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RESUMO

A fibrose pulmonar idiopatica (FPl) € uma pneumonia intersticial cronica,
progressiva e fibrosante, de causa desconhecida, limitada aos pulmdes e que afeta
em sua maioria idosos. Seu carater progressivo limita a sobrevida dos pacientes a
cerca de dois a quatro anos. Os tratamentos atuais, apesar de retardarem a
progressado da doenga, n&o sido capazes de impedir seu avango ou reverter seus
efeitos. A activina A desempenha um papel fundamental na progressao da FPI,
sendo responsavel principalmente pela transformagdao de fibroblastos em
miofibroblastos no local da lesdo pulmonar. Este estudo buscou inibir a acdo da
activina A através da utilizacdo de peptideos sintéticos, capazes de se ligarem e
neutralizarem a agdo da activina A. Através da selegcdo por phage display foi
possivel a selecado de 10 peptideos unicos, ligantes a activina A. Apds a avaliagcéo
do potencial de ligacao, trés peptideos (A7, B9 e E10) foram escolhidos para terem
suas sequencias sintetizadas. Avaliacdo estrutural in silico dos peptideos, bem
como de sua interacdo com a molécula de activina A, demonstrou que os pontos
de ligagao peptideo-proteina estado situados na mesma regiao de ligagao da activina
A com seu receptor celular (ActRIIB). Além disso, ensaios de migragao celular
demonstraram a capacidade dos peptideos em diminuir a proliferacdo de células
pulmonares, mesmo quando estimuladas com pmTGF-3. O peptideo sintético E10,
demonstrou ainda capacidade de inibir a transi¢ao epitélio-mesenquimal em células
A549 estimuladas com pmTFG-3, bem como inibir a transformacgéao de fibroblastos
em miofibroblastos in vitro. Demonstramos assim o potencial inibitério de um
peptideo sintético ligante especifico de activina A. Entretanto, estudos in vivo
devem ser conduzidos a fim de melhor compreendermos os efeitos da inibicéo da

activina A e seu impacto na progresséao da FPI.

Palavras-chave: Fibrose pulmonar idiopatica, activina A, fibroblastos,

miofibroblastos.
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ABSTRACT

Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a chronic, progressive, and fibrous interstitial
pneumonia, of unknown cause, limited to the lungs, that mostly affects the elderly.
Its progressive character limits patients' survival to about two to four years. Current
treatments, despite slowing its progression, are not able to prevent the disease
progress or reverse its effects. Activin A plays a fundamental role in the
development of IPF, being mainly responsible for the transformation of fibroblasts
into myofibroblasts at the site of the lung injury. This study sought to inhibit the action
of activin A through the use of synthetic peptides, capable of binding and
neutralizing the action of activin A. Selection of peptides by phage display made it
possible to select ten unique peptides that are able of binding to activin A. After
evaluation of the binding potential, three peptides (A7, B9, and E10) were chosen
to have their sequences synthesized. Structural evaluation in silico of the peptides,
as well as their interaction with an activin A molecule, demonstrated that the peptide-
protein binding points are located in the same region used for the binding of activin
A with its cell receptor (ActRIIB). In addition, cell migration assays demonstrated the
ability of peptides to decrease lung cell proliferation, even when stimulated with
pmTGF-3. The synthetic peptide E10 was also capable of inhibiting an epithelial-
mesenchymal transition in A549 cells stimulated with pmTFG-f3, as well as inhibiting
the transformation of fibroblasts into myofibroblasts in vitro. We thus demonstrate
the inhibitory potential of a specific synthetic peptide binding for activin A. However,
in vivo studies must be conducted to understand the effects of inhibition of activin A

and its impact on the progression of IPF.

Keywords: Idiopathic pulmonary fibrosis, activin A, fibroblasts, myofibroblasts.

XV



1. INTRODUGAO

1.1. Fibrose pulmonar idiopatica

Segundo a American Thoracic Society (ATS), a fibrose pulmonar idiopatica (FPI)
€ classificada como uma forma especifica de pneumonia intersticial cronica,
progressiva e fibrosante, de causa desconhecida, limitada aos pulmdes e que afeta
em sua maioria idosos (RAGHU et al., 2011a). Dentre os principais sintomas e
consequéncias da FPI estdo a perda progressiva de fungéo pulmonar, tosse crbénica
e dispneia (RAGHU et al., 2011a; RAGHU; RICHELDI, 2017). Além disso, dentre
as pneumonias idiopaticas intersticiais, a FPl € a mais comum e com maior indice
de mortalidade (BJORAKER et al., 1998; OLDHAM; NOTH, 2014). Apesar de
possuir um desfecho clinico variavel, podendo evoluir lentamente ou de forma
rapida e com perda aguda da funcéao respiratoria, € de consenso que a maioria dos
pacientes evoluem para um prognostico ruim, indo a ébito dentro de dois a quatro
anos apos o diagnostico (HUTCHINSON et al., 2015; LEY; COLLARD; KING, 2011;
NAKAMURA; SUDA, 2016; NATHAN et al., 2011; OLDHAM; NOTH, 2014; RAGHU,;
RICHELDI, 2017).

O desenvolvimento da FPI apresenta certa correlagdo com a idade e sexo dos
individuos, afetando geralmente homens acima de 50 anos (RAGHU et al., 2006;
RAGHU; RICHELDI, 2017; RICHELDI; COLLARD; JONES, 2017). Gragas a
complexidade de classificagdo dos pacientes, a incidéncia da FPI em diferentes
paises pode variar de 2 a 63 casos a cada 100.000 individuos por ano, a depender
de critérios clinicos utilizados para diagnéstico, tamanho e heterogeneidade da
populagdo (NALYSNYK et al., 2012; RAGHU et al., 2006; ROGLIANI et al., 2016).
No cenario nacional, é estimada uma incidéncia de 6,8 a 9,9 novos casos anuais
para cada 100.000 habitantes (BADDINI-MARTINEZ; PEREIRA, 2015; RUFINO et
al., 2013).

Tem se observado o crescimento do numero de casos nacionais e mundiais,
principalmente apds a publicacdo de determinagdes oficiais para diagndstico e
classificagdo da FPI pelas agéncias American Thoracic Society, European
Respiratory Society, Japanese Respiratory Society e Latin American Thoracic
Society (ATS/ERS/JRS/ALAT) em 2000, com posterior revisao e alteragdo em 2011



e em 2018 (BALDI, 2017; KING et al., 2000; RAGHU et al., 2011a, 2018a). Aléem
disso o aumento da incidéncia de FPl na populacdo é considerado uma
consequéncia do aumento da expectativa de vida média e de métodos mais
eficientes de diagnéstico (RAGHU et al., 2011b; SOO; ADAMALI; EDEY, 2017;
XAUBET; ANCOCHEA; MOLINA-MOLINA, 2017).

Apesar de apresentar etiologia desconhecida, considera-se que a FPl é o
resultado de um processo inflamatorio pulmonar, frente a micro lesées constantes
e do desbalango da resposta imunolégica pulmonar usual (RICHELDI; COLLARD;
JONES, 2017; XAUBET; ANCOCHEA; MOLINA-MOLINA, 2017). Inumeros
agentes podem ser listados como desencadeadores desse processo inflamatdrio,
sendo os principais tabagismo, exposi¢do ocupacional a poeiras de madeira e
metais, utilizacdo de fogbdes de lenha, infecgdes virais, refluxo gastroesofagico,
predisposicao genética e efeitos colaterais referentes a utilizagdo de determinados
medicamentos (HOSSEINZADEH et al., 2018; RAGHU et al., 2011a; RICHELDI,
COLLARD; JONES, 2017; XAUBET; ANCOCHEA; MOLINA-MOLINA, 2017).

Ainda que o processo inflamatdrio pulmonar localizado tenha um papel central
no desenvolvimento e progressao da FPI, a ineficiéncia de medicamentos anti-
inflamatdrios em seu tratamento aponta que uma vez desencadeada a inflamacao,
0 processo evolutivo da doenga segue por outros caminhos. Atualmente a hipotese
aceita aponta micro lesbes em células epiteliais alveolares como a causa inicial de
um processo inflamatério anormal que culmina no desenvolvimento da FPI
(HOROWITZ; THANNICKAL, 2006; KEKEVIAN; GERSHWIN; CHANG, 2014;
SGALLA et al., 2018).

Normalmente, a resposta imunoldgica pulmonar recruta fibroblastos para o local
da lesdo, tais células sado estimuladas a se proliferar e se diferenciar em
miofibroblastos, responsaveis pela deposi¢cao de matriz extracelular (MEC) no local
da lesao a fim de conter o agente responsavel. Uma vez resolvida a inflamacéo, os
miofibroblastos sofrem apoptose, a MEC é reabsorvida e novas células epiteliais
sdo responsaveis pela reconstitui¢cao e restauragao final do tecido pulmonar (KOLB;
BONELLA; WOLLIN, 2017; MORRIS, 2006).



Em individuos susceptiveis a FPI este processo se retro alimenta, fatores pro-
inflamatadrios e proé-fibréticos como TGF-1, PDGF-11, PDGF12, TNF-a, IL-10, IL-
12 e IL-17A continuam agindo, o recrutamento e proliferagédo de fibroblastos para o
local da lesdo € constante, o processo de transformacdo de fibroblastos em
miofibroblastos (TFM) é potencializado, a deposicdo de MEC excede os niveis
normais e necessarios, células epiteliais adjacentes ou que seriam responsaveis
pela restauracao tecidual sofrem apoptose e intensificam o processo de destruicao
tecidual local, por fim a deposi¢cao excessiva de MEC sem sua reabsorcao
adequada, devido ao desbalango na producdo de metaloproteinase-7 da matriz
(MMP-7), resulta na formagao de tecido cicatricial e consequente diminuicdo da
area util pulmonar (Figura 1) (BERGERON et al., 2003; GHARAEE-KERMANI et
al., 2009; KEKEVIAN; GERSHWIN; CHANG, 2014; RICHELDI; COLLARD; JONES,
2017; ROACH et al., 2018; XAUBET; ANCOCHEA; MOLINA-MOLINA, 2017). Este
processo ocorre simultaneamente em varias areas da superficie pulmonar,
variando de forma temporal, em nivel de dano tecidual e tamanho de area afetada,
criando um padrdo entre areas saudaveis e afetadas caracteristico da FPI, a
aparéncia de colmeia (KOLB; BONELLA; WOLLIN, 2017; MAHALANOBISH et al.,
2020; WUYTS et al., 2013).
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Figura 1: Esquematizacao da resolugao de lesdes epiteliais pulmonares em pulmdes normais
e em pulmodes de individuos susceptiveis a FPI. As lesdes podem ser causadas por diferentes
fatores e sao o ponto inicial para o desencadeamento da resposta inflamatdria local. Durante a
inflamacgao ocorre a morte de pneumdcitos do tipo I, o recrutamento de fibroblastos para o local da
lesdo e a ativacdo de macréfagos e neutrdfilos. No pulmdo normal, na fase de resolucdo a
inflamagao diminui, fibroblastos se transformam em miofibroblastos, a produgdo de MEC é
aumentada, porém controlada pela sua degradacao através da producado de MMP-7. Em pacientes
acometidos com FPI a inflamagao persiste, pneumacitos do tipo 2 sofrem apoptose, intensificando
0 quadro inflamatdrio, fibroblastos continuam sendo recrutados e transformados em miofibroblastos,
a produgdo de MEC é aumentada, porém a produgdo de MMP-7 ndo é suficiente para sua
degradacgéo. Na fase de restauragéo, no pulméo normal, os fibroblastos e miofibroblastos sofrem
apoptose, a MEC é reabsorvida e novas células epiteliais sdo responsaveis pela regeneragéo
tecidual. No caso da FPI, os miofibroblastos estdo resistentes a apoptose a deposi¢do de MEC
juntamente com coladgeno forma o tecido cicatricial e parte da area util pulmonar é perdida nesse
processo.

