vezes de forma concomitante. A presenca de atopias como alergia alimentar,
asma, rinite alérgica e dermatite atopica ocorrendo, simultaneamente, com EEo é
relatada em mais de 60% dos casos (SPERGEL et al., 2007). Muitos estudos
relatam que 50 a 60% dos pacientes com EEo tem histéria prévia de atopia
(PRASAD et al., 2009; CHEHADE et al., 2007). A maioria dos pacientes com EEo
tem sensibilizagdo com alérgenos alimentares, aeroalérgenos ou ambos baseado
em resposta positiva no teste cuténeo ou teste soroldgico de anticorpos IgE
especifico (LIACOURAS et al., 2011).

1.3. Diagnéstico da EEo

Existem varios critérios que s&o indispensaveis para o diagndstico da EEo,
dentre eles estdo os sintomas, os sinais clinicos e sinais endoscépicos e as
alteracdes histoldgicas dos pacientes. Outro importante critério de diagnéstico € a
exclusdo de qualquer outra causa de eosinofilia esofagica em particular as
gastroesofagicas (PATEL; HIRANO, 2018).

1.3.1 Aspectos clinicos

A EEo apresenta ampla diversidade em seu espectro clinico em adultos e
criancas, com inicio dos sintomas em idades diversas. E uma doenca inflamatéria
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 eséfago. Os sintomas tipicos da EEo

sao disfagia, dor no peito e impactagao alimentar, resultantes dos sinais clinicos
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de disfuncéo e fibrose esofagica (LIACOURAS et al., 2011; PAPADOPOULOQOU et
al., 2014, MUIR et al., 2015; WARNERS et al., 2017). Lactentes e criangas
menores podem apresentar intolerdncia ou recusa alimentar, intensa disfagia,
com descricdo de sintomas persistentes da DRGE, mesmo apods tratamento
adequado com inibidores de bomba de prétons. Vémitos frequentes, irritabilidade
e baixo ganho de peso s&o também relatados (PEETIUK; MILLER; KAUL, 2007).
Considera-se que bebés e criangas menores apresentem geralmente dificuldades
de amamentacdo, enquanto que vomitos e dor abdominal ou retroesternal sejam
sintomas mais comuns em criangas na idade escolar (ACEVES et al.,, 2009).
Criangas maiores e adolescentes podem manifestar dor abdominal, vomitos,
diarreia, disfagia e mesmo impactacdo com alimentos sélidos, ao passo que, em
adultos, o achado clinico maior € a disfagia intermitente e a impactacéo, a qual
pode surgir de forma abrupta em pacientes outrora assintomaticos (PUTNAM,
2009). Alguns autores sugerem que em adultos, devido ao maior tempo de
progressdo da doenca, sintomas como disfagia para alimentos soélidos e
impactacdo sdo mais esperados, enquanto, nas criangas, sintomas inespecificos,
como dor abdominal e vomitos s&o os mais comuns (SINGLA et al., 2015).

Sao descritos também alteragcbes no comportamento alimentar desses
pacientes que passam a adotar perfil adaptativo na alimentacdo, evitando
alimentos que possam causas disfagia e impactacdo. Essa alterac&o, consciente
ou nao, provocada pelo paciente necessita ser cuidadosamente investigada
durante o0 exame clinico, a fim de evitar retardo ou falha diagndstica
(SCHOEPFER et al., 2014).

1.3.2 Aspectos endoscopicos

Muitos estudos ja relataram a presenca de variadas anormalidades
esofagicas em exames de endoscopia digestiva alta (EDA) em pacientes com
EEo. Entre esses achados estdo anéis esofagicos fixos, também conhecidos
como “traquealizacido”, anéis esofagicos transitorios, exsudato esbranquicado,
sulcos longitudinais, edema, estreitamentos esofagicos e lacera¢cbes da parede do
esOfago (LIACOURAS et al., 2011). Além disso, EDA mostrando mucosa normal
também pode ser vista em casos de EEo (CROESSE et al., 2003). Apesar de
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serem variados e numerosos 0s achados endoscopicos na EEo, nenhum deles €
considerado patognomonico, um vez que todos podem ser encontrados em outras
desordens esofagicas (LIACOURAS et al, 2011). A presenca de exsudato
esbranquicado, por exemplo, pode induzir confusdo diagnéstica, na
endoscopia,com esofagite fungica. Os achados histopatoldgicos, porém, mostram
diferencas que permitem a distingdo entre essas entidades (AHMED et al., 2000).
Enquanto os aspectos histopatolégicos da EEo s&o semelhantes em todas as
faixas etarias, os achados endoscdpicos podem variar. Essa variagdo geralmente
€ devida ao tempo de progressdo da doenga, podendo, em casos mais
prolongados, ser encontrada alteracido decorrente de remodelacdo esofagica,
como constrigcdes fibrosas (SCHOEPFER et al., 2013). Na endoscopia, criangas
geralmente apresentam achados com caracteristicas inflamatérias, incluindo
placas esbranquigcadas e sulcos longitudinais, ao contrario de adultos e daqueles
com doengca de longa progressdo que mostram principalmente aspectos
indicativos de fibrose e estenose, como anéis e constricdes (SCHOEPFER et al.,
2013; SINGLA et al., 2015; DELLON; LIACOURAS, 2014). Segundo as diretrizes
para EEo do Colégio Americano de Gastroenterologia, de 2013, a recomendacéo
€ para que sejam coletados de 2 a 4 fragmentos da mucosa esofagica durante o
procedimento endoscdpico, tanto da parte proximal quanto da parte distal, de
pacientes com suspeita para EEo (DELLON et al., 2013). Além disso, coleta de
fragmentos do antro gastrico e do duodeno € recomentada em todas as criangcas
e em adultos com alguma anormalidade, a fim de se excluir outras causas de
eosinofilia esofagica, como gastroenterite eosinofilica, doenga de Crohn e doencga
celiaca (MOAWAD et al., 2016).

1.3.3 Aspectos histopatologicos

Caracteristicas histopatolégicas da EEo s&o essenciais, visto que uma
delas € o fator necessario para se fazer o diagnéstico, atualmente definido como a
presenca de 15 ou mais eosinofilos/CGA (campo de grande aumento) permeando
o epitélio da mucosa esofagica (LIACOURAS et al.,, 2011). Nesse diagndstico
existe a limitacdo da diferenca de padronizacdo do tamanho do CGA e a

identificacdo da localizagdo exata do infiltrado eosinofilico intraepitelial
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(LIACOURAS et al., 2011). No consenso de 2011, os estudos mostraram que o
achado de 15 ou mais eosinéfilos/CGA seria o valor limite mais adequado a ser
considerado (LIACOURAS et al, 2011). Para uma avaliagdo satisfatéria dos
achados morfologicos, recomenda-se que se tenha de dois a quatro fragmentos
de mucosa esofagica da parte proximal e distal, e que esses fragmentos estejam
bem orientados na lamina histologica (DELLON et al., 2013).

A contagem de eosindfilos em fragmentos esofagicos € essencial para
diagnéstico. Porém, € importante e recomendado que se avaliem também outras
caracteristicas morfolégicas que fazem parte de um quadro inflamatério
inespecifico. Entre elas, destacam-se hiperplasia de células da camada basal,
abscessos eosinofilicos, estratificacdo da superficie dos eosindfilos, espacgos
intercelulares dilatados (DIS), alteragéo do epitélio de superficie, células epiteliais
disceratéticas e fibrose da lamina propria (COLLINS et al., 2014), 2014),
alongamento de papilas do corion, espongiose, microabscessos de eosindfilos e a
tendéncia a superficializacdo dos eosindfilos na mucosa. Esses achados podem
ser encontrados na EEo, como também em outras desordens esofagicas cuja
patogénese inclui processo inflamatorio, como esofagite de refluxo, esofagite
fungica, envolvimento esofagico na doenga de Crohn, entre outras (LIACOURAS
et al., 2011). Ressalta-se que esses achados, bem como a contagem de
eosindfilos, s&o importantes ndo sé para o diagnoéstico da EEo, mas também no
acompanhamento dos pacientes, a fim de averiguar correlacdo sintomatico-
endoscoépico-morfolégica (LIACOURAS et al., 2011).

Em relagdo aos achados morfoldégicos adicionais a contagem de
eosindfilos, tem-se a hiperplasia de células da camada basal. A camada basal é
uma das partes que compde o epitélio de revestimento do eséfago, juntamente
com as camadas espinhosa e superficial. Em situa¢des de normalidade ela ocupa
cerca de 5 a 15% da espessura do epitélio esofagico (DENARDI; RIDDELL,
2012). Quando se tem aumento da sua espessura, tem-se hiperplasia. Essa
hiperplasia pode ser graduada em leve, quando o0 aumento € inferior a 30% e
acentuada quando € igual ou superior a 30%. Hiperplasia de células da camada
basal pode estar presente em varios processos inflamatoérios do eséfago. Porém,
estudos realizados em criangas, analisando esse achado na EEo em outras

doencas, principalmente DRGE, encontraram que a proliferacédo de células da
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camada basal foi mais intensa em pacientes com EEo em relagdo aqueles com
DRGE, podendo ser um achado que se relacione mais com EEo (STEINER et al.,
2006). Um estudo recente, realizado por Jiao e colaboradores (2017), analisou,
entre outros aspectos, a presenca de hiperplasia de células da camada basal na
EEo, na DRGE e na eosinofilia esofégica responsiva a inibidor de bomba de
protons (EEo IBP) e constatou que esse fendmeno foi mais frequentemente
encontrado em pacientes com EEo e com eosinofilia esofagica responsiva a
inibidor de bomba de prétons do que naqueles com DRGE. Hiperplasia de células
da camada basal € considerada uma das caracteristicas de remodelamento
esofagico na EEo, uma vez que € o achado morfolégico indicativo de proliferagcéo
ativa de células da zona basal da mucosa, uma fonte constante de renovacéo do
epitélio, contribuindo também para extenséo das projecbes da lamina propria
(ACEVES, 2014).

Alongamento de papilas € outro aspecto morfoldgico da lesdo esofagica
encontrado na EEo (LIACOURAS et al., 2011; FURUTA et al., 2007). Papilas séo
extensdes digitiformes da lamina prépria, que € o tecido conjuntivo vascularizado
subepitelial, em direcdo a camada epitelial (DENARDI; RIDDELL, 2012). As
papilas estdo alongadas quando acima de 50% a 66% da espessura do epitélio
total e esse alongamento € identificado a partir de estruturas vasculares presentes
na projecdo de lamina prépria em direcdo ao epitélio (FIOCCA et al., 2011).
Vindigni e colaboradores encontraram alongamento das papilas em todos os 22
casos analisados de EEo (VINDIGNI et al., 2010). Outros estudos que analisaram
esse achado em fragmentos esofagicos de pacientes com e sem EEo concluiram
que o0 alongamento de papilas na mucosa € maior em pacientes com EEo,
principalmente em pacientes que mostraram acentuada hiperplasia de células
basais (ATTWOOD et al., 1993; COLLINS et al., 2014).

Espongiose, também conhecida como dilatagdo ou aumento dos espacgos
intercelulares, € uma caracteristica morfologica que pode estar presente em
processos inflamatérios que acometem epitélios de varias regides anatdbmicas
(FIOCCA et al., 2011) e, no esdfago, esse achado é relacionado com a EEo
(COLLINS et al.,, 2014). Estudos experimentais demonstraram que espongiose
provoca aumento na permeabilidade paracelular sugerindo ser um fator facilitador

da penetragdo de acido, no caso da DRGE ou de antigenos, no caso da EEo
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(ORLANDO et al.,, 1981, TOBEY et al, 1996). A distribuicdo de eosindfilos
intraepiteliais em pacientes com EEo é também um achado caracteristico. Eles
tendem a se alinhar no ter¢o superior do epitélio, paralelamente a superficie
epitelial (TEITELBAUM et al., 2002; ATTWOOD et al.,1993). Essa tendéncia a
“superficializagdo” € um achado morfolégico mais associado a EEo do que DRGE
(VINDIGNI et al.,, 2010; LIACOURAS et al., 2011; GRIN; STREUTKER, 2015).
Com esse processo, 0s eosindfilos adquirem maior tendéncia de formar
microabscessos, que sao definidos como acumulos de quatro ou mais eosinéfilos
no epitélio (COLLINS, 2014). Sdo achados muito sugestivos de EEo, sendo
encontrados, por alguns autores somente em pacientes com contagem de
eosindfilos intraepiteliais superior a 15/CGA (DEBROSSE et al., 2010).

O comportamento das células apresentadoras de antigenos na EEo
também € uma caracteristica importante. Essas células, localizadas em regi&o
suprabasal, sdo escassas na mucosa esofagica e sdo morfologicamente
identificadas por meio de reagdo imuno-histoquimica usando marcadores como
CD1a, S-100 e Cd6 (DENARDI; RIDDELL, 2012). Identifica-se 0 aumento delas
quando encontradas acima da camada suprabasal. Atuam de forma a apresentar
antigenos a linfécitos, proporcionando uma ligacéo entre resposta imune inata e
adaptativa. Esse processo pode ser o evento que inicia a cascata de produc¢éo de
citocinas que leva a EEo (MULDER; JUSTINICH, 2011). Entretanto, até o
momento s&0 escassos 0s estudos que analisam a relacdo das células
apresentadoras de antigenos na EEo. Teitelbaum e colaboradores (2002)
encontraram aumento significativo de células apresentadoras de antigenos por
meio de analise imuno-histoquimica utilizando como marcador o CD1a.
Observaram que no grupo de pacientes com EEo, quando comparado ao grupo
com mucosa normal, havia aumento da expressé&o de CD1a (TEITELBAUM et al.,
2002). Ja Mulder e Justinich encontraram aumento de células CD1a+ somente na
parte proximal do esbfago de criancas com EEo, normalizando sua expressao
apds tratamento (MULDER; JUSTINICH, 2011). Contudo, tem-se sugerido que
outras células, que ndo séo as células apresentadoras de antigenos profissionais,
como células epiteliais, possam adquirir esse papel de apresentacdo de antigeno.
Esse processo pode atuar na predisposicdo e perpetuacao da exposicdo de
antigenos (LUCENDO et al., 2007).
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Desta forma, o conjunto de alteragdes morfoldgicas que podem estar
presentes na EEo deve ser relatado nos laudos anatomopatolégicos. Essas
descricbes podem auxiliar na identificacdo de biomarcadores de inflamacao
confiaveis, visando limitar o numero de EDA necessarias para confirmar o
diagnéstico de EEo, bem como acompanhar a eficiéncia do tratamento
(LIACOURAS et al., 2011). Além disso, torna-se necessario almejar a redugéo de
procedimentos invasivos, principalmente, no manejo de criangas que necessitam
de sedacdo para a realizacdo de EDA. Assim, 0 desenvolvimento de diagndstico
molecular da doencga, tem sido considerado uma boa opgéao, uma vez que diminui
a necessidade de realizacdo de procedimentos invasivos, além de promover um

resultado especifico em tempo mais abil que a histopatologia.

1.4 Tratamento

Tratamento dietético deve ser considerado em todas as criangas com EEo,
sendo indicado acompanhamento com profissional da area a fim de garantir
qualidade e quantidade de calorias e nutrientes adequados para bom
desenvolvimento e crescimento do paciente pediatrico. Recomenda-se que 6
alimentos constatados como desencadeadores de EEo sejam restringidos da
dieta por periodo indefinido, enquanto aqueles que ndo foram comprovados como
tal, sejam reintroduzidos com observacdo cautelosa (LIACOURAS et al., 2011;
SPERGEL et al., 2007).

Inibidor de bomba de prétons (IBP) € um medicamento util para excluir
DRGE como causa de eosinofilia esofagica, sendo que a dose recomendada em
criangas € de 1 mg/kg, duas vezes ao dia, durante 8 a 12 semanas. Contudo, IBP
também s&o usados no tratamento da EEo em pacientes que apresentem DRGE
como comorbidade. Sabe-se que IBP primariamente atua bloqueando secrecé&o
acida, porém questiona-se 0 seu efeito na eosinofilia esofagica por outros
mecanismos, uma vez que se mostram uteis no tratamento de pacientes com
eosinofilia esofagica responsiva a IBP (LIACOURAS et al., 2011).

Tratamento com corticosteroide tdpico, por sua vez, deve ser considerado
em todas as criangas e adultos com diagnédstico de EEo, tanto como terapia inicial

como de manutengédo. Contudo, preconiza-se que se individualize a situacéo de
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cada paciente, considerando caracteristicas da intensidade da doenca, estilo de
vida, padrédo socioecondmico, entre outros. Vale ressaltar, que o uso crénico de
esterdides topicos deve levar os profissionais da saude a se atentarem para
possiveis efeitos adversos e monitorar cuidadosamente a curva de crescimento
da crianga (LIACOURAS et al., 2011; CALDWELL et al., 2010).

1.5 Complicagdes e progndstico

Os pacientes com EEo podem apresentar, como complicagdes, impactagao
alimentar, constricées esofagicas, reducéo do calibre do eséfago e perfuragéo da
parede. Impactacéo alimentar € definida como evento que ocorre apos ingestao
de alimento, quando a matéria deglutida fica retida no eséfago e, frequentemente,
necessita de intervencdo endoscopica para sua resolugdo (LIACOURAS et al.,,
2011; DELLON et al., 2009; PRASAD et al., 2009). Constricbes esofagicas tem
sua definicio relacionada com anéis esofagicos, que sdo manifestacdo comum da
doenca em adultos. S&o diferenciados da redugéo do calibre do eséfago, uma vez
que a area de envolvimento deste € maior em relagdo ao anel.

Em relacdo a perfuracdo da parede esofagica, ela pode ocorrer de forma
completa, quando ha saida do conteudo esofagico e gastrico para a cavidade
toracica, necessitando de tratamento cirdrgico ou pode ser de forma incompleta.
Uma ruptura parcial da parede ocorre quando se encontra quantidade limitada de
ar ou contraste extravasado para o mediastino, sendo preferivel, nesses casos
uma abordagem conservadora. As perfuracbes esofagicas podem ocorrer
relacionadas ou ndo ao procedimento endoscépico para dilatacdo luminal
(LIACOURAS et al., 2011).

Devido a individualidade de fatores e complicagbes o prognostico a longo
prazo, de pacientes com EEo, é desconhecido. Alguns pacientes podem
apresentar uma evolugado caracterizada por periodos sintomaticos seguidos por
periodos de remissdo. Outros pacientes podem apresentar quadro clinico de
aparente remissdo espontanea, sendo desconhecido, nesses, 0 risco de
recorréncia. E possivel que pacientes com doenca de longa evolugdo, sem
tratamento, evoluam para remodelamento esofagico, constricdes e anéis. Além

disso, ndo esta claro, no entanto, se o tratamento dietético ou medicamentoso
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altera a historia natural da doenca (LIACOURAS et al., 2011; CARR; WATSON,
2011).

1.6 Eosinodfilos

Os eosindfilos séo leucocitos do tipo granuldcitos, produzidos na medula
o0ssea. Em um adulto normal, os leucécitos representam em cerca de 7000
células/uL de sangue (ABBAS et al., 2015) e desse total, cerca de 1-3% sé&o
granulécitos do tipo eosindfilos, que apresentam um tempo de vida na circulagéo
de 8 a 12 horas e de 8 a 12 dias nos tecidos sem presencga de estimulos (UHM et
al., 2012).

