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Resumo

A esofagite eosinofílica (EEo) é uma condição inflamatória do esôfago 
caracterizada pela presença de um grande número de eosinófilos. Atualmente, o 
diagnóstico da EEo é baseado em procedimentos endoscópicos invasivos para o 
exame histopatológico. Nesse contexto, nosso objetivo foi selecionar e validar 
peptídeos com potencial para serem usados na detecção de EEo. Para tanto, foi 
realizada uma análise comparativa da proteômica, utilizando espectrometria de 
massa (LC-MS/MS), de biópsias esofágicas de pacientes pediátricos com 
esofagite eosinofílica, doença do refluxo gastroesofágico e pacientes controle, 
que mostrou a proteína catiônica eosinofílica (PCE) regulada positivamente em 
pacientes EEo. Em seguida, a tecnologia de Phage Display foi utilizada para 
selecionar peptídeos contra a PCE e doze clones de fagos foram selecionados 
após três ciclos de biopanning. Destes clones, o clone de fago (E5) com maior 
reatividade contra a PCE foi capaz de distinguir, no muco esofágico, a esofagite 
eosinofílica, doença do refluxo gastroesofágico e pacientes controles através do 
ensaio ELISA em 94 pacientes pediátricos, alcançando a sensibilidade de 
84,62%, especificidade de 82,72%, e AUC 0,84. Este é o primeiro estudo que 
demonstra a detecção da proteína catiônica eosinofílica usando peptídeos 
selecionados por phage display e pode ser uma ferramenta de diagnóstico útil 
para a detecção de pacientes EEo. Além disso, na abordagem terapêutica, o 
peptídeo (E5) demonstrou ser capaz de diminuir a degranulação independente de 
IgE. O alinhamento desse peptídeo com proteínas importantes de granulócitos, 
principalmente de mastócitos, reforçam a possibilidade desse peptídeo mimetizar 
receptores importantes para a degranulação de mastócitos. E, após a análise pela 
espectrometria de massa (LC-MS/MS) do sobrenadante da condição de 
degranulação independente de IgE, foram encontradas 79 proteínas exclusivas, 
as quais fornecem informações importantes para um melhor entendimento da 
alergia mediada por mastócitos, bem como o estudo de alvos biológicos que 
sirvam como estratégias diagnósticas e/ou terapêuticas no futuro.

Palavras-chave: Proteína catiônica eosinofílica, phage display, diagnóstico, 
esofagite eosinofílica, IgE-independente
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Abstract

Eosinophilic esophagitis (EoE) 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.
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1 INTRODUÇÃO

1.1 Esofagite Eosinofílica (EEo)

Em 1978 o termo esofagite eosinofílica (EEo) foi registrado pela primeira 
vez em banco de dados científicos. O estudo relatou a condição de um paciente 
adulto que apresentava acalasia e a presença de infiltração eosinofílica na 
mucosa esofágica (LANDRES et al., 1978). No entanto, foi considerada uma 
entidade clínica apenas em 1981, quando pesquisadores, através de 
manifestações radiológicas, relataram o caso de um paciente que apresentava 
intensa disfagia (PICUS; FRANK, 1981).

Considerada por muito tempo uma condição rara, a EEo é hoje uma 
doença que vem aumentando sua incidência e prevalência assim como outras 
alergias como asma, rinite alérgica, dermatite atópica e alergias alimentares 
(LIACOURAS et al., 2014). Um recente estudo sistemático de meta-análise 
mostrou a incidência 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 prevalência 
populacional da EEo possui ampla diferença entre demais estudos de coorte, 
possivelmente devido a variações no diagnóstico da doença (ARIAS et al., 2016). 
Embora a EEo venha apresentando crescente incidência e prevalência ao longos 
dos anos, a doença é ainda considerada nova, pois os dados que se tem à longo 
prazo são poucos e o diagnóstico da doenças ainda apresenta muitas falhas. Um 
dos desafios enfrentados pela pesquisa é a similaridade fenotípica da EEo com a 
doença do refluxo gastroesofágica (DRGE) (PATEL; HIRANO, 2018) pois, ambas 
as desordens possuem sintomas semelhantes, como a presença de eosinofilia 
esofágica (NGO et al., 2006; KIA; HIRANO, 2015).

A relação diagnóstica da EEo com a DRGE sempre foi foco de discussão 
pela similaridade clínica, endoscópica e histológica nas manifestações das duas 
doenças. A presença de evidências da DRGE, antes considerada fator excludente 
do diagnóstico de EEo, hoje não é mais apoiada (LUCENDO et al., 2017). Cheng 
e col. (2014) apresentam argumentos que demonstram que as duas patologias 
podem coexistir e que esta interação parece envolver mecanismos complexos 
que merecem ser mais detalhadamente estudados.
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Os métodos diagnósticos e de acompanhamento dos pacientes com EEo 
aplicados até o momento, apresentam falhas na identificação e no manejo dos 
grupos clínicos que possuem evolução fenotípica variada. Logo, o esclarecimento 
dessas questões conduz os esforços científicos para níveis moleculares 
almejando a obtenção de melhores marcadores para o diagnóstico e prognóstico 
da doença.

1.2 Epidemiologia da EEo

Para a compreensão da epidemiologia da EEo, muitos trabalhos foram 
realizados nas últimas duas décadas. Os estudos iniciais publicados estiveram 
mais focados na descrição de casos e na caracterização da doença. Atualmente, 
as pesquisas estão mais voltadas para a determinação de fatores de risco, 
etiologias novas e biomarcadores para a doença. Todos esses estudos fornecem 
informações para caracterização epidemiológica da EEo. Apesar de se ter relatos 
de EEo ocorrendo em ampla faixa etária, desde crianças até idosos, a maior parte 
dos casos se concentra entre crianças, adolescentes e adultos, até a idade dos 
50 anos (LIACOURAS et al., 2011; DELLON et al., 2013). Existe uma 
considerável discrepância entre os sexos, pois afeta, significativamente, mais 
indivíduos do sexo masculino que feminino (masculino/feminino, 3:1) 
(LIACOURAS et al., 2011; DELLON et al., 2014) no entanto, a razão disso ainda 
não está definida (DELLON et al., 2007; PRASAD et al., 2009; LIACOURAS et al., 
2011).

Esofagite eosinofílica está presente na maioria dos grupos étnicos, porém a 
incidência é maior em populações de países ocidentais (PRASAD et al., 2009; 
VAN RHIJN et al., 2013) com predomínio ainda não esclarecido em indivíduos de 
cor branca e não hispânicos (LIACOURAS et al., 2011; PRASAD et al., 2009; 
DALBY et al., 2010). Apesar da EEo estar sendo alvo de pesquisas em todo 
mundo, é mais extensivamente estudada em países ocidentais, onde tem
prevalência estimada de 0,4% entre crianças e adultos. Na população em geral,
estima-se que um valor aceitável da prevalência da EEo seria de 0,5 - 1,0 
caso/1000 pessoas/ano (DELLON; LIACOURAS, 2014). O maior estudo já 
realizado nos Estados Unidos encontrou prevalência de 57/100.000 casos
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(DELLON et al., 2013). Já em relação à incidência da EEo, a maioria dos relatos 
estima que esteja entre 6-13 casos/100.000 pessoas (DELLON; LIACOURAS, 
2014). No Brasil, entretanto, a EEo não possui valores de incidência e prevalência 
bem definidos para crianças e adolescentes, sendo que o que mais se encontra 
na literatura nacional são relatos ou série de casos publicados em diversos 
centros. Um estudo feito na cidade de Niterói-RJ mostrou prevalência em adultos 
com clínica de disfagia e queimação de 1,3% (BOECHAT et al., 2015). Ressalta- 
se também a frequente relação da EEo com doenças alérgicas, ocorrendo muitas 
vezes de forma concomitante. A presença de atopias como alergia alimentar, 
asma, rinite alérgica e dermatite atópica 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 história prévia de atopia 
(PRASAD et al., 2009; CHEHADE et al., 2007). A maioria dos pacientes com EEo 
tem sensibilização com alérgenos alimentares, aeroalérgenos ou ambos baseado 
em resposta positiva no teste cutâneo ou teste sorológico de anticorpos IgE 
específico (LIACOURAS et al., 2011).

1.3. Diagnóstico da EEo

Existem vários critérios que são indispensáveis para o diagnóstico da EEo, 
dentre eles estão os sintomas, os sinais clínicos e sinais endoscópicos e as 
alterações histológicas dos pacientes. Outro importante critério de diagnóstico é a 
exclusão de qualquer outra causa de eosinofilia esofágica em particular as
gastroesofágicas (PATEL; HIRANO, 2018).

1.3.1 Aspectos clínicos

A EEo apresenta ampla diversidade em seu espectro clínico em adultos e 
crianças, com início dos sintomas em idades diversas. É uma doença inflamatória 
crônica identificada pelo aumento do número de infiltrados eosinofílicos na 
mucosa esofágica (condição também conhecida por eosinofilia esofágica) e 
intensa hiperplasia no epitélio escamoso do esôfago. Os sintomas típicos da EEo 
são disfagia, dor no peito e impactação alimentar, resultantes dos sinais clínicos

5



de disfunção e fibrose esofágica (LIACOURAS et al., 2011; PAPADOPOULOU et 
al., 2014; MUIR et al., 2015; WARNERS et al., 2017). Lactentes e crianças 
menores podem apresentar intolerância ou recusa alimentar, intensa disfagia, 
com descrição de sintomas persistentes da DRGE, mesmo após tratamento 
adequado com inibidores de bomba de prótons. Vômitos frequentes, irritabilidade 
e baixo ganho de peso são também relatados (PEETIUK; MILLER; KAUL, 2007). 
Considera-se que bebês e crianças menores apresentem geralmente dificuldades 
de amamentação, enquanto que vômitos e dor abdominal ou retroesternal sejam 
sintomas mais comuns em crianças na idade escolar (ACEVES et al., 2009). 
Crianças maiores e adolescentes podem manifestar dor abdominal, vômitos, 
diarreia, disfagia e mesmo impactação com alimentos sólidos, ao passo que, em 
adultos, o achado clínico maior é a disfagia intermitente e a impactação, a qual 
pode surgir de forma abrupta em pacientes outrora assintomáticos (PUTNAM, 
2009). Alguns autores sugerem que em adultos, devido ao maior tempo de 
progressão da doença, sintomas como disfagia para alimentos sólidos e 
impactação são mais esperados, enquanto, nas crianças, sintomas inespecíficos, 
como dor abdominal e vômitos são os mais comuns (SINGLA et al., 2015).

São descritos também alterações no comportamento alimentar desses 
pacientes que passam a adotar perfil adaptativo na alimentação, evitando 
alimentos que possam causas disfagia e impactação. Essa alteração, consciente 
ou não, provocada pelo paciente necessita ser cuidadosamente investigada 
durante o exame clínico, a fim de evitar retardo ou falha diagnóstica 
(SCHOEPFER et al., 2014).

1.3.2 Aspectos endoscópicos

Muitos estudos já relataram a presença de variadas anormalidades 
esofágicas em exames de endoscopia digestiva alta (EDA) em pacientes com 
EEo. Entre esses achados estão anéis esofágicos fixos, também conhecidos 
como “traquealização”, anéis esofágicos transitórios, exsudato esbranquiçado, 
sulcos longitudinais, edema, estreitamentos esofágicos e lacerações da parede do 
esôfago (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 os achados endoscópicos na EEo, nenhum deles é 
considerado patognomônico, um vez que todos podem ser encontrados em outras 
desordens esofágicas (LIACOURAS et al., 2011). A presença de exsudato 
esbranquiçado, por exemplo, pode induzir confusão diagnóstica, na 
endoscopia,com esofagite fúngica. Os achados histopatológicos, porém, mostram 
diferenças que permitem a distinção entre essas entidades (AHMED et al., 2000). 
Enquanto os aspectos histopatológicos da EEo são semelhantes em todas as 
faixas etárias, os achados endoscópicos podem variar. Essa variação geralmente 
é devida ao tempo de progressão da doença, podendo, em casos mais 
prolongados, ser encontrada alteração decorrente de remodelação esofágica, 
como constrições fibrosas (SCHOEPFER et al., 2013). Na endoscopia, crianças 
geralmente apresentam achados com características inflamatórias, incluindo 
placas esbranquiçadas e sulcos longitudinais, ao contrário de adultos e daqueles 
com doença de longa progressão que mostram principalmente aspectos 
indicativos de fibrose e estenose, como anéis e constrições (SCHOEPFER et al., 
2013; SINGLA et al., 2015; DELLON; LIACOURAS, 2014). Segundo as diretrizes 
para EEo do Colégio Americano de Gastroenterologia, de 2013, a recomendação 
é para que sejam coletados de 2 a 4 fragmentos da mucosa esofágica durante o 
procedimento endoscópico, 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 gástrico e do duodeno é recomentada em todas as crianças 
e em adultos com alguma anormalidade, a fim de se excluir outras causas de 
eosinofilia esofágica, como gastroenterite eosinofílica, doença de Crohn e doença 
celíaca (MOAWAD et al., 2016).

1.3.3 Aspectos histopatológicos

Características histopatológicas da EEo são essenciais, visto que uma 
delas é o fator necessário para se fazer o diagnóstico, atualmente definido como a 
presença de 15 ou mais eosinófilos/CGA (campo de grande aumento) permeando 
o epitélio da mucosa esofágica (LIACOURAS et al., 2011). Nesse diagnóstico 
existe a limitação da diferença de padronização do tamanho do CGA e a 
identificação da localização exata do infiltrado eosinofílico intraepitelial
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(LIACOURAS et al., 2011). No consenso de 2011, os estudos mostraram que o 
achado de 15 ou mais eosinófilos/CGA seria o valor limite mais adequado a ser 
considerado (LIACOURAS et al., 2011). Para uma avaliação satisfatória dos 
achados morfológicos, recomenda-se que se tenha de dois a quatro fragmentos 
de mucosa esofágica da parte proximal e distal, e que esses fragmentos estejam 
bem orientados na lâmina histológica (DELLON et al., 2013).

A contagem de eosinófilos em fragmentos esofágicos é essencial para 
diagnóstico. Porém, é importante e recomendado que se avaliem também outras 
características morfológicas que fazem parte de um quadro inflamatório 
inespecífico. Entre elas, destacam-se hiperplasia de células da camada basal, 
abscessos eosinofílicos, estratificação da superfície dos eosinófilos, espaços 
intercelulares dilatados (DIS), alteração do epitélio de superfície, células epiteliais 
disceratóticas e fibrose da lâmina própria (COLLINS et al., 2014), 2014), 
alongamento de papilas do córion, espongiose, microabscessos de eosinófilos e a 
tendência à superficialização dos eosinófilos na mucosa. Esses achados podem 
ser encontrados na EEo, como também em outras desordens esofágicas cuja 
patogênese inclui processo inflamatório, como esofagite de refluxo, esofagite 
fúngica, envolvimento esofágico na doença de Crohn, entre outras (LIACOURAS 
et al., 2011). Ressalta-se que esses achados, bem como a contagem de 
eosinófilos, são importantes não só para o diagnóstico da EEo, mas também no 
acompanhamento dos pacientes, a fim de averiguar correlação sintomático- 
endoscópico-morfológica (LIACOURAS et al., 2011).

Em relação aos achados morfológicos adicionais à contagem de 
eosinófilos, tem-se a hiperplasia de células da camada basal. A camada basal é 
uma das partes que compõe o epitélio de revestimento do esôfago, juntamente 
com as camadas espinhosa e superficial. Em situações de normalidade ela ocupa 
cerca de 5 a 15% da espessura do epitélio esofágico (DENARDI; RIDDELL, 
2012). Quando se tem aumento da sua espessura, tem-se hiperplasia. Essa 
hiperplasia pode ser graduada em leve, quando o aumento é inferior a 30% e 
acentuada quando é igual ou superior a 30%. Hiperplasia de células da camada 
basal pode estar presente em vários processos inflamatórios do esôfago. Porém, 
estudos realizados em crianças, analisando esse achado na EEo em outras 
doenças, principalmente DRGE, encontraram que a proliferação de células da
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camada basal foi mais intensa em pacientes com EEo em relação àqueles 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 presença de hiperplasia de células da camada basal na 
EEo, na DRGE e na eosinofilia esofágica responsiva a inibidor de bomba de 
prótons (EEo IBP) e constatou que esse fenômeno foi mais frequentemente 
encontrado em pacientes com EEo e com eosinofilia esofágica responsiva a 
inibidor de bomba de prótons do que naqueles com DRGE. Hiperplasia de células 
da camada basal é considerada uma das características de remodelamento 
esofágico na EEo, uma vez que é o achado morfológico indicativo de proliferação 
ativa de células da zona basal da mucosa, uma fonte constante de renovação do 
epitélio, contribuindo também para extensão das projeções da lâmina própria 
(ACEVES, 2014).

Alongamento de papilas é outro aspecto morfológico da lesão esofágica 
encontrado na EEo (LIACOURAS et al., 2011; FURUTA et al., 2007). Papilas são 
extensões digitiformes da lâmina própria, que é o tecido conjuntivo vascularizado 
subepitelial, em direção à camada epitelial (DENARDI; RIDDELL, 2012). As 
papilas estão alongadas quando acima de 50% a 66% da espessura do epitélio 
total e esse alongamento é identificado a partir de estruturas vasculares presentes 
na projeção de lâmina própria em direção 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 esofágicos de pacientes com e sem EEo concluíram 
que o alongamento de papilas na mucosa é 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 dilatação ou aumento dos espaços 
intercelulares, é uma característica morfológica que pode estar presente em 
processos inflamatórios que acometem epitélios de várias regiões anatômicas 
(FIOCCA et al., 2011) e, no esôfago, 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 penetração de ácido, no caso da DRGE ou de antígenos, no caso da EEo
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(ORLANDO et al., 1981; TOBEY et al., 1996). A distribuição de eosinófilos 
intraepiteliais em pacientes com EEo é também um achado característico. Eles 
tendem a se alinhar no terço superior do epitélio, paralelamente à superfície 
epitelial (TEITELBAUM et al., 2002; ATTWOOD et al.,1993). Essa tendência à 
“superficialização” é um achado morfológico mais associado à EEo do que DRGE 
(VINDIGNI et al., 2010; LIACOURAS et al., 2011; GRIN; STREUTKER, 2015). 
Com esse processo, os eosinófilos adquirem maior tendência de formar 
microabscessos, que são definidos como acúmulos de quatro ou mais eosinófilos 
no epitélio (COLLINS, 2014). São achados muito sugestivos de EEo, sendo 
encontrados, por alguns autores somente em pacientes com contagem de 
eosinófilos intraepiteliais superior a 15/CGA (DEBROSSE et al., 2010).