A dificuldade no diagnéstico da FPI impacta diretamente as taxas de
incidéncia e prevaléncia desta doenca. Trata-se de um processo dificil que requer
uma analise multidisciplinar e acompanhamento atencioso do histérico do paciente
(NALYSNYK et al., 2012; OLDHAM; NOTH, 2014).

Em 2000, visando padronizar a classificagdo e os métodos diagndsticos
utilizados para a FPl a American Thoracic Society liberou diretrizes a serem
seguidas pelos profissionais de saude. Segundo tal documento, para ser

diagnosticado com FPI o paciente deveria apresentar quatro fatores cruciais e pelo
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menos trés fatores complementares de acordo com a Tabela 1 (KEKEVIAN;
GERSHWIN; CHANG, 2014; RAGHU et al.,, 2011a; SELMAN; KING; PARDO,
2001).

Tabela 1: Critérios determinados pela American Thoracic Society para diagnéstico de FPI no
ano de 2000.

Fatores cruciais Fatores complementares

Exclusdo de causas conhecidas de Mais de 50 anos

doencas intersticiais pulmonares

Padrao restritivo na avaliacdo da Dispneia progressiva sem causa
fungéo pulmonar e troca gasosa aparente

afetada em exercicio ou repouso

Anormalidades reticulares bi basilares  Persisténcia dos sintomas por mais de

em TCAR trés meses
Biopsia pulmonar ou LBA sem Estalar “tipo velcro” durante a
caracteristicas de outas desordens inspiracao

Em 2011, as normas ditadas pela American Thoracic Society em 2000 foram
reavaliadas, os critérios baseados na presengca de fatores cruciais e
complementares foram descartados e substituidos por formas mais eficientes de
diagndstico para a FPI (RAGHU et al., 2011a). Baseando-se em evidéncias da alta
eficiéncia e especificidade da identificagcdo de padrées histopatolégicos através de
tomografia computadorizada de alta resolugdo (TCAR), biopsias pulmonares nao
seriam mais indicadas como necessarias para o diagndstico de FPI, pois
acrescentam pouca informagédo sobre os padrbes histologicos que podem ser
observados, ndo ha consenso claro sobre como e em quais areas a bidpsia deve
ser obtida e a realizagdo do procedimento apresenta em muitos casos um risco
desnecessario para o paciente (FLAHERTY et al., 2003; HUNNINGHAKE et al.,
2001; RAGHU et al., 2011a).

Além disso, uma das recomendacbes cruciais € de que se faca uma
avaliagao clinica completa e cuidadosa dos pacientes, considerando exames
fisicos, testes laboratoriais, riscos ocupacionais, historico familiar, acompanhado

da presenca de padrbes de pneumonia intersticial usual (PIU) em TCAR, a fim de
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se diminuir a quantidade de diagnosticos errébneos para FPI e proporcionar o
cuidado adequado aos pacientes acometidos (MORELL et al., 2013; RAGHU et al.,
2011a; XAUBET; ANCOCHEA; MOLINA-MOLINA, 2017).

Deste modo, de acordo com as diretrizes revisadas pela American Thoracic
Society em 2011, os fatores necessarios para o diagndstico da FPI incluiram:
Exclusdo de outras causas para doenga pulmonar intersticial (DPI); padrdes
caracteristicos de PIU em TCAR e quando necessario, confirmacao dos padrdes
histologicos através da avaliagao de biopsia pulmonar (FLAHERTY et al., 2004,
RAGHU et al., 2011a; RICHELDI; COLLARD; JONES, 2017).

Novamente em 2018 as diretrizes para o diagndstico da FPI foram atualizadas,

dividindo pacientes em trés categorias:

e Pacientes com diagnostico recente de DPI de causa aparente desconhecida
e suspeita clinica de FPI;

e Pacientes com diagndstico recente de DPI de causa aparente desconhecida,
suspeita clinica de FPI e com padrao de possivel PIU em TCAR, mas com
diagnostico indeterminado;

e Pacientes com diagndstico recente de DPI de causa aparente desconhecida,

suspeita clinica de FPIl e com padrao de PIU em TCAR.

A revisado dos fatores de diagndstico compreende pontos como a analise de
células do lavado bronco-alveolar (LBA), necessidade de bidpsia pulmonar em
casos especificos, avaliagao do histérico medicamentoso, avaliacédo de exposicao
a fatores de risco e sorologia para observagao de biomarcadores e exclusao de
doencas do tecido conjuntivo (RAGHU et al., 2018a). Além das avalia¢des clinicas,
o diagndstico de FPI se baseia nas informagdes obtidas pelos padrdes observados

na histologia e em TCAR de acordo com o observado na Tabela 2.



Tabela 2: Recomendacao de diagnéstico de FPI baseada na avaliagao histoldgica de bidpsias
pulmonares e em padroes observados em TCAR.

Padrao histologico
Suspeita de FPI Indeterminado Diagnéstico
PIU Provavel PIU
para PIU alternativo
PIU P P P N&o é IPF
_ Provavel PIU P P Provavel IPF N&o é IPF
Padrao i i
Indeterminado Indeterminado
observado P Provavel IPF N&o é IPF
para PIU para IPF
em TCAR
Diagndstico Provavel
) Nao é IPF N&o é IPF N&o é IPF
alternativo IPF

Adaptado de (RAGHU et al., 2018b).

Com as alteragdes sugeridas em 2018 pela American Thoracic Society, o
diagnodstico de FPI agora exige principalmente a exclusdo de outras causas
conhecidas de DPI, presenca de padrdoes especificos de PIU em TCAR e/ou
identificacdo de padrbes especificos em TCAR e amostras histologicas em
pacientes submetidos a biopsia pulmonar (RAGHU et al., 2018a). Ainda com o
objetivo de esclarecer a metodologia recomendada para o diagnostico de FPI, a
American Thoracic Society, desenvolveu um organograma ilustrativo que aborda o

passo a passo deste procedimento (Figura 2).
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Figura 2: Organograma para diagnéstico de FPIl. Este modelo destaca a necessidade de
avaliagdes multidisciplinares e do estudo do histérico do paciente a fim de decidir o melhor curso
para o diagndstico e de diminuir a quantidade de diagndsticos errbneos, possibilitando uma
intervencao clinica mais rapida. Adaptado de (RAGHU et al., 2018b).

Além disso, como a presenca de padrdes associados a PIU em TCAR néao
sao exclusividade da FPI, é importante ressaltar a necessidade de avaliagdes
multidisciplinares por parte dos agentes de saude a fim de avaliar melhor o histérico
do paciente, bem como a realizagao de testes soroldgicos ou bidpsia pulmonar em
casos onde se julgar necessario (OLDHAM; NOTH, 2014; RAGHU; RICHELDI,
2017; RICHELDI; COLLARD; JONES, 2017; XAUBET; ANCOCHEA; MOLINA-
MOLINA, 2017).

A auséncia de medicamentos que permitam a cura ou reversdo do quadro
de perda progressiva de fungdo pulmonar ressaltam a importancia de um
diagndstico rapido da FPI, a fim de promover um maior tempo de sobrevida dos

pacientes.



Tratada por muito tempo como uma doenca de carater inflamatério,
pacientes diagnosticados com FPI eram tratados com glicocorticoides,
corticosteroides e imunossupressores, em tratamentos isolados ou combinados,
mesmo sem evidéncias cientificas sobre a eficiéncia de tais tratamentos, com o
intuito de diminuir a inflamagado pulmonar e a proliferacdo de fibroblastos. O
tratamento mais aceito era realizado pela administracdo de prednisolona,
azatioprina e N-acetilcisteina, que recebia o0 nome de terapia tripla. Entretanto, tal
terapia foi descontinuada apds testes clinicos comprovarem a ineficacia do
tratamento, bem como o aumento do numero de obitos e hospitalizagdes de
pacientes tratados com esta terapia, frente a pacientes tratados com placebo
(BADDINI-MARTINEZ et al., 2015; RAGHU; RICHELDI, 2017; WELLS et al., 2012;
XAUBET; ANCOCHEA; MOLINA-MOLINA, 2017).

Atualmente, duas drogas com potencial antifibrético sao utilizadas para o
tratamento da FPI, a pirfenidona (Esbriet®, Roche) e o nintedanib (Ofev®,
Boehringer Ingelheim), ambas aprovadas pela Food and Drug Administration (FDA)
em 2014. A utilizacdo tanto de pirfenidona quanto de nintedanib, demonstrou
eficacia no retardamento da evolugédo do quadro fibrético, na diminuicdo da perda
de funcdo pulmonar e na capacidade de prolongar a sobrevida dos pacientes
(AZUMA et al., 2005; MOLINA-MOLINA, 2019; ROGLIANI et al., 2016; XAUBET;
ANCOCHEA; MOLINA-MOLINA, 2017).

Liberada para uso no tratamento de FPI no Japdo em 2008, na Europa em
2011, no Canada em 2012, nos Estados Unidos em 2014 e posteriormente
recomendada como tratamento efetivo segundo as diretrizes da American Thoracic
Society, a pirfenidona apresenta propriedades antifibréticas e anti-inflamataérias. Os
mecanismos exatos de atuacao da pirfenidona ainda n&do estdo completamente
elucidados, entretanto seu efeito anti-inflamatério é associado a sua capacidade
diminuir os niveis de expressao de TNF-q, IL-6, IL-8 e IL-12; enquanto que sua
atividade antifibrética esta relacionada a sua capacidade de regular e reduzir a
expressao e TGF-3, PDGF, colageno e a proliferagdo exacerbada de fibroblastos
(KIM; KEATING, 2015; MOLINA-MOLINA, 2019; MOLINA-MOLINA et al., 2018;
ROBALO-CORDEIRO et al., 2017; ZHU et al., 2020). Atualmente a posologia

recomendada para o uso da pirfenidona é de trés capsulas por dia durante sete

9



dias (801 mg/dia), aumentando para seis capsulas por dia (1602 mg/dia) nos
préoximos sete dias e por fim aumentando e mantendo a dose para nove capsulas
diarias (2403 mg/dia), sendo recomendado a ingestdo das capsulas juntamente
com alimentos. A pirfenidona pode causar alguns efeitos colaterais como dispneia,
nausea, anorexia, irritagao cutanea, fotosensibilidade e em alguns casos problemas
hepaticos, entretanto tais complicagbes sdo em sua maioria brandas e podem ser
tratadas facilmente (KOLB; BONELLA; WOLLIN, 2017; MOLINA-MOLINA, 2019).