Eles estdo envolvidos na defesa do organismo contra infecgdes
parasitarias helminticas, nos infiltrados inflamatérios de resposta imune de fase
tardia e ainda podem ser responsaveis por reacdes imunologicas desreguladas
associadas a doengas alérgicas, tais como asma e dermatite atdpica. Os
eosindfilos também podem apresentar um papel importante e construtivo na
manutencdo da homeostase, quando envolvidos na defesa do organismo através
da regulac&o imunoldgica, no reparo e na remodelacéo tecidual (JACOBSEN et
al., 2012; FULKERSON; ROTHENBERG, 2013). Os eosinéfilos e as proteinas
presentes nos seus granulos, além de possuirem uma participacdo de resisténcia
contra parasitas, especialmente helmintos, também apresentam atividades
antimicrobianas contra bactérias, virus e protozoarios e s&o mediadores de
doencas de hipersensibilidade (ACHARYA; ACKERMAN, 2014).

Uma revisdo recente descreve que os eosindfilos estdo sendo
reconhecidos por fun¢gbes mais variadas em diversos locais de tecidos
anteriormente subestimados, com base na capacidade dos eosindfilos de liberar
citocinas (geralmente pré-formadas) que mediam uma ampla gama de atividades
no ambiente local (WELLER ; SPENCER, 2018).

Varias pesquisas com enfoque em diferentes doencgas alérgicas descrevem
que os eosindfilos, quando estimulados, s&o recrutados da circulagdo 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

ativacido dos eosindfilos no local da inflamagao € oriundo de citocinas produzidas
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pelas células Th2, em destaque a IL-5 e eotaxinas (LACY e MOQBEL, 2001;
KITA, 2011; ZHANG et al., 2013).

Em condi¢des alérgicas, os niveis de eosindfilos na corrente sanguinea e
nos tecido estdo elevados (MALM-ERJEFALT et al., 2005). Na asma, rinites
alérgicas, dermatitites atopicas e EEo, as técnicas histoldgicas mostram que, nos
tecidos, os eosindfilos sofrem acentuada degranulacdo (AHLSTROM-
EMANUELSSON et al., 2004).

Os grénulos dos eosindfilos s&do compostos basicamente por quatro
proteinas citotdxicas especificas: 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), e também uma grande quantidade de citocinas e
quimiocinas imunorreguladoras (LACY; MOQBEL, 2001; UHM et al, 2012;
MAZZEOQ et al., 2015).

1.7 Proteina Catidnica eosinofilica

A proteina catibnica eosinofilica € uma das 4 proteinas catiénicas primarias
secretadas pelos eosindfilos ativados, sendo as outras 3, a proteina basica
(PBP), a peroxidase eosinofilica (PE) e a neurotoxina derivada dos eosinéfilos
(NDE) (SORRENTINO et al., 1991). Dentre estas proteinas, a PCE é o marcador
clinico mais estudado com relagcé&o a atividade dos eosindfilos (ROSENBERG et
al., 1989).

A PCE é sintetizada, transportada e armazenada nos granulos secundarios
maduros dos eosindfilos a uma taxa alta, contendo 13,5 pug PCE/M0° células
(CARLSON et al., 1994) e possui parte de atividade de ribonuclease e atividade
citotéxica (ROSENBERG et al.,, 1995). Assim, o eosindfilo € a principal célula
produtora de PCE, enquanto mondcitos e linhagens mielo-monociticas produzem
quantidades minimas em comparagao aos eosinéfilos (BYSTROM et al., 2001).
Os neutrdfilos ativados (MONTESEIRIN et al.,, 2007) também produzem pouco
PCE e tém a capacidade de absorver mais PCE do meio circundante,
armazenando-0 em seus granulos azurdfilos (SUR et al., 1998; BYSTROM et al.,
2002).
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A PCE tem homologia a ribonuclease pancreatica e tem a capacidade de
degradar o RNA (GLEICH et al., 1986). A sequéncia de aminoacidos da PCE tem
oito residuos de cisteina espacados por todo o polipeptideo, estabelecendo a
estrutura terciaria da proteina pela formacao de quatro ligacbes duplas de
cisteina. A molécula de PCE apresenta ainda dois residuos essenciais a atividade
catalitica, sendo uma lisina e uma histidina, responsaveis pela degradacado do
RNA foram identificados, K38 e H128 (GLEICH et al., 1986; ROSENBERG et al.,
1995). A PCE consiste de uma cadéia simples de peptideode 133 aa contendo
trés sitios para N-glicosilagao, nas sequéncias de aminoacidos 57-59, 65-67 e 92-
94 (ROSENBERG et al.,, 1989). O gene da RNASE3 (PCE) e a sequéncia da
proteina com numeros referentes a seqiiéncia de aminoacidos podem ser vistas

na figura 1.

Figura 1. O gene RNASE3 (PCE) e a seqiiéncia da proteina com numeros referentes a
seqiiéncia de aminoacidos. Abaixo da sequéncia proteica estd um diagrama esquematico da
sequéncia peptidica onde os dominios de folha beta e os dominios de hélice alfa sdo mostrados
como estruturas de seta amarela e estrutura verde, respectivamente. Os aminoacidos envolvidos
na atividade da RNase s&o representados por tesouras. Os aminoacidos envolvidos na
interferéncia da membrana, na ligagdo da heparina e na atividade bactericida sdo representados
pelas setas vermelhas. Aminoacidos glicosilados s&o representados com uma glycomoiety
enquanto a letra N destaca o aminoacido nitrado. Caixa azul mostra o local do polimorfismo de
alteracao de aminoacidos rs2073342.

agacccccacagtttacgagggctcagtggtttge cagcacatcagt
1 R P P Q F T R Y Q W F A 1 Q H I s

ctgaacccccctcgatgcaccattgcaatgegggcaattaacaattatega
18 L N p P R CTIAMR R A I NN Y R

— 1A
tggcgttgcaaaaaccaaaa tacttttcttcgtacaacttttgctaatgta
33 W R C KN Q NTF L RTTF AN V
gttaatgtttgtggtaaccaaagtatacgctgccctcataacagaactcte
52 V. N V C G N Q S I R C P H N R T L
aaaaa ttgtcatcggagtagattcegggtgectttactecactgtgaccte
69 N N ¢C H R S R F RV P L L H C D L
| ~ I
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ataaatccaggtgcacagaatatttcaaactgdaggtatgcagacagacca
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T
184
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Fonte: BYSTROME et al., 2011.
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A glicosilagdo é composta de acido sidlico, galactose e acetilglicosamina
(ERIKSSON et al., 2007)explicando a variagdo em seu tamanho detectado por
Western blot entre 16 e 22 kDa (PETERSON et al., 1988). Dezenove residuos de
arginina voltados para o exterior da proteina conferem a basicidade da proteina
(pI>11) (POUS et al.,, 2001) e, possivelmente, também conferem a sua maior
estabilidade em comparagao com outras ribonucleases (MAEDA et al., 2002).

Existem interagdes entre mastécitos e eosindéfilos onde um induz o outro a
a degranularem seus mediadores pré-formados, como por exemplo, o fator de
células-tronco, histamina, adenosina e triptase, liberados por mastécitos ativados,
podem exercer fungdes paracrinas e/ou autdcrinas através de receptores
envolvidos com cada mediador encontrados nas superficie de eosindfilos e
mastocitos. Por outro lado, proteinas catibnicas [proteina catiénica eosinofilica
(PCE) e proteina basica principal (PBP)] liberadas por eosindfilos ativados,
modulam as fun¢des dos mastdcitos através da ativacdo de MRGPRX2 (Mas-
related G-protein coupled receptor member X2) em sua superficie e ativa vias que

aumentam a entrada de Ca®" na célula e induzem a degranulacao (Figura 2).
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Figura 2. Representacdao esquematica de algumas das interagcdes bidirecionais entre
mastocitos e eosinodfilos. Varios mediadores pré-formados, como fator de células-tronco,
histamina, adenosina e triptase, liberados por mastoécitos ativados, podem exercer funcgdes
paracrinas e/ou autécrinas através do envolvimento de Kit, H4R, receptores de adenosina e
receptores ativados por proteases 2 (PAR-2). Por outro lado, proteinas catidnicas [proteina
catiénica eosinofilica (PCE) e proteina basica principal (MBP)] liberadas por eosinéfilos ativados,
modulam as funcdes dos mastécitos através da ativacdo de MRGPRX2 em sua superficie. (B)
PCE se liga ao MRGPRX2 e ativa as vias Gai dependentes de toxina pertussis e Gaq
independente da toxina pertussis para respostas de mastocitos. (B) Os mastocitos expressam
MRGPRX2 na superficie da célula, bem como nos locais intracelulares. O receptor extracelular
provavelmente usa o canal Orai-1 Ca® e a via Gaq independente de toxina pertussis para
degranulacio, enquanto o receptor intracelular pode usar o canal Orai-2 Ca”* para mediar as

respostas dos mastécitos.
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Fonte: Adptado de GALDIERO et al. 2017; SUBRAMANIAN et al., 2016.
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1.8 Masté6citos

Os mastdcitos foram descobertos no final do século XIX por Paul Erlich
devido a marcante e caracteristica coloracdo de seus densos granulos
citoplasmaticos, os quais contém mediadores vasoativos (PRUSSIN; METCALFE,
2003). Tratam-se de células do sistema imune derivadas de células progenitoras
hematopoiéticas e positivas para os marcadores CD34, CD117 e CD13 (TAYLOR,
METCALFE, 2001). As células progenitoras, originarias da medula Ossea,
circulam no sangue e na linfa como células indiferenciadas e, subsequentemente,
migram para tecidos periféricos, onde proliferam e se diferenciam em mastécitos
maduros (TAYLOR; METCALFE, 2001).

Em vertebrados, os mastécitos estdo amplamente distribuidos por tecidos
vascularizados, particularmente aqueles proximos a superficies expostas ao
ambiente externo, incluindo a pele, vias respiratorias e o0 trato gastro-intestinal.
Juntamente com as células dendriticas, os mastocitos estdo bem posicionados
para atuarem como umas das primeiras células do sistema imune a interagirem
com antigenos e toxinas ambientais, ou patdgenos invasores (GALLI; TSAI,
2010).

Os mastdcitos ocupam um nicho critico nas imunidades inata e adquirida,
onde, dependendo das circunstancias, estas células podem perturbar ou auxiliar
no reestabelecimento da homeostase, com conseqUéncias que podem tanto
promover a saude como contribuir para a doencga. Nesse contexto, os mastdcitos,
mais conhecidos por seu papel nas dosordens alérgicas, também podem
exacerbar modelos de autoimunidade, aumentar a sensibilizacdo e/ou fases
efetoras de certas respostas de hipersensibilidade de contato cutdnea e aumentar
a inflamacdo e mortalidade durantes algumas infec¢cbes bacterianas severas
(TAYLOR; METCALFE, 2001).

Os mastécitos tém a capacidade de liberar, rapidamente, uma ampla
variedade de mediadores, tais como histamina, proteoglicanas, proteases e
citocinas especificas (mediadores pré-formados). Outros mediadores sintetizados
incluem leucotrienos, prostaglandinas e o fator de agregacado plaquetaria (PAF)
(mediadores neoformados). Os mastécitos também s&o capazes de organizar

uma resposta tardia, através da transcricdo, tradugdo e secrecdo de uma ampla
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gama de citocinas imunorregulatorias e fatores de crescimento (mediadores neo-
sintetizados) (TAYLOR; METCALFE, 2001; STONE et al., 2010). Estas células
também tém a capacidade unica de sofrer multiplos ciclos de liberagdo de
mediadores e de responder a multiplos estimulos, visto que uma mastécito pode
permanecer localizado em um tecido por pelo menos alguns meses (TAYLOR;
METCALFE, 2001).

Em uma resposta inflamatéria alérgica, células apresentadoras de antigeno
capturam e processam um alérgeno na forma de pequenos fragmentos
peptidicos, 0s quais s&o apresentados, através de moléculas MHC de classe I, a
células T naive, com o direcionamento destas células a favor de um fendtipo de
células T helper tipo 2 (células Th2) (HOLGATE e POLOSA, 2008). Células Th2
ativadas determinam rapidamente a expresséo de CD40 ligante e a producéo das
interleucinas 4 (IL-4) e 13 (IL-13). A ligacdo destas citocinas, bem como de CD40,
a células B, induzem estas células a promoverem a troca de classe de
imunoglobulinas (Ig) a favor da sintese de IgE (STONE et al., 2010).

Uma vez produzidas, as moléculas de IgE ligam-se a receptores de alta
afinidade para IgE (FceRI) localizados na superficie de mastocitos e considerados
o receptor central para a ativacdo destas células. Nesse contexto, a ligacdo de
IgE ao receptor FceRl sensibiliza os mastdcitos para um alérgeno especifico,
estabiliza o complexo receptor e causa um aumento substancial na expressao de
FceRl na superficie celular (MASUDA e SHIMITZ, 2008). A exposi¢ao
subsequente de mastocitos, previamente sensibilizados, ao mesmo alérgeno
multivalente, determina o intercruzamento dos receptores FceRl e distintas
cascatas de sinalizagdo sdo estabelecidas, as quais levam a liberagdo de
mediadores inflamatérios de natureza diversa como, por exemplo, proteinas e
lipideos (CALLEJON, D. R., 2008).

1.9 Phage Display

A tecnologia de Phage Display foi desenvolvida por Smith (SMITH et al.,
1985) e é utilizada na identificacido de peptideos ou proteinas que interagem a
molécula alvo, através da exposi¢cdo de biomoléculas em bacteriofagos (LIU et al.,

2014). E uma técnica de selecdo que utiliza sequéncias aleatérias de DNA
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fundidos em genes codificadores de proteincas do capsideo viral (PANDE et al.,
2010).

Os bacteriéfagos sao formados por uma fita simples de DNA envolta por
uma capa protéica constituida por cinco proteinas (plll, pVI, pVIl, pVIIl e plX)
(Figura 3).

Figura 3. Esquema representativo de um bacteriéfago filamentoso M13 ilustrando as proteinas do
capsideo viral: pIX, pVII, pVIIl, pVI e plil.

~1um

Fonte: Adaptado de FUKUNAGA,; TAKI, 2012.

O bacteriéfago expressa aproximadamente 2.700 coépias da proteina 8
(pVIIl, uma proteina de 50 residuos de aminoacidos) e 3 a 5 cépias da proteina 3
(plll, proteina de 406 aminoacidos) (RUSSEL et al., 1991).

Neste sistema, o gene codificador do peptideo ou proteina de interesse é
geralmente fusionado a um dos genes destas duas proteinas da capa protéica do
fago (ZANCONATO et al. 2011). Devido a baixa representatividade da plll em
relacdo a pVIll, as bibliotecas de peptideos sintéticos fusionados na plll sdo mais
indicadas para descoberta de ligantes com alta afinidade, quando comparadas as
bibliotecas fusionadas a pVIll (KEHOE et al., 2005). Assim, a utilizacado do
bacteriéfago filamentoso-M13 para constru¢ao de uma biblioteca randémica de

sequéncias de peptideos fusionados a proteina plll, permite a realizacdo de um
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“screening” de peptideos ligantes a molécula alvo de forma mais especifico
(PLOSS et al.,, 2014).

O peptideo ou proteina expresso na superficie do fago possibilita a selegéo
de sequéncias baseada na afinidade de ligagdo a uma molécula alvo por um
processo de selec¢do in vitro denominado biopanning (PARMLEY; SMITH, 1988),
realizado pela incubacéo da biblioteca de peptideos expostos em fagos contra o
alvo. O alvo é imobilizado em um suporte sélido tais como placas de ELISA,
beads, resinas e membranas. Os fagos nao ligantes ao alvo s&o eliminados por
lavagens sucessivas e os fagos especificos permanecem ligados para posterior
eluicdo. O conjunto de fagos especificos é amplificado para os ciclos posteriores
de selecao (ligacao, eluicao e amplificag@o) para o enriquecimento daqueles com
sequéncias especificas contra o alvo (PARMLEY; SMITH, 1988).

A técnica de phage display tem sido usada com as mais diversas fungdes,
tais como: mapeamento de epitopos de anticorpos (ROWLEY et al., 2004),
triagem de receptores (MCCONNELL et al; 1998, LEE et al, 2001,
SCHOOLTINK; ROSE-JOHN, 2005), desenvolvimento de anticorpos in vitro
(HOOGENBOOM, 2002; CONRAD; SCHELLER, 2005), descoberta de inibidores
(HAWINKELS et al, 2007; HYDE-DERUYSCHER et al.; 2000), identificacdo de
proteinas funcionalmente acopladas e analise de interagdes proteina-proteina
(SIDHU; KOIDE, 2007; HERTVELDT et al., 2009), e desenvolvimento de vacinas
e drogas (NAIM et al., 2008; LIU et al., 2009). Na area da biotecnologia, essa
metodologia também ¢é bastante util devido a producdo em escala de
bacteriéfagos que podem diminuir os custos na fabricagdo de farmacos
(WARNER et al., 2014).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver e analisar o papel de peptideo ligante a proteina catidnica
eosinofilica como forma de aprimorar o diagnéstico da Esofagite Eosinofilica em
criangas e adolesentes e seu possivel potencial terapéutico em alergias mediadas

por mastocitos.

2.2 Objetivos Especificos

a) Selecdo de peptideos ligantes a proteina catibnica eosinofilica através
da técnica molecular de Phage display e validagao desses peptideos;

b) Estabelecer um diagndstico pela identificacdo da proteina catidnica
eosinofilica por ensaio de phage-ELISA em muco esofagico de pacientes
pediatricos submetidos ao exame de endoscopia digestiva alta (EDA);

c) Analisar a relacdo dos niveis da proteina catidnica eosinofilica em muco
esofagico por phage-ELISA com o numero de eosinéfilos encontrados na
histopatologia dos pacientes com EEo e com os achados clinicos.

d) Avaliar o potencial terapéutico do peptideo selecionado em células de

mastécitos humanos (LAD2).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Selecgao de pacientes e coleta de amostras

Este estudo foi iniciado entre setembro de 2014 e setembro de 2018 no
setor de gastropediatria da Universidade Federal de Uberlandia (HC/UFU) e no
laboratorio de Nanobiotecnologia-UFU. O termo de consentimento livre e
esclarecido foi obtido dos pais de cada crianga e adolescente incluido no estudo.
A aprovacdo ética foi concedida pelo Conselho de Etica e Pesquisa da UFU
(CEP-UFU) e a pesquisa foi registrada no “Clinical Trials” (ClinicalTrials.gov) com
o numero de registro: NCT03069573. Foi realizado um estudo prospectivo com 94
pacientes da Unidade de Servico de Endoscopia Digestiva do HC/UFU
submetidos a endoscopia digestiva alta (EDA) e amostras de muco esofagico
foram coletadas do eséfago distal até o proximal utilizando-se escovas citolégicas
padrdo antes de obter as bidpsias esofagicas. As escovas foram mergulhadas e
agitadas no tubo contendo 1 mL de PBS e mantido a -20°C até o momento do
uso.

Os pacientes foram classificados por consensos publicados em 2007 e
2011 (FURUTA at al., 2007; LIACOURAS at al., 2011) e atualizados pelo novo
consenso internacional de critério de diagndstico, recentemente publicados por
Dellon e colaboradores (2018) e resumido por Spergel e colaboradores (2018),
que considera os sintomas de disfungdo esofagica com = 15 eosindfilos/CGA para
o diagnostico. Os individuos incluidos neste estudo foram classificados em cinco
grupos: o0s pacientes portadores de EEo, confirmados com analise
anatomopatologica dos tecidos do eséfago distal e proximal com pelo menos uma
bidpsia esofagica com 15 ou mais eosinéfilos/CGA, e com nenhuma evidéncia de
outro disturbio eosinofilico (E; n = 13); DRGE (G; n = 7), DRGE com <15
eosindfilos/ICGA (GE; n = 6), Controle sem eosinéfilos/CGA, (C; n = 51); e
Controle com <15 eosinéfilos/CGA (CE; n = 17). Todos os pacientes elegiveis nao
faziam uso topico de esterdides ou terapia dietética e tratamento com IBP (inibidor
de bomba de prétons) no momento da coleta das amostras. As caracteristicas

gerais dos pacientes incluidos no estudo sdo mostradas na Tabela 1.
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Tabela 1. Caracteristicas gerais dos pacientes incluidos no estudo.

