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7

A artrite € um processo inflamatério que se manifesta nas articulacdes,
apresentando como consequéncia alguns sinais e sintomas decorrentes de lesdes
articulares, como edema nas articulacoes, rigidez e dor. Dependendo de sua
forma de manifestacdo, ela podera ser classificada como Artrite Degenerativa,
Artrite Gotosa, Artrite Piogénica Aguda, Artrite Psoriaca ou Artrite Reumatoide.

A Artrite Degenerativa é uma doenca cronica, sendo a dor ao movimentar-
se um de seus principais sintomas. Esta forma da doenca degenera a cartilagem
articular e causa hipertrofia nos ossos. As articulacbes mais acometidas por esta
doenca sdo as do joelho, coluna espinhal e as articulagbes coxofemorais.
Enquanto que a Artrite Gotosa acomete principalmente o sexo masculino. E uma
inflamacéo causada por microcristais minerais de urato, se manifestando
principalmente no dedo e dorso do pé, tornozelos, joelhos e cotovelos. Entre seus
sintomas pode haver febre e limitacdo de movimentos por causa da dor. J& a
Artrite Piogénica Aguda afeta principalmente as articulagcbes dos ombros, joelhos
e coxofemorais, acometendo raramente as articulacdes dos tornozelos, cotovelos
e punhos. A Artrite Psoriaca possui esta definicdo em decorréncia da doenca de
pele denominada psoriase. Assim sendo, a articulacdo pode ser seriamente
prejudicada por esta doenca.

E por fim, a Artrite Reumatoéide (AR) sendo a mais comum das Artrites, se
caracterizando por ser uma doencga autoimune, ou seja, 0 sistema imunoldgico do
corpo ataca seus proprios tecidos, sendo o alvo, neste caso, sua propria
cartilagem e revestimento articular. Esta doenca é caracterizada por poliartrite
periférica, simétrica, levando a deformidade e a destruicdo das articulagdes por
erosdo do osso e cartilagem, consequente a inflamacdo e vermelhiddo da
articulacdo acometida, além de inchaco, dor, calor e perda da funcdo. Na AR é
caracteristico existir um envolvimento simétrico e ndo apenas uma das
localiza¢des, afetando frequientemente os punhos e os dedos, mas pode também
atingir pés, ombros, joelhos, cotovelos, coluna cervical, entre outros.
Ocasionalmente, a inflamacdo pode atingir o revestimento dos pulmdes
(causando pleurite) ou o revestimento do coracdo (causando pericardite). Pode
ainda associar-se a secura dos olhos ou da boca, devido a inflamacdo das
glandulas que produzem a saliva e as lagrimas, respectivamente. Ainda que rara,

também pode acometer a inflamagé&o dos vasos, levando a vasculite.



Ainda ndo sabem exatamente o que faz o sistema imunolégico voltar-se
contra o proprio organismo nos casos de AR, mas as pesquisas nos ultimos anos
indicam alguns fatores envolvidos, como genéticos, ambientais, hormonais, etc.
Sendo assim, apesar de sua etiologia desconhecida, sabe-se que a artrite
reumatoide é resultado das interacbes de muitos fatores. Sua incidéncia esta
relacionada com sexo e idade, afetando frequentemente mulheres, mas
compromete também homens e criancas e geralmente inicia-se entre os 30 e 50
anos. Sua prevaléncia pode chegar a 1,5% da populacdo em algumas regioes.

A forma mais frequente de inicio da doenca € artrite simétrica (por
exemplo, os dois punhos) e aditiva (as primeiras articulacbes comprometidas
permanecem e outras vao se somando). Costuma ser de instalacéo lenta e pouco
agressiva, localizando-se inicialmente nas pequenas articulagdes das maos. O
diagnéstico depende da associacdo de uma série de sintomas e sinais clinicos,
minuciosos achados laboratoriais e radiograficos. A orientacdo para diagndstico é
baseada nos critérios de classificacdo do Colégio Americano de Reumatologia,
como rigidez matinal (rigidez articular durando pelo menos 1 hora), Artrite de trés
ou mais areas com edema de partes moles ou derrame articular, Artrite de
articulagbes das maos (punho, interfalangeanas proximais e metacarpo
falangeanas), Artrite simétrica, ndédulos reumatoides, fator reumatoide sérico,
alteracdes radiograficas (erosdes ou descalcificacdes localizadas em radiografias
de maos e punhos), sendo que as caracteristicas de rigidez matinal e artrite
simétrica devem permanecer presentes por pelo menos seis semanas.