O comportamento das células apresentadoras de antígenos na EEo 
também é uma característica importante. Essas células, localizadas em região 
suprabasal, são escassas na mucosa esofágica e são morfologicamente 
identificadas por meio de reação imuno-histoquímica usando marcadores como 
CD1a, S-100 e Cd6 (DENARDI; RIDDELL, 2012). Identifica-se o aumento delas 
quando encontradas acima da camada suprabasal. Atuam de forma a apresentar 
antígenos a linfócitos, proporcionando uma ligação entre resposta imune inata e 
adaptativa. Esse processo pode ser o evento que inicia a cascata de produção de 
citocinas que leva à EEo (MULDER; JUSTINICH, 2011). Entretanto, até o 
momento são escassos os estudos que analisam a relação das células 
apresentadoras de antígenos na EEo. Teitelbaum e colaboradores (2002) 
encontraram aumento significativo de células apresentadoras de antígenos por 
meio de análise imuno-histoquímica utilizando como marcador o CD1a. 
Observaram que no grupo de pacientes com EEo, quando comparado ao grupo 
com mucosa normal, havia aumento da expressão de CD1a (TEITELBAUM et al., 
2002). Já Mulder e Justinich encontraram aumento de células CD1a+ somente na 
parte proximal do esôfago de crianças com EEo, normalizando sua expressão 
após tratamento (MULDER; JUSTINICH, 2011). Contudo, tem-se sugerido que 
outras células, que não são as células apresentadoras de antígenos profissionais, 
como células epiteliais, possam adquirir esse papel de apresentação de antígeno. 
Esse processo pode atuar na predisposição e perpetuação da exposição de 
antígenos (LUCENDO et al., 2007).
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Desta forma, o conjunto de alterações morfológicas que podem estar 
presentes na EEo deve ser relatado nos laudos anatomopatológicos. Essas 
descrições podem auxiliar na identificação de biomarcadores de inflamação 
confiáveis, visando limitar o número de EDA necessárias para confirmar o 
diagnóstico de EEo, bem como acompanhar a eficiência do tratamento 
(LIACOURAS et al., 2011). Além disso, torna-se necessário almejar a redução de 
procedimentos invasivos, principalmente, no manejo de crianças que necessitam 
de sedação para a realização de EDA. Assim, o desenvolvimento de diagnóstico 
molecular da doença, tem sido considerado uma boa opção, uma vez que diminui 
a necessidade de realização de procedimentos invasivos, além de promover um 
resultado específico em tempo mais ábil que a histopatologia.

1.4 Tratamento

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

Inibidor de bomba de prótons (IBP) é um medicamento útil para excluir 
DRGE como causa de eosinofilia esofágica, sendo que a dose recomendada em 
crianças é de 1 mg/kg, duas vezes ao dia, durante 8 a 12 semanas. Contudo, IBP 
também são usados no tratamento da EEo em pacientes que apresentem DRGE 
como comorbidade. Sabe-se que IBP primariamente atua bloqueando secreção 
ácida, porém questiona-se o seu efeito na eosinofilia esofágica por outros 
mecanismos, uma vez que se mostram úteis no tratamento de pacientes com 
eosinofilia esofágica responsiva a IBP (LIACOURAS et al., 2011).

Tratamento com corticosteroide tópico, por sua vez, deve ser considerado 
em todas as crianças e adultos com diagnóstico de EEo, tanto como terapia inicial 
como de manutenção. Contudo, preconiza-se que se individualize a situação de
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cada paciente, considerando características da intensidade da doença, estilo de 
vida, padrão socioeconômico, entre outros. Vale ressaltar, que o uso crônico de 
esteróides tópicos deve levar os profissionais da saúde a se atentarem para 
possíveis efeitos adversos e monitorar cuidadosamente a curva de crescimento
da criança (LIACOURAS et al., 2011; CALDWELL et al., 2010).

1.5 Complicações e prognóstico

Os pacientes com EEo podem apresentar, como complicações, impactação 
alimentar, constrições esofágicas, redução do calibre do esôfago e perfuração da 
parede. Impactação alimentar é definida como evento que ocorre após ingestão 
de alimento, quando a matéria deglutida fica retida no esôfago e, frequentemente, 
necessita de intervenção endoscópica para sua resolução (LIACOURAS et al., 
2011; DELLON et al., 2009; PRASAD et al., 2009). Constrições esofágicas tem 
sua definição relacionada com anéis esofágicos, que são manifestação comum da 
doença em adultos. São diferenciados da redução do calibre do esôfago, uma vez 
que a área de envolvimento deste é maior em relação ao anel.

Em relação à perfuração da parede esofágica, ela pode ocorrer de forma 
completa, quando há saída do conteúdo esofágico e gástrico para a cavidade 
torácica, necessitando de tratamento cirúrgico 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 preferível, nesses casos 
uma abordagem conservadora. As perfurações esofágicas podem ocorrer 
relacionadas ou não ao procedimento endoscópico para dilatação luminal 
(LIACOURAS et al., 2011).

Devido a individualidade de fatores e complicações o prognóstico a longo 
prazo, de pacientes com EEo, é desconhecido. Alguns pacientes podem 
apresentar uma evolução caracterizada por períodos sintomáticos seguidos por 
períodos de remissão. Outros pacientes podem apresentar quadro clínico de 
aparente remissão espontânea, sendo desconhecido, nesses, o risco de 
recorrência. É possível que pacientes com doença de longa evolução, sem 
tratamento, evoluam para remodelamento esofágico, constrições e anéis. Além 
disso, não está claro, no entanto, se o tratamento dietético ou medicamentoso
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altera a história natural da doença (LIACOURAS et al., 2011; CARR; WATSON, 
2011).

1.6 Eosinófilos

Os eosinófilos são leucócitos do tipo granulócitos, produzidos na medula 
óssea. Em um adulto normal, os leucócitos representam em cerca de 7000
células/pL de sangue (ABBAS et al., 2015) e desse total, cerca de 1-3% são 
granulócitos do tipo eosinófilos, que apresentam um tempo de vida na circulação 
de 8 à 12 horas e de 8 à 12 dias nos tecidos sem presença de estímulos (UHM et 
al., 2012).

Eles estão envolvidos na defesa do organismo contra infecções 
parasitárias helmínticas, nos infiltrados inflamatórios de resposta imune de fase 
tardia e ainda podem ser responsáveis por reações imunológicas desreguladas 
associadas a doenças alérgicas, tais como asma e dermatite atópica. Os 
eosinófilos também podem apresentar um papel importante e construtivo na 
manutenção da homeostase, quando envolvidos na defesa do organismo através 
da regulação imunológica, no reparo e na remodelação tecidual (JACOBSEN et 
al., 2012; FULKERSON; ROTHENBERG, 2013). Os eosinófilos e as proteínas 
presentes nos seus grânulos, além de possuírem uma participação de resistência 
contra parasitas, especialmente helmintos, também apresentam atividades 
antimicrobianas contra bactérias, vírus e protozoários e são mediadores de 
doenças de hipersensibilidade (ACHARYA; ACKERMAN, 2014).

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

Várias pesquisas com enfoque em diferentes doenças alérgicas descrevem 
que os eosinófilos, quando estimulados, são recrutados da circulação para os 
tecidos e agem como mediadores pró-inflamatórios e moduladores da resposta 
imune adaptativa de fase tardia. Conforme já mencionado, o recrutamento e a 
ativação dos eosinófilos no local da inflamação é 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 condições alérgicas, os níveis de eosinófilos na corrente sanguínea e 
nos tecido estão elevados (MALM-ERJEFALT et al., 2005). Na asma, rinites 
alérgicas, dermatitites atópicas e EEo, as técnicas histológicas mostram que, nos 
tecidos, os eosinófilos sofrem acentuada degranulação (AHLSTROM- 
EMANUELSSON et al., 2004).

Os grânulos dos eosinófilos são compostos basicamente por quatro 
proteínas citotóxicas específicas: Proteína Básica Principal (PBP), Peroxidase 
Eosinofílica (PE), Proteína Catiônica Eosinofílica (PCE) e Neurotoxina Derivada 
de Eosinófilos (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; 
MAZZEO et al., 2015).

1.7 Proteína Catiônica eosinofílica

A proteína catiônica eosinofílica é uma das 4 proteínas catiônicas primárias 
secretadas pelos eosinófilos ativados, sendo as outras 3, a proteína básica 
(PBP), a peroxidase eosinofílica (PE) e a neurotoxina derivada dos eosinófilos 
(NDE) (SORRENTINO et al., 1991). Dentre estas proteínas, a PCE é o marcador 
clínico mais estudado com relação a atividade dos eosinófilos (ROSENBERG et 
al., 1989).

A PCE é sintetizada, transportada e armazenada nos grânulos secundários
maduros dos eosinófilos a uma taxa alta, contendo 13,5 pg PCE/106 células 
(CARLSON et al., 1994) e possui parte de atividade de ribonuclease e atividade 
citotóxica (ROSENBERG et al., 1995). Assim, o eosinófilo é a principal célula 
produtora de PCE, enquanto monócitos e linhagens mielo-monocíticas produzem 
quantidades mínimas em comparação aos eosinófilos (BYSTROM et al., 2001). 
Os neutrófilos ativados (MONTESEIRIN et al., 2007) também produzem pouco 
PCE e têm a capacidade de absorver mais PCE do meio circundante, 
armazenando-o em seus grânulos azurófilos (SUR et al., 1998; BYSTROM et al., 
2002).
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A PCE tem homologia à ribonuclease pancreática e tem a capacidade de 
degradar o RNA (GLEICH et al., 1986). A sequência de aminoácidos da PCE tem 
oito resíduos de cisteína espaçados por todo o polipeptídeo, estabelecendo a 
estrutura terciária da proteína pela formação de quatro ligações duplas de 
cisteína. A molécula de PCE apresenta ainda dois resíduos essenciais a atividade 
catalítica, sendo uma lisina e uma histidina, responsáveis pela degradação do 
RNA foram identificados, K38 e H128 (GLEICH et al., 1986; ROSENBERG et al., 
1995). A PCE consiste de uma cadéia simples de peptídeode 133 aa contendo 
três sítios para N-glicosilação, nas sequências de aminoácidos 57-59, 65-67 e 92­
94 (ROSENBERG et al., 1989). O gene da RNASE3 (PCE) e a seqüência da 
proteína com números referentes à seqüência de aminoácidos podem ser vistas 
na figura 1.

Figura 1. O gene RNASE3 (PCE) e a seqüência da proteína com números referentes à 
seqüência de aminoácidos. Abaixo da sequência proteica está um diagrama esquemático da 
sequência peptídica onde os domínios de folha beta e os domínios de hélice alfa são mostrados 
como estruturas de seta amarela e estrutura verde, respectivamente. Os aminoácidos envolvidos 
na atividade da RNase são representados por tesouras. Os aminoácidos envolvidos na 
interferência da membrana, na ligação da heparina e na atividade bactericida são representados 
pelas setas vermelhas. Aminoácidos glicosilados são representados com uma glycomoiety 
enquanto a letra N destaca o aminoácido nitrado. Caixa azul mostra o local do polimorfismo de 
alteração de aminoácidos rs2073342.

Fonte: BYSTROME et al., 2011.
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A glicosilação é composta de ácido siálico, galactose e acetilglicosamina 
(ERIKSSON et al., 2007)explicando a variação em seu tamanho detectado por 
Western blot entre 16 e 22 kDa (PETERSON et al., 1988). Dezenove resíduos de 
arginina voltados para o exterior da proteína conferem à basicidade da proteína 
(pI>11) (POUS et al., 2001) e, possivelmente, também conferem a sua maior 
estabilidade em comparação com outras ribonucleases (MAEDA et al., 2002).

Existem interações entre mastócitos e eosinófilos 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 mastócitos ativados,
podem exercer funções parácrinas e/ou autócrinas através de receptores
envolvidos com cada mediador encontrados nas superfície de eosinófilos e
mastócitos. Por outro lado, proteínas catiônicas [proteína catiônica eosinofílica
(PCE) e proteína básica principal (PBP)] liberadas por eosinófilos ativados,
modulam as funções dos mastócitos através da ativação de MRGPRX2 (Mas-
related G-protein coupled receptor member X2) em sua superfície e ativa vias que 

2+aumentam a entrada de Ca2+ na célula e induzem a degranulação (Figura 2).
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Figura 2. Representação esquemática de algumas das interações bidirecionais entre 

mastócitos e eosinófilos. Vários mediadores pré-formados, como fator de células-tronco, 

histamina, adenosina e triptase, liberados por mastócitos ativados, podem exercer funções 

parácrinas e/ou autócrinas através do envolvimento de Kit, H4R, receptores de adenosina e 

receptores ativados por proteases 2 (PAR-2). Por outro lado, proteínas catiônicas [proteína 

catiônica eosinofílica (PCE) e proteína básica principal (MBP)] liberadas por eosinófilos ativados, 

modulam as funções dos mastócitos através da ativação de MRGPRX2 em sua superfície. (B) 

PCE se liga ao MRGPRX2 e ativa as vias Gai dependentes de toxina pertussis e Gaq 

independente da toxina pertussis para respostas de mastócitos. (B) Os mastócitos expressam 

MRGPRX2 na superfície da célula, bem como nos locais intracelulares. O receptor extracelular 
provavelmente usa o canal Orai-1 Ca2+ e a via Gaq independente de toxina pertussis para 

degranulação, enquanto o receptor intracelular pode usar o canal Orai-2 Ca2+ para mediar as 

respostas dos mastócitos.

Quimiotaxia Degranulação

Fonte: Adptado de GALDIERO et al. 2017; SUBRAMANIAN et al., 2016.
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1.8 Mastócitos

Os mastócitos foram descobertos no final do século XIX por Paul Erlich 
devido à marcante e característica coloração de seus densos grânulos 
citoplasmáticos, os quais contêm 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, originárias da medula óssea, 
circulam no sangue e na linfa como células indiferenciadas e, subsequentemente, 
migram para tecidos periféricos, onde proliferam e se diferenciam em mastócitos 
maduros (TAYLOR; METCALFE, 2001).

Em vertebrados, os mastócitos estão amplamente distribuídos por tecidos 
vascularizados, particularmente aqueles próximos à superfícies expostas ao 
ambiente externo, incluindo a pele, vias respiratórias e o trato gastro-intestinal. 
Juntamente com as células dendríticas, os mastócitos estão bem posicionados 
para atuarem como umas das primeiras células do sistema imune a interagirem 
com antígenos e toxinas ambientais, ou patógenos invasores (GALLI; TSAI, 
2010).

Os mastócitos ocupam um nicho crítico nas imunidades inata e adquirida, 
onde, dependendo das circunstâncias, estas células podem perturbar ou auxiliar 
no reestabelecimento da homeostase, com conseqüências que podem tanto 
promover a saúde como contribuir para a doença. Nesse contexto, os mastócitos, 
mais conhecidos por seu papel nas dosordens alérgicas, também podem 
exacerbar modelos de autoimunidade, aumentar a sensibilização e/ou fases 
efetoras de certas respostas de hipersensibilidade de contato cutânea e aumentar 
a inflamação e mortalidade durantes algumas infecções bacterianas severas 
(TAYLOR; METCALFE, 2001).

Os mastócitos têm a capacidade de liberar, rapidamente, uma ampla 
variedade de mediadores, tais como histamina, proteoglicanas, proteases e 
citocinas específicas (mediadores pré-formados). Outros mediadores sintetizados 
incluem leucotrienos, prostaglandinas e o fator de agregação plaquetária (PAF) 
(mediadores neoformados). Os mastócitos também são capazes de organizar 
uma resposta tardia, através da transcrição, tradução e secreção de uma ampla
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gama de citocinas imunorregulatórias e fatores de crescimento (mediadores neo- 
sintetizados) (TAYLOR; METCALFE, 2001; STONE et al., 2010). Estas células 
também têm a capacidade única de sofrer múltiplos ciclos de liberação de 
mediadores e de responder a múltiplos estímulos, visto que uma mastócito pode 
permanecer localizado em um tecido por pelo menos alguns meses (TAYLOR; 
METCALFE, 2001).

Em uma resposta inflamatória alérgica, células apresentadoras de antígeno 
capturam e processam um alérgeno na forma de pequenos fragmentos 
peptídicos, os quais são apresentados, através de moléculas MHC de classe II, à 
células T naive, com o direcionamento destas células a favor de um fenótipo de 
células T helper tipo 2 (células Th2) (HOLGATE e POLOSA, 2008). Células Th2 
ativadas determinam rapidamente a expressão de CD40 ligante e a produção das 
interleucinas 4 (IL-4) e 13 (IL-13). A ligação destas citocinas, bem como de CD40, 
à células B, induzem estas células a promoverem a troca de classe de 
imunoglobulinas (Ig) a favor da síntese 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 superfície de mastócitos e considerados 
o receptor central para a ativação destas células. Nesse contexto, a ligação de 
IgE ao receptor FceRI sensibiliza os mastócitos para um alérgeno específico, 
estabiliza o complexo receptor e causa um aumento substancial na expressão de 
FceRI na superfície celular (MASUDA e SHIMITZ, 2008). A exposição 
subsequente de mastócitos, previamente sensibilizados, ao mesmo alérgeno 
multivalente, determina o intercruzamento dos receptores FceRI e distintas 
cascatas de sinalização são estabelecidas, as quais levam à liberação de 
mediadores inflamatórios de natureza diversa como, por exemplo, proteínas e 
lipídeos (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 identificação de peptídeos ou proteínas que interagem a 
molécula alvo, através da exposição de biomoléculas em bacteriófagos (LIU et al., 
2014). É uma técnica de seleção que utiliza sequências aleatórias de DNA
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fundidos em genes codificadores de proteíncas do capsídeo viral (PANDE et al., 
2010).