Por sua vez, o nintedanib foi aprovado em 2014 pela FDA e desde entao é
também utilizado no tratamento da FPI. Trata-se de um inibidor de tirosina-quinase
e de receptores de fatores de crescimento (PDGF, FGF e VEGF). Apesar de seus
mecanismos de agao também nao estarem completamente elucidados, entende-se
que o nintedanib é capaz de inibir processos chave relacionados a progressao da
FPI, tais como a proliferacao e migracao de fibroblastos e sua transformacéo em
miofibroblastos, mediada por TGF-B. (KOLB; BONELLA; WOLLIN, 2017;
LEHTONEN et al., 2016; ROBALO-CORDEIRO et al., 2017; SATO et al., 2017;
ZHU et al., 2020). Além de inibir o desencadeamento de processos relacionados a
evolugao da doenca, alguns estudos demonstraram que o nintedanib também foi
capaz de afetar a deposicao de colageno mediada por TGF- e induzir o aumento
da expressdao de matriz metaloproteinase-2 afetando de maneira positiva a
reabsorcdo de MEC (K. et al.,, 2017; WOLLIN et al.,, 2015). Assim como a
pirfenidona, o nintedanib apresenta efeitos anti-inflamatoérios, associados a
diminuicao do recrutamento de neutrdéfilos e linfocitos para o sitio da inflamacao,
reducao da expressdo de citocinas inflamatérias e diminuicdo de inflamacao
tecidual em analises histologicas (KOLB; BONELLA; WOLLIN, 2017; WOLLIN et
al., 2014). A recomendacao de tratamento para o nintedanib é de duas capsulas de
150 mg, diariamente, a cada 12 horas, tomadas com agua e alimentos. Os efeitos
colaterais mais comuns incluem diarreia, nausea, dor abdominal e aumento de
enzimas hepaticas (FUKIHARA; KONDOH, 2016; MOLINA-MOLINA, 2019).

Outros tratamentos indicados para combater os efeitos da FPI incluem
utilizacao de oxigénio, para auxiliar os pacientes na perda da funcao pulmonar,
sendo indicado para pacientes com saturagdo de oxigénio arterial < 88% em

repouso; reabilitacdo pulmonar, eficiente nos estagios iniciais da doencga; e
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transplante pulmonar, que é o unico tratamento disponivel para a fase avancada da
doenca e indicado para pacientes que apresentem declinio de capacidade de forga
vital maior do que 10% nos ultimos seis meses e saturagdo de oxigénio arterial <
88% no teste de caminhada de seis minutos (SGALLA et al., 2018; XAUBET;
ANCOCHEA; MOLINA-MOLINA, 2017).

Outras drogas estdo continuamente sendo desenvolvidas e testadas a fim
de suprir a necessidade dos pacientes de FPI, entretanto nenhuma candidata se
mostrou tdo eficaz até o momento como os medicamentos ja utilizados. Mesmo
assim, os efeitos da FPI sao inevitaveis e o que pode ser feito é retardar a evolugao
da doenca a fim de proporcionar uma melhor qualidade de sobrevida para os
pacientes acometidos. Por este motivo € importante que o diagndstico seja feito o
quanto antes e que o tratamento seja iniciado imediatamente apds o diagndstico.
Além disso, no caso do Brasil, os medicamentos utilizados sdo em grande parte
fornecidos pela Unido, mediante Ministério Publico e devido ao seu elevado custo,
a liberacdo e distribuicdo para cada paciente € avaliada individualmente em um
processo burocratico, que pode muitas vezes atrasar em meses o inicio do
tratamento (BALDI, 2017; KOLB; BONELLA; WOLLIN, 2017; MOLINA-MOLINA,
2019; RAGHU; RICHELDI, 2017; XAUBET; ANCOCHEA; MOLINA-MOLINA,
2017). Nesse contexto, € importante ressaltarmos a necessidade da busca de
novas moléculas que sejam capazes de retardar e principalmente reverter os
efeitos da FPI, agindo em vias ja conhecidas e relacionadas a progressao da
doenca, seja no desencadeamento da resposta inflamatdria inicial, na inibicao da
proliferacdo e transformacao dos fibroblastos ou na degradacgao e reabsorcao da

matriz extracelular.
1.2. Activina A

Identificadas e descritas inicialmente em 1988 por sua capacidade de promover
a liberagdo de hormdnio foliculo estimulante (FSH), as activinas sao citocinas
pleiotrépicas, pertencentes a superfamilia do TGF-B. Tratam-se de proteinas
diméricas e em mamiferos, de acordo com a composi¢ao de suas subunidades,
temos as formas activina A (BA/BA), activina B (BB/BB), activina AB (BA/BB),
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activina C (BC/BC) e activina E (BE/BE) (Figura 3) (BLOISE et al., 2019; HEDGER
et al., 2011; MORIANOS et al., 2019; PETRAGLIA; VAUGHAN; VALE, 1989).

Activina A

Activina AB
Activina B

Activina E
Activina C

Figura 3: Descricao dos diferentes tipos de activinas de acordo com suas subunidades.

Dentre as activinas, a activina A é a isoforma mais importante em vertebrados,
apresentando cerca de 95% de homologia entre as espécies, sendo a mais
estudada e identificada em diferentes tecidos. A activina A apresenta grande
importancia bioldgica relacionada principalmente a embriogénese, diferenciagao
celular, neuroprote¢do, inflamacao, desenvolvimento ovariano e uterino,
miogénese, formacgédo éssea, reparagao tecidual, regulacdo de células tronco,
pluripoténcia, hematopoese e fibrose (BLOISE et al., 2019; CHEN; TEN DIJKE,
2016; MORIANOS et al., 2019; SOZZANI; MUSSO, 2011). A atuagado da activina A
se da inicialmente através de sua ligagdo com a porgao extracelular de receptores
transmembranares do tipo serina/treonina quinase (ActRIIA e ActRIIB), a partir da
ligacao inicial a conformacgao estrutural resultante da activina A permite sua ligagéo
a receptores do tipo | (ALK4). A formagdo deste complexo desencadeia a
fosforilagao da porgao intracelular destes receptores, que por sua vez promove a
fosforilacdo das proteinas Smad2 e Smad3 e a incorporacdo da Smad4 neste
complexo. Por fim o complexo Smad2/3/4 é direcionado para o nucleo onde ira
atuar na regulacdo da expressdo génica. Este processo promove também a
producao de Smad7, que ira regular de forma negativa o processo de fosforilagao
das proteinas Smad2 e Smad3, mantendo todo este processo sob controle (Figura
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4) (BLOISE et al.,, 2019; HEDGER et al., 2011; NAGARAJAN et al., 1999;
WERNER; ALZHEIMER, 2006).
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Figura 4: Mecanismo de sinalizagdo da Activina A. A partir da ligagdo da activina A com o
receptor ActRIIA/B a fosforilagdo do receptor e a alteragdo da conformagao da activina A permite
sua ligagao ao receptor ALK4, que por sua vez é também fosforilado. Este processo desencadeia a
sinalizagao por proteinas Smad que afetardo a expressao de fatores inflamatérios, todo o processo
é regulado pela expressdo de Smad7 em um feedback negativo. Além disso a produgéo de folistatina
auxilia na regulagao, inibindo a ligagao da activina A aos receptores celulares. Adaptado de (BLOISE
etal., 2019).

Sendo uma molécula pleiotrépica, as acbes da activina A em cenarios
inflamatdrios pode divergir entre pré e anti-inflamataérias, a depender do 6rgéao e da
doenca envolvida. Estudos demonstraram niveis elevados de activina A em
doencgas de carater inflamatério, como em doencga inflamatérias intestinais, artrite
reumatoide e em casos de sepse bacteriana. Além disso, a resposta da activina A
frente a inflamacao é rapida e capaz de desencadear a liberacédo de outros fatores
pro-inflamatérios, como TNF-q, IL-6 e IL-1[3, além de estimular a produg¢ao de 6xido
nitrico sintase (APOSTOLOU et al., 2012; D.J.; D.M.; M.P., 2009; HEDGER et al.,
2011; NUSING; BARSIG, 1999; SOZZANI; MUSSO, 2011). Por outro lado,

atividades anti-inflamatorias também podem ser atribuidas a agéo da activina A,
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tais como inducéo da secregcao de antagonistas de receptores de IL-1, maturagao
de células dendriticas, inibicdo da formacao de células espumosas em casos de
arteriosclerose, regulagédo negativa da producao de IFN-a, IL-6, TNF-qa, IL-1(3 e IL-
8 (APOSTOLOU et al., 2012; SEGERER et al., 2008; SOZZANI; MUSSO, 2011;
WANG et al., 2008).

No que diz respeito a fisiologia pulmonar, a activina A esta relacionada a
resposta imunoldgica e ao processo de reparo tecidual, agindo como um mediador
da inflamagdo no tecido pulmonar. Altos niveis de activina A podem ser
responsaveis por casos de severidade em doengas pulmonares, bem como pelo
desenvolvimento de padrbes fibrosantes. Em modelos animais de doengas
inflamatdrias pulmonares, a activina A € capaz de gerar um quadro pré-inflamatorio
e proé-fibrético, induzindo a producdo de IL-6, IL-13, IL-1B8, TNF-a, TGF-31,
endotelina, angiotensina, trombina, aumentar a producdo de MEC, do fator de
crescimento do tecido conjuntivo, de colageno tipo | e do inibidor tecidual de
metaloproteinase-1, além de estimular a proliferacdo de fibroblastos e sua
diferenciacdo em miofibroblastos (APOSTOLOU et al., 2012; BLOISE et al., 2019;
HARDY et al., 2015; HEDGER et al., 2011; OHGA et al., 2000; SULYOK et al.,
2004).

No caso da FPI, bem como de outras doencas de carater fibrosante, um dos
principais fatores ligados ao desenvolvimento da doencga € a proliferagéo excessiva
de fibroblastos, bem como sua transformacao em miofibroblastos. Processos estes
que podem ser afetados pela agao da activina A, sendo que seu desbalanco ou a
ineficiéncia da sua inibicdo pela folistatina agravam o quadro dos pacientes
(FUMAGALLI et al., 2007; WERNER; ALZHEIMER, 2006; WIETECHA et al., 2020).
Evidéncias da agdo da activina A no desenvolvimento de doengas fibrosantes
demonstram que esta molécula possui um papel central na cascata de reparo
tecidual e que devido ao seu carater pleiotropico sua regulacdo € altamente
delicada, dependendo de um feedback negativo através da Smad7 ou de sua
inibicdo direta pela folistatina. Este conjunto de fatores tornam a activina A um alvo
potencial para o tratamento de doencgas fibrosantes, sendo que varios estudos ja
demonstraram a eficiéncia tanto da inibicdo dos receptores ActRIIA e ActRIIB

quanto da utilizacao de folistatina, a fim de inibir a acdo da activina A e reduzir a
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progressao de eventos inflamatérios e fibrosantes (BLOISE et al., 2019; HEDGER
et al., 2011; OHGA et al., 1996; ZHANG et al., 2019). Entretanto, até o momento

nenhum tratamento para FPI utilizando activina A como alvo foi desenvolvido.
1.3. Desenvolvimento de peptideos recombinantes terapéuticos

A maioria das reagdes bioldgicas sao feitas através da ligacdo de moléculas a
receptores especificos. Esse tipo de acdo é vastamente explorado no
desenvolvimento de medicamentos, onde o objetivo de uma droga pode ser se ligar
a molécula alvo e impedir sua ligagado a um receptor, ou agir como um competidor,
se ligando ao receptor e impedindo a ligagdo de uma molécula especifica (MOHS;
GREIG, 2017; MOLEK; STRUKELJ; BRATKOVIC, 2011). A utilizagdo de peptideos
como agentes terapéuticos recebe muita atencdo, gracas a sua diversidade
estrutural, tamanho reduzido, alta especificidade de ligagao e pela facilidade e baixo
custo de sua sintese quimica (DIETRICH; DURR; KOCH, 2013; ZAMBRANO-MILA;
SANCHEZ BLACIO; SANTIAGO VISPO, 2019). Além disso, utilizando a tecnologia
de phage display, descrita por Smith em 1985, é possivel selecionar peptideos
especificos, capazes de se ligarem com alta afinidade aos mais variados alvos, tais
como compostos inorganicos, moléculas pequenas, polimeros naturais,
nanoestruturas, células, bactérias, tecidos, receptores de membrana, proteinas ou
enzimas (LIEN; LOWMAN, 2003; SMITH, 1985; TAN et al., 2016; WU et al., 2016;
ZAMBRANO-MILA; SANCHEZ BLACIO; SANTIAGO VISPO, 2019).