A inexisténcia de marcadores laboratoriais dificulta a identificacdo precoce
desta doenca. Trata-se de um diagndstico de exclusdo, uma vez que nao existem
sinais, sintomas ou exames laboratoriais exclusivos desta doenca. A
aplicabilidade da metodologia de Phage Display in vivo na apresentacdo de
peptideos ou bibliotecas proteicas na superficie de fagos filamentosos permite
uma selecdo altamente especifica a determinados alvos, utilizando camundongos
de linhagem pré-disposta a Artrite. Uma vantagem crucial dessa tecnologia é a
conexao direta entre o fendtipo experimental e o gendtipo encapsulado, a qual
possibilita uma evolucédo clonal de ligantes selecionados. Nesse sentido, essa
metodologia tem se mostrado significante & pratica clinica, ao permitir a selecdo

de peptideos expressos na superficie viral.



No presente trabalho foram isolados peptideos ligantes de regifes
inflamadas de murinos DBA1J induzidos com Colageno tipo IlI, por meio da
metodologia de Phage Display in vivo. Para a selecdo dos peptideos foram
realizados dois rounds de selecédo positiva para regides inflamadas utilizando uma
biblioteca de peptideos Ph.D.-C7C expressa na superficie do fago filamentoso
M13, e um terceiro round passando por selecéo negativa com articulacdes sadias,
seguida de uma selecdo positiva. O DNA dos clones selecionados foi
sequenciado, traduzido, e o mais prevalente foi submetido a bioinformética e

ensaio imuno-histoquimico.



CAPITULO I:
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Resumo

O sistema imunolégico é constituido de uma complexa rede de moléculas e
células que funciona a fim de proteger o organismo contra patdogenos. O sistema
imune sadio deve manter o balango entre a capacidade de responder a agentes
infecciosos e de sustentar a autotolerancia. No entanto, podem ocorrer falhas que
resultam em reacdes contra as células e tecidos do proprio organismo e que
causam doencas autoimunes, como a Artrite Reumatodide (AR). Esta é uma
doenca autoimune caracterizada por artrite simétrica e aditiva, de causa
desconhecida, que se inicia geralmente apés os 30 anos, acometendo mulheres
trés vezes mais que em homens, com prevaléncia de 1,0% em algumas regides.
Nas artrites reumatodides, a membrana sinovial torna-se infiltrada por varios tipos
de células inflamatorias, que sinergizam para causar destruicdo das articulacoes,
provocando fortes dores articulares. O diagnostico da artrite depende da
associacdo de uma série de sintomas e sinais clinicos, achados laboratoriais e
radiograficos. O objetivo do tratamento € aliviar as dores, melhorar ou manter a
capacidade funcional, prevenir as incapacidades e melhorar sua qualidade de
vida. Ainda néo existe nenhum teste que confirme a presenca da doenca, ndo ha
exames laboratoriais considerados especificos para a sua definicdo diagnostica.
Modelos murinos sé@o eficazes para ampliar nossa compreensao a respeito da
artrite  humana, como animais da linhagem DBA/1J que apresenta alta
susceptibilidade ao desenvolvimento de artrite consequente de imunizagdo com
colageno tipo Il. Phage Display € um método de selecdo no qual uma biblioteca
contendo peptideos que sdo expressos na superficie de fagos, com o material
genético codificante para cada peptideo localizado no genoma viral. O
direcionamento com peptideos ligantes a regifes altamente inflamadas séo Gteis
para auxiliar no diagnostico diferencial, avaliar a extensdo da inflamacao,
determinar o prognéstico e resposta a terapia. Nesse sentido, a busca por novos
biomarcadores podem levar a novos métodos para o diagndstico e tratamento da
AR. Essa reviséo visa descrever alguns aspectos da Artrite Reumatoide e como a
tecnologia de Phage Display in vivo pode ser utilizada na identificacdo de ligantes
a diversos antigenos relacionados a inflamacéo.

Palavras chave: Artrite Reumatdide, diagnostico, Phage Display in vivo



Abstract

The immune system is a complex of molecules and cells that functions to protect
the organism against pathogens. The healthy immune system must maintain the
balance between the ability to respond to infectious agents and sustain self-
tolerance. However, failures may occur which result in reactions against cells and
tissues of the organism and which cause autoimmune diseases such as
Rheumatoid Arthritis (RA). This is an autoimmune disease characterized by
symmetrical arthritis and additive, of unknown cause, usually beginning after age
30 and affects three times more women than men, with a prevalence of 1.0% in
some regions. In rheumatoid arthritis, the synovial membrane becomes infiltrated
by various types of inflammatory cells, which synergize to cause destruction of
joints, resulting in strong joint pain. The diagnosis of arthritis depends on the
association of a number of clinical signs and symptoms, laboratory findings, and
radiographic findings. The goal of treatment is to relieve pain, maintain or improve
functional capacity, prevent disability and improve their quality of life. Although
there is no test that confirms the presence of the disease, there is no specific
laboratory tests considered for confirming diagnosis. Murine models are effective
to enrich our understanding of human arthritis, as DBA/1J strain animals
presenting high susceptibility to development of arthritis resulting from
immunization with type Il collagen. Phage display is a selection method wherein a
library of peptides that are expressed on the surface of phage, with genetic
material coding for each peptide located in the viral genome. The targeting peptide
ligands the highly inflamed regions are useful to assist in differential diagnosis,
assess the extent of inflammation and determining prognosis and response to
therapy. Accordingly, the search for novel biomarkers may lead to new methods
for the diagnosis and treatment of RA. This review aims to describe some aspects
of Rheumatoid Arthritis and how technology Phage Display in vivo can be used to
identify ligands to various antigens associated with inflammation.