Os bacteriófagos são formados por uma fita simples de DNA envolta por 
uma capa protéica constituída por cinco proteínas (pIII, pVI, pVII, pVIII e pIX) 
(Figura 3).

Figura 3. Esquema representativo de um bacteriófago filamentoso M13 ilustrando as proteínas do 
capsídeo viral: pIX, pVII, pVIII, pVI e pIII.

Fonte: Adaptado de FUKUNAGA; TAKI, 2012.

O bacteriófago expressa aproximadamente 2.700 cópias da proteína 8 
(pVIII, uma proteína de 50 resíduos de aminoácidos) e 3 a 5 cópias da proteína 3 
(pIII, proteína de 406 aminoácidos) (RUSSEL et al., 1991).

Neste sistema, o gene codificador do peptídeo ou proteína de interesse é 
geralmente fusionado a um dos genes destas duas proteínas da capa protéica do 
fago (ZANCONATO et al. 2011). Devido à baixa representatividade da pIII em 
relação à pVIII, as bibliotecas de peptídeos sintéticos fusionados na pIII são mais 
indicadas para descoberta de ligantes com alta afinidade, quando comparadas as 
bibliotecas fusionadas a pVIII (KEHOE et al., 2005). Assim, a utilização do 
bacteriófago filamentoso-M13 para construção de uma biblioteca randômica de 
sequências de peptídeos fusionados à proteína pIII, permite a realização de um
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“screening” de peptídeos ligantes a molécula alvo de forma mais específico
(PLOSS et al., 2014).

O peptídeo ou proteína expresso na superfície do fago possibilita a seleção 
de sequências baseada na afinidade de ligação a uma molécula alvo por um 
processo de seleção in vitro denominado biopanning (PARMLEY; SMITH, 1988), 
realizado pela incubação da biblioteca de peptídeos expostos em fagos contra o 
alvo. O alvo é imobilizado em um suporte sólido tais como placas de ELISA, 
beads, resinas e membranas. Os fagos não ligantes ao alvo são eliminados por 
lavagens sucessivas e os fagos específicos permanecem ligados para posterior 
eluição. O conjunto de fagos específicos é amplificado para os ciclos posteriores 
de seleção (ligação, eluição e amplificação) para o enriquecimento daqueles com 
sequências específicas contra o alvo (PARMLEY; SMITH, 1988).

A técnica de phage display tem sido usada com as mais diversas funções, 
tais como: mapeamento de epítopos 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), identificação de 
proteínas funcionalmente acopladas e análise de interações proteína-proteína 
(SIDHU; KOIDE, 2007; HERTVELDT et al., 2009), e desenvolvimento de vacinas 
e drogas (NAIM et al., 2008; LIU et al., 2009). Na área da biotecnologia, essa 
metodologia também é bastante útil devido a produção em escala de 
bacteriófagos que podem diminuir os custos na fabricação de fármacos 
(WARNER et al., 2014).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver e analisar o papel de peptídeo ligante à proteína catiônica 
eosinofílica como forma de aprimorar o diagnóstico da Esofagite Eosinofílica em 
crianças e adolesentes e seu possível potencial terapêutico em alergias mediadas 
por mastócitos.

2.2 Objetivos Específicos

a) Seleção de peptídeos ligantes à proteína catiônica eosinofílica através 
da técnica molecular de Phage display e validação desses peptídeos;

b) Estabelecer um diagnóstico pela identificação da proteína catiônica 
eosinofílica por ensaio de phage-ELISA em muco esofágico de pacientes 
pediátricos submetidos ao exame de endoscopia digestiva alta (EDA);

c) Analisar a relação dos níveis da proteína catiônica eosinofílica em muco 
esofágico por phage-ELISA com o número de eosinófilos encontrados na 
histopatologia dos pacientes com EEo e com os achados clínicos.

d) Avaliar o potencial terapêutico do peptídeo selecionado em células de 
mastócitos humanos (LAD2).
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3 MATERIAL E MÉTODOS

3.1 Seleção 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 Uberlândia (HC/UFU) e no 
laboratório de Nanobiotecnologia-UFU. O termo de consentimento livre e 
esclarecido foi obtido dos pais de cada criança e adolescente incluído no estudo. 
A aprovação ética foi concedida pelo Conselho de Ética e Pesquisa da UFU 
(CEP-UFU) e a pesquisa foi registrada no “Clinical Trials” (ClinicalTrials.gov) com 
o número de registro: NCT03069573. Foi realizado um estudo prospectivo com 94 
pacientes da Unidade de Serviço de Endoscopia Digestiva do HC/UFU 
submetidos a endoscopia digestiva alta (EDA) e amostras de muco esofágico 
foram coletadas do esôfago distal até o proximal utilizando-se escovas citológicas 
padrão antes de obter as biópsias esofágicas. 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 diagnóstico, recentemente publicados por 
Dellon e colaboradores (2018) e resumido por Spergel e colaboradores (2018), 
que considera os sintomas de disfunção esofágica com > 15 eosinófilos/CGA para 
o diagnóstico. Os indivíduos incluídos neste estudo foram classificados em cinco 
grupos: os pacientes portadores de EEo, confirmados com análise 
anatomopatológica dos tecidos do esôfago distal e proximal com pelo menos uma 
biópsia esofágica com 15 ou mais eosinófilos/CGA, e com nenhuma evidência de 
outro distúrbio eosinofílico (E; n = 13); DRGE (G; n = 7), DRGE com <15 
eosinófilos/CGA (GE; n = 6), Controle sem eosinófilos/CGA, (C; n = 51); e 
Controle com <15 eosinófilos/CGA (CE; n = 17). Todos os pacientes elegíveis não 
faziam uso tópico de esteróides ou terapia dietética e tratamento com IBP (inibidor 
de bomba de prótons) no momento da coleta das amostras. As características 
gerais dos pacientes incluídos no estudo são mostradas na Tabela 1.
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Tabela 1. Características gerais dos pacientes incluídos 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-vômito 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 epigástrica-azia — 2 (28,5) — 2 (3,9) —
Impactação de alimentos — — — — 2 (11,7)
Outros 2 (15,3) — 1 (16,6) 8 (15,6) 2 (11,7)

Achados endoscópicos, 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 transitórios (felinização) 1 (7,6) 1 (14,2) 1 (16,6) 1 (1,9) —

Distúrbios atópicos, 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 atópica 3 (23) — — 4 (7,8) 1 (5,8)
Alergia alimentar 6 (46,1) — 1 (16,6) 5 (9,8) 2 (11,7)
Pais atópicos 3 (23) 3 (42,8) 4 (66,6) 18 (35,2) 7 (41,1)

Eosinofilia esofágica (Eos/CGA)
Esôfago proximal, média (s.d) 33,9 (28,4) — 1,5 (1,8) — 0,8 (1,2)
Esôfago distal, média (s.d) 42,1 (35) — 5 (4,9) — 1,3 (1,2)

EEo, Esofagite eosinofílica; DRGE, Doença do refluxo gastroesofágico; Eos/CGA, eosinófilos por campo de grande aumento.

24



3.2 Espectrometria de Massa

Pela utilização da técnica laboratorial de espectrometria de massa (MS), as 
proteínas foram mensuradas e comparadas entre amostras de biópsias 
esofágicas de pacientes pediátricos. Sete pacientes do grupo controle, três 
pacientes do grupo EEo e três pacientes do grupo DRGE foram comparados. A 
etapa de extração começou com digestão de 10 mg/amostra usando o Kit de 
Digestão de Trypsin All-in-One ProteoExtract® (EMD Millipore, Billerica, MA, 
EUA). Aproximadamente 10 mg de tecido foram adicionados a 200 pL de tampão 
de extração e 200 pL de esferas de vidro, agitadas por uma hora a 4 °C. Os 
tecidos foram reduzidos, alquilados e digeridos em condições padrão por três 
horas. Os peptídeos 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 eluição 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 
peptídeos 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 máxima. Alíquotas dos extratos foram digeridas 5 
vezes. Consequentemente, foram realizados 5 experimentos independentes de 
MS por biópsia. Os dados destes 5 experimentos de MS foram combinados e 
analisados. Para a quantificação utilizou-se o MaxQuant/Perseus, o PEAKS 
Studio (quantificação com o Q-Module incorporado) e o PEAKS Studio 
(quantificação manual e validação de dados após pesquisa na base de dados). A 
identificação das proteínas foi realizada no banco de dados Human UniProt 

Complete Proteome.
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3.3 Seleção de peptídeos por Phage Display

Para a seleção dos peptídeos (expressos na proteína III do capsídeo de 
bacteriófagos filamentosos), reativos com a proteína PCE, utilizou-se uma 
biblioteca randômica de peptídeos de 12 aminoácidos (Ph.D-12mer, New England 
Biolabs, Beverly, USA).

Foi adsorvido em um poço de uma microplaca de 96 poços (Maxisorp- 
NUNC, Denmark) 100 pL de proteína catiônica eosinofílica recombinante (Abcam, 
Cambridge, Massachusetts, USA) em tampão fosfato salino (1 pg/poço em PBS, 
pH 7,4) e incubada overnight a 4°C. A placa foi bloqueada com tampão de 
bloqueio (PBS com 5% de BSA, pH 7,4) por 1h sob agitação a 37°C, e lavada seis
vezes com PBST (PBS, pH 7,4, 0,1% v/v de Tween 20). No primeiro ciclo, foram

11acrescentados na placa 10 pL (1*10fagos) da biblioteca de peptideos diluída em 
90 pL de PBS, e a placa foi mantida sob agitação por 1h a temperatura ambiente. 
Fagos não ligantes foram removidos pela lavagem da placa por seis vezes com 
PBST 0,1%. Os fagos ligantes foram eluídos com 150 pL do tampão de eluição 
(glicina-HCl 0,2M, pH 2,2) durante 10 min à temperatura ambiente e 
imediatamente neutralizados com 22,5 pL do tampão de neutralização (Tris-HCl 1 
M, pH 9,1). E um microtubo foi adicionada uma alíquota dos fagos eluídos para 
ser utilizada na determinação do título do eluato.

Uma pequena amostra deste eluato (10 pL) foi separada para titulação e o 
restante foi utilizado para reamplificação, realizada em 20 mL de cultura de E. coli 
(ER2738) em fase inicial de crescimento (OD6oo ^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 o 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, 
água), homogeneizado e permaneceu em repouso por 12 horas à 4°C.

No dia seguinte, os tubos foram centrifugados por 15 minutos a 10.000 rpm 
à 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 à 
10.000 rpm, por 5 min e à 4°C para precipitar os resíduos celulares. O 
sobrenadante foi transferido para um novo microtubo para a adição de PEG/NaCl 
(1/6 do volume). A solução foi homogeneizada e incubada em gelo por 1h e então 
centrifugada por 14.000 rpm, por 10 min à 4°C. O sobrenadante foi descartado, e 
a centrifugação foi repetida para remoção de sobrenadante residual. O precipitado 
foi ressuspendido em 200 pL de PBS, obtendo-se então o eluato amplificado, 
pronto para a titulação e entrar no próximo ciclo de seleção.

Os fagos amplificados a partir do primeiro ciclo de seleção foram utilizados
em um segundo ciclo e repetido, novamente, por um total de três ciclos, sendo

11que a mesma quantidade de entrada de fago (1 x 1011 pfu/poço) foi mantida nos 
dois ciclos subsequentes (Figura 4).

Para todas as titulações foram utilizadas 10 pL dos fagos, diluídos em 90
-1 -4pL de meio de cultura LB. As diluições (10-1 a 10-4, para eluato não amplificado e

-8 -11de 10-8 a 10-11, para fagos amplificados) foram incubadas com 200 pL 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 MgCl2.6H2O)/L).

Após a incubação overnight em estufa à 37°C, as colônias azuis foram 
contadas para a obtenção dos títulos de entrada e saída para todos os ciclos de 
seleção (número de colônias azuis x fator de diluição).
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Figura 4. Esquema representativo da seleção de peptídeos por phage display. A biblioteca de 
peptídeos foi incubada com a proteína catiônica eosinofílica (PCE) sensibilizada na superfície de 
uma microplaca. Os fagos não ligantes foram lavados e os fagos ligantes a PCE foram eluídos e
amplificados para o próximo ciclo da seleção. Após 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 análise de sequenciamento.

Fonte: Elaborada pelo autor.

3.4 Amplificação de colônias de fagos

As colônias que apresentaram coloração azul, demonstrando a expressão
do gene da p-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 colônia isolada obtida do 3° ciclo da seleção não 
amplificado foi coletada da placa e dispensada em um poço da deepwell contendo 
1 mL de meio de cultura LB com E.coli em fase de crescimento inicial. A placa foi 
incubada por 12 h à 37°C, sob agitação. A placa deepwell foi centrifugada por 60 
min a 3.700 rpm, para a retirada do sobrenadante da cultura. Seu conteúdo foi 
transferido para uma outra placa deepwell e então foi adicionado 1/6 do volume 
de PEG/NaCl (20% de polietileno glicol-800, NaCl 2,5 M) incubando-a por 12h à
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4°C. A placa foi centrifugada por 1h a 3.700 rpm, o sobrenadante descartado, e o 
precipitado suspenso em 200 pL de PBS.

3.5 Phage-ELISA pré-sequenciamento

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

Uma placa de alta afinidade (NUNC, Denmark) foi sensibilizada com 100 
pL/poço de proteína catiônica recombinante (1 pg/mL) em tampão bicarbonato/ 
carbonato (0,1 M de NaHCO3, 0,1 M de Na2CO3, pH 9,6) e incubada overnight à 
4°C.

Após três lavagens com PBST 0,01% (PBS + 0,01% v/v de Tween 20), 
foram adicionados 250 pL de tampão de bloqueio (PBST 0,01%-BSA 5%), sendo 
a placa incubada por 1h à temperatura ambiente. A placa foi então lavada três 
vezes e adicionados 100 pL de solução contendo 50 pL do sobrenadante do fago 
mais 50 pL de bloqueio (um fago em cada poço). Para a detecção, utilizou-se a 
diluição 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 Extração de DNA de fagos

Após o 3° ciclo do biopanning, para a obtenção de DNA dos fagos mais 
reativos, 10 pL 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 agitação de 250 rpm por 6h à 37°C. Após o crescimento, 
as culturas foram transferidas para microtubos para a sedimentação das bactérias 
que foram centrifugadas por 10 min a 10.000 rpm. 500 pL do sobrenadante foram 
transferidos para outro tubo, e acrescidos a este, 84 pL de PEG-NaCl, incubando 
o tubo em seguida à temperatura ambiente por 10 min. Após centrifugar por 10 
min a 14.000 rpm, foi descartado o sobrenadante, e o precipitado foi ressuspenso 
em 100 pL de Tampão Iodeto (Tris-HCL 10 mM, EDTA 1mM, Nal 4 M) e então 
foram adicionados 250 pL de etanol absoluto, incubando o tubo por 10-20 minutos
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à 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 pL 
de etanol 70%, centrifugando mais uma vez por 10 min a 14.000 rpm. O 
sobrenadante foi desprezado e o precipitado suspenso em 20 pL de água 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 Análise Genética 
GenomeLab™ GeXP (Beckman Coulter®, USA) do Laboratório de 
Nanobiotecnologia (UFU). Para a reação do sequenciamento, foi utilizado o 
primer-96 gIII-(5'-OH CCCTCATAGTTAGCGTAACG-3'-Biolabs), e o mix de 
sequenciamento (DYEnamic ET Dye Terminator Cicle Sequencing Kit, Amersham 
Biosciences). O primer utilizado amplifica a região dos aminoácidos codificantes 
dos peptídeos randômicos fusionados nos fagos M13 recombinantes.

A análise das sequências de DNA provenientes do sequenciador 
automático foram processadas e somente aqueles insertos com 36 nucleotídeos 
íntegros após análise foram traduzidos.

3.8 Análise dos dados por bioinformática

As sequências de DNA geradas pelo sequenciamento foram analisadas 
utilizando-se programas de bioinformática disponíveis on-line.

A dedução da tradução in silico das sequências de aminoácidos foi 
realizada pelo programa Expasy Translate (https://web.expasy.org/translate/) e foi 
calculada a frequência de cada fago.

Para a predição estrutural tridimensional do peptídeo selecionado, utilizou- 
se o programa Raptorx (http://raptorx.uchicago.edu/). Assim, para a realização da 
modelagem, a sequência dos aminoácidos do peptídeo precisaram ser repetidas 
e intercaladas entre as sequências GGGS. A interação do peptídeo selecionado 
com a sequência da PCE recombinante (PDB: 1QMT) foi executada pelo
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programa Pathdock (http://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/PatchDock/) 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 E5 em comparação com um clone negativo (clone de fago 
com uma sequência peptídica irrelevante não selecionada para a PCE). Para 
tanto, foi realizada uma sensibilização da microplaca com uma curva de diluição 
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 tampão 
carbonato/bicarbonato (0,1 M de NaHCO3, 0,1 M de Na2CO3, pH 9,6).

Após três lavagens com PBST 0,01% (PBS + 0,01% v/v de Tween 20), a 
placa foi bloqueada para sítios inespecíficos com 250 pL de tampão de bloqueio 
(PBST 0,1% - BSA 5%), incubado por 2h a 37°C. A placa foi então lavada três 
vezes, novamente, com PBST 0,01%. Os clones do fago E3, E5 e clone 
irrelevante foram adicionados na concentração de 1x109 pfu/poço em PBST 
0,01% com 5% de BSA. Após incubação, durante 1h a 37°C, a placa foi lavada 
três vezes com PBST 0,01%, e foram adicionados 100 pL do anticorpo anti-M13 
conjugado com peroxidase (GE Healthcare, New Jersey, USA) diluído 1:5.000 
usando 5% de BSA em PBST 0,01%. Após 1h a 37 °C a placa foi lavada seis 
vezes com PBST 0,01% e 100 pL de substrato TMB (3,3',5,5'- 
Tetramethilbenzidina) foram adicionados e incubados a temperatura ambiente 
durante 5-15 min. Finalmente, a reação foi interrompida utilizando 100 mL de 2M 
de H2SO4 e foi lida a absorbância das reações a 450 nm utilizando um leitor de 
microplacas Multiscan Plus versão 2.03.