EEo (n=13) DRGE (n=7)

DRGE com Eo (n=6) Controle (n=51) Controle com Eo (n=17)

Idade, média (s.d) 8,3 (4,8) 9,1 (2.7) 9,8 (1,1) 8,9 (3,6) 8,5 (4)
Sexo masculino, n° (%) 9 (69,2) 4 (57,1) 3 (50) 27 (52,9) 6 (35,2)
Primeiro sintoma, n° (%)
Dor abdominal 5(38,4) 3 (42,8) — 26 (59,9) 6 (35,2)
Nausea-vémito 5 (38,4) 2 (28,5) 5(83,3) 14 (27,4) 6 (35,2)
Disfagia 1(7,6) — — 1(2,2) 1(5,8)
Dor epigastrica-azia — 2 (28,5) — 2(3,9) —
Impactacéo de alimentos — — — — (11,7)
Outros 2 (15,3) — 1 (16,6) 8 (15,6) 11,7)
Achados endoscopicos, n°® (%)
Anéis fixos 2 (15,3) — — — —
Exsudato 7 (53,8) 1(14,2) 1 (16,6) 1(1,9) 1(5,8)
Estrias longitudinais 7 (53,8) — 1(16,6) 1(1,9) —
Edema 11 (84,6) 4 (57,1) 3 (50) 15 (29,4) 3(17,6)
Estenose 1(7,6) — 1(16,6) — —
Anéis transitérios (felinizac&o) 1(7,6) 1(14,2) 1(16,6) 1(1,9) —
Disturbios atépicos, n° (%)
Asma 3 (23) — 1 (16,6) 5(9,8) 2 (11,7)
Rinite 7 (53,8) — 5 (83,3) 24 (47) 5 (29,4)
Dermatite atopica 3(23) — — 4 (7,8) 1(5,8)
Alergia alimentar 6 (46,1) — 1(16,6) 5(9,8) 2 (11,7)
Pais atépicos 3 (23) 3(42,8) (66,6) 18 (35,2) 7(41,1)
Eosinofilia esofagica (Eos/CGA)
Esdéfago proximal, média (s.d) 33,9 (28,4) — 1,5 (1,8) — 0,8 (1,2)
Eso6fago distal, média (s.d) 42 1 (35) — 5(4,9) — 1,3 (1,2)

EEo, Esofagite eosinofilica; DRGE, Doenca do refluxo gastroesofagico; Eos/CGA, eosindéfilos por campo de grande aumento.



3.2 Espectrometria de Massa

Pela utilizacdo da técnica laboratorial de espectrometria de massa (MS), as
proteinas foram mensuradas e comparadas entre amostras de bidpsias
esofagicas de pacientes pediatricos. Sete pacientes do grupo controle, trés
pacientes do grupo EEo e trés pacientes do grupo DRGE foram comparados. A
etapa de extracdo comegou com digestdo de 10 mg/amostra usando o Kit de
Digestao de Trypsin All-in-One ProteoExtract® (EMD Millipore, Billerica, MA,
EUA). Aproximadamente 10 mg de tecido foram adicionados a 200 uL de tampéao
de extracdo e 200 pL de esferas de vidro, agitadas por uma hora a 4 °C. Os
tecidos foram reduzidos, alquilados e digeridos em condigdes padréo por trés
horas. Os peptideos digeridos foram dessalinizados utilizando a C18 ZipTip (EMD
Millipore) e separados por nano-HPLC de fase reversa (Dionex Ultimate 3000,
Thermo Fisher Scientific, Bremen, Alemanha, coluna: PepSwift Monolithic Nano
Column, 100 25m, Dionex). A eluigéo foi feita com a coluna com um gradiente de
acetonitrilo (Solvente A: 0,1% (v/v) FA/0,01% (v/v) de TFA/5% (v / v) de DMSO;
solvente B: 0,1% (v / v) de FA/0,01% (v/v) de TFA / 90% (v/v) de ACN/5% (v/v) de
DMSO; 5-45% de B em 60 min) a uma taxa de fluxo de 0,8/min a 55 °C . Os
peptideos foram analisados com um espectrometro de massa Q Exactive Orbitrap
(Thermo Fisher Scientific, Bremen, Alemanha), acoplado diretamente ao HPLC. A
voltagem de capilaridade do nanoeletrospray foi de 2 kV, e esse instrumento foi
sintonizado para sensibilidade maxima. Aliquotas dos extratos foram digeridas 5
vezes. Consequentemente, foram realizados 5 experimentos independentes de
MS por bidpsia. Os dados destes 5 experimentos de MS foram combinados e
analisados. Para a quantificagdo utilizou-se o MaxQuant/Perseus, o PEAKS
Studio (quantificagdo com o Q-Module incorporado) e o PEAKS Studio
(quantificacdo manual e validacdo de dados apos pesquisa na base de dados). A
identificacdo das proteinas foi realizada no banco de dados Human UniProt

Complete Proteome.
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3.3 Selecao de peptideos por Phage Display

Para a selecdo dos peptideos (expressos na proteina lll do capsideo de
bacteridfagos filamentosos), reativos com a proteina PCE, utilizou-se uma
biblioteca randdbmica de peptideos de 12 aminoacidos (Ph.D-12mer, New England
Biolabs, Beverly, USA).

Foi adsorvido em um po¢o de uma microplaca de 96 pocos (Maxisorp-
NUNC, Denmark) 100 uL de proteina catidnica eosinofilica recombinante (Abcam,
Cambridge, Massachusetts, USA) em tampé&o fosfato salino (1 pg/poco em PBS,
pH 7,4) e incubada overnight a 4°C. A placa foi bloqueada com tampé&o de
blogueio (PBS com 5% de BSA, pH 7,4) por 1h sob agitacéo a 37°C, e lavada seis
vezes com PBST (PBS, pH 7,4, 0,1% v/v de Tween 20). No primeiro ciclo, foram
acrescentados na placa 10 L (1 ><10”fagos) da biblioteca de peptideos diluida em
90 uL de PBS, e a placa foi mantida sob agitagéo por 1h a temperatura ambiente.
Fagos néo ligantes foram removidos pela lavagem da placa por seis vezes com
PBST 0,1%. Os fagos ligantes foram eluidos com 150 uL do tampé&o de eluigéo
(glicina-HCI 0,2M, pH 2,2) durante 10 min a temperatura ambiente e
imediatamente neutralizados com 22,5 uL do tampé&o de neutralizagéo (Tris-HCI 1
M, pH 9,1). E um microtubo foi adicionada uma aliquota dos fagos eluidos para
ser utilizada na determinacao do titulo do eluato.

Uma pequena amostra deste eluato (10 uL) foi separada para titulagéo e o
restante foi utilizado para reamplificagdo, realizada em 20 mL de cultura de E. coli
(ER2738) em fase inicial de crescimento (ODegpo <0,3), contendo 20 pL de
tetraciclina, incubando-se a cultura por 4-5 horas em agitador com temperatura a
37°C.

A cultura foi transferida para um tubo Nalgene Oak ridge (Thermo Scientific
Nalgene, 50 mL) e centrifugada (10 min, 10.000 rpm). As células residuais foram
descartadas e 0 sobrenadante transferido para um tubo limpo e re-centrifugado.
Foi pipetado 80% do sobrenadante para um tubo esterilizado onde foi adicionado
1/6 do volume de PEG/NaCl (20% p/v de Polietileno glicol-8000, NaCl 2,5M,
agua), homogeneizado e permaneceu em repouso por 12 horas a 4°C.

No dia seguinte, os tubos foram centrifugados por 15 minutos a 10.000 rpm

a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o tubo foi centrifugado brevemente, para
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que o sobrenadante residual pudesse ser removido. O precipitado foi
ressuspendido em 1 mL de PBS, transferido para um microtubo e centrifugado a
10.000 rpm, por 5 min e a 4°C para precipitar os residuos celulares. O
sobrenadante foi transferido para um novo microtubo para a adicdo de PEG/NaCl
(1/6 do volume). A solucao foi homogeneizada e incubada em gelo por 1h e entdo
centrifugada por 14.000 rpm, por 10 min a 4°C. O sobrenadante foi descartado, e
a centrifugacéo foi repetida para remogéo de sobrenadante residual. O precipitado
foi ressuspendido em 200 uL de PBS, obtendo-se entdo o eluato amplificado,
pronto para a titulagdo e entrar no proximo ciclo de selegao.

Os fagos amplificados a partir do primeiro ciclo de sele¢do foram utilizados
em um segundo ciclo e repetido, novamente, por um total de trés ciclos, sendo
que a mesma quantidade de entrada de fago (1 x 10" pfu/poco) foi mantida nos
dois ciclos subsequentes (Figura 4).

Para todas as titulagdes foram utilizadas 10 yL dos fagos, diluidos em 90
ML de meio de cultura LB. As diluigcdes (10'1 a10™ para eluato ndo amplificado e
de 10® a 10", para fagos amplificados) foram incubadas com 200 uL de E. coli
(ER2738) em fase de crescimento inicial por 5 min e plaqueadas em meio LB
contendo IPTG (200 mg/mL) e X-gal (20 mg/mL), juntamente com 3 mL de
Agarose Top (10 g de Bacto-Triptona, 5g de extrato de levedura, 5 g de NaCl, 1 g
de MgCl2.6H20)/L).

Apds a incubacéo overnight em estufa a 37°C, as colbnias azuis foram
contadas para a obtencéo dos titulos de entrada e saida para todos os ciclos de

selecdo (numero de colbnias azuis x fator de diluic&o).
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Figura 4. Esquema representativo da sele¢édo de peptideos por phage display. A biblioteca de
peptideos foi incubada com a proteina catiénica eosinofilica (PCE) sensibilizada na superficie de
uma microplaca. Os fagos néo ligantes foram lavados e os fagos ligantes a PCE foram eluidos e
amplificados para o préximo ciclo da selecdo. Apds o 3° ciclo, o eluato foi plaqueado e os clones
individuais foram amplificados. Em seguida, os melhores clones de fagos reativos foram
selecionados por phage-Elisa para andlise de sequenciamento.

Fagos ndo
Phage display ligantes
biblioteca de peptideos : 6
Lavagem Plaqueamento apds o
3°ciclo

Ligacao Ligacao

g
Ligagdo a PCE Amplificacdo de

! adsorvida na placa fagos individuais
! ﬁ Selecao
ﬂ L Eictng) 000000000000,
00 ®)
{ 00000000000

Amplificagio Elui¢ao
em E. coli [ 4 Phage-ELISA para selecionar os melhores
clones de fagos reativos

e RS

Sequenciamento
Fonte: Elaborada pelo autor.

3.4 Amplificacao de col6nias de fagos

As colbnias que apresentaram coloracdo azul, demonstrando a expressao
do gene da [-galactosidase dos fagos pelas bactérias ER2738 e,
consequentemente, a quebra do substrato X-Gal, foram reamplificadas
separadamente em placas deepwell para o armazenamento dos clones
selecionados. Para isso, cada colbénia isolada obtida do 3° ciclo da sele¢do nao
amplificado foi coletada da placa e dispensada em um pog¢o da deepwel/ contendo
1 mL de meio de cultura LB com E.coli em fase de crescimento inicial. A placa foi
incubada por 12 h a 37°C, sob agitacéo. A placa deepwell foi centrifugada por 60
min a 3.700 rpm, para a retirada do sobrenadante da cultura. Seu conteudo foi
transferido para uma outra placa deepwell e entdo foi adicionado 1/6 do volume
de PEG/NaCl (20% de polietileno glicol-800, NaCl 2,5 M) incubando-a por 12h a
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4°C. A placa foi centrifugada por 1h a 3.700 rpm, o sobrenadante descartado, e 0

precipitado suspenso em 200 pL de PBS.

3.5 Phage-ELISA pré-sequenciamento

Testes de Phage-ELISA foram realizados para determinar a reatividade dos
peptideos expressos nos fagos selecionados com a PCE.

Uma placa de alta afinidade (NUNC, Denmark) foi sensibilizada com 100
ML/poco de proteina catibnica recombinante (1 ug/mL) em tampao bicarbonato/
carbonato (0,1 M de NaHCO3, 0,1 M de NaxCOs3, pH 9,6) e incubada overnight a
4°C.

Apbs trés lavagens com PBST 0,01% (PBS + 0,01% v/v de Tween 20),
foram adicionados 250 uL de tampéao de bloqueio (PBST 0,01%-BSA 5%), sendo
a placa incubada por 1h a temperatura ambiente. A placa foi entdo lavada trés
vezes e adicionados 100 L de solucdo contendo 50 uL do sobrenadante do fago
mais 50 uL de bloqueio (um fago em cada poco). Para a detecgao, utilizou-se a
diluicdo de 1:500 do anticorpo conjugado anti-M13 marcado com peroxidase (GE
Healthcare, New Jersey,USA). Os clones selecionados para o sequenciamento

foram aqueles que apresentaram alta reatividade no ensaio de phage-ELISA.

3.6 Extragcao de DNA de fagos

Apds o 3° ciclo do biopanning, para a obtengdo de DNA dos fagos mais
reativos, 10 yL dos fagos purificados em placa deepwell foram adicionados a 1
mL de cultura de ER2738 em fase de crescimento inicial em tubos de 15 mL,
onde permaneceram sob agitacao de 250 rpm por 6h a 37°C. Apds o crescimento,
as culturas foram transferidas para microtubos para a sedimentac&o das bactérias
que foram centrifugadas por 10 min a 10.000 rpm. 500 uL do sobrenadante foram
transferidos para outro tubo, e acrescidos a este, 84 uL de PEG-NaCl, incubando
o tubo em seguida a temperatura ambiente por 10 min. Apds centrifugar por 10
min a 14.000 rpm, foi descartado o sobrenadante, e o precipitado foi ressuspenso
em 100 pyL de Tampéo lodeto (Tris-HCL 10 mM, EDTA 1mM, Nal 4 M) e entédo

foram adicionados 250 L de etanol absoluto, incubando o tubo por 10-20 minutos
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a temperatura ambiente. O tubo foi centrifugado por 10 min a 14.000 rpm,
descartando o sobrenadante, e em seguida, foi lavado o precipitado com 500 uL
de etanol 70%, centrifugando mais uma vez por 10 min a 14.000 rpm. O
sobrenadante foi desprezado e o precipitado suspenso em 20 yL de agua ultra
pura estéril.

A qualidade do DNA presente nas amostras foi verificada por eletroforese

em gel de agarose 0,8%.

3.7 Sequenciamento de DNA

O sequenciamento foi realizado utilizando o Sistema de Analise Genética
GenomelLab™ GeXP (Beckman Coulter® USA) do Laboratério de
Nanobiotecnologia (UFU). Para a reag¢do do sequenciamento, foi utilizado o
primer-96 gllI-(5-OH CCCTCATAGTTAGCGTAACG-3'-Biolabs), e o mix de
sequenciamento (DYEnamic ET Dye Terminator Cicle Sequencing Kit, Amersham
Biosciences). O primer utilizado amplifica a regido dos aminoacidos codificantes
dos peptideos randémicos fusionados nos fagos M13 recombinantes.

A andlise das sequéncias de DNA provenientes do sequenciador
automatico foram processadas e somente aqueles insertos com 36 nucleotideos

integros apos analise foram traduzidos.

3.8 Analise dos dados por bioinformatica

As sequéncias de DNA geradas pelo sequenciamento foram analisadas
utilizando-se programas de bioinformatica disponiveis on-line.

A deducdo da traducdo in silico das sequéncias de aminoacidos foi
realizada pelo programa Expasy Translate (https://web.expasy.org/translate/) e foi
calculada a frequéncia de cada fago.

Para a predicdo estrutural tridimensional do peptideo selecionado, utilizou-
se o0 programa Raptorx (http://raptorx.uchicago.edu/). Assim, para a realizacao da
modelagem, a sequéncia dos aminoacidos do peptideo precisaram ser repetidas
e intercaladas entre as sequéncias GGGS. A interacdo do peptideo selecionado

com a sequéncia da PCE recombinante (PDB: 1QMT) foi executada pelo
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programa Pathdock (http://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/lPatchDock/) e visualizada pelo
programa PyMol (https://pymol.org/).

3.9 Phage-ELISA: curva de linearidade de fagos selecionados

Para confirmar a especificidade dos clones obtidos, realizou-se o teste
ELISA para determinar a curva de linearidade dos clones de fagos nomeados
como fago E3 e fago ES em comparagado com um clone negativo (clone de fago
com uma sequéncia peptidica irrelevante ndo selecionada para a PCE). Para
tanto, foi realizada uma sensibilizacdo da microplaca com uma curva de diluicao
da PCE (0 ng/mL; 15,625 ng /mL; 31,25 ng /mL; 62,5 ng /mL; 125 ng /mL; 250 ng
/mL; 500 ng /mL e 1000 ng /mL) em um volume final de 100 uL de tampéao
carbonato/bicarbonato (0,1 M de NaHCO3, 0,1 M de Na,CO3, pH 9,6).

Apbs trés lavagens com PBST 0,01% (PBS + 0,01% v/v de Tween 20), a
placa foi bloqueada para sitios inespecificos com 250 uL de tampao de bloqueio
(PBST 0,1% - BSA 5%), incubado por 2h a 37°C. A placa foi entédo lavada trés
vezes, novamente, com PBST 0,01%. Os clones do fago E3, E5 e clone
irrelevante foram adicionados na concentragdo de 1x10° pfu/po¢o em PBST
0,01% com 5% de BSA. Apos incubacgéo, durante 1h a 37°C, a placa foi lavada
trés vezes com PBST 0,01%, e foram adicionados 100 pyL do anticorpo anti-M13
conjugado com peroxidase (GE Healthcare, New Jersey, USA) diluido 1:5.000
usando 5% de BSA em PBST 0,01%. Apds 1h a 37 °C a placa foi lavada seis
vezes com PBST 001% e 100 pL de substrato TMB (3,3,5,5'-
Tetramethilbenzidina) foram adicionados e incubados a temperatura ambiente
durante 5-15 min. Finalmente, a reacgéo foi interrompida utilizando 100 mL de 2M
de H,SO4 e foi lida a absorbancia das rea¢des a 450 nm utilizando um leitor de

microplacas Multiscan Plus versdo 2.03.