Basicamente, a técnica de phage display € uma técnica de selegédo, onde uma
biblioteca de fagos que expressam diferentes peptideos nas proteinas de seu
capsideo viral é utilizada para selecionar peptideos ligantes a alvos especificos
(MIMMI et al., 2019; WU et al., 2016). Nesta técnica, fragmentos randémicos de
DNA exogeno séo inseridos no genoma de bacteriéfagos M13, de modo que
quando transcritos e traduzidos, os peptideos resultantes sdo expressos
fusionados as proteinas plll ou pVIll dos fagos, sendo que cada fago é responsavel
por expressar uma sequéncia diferente, formando uma biblioteca de fagos. Esta
biblioteca pode entdo ser utilizada para selecionar peptideos contra os mais
variados alvos, através da ligacado especifica dos peptideos expressos nos fagos.
E como a relacido entre a sequéncia de DNA e os peptideos expressos € direta, o
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sequenciamento do DNA do fago permite a elucidagao da sequéncia do peptideo e
sua sintese quimica (Figura 5) (DIETRICH; DURR; KOCH, 2013; MIMMI et al.,
2019; WU et al., 2016).

L::;;_-'_’;f L is _-_-,—--j 0 l

e f 4a
L &4

Amplificagao da
/ biblioteca de fagos
Infecgdo de bactérias Purificagio dos
para amplificagcéo fagos
dos fagos

AR

Incubagdo com as
moléculas alvo

AN AN
o gy LU
) e 3
e - §
p hs ﬁ.s uﬂ
Descarte dos W 9: 03
fagos nao ligantes u

Figura 5: Esquematizagao das etapas de sele¢do por Phage display. O processo de selecédo
utiliza uma molécula alvo onde os peptideos expressos nas proteinas dos capsideos virais se ligam
e sao selecionados através de ciclos de lavagem e eluigdo. Os fagos que permanecem ligados a
molécula alvo sdo amplificados e utilizados em ciclos subsequentes a fim de aumentar a
especificidade. Ao fim do processo fagos altamente especificos e ligantes a molécula alvo séo
obtidos e podem ser sequenciados para obtencao dos peptideos. Adaptado de (WU et al., 2016).

Eluicdo de fagos
de interesse

O fato de proporcionar a selegdo de peptideos ligantes a alvos altamente
especificos, torna a tecnologia de phage display uma ferramenta impar na
descoberta e no desenvolvimento de novas moléculas terapéuticas. Além disso, a
facilidade, o baixo custo e a possibilidade de edigdo dos peptideos selecionados
dao ainda mais forga a uma técnica ja bem descrita e amplamente aplicada pela
industria farmacéutica (DIETRICH; DURR; KOCH, 2013; MIMMI et al., 2019; WU et
al., 2016).
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. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

Desenvolver e avaliar a atividade inibitéria de peptideos ligantes a activina
A

Avaliar os efeitos da inibicdo da activina A sobre a transformagao de

fibroblastos em miofibroblastos.

2.2. Objetivos especificos

Selecionar através da técnica de phage display, peptideos ligantes a activina
A;

Avaliar a reatividade e especificidade dos peptideos selecionados frente a
activina A purificada;

Realizar a caracterizagao in silico dos peptideos selecionados;

Avaliar os efeitos de citotoxicidade dos peptideos selecionados;

Avaliar in vitro os possiveis efeitos dos peptideos selecionados frente as

alteracdes celulares relacionada a progressao da FPI;
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Reagentes e linhagens celulares

A biblioteca de fagos M13 e as aliquotas da bactéria Escherichia coliER2738
eram parte do PhD-7mer phage display peptide library Kit (New England Biolabs
Inc. - Ipswich, MA, USA). Activina A humana recombinante (Cat# 592006) e o
anticorpo anti-Activina A (Cat# 693603) foram adquiridos da BioLegend (San Diego,
CA, USA). Para ensaios de cultura celular foram utilizadas células A549 (ATCC®
CCL-185™) e fibroblastos humanos provenientes de cultura primaria de amostras
coletadas no Centro Cirurgico da Universidade Federal de Uberlandia, mediante
aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) sob o numero parecer

0932/2015 e assinatura do termo de consentimento pelos pacientes.

3.2. Selecao de peptideos com potencial atividade inibidora de
activina A

3.2.1. Phage display

A fim de selecionar peptideos com alta capacidade de ligagdo a activina A
foi utilizada a biblioteca randémica de peptideos de sete aminoacidos, PhD-7mer
phage display peptide library Kit (New England Biolabs Inc. - Ipswich, MA, USA). O
procedimento de selecdo dos peptideos foi realizado conforme descrito pelo
fabricante e por Barbas et al. (BATZER, 2001),com as alteragdes necessarias. Um
poco de uma placa de 96 pogos de alta afinidade (Greiner Bio-One) foi sensibilizado
overnight a 4°C com 100 pL de activina A (10 pg/mL), diluida em 0,1 M de tampao
bicarbonato (NaHCOs, pH 8,6). Moléculas de activina A que nao se ligaram ao pogo
foram removidas através de duas etapas de lavagem com PBS 1X (137 mM NaCl,
10 mM fosfato, 2,7 mM KCI, e pH 7,4). Apds a sensibilizagdo o pogo foi bloqueado
por uma hora a temperatura ambiente e sob agitagdo de 200 rpm, com 300 uL de
solugao de bloqueio (5% w/v BSA em PBS 1X). Em seguida o pogo passou por seis
passos de lavagem com 200 uL de PBS-T 0,05% (137 mM NaCl, 10 mM fosfato,
2,7 mM KCI, Tween 0.05% e pH 7,4). Em seguida 10 pyL da biblioteca de fagos
(~1x10"" fagos), diluidos em 90 uL de o PBS-T 0.05% foram adicionados ao pogo

sensibilizado com activina A. O processo de incubacado se deu por uma hora a
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temperatura ambiente e sob agitagao de 200 rpm. Fagos que nao se ligaram foram

removidos durante 10 etapas de lavagem com PBS-T 0.05% (300 pL/pogo).

A fim de selecionar fagos que apresentavam ligagcéo especifica a porgéo da
activina A reconhecida pelo receptor celular ActRII, foi realizada eluigdo competitiva
com 100 uL (0.1 pg/yL), de anticorpo monoclonal e neutralizante anti-activina A,
por uma hora, a temperatura ambiente e sob agitagdo de 200 rpm. Os fagos eluidos
foram inoculados em cultura liquida de E. coli ER2738 na fase logaritmica de

crescimento para amplificagao.
3.2.2. Amplificagao dos fagos selecionados

Apos cada etapa de selegéo, os fagos eluidos foram amplificados. Para
amplificagdo, foram preparados 20 mL de meio Luria Bertani (LB), acrescido de
tetraciclina e inoculado com uma colbnia isolada de Escherichia coli, linhagem
ER2738. O meio foi incubado sob agitacdo de 250 rpm e 37°C até atingir a fase
early-log (densidade 6ptica-DOsoo ~ 0,3). ApOs atingir a densidade 6ptica desejada,
a cultura bacteriana foi inoculada com 80 uL do eluato obtido na etapa de selecao
e incubada por 5 horas a 37°C sob agitacdo de 250 rpm. Ao fim da incubacéo o
meio de cultura foi centrifugado por 10 minutos a 10.000 rpm, o sobrenadante foi
coletado e uma solugdo de PEG/NaCl na proporcéao de 1/6 v/v foi adicionada ao
sobrenadante para precipitacdo dos fagos. A mistura foi mantida a 4°C overnight.
Ap0s a precipitagdo, a mistura foi centrifugada por 15 minutos a 4°C e 10.000 rpm,
0 sobrenadante foi descartado e o pellet, ressuspendido em 1 mL de PBS 1X. Em
seguida, 1/6 v/v de PEG/NaCl foi novamente adicionado e a amostra foi incubada
em gelo por 1 hora e entdo centrifugada a 14.000 rpm por 15 minutos a 4°C para
garantir que todas as células bacterianas fossem removidas. O pellet resultante foi
ressuspendido em 200 uL de PBS 1X e utilizado para o préximo round de selecéo.
O procedimento de selecao foi repetido por trés vezes. Titulagdes foram realizadas
ao fim e ao inicio de cada round para avaliacdo do grau de selegao.

3.2.3. Titulagao dos fagos

O processo de titulacao é necessario para verificagdo da quantidade inicial
e final de particulas virais em cada passo de selegcado. A titulacdo foi realizada
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conforme descrito por Barbas et al., (BATZER, 2001), com as modificagdes
necessarias. Ao fim de cada round de selegao, foram preparadas diluigdes seriadas
(10" até 10-1%) do eluato, utilizando-se 1 uL de eluato e 9 uL de meio LB. Para a
titulacdo do eluato dos rounds amplificados foram utilizadas as diluicdes de 107 até
10-1°, enquanto que para o eluato dos rounds nao amplificados foram utilizadas as
diluigdes de 10" até 10-. Para preparagao das placas de titulagdo, aliquotas de 1
ML das dilui¢des foram adicionadas a 200 uL de cultura de E. coli ER2738 na fase
early log (OD600 ~0,5) e incubadas por cinco minutos a 37°C. Em seguida, foram
adicionados 3 mL de agarose top Top (210 mg de agarose, 600 mg de LB, 30 mg
MgCl2) a 45°C e a mistura foi espalhada sobre placas de petri previamente
preparadas com meio LB sélido, IPTG/X-Gal e tetraciclina. As placas foram
incubadas a 37°C overnight. A presencga de colénias com a coloragdo azul confirma
a quebra do substrato X-Gal e a expressao do gene da 3-galactosidase pelos fagos.
As colbnias azuis contadas foram multiplicadas pelo fator de diluicdo de cada placa
de acordo com a seguinte equacgéo, unidades formadoras de col6nia (ufc/mL) =

numero de coldnias x 100/fator de diluigéo.
3.2.4. Amplificagao e purificagao dos fagos selecionados

Ao fim do terceiro round de selecao e apds a titulacdo do eluato do round
nao amplificado, foi realizada amplificagdo individual das colbnias selecionadas.
Cada colbnia foi inoculada em 1,2 mL de cultura de bactérias E. coli ER2738 em
meio LB/tetraciclina e ODeoo ~0,3, devidamente acondicionados em um poco de
uma placa deepwell de 96 pocos. A placa foi selada e incubada overnight a 37°C e
sob agitacdo se 250 rpm. Apds a incubacao, uma aliquota de 100 pyL de cada
colénia amplificada foi transferida pare uma placa de micro titulagao (Sigma-Aldrich
Co., St. Louis, EUA), foram adicionados 150 pL de glicerol 50%, a placa foi selada

e estocada a -20°C para a criagao de um backup da selecao.