3.10 Avaliação da reatividade do clone selecionado utilizando muco 

esofágico de pacientes

Para confirmar a especificidade do clone escolhido, realizou-se o ensaio de 
phage-ELISA com muco esofágico de 94 pacientes pediátricos do setor de
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gastropediatra do HC/UFU que realizaram endoscopia digestiva alta (EDA). A 
sensibilização das placas foi feita com o muco desses pacientes, na quantidade 
de 4 pg de proteína/poço da fração solúvel do muco de cada um dos 94 pacientes 
diluída em 0,1 M de tampão carbonato/bicarbonato (pH 9,6), em duplicata, 
incubado durante 20 horas a 4°C. Como controles negativos foram utilizados um 
poço sem fago, um poço sem muco e um poço com muco e um fago irrelevante.

Após três lavagens com PBST 0,01% (PBS + 0,01% v/v de Tween 20), as 
placas foram bloqueadas para sítios inespecíficos com 250 pL de tampão de 
bloqueio (PBST 0,01%-BSA 5%), incubado por 2h a 37°C. As placas foram então 
lavadas três vezes, novamente, com PBS-T 0,1%. O fago E5 foi adicionado na 
concentração de 1x109 pfu/poço em PBS-T 0,1% com 5% de BSA. Após 
incubação, durante 1h a 37°C, as placas foram lavadas três vezes com PBST 
0,01%, e foram adicionados 100 pL do anticorpo anti-M13 conjugado com 
peroxidase (Sigma-Aldrich) diluído 1:5.000 usando 5% de BSA em PBST 0,01%. 
Após 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 reação foi interrompida utilizando 100 mL de 2M de 
H2SO4 e foi lida a absorbância das reações a 450 nm utilizando um leitor de 
microplacas Multiscan Plus versão 2.03.

3.11 Análise estatística

Para análise da reativdade dos clones de fagos à ECP no phage-ELISA, de 
maneira dependente da concetração, foi utilizada uma análise não parmétrica de 
Friedman do teste ANOVA. Para avaliar a reatividade no ensaio de phage-ELISA, 
entre os grupos, utilizando o clone de fago E5 nas amostras de muco esofágico, 
foi utilizada a análise não paramétrica do teste de Mann Whitney. Os parâmetros 
de sensibilidade e especificidade foram calculados com base na análise da curva 
ROC. A correlação de Spearman foi usada para análise entre o Índice de 
Reatividade (RI) e o Pico de contagem de eosinófilos/CGA. Todas as análises 
estatísticas 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 Preparação do peptídeo sintético

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

O peptídeo foi produzido pela empresa BACHEM (Weil am Rhein, 
Germany) e após a purificação por cromatografia de afinidade em HPLC, o 
peptídeo apresentou 93,2% de pureza. Ao peptídeo foi acrescentado um grupo 
GGGS-NH2 (amino-) e uma amidação C-Terminal. O peptídeo sintético foi 
entregue pela empresa liofilizado e a diluição foi feita segundo as recomendações 
do fabricante, dessa forma o peptídeo E5 foi ressuspendido em HCl a 1% na
concentração de 1 mg/mL, aliquotado para uso posterior e mantido a -20°C.

3.13 Acoplamento do peptídeo sintético à microesferas magnéticas (-NHS)

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

Primeiramente, foram adicionados 300 pL de microesferas magnéticas em 
um tubo de 1,5 mL, e então as microesferas foram imobilizadas na parede do tubo 
com um suporte magnético e o sobrenadante foi descartado. Foi adicionado 1 mL 
de tampão de lavagem A (HCl 1mM) e agitado suavemente em vórtex por 15 
segundos para homogeneizar. Após isso, as microesferas foram imobilizadas na 
parede do tubo com um suporte magnético e descartado o sobrenadante. 
Imediatamente, foram adicionados 300 pL de solução do peptídeo E5 (5mg/mL) 
diluído em tampão de acoplamento (NaP 10mM, pH 7,4) no tubo e agitou-se 
durante 30 segundos. Após isso, a solução foi incubada por 1-2h em temperatura 
ambiente em um rotator. Durante os primeiros 30 min da incubação, 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 incubação completa. As 
microesferas foram imobilizadas na parede do tubo com um suporte magnético e 
o sobrenadante foi coletado para testes posteriores. Após isso, foi adicionado 1
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mL de tampão de lavagem B (glicina 0.1M, pH 2.0) e agitou-se no vórtex 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 água ultrapura às 
microesferas e vortexado por 15 segundos. O tubo foi colocado mais uma vez no 
suporte magnético para imobilização das microesferas na parede do tubo e o 
sobrenadante foi descartado. Foi adicionado 1 mL de tampão etanolamina 3M, pH 
9,0 às microesferas e vortexado o tubo por 30 segundos. Incubou-se o tubo por 
2h à temperatura ambiente em um rotator e após isso as microesferas foram 
imobilizadas pelo suporte magnético e o sobrenadante descartado. Adicionou-se 
1 mL de água 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 tampão de armazenamento (NaP 10mM, pH 
7,4 com azida de sódio 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 último adicionou- 
se 300 pL de tampão de armazenamento às microesferas, homogeneizou-se, e 
armazenou a 4°C até estar pronto para uso. Ao final do processo o peptídeo E5 
foi acoplado à microesfera magnética como mostra o esquema da figura 5.

Figura 5. Esquema representativo do acoplamento do peptídeo E5 em microesferas 
magnéticas ativadas pelo grupo -NHS da Thermo Scientific Pierce. Em vermelho está 
representado a sequência dos 12 aminoácidos do peptídeo e em preto os grupos GGGS-NH2 

(amino-) e amidação C-Terminal.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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3.14 Ensaio de reatividade com peptídeo sintético

Para verificar a reatividade do peptídeo sintético com a PCE foi utilizado o 
peptídeo acoplado à microesferas magnéticas em um ensaio de ELISA. Como 
controle positivo foram utilizadas microesferas magnéticas acopladas com 
proteína catiônica eosinofílica e como controle negativo foram utilizadas 
microesferas magnéticas acopladas com um peptídeo irrelevante.

Adicionou-se 40 pL (0,40 mg) de microesferas magnéticas acopladas com 
o peptídeo no microtubo de 1,5 mL e com o suporte magnético as microesferas 
foram imobilizadas na parede do tubo e o sobrenadante foi descartado. As 
microesferas magnéticas foram lavadas duas vezes com 100 pL de TBST 0,05% 
(TBS + 0,05% v/v de Tween 20) e, após isso, foram bloqueadas para sítios 
inespecíficos com o tampão de bloqueio TBST 0,05% - BSA 1,5% (TBS + 0,05% 
v/v de Tween 20 e 1,5% v/v de BSA) por 1h a temperatura ambiente. Após o 
bloqueio ser descartado, foram adicionados 100 pL da solução de PCE nativa, 
purificada de eosinófilos humanos (Arotec diagnostics, New Zealand) (2 pg/mL) 
em TBST 0,05% - BSA 1,5% e incubou-se por 2h a temperatura ambiente. Após 
três lavagens com 100 pL de TBST 0,05%, foram incubados com o anticorpo anti- 
PCE (Antibodies GmbH, Germany) diluído 1:1.000 em tampão de bloqueio TBST 
0,05% - BSA 1,5% por 1h a temperatura ambiente. As microesferas foram 
lavadas três vezes com o tampão de lavagem TBST 0,05% e foram adicionados 
100 pL do anticorpo secundário anti-IgG rabbit conjugado com AP (fosfatse 
alcalina) diluído 1:5.000 em tampão de bloqueio TBST 0,05% - BSA 1,5% por 1h 
a temperatura ambiente. Foram lavadas quatro vezes com 200 pL de TBST 
0,05% e adicionados 100 pL de PNPP 10mM em tampão de detecção ELISA pH 
9,8 por 10-30 min. Finalmente, a reação foi lida a 405 nm utilizando um leitor de 
microplacas Multiscan Plus versão 2.03.

3.15 Ensaio de Dot blot com peptídeo sintético

Foram adicionados 4pL (0,04 mg) de microesferas magnéticas acopladas 
com o peptídeo E5 na membrana e esperou secar ao ar por 10 minutos. Como 
controle positivo foram utilizadas 4 pL (0,04 mg) de microesferas magnéticas
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acopladas com PCE nativa, purificada de eosinófilos humanos (Arotec
diagnostics, New Zealand), e como controle negativo foram utilizadas 4 pL (0,04
mg) de microesferas magnéticas acopladas com um peptídeo irrelevante.

A membrana foi bloqueada com tampão de bloqueio (BSA 0,5%, NaCl 
0,15%, Tris/HCl 25mM pH 7,5, NaN3 0,05% Tween 20 0,05%) por 1h a 
temperatura ambiente. Adicionou-se PCE nativa, purificada de eosinófilos 
humanos (Arotec diagnostics, New Zealand) na concentração de 1 pg/mL, diluída 
no tampão de bloqueio e incubou-se por 2h à temperatura ambiente e overnight a 
4°C. Após isso, a membrana foi lavada três vezes de 5 min cada com tampão de 
bloqueio e adicionou-se anti-PCE (Antibodies GmbH, Germany) na diluição 
1:10.000 no tampão de bloqueio por 1h a 37°C. A membrana foi lavada três vezes 
de 5 min cada com tampão de bloqueio e foi adicionado IgG anti-coelho marcado 
com AP diluído 1:20.000 em tampão de bloqueio por 1h a 37°C. A membrana foi 
lavada três vezes de 5 min cada com tampão de bloqueio e foi adicionado o 
tampão de detecção (Tris/HCl 100mM pH 9,5, NaCl 100mM, Mg Cl2+6 H2O 5mM) 
por 5 min. Finalmente foi adicionada a solução de revelação colorimétrica (10 mL 
de tampão de detecção + 30 pL de NBT +30 pL de BCIP) por 5-30 min no escuro 
sem agitar até as marcações estarem visíveis, e a reação foi parada pela lavagem 
da membrana com ddH2O.

3.16 Tratamento de mastócitos humanos LAD2 com proteínca catiônica 

eosinofílica (via independente de IgE)

Para testar se o peptídeo sintético teria ação bloqueadora da PCE, foi 
realizado um ensaio de degranulação de mastócitos LAD2 via independente de 
IgE com a PCE, ou seja, as células LAD2 não foram sensibilizadas previamente 
com IgE. Os ensaios de degranulação utilizando as células LAD2 foram 
conduzidos e realizados no Departamento de Biociências na Universidade de 
Salzburg (Áustria). O protocolo de mensuração de degranulação de mastócitos 
foi feito pela quantificação da liberação de p-hexosaminidase segundo Kuehn e 
colaboradores (2010) com modificações.

As células LAD2 foram cultivadas em meio Completo de StemPro-34 SFM 
(Gibco-Life Technologies, Grand Island, NY) e suplementado com L-glutamina
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2mM e SCF (100ng/mL), a 37°C, 7% de CO2. Foram adicionadas a cada poço da 
placa de cultura 2x104 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 pL de proteína catiônica eosinofílica nativa (Arotec diagnostics, 
New Zealand) diluída no tampão HEPES (HEPES 10mM, NaCl 137mM, KCl 
2,7mM, Na2HPO4.7H2O 0,4mM, glicose 5,6mM, CaCl2.2H2O 1,8 mM, 
MgSO4.7H2O 1,3mM, BSA 0,04%) nas seguintes concentrações (20 pg/mL, 10 
pg/mL, 5 pg/mL, 2,5 pg/mL, 1,25 pg/mL, 0,625 pg/mL, 0,3125 pg/mL) e incubou- 
se por 24h a 37°C, 7% de CO2. Como controle negativo foram utilizadas células 
LAD2 sem estímulo e como controle positivo da reação foi utilizado anti-FcsRI 
(1:1.000) para induzir a degranulação das células LAD2 através da ativação do 
receptor FcsRI. A placa foi centrifugada a 450 x g em temperatura ambiente por 5 
min, o sobrenadante (50 pL) foi transferido para outra placa e foram adicionados 
50 pL de solução de ensaio (5 mL de tampão 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 reação foi parada pela adição de 100 pL de 
NaCl 0,2M, NaOH 0,2M e glicina 0,2M, pH 2,2. A absorbância de cada poço foi 
determinada num leitor de microplacas a 592 nm.

3.17 Ensaio de citoxicidade do peptídeo em linhagem celular de mastócitos 

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 CO2. Foram adicionadas 2x104 

células/poço de células LAD2 em triplicatas em placa de cultura de 96 poços e 
foram tratadas com o peptídeo E5 nas concentrações de 1, 10 e 100 pM por 24h. 
Após isso 10 pL de MTT ([3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de 
tetrazolina]) (Calbiochem, Darmstadt, Germany) da solução (5mg/mL) foram 
adicionados a cada poço, 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. Após a incubação o 
sobrenadante foi descartado e adicionados 50 pL/poço de dimetilsulfóxido

37



(DMSO) para solubilização dos cristais de formazan, seguido de leitura de 
absorbância em espectrofotômetro a um comprimento de onda de 592 nm. A 
viabilidade celular (%) foi calculada pela leitura obtida pela leitora de microplaca 
usando a seguinte fórmula: % Viabilidade= [(A592-células tratadas)/(A592-células 
não tratadas)] x 100.

3.18 Ensaio de degranulação de mastócitos humanos LAD2 sensibilizados e 

não sensibilizadas por IgE

Para testar se a degranulação de mastócitos via IgE é capaz de estimular a 
degranulação de mastócitos que não foram sensibilizados por IgE, foi realizado o 
ensaio de quantificação de p-hexosaminidase, visto que essas células respondem 
a uma sinalização autócrina. Primeiramente, as células da linhagem LAD2 foram 
estimuladas a degranularem com soro de pacientes alérgicos ao pólem de Bétula 
(Betula verrucosa), uma árvore da família Betulaceae, que têm como principal 
alérgeno a proteína Bet v1, (BREITENEDER et al., 1989). Na europa, a alergia a 
Betulacea é muito comum, e cerca de 50% dos pacientes com alergia respiratória 
são sensibilizados aos pólens de Betuláceas (CIPRANDI et al., 2016).

O esquema desse ensaio está mostrado na figura 6. As células Ag8 foram 
incubadas com soros de pacientes alérgicos à Bétula (1:10), com finalidade de 
depletar o sistema complemento, por 1h a 37 °C e 7% de CO2. As células Ag8 
foram centrifugadas durante 5 min a 250 x g a temperatura ambiente. O 
sobrenadante (50 pL) foi adicionado a cada poço contendo 2 x 104 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 três vezes 
com tampão HEPES pH 7,4 (HEPES 10mM, NaCl 137mM, KCl 2,7mM, 
Na2HPO4.7H2O 0,4mM, glicose 5,6mM, CaCl2.2H2O 1,8 mM, MgSO4.7H2O 
1,3mM, BSA 0,04%) para retirar as IgE não ligadas ao receptor FCeRI. Após a 
lavagem foi adicionada a solução de antígeno de Bet v1 diluída em tampão 
HEPES (1000 ng/mL) e a placa foi incubada por 1h a 37°C e 7% de CO2. A placa 
foi centrifugada a 450 x g em temperatura ambiente por 5 min, e 50 pL de 
degranulação IgE-dependente foi coletado para comparar com o restante do
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sobrenadante (50 pL) que foi coletado e utilizado para o tratamento de 2 x 104 
células/mL de células LAD2 em cada poço, não sensibilizadas com IgE, por 1h a
37°C e 7% de CO2. 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 solução de ensaio (5 mL de tampão 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 reação foi interrompida pela adição de 100 
pL de NaCl 0,2M, NaOH 0,2M e glicina 0,2M, pH 2,2. A absorbância de cada poço 
foi determinada num leitor de microplacas a 592 nm.

Figura 6. Esquema representativo do experimento de degranulação de mastócitos humanos LAD2 
dependente e independente de IgE.

T/0? Antígeno

Degranulação 
dependente de IgE 

(sobrenadante)

Degranulação 
independente de IgE 

(sobrenadante)

Fonte: Elaborada pelo autor.
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3.19 Tratamento da degranulação da linhagem celular de mastócitos 

humanos LAD2 com peptídeo E5

Para testar se o peptídeo E5 tem papel bioativo na diminuição da 
degranulação de mastócitos não sensibilizados por IgE, foi realizado o ensaio de
quantificação de p-hexosamindade. Primeiramente, as células LAD2 foram
estimuladas a degranularem com soro de pacientes alérgicos ao pólem de Bétula
(Betula verrucosa). Os soros de 10 pacientes alérgicos à Bétula foram diluídos em 
meio com células Ag8 (1:10), com finalidade de depletar o sistema complemento, 
por 1h a 37 °C e 7% de CO2. As células Ag8 foram centrifugadas durante 5 min a 
250 x g a temperatura ambiente. O sobrenadante (50 pL) foi adicionado a cada 
poço contendo 2 x 104 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 três vezes com tampão HEPES pH 7,4 (HEPES 10mM, 
NaCl 137mM, KCl 2,7mM, Na2HPO4.7H2O 0,4mM, glicose 5,6mM, CaCl2.2H2O 
1,8 mM, MgSO4.7H2O 1,3mM, BSA 0,04%) para retirar as IgE não ligadas ao 
receptor FcsRI. Após a lavagem, foram adicionados 100 pL da solução de 
antígeno de Bet v1 (100 ng/mL) diluída em tampão HEPES e a placa foi 
incubada por 1h a 37°C e 7% de CO2.

A placa foi centrifugada a 450 x g em temperatura ambiente por 5 min, e o 
sobrenadante 100 pL foi coletado. Metade do sobrenadante (50 pL) foi tratado 
com o peptídeo E5 10pM por 1h, a temperatura ambiente. Após isso os 
sobrenadantes tratados e não tratados com peptídeo E5 foram utilizados para o 
tratamento de 2 x 104 células/mL de células LAD2 não sensibilizadas com IgE por 
1h a 37°C e 7% de CO2. 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 solução de ensaio (5 mL de tampão citrato a 0,1M e 80 pL 
de 4-metil lubeliferil-N-acetil-beta-D-glucosaminida) (Sigma-Aldrich). Após incubar 
por 30 min a 37°C e 7% de CO2 a reação foi parada pela adição de 100 pL de 
NaCl 0,2M, NaOH 0,2M e glicina 0,2M, pH 2,2. A absorbância de cada poço foi 
determinada num leitor de microplacas a 592 nm.
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3.20 Espectrometria de massa: degranulação de mastócitos sensibilizados 

por IgE x degranulação de mastócitos não sensibilizados por IgE

Utilizando espectrometria de massa, as proteínas foram mensuradas e 
comparadas entre amostras do pool de sobrenadantes da degranulação de 
células LAD2 dependende e independente de IgE. Como controle negativo foi 
utilizado apenas o tampão HEPES em células LAD2 não sensibilizadas com IgE 
(degranulação basal).