3.10 Avaliagdao da reatividade do clone selecionado utilizando muco

esofagico de pacientes

Para confirmar a especificidade do clone escolhido, realizou-se o ensaio de

phage-ELISA com muco esofagico de 94 pacientes pediatricos do setor de
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gastropediatra do HC/UFU que realizaram endoscopia digestiva alta (EDA). A
sensibilizacdo das placas foi feita com 0 muco desses pacientes, na quantidade
de 4 g de proteinal/pog¢o da fragdo soluvel do muco de cada um dos 94 pacientes
diluida em 0,1 M de tampao carbonato/bicarbonato (pH 9,6), em duplicata,
incubado durante 20 horas a 4°C. Como controles negativos foram utilizados um
poco sem fago, um pogo sem muco € um pogo com muco e um fago irrelevante.
Apbs trés lavagens com PBST 0,01% (PBS + 0,01% v/v de Tween 20), as
placas foram bloqueadas para sitios inespecificos com 250 uL de tampé&o de
bloqueio (PBST 0,01%-BSA 5%), incubado por 2h a 37°C. As placas foram ent&o
lavadas trés vezes, novamente, com PBS-T 0,1%. O fago E5 foi adicionado na
concentracdo de 1x10° pfu/poco em PBS-T 0,1% com 5% de BSA. Apods
incubagéo, durante 1h a 37°C, as placas foram lavadas trés vezes com PBST
0,01%, e foram adicionados 100 pyL do anticorpo anti-M13 conjugado com
peroxidase (Sigma-Aldrich) diluido 1:5.000 usando 5% de BSA em PBST 0,01%.
Apbs 1h a 37 °C as placas foram lavadas seis vezes com PBST 0,01%, e 100 pL
de substrato TMB foram adicionados e incubados a temperatura ambiente durante
5-15 min. Finalmente, a reagcdo foi interrompida utilizando 100 mL de 2M de
H,SO4 e foi lida a absorbancia das reagbes a 450 nm utilizando um leitor de

microplacas Multiscan Plus versdo 2.03.
3.11 Analise estatistica

Para analise da reativdade dos clones de fagos a ECP no phage-ELISA, de
maneira dependente da concetragao, foi utilizada uma analise ndo parmétrica de
Friedman do teste ANOVA. Para avaliar a reatividade no ensaio de phage-ELISA,
entre 0os grupos, utilizando o clone de fago E5 nas amostras de muco esofagico,
foi utilizada a analise ndo paramétrica do teste de Mann Whitney. Os paréametros
de sensibilidade e especificidade foram calculados com base na analise da curva
ROC. A correlacdo de Spearman foi usada para andlise entre o indice de
Reatividade (RI) e o Pico de contagem de eosinéfilos/CGA. Todas as analises
estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 7 (GraphPad
Software, Inc. San Diego, CA). Valores de p menores que 0,05 foram

considerados estatisticamente significativos.
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3.12 Preparacgao do peptideo sintético

Apds a validac&o do clone com maior reatividade e que diferenciou 0 muco
dos pacientes positivos dos negativos para EEo, o clone foi sintetizado
quimicamente afim de verificar se manteria sua reatividade com a PCE.

O peptideo foi produzido pela empresa BACHEM (Weil am Rhein,
Germany) e apds a purificagdo por cromatografia de afinidade em HPLC, o
peptideo apresentou 93,2% de pureza. Ao peptideo foi acrescentado um grupo
GGGS-NH; (amino-) e uma amidacdo C-Terminal. O peptideo sintético foi
entregue pela empresa liofilizado e a diluigao foi feita segundo as recomendacdes
do fabricante, dessa forma o peptideo E5 foi ressuspendido em HCl a 1% na

concentragé&o de 1 mg/mL, aliquotado para uso posterior e mantido a -20°C.

3.13 Acoplamento do peptideo sintético a microesferas magnéticas (-NHS)

Para verificar a reatividade do peptideo E5 sintético com a PCE, foram
utilizadas microesferas magnéticas com o grupo funcional -NHS (N-
hidroxissuccinimida). O acoplamento foi realizado segundo as recomendacdes do
fabricante das microesferas (Thermo scientific Pierce, USA).

Primeiramente, foram adicionados 300 puL de microesferas magnéticas em
um tubo de 1,5 mL, e entdo as microesferas foram imobilizadas na parede do tubo
com um suporte magnético e 0 sobrenadante foi descartado. Foi adicionado 1 mL
de tampéo de lavagem A (HCI 1mM) e agitado suavemente em voértex por 15
segundos para homogeneizar. Apds isso, as microesferas foram imobilizadas na
parede do tubo com um suporte magnético e descartado o sobrenadante.
Imediatamente, foram adicionados 300 UL de solugdo do peptideo E5 (5mg/mL)
diluido em tampao de acoplamento (NaP 10mM, pH 7,4) no tubo e agitou-se
durante 30 segundos. Apos isso, a solugéo foi incubada por 1-2h em temperatura
ambiente em um rotator. Durante os primeiros 30 min da incubagéo, o tubo foi
vortexado por 15 segundos a cada 5 min e para o tempo restante, o tubo foi
vortexado por 15 segundos a cada 15 min até a incubacdo completa. As
microesferas foram imobilizadas na parede do tubo com um suporte magnético e

0 sobrenadante foi coletado para testes posteriores. Apds isso, foi adicionado 1
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mL de tampao de lavagem B (glicina 0.1M, pH 2.0) e agitou-se no vértex durante
15 segundos. Novamente, as microesferas foram imobilizadas na parede do tubo
com um suporte magnético e o sobrenadante foi descartado. Foi repetida essa
etapa de lavagem por mais duas vezes e adicionado 1 mL de agua ultrapura as
microesferas e vortexado por 15 segundos. O tubo foi colocado mais uma vez no
suporte magnético para imobilizagdo das microesferas na parede do tubo e o
sobrenadante foi descartado. Foi adicionado 1 mL de tamp&o etanolamina 3M, pH
9,0 as microesferas e vortexado o tubo por 30 segundos. Incubou-se o tubo por
2h a temperatura ambiente em um rotator e apos isso as microesferas foram
imobilizadas pelo suporte magnético e o sobrenadante descartado. Adicionou-se
1 mL de agua ultra pura ao tubo, homogeneizou-se bem, e as microesferas foram
imobilizadas na parede do tubo com o suporte magnético e o sobrenadante foi
descartado. Adicionou-se 1 mL de tampao de armazenamento (NaP 10mM, pH
7,4 com azida de sddio 0,05%) ao tubo, homogeneizou-se, e as microesferas
foram imobilizadas na parede do tubo pelo suporte magnético e o sobrenadante
foi descartado. Essa lavagem foi repetida mais duas vezes e por ultimo adicionou-
se 300 uyL de tampao de armazenamento as microesferas, homogeneizou-se, e
armazenou a 4°C até estar pronto para uso. Ao final do processo o peptideo ES
foi acoplado a microesfera magnética como mostra o esquema da figura 5.

Figura 5. Esquema representativo do acoplamento do peptideo E5 em microesferas
magnéticas ativadas pelo grupo -NHS da Thermo Scientific Pierce. Em vermelho esta
representado a sequéncia dos 12 aminoacidos do peptideo e em preto os grupos GGGS-NH,
(amino-) e amidacado C-Terminal.
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3.14 Ensaio de reatividade com peptideo sintético

Para verificar a reatividade do peptideo sintético com a PCE foi utilizado o
peptideo acoplado a microesferas magnéticas em um ensaio de ELISA. Como
controle positivo foram utilizadas microesferas magnéticas acopladas com
proteina catibnica eosinofilica e como controle negativo foram utilizadas
microesferas magnéticas acopladas com um peptideo irrelevante.

Adicionou-se 40 pL (0,40 mg) de microesferas magnéticas acopladas com
0 peptideo no microtubo de 1,5 mL e com 0 suporte magnético as microesferas
foram imobilizadas na parede do tubo e o sobrenadante foi descartado. As
microesferas magnéticas foram lavadas duas vezes com 100 uL de TBST 0,05%
(TBS + 0,05% v/iv de Tween 20) e, apds isso, foram bloqueadas para sitios
inespecificos com o tampéao de bloqueio TBST 0,05% - BSA 1,5% (TBS + 0,05%
viv de Tween 20 e 1,5% v/v de BSA) por 1h a temperatura ambiente. Apds o
bloqueio ser descartado, foram adicionados 100 uL da solugdo de PCE nativa,
purificada de eosinéfilos humanos (Arotec diagnostics, New Zealand) (2 upg/mL)
em TBST 0,05% - BSA 1,5% e incubou-se por 2h a temperatura ambiente. Apos
trés lavagens com 100 pL de TBST 0,05%, foram incubados com o anticorpo anti-
PCE (Antibodies GmbH, Germany) diluido 1:1.000 em tampéo de bloqueio TBST
0,05% - BSA 1,5% por 1h a temperatura ambiente. As microesferas foram
lavadas trés vezes com o tampéao de lavagem TBST 0,05% e foram adicionados
100 pL do anticorpo secundario anti-IgG rabbit conjugado com AP (fosfatse
alcalina) diluido 1:5.000 em tampé&o de bloqueio TBST 0,05% - BSA 1,5% por 1h
a temperatura ambiente. Foram lavadas quatro vezes com 200 pyL de TBST
0,05% e adicionados 100 uL de PNPP 10mM em tampé&o de detecgéo ELISA pH
9,8 por 10-30 min. Finalmente, a reacao foi lida a 405 nm utilizando um leitor de

microplacas Multiscan Plus versdo 2.03.

3.15 Ensaio de Dot blot com peptideo sintético

Foram adicionados 4uL (0,04 mg) de microesferas magnéticas acopladas
com o peptideo E5 na membrana e esperou secar ao ar por 10 minutos. Como

controle positivo foram utilizadas 4 uL (0,04 mg) de microesferas magnéticas
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acopladas com PCE nativa, purificada de eosindfilos humanos (Arotec
diagnostics, New Zealand), e como controle negativo foram utilizadas 4 uL (0,04
mg) de microesferas magnéticas acopladas com um peptideo irrelevante.

A membrana foi bloqueada com tampé&o de bloqueio (BSA 0,5%, NaCl
0,15%, Tris/HCI 25mM pH 7,5, NaNs; 0,05% Tween 20 0,05%) por 1h a
temperatura ambiente. Adicionou-se PCE nativa, purificada de eosindfilos
humanos (Arotec diagnostics, New Zealand) na concentrac&o de 1 ug/mL, diluida
no tampéao de bloqueio e incubou-se por 2h a temperatura ambiente e overnight a
4°C. ApoOs isso, a membrana foi lavada trés vezes de 5 min cada com tampéo de
blogqueio e adicionou-se anti-PCE (Antibodies GmbH, Germany) na diluicdo
1:10.000 no tampéao de bloqueio por 1h a 37°C. A membrana foi lavada trés vezes
de 5 min cada com tampéao de bloqueio e foi adicionado IgG anti-coelho marcado
com AP diluido 1:20.000 em tampéo de bloqueio por 1h a 37°C. A membrana foi
lavada trés vezes de 5 min cada com tampé&o de bloqueio e foi adicionado o
tampéo de deteccéo (Tris/HCI 100mM pH 9,5, NaCl 100mM, Mg CI2+6 H20 5mM)
por 5 min. Finalmente foi adicionada a solu¢do de revelagdo colorimétrica (10 mL
de tampéo de deteccdo + 30 L de NBT +30 uL de BCIP) por 5-30 min no escuro
sem agitar até as marcagdes estarem visiveis, e a reacao foi parada pela lavagem

da membrana com ddH-,O.

3.16 Tratamento de mastécitos humanos LAD2 com proteinca catidnica

eosinofilica (via independente de IgE)

Para testar se o peptideo sintético teria acdo bloqueadora da PCE, foi
realizado um ensaio de degranulagdo de mastocitos LAD2 via independente de
IgE com a PCE, ou seja, as células LAD2 nao foram sensibilizadas previamente
com IgE. Os ensaios de degranulagdo utilizando as células LAD2 foram
conduzidos e realizados no Departamento de Biociéncias na Universidade de
Salzburg (Austria). O protocolo de mensuracéo de degranulagdo de mastécitos
foi feito pela quantificacdo da liberacdo de B-hexosaminidase segundo Kuehn e
colaboradores (2010) com modificagdes.

As células LAD2 foram cultivadas em meio Completo de StemPro-34 SFM

(Gibco-Life Technologies, Grand Island, NY) e suplementado com L-glutamina

36



2mM e SCF (100ng/mL), a 37°C, 7% de CO,. Foram adicionadas a cada pog¢o da
placa de cultura 2x10* células/mL de células LAD2, centrifugado 450 x g em
temperatura ambiente por 5 min e o meio foi descartado. As células foram
tratadas com 50 uL de proteina catidnica eosinofilica nativa (Arotec diagnostics,
New Zealand) diluida no tampado HEPES (HEPES 10mM, NaCl 137mM, KCI
2,7/mM, NaHPO4.7H,O 0,4mM, glicose 56mM, CaClb.2H, O 1,8 mM,
MgS04.7H20 1,3mM, BSA 0,04%) nas seguintes concentragbes (20 ug/mL, 10
pMg/mL, 5 pg/mL, 2,5 pg/mL, 1,25 ug/mL, 0,625 ug/mL, 0,3125 ug/mL) e incubou-
se por 24h a 37°C, 7% de CO,. Como controle negativo foram utilizadas células
LAD2 sem estimulo e como controle positivo da reacdo foi utilizado anti-FceRl
(1:1.000) para induzir a degranulagdo das células LAD2 através da ativacido do
receptor FceRI. A placa foi centrifugada a 450 x g em temperatura ambiente por 5
min, o sobrenadante (50 L) foi transferido para outra placa e foram adicionados
50 pL de solucdo de ensaio (5 mL de tampé&o citrato a 0,1M e 80 uL de 4-metil
lubeliferil-N-acetil-beta-D-glucosaminida) (Sigma-Aldrich). As amostras foram
incubadas por 30 min a 37°C e a reagéo foi parada pela adigdo de 100 uL de
NaCl 0,2M, NaOH 0,2M e glicina 0,2M, pH 2,2. A absorbancia de cada pog¢o foi

determinada num leitor de microplacas a 592 nm.

3.17 Ensaio de citoxicidade do peptideo em linhagem celular de mastécitos
humanos LAD2

As células LAD2 foram cultivadas em meio Completo de StemPro-34 SFM
(Gibco-Life Technologies, Grand Island, NY) e suplementado com L-glutamina
2mM e SCF (100 ng/mL), a 37°C, 7% de CO.. Foram adicionadas 2x10*
células/pogo de células LAD2 em triplicatas em placa de cultura de 96 pogos €
foram tratadas com o peptideo E5 nas concentracdes de 1, 10 e 100 uM por 24h.
Apds isso 10 puL de MTT ([3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de
tetrazolina]) (Calbiochem, Darmstadt, Germany) da solugdo (5mg/mL) foram
adicionados a cada pogo, e a cultura foi incubada por 1h a 37°C. Células mantidas
apenas com meio de cultura suplementado com L-glutamina 2mM e SCF (100
ng/mL) foram utilizadas como controle negativo. Apds a incubagcdo o

sobrenadante foi descartado e adicionados 50 uL/poco de dimetilsulféxido
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(DMSO) para solubilizagdo dos cristais de formazan, seguido de leitura de
absorbancia em espectrofotdmetro a um comprimento de onda de 592 nm. A
viabilidade celular (%) foi calculada pela leitura obtida pela leitora de microplaca
usando a seguinte férmula: % Viabilidade= [(Asgx-Células tratadas)/(Asg-Células

nao tratadas)] x 100.

3.18 Ensaio de degranulagdo de mastécitos humanos LAD2 sensibilizados e

nao sensibilizadas por IgE

Para testar se a degranulacdo de mastécitos via IgE é capaz de estimular a
degranulacdo de mastocitos que ndo foram sensibilizados por IgE, foi realizado o
ensaio de quantificacdo de p-hexosaminidase, visto que essas células respondem
a uma sinalizagdo autocrina. Primeiramente, as células da linhagem LAD2 foram
estimuladas a degranularem com soro de pacientes alérgicos ao pdlem de Bétula
(Betula verrucosa), uma arvore da familia Betulaceae, que tém como principal
alérgeno a proteina Bet v1, (BREITENEDER et al., 1989). Na europa, a alergia a
Betulacea é muito comum, e cerca de 50% dos pacientes com alergia respiratéria
s&o sensibilizados aos polens de Betulaceas (CIPRANDI et al., 2016).

O esquema desse ensaio esta mostrado na figura 6. As células Ag8 foram
incubadas com soros de pacientes alérgicos a Bétula (1:10), com finalidade de
depletar o sistema complemento, por 1h a 37 °C e 7% de CO,. As células Ag8
foram centrifugadas durante 5 min a 250 x g a temperatura ambiente. O
sobrenadante (50 pL) foi adicionado a cada pog¢o contendo 2 x 10* células/mL de
células LAD2 e mantidas em meio Completo de StemPro-34 SFM (Gibco-Life
Technologies, Grand Island, NY) e suplementado com L-glutamina 2mM e SCF
(100ng/mL), a 37°C, 7% de CO; overnight. As células foram lavadas trés vezes
com tampdo HEPES pH 7,4 (HEPES 10mM, NaCl 137mM, KCI 2,7mM,
NasHPO4.7H2O 0,4mM, glicose 56mM, CaCl..2HO 1,8 mM, MgS0O4.7H,0
1,3mM, BSA 0,04%) para retirar as IgE néo ligadas ao receptor FCeRI. Apds a
lavagem foi adicionada a solugdo de antigeno de Bet v1 diluida em tampéao
HEPES (1000 ng/mL) e a placa foi incubada por 1h a 37°C e 7% de CO,. A placa
foi centrifugada a 450 x g em temperatura ambiente por 5 min, e 50 UL de

degranulacdo IgE-dependente foi coletado para comparar com 0 restante do
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sobrenadante (50 yL) que foi coletado e utilizado para o tratamento de 2 x 10*
células/mL de células LAD2 em cada po¢o, n&o sensibilizadas com IgE, por 1h a
37°C e 7% de CO_ A placa foi centrifugada a 450 x g em temperatura ambiente
por 5 min, os sobrenadantes foram transferidos para outra placa e foram
adicionados 50 pL de solugcao de ensaio (5 mL de tampao citrato a 0,1M e 80 pL
de 4-metil lubeliferil-N-acetil-beta-D-glucosaminida) (Sigma-Aldrich). As amostras
foram incubadas por 30 min a 37°C e a reacéo foi interrompida pela adicdo de 100
pL de NaCl 0,2M, NaOH 0,2M e glicina 0,2M, pH 2,2. A absorbéancia de cada poco

foi determinada num leitor de microplacas a 592 nm.

Figura 6. Esquema representativo do experimento de degranulacdo de mastécitos humanos LAD2
dependente e independente de IgE.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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3.19 Tratamento da degranulagdo da linhagem celular de mastoécitos

humanos LAD2 com peptideo E5

Para testar se o peptideo E5 tem papel bioativo na diminuicdo da
degranulacdo de mastécitos ndo sensibilizados por IgE, foi realizado o ensaio de
quantificacdo de B-hexosamindade. Primeiramente, as células LAD2 foram
estimuladas a degranularem com soro de pacientes alérgicos ao pdlem de Bétula
(Betula verrucosa). Os soros de 10 pacientes alérgicos a Bétula foram diluidos em
meio com células Ag8 (1:10), com finalidade de depletar o sistema complemento,
por 1h a 37 °C e 7% de CO,. As células Ag8 foram centrifugadas durante 5 min a
250 x g a temperatura ambiente. O sobrenadante (50 pL) foi adicionado a cada
poco contendo 2 x 10* células/mL de células LAD2 e mantidas em meio Completo
de StemPro-34 SFM (Gibco-Life Technologies, Grand Island, NY) e suplementado
com L-glutamina 2mM e SCF (100ng/mL), a 37°C, 7% de CO2 overnight. As
células foram lavadas trés vezes com tampéo HEPES pH 7,4 (HEPES 10mM,
NaCl 137mM, KCI 2,7mM, NaHPO47H-0 0,4mM, glicose 56mM, CaCl,.2H,0
1,8 mM, MgS04.7H,O 1,3mM, BSA 0,04%) para retirar as IgE nao ligadas ao
receptor FceRIl. Apds a lavagem, foram adicionados 100 pL da solucdo de
antigeno de Bet v1 (100 ng/mL) diluida em tampdo HEPES e a placa foi
incubada por 1h a 37°C e 7% de COa.