Ap0s aretiradas das aliquotas para backup, a placa deepwell foi centrifugada
por 20 min a 3.700 rpm e seu sobrenadante transferido para outra deepwell. Este
sobrenadante foi utilizado em um teste ELISA para verificacdo preliminar da
eficiéncia da selecao dos clones e para a extracado de DNA dos fagos para posterior

sequenciamento.
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3.2.5. Pré-validagao da selecao por phage-ELISA

A fim de identificar fagos com maior potencial de ligagdo a molécula de
activina A, dentre os clones selecionados, foi realizado um teste ELISA.
Basicamente, uma placa de 96 pogos de alta afinidade foi sensibilizadas com
activina A na concentragdo de 100 ng/poco, diluido em tampéo
carbonato/bicarbonato 0,06M (pH 9,6) e incubada overnight a 4°C em camara
umida. Apds a incubacgao, o sobrenadante foi descartado e a placa bloqueada por
uma hora a temperatura ambiente e sob agitacdo de 200 rpom, com PBS-BSA 5%
(270 uL/pocgo). Apds o bloqueio, o sobrenadante foi descartado e a placa passou
por duas etapas de lavagem com PBS 1X. Na sequéncia, 100 uL do sobrenadante
contendo os fagos foram adicionados aos pogos e a placa foi incubada por uma
hora a 37°C e sob agitagdo de 200 rpm. Apdos a incubagédo o sobrenadante foi
descartado e a placa passou por seis etapas de lavagem com PBS-T 0,1%. Em
seguida, 100 yL de anticorpo anti-M13 conjugado com peroxidase (Amersham
Pharmacia Biotech Benelux, Roosendaal, Holanda) na diluigdo 1:5000 em PBS-
BSA 5% foi adicionado a cada poco e a placa foi incubada por uma hora a 37°C,
agitacado de 200 rpm e protegida da luz. Por fim, o sobrenadante foi descartado, a
placa passou novamente por mais seis etapas de lavagem com PBS-T 0,1% e a
revelacao da reacgao foi realizada com TMB (BD Biosciences, San Jose, CA) de
acordo com as instrugdes do fabricante. A reacao foi mantida por aproximadamente
10 minutos protegida da luz e interrompida com a adicdo de 100 pyL de acido
sulfurico 2M. O ensaio foi realizado em duplicata e a densidade 6ptica (DO) foi
obtida em leitora de microplacas (TP Reader, Thermo Plate, Brasil) a 492 nm. Os
resultados foram todos expressos graficamente pela média das DO. O cut-off foi
determinado pela soma das absorbancias do controle negativo, mais duas vezes o
desvio padrao e o indice ELISA pela divisdo das médias de absorbancias de cada
clone pelo cut-off. Para extracdo de DNA e posterior sequenciamento foram

selecionadas amostras que apresentaram indice ELISA maior do que dois.
3.2.6. Extracao de DNA dos fagos

Para a extracdo do DNA dos fagos, 24 clones que apresentaram indice
ELISA maior do que dois foram amplificados e purificados como descrito no item
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1.2.4. Em seguida, 1 mL do sobrenadante foi transferido para uma nova placa
deepwell, 200 yL de PEG/NaCl foram adicionados a cada pogo e a placa foi
incubada por 10 minutos a temperatura ambiente. Na sequéncia, a placa foi
centrifugada a 3.700 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente, o sobrenadante
resultante foi descartado e o pellet ressuspendido vigorosamente em 100 uL de
tampao iodeto (10mM de Tris-HCI pH 8,0, 1mM de EDTA e 4M de Nal). Em seguida,
para precipitacdo do DNA dos fagos, 250 yL de etanol absoluto foi adicionado a
cada pocgo e a placa foi incubada por 10 min a temperatura ambiente. Apos a
incubacado, a placa foi centrifugada a 3.700 rpm por 40 minutos a 20°C, o
sobrenadante foi descartado, foram adicionados 400 pL de etanol 70% e a placa
foi incubada por 10 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, a placa foi
centrifugada por 40 minutos, o sobrenadante foi descartado e o pellet
ressuspendido em 20 pL de agua estéril. A qualidade do DNA obtido foi verificada
em gel de agarose 0,8% e a quantificacdo do DNA foi realizada no aparelho

NanoDrop 1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE).
3.2.7. Sequenciamento dos clones selecionados

O sequenciamento foi realizado pela empresa especializada Myleus
Biotecnologia. As amostras foram acondicionadas e enviadas de acordo com suas
instrucdes. As amostras foram preparadas contendo de 100 a 130 ng de DNA, 1 pyL
(5 pmol) de primer glll (5 -OH CCC TCA TAG TTA GCG TAA CG-3’ - New England
BioLabs Inc, Ipswich, EUA) e diluidas em tampao TE (TRIS HCI pH 8,0 10 mM,
EDTA pH 8,0 1M) g.s.p. 7,5 L.

3.2.8. Anadlise das sequéncias por bioinformatica

As sequéncias obtidas foram analisadas e traduzidas em aminoacidos
utilizando o) software ExPASy Translate, disponivel em

(http://web.expasy.org/translate/). Para predicdo e visualizacdo das estruturas

tridimensionais dos peptideos selecionadas foram utilizados os softwares Pep-fold3

(https://bioserv.rpbs.univ-paris-diderot.fr/services/PEP-FOLD3/) e Pymol

(https://pymol.org/2/). Para verificacdo de interagdes entre os peptideos, a activina

A, o receptor ActRIIl e a folistatina, utilizamos o software Galaxy Pepdock

(http://galaxy.seoklab.org/).
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3.2.9. Avaliagao das sequéncias e sintese dos peptideos

ApoOs a avaliagdo das sequéncias de DNA selecionadas, os clones com
potencial atividade inibitoria para activina A foram novamente avaliados em um
ensaio de ELISA, a fim de selecionar sequéncias especificas para a sintese. Os
clones, A7, A8, D8, F8, G8, B9, E10, F10, G10 e D12 foram amplificados,
purificados e quantificados previamente a realizagdo do ensaio ELISA. Fagos
selvagens foram utilizados como controle negativo e o ensaio foi realizado em
triplicata. Os passos de amplificagc&o e purificagdo foram realizados como descritos
anteriormente. O processo de quantificagdo serviu para padronizar a quantidade de
fagos em cada poco e se deu da seguinte maneira. Aliquotas de cada um dos fagos
purificados (10 uL) foram diluidas em 990 uL de PBS 1X estéril, as amostras foram
analisadas em espectrofotometro através da razao de dois comprimentos de onda
(269/320 nm), PBS 1X foi utilizado como branco e a quantificagao foi calculada pela

formula:

Fago
uL

= [(Az60 — A320) * 6+ 10'1]/0,7222

Para o teste ELISA foram utilizados 1x10'° fagos por pogo. Apenas os fagos
que apresentaram melhor reatividade tiveram suas sequéncias de aminoacidos
sintetizadas. Os peptideos com melhor desempenho foram sintetizados pela
empresa Genscript (GenScript, Piscataway, NJ). As sequencias sintetizadas

apresentaram a seguinte estrutura:

Tabela 3: Estrutura dos peptideos sintetizados.

Peptideo Estrutura
A7-BIOTIN ACPTPLAWLCGGGSAETVES{LYS(BIOTIN)}
B9-BIOTIN ACPRDLLWLCGGGSAETVES{LYS(BIOTIN)}
E10-BIOTN ACPPTLHWLCGGGSAETVES{LYS(BIOTIN)}
A7-PEG ACPTPLAWLCGGGSAETVESK{PEG2}
B9-PEG ACPRDLLWLCGGGSAETVESK{PEG2}
E10-PEG ACPPTLHWLCGGGSAETVESK{PEG2}

Em negrito a sequéncia particular de cada peptideo. Duas versdes de cada peptideo foram
sintetizadas, uma com biotina para testes de ligagdo e uma com PEG2 para ensaios em cultura
celular.
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3.3. Citotoxicidade

Para a avaliacdo da citotoxicidade dos peptideos, foi realizado o teste de
MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil) -2,5-difenil-2H-tetrazdlio). Células da
linhagem celular A549 foram plaqueadas (1x10* células por pogo) em 100 pL de
meio DMEM de alta glicose com 10% de soro fetal bovino. As células foram
incubadas por 24 horas a 37°C em atmosfera de 5% CO2. Apds a incubacao o meio
foi removido e foram adicionados 100 pL de meio DMEM de alta glicose, incompleto
e com os peptideos a serem avaliados (A7, B9 e E10), nas concentragdes 1 uM, 10
MM e 50 uM. As placas foram novamente incubadas a 37°C em atmosfera de 5%
COg2, por 24, 48 e 72 horas, na presenca e na auséncia de peptideo mimético a
TGF-B (pmTGF-B) (1 ng/mL). Ao fim de cada periodo de incubagéo o meio com o
tratamento foi removido e 90 pyL de meio DMEM de alta glicose, incompleto, com
10 uL MTT (5 mg/mL) foi adicionado a cada pogo e as placas incubadas novamente
por 4 horas. A seguir, 50 pL de solu¢ao de dimetilformamida (20% SDS em 50%
dimetilformamida) foi adicionada a placa para solubilizagdo dos cristais, a placa foi
incubada a 37°C overnight. A leitura da absorbéncia foi feita a 592 nm. A viabilidade

celular foi calculada de acordo com a férmula:

ODcélulas tratadas

Viabilida celular (%) = ( ) * 100

ODcélulas nao tratadas

Os ensaios foram realizados em triplicata.
3.4. Ensaios em cultura celular

Para ensaios envolvendo culturas celulares foram utilizadas as linhagens
A549 (ATCC® CCL-185™) bem como células derivadas da cultura primaria de
fibroblastos isolados de doadores saudaveis. As células foram cultivadas em meio
DMEM de alta glicose, suplementado com 10% de soro fetal bovino. Além desses
suplementos também foram adicionados aos meios 100 U/mL de penicilina e 100
mg/mL de estreptomicina. Quando utilizadas, as linhagens foram cultivadas a 37°C
e 5% CO2 até atingirem 80% de confluéncia, quando foram entao tripsinizadas e
plaqueadas para posteriores ensaios. Durante o cultivo os meios de cultura foram

trocados a cada trés dias.
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3.4.1. Avaliagao de migragao celular

Células A549 foram semeadas na densidade de 1x104 células por pogo e
cultivadas em placas de 24 pogos até atingirem 80% de confluéncia. Apos atingir a
confluéncia desejada, foi realizado um scratch na monocamada de células com
uma ponteira (p200) estéril e os pogos foram lavados duas vezes para retirada das
células suspensas. Em seguida, foi adicionado 500 yl de meio DMEN de alta
glicose, incompleto e com os peptideos nas concentragdes de 1 yM, 10 uM e 50
MM, com ou sem a adigdo de pmTGF- (1 ng/mL). A migragao celular foi monitorada
por microscopia, € as imagens foram fotografadas nos tempos de 0. 24 e 48 horas.
A quantificagdo da migracao celular foi feita através do calculo de area ocupada

utilizando o software Image J. O experimento foi realizado em triplicata.
3.4.2. Transicao fibroblastos-miofibroblastos

Para avaliar a transicdo de fibroblastos em miofibroblastos, fibroblastos
primarios de pacientes saudaveis foram plaqueados (2.500 células/pogo) em uma
placada de 96 pogos. As células foram mantidas em condi¢ées normais de cultura
celular por quatro dias (37°C, 5% CO2, SFB 10%), com troca de meio a cada dois
dias. Ao quarto dia, o meio foi trocado e as células foram tratadas com 1 uyM de
pmTGF- em meio incompleto juntamente com o peptideo E10, nas concentragdes
de 1, 10 e 50 pM. As células foram novamente incubadas por 24 horas em
condi¢cdes normais de cultura. Apds 24, 48 e 72 horas de tratamento, o meio foi
removido e as células foram lavadas duas vezes com PBS 1X por cinco minutos a
cada lavagem. As células foram entao fixadas com formaldeido 4% por 15 minutos
a temperatura ambiente. Apds a fixagao, as células foram lavadas trés vezes com
PBS 1X, permeabilizadas com metanol gelado 100% por 10 minutos e lavadas duas
vezes com PBS 1X. As células foram entao bloqueadas com PBS-BSA 5% por uma
hora a 4°C. Apds o bloqueio as células foram lavadas trés vezes com PBS 1X e
incubadas com o anticorpo primario anti a-SMA (ab7817, Abcam, Cambridge, MA)
overnight a 4°C e protegidas da luz. Apds a incubacgao, a células foram lavadas trés
vezes com PBS 1X e incubadas com o anticorpo secundario anti-mouse I1gG-FITC
(Merck KGaA, Darmstadt, Germany) por uma hora a 37°C e protegidas da luz. Apos

a incubacgao as células foram novamente lavadas trés vezes com PBS 1X e
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incubadas com 100 uL de DAPI (1 pg/mL) por 15 minutos a temperatura ambiente.
O excesso foi removido através de trés lavagens com PBS 1X e as marcagdes
foram observadas por microscopia de fluorescéncia no aparelho EVOS® FL Auto