Foram utilizados 100 pL da solução de antígeno de Bet v1 (1000 ng/mL) 
diluída em tampão HEPES no tratamento de 8 poços com 2 x 104 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 pL de cada poço e o restante do volume 
(50 pL) de cada poço foi utilizado para tratar 8 poços, em outra placa, com 2x104 
células/mL de células LAD2 não sensibilizadas por IgE 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 pL de cada poço para comparar o perfil proteômico 
de cada tipo de degranulação. Como controle negativo, foi feito o pool da coleta 
de 50 pL de 8 poços com 2 x 104 células/mL de células LAD2 em tampão HEPES 
não sensibilizadas por IgE por 1h a 37°C e 7% de CO2.

A etapa de extração começou com digestão de 100 pL/amostra usando o 
Kit de Digestão de Trypsin All-in-One ProteoExtract® (EMD Millipore, Billerica, 
MA, EUA). Aproximadamente 100 pL de sobrenadante foram adicionados a 100 
pL de tampão de extração e 100 pL de esferas de vidro, agitadas por 1h a 4 °C. 
As amostras foram reduzidas, alquiladas e digeridas em condições padrão por 3h. 
Os peptídeos 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 eluído da 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 peptídeos 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 máxima. Alíquotas 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 quantificação utilizou-se o PEAKS Studio (quantificação 
manual e validação de dados após pesquisa na base de dados). A identificação 
das proteínas foi realizada no banco de dados Human UniProt Complete 

Proteome e as anotações de proteínas foram analisadas com a visualização de 
dados pelo Software Tool for Researching Annotations of Proteins (STRAP).

3.21 Análise de dados in Silico

O peptídeo E5 foi alinhado com proteínas depositadas no NCBI/BLAST 
(Basic Local Alignment Search Tool), que consta de um conjunto de programas 
que buscam similaridades entre diferentes sequências. O alinhamento das 
sequências investigadas foi realizado com o banco de dados de proteínas 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). Dentro do BLAST a busca foi realizada no 
Protein blast utilizando como database o swissprot protein sequence (swissprot), 
algoritmo - blastp (protein BLAST) e a pesquisa foi restrita ao Homo sapiens 

(taxid: 9606). Para obter informações detalhadas sobre as proteínas que 
alinharam com o peptídeo E5 foi utilizado o banco de dados UniProtKB SwissProt 

(http://www.uniprot.org/).

42

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast
http://www.uniprot.org/


4 RESULTADOS

4.1 Análise de espectrometria de massa

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

Em relação as proteínas com alta usabilidade, com alta expressão no 
grupo dos pacientes EEo, destaca-se a proteína catiônica eosinofílica (PCE), uma 
proteína com ação de citotoxina e helmintotoxina com atividade de ribonuclease 
de baixa eficiência, que se apresentou mais de 100 vezes expressa em relação 
ao grupo controle. Os dados de três métodos, MaxQuant/Perseus, PEAKS Studio 
e PEAKS Studio foram combinados e visualizados como gráficos 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 sequências peptídicas identificadas pela espectrometria de massa (Figura 
8C).
Figura 7. Proteínas com expressão diferencial entre os grupos Controle, EEo e DRGE. A PCE 
está indicada pela seta em vermelho.
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Figura 8. Análise de espectrometria de massa da PCE. (A) Os dados dos três métodos de 
quantificação da proteína catiônica eosinofílica (PCE) foram combinados e visualizados como 
gráficos 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 regiões cobertas por peptídeos identificados são mostradas em 
cinza, cada barra azul indica uma sequência peptídica identificada e a modificação pós- 
translacional (MPT) carbamidometilação está mostrada na caixa vermelha.

4.2 Seleção de fagos ligantes à PCE

Com a utilização da técnica de Phage display, três ciclos de seleção foram 
realizados para selecionar fagos ligantes à PCE. O enriquecimento de fago da 
seleção foi monitorado mensurando os títulos de saída após cada ciclo da seleção 
com relação ao título de saída do primeiro ciclo. O título de saída de fagos após a
seleção aumentou do primeiro ciclo (4xl04 pfu) ao terceiro ciclo (6.9 x 106 pfu) 
(Figura 9A) e no fim de três ciclos da seleção, o título do fago aumentou 172,5 
vezes mais do que o primeiro ciclo da seleção (Figura 9B). O enriquecimento do 
título de fagos sugere que a seleção de fagos que se ligam seletivamente à PCE 
foi alcançada com sucesso.

Um total de 96 clones de fagos foi escolhido aleatoriamente após o 
plaqueamento do terceiro ciclo. Dos 96 clones selecionados, 20 clones foram 
mais reativos contra a PCE no phage-Elisa pré-sequenciamento (cut-off 

absorbância = 0,692) (Tabela 2). Assim, o DNA desses clones de fagos foi 
submetido à reação pela cadeia da polimerase e sequenciamento para identificar
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a sequência dos peptídeos expressos em cada clone de fago. Das 20 amostras 
de DNA sequenciadas, foram identificadas 13 sequências válidas de clones no 
sequenciamento (sem erros de sequenciamento), e então as sequências de 
aminoácidos e a frequência dessas sequências foram analisadas (Tabela 3). A 
figura 10 demonstra a reatividade dos clones purificados contra a PCE, utilizando 
1x1010 pfu/poço. Nessa concentração de fagos a reatividade foi muito semelhante 
para 6 clones, que apresentaram os maiores valores de absorvância e a maior 
diferença em comparação com o clone irrelevante (p < 0,05).

Figura 9. Seleção e enriquecimento da biblioteca de peptídeos. (A) A titulação dos fagos ao longo 
dos ciclos da seleção, (B) Três ciclos de seleção com a PCE foram realizados, e a quantidade do 
fago (pfu) após cada ciclo foi mensurado. Os números acima das barrasmostram a quantidade de 
vezes de enriquecimento da titulação do fago com relação ao primeiro ciclo.

Ciclo Entrada (pfu) Saída (pfu) Relação (Saída/Entrada)
10 ciclo 1 x1011 4.0x104 4.0x10'7

2° ciclo 1 x1011 3.1 x105 3.1 x10'6

3° ciclo 1 x1011 6.9x106 6.9x10’5

172.5

Ciclos da seleção

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 0,478 0,814 0,611 0,579 0,432 0,630 0,453 0,580

C 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 0,331 0,119 0,120 0,129 0,503 1,040 0,463 0,343 1,142 0,671 0,665 1,014

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

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

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

H 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 sequênciamento (vermelho).
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Tabela 3. Sequências de aminoácidos e frequências dos peptídeos selecionados.

Clone Sequência de aminoácidos Frequência
E1 E M L Y E P F S N L R R 1/13
E2 H P D G P E Y N A Y L Y 1/13
E3 A A S N A I F S V M D S 1/13
E4 A G F T F N V N A Y D F 1/13
E5 Y P L H N W W S P Y H F 1/13
E6 Y S A S S Y N T A W W S 1/13
E7 V H W D F R Q W W Q P S 2/13
E8 S S S A Y R I N A E S M 1/13
E9 V V A G S P H I L W L T 1/13

E10 G S W G P F Y D R M S K 1/13
E11 S S Y R P S D I G L L L 1/13
E12 D G G P W V L S L N S A 1/13

Figura 10. Reatividade obtida através da interação dos clones de fagos sequenciados e clone 
irrelevante com a proteína catiônica eosinofílica.* p < 0,05.

4.3 Validação de clones de fagos por phage-ELISA

Dos 12 clones com sequências distintas, foram escolhidos 2 clones (E3 e 
E5) dentre os clones que apresentaram os maiores valores de absorbância para 
testar a atividade de ligação à PCE de um modo dependente da concentração da 
PCE, utilizando 1x109 pfu/poço. O clone E5 apresentou maior ligação à PCE do 

que o clone E3, enquanto o clone irrelevante apresentou pouca ligação à PCE. 
Estes resultados indicam a atividade de ligação seletiva e específica desses 
clones de fagos à PCE. O clone E3 foi capaz de se ligar a PCE de maneira 
dependente da concentração, mas a curva de ligação obtida pelo fago E5 foi
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melhor e mais reativa nas concentrações de PCE (0-1000 ng/ml) comparado com 
as curvas do clones E3 e irrelevante (Figura. 11A). A Estrutura 3D da ligação do 
peptídeo E5 a proteína catiônica eosinofílica recombinante (PDB: 1QMT) foi 
obtida pela ferramenta Patchdock e visualizada no software PyMOL (Figura. 11B).

Figura 11. Detecção de PCE por ensaio phage-ELISA e estrutura 3D da ligação do peptídeo E5 
com a PCE. (A) Concentrações 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-IgG conjugada com HRP e o substrato da 
enzima. A densidade óptica (DO) foi medida no comprimento de onda de 450 nm. Os dados 
representam a média da DO ± desvio padrão dos ensaios realizados em duplicatas.(B) Estrutura 
3D da ligação do peptídeo E5 a proteína catiônica eosinofílica recombinante (PDB: 1QMT) obtida 
pela ferramenta Patchdock e visualizada no software PyMOL.

4.4 Phage-ELISA: muco de pacientes

Após a curva de linearidade obtida utilizando o fago E5, ele foi escolhido 
para ser usado em muco esofágico de 94 pacientes pediátricos no ensaio de 
phage-ELISA.
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Para determinar o limiar do Índice de Reatividade (IR), cut-off = 0,2293 
(absorbância) em ELISA, a curva ROC (Receiver Operating Characteristic) foi
construída e o Índice de Reatividade (IR) de cada amostra foi calculado usando a
equação IR = absorbância da amostra/cut-off. Amostras de muco com IR > 1,00 
foram consideradas reativas (positivas) (Fig. 12A). Após a análise da curva ROC, 
obtivemos nesse diagnóstico uma área 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 pediátricos. (A) Para os 94 pacientes 
classificados em 5 grupos: C (Controle), CE (Controle com eosinófilo), G (Doença do refluxo 
gastroesofágico), GE (Doença do refluxo gastroesofágico com eosinófilo) e E (Esofagite 
eosinofílica) foi realizado um ensaio ELISA-fago e mostrado pelo índice de reatividade (IR). O cut- 
off de diagnóstico por Elisa-fago = 0,2993 a IR = 1 (linha tracejada) foi derivada de estudos 
posteriores em escala maior pela análise da curva ROC (Receiver Operating Characteristic), (B) 
Curva ROC baseada no cut-off 0,2293, com uma área 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 correlação positiva para os 94 pacientes entre o Índice de 
Reatividade (IR) e o Pico da contagem de eosinófilos/CGA (Fig. 13A, r= 0,2923, p
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<0,0043). No entando, quando analisadmos apenas os 13 pacientes EEo a 
correlação positiva é ainda maior entre o Índice de Reatividade (RI) e o Pico de 
contagem de eosinófilos/CGA (Fig. 13B, r = 0,6823, p <0,0123).

Figura 13. Correlação linear entre o Índice de Reatividade (IR) x Pico de contagem de 
eosinófilos/CGA. (A) Para os 94 pacientes foi realizada uma correlação linear entre o Índice de 
Reatividade (IR) e o Pico de contagem de eosinófilos/CGA. Círculos azuis (C, CE, G e GE) e 
círculos vermelhos (E) com Spearman r = 0,2923 e valor p < 0,0043, (B) Para os 13 pacientes 
(EEo) foi realizada uma correlação linear entre o Índice de Reatividade (IR) e o Pico de contagem 
de eosinófilos/CGA, com o valor de Spearman r = 0,6823 e p< 0,0123.

Pacientes com IR>1 tiveram associação significativa com distúrbios 
atópicos, já que 64% dos 25 pacientes com IR>1 apresentaram alguma alergia. 
Dentre os distúrbios atópicos analisados, a rinite alérgica foi encontrada em 40% 
dos pacientes IR>1, em seguida a alergia alimentar (28%), dermatite atópica 
(16%) e asma (12%). Os distúrbios atópicos em pacientes com IR>1 de cada 
grupo estão mostrados na Tabela 4.

Foram observadas características importantes identificadas em EEo e que 
estão presentes em pacientes não-EEo com IR > 1 e em pacientes EEo com IR < 
1, levando em consideração as desordens atópicas, aspectos histológicos e 
aspectos endoscópicos para o melhor entendimento desses pacientes outliers no 
diagnóstico por phage-Elisa (Tabela 5).
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Tabela 4. Distúrbios atópicos em pacientes com IR > 1.

IR > 1 (n°) Distúrbios atópicos, n° (%) Asma, n° (%) Rinite, n° (%) Dermatite atópica, 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, Índice de reatividade no ELISA; EEo, Esofagite eosinofílica; DRGE, Doença do refluxo gastroesofágico; Eo, eosinófilo.

Tabela 5. Características sugestivas de EEo presentes em pacientes não-EEo com IR > 1 e em pacientes EEo com RI < 1.

Paciente
(Grupo, n°)

IR Elisa Pico
(eos/CGA)

Sexo Disfagia/ ImpactaçãoSexo
alimentar

Desordens
atópicas

Aspectos
histológicos

Aspectos
endoscópicos

C 07 1,241 0 F Sim DA, AA, RA EID NL
C 13 1,184 0 M Não — NL NL
C 15 1,206 0 M Não PA EID NL
C 17 1,324 0 M Sim AA EID NL
C 23 1,976 0 F Não — EID NL
C 33 1,550 0 M Não — EID NL
C 52 1,123 0 M Não — EID NL
C 59 2,231 0 M Não — HMB, EID NL

CE 35 1,958 1 F Sim — EID NL
CE 40 1,182 2 F Sim RA EID NL
CE 68 1,249 2 M Sim DA EID Edema
G 25 1,258 0 M Sim — EID Exsudato, Edema

GE 06 1,365 7 F Não RA, PA degranulação de Eo Estrias longitudinais, exsudato
GE 84 1,738 11 M Sim RA HMB, EID e degranulação de Eo Estenose
E 19 0,816 25 M Sim RA EID Estrias longitudinais, edema
E 79 0,406 50 F Não DA, AA EID NL

C, Controle sem eosinófilos, CE, Controle com < 15 eosinófilos/CGA; G, Doença do refluxo gastroesofágico sem eosinófilos; GE, Doença do refluxo gastroesofágico 
com < 15 eosinófilos/CGA; E, Esofagite eosinofílica; DA, Dermatite atópica; AA; Alergia alimentar; RA, Rinite alérgica; PA, Pais atópicos; EID, Espaços intercelulares 
dilatados; HMB, Hiperplasia da membrana basal; Eo, eosinófilo; NL, normal; M, masculino; F, feminino.
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4.5 ELISA e Dot blot com peptídeo sintético

Ensaios de ELISA e Dot blot com o peptídeo sintético E5 acoplado em 
microesferas magnéticas foram realizados para avaliar a reatividade do peptídeo 
sintético contra a proteína catiônica eosinofílica. Com estes testes foi possível 
identificar a sensibilidade da seleção e da produção do peptídeo E5, visto que o 
mesmo se ligou positivamente a PCE (Figura 14). Após análise estatística do 
teste de ELISA, o peptídeo E5 demonstrou diferença significativa (p < 0,05) 
quando comparado com peptídeo irrelevante acoplado às microesferas 
magnéticas (Figura 14A).

Figura 14. ELISA e dot blot com peptídeo E5. (A) ELISA com peptídeo E5 acoplado a 
microesferas magnéticas (beads), como controle positivo foi utilizado a PCE acoplada às 
microesferas magnéticas e peptídeo 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 condições do Elisa.

A

B

- •

Peptídeo E5 PCE Peptídeo irrelevante

beads beads beads

4.6 Tratamento de mastócitos humanos LAD2 com proteína catiônica 

eosinofílica (via independente de IgE)

Ensaio de liberação da enzima lisossomal p-hexosaminidase foi realizado 
para verificar se a PCE poderia estimular as células LAD2 a degranularem 
independentemente de IgE. Neste experimento, em 24h de estímulo de PCE em 
diferentes concentrações (20; 10; 5; 2,5; 1,25; 0,625 e 0,3125 pg/mL), não 
resultou na degranulação das células LAD2 em relação ao controle negativo 
(células LAD2 não estimuladas) e do controle positivo (anti-FceRI) (Figura 15).
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Figura 15. Tratamento de células LAD2 com Proteína Catiônica Eosinofílica (PCE). Foram
utilizadas diferentes concentrações da PCE (20; 10; 5; 2,5; 1,25; 0,625 e 0,3125 pg/mL). Como 
controle negativo foram utilizadas células LAD2 sem estímulo e como controle positivo foi utilizado 
anti-FcsRI (1:1.000) para induzir a degranulação das células LAD2 através da ativação do receptor 
FcsRI. Não houve diferença estatística entre os tratamentos com PCE e a porcentagem de 
liberação da p-hexosaminidase basal foi de 7-8% nas células não estimuladas. Apenas houve 
diferença estatística entre o controle e o estímulo de anti-FcsRI (n=3, média, D.P, * p< 0,05, Teste 
T).

4.7 Ensaio de citoxicidade

Ensaio de citotoxicidade realizado em células LAD2 mostrou que o 
peptídeo E5 testado nas concentrações de 1 pM, 10 pM e 100 pM não teve efeito 
na viabilidade das células e não apresentaram diferença estatística em 
comparação com o controle (LAD2 sem tratamento) (Figura 16).

Figura 16. Ensaio de citotoxicidade com peptídeo E5 em células LAD2. O peptídeo E5 não 
mostrou diferença estatística quando comparado com o controle, indicando que as concentrações 
testadas não têm efeito citotóxico nas células usadas.
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4.8 Ensaio de degranulação de mastócitos humanos LAD2 sensibilizados e 

não sensibilizadas por IgE

Ensaio de liberação da p-hexosaminidase foi realizado a partir da 
degranulação de células LAD2 estimuladas por IgE-Bet v1 em comparação com a 
degranulação de células LAD2 independente de IgE. Neste experimento, foi 
possível verificar que a degranulação independente de IgE consegiu estimular as 
células a degranularem, ocorrendo aumento de 25% em comparação com a 
degranulação dependente de IgE (Figura 17).