A placa foi centrifugada a 450 x g em temperatura ambiente por 5 min, e 0
sobrenadante 100 pL foi coletado. Metade do sobrenadante (50 uL) foi tratado
com o0 peptideo E5 10uM por 1h, a temperatura ambiente. Apds isso 0s
sobrenadantes tratados e n&o tratados com peptideo E5 foram utilizados para o
tratamento de 2 x 10* células/mL de células LAD2 n&o sensibilizadas com IgE por
1h a 37°C e 7% de CO,. A placa foi centrifugada a 450 x g em temperatura
ambiente por 5 min, 0s sobrenadantes foram transferidos para outra placa e foram
adicionados 50 L de solucéo de ensaio (5 mL de tampéo citrato a 0,1M e 80 uL
de 4-metil lubeliferil-N-acetil-beta-D-glucosaminida) (Sigma-Aldrich). Apos incubar
por 30 min a 37°C e 7% de CO, a reacéo foi parada pela adicdo de 100 pL de
NaCl 0,2M, NaOH 0,2M e glicina 0,2M, pH 2,2. A absorbancia de cada pog¢o foi

determinada num leitor de microplacas a 592 nm.
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3.20 Espectrometria de massa: degranulagdo de mastocitos sensibilizados

por IgE x degranulagao de mastdécitos nao sensibilizados por IgE

Utilizando espectrometria de massa, as proteinas foram mensuradas e
comparadas entre amostras do poo/ de sobrenadantes da degranulacdo de
células LAD2 dependende e independente de IgE. Como controle negativo foi
utilizado apenas o tampdo HEPES em células LAD2 n&o sensibilizadas com IgE
(degranulacao basal).

Foram utilizados 100 uL da solucéo de antigeno de Bet v1 (1000 ng/mL)
diluida em tamp&o HEPES no tratamento de 8 pocos com 2 x 10* células/mL de
células LAD2 sensibilizadas por IgE de paciente alérgico a Bétula, por 1h a 37°C e
7% de CO2. A placa foi centrifugada a 450 x g em temperatura ambiente por 5
min, e foi feito um pool da coleta de 50 YL de cada pog¢o e o restante do volume
(50 YL) de cada poco foi utilizado para tratar 8 po¢os, em outra placa, com 2x10*
células/mL de células LAD2 n&o sensibilizadas por IgE por 1h a 37°C e 7% de
COa. A placa foi centrifugada a 450 x g em temperatura ambiente por 5 min e foi
feito um poo/ da coleta de 50 uL de cada pogo para comparar o perfil protedmico
de cada tipo de degranulacdo. Como controle negativo, foi feito o poo/ da coleta
de 50 pL de 8 pogos com 2 x 10 células/mL de células LAD2 em tampao HEPES
nao sensibilizadas por IgE por 1h a 37°C e 7% de CO».

A etapa de extragdo comecou com digestdo de 100 uL/amostra usando o
Kit de Digestado de Trypsin All-in-One ProteoExtract® (EMD Millipore, Billerica,
MA, EUA). Aproximadamente 100 uL de sobrenadante foram adicionados a 100
ML de tampéo de extragdo e 100 pL de esferas de vidro, agitadas por 1h a 4 °C.
As amostras foram reduzidas, alquiladas e digeridas em condi¢Ges padr&o por 3h.
Os peptideos digeridos foram dessalinizados utilizando a C18 ZipTip (EMD
Millipore) e separados por nano-HPLC de fase reversa (Dionex Ultimate 3000,
Thermo Fisher Scientific, Bremen, Alemanha, coluna: PepSwift Monolithic Nano
Column, 100 25m, Dionex). Foi eluido da coluna com um gradiente de acetonitrilo
(Solvente A: 0,1% (v/v) FA/0,01% (viv) de TFA/5% (v / v) de DMSO; solvente B:
0,1% (v / v) de FA/0,01% (v/v) de TFA / 90% (v/v) de ACN/5% (v/v) de DMSO; 5-
45% de B em 60 min) a uma taxa de fluxo de 0,8/min a 55°C. Os peptideos foram

analisados com um espectrometro de massa Q Exactive Orbitrap (Thermo Fisher
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Scientific, Bremen, Alemanha), acoplado diretamente ao HPLC. A voltagem de
capilaridade do nano eletrospray foi de 2 kV, e esse instrumento foi sintonizado
para sensibilidade maxima. Aliquotas dos sobrenadantes foram digeridas 2 vezes.
Consequentemente, foram realizados 2 experimentos independentes de MS por
pool de sobrenadantes. Os dados destes 2 experimentos MS foram combinados e
analisados. Para a quantificacdo utilizou-se o PEAKS Studio (quantificacéo
manual e validagdo de dados apds pesquisa na base de dados). A identificacédo
das proteinas foi realizada no banco de dados Human UniProt Complete
Proteome e as anotagdes de proteinas foram analisadas com a visualizagéo de

dados pelo Software Tool for Researching Annotations of Proteins (STRAP).

3.21 Analise de dados in Silico

O peptideo E5 foi alinhado com proteinas depositadas no NCBI/BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool), que consta de um conjunto de programas
que buscam similaridades entre diferentes sequéncias. O alinhamento das
sequéncias investigadas foi realizado com o banco de dados de proteinas
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast). Dentro do BLAST a busca foi realizada no
Protein blast utilizando como database o swissprot protein sequence (swissprof),
algoritmo - blastp (protein BLAST) e a pesquisa foi restrita ao Homo sapiens
(taxid: 9606). Para obter informa¢des detalhadas sobre as proteinas que
alinharam com o peptideo ES5 foi utilizado o banco de dados UniProtKB SwissProt

(http://iwww.uniprot.org/).
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4 RESULTADOS

4.1 Analise de espectrometria de massa

Todas as proteinas identificadas apresentaram compatibilidade com o
banco de dados Human Uniprot ap6s a analise dos espectros. Foram encontradas
17 proteinas com expressao diferencial estatisticamente significativa, com alta ou
média usabilidade para diferenciar os 3 grupos analisados (Figura 7). Destas 17
proteinas, 5 apresentaram alta usabilidade, com alta expressdo nos pacientes do
grupo EEo, 1 apresentou alta expressdo na maioria dos pacientes do grupo
controle e DRGE, 4 apresentaram média usabilidade, detectando expressio na
maioria dos pacientes do grupo EEo e 7 apresentaram média usabilidade, com
possivel utilidade para distinguir entre pacientes dos grupos EEo e DRGE.

Em relacdo as proteinas com alta usabilidade, com alta expressdo no
grupo dos pacientes EEo, destaca-se a proteina catiénica eosinofilica (PCE), uma
proteina com acao de citotoxina e helmintotoxina com atividade de ribonuclease
de baixa eficiéncia, que se apresentou mais de 100 vezes expressa em relacéo
ao grupo controle. Os dados de trés métodos, MaxQuant/Perseus, PEAKS Studio
e PEAKS Studio foram combinados e visualizados como graficos de barras
(média + SEM) (Figura 8A) e para comparar os grupos, calculou-se a média de
todas as amostras de Controle, EEo e DRGE (Figura 8B). PCE nativa com as
suas sequéncias peptidicas identificadas pela espectrometria de massa (Figura
8C).

Figura 7. Proteinas com expressao diferencial entre os grupos Controle, EEo ¢ DRGE. A PCE
esta indicada pela seta em vermelho.
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Figura 8. Andlise de espectrometria de massa da PCE. (A) Os dados dos trés métodos de
quantificacdo da proteina catiénica eosinofilica (PCE) foram combinados e visualizados como
gréaficos de barras (média+SEM), (B) Para comparar os grupos, a media das amostras de todos os
controles, EEo e GERD foram calculadas (média+SEM), (C) PCE nativa identificada e analisada
por espectrometria de massa. As regides cobertas por peptideos identificados sdo mostradas em
cinza, cada barra azul indica uma sequéncia peptidica identificada e a modificacdo pés-
translacional (MPT) carbamidometilacdo esta mostrada na caixa vermelha.
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4.2 Selegao de fagos ligantes a PCE

Com a utilizacdo da técnica de Phage display, trés ciclos de selecdo foram
realizados para selecionar fagos ligantes a PCE. O enriquecimento de fago da
selecao foi monitorado mensurando os titulos de saida ap6s cada ciclo da selegao
com relagao ao titulo de saida do primeiro ciclo. O titulo de saida de fagos apés a
selecao aumentou do primeiro ciclo (4x10* pfu) ao terceiro ciclo (6.9 x 10° pfu)
(Figura 9A) e no fim de trés ciclos da selegao, o titulo do fago aumentou 172,5
vezes mais do que o primeiro ciclo da selecéo (Figura 9B). O enriquecimento do
titulo de fagos sugere que a selecao de fagos que se ligam seletivamente a PCE
foi alcangada com sucesso.

Um total de 96 clones de fagos foi escolhido aleatoriamente apés o
plagueamento do terceiro ciclo. Dos 96 clones selecionados, 20 clones foram
mais reativos contra a PCE no phage-Elisa pré-sequenciamento (cut-off
absorbancia = 0,692) (Tabela 2). Assim, o DNA desses clones de fagos foi

submetido a reacéo pela cadeia da polimerase e sequenciamento para identificar
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a sequéncia dos peptideos expressos em cada clone de fago. Das 20 amostras
de DNA sequenciadas, foram identificadas 13 sequéncias validas de clones no
sequenciamento (sem erros de sequenciamento), e entdo as sequéncias de
aminoacidos e a frequéncia dessas sequéncias foram analisadas (Tabela 3). A
figura 10 demonstra a reatividade dos clones purificados contra a PCE, utilizando
1x10'° pfu/poco. Nessa concentracdo de fagos a reatividade foi muito semelhante
para 6 clones, que apresentaram os maiores valores de absorvancia e a maior

diferenca em comparacdo com o clone irrelevante (p < 0,05).

Figura 9. Selec3do e enriquecimento da biblioteca de peptideos. (A) A titulagdo dos fagos ao longo
dos ciclos da selecdo, (B) Trés ciclos de selegdo com a PCE foram realizados, e a quantidade do
fago (pfu) apds cada ciclo foi mensurado. Os numeros acima das barrasmostram a quantidade de
vezes de enriquecimento da titulagado do fago com relagdo ao primeiro ciclo.
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Tabela 2. Phage-ELISA pré-sequenciamento dos clones selecionados contra a PCE
recombinante.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0,182 0,272 0,933 0,238 0,215 0,793 0,625 1,141 0,408 0,668 0,691 0,653
B 0,162 0,079 0,106 0,093 0478 0,814 0611 0,579 0,432 0,630 0,453 0,580
Cc 0,166 0,087 0,100 0,147 0,204 0,779 0,352 0,626 0,899 0,569 0,843 0,580
D 0331 0,119 0,120 0,129 0,503 1,040 0,463 0,343 1,142 0,671 0,665 1,014
E
F
G
H

0,139 0,132 0,141 0,087 0,178 0,647 0,919 1,050 0,343 0,598 0,618 0,628

0,176 0,579 0,136 0,265 0,733 0,602 0,626 0,858 0,519 0,496 0,648 0,654

0,263 0,125 0,154 0,264 0,563 0,615 0,829 0,429 0,465 0,883 0,580 0,635

0,312 0,179 0,799 0,254 0,754 0,962 0,585 0,584 0,932 0,518 0,658 0,657
*20 fagos escolhidos para o sequénciamento (vermelho).
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Tabela 3. Sequéncias de aminoacidos e frequéncias dos peptideos selecionados.

Clone Sequéncia de aminoacidos Frequéncia
El EMLYEPFSNLRR 1/13
E2 HPDGPEYNAYLY 1/13
E3 AASNAIFSVMDS 1/13
E4 AGFTFNVNAYDF 1/13
ES5 YPLHNWWSPYHF 1/13
E6 YSASSYNTAWWS 1/13
E7 VHWDFRQWWQPS 2/13
E8 SSSAYRINAESM 1/13
E9 VVAGSPHILWLT 1/13
E10 GSWGPFYDRMSK 1/13
Ell SSYRPSDIGLLL 1/13
E12 DGGPWVLSLNSA 1/13

Figura 10. Reatividade obtida através da interacdo dos clones de fagos sequenciados e clone
irrelevante com a proteina catiénica eosinofilica.* p < 0,05.
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4.3 Validagao de clones de fagos por phage-ELISA

Dos 12 clones com sequéncias distintas, foram escolhidos 2 clones (E3 e
E5) dentre os clones que apresentaram os maiores valores de absorbancia para
testar a atividade de ligacdo a PCE de um modo dependente da concentracdo da
PCE, utilizando 1x10° pfu/poco. O clone E5 apresentou maior ligacdo & PCE do
que o clone E3, enquanto o clone irrelevante apresentou pouca ligagédo a PCE.
Estes resultados indicam a atividade de ligacéo seletiva e especifica desses
clones de fagos a PCE. O clone E3 foi capaz de se ligar a PCE de maneira

dependente da concentracdo, mas a curva de ligagéo obtida pelo fago E5 foi
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melhor e mais reativa nas concentragdes de PCE (0-1000 ng/ml) comparado com
as curvas do clones E3 e irrelevante (Figura. 11A). A Estrutura 3D da ligag&do do
peptideo E5 a proteina cati6nica eosinofilica recombinante (PDB: 1QMT) foi
obtida pela ferramenta Patchdock e visualizada no software PyMOL (Figura. 11B).

Figura 11. Detecgdo de PCE por ensaio phage-ELISA e estrutura 3D da ligagdo do peptideo E5
com a PCE. (A) Concentragdes crescentes de PCE foram pré-sensibilizadas em placas de ELISA
e incubadas com os fagos selecionados E3, E5 e clone Irrelevante e depois incubadas com o
anticorpo anti-M13. O anticorpo foi detectado por anti-lgG conjugada com HRP e o substrato da
enzima. A densidade éptica (DO) foi medida no comprimento de onda de 450 nm. Os dados
representam a média da DO + desvio padrdo dos ensaios realizados em duplicatas.(B) Estrutura
3D da ligacdo do peptideo E5 a proteina catidnica eosinofilica recombinante (PDB: 1QMT) obtida
pela ferramenta Patchdock e visualizada no software PyMOL.
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4.4 Phage-ELISA: muco de pacientes

Apds a curva de linearidade obtida utilizando o fago ES5, ele foi escolhido
para ser usado em muco esofagico de 94 pacientes pediatricos no ensaio de
phage-ELISA.
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Para determinar o limiar do indice de Reatividade (IR), cut-off = 0,2293
(absorbéancia) em ELISA, a curva ROC (Receiver Operating Characteristic) foi
construida e o indice de Reatividade (IR) de cada amostra foi calculado usando a
equacao IR = absorbancia da amostra/cut-off. Amostras de muco com IR = 1,00
foram consideradas reativas (positivas) (Fig. 12A). Ap6s a analise da curva ROC,
obtivemos nesse diagnéstico uma area sob curva (AUC) de 0,84, sensibilidade de
84,62%, especifidade de 82,72%, LR + 4,896 e p < 0,0001 (Fig. 12B).

Figura 12. Phage-ELISA em muco de pacientes pediatricos. (A) Para os 94 pacientes
classificados em 5 grupos: C (Controle), CE (Controle com eosinéfilo), G (Doenca do refluxo
gastroesofagico), GE (Doenca do refluxo gastroesofagico com eosindfilo) e E (Esofagite
eosinofilica) foi realizado um ensaio ELISA-fago e mostrado pelo indice de reatividade (IR). O cut-
off de diagnéstico por Elisa-fago = 0,2993 a IR = 1 (linha tracejada) foi derivada de estudos
posteriores em escala maior pela analise da curva ROC (Receiver Operating Characteristic), (B)
Curva ROC baseada no cut-off 0,2293, com uma area sob a curva (AUC) de 0,84, Se 84,62%, Es
82,72%; LR + 4,896 e p <0,0001.
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Houve correlacdo positiva para os 94 pacientes entre o indice de
Reatividade (IR) e o Pico da contagem de eosinéfilos/CGA (Fig. 13A, r= 0,2923, p
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<0,0043). No entando, quando analisadmos apenas os 13 pacientes EEo a
correlacdo positiva é ainda maior entre o indice de Reatividade (RI) e o Pico de
contagem de eosinofilos/CGA (Fig. 13B, r = 0,6823, p <0,0123).

Figura 13. Correlagdo linear entre o indice de Reatividade (IR) x Pico de contagem de
eosino6filos/ICGA. (A) Para os 94 pacientes foi realizada uma correlacéo linear entre o indice de
Reatividade (IR) e o Pico de contagem de eosin6filos/CGA. Circulos azuis (C, CE, G e GE) e
circulos vermelhos (E) com Spearman r = 0,2923 e valor p < 0,0043, (B) Para os 13 pacientes
(EEo) foi realizada uma correlagao linear entre o indice de Reatividade (IR) e o Pico de contagem
de eosinofilos/CGA, com o valor de Spearman r = 0,6823 e p< 0,0123.
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Pacientes com IR=1 tiveram associacdo significativa com disturbios
atopicos, ja que 64% dos 25 pacientes com IR=1 apresentaram alguma alergia.
Dentre os disturbios atopicos analisados, a rinite alérgica foi encontrada em 40%
dos pacientes IR=1, em seguida a alergia alimentar (28%), dermatite atopica
(16%) e asma (12%). Os disturbios atépicos em pacientes com IR=1 de cada
grupo estdo mostrados na Tabela 4.

Foram observadas caracteristicas importantes identificadas em EEo e que
estdo presentes em pacientes ndo-EEo com IR =2 1 e em pacientes EEo com IR <
1, levando em consideracdo as desordens atdpicas, aspectos histoldgicos e
aspectos endoscépicos para o melhor entendimento desses pacientes outliers no

diagnéstico por phage-Elisa (Tabela 5).
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Tabela 4. Disturbios atdpicos em pacientes com IR = 1.

IR21 (n°) Disturbios atépicos, n° (%) Asma, n° (%) Rinite, n°(%) Dermatite atopica, n° (%) Alergia alimentar, n° (%)
EEo 11 9 (81,8) 3(27,2) 6 (54,5) 2(18,1) 5(45,4)
DRGE 1 — — — — —
DRGE com Eo 2 2 (100) — 2 (100) — —
Controle 8 3 (37,5) — 1(12,5) 1(12,5) 2 (25)
Controle com Eo 3 2 (66,6) — 1(33,3) 1(33,3) —
Total 25 16 (64) 3(12) 10 (40) 4 (16) 7 (28)
IR, Indice de reatividade no ELISA; EEo, Esofagite eosinofilica; DRGE, Doencga do refluxo gastroesofagico; Eo, eosindfilo.
Tabela 5. Caracteristicas sugestivas de EEo presentes em pacientes ndo-EEo com IR = 1 e em pacientes EEo com Rl < 1.
Paciente IR Elisa Pico Sexo Disfagia/ Impactagéo Desordens Aspectos Aspectos
(Grupo, n° (eos/CGA) alimentar atépicas histolégicos endoscoépicos

Cc 07 1,241 0 F Sim DA, AA, RA EID NL

C13 1,184 0 M N&o — NL NL

C15 1,206 0 M Néo PA EID NL

c17 1,324 0 M Sim AA EID NL

Cc23 1,976 0 F Nao — EID NL

C 33 1,550 0 M N&o — EID NL

C 52 1,123 0 M Nao — EID NL

C 59 2,231 0 M Néo — HMB, EID NL

CE 35 1,958 1 F Sim — EID NL

CE 40 1,182 2 F Sim RA EID NL

CE6S8 1,249 2 M Sim DA EID Edema

G 25 1,258 0 M Sim — EID Exsudato, Edema

GE 06 1,365 7 F Nao RA, PA degranulacédo de Eo Estrias longitudinais, exsudato

GE 84 1,738 11 M Sim RA HMB, EID e degranulagdo de Eo Estenose

E 19 0,816 25 M Sim RA EID Estrias longitudinais, edema

E 79 0,406 50 F Nao DA, AA EID NL

C, Controle sem eosindfilos, CE, Controle com < 15 eosinéfilos/CGA; G, Doenga do refluxo gastroesofagico sem eosinéfilos; GE, Doenga do refluxo gastroesofagico
com < 15 eosindfilos/CGA; E, Esofagite eosinofilica; DA, Dermatite atopica; AA; Alergia alimentar; RA, Rinite alérgica; PA, Pais atopicos; EID, Espagos intercelulares
dilatados; HMB, Hiperplasia da membrana basal; Eo, eosinéfilo; NL, normal; M, masculino; F, feminino.
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4.5 ELISA e Dot blot com peptideo sintético

Ensaios de ELISA e Dot blot com o peptideo sintético E5 acoplado em
microesferas magnéticas foram realizados para avaliar a reatividade do peptideo
sintético contra a proteina catiénica eosinofilica. Com estes testes foi possivel
identificar a sensibilidade da selecao e da producao do peptideo E5, visto que o
mesmo se ligou positivamente a PCE (Figura 14). Apds analise estatistica do
teste de ELISA, o peptideo E5 demonstrou diferenca significativa (p < 0,05)
quando comparado com peptideo irrelevante acoplado as microesferas
magnéticas (Figura 14A).