Imaging System (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE).
3.4.3. Transicao epitélio-mesenquimal

Para avaliar a transformacao epitélio-mesenquimal, células A549 foram
plaqueadas (2.500 células/pogo) em uma placada de 96 pogos. As células foram
mantidas em condigdes normais de cultura celular por quatro dias (37°C, 5% CO2,
1% antifibrotico/antimicético, SFB 10%), com troca de meio a cada dois dias. Ao
quarto dia, o meio foi trocado e as células foram tratadas com 1 yM de pmTGF-3
em meio incompleto juntamente com o peptideo E10, nas concentragdes de 1, 10
e 50 yM. As células foram novamente incubadas por 24 horas em condi¢des
normais de cultura. Apos 24, 48 e 72 horas de tratamento, o meio foi removido e as
células foram lavadas duas vezes com PBS 1X por cinco minutos a cada lavagem.
As células foram entéo fixadas com formaldeido 4% por 15 minutos a temperatura
ambiente. Apos a fixacdo, as células foram lavadas trés vezes com PBS 1X,
permeabilizadas com metanol 100% gelado por 10 minutos e lavadas duas vezes
com PBS 1X. As células foram entdo bloqueadas com PBS-BSA 5% por uma hora
a 4°C. Apds o bloqueio as células foram lavadas trés vezes com PBS 1X e
incubadas com o anticorpo primario anti-fibronectina (ab6328, Abcam, Cambridge,
MA) overnight a 4°C e protegidas da luz. Apds a incubagéo, a células foram lavadas
trés vezes com PBS 1X e incubadas com o anticorpo secundario anti-mouse IgG
Atto 647 (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) por 1 hora a 37°C e protegidas da
luz. Apds a incubacgao as células foram novamente lavadas trés vezes com PBS 1X
e incubadas com 100 uL de DAPI (1 ug/mL) por 15 minutos a temperatura ambiente.
O excesso foi removido através de trés lavagens com PBS 1X e as marcacbes
foram observadas por microscopia de fluorescéncia no aparelho EVOS® FL Auto
Imaging System (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE).

3.5. Analises estatisticas

Para as analises estatisticas foi utilizando o programa computacional com

pacotes estatisticos GraphPad Prism versdao 7.0 (GraphPad Software Inc., San
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Diego, EUA). Foram aplicados os testes two-way ANOVA com pos teste de Dunnet.
As analises foram consideradas estatisticamente significativas quando o valor de

foi menor do que 0.05.

4. RESULTADOS
4.1. Selecao de peptideos por phage display

Para a realizagdo da selecdo dos peptideos, foi utilizado activina A
(Cat#592006, BioLegend, San Diego, CA) como alvo de ligagdo. O anticorpo
monoclonal neutralizante, anti-activina A (Cat#693606 BioLegend, San Diego, CA)
foi utilizado para realizar a eluicdo competitiva de fagos ligantes. Para a selegao
dos fagos foi utilizada uma biblioteca randémica de peptideos fusionados a proteina
plll de fagos (Ph.D.-7aa New England BioLabs Inc, Ipswich, EUA), foram realizados
um total de trés ciclos de selecdo. Ao fim de cada seleg¢ao o eluato resultante foi
utilizado para realizacdo de titulagbes a fim de determinar a quantidade de
particulas virais na entrada e na saida de cada ciclo de selegao. A titulagao foi
realizada através da inoculagao de diluicdes seriadas do eluato obtido ao fim de
cada round, em culturas de E. coli (ER2738) na fase log de crescimento e posterior
contagem das colbnias azuis, indicativo da presenga de fagos com o gene da -
galactosidase. A eficiéncia e aumento da especificidade da selegao a cada round
pode ser confirmada através da titulacdo dos eluato amplificados e nao

amplificados resultantes de cada round (Tabela 4).

Tabela 4: Titulagao em pfu (plaque-forming unit) de fagos na entrada e na saida de cada ciclo
de selecgao.

Particulas de fagos (pfu)

Eluato amplificado Eluato nao amplificado
1° Round 1,3 x 10" 1,5 x 104
2° Round 6 x 1010 2,3x10°
3° Round 6,3 x 10" 2,9x10°

Ao fim dos ciclos de selecao, foram selecionados 46 clones com potencial

capacidade de ligagdo a molécula de activina A
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4.2. Phage-ELISA para triagem dos fagos selecionados

ApoOs o terceiro round de selegdo, foram obtidos 46 clones de fagos. Os
clones foram amplificados e utilizados para um ensaio de ELISA, visando avaliar o
potencial de ligagdo de cada clone a molécula de activina A. Os valores de
absorbancia obtidos foram avaliados, o cut-off foi determinado como a média da
absorbancia do fago selvagem, somada a duas vezes o desvio padrao do fago
selvagem e o indice ELISA como a absorbéancia de cada clone dividia pelo cut-off.
Um total de 24 clones apresentaram indice ELISA maior do que 2 e foram

selecionados para o sequenciamento (Figura 6).

1.5

OD 450 nm

0.51

0.0-

Figura 6: Avaliagdo em Phage-ELISA da reatividade dos 46 clones selecionados utilizando o
activina A como alvo. Colunas mais escuras destacam os clones que apresentaram indice ELISA
maior do que dois.

4.3. Sequenciamento do DNA dos fagos selecionados

Dentre os 46 clones, 23 foram selecionados para extracdo e
sequenciamento de DNA. Desses, 22 apresentaram sequéncias validas, sendo 10

sequéncias unicas. (Tabela 5).
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Tabela 5: Sequéncias traduzidas dos clones sequenciados.

Sequéncia 3’5’ Tamanho Frequéncia (%)
PTPLAWL 7 aa 10 (43.48)
PGSLYWL 7 aa 2 (8.70)
PSTLLWL 7 aa 2 (8.70)
TFSVTNK 7 aa 1(4.35)
PRELAFL 7 aa 1(4.35)
PRDLLWL 7 aa 1(4.35)
PPTLHWL 7 aa 1(4.35)
PPSLKWI 7 aa 1(4.35)
PDTLTWL 7 aa 2 (8.70)
PDSLRWL 7 aa 2 (8.70)

Aminoacidos alinhados e categorizados de acordo com o cédigo de cores do software Clustal
Omega (Vermelho: hidrofébicos, Verde: polares, Azul: acidos, Rosa: basicos).

4.4. Avaliagao das sequéncias e sintese dos peptideos

Os fagos com as 10 sequéncias (Tabela 6) encontradas foram entéo
avaliados a respeito de seu potencial de ligagao a activina A. Os clones foram
amplificados, purificados e quantificados. Para esse teste ELISA foram utilizados 1

x 100 particulas virais de cada clone.

Tabela 6: Clones selecionados para o teste ELISA.

Clone Sequéncia
A7 PTPLAWL
A8 PGSLYWL
D8 PSTLLWL
F8 TFSVTNK
G8 PRELAFL
B9 PRDLLWL

E10 PPTLHWL
F10 PPSLKWI
G10 PDTLTWL
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D12 PDSLRWL

Através do sequenciamento dos fagos selecionados, foram identificadas 10 sequencias distintas.
Cada clone apresenta uma das sequéncias Unicas identificadas no sequenciamento dos fagos.

Dentre os clones avaliados os que apresentaram maior reatividade foram os clones
A7, B9 e E10 (Figura 7).
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Figura 7: Ensaio de ELISA demonstrando a reatividade dos clones selecionados contra a
Activina A. Clones mais reativos e com as sequéncias escolhidas para sintese estdo destacados.
Clones B9 e E10 apresentaram significancia estatistica frente ao fago selvagem (Kruskal-Wallis e
ANOVA p <0,05).

Em seguida, as sequéncias A7, B9 e E10 foram avaliadas in silico, afim de
verificarmos sua conformacdo e interagdo com a molécula de activina A. Tais
analises foram realizadas considerando a adigdo de uma ponte dissulfeto em sua
estrutura a fim de manter a conformagao original das moléculas, bem como o

mantenimento de parte da proteina plll do fago M13 (Tabela 7).
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Tabela 7: Sequéncias dos peptideos sintetizados a partir dos clones selecionados.

Clone Sequéncia
A7 ACPTPLAWLCGGGSAETVES
B9 ACPRDLLWLCGGGSAETVES
E10 ACPPTLHWLCGGGSAETVES

Todas as sequéncias foram sintetizadas com uma ponte dissulfeto na posi¢cao 2,10 e parte da
proteina plll do fago M13. Em destaque estdo demonstradas as sequéncias especificas de cada
peptideo.

A predicao das conformacgdes das sequéncias A7, B9 e E10, bem como sua
provavel interagdo com a molécula de Activina A, podem ser observadas na figura
8.

A

Figura 8: Modelos de predigoes estruturais das moléculas utilizadas neste estudo. A) dimero
de activina A (PDB: 2ARV), B) interagéo entre activina A (cinza) e o receptor ActRIIB (amarelo), C)
interacao entre activina A (cinza) e a folistatina (roxa), D) predigao estrutural do peptideo A7, E)
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predicdo estrutural do peptideo B9, F) predicéo estrutural do peptideo E10, G, H e I) predi¢cdo da
interagcdo da molécula de activina A (cinza) com os peptideos A7, B9 e E10 respectivamente, em
verde a parte comum aos trés peptideos, referente a sequéncia da proteina plll do fago M13.

Apesar de todos os trés peptideos selecionados se ligarem ao mesmo sitio
da Activina A, as analises demonstram que o a parte que interage do peptideo A7
€ uma sequéncia comum a proteina plll do fago M13, no caso dos peptideos B9 e
E10, tanto a parte conservada da proteina plll quanto a sequéncia singular de cada
um dos peptideos parece interagir diretamente com a molécula de activina A. E
interessante ressaltar que os sitios de interagbes observados sao similares aos
sitios de interacédo da Activina A com o receptor extracelular ActRIIB e com a

folistatina, um inibidor natural da activina A.