Key words: Rheumatoid Arthritis, diagnostic, Phage display in vivo



1. DOENCAS AUTOIMUNES

1.1 Sistema imunolégico

O sistema imune é constituido por células e moléculas responsaveis pelo
desencadeamento do sistema imunolégico, sendo a resposta coletiva e
coordenada a introducdo de substancias estranhas no organismo chamada de
resposta imune (ABBAS e LICHTMAN, 2005). Deste modo, todo o sistema
imunologico é constituido de uma complexa rede de moléculas e células que
funciona a fim de proteger o organismo contra patdgenos. Essa rede utiliza de
varios tipos de células especializadas que se comunicam via intera¢des celulares
ou fatores humorais, como por exemplo, as citocinas. O sistema imunoldgico pode
ser adaptativo ou inato, sendo o primeiro um sistema antigeno-especifico, que
gera memoéria imunoldgica e células T, além de anticorpos especificos para
responder & microrganismos invasores ou ceélulas infectadas. J& o segundo
compreende a primeira linha de defesa contra patdgenos, utilizando um grupo de
leucdcitos, como mondcitos, macrofagos e neutrofilos, sendo de reconhecimento
inespecifico, pois estas células fagocitam varios tipos de microrganismos
(PIETROPAOLO et al., 2008).

Desta forma, o sistema imune sadio deve manter o balanco entre a
capacidade de responder a agentes infecciosos e de sustentar a autotolerancia,
nao respondendo aos antigenos préprios do organismo. A auséncia de resposta
adequada submete o individuo aos efeitos deletérios da invasdo por patégenos,
ao passo que o sistema respondendo de modo exacerbado pode gerar respostas
inflamatérias prejudiciais ao mesmo (CRUVINEL et al., 2008).

Um processo de selecdo celular negativa ocorre a fim de garantir a
manutencdo da autotolerancia, eliminando ou alterando os linfocitos em
desenvolvimento cujos receptores de antigenos se ligam fortemente aos auto-
antigenos presentes nos orgdos linféides geradores (medula éssea e timo, em
humanos). Tanto as células B quanto as células T em desenvolvimento sdo
suscetiveis a selecdo negativa por um breve periodo, logo apds o aparecimento
dos receptores de antigenos (ABBAS et al., 2008).

As células T em desenvolvimento com alta afinidade para auto-antigenos
sdo eliminadas por apoptose, um fendmeno conhecido como delecédo clonal.

Células B em desenvolvimento com alta afinidade para auto-antigenos podem ser



induzidas a fazer rearranjos no gene das imunoglobulinas, evitando, assim, a
reatividade a auto-antigenos. Esse fendbmeno é chamado de edig&o do receptor. A
selecdo negativa dos linfocitos em desenvolvimento € um mecanismo importante
na manutencdo da tolerancia a auto-antigenos, sendo esse processo conhecido
como tolerancia central (ABBAS et al., 2008).

Mesmo sendo este um mecanismo eficiente, sabe-se que algumas células
auto-reativas conseguem evadir esta barreira, saindo do timo e podendo ser
ativadas na periferia com potencial de gerar auto-imunidade. O fato de que
células auto-reativas possam ser detectadas na periferia demonstra, nitidamente,
que o mecanismo de selecdo timica, responsavel pela eliminacdo dos clones de
células T auto-reativas, é incompleto (CRUVINEL et al., 2008).

Além da participacdo das células T, as células B influenciam a auto-
imunidade através de multiplas vias (JADALI, SANATI, 2008). Estas incluem a
capacidade para gerarem auto-anticorpos, a secrecao de citocinas inflamatorias,
a apresentacao de antigenos, o aumento da ativacdo das células T e a producéo
de linfogénese ectdpica (JADALI & SANATI, 2008).