Figura 17. Degranulação de células LAD2. O soro de paciente alérgico à Bet v 1 foi utilizado 
para a degranulação dependente de IgE específico, e na degranulação independente de IgE foi 
utilizado as proteínas degranuladas por LAD 2. Ocorreu aumento de 25% na liberação de p- 
hexosaminidase na degranulação independente de IgE em comparação com a degranulação 
dependente de IgE. A porcentagem de liberação da p-hexosaminidase basal foi de 5-7% nas 
células não estimuladas (n=3, média, D.P, p<0,05, Teste T).

4.9 Tratamento da degranulação de mastócitos humanos LAD2 com 

peptídeo E5

Ensaio de liberação da p-hexosaminidase foi realizado a partir da 
degranulação de células LAD2 estimuladas por IgE-Bet v1 em comparação com a 
degranulação de células LAD2 independente de IgE sem tratamento e com 
tratamento com o peptídeo E5 10pM . Neste experimento, foi possível verificar 
que o peptídeo E5 conseguiu diminuir a degranulação independente de IgE em 
comparação com a degranulação independente de IgE utilizando o soro de 10 
pacientes alérgicos à Bétula (Figura 18).
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Figura 18. Tratamento da degranulação de mastócitos humanos LAD2 com peptídeo E5. 
Foram usados soros de pacientes alérgicos para a degranulação dependente de IgE específico à 
Bet v1, degranulação independente de IgE e degranulação independente de IgE + Peptídeo E5
10pM. (n=10, p< 0,05 One way ANOVA, teste de comparação múltipla de Tukey).

4.10 Análise de espectrometria de massa

Todas as proteínas identificadas apresentaram compatibilidade com o 
banco de dados “Human Uniprot” após a análise dos espectros. Foram 
encontradas 159 proteínas com intensidade de sinal > 1x 104 distribuídas nos três 

tipos de condições de tratamentos das células LAD2 (IgE-dependente, IgE- 
independente e degranulação basal como controle) (Figura 19). Pode-se perceber 
que há 11 proteínas em comum entre todas as condições de degranulação, 50 
proteínas em comum entre as degranulações IgE-dependente e IgE- 
independente, e na condição de IgE-independente teve um enriquecimento de 79 
proteínas exclusivas que não foram encontradas nas outras condições. Foi 
realizada a categorização funcional das proteínas 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 relação ao atributo “Processos biológicos” houve um enriquecimento de 
proteínas na degranulação IgE-independente, que podem participar em processos 
celulares, em processos de regulação, localização, e em processos do sistema 
imune (Figura 20A). No atributo “Componente Celular” houve um enriquecimento 
de proteínas localizadas no citoplasma,organelas intracelulares, meio extracelular, 
membrana plasmática, citoesqueleto, núcleo, ribossomo, cromossomo e
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endosomo (Figura 20B). Já no atributo de “Função Molecular” houve um 
enriquecimento de proteínas com funções de atividade estrutural, atividade 
catalítica e de ligação (Figura 20C). No presente estudo também foram utilizados 
mapas de calor (heatmaps) para visualização da variação de expressão de 
proteínas nas condições analisadas. As cores do mapa de calor correspondem 
aos níveis de expressão normalizados das proteínas em uma escala de cores. 
Proteínas mais abundantes são indicadas no gradiente de cor em tons vermelho e 
proteínas menos abundantes em uma dada condição são indicadas no gradiente 
em tons de cor verde (Figura 21). A maioria das proteínas da intersecção entre as 
três condições aumentou seu sinal de intensidade na degranulação IgE- 
independente (Figura 21A) e também ocorreu aumento do sinal de intensidade da 
maioria das 50 proteínas da intersecção entre as degranulações IgE-dependente 
e IgE-independente, indicando que houve degranulação dessas proteínas pelo 
estímulo IgE-independente (Figura 21B). As 79 proteínas exclusivamente 
encontradas na degranulação IgE-independente estão mostradas na Tabela 6.

Figura 19. Diagrama de Venn de proteínas identificadas e suas intersecções entre as 
diferentes condições de degranulação de células LAD2 (IgE-dependente, IgE-independente 
e degranulação basal). Foram identificadas 159 proteínas com intensidade de sinal > 1x 104. Há 
11 proteínas em comum entre todas as condições e 79 proteínas exlusivas encontradas na 
degranulação IgE-independente.

Ia Degranulaçào 
(IgE-dependente)

2aDegranulaçào
(IgE-indepeiidente)

Controle 
(degranulaçào basal)
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Figura 20. Categorização funcional das proteínas identificadas em cada tipo de 
degranulação. Foram analisadas as anotações para (A) Processo Celular, (B) Componente 
Celular e (C) Função Molecular de todas as 159 proteínas identificadas na espectrometria de 
massa.
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Figura 21. Análise do perfil proteômico entre as condições de degranulações. (A) 
Comparação entre a intensidade de sinal das 11 proteínas da intesecção entre as 3 condições de 
degranlação (Controle, IgE-dependente e IgE-independente). (B) Comparação entre a intensidade 
de sinal das 50 proteínas da intersecção entre degranulação IgE-dependente e IgE-independente. 
A expressão das proteínas pode ser observada de acordo com a cor apresentada (verde: menor 
expressão; vermelho: maior expressão).
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Tabela 6. Proteínas identificadas somente na degranulação IgE-independente.

Acesso
O60760|HPGDS_HUMAN
tr|A3R0T7|A3R0T7_HUMAN
tr|B4DTT0|B4DTT0_HUMAN
P16401|H15_HUMAN
P63104|1433Z_HUMAN
tr|A0A0S2Z3G9|A0A0S2Z3G9_HUMAN
tr|B3KTA3|B3KTA3_HUMAN
tr|K7EM49|K7EM49_HUMAN
tr|H7C0X8|H7C0X8_HUMAN
tr|A0A0S2Z377|A0A0S2Z377_HUMAN
tr|A0A087WTS8|A0A087WTS8_HUMAN
tr|D3DTE6|D3DTE6_HUMAN
tr|Q53G71|Q53G71_HUMAN
P62258|1433E_HUMAN
tr|B4DL49|B4DL49_HUMAN
tr|B4DLL8|B4DLL8_HUMAN
tr|B7Z4B2|B7Z4B2_HUMAN
tr|K7EN27|K7EN27_HUMAN
tr|B4E0K9|B4E0K9_HUMAN
tr|B4E1G2|B4E1G2_HUMAN
tr|Q59GX5|Q59GX5_HUMAN
tr|A2A2D0|A2A2D0_HUMAN
P01859|IGHG2_HUMAN
tr|F5H0C8|F5H0C8_HUMAN
tr|C9JRL4|C9JRL4_HUMAN
tr|Q6IPH7|Q6IPH7_HUMAN
tr|V9HWC6|V9HWC6_HUMAN
tr|C9J4N6|C9J4N6 HUMAN

__________________________ Descrição_________________________
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)

Intensidade do Sinal
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

58



Continuação da Tabela 6.
tr|B4DS71|B4DS71_HUMAN cDNA FLJ57081 moderately similar to WD repeat protein 1 2,72E+05
tr|Q1RMG2|Q1RMG2_HUMAN Adenosylhomocysteinase 2,63E+05
tr|J3KRE2|J3KRE2_HUMAN Rho GDP-dissociation inhibitor 1 2,38E+05
P00390|GSHR_HUMAN Glutathione reductase mitochondrial 2,22E+05
P58546|MTPN_HUMAN Myotrophin 2,08E+05
tr|B4DW08|B4DW08_HUMAN cDNA FLJ50886 highly similar to Aconitate hydratase mitochondrial 1,91E+05
tr|E9PMA9|E9PMA9_HUMAN Ribonuclease inhibitor 1,75E+05
tr|U3KQT1|U3KQT1_HUMAN S-formylglutathione hydrolase (Fragment) 1,74E+05
tr|V9HWH6|V9HWH6_HUMAN Purine nucleoside phosphorylase 1,73E+05
tr|Q3KPI8|Q3KPI8_HUMAN ANP32A protein 1,70E+05
tr|G3V2V8|G3V2V8_HUMAN Epididymal secretory protein E1 (Fragment) 1,61E+05
tr|Q6B823|Q6B823_HUMAN Histone H4 (Fragment) 1,53E+05
tr|Q6LET0|Q6LET0_HUMAN Tetraspanin (Fragment) 1,43E+05
tr|R4GN08|R4GN08_HUMAN Actin-related protein 2/3 complex subunit 4 (Fragment) 1,39E+05
tr|F2Z2Q9|F2Z2Q9_HUMAN Low molecular weight phosphotyrosine protein phosphatase 1,28E+05
tr|A0A024R1Y2|A0A024R1Y2_HUMAN ATP-citrate synthase 1,24E+05
P61956|SUMO2_HUMAN Small ubiquitin-related modifier 2 1,22E+05
tr|E9PJD9|E9PJD9_HUMAN 60S ribosomal protein L27a 1,21E+05
tr|Q5T3N1|Q5T3N1_HUMAN Annexin (Fragment) 1,21E+05
tr|B7Z1V7|B7Z1V7_HUMAN cDNA FLJ51811 highly similar to Stress-70 protein mitochondrial 1,20E+05
tr|B3KUZ8|B3KUZ8_HUMAN Aspartate aminotransferase 1,18E+05
P62857|RS28_HUMAN 40S ribosomal protein S28 1,17E+05
tr|Q86Z22|Q86Z22_HUMAN Epididymis secretory protein Li 297 1,16E+05
tr|E9PQ63|E9PQ63_HUMAN Carbonyl reductase [NADPH] 1 1,13E+05
Q14019|COTL1 HUMAN Coactosin-like protein 1,11E+05
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Continuação da Tabela 6.
tr|E9PG15|E9PG15_HUMAN 14-3-3 protein theta (Fragment) 1,11E+05
P15018|LIF_HUMAN Leukemia inhibitory factor 1,10E+05
tr|Q8TB95|Q8TB95_HUMAN Rab GDP dissociation inhibitor (Fragment) 1,09E+05
O15511|ARPC5_HUMAN Actin-related protein 2/3 complex subunit 5 1,07E+05
tr|Q13584|Q13584_HUMAN Isocitrate dehydrogenase [NADP] 1,05E+05
tr|A8MUD9|A8MUD9_HUMAN 60S ribosomal protein L7 1,05E+05
Q07021|C1QBP_HUMAN Compl. component 1 Q subcomponent-binding protein mitochondrial 1,01E+05
tr|H0YAB0|H0YAB0_HUMAN Prelamin-A/C (Fragment) 1,01E+05
tr|H0YAG8|H0YAG8_HUMAN Alcohol dehydrogenase class-3 (Fragment) 1,01E+05
tr|H0Y875|H0Y875_HUMAN Calumenin (Fragment) 9,57E+04
tr|Q7L4N0|Q7L4N0_HUMAN CAPZB protein (Fragment) 9,27E+04
tr|H7C1A7|H7C1A7_HUMAN N-acylglucosamine 2-epimerase (Fragment) 8,77E+04
tr|Q5T8U2|Q5T8U2_HUMAN 60S ribosomal protein L7a 8,58E+04
tr|B3KMV2|B3KMV2_HUMAN Glucosamine-6-phosphate isomerase 8,41E+04
tr|A0A087WVQ6|A0A087WVQ6_HUMAN Clathrin heavy chain 8,34E+04
P62851|RS25_HUMAN 40S ribosomal protein S25 8,16E+04
tr|G3V1Y7|G3V1Y7_HUMAN Myosin light polypeptide 6 8,15E+04
tr|B7Z1L5|B7Z1L5_HUMAN Fructose-bisphosphate aldolase 7,77E+04
tr|E9PQ96|E9PQ96_HUMAN 40S ribosomal protein S3 6,94E+04
tr|D3DS95|D3DS95_HUMAN HCG21173 isoform CRA_a 6,90E+04
tr|H0YDD8|H0YDD8_HUMAN 60S acidic ribosomal protein P2 (Fragment) 5,99E+04
tr|Q96IR1|Q96IR1_HUMAN RPS4X protein (Fragment) 5,92E+04
tr|B4DMC6|B4DMC6_HUMAN cDNA FLJ60696 highly similar to Elongation factor 2 5,76E+04
tr|Q2VPJ6|Q2VPJ6_HUMAN HSP90AA1 protein (Fragment) 5,52E+04
tr|Q6PJT4|Q6PJT4_HUMAN MSN protein (Fragment) 5,39E+04
tr|B4E1T6|B4E1T6 HUMAN cDNA FLJ54342 highly similar to Heat shock 70 kDa protein 1 4,79E+04
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4.11 Análise de dados in Silico

A identificação de possíveis proteínas com homologia ao peptídeo E5 foi 
realizada pelo BLASTp, com o banco de dados de sequências de proteínas 
Swissprot restrito a Homo sapiens (taxid:9606). Todas as proteínas obtidas no 
blastp foram avaliadas, entretanto, apenas os principais resultados encontrados 
para 8 proteínas estão sendo apresentados na Tabela 7, bem como a análise 
feita do alinhamento pelo Clustal W. Foi observado que a sequência do 
peptídeo E5 alinha principalmente com receptores acoplados a proteína G 
importantes em processos inflamatórios/alergias como G-protein coupled 

receptor 1, B1 bradykinin receptor (BDKRB1), Leucontriene B4 receptor 2, 
ProstaglandinD2 receptor 2, C-XC chemokine receptor type 5, C5a 

anaphylatoxin chemotactic receptor 2, C3a anaphylatoxin chemotactic receptor 

e receptor de neuropeptídeo, Neuropeptide S receptor, que também é 
importante em processos alérgicos.
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Tabela 7. Alinhamento da sequência do peptídeo E5 (YPLHNWWSPYHF) com proteínas, mostrando as simillaridades encontras com as proteínas anotadas 
no banco de dados do GeneBank pelo BLAST, com a função, os números de acesso no Swissprot e valores do escore e da identidade.

Proteína Função SwissProt Alinhamento
E-

Value
Identidade

%
B1 bradykinin receptor 
(BDKRB1)

Sua ativação leva a um aumento na concentração
do íon Ca2+ citosólico, resultando em respostas 
inflamatórias crônicas e agudas na alergia.

P46663
Query 7 WSPYHF 12

W PYHF
Sbjct 263 WAPYHF 268

0,9 83,33%

C-X-C chemokine 
receptor type 5

Facilita o posicionamento de linfócitos em folículos 
linfóides para criar centros germinativos (GCs). P32302

Query 7 WSPYH 11
WSPYH

Sbjct 272 WSPYH 276
2.6 100%

G-protein coupled 
receptor 1

Receptor quimiotático de leucócitos associado à 
regulação da inflamação. P46091

Query 7 WSPYH 11
W PYH

Sbjct 259 WTPYH 263
22 80%

Leukotriene B4 
receptor 2

Receptor que medeia a síntese de citocinas Th2 
nos mastócitos, como a interleucina IL-13, durante 
a inflamação alérgica.

Q9NPC1
Query 7 WSPYH 11

W PYH
Sbjct 237 WAPYH 241

22 80%

C5a anaphylatoxin 
chemotactic receptor 2 Receptores de mediadores pró-inflamatórios na

asma alérgica que recrutam células inflamatórias, 
induzem edema e causam broncoconstrição.

Q9P296
Query 7 WSPYH 11

W PYH
Sbjct 246 WAPYH 250

22 80%

C3a anaphylatoxin 
chemotactic receptor Q16581

Query 7 WSPYH 11
W PYH

Sbjct 390 WTPYH 394
22 80%

Prostaglandin D2 
receptor 2

Receptor expresso, principalmente, pelas células-
chave envolvidas nas respostas imunes tipo 2 e é 
associado a respostas fisiológicas e patológicas, 
particularmente aquelas associadas à alergia e 
inflamação.

Q9Y5Y4
Query 7 WSPYH 11

W PYH
Sbjct 259 WGPYH 263

44 80%

Neuropeptide S 
receptor

Promove a mobilização de depósitos intracelulares 
de Ca2+ na asma e está envolvido na patogênese 
da asma e outras doenças mediadas por IgE.

Q6W5P4
Query 7 WSPY 10 

WSPY
Sbjct 287 WSPY 290

63 100%
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5 DISCUSSÃO

5.1 Seleção e abordagem do diagnóstico da Esofagite Eosinofílica

Atualmente o padrão de cuidados para diagnosticar a EEo e monitorar a 
resposta à terapia requer endoscopias múltiplas, e por isso há uma 
necessidade urgente de um biomarcador menos invasivo da atividade da 
doença. A mensuração de biomarcadores no sangue periférico tem sido usada 
para a detecção de esofagite eosinofílica, mas não tem sido útil até agora. 
Dentre esses biomarcadores como, por exemplo, a IgE total, proteína catiônica 
eosinofílica (PCE), neurotoxina derivada de eosinófilos, triptase, numerosas 
citocinas e uma fração do óxido nítrico exalado têm sido estudados (DELLON 
et al., 2012; DELLON et al., 2014, SCHLAG et al., 2015). Apenas os eosinófilos 
do sangue periférico mostram ter uma correlação significativa com o grau de 
eosinofilia esofágica e sua diminuição, após tratamento com corticosteróides ou 
IBP (inibidor de bomba de prótons), embora sua acurácia para o diagnóstico e 
sua avaliação da atividade da doença sejam sub-ótimos (LUCENDO et al., 
2017).

Os eosinófilos contêm grânulos citoplasmáticos únicos que degranulam 
após estímulos e liberam mediadores tóxicos, que podem causar dano tecidual 
e inflamação (ROTHENBERG et al., 2009). Estudos demonstraram que a 
presença desses produtos de degranulação no tecido esofágico pode ser 
utilizada como auxílio diagnóstico para ajudar a distinguir os pacientes com 
EEo (KEPHART et al, 2010; MUELLER et al., 2008). Na maioria desses 
métodos, os anticorpos têm sido usados para a detecção de PCE ou outros 
biomarcadores de eosinófilos. Neste estudo, selecionamos por phage display 

peptídeos com 12 aminoácidos que se ligam a PCE em muco esofágico e que 
têm um potencial de utilidade clínica na avaliação de pacientes EEo. O 
desempenho clínico do ensaio de phage-ELISA foi validado usando um grande 
número de amostras de muco esofágico de pacientes. Ao longo dos ciclos da 
seleção do phage display, observamos um enriquecimento gradual dos títulos 
de fago e escolhemos um peptídeo candidato (E5) com afinidade em faixas 
nanomolares e ligação específica à PCE.