Conforme demonstrado por Mason e colaboradores, os aminoacidos
isoleucina (1100 e 130), acido aspartico (D104), lisina (K102), prolina (P88 e P32),
arginina (R87), alanina (A31) e fenilalanina (F17) correspondem ao sitio de

reconhecimento do receptor ActRIIB (Figura 9).

a-helix
(S60-S72)
. Residuos de cisteina O Pontos de ligagdo do ALK4 (a-hélice)
. Pontes de ligagdo do ActRIIB . Pontos de ligagdo do ALK4 (a-hélice)

Figura 9: Sitios de ligagao da molécula de activina A e seu receptor ActRIIB e ALK4. Adaptado
de (HARRISON et al., 2005).
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Nossas analises demonstraram que os trés peptideos selecionados, A7, B9
e E10 foram capazes de interagir com o sitio de ligagdo do receptor ActRIIB da
activina A (Figura 14). O peptideo A7 foi capaz de interagir covalentemente com a
lisina, o acido aspartico e com a isoleucina, descritos na regido responsavel pela
ligacdo da activina A em seu receptor. Entretanto a regido do peptideo A7
responsavel por estas interagbes € exclusivamente composta de aminoacidos
presentes na regido da plll do fago M13, sendo uma regiéo inespecifica e comum
a todos os peptideos selecionados. Entretanto a sequéncia do peptideo A7,
apresentou uma frequéncia de 43,48% dentre as 10 sequéncias selecionada. Este
fato sugere que apesar da regido responsavel pela interagcdo ser comum aos outros
peptideos, a conformacéao estrutural final do peptideo A7 teve um papel chave em
seu desempenho no processo de selecdo. No caso do peptideo B9, foi verificada
uma interagcao covalente apenas com a lisina (K102). Assim como ocorrido com o
peptideo A7, no caso do peptideo B9 a interagdo também se deu em uma regiao
comum aos peptideos selecionados. Por fim, o peptideo E10 foi capaz de interagir
covalentemente com a lisina (K102), com o acido aspartico (D104) e com a
isoleucina (1100) presentes no sitio de reconhecimento do receptor ActRIIB d
activina A. Neste caso a interagcao de seu entre cinco aminoacidos do peptideo E10,
sendo que um deles, a prolina, se encontra na regido especifica deste peptideo
(Figura 10).
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Figura 10: Pontos de ligagao entre os peptideos A7, B9 e E10 com a molécula de activina A. A)
Regibes correspondentes a sequéncia da proteina plll do capsideo viral, expressas juntamente com
o peptideo A7 foram capazes de se ligarem a isoleucina(l1206), ao acido aspartico (D210) e a lisina
(K208) do sitio de reconhecimento do receptor ActRIIB da activina A. B) O peptideo B9 foi capaz de
interagir covalentemente somente com a lisina (K208) presente no sitio de reconhecimento do
receptor ActRIIB da activina A. C) O peptideo E10 se ligou a isoleucina(1206), a lisina (K208) e ao
acido aspartico (D210) presentes no sitio de reconhecimento do receptor ActRIIB da activina A. No
caso do peptideo E10, um dos aminoacidos especificos de sua sequéncia, a prolina, foi responsavel
pela ligagao.

Baseando-se neste resultado, as sequéncias escolhidas para sintese dos
peptideos sintéticos foram as sequéncias correspondentes aos clones A7, B9 e
E10.
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4.5. Avaliagao de citotoxicidade

Com a comprovacgao da eficiéncia de selecao e as predigdes das interagdes
entre os peptideos e a molécula de activina A, foram iniciados os testes de atividade
dos peptideos em culturas celulares. Inicialmente verificamos a tolerancia de

diferentes concentragdes dos peptideos A7, B9 e E10 em culturas de células A549.

Para avaliar os efeitos citotoxicos dos peptideos em células, realizamos o
ensaio de MTT, utilizando a linhagem celular A549. Os peptideos A7, B9 e E10
foram utilizados nas concentragdes de 1, 10 e 50 yM, na presenca e na auséncia
de pmTGF-B (1 ng/mL) e avaliados por 24, 48 e 72 horas (Figura 11). Os resultados
mostraram que apos 24 horas, apenas o peptideo A7 apresentou toxicidade
relevante e somente na maior concentragdo avaliada (50 uM). Apds 48 horas,
observa-se um declinio da viabilidade celular no tratamento com o peptideo E10 (1
MM) quando em conjunto com pmTGF-B (1 ng/mL), vemos também declinio de
viabilidade celular com significancia estatistica nos tratamentos com todos os trés
peptideos (A7, B9 e E10) na concentragéo de 10 yM, quando utilizados em conjunto
com pmTGF-B (1 ng/mL), por fim, na concentragdo mais alta utilizada (50 pM),
todos os tratamentos apresentaram uma queda significativa na viabilidade celular.
Apos 72 horas de tratamento, apenas os peptideos A7 e B9, na concentragao de
50 pM, apresentaram declinio na viabilidade celular, tanto quando administrados

isoladamente quanto em conjunto com pmTGF- (1 ng/mL) (Figura 11).
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Figura 11: Avaliagdao da toxicidade dos peptideos A7, B9 e E10. Foram avaliadas trés
concentragdes (1, 10 e 50 uyM), na presencga e auséncia de pmTGF-B (1 ng/mL), por 24, 48 e 72
horas. Todos os ensaios foram realizados em triplicata. Variagdes estatisticas significativas foram
destacadas (Two-way ANOVA p < 0,05).

4.6. Avaliagado da migragao celular

Para avaliarmos os efeitos dos peptideos na migracao celular, foi realizado
0 ensaio de scratch. Utilizamos a linhagem celular A549 e os peptideos A7, B9 e
E10, nas concentracdes de 1, 10 e 50 yM, na presenca e na auséncia de pmTGF-
B (1 ng/mL), as imagens foram capturadas com 0, 24 e 48 horas e avaliadas com o
auxilio do software ImageJ. Apos 24 horas de tratamento e na auséncia de pmTFG-
B, o peptideo E10 demonstrou resultados mais consistentes de inibicdo da
migracao celular, resultados que foram confirmados apds 48 horas de tratamento.
O mesmo aconteceu na presenca de pmTFG-B, sendo que concentragdes
inferiores a 50 yM se mostraram mais eficientes na inibicdo da migragao celular
(Figura 12).
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Figura 12: Avaliagao do efeito dos peptideos A7, B9 e E10 sobre a migragao de células A549.
Foram avaliadas trés concentragdes (1, 10 e 50 uM), na presenga e auséncia de pmTGF-f (1
ng/mL), por 24 e 48 horas. Todos os ensaios foram realizados em ftriplicata. Variagbes estatisticas
significativas foram destacadas (Two-way ANOVA p < 0,05).
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4.7. Avaliagao da transicao de fibroblastos - miofibroblastos (TFM) e

da transicao epitélio mesenquimal (TEM)

A fim de analisar o efeito do peptideo E10 na inibigdo da transformagao
epitélio-mesenquimal, bem como da inibicdo da transicdo de fibroblastos em
miofibroblastos, foi realizado um ensaio de imuno-histoquimica, onde células
epiteliais A549 e fibroblastos primarios de doador saudavel foram cultivados,
tratados com 1 ng/mL de pmTGF-3 e com o peptideo E10 nas concentragdes de
1, 10 e 50 yM. Células tratadas somente com pmTGF-B serviram de controle
positivo, enquanto que células sem tratamento algum serviram de controle
negativo. As células tratadas foram cultivadas por 72 horas, fixadas e marcadas.
Células A549 foram marcadas com anticorpo anti-fibronectina para avaliagao da
inibicdo da EMT (Figura 13), enquanto que fibroblastos primarios foram marcados

com anticorpo anti-a-SMA para avaliagao da inibicdo da TFM (Figura 14).
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Figura 13: Avaliagdo do efeito do peptideo E10 sobre a inibigao da TEM. Células A549 foram
marcadas para avaliagao de fibronectina extracelular, DAPI foi utilizado para visualizagdo nuclear.
Células sem tratamento algum foram utilizadas como controle negativo, todos os outros tratamentos
incluiram pmTGF-B (1 ng/mL). Imagens foram capturaras em microscépio de fluorescéncia com
aumento de 20X. Concentragdes de 10 e 50 uM de peptideo E10 foram capazes de inibir de maneira
eficiente a producgao de fibronectina. O teste foi realizado em ftriplicata.
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Figura 14: Avaliagao do efeito do peptideo E10 sobre a inibigao da TFM. Fibroblastos primarios
de doador saudavel foram marcadas para avaliagdo de a-SMA, DAPI foi utilizado para visualizagdo
nuclear. Células sem tratamento algum foram utilizadas como controle negativo, todos os outros
tratamentos incluiram pmTGF-B (1 ng/mL). Imagens foram capturaras em microscopio de
fluorescéncia com aumento de 20X. Todas as concentragdes do peptideo E10 foram capazes de
reduzir consideravelmente a expressao de a-SMA. O teste foi realizado em ftriplicata.
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5. DISCUSSAO

Apesar dos avancos na area clinica, a FPIl ainda é uma doenca de dificil
diagnostico, que exige uma abordagem multidisciplinar (RAGHU et al., 2011b).
Além disso, considerando a curta sobrevida dos pacientes acometidos, um
diagndstico rapido e preciso, bem como um tratamento eficiente sdo questbes
imperativas no manejo da FPI. Os medicamentos disponiveis atualmente, a
pirfenidona e o nintedanib retardam o progresso da doenga, mas ndo tratam sua
causa e nao sdo capazes de reverter seus efeitos, sendo apenas tratamentos
paliativos (CANESTARO et al, 2016; MOLINA-MOLINA, 2019; ROBALO-
CORDEIRO et al., 2017). Nesse contexto, a necessidade da busca de novas
moléculas que sejam igualmente capazes de retardar ou se possivel, de reverter

os efeitos da FPI, € de grande interesse.

Considerando o fato da FPI apresentar caracteristicas de desbalangco da
resposta inflamatéria, que culminam em um quadro fibrético, bem como a presenca
de niveis elevados de activina A em outras doencas fibrosantes (BLOISE et al.,
2019; SAMITAS et al., 2016; XAUBET; ANCOCHEA; MOLINA-MOLINA, 2017).
Hipotetizamos que a inibicdo da activina A através da utilizagdo de peptideos
direcionados ao seu sitio ativo poderia ser um mecanismo eficiente para o
tratamento do desenvolvimento da FPI. Os resultados aqui apresentados e
discutidos colaboram com nossa hipétese, visto que os peptideos selecionados se
ligam na mesma regido reconhecida pelo receptor ActRIIB e pela folistatina, além
disso, a diminuicao dos niveis de fibronectina e a-SMA em células tratadas indicam

sucesso na inibigao das vias ativadas pela activina A.

Estudos recentes demonstram que o foco do desenvolvimento de tratamentos
para FPl esta principalmente na inibicdo de vias relacionadas ao processo
inflamatoério e de reparo tecidual pulmonar (KOLB; BONELLA; WOLLIN, 2017).
Focando na resposta inflamatéria, Oku e colaboradores, (OKU et al., 2008)
demonstraram a eficiéncia do uso de pirfenidona na diminui¢ao dos niveis de IL-
18, IL-6, IL-12, IFN- y e TGF-B em camundongos tratados com bleomicina e a
inibicdo do desenvolvimento de FPI nestes animais, entretanto a prednisolona,
outro anti-inflamatoério, ndo demostrou efeitos significativos na redugao da FPI neste
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mesmo estudo, sugerindo que a progressao da FPl ndo depende somente da
resposta inflamatéria inicial. Por outro lado, estudos como o de Wollin e
colaboradores, (WOLLIN et al., 2014) demonstram a eficiéncia do nintedanib na
diminuicdo da proliferagdo de fibroblastos, através da inibicdo de FGFR1, 2 e 3,
PDGFR a e b, e VEGFR 1, 2 e 3. Em outra abordagem, Horan e colaboradores
(HORAN et al., 2008) utilizaram anticorpos contra a integrina avp6 e demonstraram
que a concentracdo dos anticorpos pode proporcionar efeitos distintos no
tratamento, enquanto altas doses aumentaram a expressdo de citocinas
inflamatdrias e a ativacdo de macrofagos, doses baixas foram capazes de diminuir
a deposicao de colageno e de MEC. Por fim, Gagnon e colaboradores (GAGNON
et al., 2015), demonstram a eficiéncia do composto PBI-4050, no tratamento de
diferentes tipos de doencgas fibrosantes, incluindo a FPI. O composto PBI-4050,
atualmente em testes clinicos de fase 2 para FPI (KHALIL et al., 2019), foi capaz
de diminuir a expressao de fatores pro-inflamatérios como TGF-31, IL-6, IL-23, além
de atuar na inibicdo da proliferacao de fibroblastos, de sua diferenciacdo em
miofibroblastos e na expressdo de fatores como a-SMA, colageno do tipo | e
fibronectina, envolvidos com o processo de cicatrizagdo pulmonar. Estes exemplos
demonstram a complexidade do tratamento da FPI e enfatizam a necessidade de
moléculas que sejam capazes de agir em mais de um momento durante a cascata

de desenvolvimento da doencga.