Complementar a sele¢cdo negativa e também com a finalidade de manter a
autotolerancia, ocorre ainda, na periferia (em 6rgaos linféides periféricos, como o
baco e os linfonodos), o mecanismo de tolerancia periférica. Este mecanismo
envolve um continuo reconhecimento dos antigenos proprios. A atividade efetora
dos linfécitos pode ser regulada na periferia através da delecdo e/ou supressao,
em que na primeira, as células efetoras autorreativas sdo eliminadas por
apoptose (MACABEO-ONG et al, 2002), enquanto a segunda € a estimulacdo de
linfécitos T na auséncia de coestimulacéo, induzindo um estado nao proliferativo
conhecido como anergia, do qual ndo ha producdo de IL-2 pelos linfocitos
(GODFREY et al, 2000; CRUVINEL et al., 2008). Existe a subpopulacdo de
células T selecionadas positivas que tem a capacidade de se lugar com média a
alta avidez a antigenos proprios. Estas células sdo denominadas como células T
reguladoras ou Tregs tendo um papel regulador e supressor sobre a resposta
imunoldgica (CHUNG et al, 2008).

As células imuno-regulatérias estdo diretamente envolvidas com a funcao
suprimir as respostas do sistema imune aos antigenos préprios. De modo

particular, entre as células com fungdo imuno-regulatéria, tem havido grande



destaque para as células T regulatérias de ocorréncia natural
(FOXP3'GITR*CD25"), descritas por Sakaguchi e colaboradores (1995), as quais
sao potencialmente capazes de suprimir a ativacdo, a proliferacdo e/ou a funcéo
efetora dos linfécitos T CD4+, T CD8+ e, possivelmente, células NK, NK/T,
linfécitos B e células dendriticas. Além do timo, as Tregs humanas foram isoladas
em outros sitios anatdmicos, como nos 6rgaos linféides secundarios, por
exemplo, tonsilas e baco, além de sangue de corddo umbilical (CRUVINEL et al.,
2008).

Apesar de todos esses mecanismos de tolerancia central e periférica
podem ocorrer falhas que resultam em reacdes contra as células e tecidos do
préprio organismo e que causam doencas por auto-imunidade, as quais sao
denominadas doencas autoimunes (ABBAS et al., 2008). A maioria das respostas
autoimunes contra antigenos préprios ndo resulta em progressdo da doenca,
apenas quando respostas continuadas causam danos teciduais gerando um
processo destrutivo € que se caracteriza uma doenga como autoimune
(PIETROPAOLDO et al., 2008).

As doencas autoimunes podem ser sistémicas, como o IUpus eritematoso
ou Orgdo especificas, como o diabetes melito tipo 1. Os fatores que contribuem
para o desenvolvimento dessas doencas sdo a suscetibilidade genética e os
desencadeantes ambientais, como as infec¢cdes nos tecidos, que promovem o
influxo de linfocitos auto-reativos e a ativacdo destas células, resultando em lesdo
tecidual (ABBAS et al., 2008).

Até atual conjuntura ja foram descritas diversas doencas autoimunes,
causadas por falhas no sistema imunolégico, como Sindrome de Evans,
Sindrome de Sjogren, Doenca de Crohn, Esclerose multipla, Vitiligo, Tireoidite de
Hashimoto, Doenca de Graves, Anemia hemolitica, Artrite Reumatoide, dentre
outras (MDSAUDE, 2002).

1.2 Artrite reumatoide
1.2.1 Epidemiologia
A Artrite reumatoide (AR) é uma doenca sistémica, caracterizada por
inflamacgéo crénica dos membros e articulagbes, destruicdo ciclica dos 0ssos e

cartilagens, além de gerar grave incapacidade (VINCELETTE et al., 2007).
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Essa doenca ocorre naturalmente por falhas no sistema autoimune, sendo
caracterizada por infiltracdo de células T, células B, macrofagos e neutrofilos
dentro do conteudo sinovial e fluido do espaco periarticular. O infiltrado celular
expressa moléculas de adesdo e produz uma variedade de citocinas e
quimiocinas inflamatérias que contribuem para a patogénese complexa da AR
(FUJIKADO et al., 2006).

Embora haja diferentes tipos de tratamento para aliviar os sintomas da
doenca, ndo existe cura conhecida para a AR (VINCELETTE et al., 2007). Trata-
se de uma doenca trés vezes mais frequente em mulheres e geralmente inicia-se
entre 30 e 50 anos de idade, embora comprometa também homens e criangas
(SOKKA, 2009). A prevaléncia da AR na populacdo adulta de diversas regifes do
mundo aparenta ser relativamente uniforme, com excecdes importantes como a
Australia e a Jamaica, onde a prevaléncia é alta, e a Africa Sub-saariana, onde a
prevaléncia € rara. No entanto, padrbes epidemiologicos demonstram influéncia
de etno-genética, de questdes socioecondmicas, do fator rural-urbano e de
fatores infecciosos de risco da doenca (SHAPIRA et al., 2010). A figura 1 mostra a

prevaléncia mundial da AR entre a populacéo adulta no ano de 2010.