Figura 14. ELISA e dot blot com peptideo E5. (A) ELISA com peptideo E5 acoplado a
microesferas magnéticas (beads), como controle positivo foi utilizado a PCE acoplada as
microesferas magnéticas e peptideo irrelevante acoplado a microesferas magnéticas como

controle negativo, *p < 0,05. (B) Dot blot com 4uL na membrana de cada grupo de microesferas
magnéticas acopladas (beads), nas mesmas condi¢des do Elisa.
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4.6 Tratamento de mastécitos humanos LAD2 com proteina catidnica

eosinofilica (via independente de IgE)

Ensaio de liberacao da enzima lisossomal B-hexosaminidase foi realizado
para verificar se a PCE poderia estimular as células LAD2 a degranularem
independentemente de IgE. Neste experimento, em 24h de estimulo de PCE em
diferentes concentragdes (20; 10; 5; 2,5; 1,25; 0,625 e 0,3125 pg/mL), nao
resultou na degranulacao das células LAD2 em relagdo ao controle negativo

(células LAD2 né&o estimuladas) e do controle positivo (anti-FceRI) (Figura 15).
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Figura 15. Tratamento de células LAD2 com Proteina Catiénica Eosinofilica (PCE). Foram
utilizadas diferentes concentragdes da PCE (20; 10; 5; 2,5; 1,25; 0,625 e 0,3125 pg/mL). Como
controle negativo foram utilizadas células LAD2 sem estimulo e como controle positivo foi utilizado
anti-FceRI (1:1.000) para induzir a degranulacdo das células LAD2 através da ativacdo do receptor
FceRIl. Ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos com PCE e a porcentagem de
liberagcdo da B-hexosaminidase basal foi de 7-8% nas células nédo estimuladas. Apenas houve
diferenca estatistica entre o controle e o estimulo de anti-FceRI (n=3, média, D.P, * p< 0,05, Teste
T).
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4.7 Ensaio de citoxicidade

Ensaio de citotoxicidade realizado em células LAD2 mostrou que o
peptideo E5 testado nas concentragdes de 1 uM, 10 uM e 100 uM nao teve efeito
na viabilidade das células e nao apresentaram diferenca estatistica em

comparagao com o controle (LAD2 sem tratamento) (Figura 16).

Figura 16. Ensaio de citotoxicidade com peptideo E5 em células LAD2. O peptideo E5 néo
mostrou diferenca estatistica quando comparado com o controle, indicando que as concentragdes
testadas ndo tém efeito citotdxico nas células usadas.
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4.8 Ensaio de degranulacdo de mastocitos humanos LAD2 sensibilizados e

nao sensibilizadas por IgE

Ensaio de liberagdo da B-hexosaminidase foi realizado a partir da
degranulacao de células LAD2 estimuladas por IgE-Bet v1 em comparagcao com a
degranulacdo de celulas LAD2 independente de IgE. Neste experimento, foi
possivel verificar que a degranulagcao independente de IgE consegiu estimular as
células a degranularem, ocorrendo aumento de 25% em comparagdao com a

degranulacdo dependente de IgE (Figura 17).

Figura 17. Degranulagao de células LAD2. O soro de paciente alérgico a Bet v 1 foi utilizado
para a degranulacdo dependente de IgE especifico, e na degranulacdo independente de IgE foi
utilizado as proteinas degranuladas por LAD 2. Ocorreu aumento de 25% na liberagdo de B-
hexosaminidase na degranulacdo independente de IgE em comparacdo com a degranulagéo

dependente de IgE. A porcentagem de liberacdo da B-hexosaminidase basal foi de 5-7% nas
células nao estimuladas (n=3, média, D.P, p<0,05, Teste T).
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4.9 Tratamento da degranulacio de mastécitos humanos LAD2 com

peptideo E5

Ensaio de liberagdo da p-hexosaminidase foi realizado a partir da
degranulacao de células LAD2 estimuladas por IgE-Bet v1 em comparagao com a
degranulacdo de ceélulas LAD2 independente de IgE sem tratamento e com
tratamento com o peptideo E5 10uM . Neste experimento, foi possivel verificar
que o peptideo E5 conseguiu diminuir a degranulagao independente de IgE em
comparagao com a degranulagao independente de IgE utilizando o soro de 10

pacientes alérgicos a Bétula (Figura 18).
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Figura 18. Tratamento da degranulagdo de mastécitos humanos LAD2 com peptideo ES.
Foram usados soros de pacientes alérgicos para a degranulacdo dependente de IgE especifico a
Bet v1, degranulagdo independente de IgE e degranulag&o independente de IgE + Peptideo E5
10uM. (n=10, p< 0,05 One way ANOVA, teste de comparacao multipla de Tukey).
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4.10 Analise de espectrometria de massa

Todas as proteinas identificadas apresentaram compatibilidade com o
banco de dados “Human Uniprot” apés a analise dos espectros. Foram
encontradas 159 proteinas com intensidade de sinal > 1x 10* distribuidas nos trés
tipos de condi¢cdes de tratamentos das células LAD2 (lgE-dependente, IgE-
independente e degranulagao basal como controle) (Figura 19). Pode-se perceber
que ha 11 proteinas em comum entre todas as condi¢bes de degranulacéo, 50
proteinas em comum entre as degranulagbes IgE-dependente e IgE-
independente, e na condicdo de IgE-independente teve um enriquecimento de 79
proteinas exclusivas que ndo foram encontradas nas outras condi¢cdes. Foi
realizada a categorizacao funcional das proteinas identificadas, com base no
bancos de dados EBI (European Bioinformatics Institute), Gene Ontology (GO),
UniprotKB pelo Software Tool for Researching Annotations of Proteins (STRAP).
Em relacédo ao atributo “Processos biolégicos” houve um enriquecimento de
proteinas na degranulacao IgE-independente, que podem participar em processos
celulares, em processos de regulacdo, localizagdo, e em processos do sistema
imune (Figura 20A). No atributo “Componente Celular” houve um enriquecimento
de proteinas localizadas no citoplasma,organelas intracelulares, meio extracelular,

membrana plasmatica, citoesqueleto, nucleo, ribossomo, cromossomo e
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endosomo (Figura 20B). Ja no atributo de “Func¢do Molecular” houve um
enriguecimento de proteinas com funcdes de atividade estrutural, atividade
catalitica e de ligacao (Figura 20C). No presente estudo também foram utilizados
mapas de calor (heatmaps) para visualizacdo da variacdo de expressao de
proteinas nas condicdes analisadas. As cores do mapa de calor correspondem
aos niveis de expressdo normalizados das proteinas em uma escala de cores.
Proteinas mais abundantes s&o indicadas no gradiente de cor em tons vermelho e
proteinas menos abundantes em uma dada condi¢ao sdo indicadas no gradiente
em tons de cor verde (Figura 21). A maioria das proteinas da intersecgcao entre as
trés condicbes aumentou seu sinal de intensidade na degranulacéo IgE-
independente (Figura 21A) e também ocorreu aumento do sinal de intensidade da
maioria das 50 proteinas da intersecgcéo entre as degranulagbes IgE-dependente
e IgE-independente, indicando que houve degranulagdo dessas proteinas pelo
estimulo IgE-independente (Figura 21B). As 79 proteinas exclusivamente

encontradas na degranulacao IgE-independente estdo mostradas na Tabela 6.

Figura 19. Diagrama de Venn de proteinas identificadas e suas intersec¢des entre as
diferentes condi¢cdes de degranulacao de células LAD2 (IgE-dependente, IgE-independente
e degranulagao basal). Foram identificadas 159 proteinas com intensidade de sinal > 1x 10*. Ha
11 proteinas em comum entre todas as condigbes e 79 proteinas exlusivas encontradas na
degranulagao IgE-independente.
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Figura 20. Categorizagdo funcional

das proteinas

identificadas em cada tipo de

degranulag¢do. Foram analisadas as anotacdes para (A) Processo Celular, (B) Componente
Celular e (C) Funcao Molecular de todas as 159 proteinas identificadas na espectrometria de

massa.
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Figura 21. Analise do perfil proteémico entre as condicées de degranulagées. (A)
Comparacéo entre a intensidade de sinal das 11 proteinas da intesec¢éo entre as 3 condigdes de
degranlacéo (Controle, IgE-dependente e IgE-independente). (B) Comparacgéo entre a intensidade
de sinal das 50 proteinas da interseccédo entre degranulacéo IgE-dependente e IgE-independente.
A expresséo das proteinas pode ser observada de acordo com a cor apresentada (verde: menor
expressao; vermelho: maior expressao).
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Tabela 6. Proteinas identificadas somente na degranulacéo IgE-independente.

Acesso

Descrigdo

Intensidade do Sinal

060760|HPGDS_HUMAN
trfASROT7|A3ROT7_HUMAN
tr|B4DTTO|BADTTO_HUMAN
P16401|H15_HUMAN
P63104|1433Z_HUMAN

trlAOA0S2Z3G9|A0A0S2Z3G9_HUMAN

tr|B3KTA3|B3KTA3_HUMAN
tr|K7EM49|K7EM49_HUMAN
tr|[H7COX8|H7COX8_HUMAN

trlAOA0S2Z377|A0A0S22377_HUMAN
trlAOAO87WTS8|AOA087WTS8_HUMAN

trD3DTE6S|D3DTES_HUMAN
trQ53G71|Q53G71_HUMAN
P62258|1433E_HUMAN
tr|B4DL49|B4DL49_HUMAN
tr|B4DLL8|B4DLLS_HUMAN
tr|B7Z4B2|B7Z4B2_HUMAN
tr|K7EN27|K7EN27_HUMAN
tr|BAEOK9|B4EOK9_HUMAN
tr|BAE1G2|B4E1G2_HUMAN
tr|Q59GX5|Q59GX5_HUMAN
trA2A2D0jA2A2D0_HUMAN
P01859|IGHG2_HUMAN
tr|F5HOC8|F5H0C8_HUMAN
tr|COJRL4|CO9JRLA_HUMAN
tr|Q6IPH7|Q6IPH7_HUMAN
tr|VOHWCB|VOHWCE_HUMAN
tr|C9J4NB|CIJANS_HUMAN

Hematopoietic prostaglandin D synthase

Liver histone H1e

N-acetylglucosamine-6-sulfatase

Histone H1.5

14-3-3 protein zeta/delta

Actinin alpha 4 isoform 1 (Fragment)

Fascin

6-phosphogluconate dehydrogenase decarboxylating (Fragment)
Macrophage-capping protein (Fragment)

Annexin (Fragment)

Heat shock 70 kDa protein 4

SH3 domain-binding glutamic acid-rich-like protein

Calreticulin variant (Fragment)

14-3-3 protein epsilon

cDNA FLJ58073 moderately similar to Cathepsin B (EC 3.4.22.1)
cDNA FLJ59335 highly similar to Transmembrane glycoprotein NMB
Aminopeptidase

Protein/nucleic acid deglycase DJ-1 (Fragment)
Alpha-mannosidase

Serine hydroxymethyltransferase

L-plastin variant (Fragment)

Stathmin (Fragment)

Immunoglobulin heavy constant gamma 2

Gamma-enolase

Malate dehydrogenase cytoplasmic (Fragment)

RPL14 protein

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase

Isocitrate dehydrogenase [NADP] cytoplasmic (Fragment)

3,08E+06
1,72E+06
1,10E+06
9,98E+05
9,68E+05
9,04E+05
6,76E+05
6,41E+05
6,38E+05
5,84E+05
5,39E+05
5,33E+05
4,98E+05
4,85E+05
4,64E+05
4,26E+05
4,18E+05
4,12E+05
3,80E+05
3,58E+05
3,51E+05
3,35E+05
3,34E+05
3,12E+05
3,03E+05
3,00E+05
2,89E+05
2,78E+05
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Continuagéo da Tabela 6.

tr|B4DS71|B4DS71_HUMAN
trQ1RMG2|Q1RMG2_HUMAN
tr|J3KRE2|J3KRE2_HUMAN
P00390|GSHR_HUMAN
P58546|MTPN_HUMAN
tr|B4DWO0S|B4DWO08_HUMAN
tr| E9PMA9|E9PMA9_HUMAN
tr|USKQT1|USKQT1_HUMAN
tr|VOHWH6|VOHWHE_HUMAN
tr|Q3KPI8|Q3KPI8_HUMAN
tr|G3V2V8|G3V2V8_HUMAN
tr|Q6B823|Q6B823_HUMAN
tr|QBLETO|QBLETO_HUMAN
tr[RAGNO8|RAGNO8_HUMAN
tr|F2Z2Q9|F2Z2Q9_HUMAN
trAOA024R1Y2|AOA024R1Y2_HUMAN
P61956|SUMO2_HUMAN
tr|[E9PJD9|E9PJD9_HUMAN
trQ5T3N1|Q5T3N1_HUMAN
tr|B7Z1V7|B7Z1V7_HUMAN
tr|B3KUZ8|B3KUZ8_HUMAN
P62857|RS28_HUMAN
tr|Q86222|Q86222_HUMAN

tr[ E9PQB3|E9PQ6E3_HUMAN
Q14019|COTL1_HUMAN

cDNA FLJ57081 moderately similar to WD repeat protein 1
Adenosylhomocysteinase

Rho GDP-dissociation inhibitor 1

Glutathione reductase mitochondrial

Myotrophin

cDNA FLJ50886 highly similar to Aconitate hydratase mitochondrial
Ribonuclease inhibitor

S-formylglutathione hydrolase (Fragment)

Purine nucleoside phosphorylase

ANP32A protein

Epididymal secretory protein E1 (Fragment)

Histone H4 (Fragment)

Tetraspanin (Fragment)

Actin-related protein 2/3 complex subunit 4 (Fragment)

Low molecular weight phosphotyrosine protein phosphatase
ATP-citrate synthase

Small ubiquitin-related modifier 2

60S ribosomal protein L27a

Annexin (Fragment)

cDNA FLJ51811 highly similar to Stress-70 protein mitochondrial
Aspartate aminotransferase

408 ribosomal protein S28

Epididymis secretory protein Li 297

Carbonyl reductase [NADPH] 1

Coactosin-like protein

2,72E+05
2,63E+05
2,38E+05
2,22E+05
2,08E+05
1,91E+05
1,75E+05
1,74E+05
1,73E+05
1,70E+05
1,61E+05
1,53E+05
1,43E+05
1,39E+05
1,28E+05
1,24E+05
1,22E+05
1,21E+05
1,21E+05
1,20E+05
1,18E+05
1,17E+05
1,16E+05
1,13E+05
1,11E+05
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Continuacéo da Tabela 6.

tr|[E9PG15|E9PG15_HUMAN
P15018|LIF_HUMAN
tr|Q8TB95|Q8TBY5_HUMAN
015511]ARPC5_HUMAN
tr/Q13584|Q13584_HUMAN
tr ASMUD9|ASMUD9_HUMAN
Q07021|C1QBP_HUMAN
trHOYABO|HOYABO_HUMAN
trHOYAG8|HOYAGS_HUMAN
trHOY875|H0Y875_HUMAN
tr|Q7L4NO|Q7L4NO_HUMAN
tr|H7C1A7|H7C1A7_HUMAN
trQ5T8U2|Q5T8U2_HUMAN
tr|B3KMV2|B3KMV2_HUMAN
tr AOAOS7WVQB|AOA087WVQE_HUMAN
P62851|RS25_HUMAN
trG3V1Y7|G3V1Y7_HUMAN
tr|B7Z1L5|B7Z1L5_HUMAN
tr E9PQYB|E9PQY6_HUMAN
tr|D3DS95|D3DS95_HUMAN
trHOYDD8|HOYDD8_HUMAN
tr|Q96IR1|Q96IR1_HUMAN
trBADMC6|B4DMC6_HUMAN
tr|Q2VPJ6|Q2VPJ6_HUMAN
tr|QBPJT4|Q6PJT4_HUMAN
tr|BAE1T6|B4E1T6_HUMAN

14-3-3 protein theta (Fragment)

Leukemia inhibitory factor

Rab GDP dissociation inhibitor (Fragment)
Actin-related protein 2/3 complex subunit 5
Isocitrate dehydrogenase [NADP]

60S ribosomal protein L7

Compl. component 1 Q subcomponent-binding protein mitochondrial

Prelamin-A/C (Fragment)

Alcohol dehydrogenase class-3 (Fragment)
Calumenin (Fragment)

CAPZB protein (Fragment)

N-acylglucosamine 2-epimerase (Fragment)

60S ribosomal protein L7a
Glucosamine-6-phosphate isomerase

Clathrin heavy chain

408 ribosomal protein S25

Myosin light polypeptide 6

Fructose-bisphosphate aldolase

408 ribosomal protein S3

HCG21173 isoform CRA_a

60S acidic ribosomal protein P2 (Fragment)

RPS4X protein (Fragment)

cDNA FLJ60696 highly similar to Elongation factor 2
HSP90AA1 protein (Fragment)

MSN protein (Fragment)

cDNA FLJ54342 highly similar to Heat shock 70 kDa protein 1

1,11E+05
1,10E+05
1,09E+05
1,07E+05
1,05E+05
1,05E+05
1,01E+05
1,01E+05
1,01E+05
9,57E+04
9,27E+04
8,77E+04
8,58E+04
8,41E+04
8,34E+04
8,16E+04
8,15E+04
7,77TE+04
6,94E+04
6,90E+04
5,99E+04
5,92E+04
5,76E+04
5,52E+04
5,39E+04
4,79E+04
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4.11 Analise de dados in Silico

A identificagdo de possiveis proteinas com homologia ao peptideo E5 foi
realizada pelo BLASTp, com o banco de dados de sequéncias de proteinas
Swissprot restrito a Homo sapiens (taxid:9606). Todas as proteinas obtidas no
blastp foram avaliadas, entretanto, apenas os principais resultados encontrados
para 8 proteinas estdo sendo apresentados na Tabela 7, bem como a analise
feita do alinhamento pelo Clustal W. Foi observado que a sequéncia do
peptideo E5 alinha principalmente com receptores acoplados a proteina G
importantes em processos inflamatorios/alergias como G-protein coupled
recepfor 1, B1 bradykinin recepfor (BDKRB1), Leucontriene B4 receptor 2,
ProstaglandinD2 receptor 2, C-XC chemokine receptor type 5 Cba
anaphylatoxin chemotactic receptor 2, C3a anaphylatoxin chemotactic receptor
e receptor de neuropeptideo, Neuropeptide S receptor, que também é

importante em processos alérgicos.
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Tabela 7. Alinhamento da sequéncia do peptideo E5 (YPLHNWWSPYHF) com proteinas, mostrando as simillaridades encontras com as proteinas anotadas
no banco de dados do GeneBank pelo BLAST, com a funcdo, os nimeros de acesso no Swissprot e valores do escore e da identidade.