63



Ao longo do desenvolvimento de ensaios de phage-ELISA baseados na 
ligação do peptídeo com a PCE, demonstramos que o peptídeo pode 
eficientemente detectar PCE no muco esofágico a uma concentração de menos
de 25 pg/pL. Esses resultados sugerem que a sensibilidade de 84,62% e a
especificidade de 82,72% do ensaio baseado no peptídeo E5 pode ser uma
ferramenta útil para o diagnóstico da EEo, uma vez que apenas os achados 
endoscópicos isolados não estabelecem de forma confiável o diagnóstico da 
EEo (KIM et al, 2012; VAN RHIJN et al, 2016) e também esses peptídeos 
selecionados podem ser usados como uma alternativa ao anticorpo para a 
detecção de PCE. Pacientes com IR>1 tiveram associação significativa com 
distúrbios atópicos, já que 64% dos 25 pacientes com IR>1 apresentaram 
alguma alergia. Dentre os distúrbios atópicos analisados, a rinite alérgica foi 
encontrada em 40% dos pacientes IR>1, e este pode ser o principal parâmetro 
de confusão para o diagnóstico de EEo em pacientes não-EEo. Isso é digno de 
nota, uma vez que a PCE pode estar elevada em outras doenças atópicas, 
como asma ou rinite alérgica (MONERET-VAUTRIN et al., 2006). Sabe-se que 
a rinite alérgica é, significativamente, mais comum entre os pacientes com EEo 
em comparação aos controles, mas ainda não é comprovado que atopia 
predisponha a EEo (GONZÁLEZ-CERVERA et al., 2017). Observamos que 
50% dos pacientes do grupo EEo apresentaram alergia alimentar, já que a EEo 
é uma forma de alergia alimentar distinta, mediada por IgE e comum em 
pacientes com EEo (LUCENDO et al., 2014).

A contagem do pico de eosinófilos (PEC) de 15 ou mais eosinfóilos intra- 
epiteliais em pelo menos 1 CGA de biópsia esofágica permanece o limiar de 
consenso para o diagnóstico histológico da doença ativa. No entanto, 
características patológicas que não são a inflamação eosinofílica estão 
associadas à EEo ativa. Recentemente, um estudo descreveu um sistema de 
pontuação histológica EEo (EoEHSS), que fornece um método padronizado 
para avaliar, objetivamente, a gravidade e extensão de múltiplas características 
patológicas da EEo dentro de biópsias esofágicas. A pontuação composta pelo 
sistema EoEHSS superou a PEC na diferenciação de pacientes com EEo 
tratada e não tratada (COLLINS et al., 2017). No nosso estudo, os pacientes 
não-EEo com IR >1, considerados falso-positivos pela histopatologia, possuem 
elementos do sistema EoEHSS, como por exemplo, espaços intercelulares
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dilatados (EID) e hiperplasia da membrana basal (HMB), que são elementos 
histológicos que são associados a EEo ativa, e isso demonstra que, 
possivelmente, identificamos pacientes EEo nos grupos de pacientes controle e 
doença do refluxo que o diagnóstico padrão não tenha identificado pela 
contagem de eosinófilos na biópsia e, deste modo, a sensibilidade e 
especificidade do ensaio de phage-ELISA pode ser ainda maior. Nesse 
contexto, vale ressaltar que a dilatação dos espaços intercelulares pode ser um 
evento incitante que permite a penetração do antígeno na barreira epitelial para 
apresentação a células dendríticas esofágicas (VAN RHIJN et al., 2015). Além 
disso, a maioria dos pacientes não-EEo possuem aspectos endoscópicos, 
desordens atópicas e disfagia que são características da EEo (LUCENDO et al. 
2017).

Com relação aos dois pacientes EEo R<1, possivelmente durante o
procedimento da coleta do muco esofágico não foi obtida uma quantidade
suficiente para a identificação da PCE no ensaio de phage-ELISA. Embora um 
desses pacientes possua aspectos endoscópicos normais e não possua 
disfagia, que são características da EEo, ele possuí alergias associadas, 
contagem de eosinófilos e espaços intercelulares dilatados (EID) na 
histopatologia, que são importantes na identificação da EEo segundo o último 
consenso (LUCENDO et al. 2017).

Após análise da relação entre os níveis de PCE no muco esofágico e 
eosinofilia no tecido esofágico em todos os grupos, encontramos uma 
correlação positiva entre esses parâmetros, o que corrobora com vários 
estudos com pacientes pediátricos (CHENG at al., 2012; KONIKOFF et al., 
2006) e em adultos (PARFITT et al., 2006) que notaram que os indivíduos EEo 
apresentam níveis séricos ou plasmáticos elevados de PCE (MIN SB et al., 
2017) .

Para o nosso conhecimento, este é o primeiro estudo que examina o 
muco esofágico como um substituto da eosinofilia esofágica usando um 
diagnóstico baseado na ligação do peptídeo na PCE, selecionado por phage 

display. Até agora, estudos publicados em referência ao uso de PCE como 
biomarcador para monitorar pacientes, em tratamento com dietas, mostram 
reduções consistentes, mas insignificantes nos níveis de PCE após a restrição 
dietética, e outros estudos mostraram reduções significativas na resposta ao
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tratamento farmacológico com corticosteróides ou IBPs (MUELLER et al., 2008; 
MIN SB et al., 2017). Nesse sentido, o uso do peptídeo ligante a PCE, além de 
ser utilizado para o diagnóstico, pode ser um bom marcador de inflamação ou 
monitoramento de pacientes em tratamento.

5.2 Abordagem terapêutica

Diante da perspectiva diagnóstica e sabendo que o peptídeo 
selecionado é ligante da proteína catiônica eosinofílica (PCE), que é uma 
proteína de eosinófilo capaz de induzir a degranulação de mastócito 
independente de IgE (GALDIERO et al. 2017; SUBRAMANIAN et al., 2016), 
nesse estudo não foi possível verificar a degranulação de células LAD2 quando 
estimuladas por PCE, o que infere que as células LAD2, especificamente, não 
respondem a este estímulo ou que a PCE nativa utilizada, obtida de eosinófilos 
de pacientes saudáveis, seja uma forma menos ativa da proteína e não consiga 
estimular as células LAD2. Deste modo, a nossa proposta foi realizar um 
ensaio de degranulação de mastócitos utilizando um pool de proteínas 
provindas de mastócitos degranulados via IgE para verificar se este peptídeo 
poderia diminuir a resposta de degranulação quando utilizadas essas 
proteínas. E, por sua vez, ser usado como uma possível ferramenta terapêutica 
na exacerbação de alergias, visto que foi observado um aumento significante 
de proteínas degranuladas/secretadas por mastócitos estimulados pela via 
independente de IgE.

Os dados da proteômica demonstraram um aumento significativo de 
proteínas degranuladas pela via independente de IgE, sendo 79 proteínas 
exclusivas degranuladas nesta condição. Estas proteínas possuem função 
molecular de ligação e atividade catalítica, evidenciando um papel de 
exacerbação da respota mastocitária em alergias. Algumas dessas proteínas 
exclusivas já estão descritas na literatura tendo papéis relevantes em alergias, 
como, por exemplo, a proteína mais abundante encontrada na degranulação
independente de IgE, Hematopoietic prostaglandin D synthase (hPGDS), que é
uma enzima bifuncional que catalisa a conversão de PGH2 em PGD2, uma 
prostaglandina envolvida na contração/relaxamento da musculatura lisa e um 
potente inibidor da agregação plaquetária (XUE et al., 2014). A PGD2
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produzida principalmente por mastócitos é um potente mediador para promover
a inflamação alérgica das vias aéreas (WEN et al., 2016). Existem estudos que
sugerem que o eixo TSLP/CRTH2/hPGDS/PGD2 pode potencializar uma
interação colaborativa entre células do perfil TH2 para amplificar a inflamação
eosinofílica, resultando no desenvolvimento de desordens gastrointestinais
eosinofílicas (ROTHENBERG et al., 2010; WANG et al. 2006). As Histone H1 e
Histone H4, que são proteínas nucleares encontradas em abundância na
degranulação independente de IgE, em alguns estudos é sugerido que tenham
um papel de mediador endógeno do tipo alarmina atuante nos mastócitos, e
que seu bloqueio tenha um potencial terapêutico para a hiperreatividade do tipo
1 mediada por mastócitos (WESTMAN et al., 2015; NAKANO et al., 2016).
Outra proteína abundante encontrada foi a Fascin, que é uma proteína
agregadora de F-actina que estabiliza os filopódios e regula a dinâmica de
adesão nas células em migração (JAYO et al., 2016). A Annexin A6, por sua 

2+vez, regula a liberação de Ca2+ de estoques intracelulares e regula também a 
sinalização e proliferação em células T (CORNELY et al., 2016). Com relação a 
Stathmin, um estudo identificou e forneceu evidências da indução da expressão 
gênica de Stathmin 1 (STMN1) em resposta à ativação de IgE mais Ag 
(SADRODDINY et al., 2011).

A utilização do peptídeo E5 conseguiu diminuir a degranulação 
independente de IgE de mastócitos humanos (LAD2) quando foi utilizado o pool 

de proteínas degranuladas via IgE. Esse tipo de estimulação IgE-independente 
é causada por compostos polibásicos (LAGUNOFF et al. 1983) que 
compartilham características estruturais similares essenciais para sua 
atividade. Estes incluem cargas positivas associadas com uma estrutura 
hidrofóbica tal como o terminal carboxilo da substância P ou o anel aromático 
do composto 48/80 (ARIDOR et al. 1990). Os compostos polibásicos parecem 
liberar histamina por um mecanismo comum (SAGI-EISENBERG et al. 1985). 
Eles ativam diretamente uma proteína G sensível à toxina pertússis que é 
acoplada à ativação de PLC (Gsp) e outra Proteína G sensível à toxina
pertússis acoplada a exocitose (Gi3a), que é independente do PLC (ARIDOR et
al., 1993; GALDIERO et al.; 2017; SUBRAMANIAN et al., 2016).

Os dados de bioinformática do alinhamento do peptídeo E5 com 
proteínas do banco de dados demonstraram associações interessantes do
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peptídeo E5 com proteínas importantes em alergias que, por sua vez, pode 
estar mimetizando receptores importantes para via da degranulação IgE- 
independente e dessa forma, impedindo que ocorra a degranulação de 
mastócitos por essa via. Como, por exemplo, a B1 bradykinin receptor 

(BDKRB1) que já foi descrita como um receptor acoplado a proteína G 
expresso nas vias aéreas em várias células residenciais e/ou imunes, 
geralmente associado ao recrutamento de eosinófilos e neutrófilos, como IL-4, 
IL-13, TNF-a, IL-6 e IL-8, via MAPK intracelular e sinalização de NF-kB que 
está implicado no desenvolvimento de inflamação crônica das vias aéreas, 
responsividade e remodelação (uma característica importante da asma grave) 
(RICCIARDOLO et al., 2018), o Neuropeptide S receptor, outra proteína 
alinhada com o peptídeo, já foi descrito como um receptor acoplado a proteína
G para o neuropeptídeo S (NPS) que promove a mobilização de depósitos

2+intracelulares de Ca2+ na asma (BERNIER et al., 2006) e está envolvido na 
patogênese da asma e outras doenças mediadas por IgE (VENDELIN et al. 
2005; XU et al., 2004). O C-X-C chemokine receptor type 5 e seu ligante CXCL 
13 já foi descrito que facilita o posicionamento de linfócitos em folículos 
linfóides para criar centros germinativos (GCs). Nessas estruturas, as células 
B, com o auxílio de células T auxiliares foliculares (TFH), proliferam e sofrem 
recombinação e hipermutação somática de troca de classe para secretar 
anticorpos de alta afinidade (ALLEN et al., 2004; ALLEN et al., 2007). A G- 

protein coupled receptor 1 é descrito como um receptor quimiotático de 
leucócitos associado à inflamação/RARRES2, sugerindo um papel para este
receptor na regulação da inflamação (BARNEA et al., 2008). A estimulação de

2+receptores acoplados a proteína G leva ao acúmulo de Ca2+ citosólico a partir 
dos reservatórios intracelulares, o que, por sua vez, facilita a contração do 
músculo liso das vias aéreas (DRUEY, 2009).

O Leukotriene B4 receptor 2 (BLT2), outra proteína alinhada com o 
peptídeo, medeia a síntese do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) 
e citocinas Th2, como a interleucina IL-13, nos mastócitos durante a inflamação 
alérgica (KWON e KIM, 2019). A C3a anaphylatoxin chemotactic receptor e 
C5a anaphylatoxin chemotactic receptor 2 são receptores de mediadores pró- 
inflamatórios da asma alérgica que recrutam células inflamatórias, induzem 
edema e causam broncoconstrição (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 
linfóides inatas tipo 2 e eosinófilos. A via do receptor DP2 é um alvo terapêutico 
novo e importante para a asma, porque o aumento da produção de PGD2 induz 
quimiotaxia e degranulação de células inflamatórias significativas através da 
sua interação com o receptor DP2 (DOMINGO et al., 2018).

A utilização de peptídeos com potencial diagnóstico e/ou terapêutico é 
uma forma mais barata e com alta qualidade, além de serem facilmente 
controlados quimicamente para o uso no teste de ELISA e outras reações 
sorológicas. Os resultados promissores encontrados com o peptídeo E5 
reforçam a hipótese de que a utilização do peptídeo possa diminuir a 
degranulação de mastócitos pela via independente de IgE na exacerbação da 
alergia. É importante, portanto, que esse peptídeo seja utilizado em outros 
testes confirmatórios como, por exemplo, testes in vivo.

É possível observar com este estudo que a caracterização e validação 
de peptídeo, que mimetiza receptores importantes na via de degranulação de 
mastócitos, podem fornecer informações importantes para um melhor 
entendimento da alergia, bem como estudos dos alvos biológicos, que foram 
encontrados nos diferentes tipos de degranulações de mastócitos humanos 
LAD2, podem servir como estratégias diagnósticas e/ou terapêuticas no futuro.
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6 CONCLUSÕES

• Este é o primeiro estudo que selecionou e identificou peptídeos pela 
metodologia de phage display capazes de detectar a presença de PCE em 
muco de pacientes com EEo com alta sensibilidade e especificidade. Nesse 
contexto, o muco esofágico é uma amostra mais fácil de obter do que a 
forma atual de diagnóstico que é realizado por procedimentos de 
endoscopia digestiva alta seguida da avaliação histopatológica das biópsias 
esofágicas.

• O peptídeo E5 ligante a PCE pode ser uma alternativa, custo-efetiva ao 
invés de anticorpos e uma ferramenta diagnóstica útil para auxiliar na 
detecção da esofagite eosinofílica no muco esofágico.

• A diminuição da degranulação de mastócitos via independente de IgE com 
a utilização do peptídeo E5 e o alinhamento do peptídeo E5 com proteínas 
importantes de granulócitos, principalmente de mastócitos, reforçam o 
potencial terapêutico desse peptídeo, que parece mimetizar receptores 
importantes da degranulação de mastócitos via IgE-independente.

• Foram identificadas 79 proteínas exclusivas na condição de degranulação 
independente de IgE, que fornecem informações importantes para um 
melhor entendimento da alergia, bem como o estudo de alvos biológicos 
que sirvam como estratégias diagnósticas e/ou terapêuticas.
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ANEXOS

Anexo I. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

ANEXO lí TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - PARA RESPONSÁVEL 

LEGAL DO MENOR OE IDADE

Prezada(a) senhoria), o(a) menor, pelo qual o(a)seohor(a) é responsável, está sendo 
convidado(a) para participar da pesquisa Intitulada '“Caracterização Fenotípica de 
Pacientes Pediátricos Portadores de Eosinofilia Esofágica e Investigação de 
Biomarcadores Aplicados ao Diagnóstico da Esofagite Eosinofítica23, sob a 
coordenação dos pesquisadores Prof. Luiz Ricardo Goulart Filho e Profa. Cristina 
PaErner Barros.
Nesta pesquisa nós estamos procurando caracterizar melhor as crianças e 
adolescentes que apresentam um tipo de inflamação alérgica do esôfago, que 
apresenta sintomas que se parecem muito com ds sintomas da Doença do refüuxo 
esofágico, como por exemplo queimação, vômitos, dificuldade para engolir, entre 
outros. Nosso objetivo ê encontrar técnicas dínicas e laboratoriais que possam 
diferenciar estas duas doenças, aíém de desenvolver um exame que possa diagnosticar 
e classificar os pacientes.
Na realização de rotina do exame de endoscopia digestiva alta solicitado pelo médico 
da criança, habitual mente deve ser puncionada uma veia para administração de 
medicamentos e soro, e são também colhidos quatro pequenos fragmentos do 
esôfago para análise microscópica. No caso de participação nesta pesquisa ao 
puncionar a veia serão coletados 2 tubos com até Sml de sangue. E quando a criança 
dormir sob o efeito do anestésico será coletad-a pequena quantidade de saliva da boca, 
pequena quantidade de líquido do esôfago e dois fragmentos de biópsia do esôfago 
para estudo e descoberta de novos exames. Na participação do (a) menor nesta 
pesquisa, o senhor (a) também deverá responder um questionário sobre os sintomas, 
diagnósticos e tratamentos que a criança possui até o momento. Além disso, as 
imagens da endoscopia do esôfago serão gravadas para atender aos objetivos do 
estudo e poderão auxiliar od acompanhamento do diagnóstico correto. Após a 
realização da Endoscopia Digestiva o (a| menor será agendado (a) para o 
acompanhamento ambulatória I f no Ambulatório de Gastroenterologla) onde o(a) 
senhor(a] tomará conhecimento do resultado do exame e o(a) menor receberá a 
condução diagnostica apropriada, podendo ser necessária a realização do exame de 
pHmetria esofágica para avaliar a doença do refiuxo ácido. Se forem observadas 
células associadas a um processo alérgico-inflamatório nas biópsias dD esôfago será 
prescrito o tratamento indicado e nova endoscopia digestiva será realizada após S 
semanas.
Este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido será obtido por uma das duas 
pesquisadoras que realizará o exame da criança. As médicas pesquisadoras são 
responsáveis pelo Setor de Endoscopia Pediátrica do Hospital de Clinicas da 
Universidade Federal de Uberlândia: Dra. Cristina PaEmer Sarros e Ora. Ma risa 
Rodrigues de Faria. Neste momento o(a) senhor(a) poderá esclarecer qualquer 
dúvida.*
Em nenhum momento o^a) menor será identificado^a). Os resuítados da pesquisa 
serão publicados e ainda assim a sua identidade será preservada.
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0{A| menor não terá nenhum gasto e ganho financeiro por participar na pesquisa.