Adult RA prevalence
per 100,000 population [
B -1,000 )
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Figura 1: Prevaléncia da AR entre a populacéo adulta mundial.
SHAPIRA, Y.; AGMON-LEVIN, N.; SHOENFELD, Y. Geoepidemiology of autoimmune rheumatic
diseases. Nature Reviews Rheumatology, Londres, v.6, n°8, p.468-476, 2010.
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Durante anos, a AR foi considerada uma doencga de carater benigno,
contudo estudos mais recentes mostraram que, devido a seus efeitos deletérios
sobre a mobilidade fisica e a capacidade funcional, assim como a persisténcia do
processo inflamatério (aterosclerose acelerada), pacientes com AR tém sua
expectativa de vida significativamente diminuida quando em comparacdo com a
populacdo em geral (SHINOMIYA et al., 2008; UHLIG et al, 2008).
Aproximadamente 50% dos individuos com AR ficam impossibilitados de trabalhar
em 10 anos a partir do inicio da doenca, 0 que representa significativo impacto
econdmico e social (FELSON, 2008).

1.2.2 Patogenicidade na AR

Estima-se em 60% a contribuicdo genética para o desenvolvimento da AR.
Os fatores genéticos estdo fortemente associados a positividade do anticorpo
antipeptideo ciclico citrulinado (anti-CCP) e a resposta do paciente ao tratamento
(TAN et al., 2010).

A funcdo de apresentar antigenos associados a células para serem
reconhecidos pelas células T é desempenhada por proteinas especializadas que
sédo codificadas por genes em um locus chamado de complexo principal de
hiscompatibilidade (MHC). As moléculas do MHC humano sdo chamadas de
antigeno leucocitario humano (HLA). Nos seres humanos, cada alelo HLA recebe
uma designacdo numérica (ABBAS et al.,, 2008). Diversos locus ja foram
relacionados com o desenvolvimento da AR, sendo os alelos HLA-DRB1 a
principal associagdo genética, estando também associados ao desenvolvimento
de formas mais graves da doenca (STAHL et al., 2010).

Os alelos HLA-DRB1 compartilham sequéncias de aminoacidos glutamina-
leucina-arginina-alanina-alanina (QRRAA, RRRAA ou QKRAA) chamadas epitopo
comum (shared epitope [SE]), conservadas nas posi¢cdes 71-75 da terceira regido
de hipervariabilidade da cadeia beta da molécula HLA-DRB1 (IOAN-FACSINAY et
al., 2008). Numerosos estudos tém sido conduzidos a fim de esclarecer a relagédo
entre a presenca desses alelos e o desenvolvimento da AR, porém até o
momento ndo ha uma explicacdo consensual.

J& se encontra bem estabelecida a relacéo entre o uso de tabaco e a maior

suscetibilidade ao desenvolvimento da AR em pacientes HLA-SE positivos
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(LUDSTROM et al., 2009). Klareskog e colaboradores (2006) demonstraram que,
em pacientes portadores do HLA-SE, o cigarro acelera as reagdes de
citrulinizacdo em proteinas pulmonares, o que dispara a producdo de auto-
anticorpos. O cigarro também afeta o curso da AR, elevando o aparecimento de
nédulos reumatoides, bem como pode alterar o limiar da dor percebida pelo
paciente (HARTY e VEALE, 2010).

1.2.3 Fisiopatogenia da AR

Nas artrites reumatoéides, a membrana sinovial torna-se infiltrada por varios
tipos de células inflamatérias, que sinergizam para causar destruicdo das
articulacbes, que levam a sinovite, a infiltracdo celular e a um processo
desorganizado de destruicdo e remodelacdo 6ssea (FELDMANN, 1996). A
membrana sinovial € a principal fonte de citocinas pro-inflamatorias e proteases e,
em conjunto com osteoclastos e condrécitos, promove a destruicdo articular.
Projecbes de tecido proliferativo penetram na cavidade articular, invadindo a
cartlagem e o tecido Osseo, formando o pannus, caracteristico da AR
(FIRESTEIN, 2003).

Diversas hipoteses tentam explicar a sequéncia de eventos observados na
AR. A mais aceita sugere que modificacdes pdOs-traducionais induzidas por
agentes ambientais tornam moléculas proprias imunogénicas. Em consequéncia
da exposicdo prolongada ao cigarro, por exemplo, ou a outros estimulos
ambientais, a resposta do sistema imunolégico adaptativo aos peptidios
citrulinados pode preceder em anos o aparecimento dos sintomas clinicos da AR
(KLARESKOG, 2006; VAN DER WOUDE, 2010). Tanto o fribrinogénio como a
vimentina citrulinados ja foram identificados nas articulagbes de pacientes com
AR e ¢é provavel que outras proteinas além dessas sofram reacdes de
citrulinizagdo (VOSSENAAR, 2004).