E- Identidade
Proteina Fungao SwissProt Alinhamento Value %
B1 bradykinin receptor | Sua ativagdo leva a um aumento na concentragao Query 7 WSPYHF 12
(BDKRB1) do ion Ca** citosélico, resultando em respostas P46663 W PYHF 0,9 83,33%
inflamatoérias crénicas e agudas na alergia. Sbjct 263 WAPYHF 268
C-X-C chemokine Facilita o posicionamento de linfocitos em foliculos Query 7 WSPYH 11 o
receptor type 5 linféides para criar centros germinativos (GCs) P32302 WSPYH 26 100%
' Sbjct 272 WSPYH 276
. o L : . Query 7 WSPYH 11
g c|:oer|co>;tc<?|rn1coupled rl'\;zcl:japé%ro qdu;r?rﬁ?r’::c;c; g: leucécitos associado a P46091 W PYH 29 80%
' Sbijct 259 WTPYH 263
Leukotriene B4 Receptor que medeia a ._c,intese d_e citocinas Th2 Query 7 WSPYH 11
receptor 2 nos mastocitos, como a interleucina IL-13, durante | Q9NPC1 W PYH 22 80%
a inflamacéo alérgica. Sbjct 237 WAPYH 241
C5a anaphylatoxin Query 7 WSPYH 11 o
chemotactic receptor 2 | Receptores de mediadores pré-inflamatorios na Q9P296 W PYH 22 80%
o - . - Sbjct 246 WAPYH 250
asma alérgica que recrutam células mfla_mﬂatonas, Query 7 WSPYH 11
Sﬁ:ma;aagzzl?;?:;tor induzem edema e causam broncoconstrigao. Q16581 W PYH 29 80%
Sbjct 390 WTPYH 394
Receptor expresso, principalmente, pelas células-
P . chave envolvidas nas respostas imunes tipo 2 e é Query 7 WSPYH 11
rostaglandin D2 . ] . o
receptor 2 assc_>0|ado a respostas f|S|oIog_|cas e ‘patolo_glcas, Q9Y5Y4 _ W PYH 44 80%
particularmente aquelas associadas a alergia e Sbjct 259 WGPYH 263
inflamacéo.
Neuropeptide S Promc;ve a mobilizagdo de depdsitos intracelulares Query 7 WSPY 10
receptor de Ca*" na asma e esta envolvido na patogénese Q6W5P4 _ WSPY 63 100%
da asma e outras doengas mediadas por IgE. Sbjct 287 WSPY 290
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5 DISCUSSAO

5.1 Selegao e abordagem do diagndstico da Esofagite Eosinofilica

Atualmente o padréo de cuidados para diagnosticar a EEo e monitorar a
resposta a terapia requer endoscopias multiplas, e por isso ha uma
necessidade urgente de um biomarcador menos invasivo da atividade da
doencga. A mensuracéo de biomarcadores no sangue periférico tem sido usada
para a deteccdo de esofagite eosinofilica, mas ndo tem sido util até agora.
Dentre esses biomarcadores como, por exemplo, a IgE total, proteina catiénica
eosinofilica (PCE), neurotoxina derivada de eosindfilos, triptase, numerosas
citocinas e uma fragdo do Oxido nitrico exalado tém sido estudados (DELLON
et al., 2012; DELLON et al., 2014, SCHLAG et al., 2015). Apenas os eosinofilos
do sangue periférico mostram ter uma correlagdo significativa com o grau de
eosinofilia esofagica e sua diminuicdo, apds tratamento com corticosterdides ou
IBP (inibidor de bomba de prétons), embora sua acuracia para o diagndstico e
sua avaliacdo da atividade da doenga sejam sub-6timos (LUCENDO et al.,
2017).

Os eosindfilos contém granulos citoplasmaticos unicos que degranulam
apos estimulos e liberam mediadores toxicos, que podem causar dano tecidual
e inflamacdo (ROTHENBERG et al.,, 2009). Estudos demonstraram que a
presenca desses produtos de degranulacdo no tecido esofagico pode ser
utilizada como auxilio diagnéstico para ajudar a distinguir os pacientes com
EEo (KEPHART et al, 2010; MUELLER et al., 2008). Na maioria desses
métodos, os anticorpos tém sido usados para a deteccdo de PCE ou outros
biomarcadores de eosinofilos. Neste estudo, selecionamos por phage display
peptideos com 12 aminoacidos que se ligam a PCE em muco esofagico e que
tém um potencial de utilidade clinica na avaliagcdo de pacientes EEo. O
desempenho clinico do ensaio de phage-ELISA foi validado usando um grande
numero de amostras de muco esofagico de pacientes. Ao longo dos ciclos da
selecdo do phage display, observamos um enriquecimento gradual dos titulos
de fago e escolhemos um peptideo candidato (E5) com afinidade em faixas

nanomolares e ligagéo especifica a PCE.
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Ao longo do desenvolvimento de ensaios de phage-ELISA baseados na
ligagdo do peptideo com a PCE, demonstramos que o peptideo pode
eficientemente detectar PCE no muco esofagico a uma concentragdo de menos
de 25 pg/uL. Esses resultados sugerem que a sensibilidade de 84,62% e a
especificidade de 82,72% do ensaio baseado no peptideo E5 pode ser uma
ferramenta util para o diagndstico da EEo, uma vez que apenas os achados
endoscopicos isolados ndo estabelecem de forma confiavel o diagndstico da
EEo (KIM et al, 2012; VAN RHIJN et al, 2016) e também esses peptideos
selecionados podem ser usados como uma alternativa ao anticorpo para a
deteccdo de PCE. Pacientes com IR=1 tiveram associa¢do significativa com
disturbios atdpicos, ja que 64% dos 25 pacientes com IR=1 apresentaram
alguma alergia. Dentre os disturbios atopicos analisados, a rinite alérgica foi
encontrada em 40% dos pacientes IR=1, e este pode ser o principal parametro
de confuséo para o diagndstico de EEo em pacientes n&o-EEo. Isso € digno de
nota, uma vez que a PCE pode estar elevada em outras doencas atdpicas,
como asma ou rinite alérgica (MONERET-VAUTRIN et al., 2006). Sabe-se que
a rinite alérgica €, significativamente, mais comum entre os pacientes com EEo
em comparagdo aos controles, mas ainda ndo € comprovado que atopia
predisponha a EEo (GONZALEZ-CERVERA et al., 2017). Observamos que
50% dos pacientes do grupo EEo apresentaram alergia alimentar, ja que a EEo
€ uma forma de alergia alimentar distinta, mediada por IgE € comum em
pacientes com EEo (LUCENDO et al., 2014).

A contagem do pico de eosindfilos (PEC) de 15 ou mais eosinfdilos intra-
epiteliais em pelo menos 1 CGA de bidpsia esofagica permanece o limiar de
consenso para o diagnodstico histoldgico da doenga ativa. No entanto,
caracteristicas patolégicas que ndo sdo a inflamacdo eosinofilica estdo
associadas a EEo ativa. Recentemente, um estudo descreveu um sistema de
pontuacdo histolégica EEo (EOEHSS), que fornece um método padronizado
para avaliar, objetivamente, a gravidade e extensdo de multiplas caracteristicas
patolégicas da EEo dentro de bidpsias esofagicas. A pontuacdo composta pelo
sistema EoOEHSS superou a PEC na diferenciagdo de pacientes com EEo
tratada e ndo tratada (COLLINS et al., 2017). No nosso estudo, os pacientes
nado-EEo com IR >1, considerados falso-positivos pela histopatologia, possuem

elementos do sistema EOEHSS, como por exemplo, espagos intercelulares
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dilatados (EID) e hiperplasia da membrana basal (HMB), que s&o elementos
histolégicos que s&o associados a EEo ativa, e isso demonstra que,
possivelmente, identificamos pacientes EEo nos grupos de pacientes controle e
doenca do refluxo que o diagnostico padrdo ndo tenha identificado pela
contagem de eosindfilos na bidpsia e, deste modo, a sensibilidade e
especificidade do ensaio de phage-ELISA pode ser ainda maior. Nesse
contexto, vale ressaltar que a dilatacdo dos espacos intercelulares pode ser um
evento incitante que permite a penetracdo do antigeno na barreira epitelial para
apresentacao a células dendriticas esofagicas (VAN RHIJN et al., 2015). Além
disso, a maioria dos pacientes ndo-EEo0 possuem aspectos endoscopicos,
desordens atopicas e disfagia que s&o caracteristicas da EEo (LUCENDO et al.
2017).

Com relagdo aos dois pacientes EEo R<1, possivelmente durante o
procedimento da coleta do muco esofagico n&o foi obtida uma quantidade
suficiente para a identificacdo da PCE no ensaio de phage-ELISA. Embora um
desses pacientes possua aspectos endoscdpicos normais € nao possua
disfagia, que sdo caracteristicas da EEo0, ele possui alergias associadas,
contagem de eosindfilos e espacos intercelulares dilatados (EID) na
histopatologia, que sé&o importantes na identificacdo da EEo segundo o ultimo
consenso (LUCENDO et al. 2017).

Apds analise da relagdo entre os niveis de PCE no muco esofagico e
eosinofilia no tecido esofagico em todos 0s grupos, encontramos uma
correlagdo positiva entre esses parametros, 0 que corrobora com varios
estudos com pacientes pediatricos (CHENG at al.,, 2012; KONIKOFF et al.,
2006) e em adultos (PARFITT et al., 2006) que notaram que os individuos EEo
apresentam niveis séricos ou plasmaticos elevados de PCE (MIN SB et al.,
2017) .

Para o nosso conhecimento, este € 0 primeiro estudo que examina o
muco esofagico como um substituto da eosinofilia esofagica usando um
diagnostico baseado na ligagado do peptideo na PCE, selecionado por phage
display. Até agora, estudos publicados em referéncia ao uso de PCE como
biomarcador para monitorar pacientes, em tratamento com dietas, mostram
redugdes consistentes, mas insignificantes nos niveis de PCE apds a restricéo

dietética, e outros estudos mostraram reduc¢des significativas na resposta ao
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tratamento farmacoldgico com corticosterdides ou IBPs (MUELLER et al., 2008;
MIN SB et al., 2017). Nesse sentido, 0 uso do peptideo ligante a PCE, além de
ser utilizado para o diagnostico, pode ser um bom marcador de inflamag&o ou

monitoramento de pacientes em tratamento.

5.2 Abordagem terapéutica

Diante da perspectiva diagnéstica e sabendo que o peptideo
selecionado € ligante da proteina catidnica eosinofilica (PCE), que é uma
proteina de eosinéfilo capaz de induzir a degranulagdo de mastécito
independente de IgE (GALDIERO et al. 2017; SUBRAMANIAN et al., 2016),
nesse estudo ndo foi possivel verificar a degranulagao de células LAD2 quando
estimuladas por PCE, o que infere que as células LAD2, especificamente, ndo
respondem a este estimulo ou que a PCE nativa utilizada, obtida de eosindfilos
de pacientes saudaveis, seja uma forma menos ativa da proteina e ndo consiga
estimular as células LAD2. Deste modo, a nossa proposta foi realizar um
ensaio de degranulacdo de mastocitos utilizando um poo/ de proteinas
provindas de mastécitos degranulados via IgE para verificar se este peptideo
poderia diminuir a resposta de degranulagdo quando utilizadas essas
proteinas. E, por sua vez, ser usado como uma possivel ferramenta terapéutica
na exacerbacdo de alergias, visto que foi observado um aumento significante
de proteinas degranuladas/secretadas por mastécitos estimulados pela via
independente de IgE.

Os dados da protedmica demonstraram um aumento significativo de
proteinas degranuladas pela via independente de IgE, sendo 79 proteinas
exclusivas degranuladas nesta condigdo. Estas proteinas possuem funcéo
molecular de ligacdo e atividade catalitica, evidenciando um papel de
exacerbacao da respota mastocitaria em alergias. Algumas dessas proteinas
exclusivas ja estdo descritas na literatura tendo papéis relevantes em alergias,
como, por exemplo, a proteina mais abundante encontrada na degranulagcéo
independente de IgE, Hematopoietic prostaglandin D synthase (hPGDS), que &
uma enzima bifuncional que catalisa a conversdao de PGH2 em PGD2, uma
prostaglandina envolvida na contragao/relaxamento da musculatura lisa € um

potente inibidor da agregacdo plaquetaria (XUE et al, 2014). A PGD2
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produzida principalmente por mastédcitos € um potente mediador para promover
a inflamacéo alérgica das vias aéreas (WEN et al., 2016). Existem estudos que
sugerem que o eixo TSLP/CRTH2/hPGDS/PGD2 pode potencializar uma
interac&o colaborativa entre células do perfil TH2 para amplificar a inflamacéao
eosinofilica, resultando no desenvolvimento de desordens gastrointestinais
eosinofilicas (ROTHENBERG et al., 2010; WANG et al. 2006). As Histone H1 e
Histone H4, que s&o proteinas nucleares encontradas em abundancia na
degranulacédo independente de IgE, em alguns estudos é sugerido que tenham
um papel de mediador enddgeno do tipo alarmina atuante nos mastocitos, e
que seu bloqueio tenha um potencial terapéutico para a hiperreatividade do tipo
1 mediada por mastdocitos (WESTMAN et al., 2015; NAKANO et al., 2016).
Outra proteina abundante encontrada foi a Fascin, que € uma proteina
agregadora de F-actina que estabiliza os filopodios e regula a dindmica de
adesdo nas células em migragcao (JAYO et al., 2016). A Annexin A6, por sua
vez, regula a liberagdo de Ca*" de estoques intracelulares e regula também a
sinalizacéo e proliferacdo em células T (CORNELY et al., 2016). Com relagéo a
Stathmin, um estudo identificou e forneceu evidéncias da indugéo da expresséo
génica de Stathmin 1 (STMN1) em resposta a ativagdo de IgE mais Ag
(SADRODDINY et al., 2011).

A utilizacdo do peptideo E5 conseguiu diminuir a degranulacéo
independente de IgE de mastdcitos humanos (LAD2) quando foi utilizado o poo/
de proteinas degranuladas via IgE. Esse tipo de estimulagdo IgE-independente
€ causada por compostos polibasicos (LAGUNOFF et al. 1983) que
compartilham caracteristicas estruturais similares essenciais para sua
atividade. Estes incluem cargas positivas associadas com uma estrutura
hidrofébica tal como o terminal carboxilo da substancia P ou o anel aromatico
do composto 48/80 (ARIDOR et al. 1990). Os compostos polibasicos parecem
liberar histamina por um mecanismo comum (SAGI-EISENBERG et al. 1985).
Eles ativam diretamente uma proteina G sensivel a toxina pertussis que é
acoplada a ativacdo de PLC (Gsp) e outra Proteina G sensivel a toxina
pertussis acoplada a exocitose (Gi3a), que € independente do PLC (ARIDOR et
al., 1993; GALDIERO et al.; 2017, SUBRAMANIAN et al., 2016).

Os dados de bioinformatica do alinhamento do peptideo E5 com

proteinas do banco de dados demonstraram associacdes interessantes do
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peptideo E5 com proteinas importantes em alergias que, por sua vez, pode
estar mimetizando receptores importantes para via da degranulagédo IgE-
independente e dessa forma, impedindo que ocorra a degranulagdo de
mastocitos por essa via. Como, por exemplo, a BT bradykinin receptor
(BDKRB1) que ja foi descrita como um receptor acoplado a proteina G
expresso nas vias aéreas em varias células residenciais e/ou imunes,
geralmente associado ao recrutamento de eosindfilos e neutrdfilos, como 1L-4,
IL-13, TNF-a, IL-6 e IL-8, via MAPK intracelular e sinalizacdo de NF-kB que
esta implicado no desenvolvimento de inflamagédo crénica das vias aéreas,
responsividade e remodelagdo (uma caracteristica importante da asma grave)
(RICCIARDOLO et al, 2018), o Neuropeptide S receptor, outra proteina
alinhada com o peptideo, ja foi descrito como um receptor acoplado a proteina
G para o neuropeptideo S (NPS) que promove a mobilizagdo de depositos
intracelulares de Ca®* na asma (BERNIER et al., 2006) e esta envolvido na
patogénese da asma e outras doencgas mediadas por IgE (VENDELIN et al.
2005; XU et al., 2004). O C-X-C chemokine receptor type 5 e seu ligante CXCL
13 ja foi descrito que facilita o posicionamento de linfécitos em foliculos
linfoides para criar centros germinativos (GCs). Nessas estruturas, as células
B, com o auxilio de células T auxiliares foliculares (TFH), proliferam e sofrem
recombinacdo e hipermutacdo somatica de troca de classe para secretar
anticorpos de alta afinidade (ALLEN et al.,, 2004; ALLEN et al., 2007). A G-
protein coupled recepfor 1 € descrito como um receptor quimiotatico de
leucocitos associado a inflama¢do/RARRES2, sugerindo um papel para este
receptor na regulacdo da inflamacao (BARNEA et al., 2008). A estimulagdo de
receptores acoplados a proteina G leva ao acimulo de Ca** citosélico a partir
dos reservatérios intracelulares, o que, por sua vez, facilita a contracdo do
musculo liso das vias aéreas (DRUEY, 2009).

O Leukotriene B4 receptor 2 (BLT2), outra proteina alinhada com o
peptideo, medeia a sintese do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)
e citocinas Th2, como a interleucina IL-13, nos mastdcitos durante a inflamacéo
alérgica (KWON e KIM, 2019). A C3a anaphylatoxin chemotactic receptor e
Cba anaphylatoxin chemotactic receptor 2 sé&o receptores de mediadores pré-
inflamatdrios da asma alérgica que recrutam células inflamatérias, induzem
edema e causam broncoconstricdo (LAMBRECHT, 2006; KOHL et al., 2006). A
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Prostaglandin D2 receptor 2 (DP2) é expresso, principalmente, pelas células-
chave envolvidas nas respostas imunes tipo 2, incluindo células TH2, células
linféides inatas tipo 2 e eosindfilos. A via do receptor DP2 é um alvo terapéutico
novo e importante para a asma, porque 0 aumento da produg¢éo de PGD2 induz
quimiotaxia e degranulacdo de células inflamatérias significativas através da
sua interacéo com o receptor DP2 (DOMINGO et al., 2018).

A utilizacdo de peptideos com potencial diagndstico e/ou terapéutico €
uma forma mais barata e com alta qualidade, além de serem faciimente
controlados quimicamente para o uso no teste de ELISA e outras reacbes
sorologicas. Os resultados promissores encontrados com o peptideo ES5
reforcam a hipbtese de que a utilizacdo do peptideo possa diminuir a
degranulacdo de mastocitos pela via independente de IgE na exacerbacdo da
alergia. E importante, portanto, que esse peptideo seja utilizado em outros
testes confirmatdrios como, por exemplo, testes in vivo.

E possivel observar com este estudo que a caracterizacdo e validacéo
de peptideo, que mimetiza receptores importantes na via de degranulacdo de
mastécitos, podem fornecer informagdes importantes para um melhor
entendimento da alergia, bem como estudos dos alvos bioldgicos, que foram
encontrados nos diferentes tipos de degranulacdes de mastocitos humanos

LAD2, podem servir como estratégias diagndsticas e/ou terapéuticas no futuro.
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6 CONCLUSOES

Este € o primeiro estudo que selecionou e identificou peptideos pela
metodologia de phage display capazes de detectar a presenca de PCE em
muco de pacientes com EEo com alta sensibilidade e especificidade. Nesse
contexto, 0 muco esofagico € uma amostra mais facil de obter do que a
forma atual de diagnéstico que € realizado por procedimentos de
endoscopia digestiva alta seguida da avaliagdo histopatologica das bidpsias
esofagicas.

O peptideo ES5 ligante a PCE pode ser uma alternativa, custo-efetiva ao
invés de anticorpos e uma ferramenta diagndstica util para auxiliar na
deteccdo da esofagite eosinofilica no muco esofagico.