Com a participação do (a} menor na pesquisa, não são previstos riscos maiores css 
naturalmente envolvidos nos exames de Endoscopia Digestiva e pHmetria Esofágica. 
Ch benefícios serão ter os resultados de exames cuidadosamente analisados por uma 

equipe técnica de pesquisa capacitada para oferecer o melhor esclarecimento 
diagnóstico para os sintomas apresentados pelo(a) menor.

OjAI menor é Evre para deixar de participar da pesquisa a qualquer momento sem 
nenhum prejuizo ou coa çao.

Uma via origina’ deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficará mm o(a) 
senhoria), responsável Segai pelota, menor.

Qualquer dúvida a respeito da pesquisa, oja) senhoria), responsável legal peleja) 
menor, poderá entrar em contato com:

Médica e Pesquisadora Responsável:
Profa Cristina Palmer Barros CRM-MG 32093

Uniuersidade Fetferaf de Uberlândia - Departamento de Pediatria.
Av. P ará 1720 - Bioco 24 - Campos Utnua rama - Telefone: Í341 321B-2264.

Serviço deGastroenterologia Pediatria - Hospital de Clínicas da Universidade Federal 
de Uberlândia -Teiefone: (34) 32182164-32182127

Comitê de Ética na Pesquisa com Seres Humanos

Universidade Federai de Uberlândia. Av. João Naves de Avia, n! 2121, bloco A, sala 
224, Campus Santa Mónita - Uberlândia -MG, CEP: 3B4fl8-lí)CÇ Telefone: 34­
32394131

Uberlândia,.......de.........de 20.

Assinatura do pesquisador responsável

E u, ___________________________________________________________________ .responsável

Segai pelo(a) menor, ______________________________________________________ ,

consinto na sua participação no projeto citado acima, caso eleja] deseje, após ter sido

devidamente esciarecido.

Responsável pelo(a) menor participante da pesquisa
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Anexo II.Termo de Assentimento para o menor com mais de 12 anos.

ANEXO Ik TERMO DE ASSENTIMENTO PARA O MENOR COM MAIS DE 12 ANOSE FALTANDO 

1 DIA PARA 18 ANOS

Você sendo convidado (a) para participar da pesquisa Intitulada "Caracterização 
Fenoripica de Pacientei Pediátricos Portadores de Eosinolitfa Esofágica e 

Investigação de Diomarcadcres Aplicados ac Diagnóstico da Esofagite Easinofrlica", 
sob a coordenação dos pesquisadores Prof. Luiz Ricardo Goulart filho e Profa. Cristina 

Paimer Barros.
Nesta pesquisa nós estamos procurando caracterizar merhor as crianças e 

adolescentes que apresentam um tipo de inflamação alérgica do esôfago, que 
apresenta sintomas que se parecem muito com os sintomas da Doença do refluxo 

esofágica, como por exemplo queimação, vômitos, dificuldade para engolir, entre 
outros. Nosso objetivo e encontrar técnicas clínicas e laboratoriais que possam 
diferenciar estas duas doenças, aiém de desenvolver um exame q ue possa diagnosticar 

e classificar os pacientes.
Na realização de rotina do exame de endoscopia digestiva aita solicitado pelo seu 

médico, babrtuafmente deve ser puncionada uma veia para administração de 
medicamentos e soro, e são tembém coibidos quatro pequenos fragmentos do 

esôfago para análise microscópica. Caso acerte partici pa r desta pesquisa, ao puncionar 
sua veia serão co letados 2 tubos com até 5ml de sangue. E quando você dormir sob o 

efefto do anestésico será coletada pequena quantidade de saliva da sua boca, e 
pequena quantidade de liquido do esôfago e dois fragmentos de biópsia do esôfago 
para estudo e descoberta de novos exames. Na sua participaçãn nesta pesquisa você 

também deverá responder um questionário sobre os sintomas, diagnósticos e 
tratamentos que possui até o momento. Além disso, as imagens da endoscopia do 

esôfago serão gravadas para atender aos objetivos do estudo e poderão auxiliar no 
acompanhamento do diagnóstico correto. Após a realização da Endoscopia Digestiva 

você será agendado{a) para o acompanhamento ambulatonal jno Ambulatório de 
Gastroerrterologia) onde você tomará conhecimento do resultado do exame e 

receberá a condução diagnostica apropriada, podendo ser necessária a reaíização do 
exame de pl-tmetria esofágica para avaliar a doença do refluxo ácido. Se forem 

observadas células associadas a um processo alérgico-inflamatório nas biópsias do 
esôfago será prescrito o tratamento indicado e nova endoscopia digestiva será 
realizada após S semanas

Este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido será obtido por uma das duas 
pesquisadoras que realizará o seu exame. As médicas pesquisadoras são responsáveis 

pelo Setor de Endoscopia Pediátrica dD Hospital de Clinicas da Universidade Federai de 
Uberlândia: Dra. Cristina Palmer Barros e Dra. Marisa Rodrigues de Faria. Neste 

momento, você poderá esclarecer qualquer dúvida."
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Em nenhum momEnto você será idErUrflcadofaj. Os resultados da pesquisa serão 

publicados e ainda assim a sua identidade será preservada.
Você não terá nenhum gasto eganho financeiro por participar na pesquisa.
Com soa participação na pesquisa,, não são previstos riscos maiores dos naturaím ente 

envolvidos nos exames de Endoscopia Digestiva e pHmetria Esofágica. Os beneficias 
serão ter os resultados ca exames cuidadosamente analisados por uma equipe técnica 

de pesquisa capacitada para oferecer o melhor esclarecimento diagnóstico para os 
sintomas apresentados.

Mesmo se seu responsável iegal, tendo consentido na sua participação na pesquisa, 
você não é obrigado participar da mesma se não desejar. Você é livre para deixar de 

partici pa r da pesquisa a qua Iquer mome nto sem nenhum prejuízo o u coação.
Uma via original deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficará com você.

Qualquer dúvida a respeito da pesquisa você poderá entrar em contato com:

Médica e Pesquisadora Responsável;
Frofa Cristina Ralmer Barros CfiM-MG 32093

Universidade Federa; de Uberlândia - Departamento de Pediatria.
Av. Pará 1720- Bírco 2H- Campos Umuarama - Telefone: (34} 3216-2264.

Serviço deGastrnerrterologia Pediatria - Hospital de Clínicas da Universidade Federal 
de Uberlândia - Tefefone: {34} 32162164-32162127

Comitê de Ética na Pesquisa com Seres Humanos
Universidade Federai de Uberlândia. Av. ioào Naves de Ávila, nS 2121, bloco A, sala 

224, Campus Santa Mónica - Uberi índia -MG, CEP: 3E4ÍIB-100; Telefone: 34­
32354131

Uberlândia,.......de ......... de 20.

Assinatura do pesquisador responsável

Eu, _______________________________________________________ , aceito participar

do projeto citado acima, voluntariamente, após ter sido devidamente esclarecido.

Participante da pesquisa
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Anexo III.Parecer Consubstanciado do CEP.

jh I I CI I UNIVERSIDADE FEDERAL DE PtafcoPocniq Ul W UBERLÂNDIA/MG v^fO/ü
ComilT Ac Eticn on Pca-quum

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS OO PROJETO DE PESQUISA

Título da Pesquisa:Caracterizaçâo Fenatipica de Pacientes Pediátricos Portadores de Eosinofilia 
Esofágica e investigação de Biama rcad ores Aplicados ao Diagnóstico da Esofagite 
Easlnafllica

Pesquisador: Luiz Ricardo Goulart Filho
Área Temática:
Versão: 2

CAAE: 30787714.B.OOOB.5152
Instituição Proponente: Universidade Federai de Uberiândia/ UFU/ MG

Patrocinador Principal: Universidade Federal de Uberlândia/UFLi? MG 
Universidade Federal de Uberlândia/ UFU7 MG 
Financiamento Próprio

□ADOS OO PARECER

Número do Parecer 930.413

Data da Relatoria: 34/12/2014

Apresentação do Projeto:
Conforme apresenta o protocolo: A esofagite eosinofílica (EEojé uma doença inflamatória que tem como 

característica importante a dificuldade de passagem da alimento do esôfago para o estômago. Sua 

incidência parece aumentar, e Dcorre em proporção relevante de pacientes com doença de reflexo 

gastroesofágico (DRGE). As duas doenças mostram muitas similaridades, e a distinção é atualmente feita 

mm teste terapêutico pela uso de inibidores de bombas de prótons. Contudo, persistem problemas nessa 

distinção.

Objetivo da Pesquisa:

Caracterizar fenolipicamenie pacientes pediátricos portadores de eosinofilia esofágica através da descrição 

de suas características clínicas, hislológicas, endDscópicas e bioquímicas. Desenvolver e avaliar o papel de 

biomarcadores na Esofagite Eosinafilica e seus espectros fenotípicos comD forma de aprimorar o 

diagnóstico e a classificação, da doença.

Avaliação dos Riscos e Benefícios:
Segundo as pesquisadores: Os procedimentos médicos que serão realizados são inerentes á investigação e 

tratamento das doenças de interesse. Portanto, não se identifica aumento

Endereça: Av. Jofc fJaves de Ávila 2121- Eroco*1A', sala £24 - Campus Sta. Mflrfca
Bairro Santa Hünlta CEP: 3fi.zD3-14J
UF: UG Munldplo: UBERLÂNDIA
Telefone: (M|3£.3W13t Faa: (3413239-4335 E-maí: oep.£cropD.uT,.'or

d*
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fhlICII UNIVERSIDADE FEDERAL DE PkfeoFornipUl V UBERLÂNDIA/MG vjrorfl
Com ifc-c dc Ético bsi Pd-qtci.io

CccaniBçía do Parecer: B3D.413

significativo de risca para os participantes. Medidas satisfatórias para resguardo de sigilo de informações 

pessoais foram apresentadas. Há potencial de beneficio indireto, mediante a identificação de marcadores 

moleculares da EEo.

Comentários e Considerações sobre a Pesquisa::
Deverão ser avaliados indivíduos menores de idade |3 a 10 anos), com indicação de endoscopia digestiva 

alta para investigação diagnostica proveniente de médico assistente. Serão excluidos oasos que 

apresentarem complicações durante □ exame, com outras co-morbidades relacionadas á EEo, que fizerem 

uso de medicação corticosferoide. nu que não seguirem o protocolo dD estudo. Estima-se a investigação de 

2.DM participantes, divididos em condições cl inicas de interesse especifico. A investigação se divide em 

duas fases. Ha primeira fase, os participantes serão submetidos a endoscopia (digestiva alta} e biópsia; as 

amostras serão avaliadas em exame anátomo-patalógico para investigação de esofagite eosinofilica e em 

seguida ds pacientes serão mantidos em acompanhamento ambulatonal — pacientes com diagnóstico de 

esofagite eosi noftlica serão mantidos em tratamento com inibidor de bomba de prótons; em seguida, tais 

pacientes serão submetidos a nova endoscopia e finalmente os casos serão divididos segundo a condição 

do paciente. Ha segunda fase, as amostras biológicas obtidas t tecido lesionado, líquido esofágico, saliva, e 

sangue periférico} serão utilizadas em ensaios laboratoriais de biologia molecular para identificar e 

caracterizar potenciais marcadores da EEo. Registros médicos serão utilizados para caracterização da 

amostra e Dbtenção de dados de interesse específico.

Considerações sobre os Termos de apresentação obrigatória:

Apresentadas de forma satisfatória.

Recomendações:

Hão há.

Conclusões ou Pendências e Lista de Inadequações:

As pendências apontadas nD parecer 073.295 foram atendidas.

De acorda com as atribuições definidas na Resolução CNS4Mf12. o CEP manifesta-se pela aprovação do 

protocola de pesquisa proposta.

O protocolo não apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com seres humanas, nos limites 

da redação eda metodologia apresentadas.

Endereço: Av. João Maves de Atila 21£t- Bloco "IA', sala £24 - Campus Sta. Mflrfca
Bairro Canta Hünlca CEP: .36.403-1 ja
UF: UG Munldplo: UBERLÂNDIA
Telefona: {3*13239413t Faa: {3413239-4335 E-iraí: oep.^oropD.tfL.tir

rijnidr.v d*
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fhlICII UNIVERSIDADE FEDERAL DE PkfeoFornipUl V UBERLÂNDIA/MG vjrorfl
Com ifc-c dc Ético bsi Pca-qiúio

Cer.lmszío do Parecer: B3D.413

Situação do Parecer.

Aprovado

Necessita Apreciação da CONEF:
Não

Considerações Finais a critério do CEP:

Data para entrega de Relatório Parcial aa CEP/UFU: Maio de 2016.

Data para entrega de Relatório Pardal ao CEPflJFU: Outubro de 2010.

OBS.: O CEF/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANÇA NO PROTOCOLO DEVE SER INFORMADA 
IMEDIATAMENTE AO CEP PARA FiNS DE ANÁLFSE E APROVAÇÃO DA MESMA.

O CEP/UFU lembra que:

a- segundo a Resolução 468112, □ pesquisador deverá arquivar por 5 anos □ nelalório da pesquisa e ds 

Termos de Consentimento Livre e Esclarecida, assinadas pela sujeito de pesquisa, 

h- poderá, por escolha aleatória, visitar o pesquisador para conferência do relatório e documentação 

pertinente ao projeto.

o- a aprovação dD protocolo de pesquisa pelo CEP/UFU dá-se em decorrência do atendimento a Resolução 

CNS 466/12, não implicando na qualidade cientifica do mesmo.

Orientações ao pesquisador :

■ O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou die retirar seu consentimento em 

qualquer fase da pesquisa, sem penaiizaçâo alguma e sem prejuízo ao seu cuidadD (Res. CNS 466/12 i e 

deve receber uma via original do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na íntegra, par ele assinado.

■ O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovada e desconlinuaro 

estuda somente após análise das razões da descontinuidade pela CEP que o aprovou {Res. CNS 496/12). 

aguardando seu parecer, exceto quando perceber risco ou danD não previsto ao sujeito participante ou 

quando constatar a superioridade de regime oferecido a um dos grupos da pesquisa que requeiram ação 

imediata.

- O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos du Fatos relevantes que alterem o cursa normal do 

estudD (Res. CNS 466/12). E papel de o pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a 

eventD adversD grave ocorrida (mesmo que tenha sida em outro centro} e enviar notificação ao CEP e à 

Agência Nacional de VigHãncia Sanitária - ANV1SA - junto com seu

Endereço: Av. Jofc Neves de Ávila 21£í- Bocd*1A*, sala £24 - Campus Sta. Mõrica
Bairro Santa Hünlta CEP: 36.41H-14J
UF: UG Munldplo: UBERLÂNDIA
Telefone: (5íl3£39-l13t Faa: {3413239-4335 E-maí: oep.^eropo.uT.Dr

ritfTwm i d*
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Assinado por:
Sand ra Terezinha de Farias Furtado 

(Coordenador)

r*jn« W i &*

UBERLÂNDIA, DQ de Janeiro de 2D15

CocâniBçfla do Parecer: 93D.413

posicionamento.

- Eventuais modificações ou emendas ao 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 I ou Jl apresentados anteriormente á ANVtSA, o pesquisador ou patrocinador deve enviá-las também 

á mesma, junto com d parecer aprobasório do CEP, para serem juntadas ao protocolo rniraaJ (Res.251ZB7r 

item JltJ2.e}.

®UFU UNIVERSIDADE FEDERAL DE 
UBERLÂNDIA/MG

Comilc dc E ti c □ <

PkrtXrfVx rnp

Endereço: Av. João Maves Pe Avila 212í- Boco "IA", sala 224 - Campus Sta. Mõrica 
Balira: Santa Mõnlca CEP: .36JD9-144
UF: MG MEJFlIelpk): UBERLÂNDIA
Telefone: (34)323 W131 Fax: ^34)32-39-4335 E-matt: cepgprapfl.Lru.Sx
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Anexo IV. Pedido nacional de patente
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PaianEfe 10- Patente de Invenção IPI1

*nuadt kMnqSaau fóa&todi peftídeos Uganteb à proteína catèõnica ecsinofilica 
unusúe flMJç E SUAS APLICAÇÕES no diagnóstico da esofagite

EOSINOFÍLICA
HetUIB! A presente invenção refere-se á seleção, caracterização e ulilrzação 

■de peptideos liganles da Proteira Catiônica Eosinofíiica (PCE} no 
diagnóstico imunclógico de Esofagiie Eosinofíiica e de doenças 
alérgicas/imlamstcrias. controre da inflamação a tratamento de 
doenças alérgicas e inflamatóras. tíesse contexto, e invenção 
compreende 24 peptideos desenvolvidos a partir do seu potencial de 
reconhecimento d3 proteína caflonlca eosinofíiica recombi nante 
humana. Um desses liganles seleeionados foi escolhido a titulo de 
exemplificação paro ser vaiidadn para □ diagnóstico imunológico da 
Esofagite Eosinofíiica [EEo; em amostras de mura esofágico de 
pacientes pediátricos- portadores da doença.

PE1 fCIONAMENTÚ Esta solicitação fci enviada pelo sstema Ferie orsmenL Eletrcn-cc em &7iDBÍ3)1T as 
Ei£TIK>NICO 16:10. Petição B701700ES514

Pauçio S70;tWMJ!+ íj S? CS2ú:‘ jaa. 2 3"
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