Induz-se de um papel para a inflamacdo mediada por células T nesta
doenca devido a sua semelhanca com modelos animais, nos quais se sabe que a
artrite é causada por células T especificas para colageno articular. Os anticorpos
também podem contribuir para inflamacao articular nessa doenca. Os pacientes
com a forma adulta da artrite reumatbide frequentemente tém anticorpos

circulantes, que podem ser IgM ou 1gG, reativos com as porc¢des Fc (e raramente
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Fab) de suas proprias moléculas de 1gG. Esses auto-anticorpos sdo chamados de
fatores reumatoides, e sua presenca é usada como teste de diagnostico para AR
(ABBAS et al., 2008).

A AR esta associada com a citrulinacdo, que € a conversao de residuos de
arginina em residuos de citrulina (figura 2). Peptideos citrulinados tém sido
encontrados na sindvia de pacientes com artrite reumatoide. Individuos com AR
frequentemente tém auto-anticorpos para peptideos citrulinados derivados da
filagrina ou fibrina. No entanto, a participacdo desses auto-anticorpos na
patogénese da doenca permanece obscura, pois a filagrina ndo esté presente nas
articulagdes e a fibrina ndo € uma molécula especifica da articulacdo (YOSHIDA
et al., 2006).

O desequilibrio entre populacdes de células regulatérias (como as células
regulatérias naturais CD4+CD25+, Trl e Th3) e células efetoras pro-inflamatorias
(Th1 e Thl7) tem-se mostrado de importancia fundamental para o
desenvolvimento e a persisténcia da doenca. Estudos demonstram o papel das
células T CD4+ juntamente com os macréfagos no processo de dano articular
com énfase para as suas subpopulacées TH1 e TH17, implicadas no processo
inflamatorio e de eroséo 6ssea da cartilagem (CRUVINEL et al., 2008).

L 8
\& Peptidilarginina tlmmmase
Ca*™
f;’e"\ f:f’" \
H.N  NH, 0 NH,
L-arginina L-citrulina

Figura 2: Deiminacdo da arginina pela enzima peptidilarginina deiminase.
Fonte: ALARCON e ANDRADE, 2007.

Numerosas citocinas, incluindo IL-1, IL-8, TNF-a e IFN-y, tém sido

detectadas no liquido sinovial (articulacdo). Acredita-se que as citocinas,
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especialmente o TNF-a, ativem as células sinoviais residentes a produzir enzimas
proteoliticas, como a colagenase, que medeiam a destruicdo da cartilagem, dos
ligamentos e dos tenddes das articulacbes. Muitas das citocinas que,
supostamente, desempenham um papel no inicio da destruicdo articular
provavelmente sdo produzidas em decorréncia da atividade de células T e
macréfagos locais (ABBAS et al., 2008). Ha muitas evidéncias de que a IL-23, IL-
17 e IL-27 também estdo envolvidas na patogénese da artrite reumatéide (KUNZ
e IBRAHIM, 2009).

Fatores que contribuem para o fendmeno de producdo de citocinas sao
desconhecidos, contudo um desequilibrio entre as taxas de proliferagcéo celular e
morte celular programada (apoptose) tem sido sugerido por estudos recentes da
membrana sinovial em casos de AR, demonstrando que a apoptose de células
sinoviais e a infiltragdo de linfocitos foram comuns no local. No sistema imune a
apoptose estd envolvida com o desenvolvimento e na sele¢cdo negativa dos
linfécitos (BAUER et al., 2005).

Linfécitos T citotoxicos e células natural Killer (NK) podem eliminar seus
alvos por indugdo da morte celular. Todas essas fungdes sdo mediadas
principalmente através do receptor Fas/APO-1, do receptor do fator de necrose
tumoral 1 e da via perforina (pfp)/granzima (BAUER et al., 2005).

A perforina é expressa principalmente em linfécitos T citotdéxicos ativados
(CTL’s) e em células NK. O papel da perforina na artrite ndo é claro, contudo
algumas observacdes sugerem um envolvimento desta molécula na patogénese
da doenca, por exemplo, CTL’s expressando perforina tem sido demonstrados na
membrana sinovial e camundongos deficientes em células CD8 parecem ser
menos suscetiveis a indugéo de artrite com colageno (BAUER et al., 2005).

A suscetibilidade a artrite reumatoide estd4 ligada ao haplétipo HLA
(Antigenos leucocitarios humanos) — DR4 e menos ao DR1 e DRW1D. Em todos
esses alelos, as sequéncias de aminoacidos das posi¢cbes 65 a 75 da cadeia sao
quase idénticas. Esses residuos estdo localizados nas fendas de ligagdo a
peptideos das moléculas do HLA ou perto delas, sugerindo que influenciam a
apresentacao de antigenos ou o reconhecimento de células T (ABBAS et al.,
2008).
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1.2.4 Diagnoéstico

As articulacbes ao longo do corpo ndo séo todas iguais. Algumas
articulacbes sédo conectadas por um tecido fibroso, que fixa um 0sso ao outro,
tornando-os imdveis, como no caso dos 0ssos do cranio; outras sao ligadas por
cartilagens e permitem uma pequena mobilidade como os discos vertebrais que
unem as vertebras da coluna; ha ainda as articulagdes moveis, que normalmente
sao ligadas por uma cartilagem e uma bolsa cheia de liquido (liquido sinovial)
permitindo amplo movimento dos 0ssos com minimo atrito entre eles, como é o
caso do joelho, cotovelo, ombros, dentre outros. Quando a articulagéo apresenta-
se inflamada damos o nome de artrite, podendo acometer varias articulacdes

(figura 3).