A diminuicdo da degranulagdo de mastécitos via independente de IgE com
a utilizacdo do peptideo E5 e o alinhamento do peptideo E5 com proteinas
importantes de granulécitos, principalmente de mastocitos, reforcam o
potencial terapéutico desse peptideo, que parece mimetizar receptores
importantes da degranulagdo de mastécitos via IgE-independente.

Foram identificadas 79 proteinas exclusivas na condicdo de degranulacéo
independente de IgE, que fornecem informagdes importantes para um
melhor entendimento da alergia, bem como o estudo de alvos bioldgicos

que sirvam como estratégias diagnosticas e/ou terapéuticas.
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ANEXOS

Anexo l. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

ANEXO I: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO — PARA RESPONSAVEL
LEGAL DO MENOR DE IDADE

Prezado{a) senhor|a), ofa) menor, pelo qual ofajsenhor{a) & responsavel, esta sendo
convidado{a) para participar da pesquisa intitulada “Caracterizagao Fenotipica de
Pacientes Pedidtricos Portadores de Eosinofilia Esofigica e Investigagio de
Biomarcadores Aplicados ao Diagnostico da Esofagite Eosinofilica”, sob a
coordenagdo dos pesguisadores Prof. Luiz Ricarde Goutart Filho e Profa. Cristina
Paimer Bammos.

Nesta pesguisa nos estamos procurando caracterizar melhor as criangas e
adolescentes que apresentam um tipo de inflamacdc alérgica do esdfago, gue
apresenta sintomas que se parecem muito com os sintomas da Doenca do refluxo
esofigico, como por exemplo queimacao, womitos, dificuldade para engolir, entre
outros. Mosso objetive & encontrar teécnicas dinicas e laboratoriais que possam
diferenciar estas duas doengas, além de desenvolver um exame que possa diagnosticar
e classificar os pacentes.

Ma realizacdo de rotina do exame de endoscopia digestiva alta solicitado pelo médico
da crianga, habituzlmente deve ser puncionada uma veia para administragdo de
medicamentos e soro, e sac também colhidos guatro peguenos fragmentos do
esofago para andlise micoscopica. Mo caso de participag3o nesta pesquisa ao
puncionar a weia serdo coletados 2 tubos com até 5ml de sangue. E quando a crianga
dormir sob o efeito do anestésico serd coletada pequena quantidade de saliva da boca,
pequena quantidade de liquido do eséfago e dois fragmentos de bidpsia do esdfago
para estudo e descoberta de novos exames. Ma participac3o do (a) menor nesta
pesguisa, o senhor [a) também deverd responder um guestiondrio sobre os sintomas,
diagnosticos e tratamentos que a ianga possui até o momento. Além disso, as
imagens da endoscopia do esdfago serdo gravadas para atender aos objetivos do
estudo e poderao awxiliar no acompanhamento do diagndstico correto. Apos a
realizagdo da Endoscopia Digestiva o (a}l menor serd agendadofa) para o
acompanhamento ambulatorial | no Ambulatorio de Gastroenterologia) onde ofa)
senhor{a) tomara conhecimento do resultado do exame e ofa) menor recebera a
condugdo dizgnostica apropriada, podendo ser necessaria a realizagdo do exame de
pHmietria esofagica para avaliar a doenga do refluwo dcido. Se forem observadas
células associadas a um processo alérgico-inflamatorio nas bidpsias do esdfago serd
prescrite o tratamento indicado & nova endoscopia digestiva serd realizada apos 8
SEManas.

Este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido sera obtido por uma das duas
pesquisadoras que realizara o exame da crianga. As meédicas pesguisadoras s3o
responsaveis pelo Setor de Endoscopia Pedidtrica do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal de Uberldndia: Dra. Cristina Paimer Bamros e Dra. Marisa
Rodrigues de Fariz. Meste momento ofa] senhor(a) podera esclarecer gualguer
duwvida.”

Em nenhum momento ofa) menor serd identificado(a). Os resultados da pesquisa
serao publicados e ainda assim a sus identidade sera preservada.
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A} menor nSo tera nenhum gasto e ganho financeiro por participar na pesquisa.

Com a partidpacao do(a) menor na pesguisa, n3o sdo previstos riscos maiores dos
naturalmente emvolvidos nos exames de Endoscopia Digestiva & pHmetria Esofagica.
Os beneficios serac ter os resultados de exames cuidadosamente analisados por uma
equipe técnica de pesguisa capacitada para oferecer o melhor esclarecimento
diagnostico para os sintomas apresentados pelo(a) menor.

{A) menor € livre para deixar de particpar da pesquisa a qualgquer momento sem
nenhum prejuizo ou coagao.

Uma via original deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficara com ofa)
senhor{a), responsavel legal pelo{a) menor.

Qualquer divida a respeito da pesquisa, ofz) senhor(a), responsavel legal pelofa)
menor, poderd entrar em contato Com:

Meédica e Pesguisadora Responsavel:

Profa Cristina Palmer Barros CRM-MG 32053

Universidade Federal de Uberiandia — Departamento de Pediatria.

Av. Pard 1720 — Bloco 2H — Camipos Umuarama — Telefone: (34) 3218-2264.

Servigo de Gastroenterologia Pedidtria — Hospital de Clinicas da Universidade Federal
de Uberlandia - Telefone: (34) 32182164 — 32182127

Comité de Etica na Pesquisa com Seres Humanos

Universidade Federal de Ubertindia. Av. JoSo Naves de Avila, n2 2121, bloco A, sala
224, Camipus Santa Monica — Uberlandia —MG, CEP: 38408-100; Telefone: 34-
323594131

Assinatura do pesquisador responsavel

Eu, responsavel

legal pelo{a) menor,

consinto na sua participagac no projeto citado acima, caso elefa) deseje, apos ter sido

devidamente esclarecido.

Responsavel pelofa) menor participante da pesquisa
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Anexo Il.Termo de Assentimento para 0 menor com mais de 12 anos.

ANEXO IIl: TERMO DE ASSENTIMENTO PARA O MENOR COM MAIS DE 12 ANOS E FALTANDO
1 DIA PARA 18 ANOS

Vocé sendo convidado{a) para participar da pesquisa intitulada “Caracterizagao
Fenotipica de Pacientes Pedidtricos Portadores de Eosinofilia Esofdgica e
Investigag3o de Biomarcadores Aplicados ao Diagndstico da Esofagite Eosinafilica™,
sob a coordenagdo dos pesguisadores Prof. Luiz Ricardo Goulart Filho e Profa. Cristina
Palmer Barros.

Nesta pesquisa nos estamos procurando caracterizar melhor as criangas e
adolescentes que apresentam um tipo de inflamacdo alérgica do esofago, gque
apresenta sintomas que Sse parecem muite oom os sintomas da Doenca do refluxo
esofigico, como por exemplo queimagio, womitos, dificuldade parm engolir, entre
outros. Mosso objetive € encontrar técnicas clinicas e laboratoriais que possam
diferenciar estas duas doengas, além de desenvolver um exame que possa diagnosticar
e classificar os pacentes.

Na realizag3o de rotina do exame de endoscopia digestiva alta soficitado pelo seu
medico, habitualmente dewve ser puncionada uma weia para administragio de
medicamentos e soro, e sao tambem colhidos quatro peguenos fragmentos do
esifago para analise microscopica. Caso aceite participar desta pesquisa, ao puncionar
sua veia serao coletados 2 tubos com até Smi de sangue. E quando voc: dormir sob o
efeito do anestesico sera coletada pequena gquantidade de saliva da sua boca, e
peguena guantidade de liguido do esofazo e dois fragmentos de biopsia do esofago
para estudo e descoberta de novos exames. Ma sua participacdo nesta pesquisa vocs
também devera responder um gquestiondric sobre os sintomas, diagnosticos e
tratamentos que possui até o momento. Além disso, as imagens da endoscopia do
esifago serdo gravadas para atender aocs objetivos do estudo e poderdo auxiliar no
acompanhamento do diagnostico correto. Apods a realizaglo da Endoscopia Digestiva
vorE serd apgendadofz) para o acompanhamento ambulatorial (no Ambulstdrio de
Gastroenterologia) onde vocé tomara conhecimento do resultade do exame e
receberd a condu3o diagndstica apropriada, podendo ser necessaria a realizagao do
exame de pHmetria esofagica para avaliar a doenca do refluo acido. Se forem
observadas células associadas a um processo alérgico-inflamatorio nas bidpsias do
esofago serd prescrito o tratamento indicado e nova endoscopia digestiva sera
realizada apos & semanas.

Este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido sera obtido por uma das duas
pesquisadoras que realizard o seu exame. As médicas pesquisadoras 530 rEsponsaves
pelo Setor de Endoscopia Pedidtrica do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de
Uberlandia: Dra. Cristina Palmer Barros e Dra. Marisa Rodrigues de Faria. Meste
momento, vooé podera esclarecer gualguer divida.™



Em nenhum momento voce sera identificado{a). Os resultados da pesguisa serdo
publicados e ainda assim a sua identidade sera preservada.

Vocé ndo terd nenhum gasto e ganho financeiro por participar na pesguisa.

Com sua participado na pesquisa, Nnao s3o0 previstos riscos maiores dos naturaimente
envolvidos nos exames de Endoscopia Digestiva & pHmetria Esofagica. Os beneficios
serao ter os resultados de exames cuidadosamente analisados por uma equipe técnica
de pesquisa capacitada para oferecer o melhor esclarecimento diagnostico para os
sintomas apresentados.

Mesmo se seu responsavel legal, tendo consentido na sua participacdo na pesguisa,
vocé nac & obrigado partidpar da mesma se nao desejar. Vocé € livre para deixar de
participar da pesquisa a gualgquer momento sem nenhum prejuizo ou coacao.

Uma via original deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficard com voce.

Qualquer divida a respeito da pesquisa vocé podera entrar em contato com:

Médica e Pesquisadora Responsavel:

Profa Cristina Palmer Barros CRM-MG 32053

Universidade Federal de Uberldndia — Departamento de Pediatria.

Av. Para 1720 — Bloco 2H — Camipos Umuarama — Telefone: (34) 3218-2264.

Servigo de Gastroenterologia Pediatria — Hospital de Clinicas da Universidade Federal
de Uberlandia - Telefone: {34) 32182164 — 32182127

Comité de Etica na Pesquisa com Seres Humanos

Universidade Federal de Uberiindia. Av. JoSo Naves de Avila, n2 2121, bloco A, sala
224, Campus Santz Monica — Uberlandia —MG, CEP: 38408-100; Telefone: 34-
32394131

Assinatura do pesquisador responsavel

Eu, , Bceitn participar

do projeto citado acima, woluntariamente, apos ter sido devidamente esclarecido.

Participante da pesquisa
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Caracterizagio Fenotipica de Pacientes Pediatricos Portadores de Eosinofilia
Esofagica e Investigagio de Biomarcadores Aplicados ao Diagnostico da Esofagite

Eosinofilica
Pesquisador: Luiz Ricardo Goulart Filho
Area Temitica:
Versao: 2

CAAE: 36787714 0.0000.5152
Instituigao Proponente: Universidade Federal de Uberlandia/ UFLY MG

Patrocinador Principal: Universidade Federal de Uberandia/ UFL MG
Universidade Federal de Uberandial UFLY MG
Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

MNumers do Parecer: 830413
Data da Relatoria: 041272014

Apresentagao do Projeto:

Conforme apresenta o protocole: A esofagite eosinofifica (EEo) & uma doenga inflamatoria que tem como
caracteristica importante a dificuldade de passagem do alimenio do esdfago para o estimago. Sua
incidéncia parece aumentar, & ccome em proporgdo relevante de pacientes com doenga de refluxo
gastroesofagice (DRGE). As duas doengas mostram muitas similaridades, e a distingdo & atualmente feita
com teste terapéutico pelo uso de inibidores de bombas de protons. Contudo, persistern problemas nessa
distingSo.

Objetivo da Pesquisa:

Caracterizar fenotipicamente pacientes pediatricos portadores de eosinofilia esofagica através da descrico
de suas caracteristicas clinicas, histologicas, endoscopicas e bioquimicas. Desenvolver e avaliar o papel de
biomarcadores na Esofagite Eosinofilica e seus espectros fenotipicos como forma de aprimorar o
diagnodstico & a classificagio da doenga.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Segundo os pesguisadores: Os procedimentos médicos que serio realizados s&o inerentes & investigagio e
fratamento das deengas de interesse. Portanto, ndo se identifica aumento

Enderego.  Ax. Jodo Maves de Avila 2121- Bioco ™1A”, sala 224 - Campus Sta. Monica

Balrro: Sania Manica CEP. 35.408-144
UF: MG Municiplo: UBERLANDIA
Telefona: [34)3235-4131 Faw- (3432354335 E-mall; cepfdpropg. ufir
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significativo de risco para os participantes. Medidas satisfatorias para resguardo de sigilo de informagbes
pessoais foram apresentadas. Ha potencial de beneficio indireto, mediante a identificagio de marcadores
moleculares da EEo.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Deverio ser avaliados individuos menores de idade (0 a 18 anos), com indicagSo de endoscopia digestiva
alta para investigagio diagnostica proveniente de médico assistente. Serdo excluidos casos gue
apresentarem complicagdes durante o exame, com outras co-maorbidades relacionadas & EEo, que fizerem
uso de medicagio corticostercide, ou que ndo seguirem o protocolo do estudo. Estima-se a investigagio de
2 000 participantes, divididos em condigies dinicas de interesse especifico. A investigagio se divide em
duas fases. Ma primeira fase, os participantes serao submetidos a endoscopia (digestiva alta) e biopsia; as
amostras serdo avaliadas em exame anatomo-patoldgico para investigagio de esofagite eosinofilica e em
seguida os pacientes serdo mantidos em acompanhamento ambulatorial — pacientes com diagnastico de
esofagite ecsinofilica serdo mantidos em tratamento com inibidor de bomba de protons; em seguida, tais
pacientes serdo submetidos a nova endoscopia e finalmente os casos serSo divididos segundo a condicio
do paciente. Ma segunda fase, as amostras biclogicas cbtidas (tecido lesicnado, liquide esofagico, saliva, e
sangue periférico) serdo utifizadas em ensaios laboratoriais de biologia molecular para identificar e
caracterizar potenciais marcadores da EEo. Registros médicos serdo ufilizados para caracterizagio da
amostra e obtengdo de dados de interesse especifico.

Consideragtes sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:
Apresentados de forma satisfatdnia.

Recomendagbes:

M3o ha.

Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagtes:

As pendéncias apontadas no parecer 878,285 foram atendidas.

De acordo com as atribuigdes definidas na Resolugdo CHS 466/12, o CEP manifesta-se pela aprovacio do
profocolo de pesquisa proposto.

O protocolo ndc apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com seres humanos, nos limites
da redagio e da metodologia apresentadas.
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Situagao do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagao da CONEP:

Mao

Consideragoes Finais a criterio do CEP:

Data para entrega de Relatorio Parcial ao CEP/UFU: Maio de 2018,
Diata para entrega de Relatorio Parcial ao CEPUFU: Ouwtubro de 2048,

OB5.: O CEF/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANCA NO PROTOCOLD DEVE SER INFORMADA
IMEDIATAMENTE AQ CEF PARA FINS DE AMALISE E #PHOVAI;ED DA MESMA.

O CEF/UFU lembra gue:

a- segundo a Resolugio 466/12, o pesquisador devera arquivar por 5 anos o relatorio da pesquisa e os
Termas de Consentimento Livre e Esclarecido, assinados pelo sujeito de pesguisa.

b- podera, por escolha aleatdria, visitar o pesquisador para conferéncia do relatorio e documentacio
pertinente ao projeto.

¢ a aprovagao do protocolo de pesquisa pelo CEP/UFU da-se em decoméncia do atendimento a Resolugso
CHS 488/12, ndo implicando na qualidade cientifica do mesmo.

= O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualguer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma & sem prejuizo a0 seu cuidade (Res. CHNS 466/12 j e

deve receber uma via original do Termo de Consentimento Livre & Esclarecido, na integra, por ele assinado.

= (O pesguisador deve desenvolver a pesguisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o

estudo somente apos andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP gue o aprovou (Res. CHS 488/12),

aguardando seu parecer, excein quando perceber risco ou dano nd3o previsto ao sujeito participante ou
quando constatar a superioridade de regime oferecido a um dos grupos da pesguisa que requeiram agio
imediata.

= O CEF deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo (Res. CHNS 488/12). E papel de o pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a
evento adverso grave occomido (mesmo gue tenha sido em outre centro) e enviar notificagdo ao CEF e a
Agéncia Macional de Vigildncia Sanitaria — ANVISA — junto com seuw
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posicionamento.

= Eventusis modificagies ou emendas a0 protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do
Grupo | ou Il apresentados antericrments 8 ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las tambem
3 mesma, junto com o parecer aprobatono do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/87,
item 1ll.2.e).

UBERLAMDIA, 0D de Janeiro de 2015

Assinado por:
Sandra Terezinha de Farias Furtado
[Coordenador]

Enderego.  Av. Jodo Maves de Avlla 2121- Bioco ™1A”, sala 224 - Campus Sta. Monica

Balrmo: Sania Monica CEP. 35.408-144
UF: MG Municiplo: UBERLANDIA
Telefons. |34)3235-4131 Fa- (3432354335 E-mall: coppropg. uf
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Anexo IV. Pedido nacional de patente.

INSTITUTD aroiTnsssis
\ | AL 07082017 S
8 WOUSTRIAL L R T
FNOLISTRIAL
00.000._2.2.17.0437110.2

Padido nacional de Invenciio, Madelo de Utllidade, Cariificado de
Adigho de Invenglio o entrada na fase nadonal do PCT

Ndmearo do Probasss: BRE 10 2017 016923 5

Duxdems o Dapostiante (71}

Daponimnis 1 de 1

Mo ou Raeln Backal' UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
Tipo ds P’ FPessoa Juridica
CPFIGHR: 25648387000118
Macdoraldiedl: Brasileira
Endafgh: Av. Jodo Naves de Awvila, 2121 - Campus Santa Ménica - Reitoria
Cldarla: Lberiandia
Eatalty! MG
GEP: 38400-002
Pale: Brasil
Talefore: (34)3230 4077
Fax
Emall: propriedade@intelects. ufu br

PETICIOMNAMENTLY etz solicitagio foi emiada pelo sistema Peficionamento Eletrdnico em O7/08/2017 as
ELETRONICD 16:18. Patigio BTO1T0056514

Paticlo ETOITOORET 14, de 0T/08 2017, pag. 137
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Dadan do Pedido

Mahsuors Palnbe: 10 - Patente de Invengao (PI)

Trulo da Innanglio ou Modaln da PEPTIDEOS LIGANTES A PROTEINA CATIONICA EOSINOFILICA
Liidade [B4): E SUAS APLICACOES NO DIAGNOSTICO DA ESOFAGITE
EQSINOFILICA
Falaamey; A presents invengdo refere-se & selegdo, caracterizagdo e utilizacao
de peplideos Bgantes da Proteina Cationica Eosinofiica (PCE) no
diagndstice imunologice da Esofagite Eosinofilica e de deengas
alérgicasfinflamatorias, controle da inflamacio e fratamento de
doengas alérgicas e inflamatarias. Nesse contexio, a invengao
compreende 24 peptidecs desenvolvidos a partir do seu potencial de
reconhecimento da proteina catidnica eosincfilica recombinants
humana. Um desses ligantes selecionades foi escolhido a fitulo de
exemplificagio para ser validado para o diagnostico imunologico da
Esofagite Eosinofilica (EEo) em amosiras de muco esofagico de
pacientes pediatricos portadores da doenga.
FigiEa & pubicar: 1

PETICIONAMENTC  Fatz solicitagio foi emiiada pelo sistema Peficionamento Eletrénico em D7/D8/2017 as
ELETRONICD 16:18. Petigao ETO1T0058514

Paticlo ETOITO0EF 14, de 07082017, pag. 237
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