No que diz respeito a activina A, seu potencial pro-inflamatério e pré-fibrético ja
foi demonstrado, bem como sua relagdo com a transformacéao de fibroblastos em
miofibroblastos, fatores chave da progressdo da FPlI (HARDY; ROLLAND;
O’HEHIR, 2015; ZHANG et al., 2019). Consequentemente, foram feitas varias
tentativas de utilizar moléculas capazes de inibir sua acao, a fim de tratar pacientes
acometidos com FPI (MORIANOS et al., 2019; WERNER; ALZHEIMER, 2006).
Naturalmente a acao da activina A é regulada pela folistatina, seu inibidor natural e
sua acao foi extensivamente explorada em estudos a fim de combater a atividade
pré-fibrética da activina A (AOKI et al., 2005; HARDY et al., 2015). A folistatina &
capaz de se ligar a activina A de maneira altamente especifica, e devido ao seu
tamanho, promover uma neutralizagao estérica, que impede a ligagdo da activina

A em seu receptor, ActRIIB. Além disso, uma vez formado o complexo activina
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A/folistatina, uma regiao ligante de heparina fica estruturalmente disponivel na
folistatina, permitindo a ligagcdo do complexo a proteoglicanos de heparam sulfato
na superficie celular, sua fagocitose e a degradacao deste complexo (HEDGER,;
DE KRETSER, 2013). Entretanto, at¢é o momento, nenhuma terapia para FPI
utilizando a folistatina foi desenvolvida ou aplicada. Nesse contexto, Hedger e
colaboradores discutem que a inibicdo da ag¢do activina por anticorpos
neutralizantes ou pela administragdo de folistatina exdgena podem aumentar os
niveis locais de inflamacéo, os autores ainda sugerem que no caso da activina A,
a rota de administracdo de seus inibidores, bem como a dose € 0 momento de
administracdo podem ser cruciais para o sucesso da terapia (HEDGER; DE
KRETSER, 2013).

O uso de peptideos como alternativas terapéuticas para as mais variadas
doencas é uma realidade (WU et al., 2016; ZAMBRANO-MILA; SANCHEZ BLACIO;
SANTIAGO VISPO, 2019). Para o tratamento da FPI temos exemplos da utilizagao
de peptideos naturais, onde Yu e colaboradores (YU et al., 2019), demonstraram a
eficiéncia de um peptideo de 16 aminoacidos isolado da alga Eucheuma ssp. na
inibicdo de PDGFR, AKT, ERK, TGF-B, B-catenina e vitronectina; peptideos
sintéticos, onde Vittal e colaboradores (VITTAL et al., 2013), através da sintese de
um peptideo de 22 aminoacidos foram capazes de verificar o decréscimo da
deposigao de colageno, da diferenciagao de fibroblastos em miofibroblastos, além
de observarem a reducdo dos niveis séricos de TNF-a e IL-6 em modelo animal; e
de peptideos mistos, como o demonstrado por Marudamuthu e colaboradores
(MARUDAMUTHU et al., 2019), onde um peptideo de sete aminoacidos derivado
da sequéncia da caveolin-1 scaffolding domain, foi capaz de retardar o
desenvolvimento da FPlI em modelos animais, através da indu¢cdo do aumento de
expressdo de p53, aumentando a viabilidade de células epiteliais alveolares e

diminuindo o dano tecidual local.

Em nosso estudo, utilizamos a tecnologia de phage display a fim de selecionar
um peptideo de sete aminoacidos ligante de activina A. Entretanto apds o processo
de selecao, os peptideos foram sintetizados com duas cisteinas nas posi¢oes 2 e
10, um espagador curto (GGGS) e parte da sequéncia da proteina plll do fago M13,

para manter a conformagdo original do momento da selegdo, visto que a
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conformacgao dos peptideos € um ponto chave para sua interagdo com a molécula

alvo.

O modelo de ligagdo entre a activina A e seu receptor ActRIIB, bem como a
regido de ligagcdo secundaria ao receptor ALK4 e os pontos de interagdo no caso
da ligagdo com a folistatina foram previamente descritos e corroboram com nossas
analises de bioinformatica (Figura 9, 10) (HARRISON et al., 2005; MASON, 1994).

Avaliando a potencial citotoxicidade do tratamento com os peptideos em
culturas celulares. Observamos que todas as concentracdes dos trés peptideos
avaliados, A7, B9 e E10, foram bem toleradas pelas células em cultura no periodo
de 24 horas. Apds 48 horas de observacgao, células tratadas com os peptideos
isolados nas concentracbes de 1 e 10 uM, apresentaram viabilidade superior ao
controle (sem tratamento), enquanto que as células tratadas em conjunto com
pmTGF- apresentaram declinio em sua viabilidade. Além disso na concentragao
de 50 pM, todos os tratamentos diminuiram a viabilidade celular. Com 72 horas de
tratamento, observamos uma maior tolerancia das células nas concentragdes de 1
e 10 yM em todos os tratamentos, enquanto que na concentracdo de 50 uM
observamos novamente o declinio da viabilidade em todos os tratamentos, exceto
nos casos do peptideo E10 isolado ou em conjunto com a adicao de pmTGF-B. Dé
uma maneira geral, todos os peptideos foram bem tolerados pelas células tratadas,
sendo que concentragdes < 10 yM mostraram exercer um efeito mais brando sobre

as células.

Em seguida, avaliamos a migracdo de células A549 frente aos tratamentos com
pmTGF-3 e os peptideos A7, B9 e E10.

Tendo em mente que o objetivo do trabalho é avaliar o potencial de inibigao
dos peptideos selecionados e seus efeitos em eventos bioldgicos relacionados a
FPI, utilizamos como estimulo a adicdo de pmTGF-3, desenvolvido previamente
por Vaz e colaboradores (VAZ et al., 2015). Com esta abordagem foi possivel a
inducéo da liberacao de fatores pro-fibréticos pelas células em cultura através da
indugcdo de um perfil inflamatério, sem a adigdo direta da activina A. Esta

abordagem permite que observemos o efeito dos peptideos apdés o
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desencadeamento de uma resposta inflamatéria, ao contrario da estimulagéo direta

pela activina A.

Ap0os 24 horas de observagao e sem o estimulo com pmTGF-3, observamos
que o peptideo A7 consegui inibir de forma efetiva a migragdo celular apenas na
concentracado de 10 yM, entretanto este efeito ndo se manteve apds 48 horas de
tratamento e em nenhuma das concentragdes quando as células foram estimuladas
com pmTGF-B. No caso do peptideo B9, observamos uma relacdo dose
dependente tanto apdés 24 quanto 48 horas, para as células que nao foram
estimuladas com pmTGF-B. Por outro lado, quando estimuladas, nenhuma das
concentracdes de tratamento do peptideo B9 foi capaz de inibir a migragao celular
em 24 horas. Além disso, apds 48 horas, o peptideo B9 apresentou um
comportamento completamente contrario ao esperado, demonstrando que
concentragbes maiores do tratamento estimularam a migracdo celular. Dados
semelhantes foram observados por Horan e colaboradores, a respeito da avaliagao
do anticorpo monoclonal anti-avB6 na inibicdo de vias ativadas pelo TGF-B. Os
autores observaram que concentragdes maiores de anticorpo acabaram por induzir
um padrao inflamatdrio mais severo, enquanto que concentragées menores tiveram
efeitos positivos na diminuicdo da expressao de fatores proé-inflamatérios e pro-
fibréticos (HORAN et al., 2008). No caso do peptideo E10, em todos os cenarios
avaliados ouve a diminuigdo da migracao celular. Apds 24 horas e com as células
estimuladas com pmTGF-3 observamos que a inibigdo da migragao celular foi mais
eficiente em menores doses, fato que foi confirmado apds 48 horas, entretanto sem
significancia estatistica. Além disso na concentragcdo de 10 uM do peptideo E10,

observamos resultados com menor variagao entre os tempos e tratamentos.

Avaliando os dados obtidos até este ponto, decidimos realizas os testes de

EMT e FMT apenas com o peptideo E10.

A EMT é um processo celular dinamico e natural, associado principalmente
com a motilidade e invasividade celular. No caso da FPI, a EMT possui um papel
importante, estando associada a transformacao de células epiteliais do tipo 2 e a

criacdo de um microambiente pro-fibrotico que colabora com a ativacdo dos
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fibroblastos e sua diferenciacédo e miofibroblastos (HILL et al., 2019). Este processo

pode ser avaliado diretamente pela expressao de fibronectina extracelular.

Através deste ensaio, conseguimos observar que as concentragdes de 10 e 50 yM
do peptideo E10 foram capazes de inibir de maneira eficiente a expressao de
fibronectina extracelular, um marcador da EMT em células A549, mesmo apds o

estimulo com pmTGF-(3.

No caso da FMT, trata-se de um processo crucial para o desenvolvimento
da FPI, visto que o desbalanco inflamatério cria um microambiente favoravel ao
recrutamento constante de fibroblastos e sua diferenciagdo em miofibroblastos, que
por sua vez sdo os grandes responsaveis pela deposicdo de MEC que culminara
na formacéao do tecido cicatricial (ZHANG et al., 2019).

Nossos resultados demonstram a eficiéncia do peptideo E10 na diminui¢cao
consideravel de a-SMA em fibroblastos primarios de doador saudavel, apés

tratamento com pmTGF-B.

Tanto para o ensaio de EMT quanto de FMT, as células foram cultivadas e
estimuladas com pmTGF-B e tratadas concomitantemente com o peptideo E10,
desse modo a inibicdo da activina A pode se dar ao inicio do processo inflamatério,
de modo que o processo fibrético ndo ocorra. Entretanto, no caso da FPI, apesar
de promissor, um tratamento profilatico € pouco efetivo, pois em muitos casos o
diagnodstico é realizado quando a perda da fungdo pulmonar ja causa danos ao

paciente.

Correlacionando os dados expostos aqui e em outros estudos relevantes,
verificamos que mesmo depois de tanto tempo a fibrose pulmonar idiopatica
continua uma doenga elusiva, com mecanismos complexos e finamente
orquestrados, que demanda novas terapias e métodos de diagnostico eficientes,
capazes de prolongar a sobrevida dos pacientes, bem como propiciar qualidade de
vida.

O peptideo E10, descrito neste trabalho apresenta grande potencial antifibrotico

e é um potencial candidato para a terapia de FPI, entretanto outros estudos
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precisam ser realizados para verificar seu potencial a frente da reversao do quadro

fibrético.

6. CONCLUSAO

De acordo com as evidéncias expostas nesse trabalho, verificou-se a eficiéncia
da técnica de phage display para a prospecgao de peptideos ligantes e inibidores

da acdo da activina A.

A inibicdo da activina A se deu pela ligagao direta dos peptideos na mesma
regido da molécula, responsavel pela comunicagdo com seu receptor ActRIIB. Foi
possivel verificar a eficiéncia da inibigdo da migracédo celular e dos processos
envolvidos na transformacido epitélio mesenquimal e da transformacdo de

fibroblastos em miofibroblastos.

Sendo assim, a utilizacédo de peptideos inibidores, como o peptideo E10 descrito
aqui, demonstra o potencial terapéutico de tais moléculas, podendo ser uma

potencial alternativa para o tratamento da fibrose pulmonar idiopatica.
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