Figura 3: Articulagbes acometidas pela artrite, sendo mais comuns punhos, dedos, cotovelos,
ombros, joelhos e tornozelos. Fonte: www.mdsaude.com. Disponivel em

<http://www.mdsaude.com/2010/02/artrite-reumatoide.htmI>
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De acordo com Bértolo et al., (2007), o diagndstico da artrite depende da
associacdo de uma série de sintomas e sinais clinicos, achados laboratoriais e
radiograficos. A orientacdo para diagnostico é baseada nos critérios de
classificacdo do Colégio Americano de Reumatologia, como rigidez matinal:
rigidez articular durando pelo menos uma hora; artrite de trés ou mais areas: pelo
menos trés areas articulares com edema de partes moles ou derrame articular,
observado pelo médico; artrite de articulagdes das méaos (punho, interfalangeanas
proximais e meta-carpo-falangeanas); artrite simétrica; nddulo reumatéide; fator
reumatoide (FR) sérico e alteracdes radiogréficas: erosfes ou descalcificacbes
localizadas em radiografias de maos e punhos, sendo que o primeiro e quarto
critérios devem estar presentes por pelo menos seis semanas. A orientacao para
classificacdo exige quatro dos sete critérios como necessarios para classificar um
paciente como tendo AR.

O Colégio Americano de Reumatologia (ACR) em conjunto com a Liga
Europeia contra o Reumatismo (EULAR) publicaram o0s novos critérios
diagnoésticos para AR, que sao direcionados para o diagnoéstico precoce da
doenca em pacientes que se apresentam com sintomatologia de curta duracao
(tabela 1).

Apesar da AR ser diagnosticada, primariamente, com base em suas
manifestacfes clinicas, tem tradicionalmente, seu suporte sorolégico dado pela
determinacao do fator reumatdide (FR) IgM. Porém, esse auto-anticorpo ocorre
em pessoas com varias doencas inflamatérias, algumas doencas infecciosas e
neoplasicas e, até mesmo, em pessoas higidas, especialmente naquelas com
idade elevada. O sistema de auto-anticorpos contra proteinas citrulinadas
mostrou-se mais especifico do que o FR e, portanto, de maior utilidade para o
diagnoéstico da AR, principalmente em suas fases iniciais (ALARCON e
ANDRADE, 2007).

No contexto das doencas reumaticas, um biomarcador tipico poderia ser
um gene ou algum produto da expressao génica, um auto-anticorpo, uma citocina,
um agente da fase aguda, uma anormalidade tecidual possivelmente visualizada
imunohistoquimicamente em uma bidpsia sinovial ou um produto da degradacao
tecidual. As fontes desses biomarcadores poderiam ser soro, urina, fluido sinovial,

tecido, células e assim por diante (SMOLEN et al., 2008).
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Tabela 1. AR: artrite reumatoide; ACR: Colégio Americano de Reumatologia; EULAR: Liga

Europeia contra o Reumatismo; FR: fator reumatoide; anti-CCP: antipeptideo ciclico citrulinado;

PCR: proteina C reativa; VHS: velocidade de hemossedimentacdo. Adaptado de Aletaha et al.,

2010.
Tabela Critérios classificatorios para AR (ACR e EULAR, 2010) Pontuacéao

Envolvimento articular - por envolvimento entende-se edema ou

A sensibilidade a palpagédo, que pode ser confirmado por exames de
imagem.  Excluem-se: interfalangianas  distais, primeira
carpometacarpiana e primeira tarsometatarsiana
* 1 articulacdo grande (cotovelos, ombros, joelhos, coxofemorais e 0
tornozelos)
* 2-10 articulacGes grandes 1
* 1-3 articulagbes pequenas (com ou sem envolvimento de
articulacoes grandes). Séo articulacGes pequenas: 5
metacarpofalangianas, interfalangianas proximais, segunda a quinta
metatarsofalangianas, inteerfalangianas do halux e punhos
* 4-10 articulacGes pequenas 3
* + 10 articulacbes (com pelo menos uma articulacdo pequena 5
incluida)

B Sorologia - o resultado de pelo menos um teste € necessario para a
classificacédo
* FR negativo e anti-CCP negativo (valores inferiores ou iguais ao 0
limite fornecido pelo laboratério)
*FR positivo fraco ou anti-CCP positivo fraco (valores positivos 9
fracos = até trés vezes o limite positivo fornecido pelo laboratério)
* FR fortemente positivo ou anti-CCP fortemente positivo (valores
fortemente positivos = trés vezes acima do limite positivo 3
fornecido pelo laboratorio)

c Reagentes de fase aguda - o resultado de pelo menos um teste é
necessario para a classificagcdo
* PCR e VHS normais 0
* PCR ou VHS alterados 1

D Duracéo dos sintomas autorreferidos pelo paciente
* < 6 semanas 0
* > 6 semanas 1

1.2.5 Tratamento

No passado, acreditava-se que a AR fosse uma doenca de carater benigno

e bom progndstico. As terapias eram de baixo custo e visavam apenas ao

controle dos sintomas, aguardando-se a regressdo da doenca. Entretanto, nas

dltimas décadas, a AR foi caracterizada como uma doenca agressiva e associada

18



ao aumento da morbidade e mortalidade dos pacientes. Diante desses fatos, a
abordagem terapéutica da AR mudou radicalmente (EMERY, 2006).

O tratamento da AR para ser mais efetivo, deve ser associado a um
diagnoéstico precoce e intervencdo adequada na tentativa de impedir o dano
articular irreversivel. O objetivo do tratamento € aliviar as dores, melhorar ou
manter a capacidade funcional, prevenir as incapacidades, adaptar o paciente ao
meio e melhorar sua qualidade de vida (REBELATTO e MORELLI, 2004). Este
pode ser baseado em terapia nao-farmacologica e terapia farmacolégica. A
abordagem néo-farmacoldgica envolve repouso adequado, perda de peso no
caso de pacientes obesos, terapia ocupacional, fisioterapia e aparelhos auxiliares
podem melhorar os sintomas e ajudar a manter a funcéo articular (WELLS et al.,
2006).

O tratamento da AR também inclui drogas anti-inflamatdrias ndo esteroidais
(AINES) e glicocorticoides (CGs) em baixa dosagem ou intra-articular, drogas anti-
reumaticas modificadoras do curso da doenca (DMARD) e agentes
imunobiolégicos, que séo produtos biolégicos derivados de materiais vivos
utilizados na cura, prevencao e tratamento de doencas em seres humanos, cuja
escolha € sempre com base no balanco entre eficacia e seguranca (LEE e
WEINBLATT, 2001).

Ja4 se encontram bem estabelecidos os beneficios decorrentes da
implantacdo precoce do tratamento para a AR, que deve ser conduzido de forma
agressiva, visando a remissdo do processo inflamatério. Porém, ainda persistem
diversas duvidas e controvérsias sobre a terapia de escolha e o uso de agentes
bioldgicos (EMERY, 2006).

2. MODELOS MURINOS

Modelos animais fornecem uma oportunidade experimental Unica para
ampliar nossa compreensao a respeito da artrite humana (CORTHAY et al.,
2000). Alguns genes ja foram identificados, evidenciando um grau de parentesco
gendmico entre camundongos e humanos, descrito também homologia entre
genes envolvidos em doenca humana (BUCHBERG et al., 1989). Essas

similaridades gendmicas sdo bem acentuadas, sendo que dos 731 genes
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identificados no cromossomo 16 de Mus musculus, apenas 1,92% dos genes néo
apresentam uma compatibilidade com genoma humano (MURAL et al., 2002).

Assim, considerando a necessidade de estudos para diagnostico de Artrite,
sendo essa ainda néo totalmente descrita na literatura, faz-se necessario o uso de
animais experimentais, sendo existentes inumeros modelos para artrite.
Camundongos geralmente s&o tidos como modelos excelentes para utilizacdo de
biblioteca de fagos em segmentacéo vascular devido o custo relativamente baixo,
pequeno tamanho e predisposicdo a iniumeras doencas (PASQUALINI et al.,
2002). Camundongos MRL/lpr, por exemplo, desenvolvem artrite espontanea e
apresentam altos niveis sanguineos de fatores reumatoides. No entanto, os
mecanismos imunoldgicos da doenca articular em camundongos MRL/Ipr ndo séo
conhecidos. O modelo de inducdo da doenca por coldgeno demonstra que a auto-
imunidade para o colageno tipo Il pode provocar um intenso processo
inflamatorio, que abrange a inflamacado das articulagdes sinoviais, assim como o
estimulo de diversas citocinas e mediadores podendo acarretar a destruicdo da
cartilagem e erosédo 6ssea (CHO et al.,, 2007). A artrite mediada por células T
pode ser induzida em espécies susceptiveis de camundongos e ratos por
imunizacdo com colageno tipo Il (tipo este encontrado na cartilagem), e a doenga
pode ser transferida adotivamente para animais ndo imunizados com células T
especificas do coldgeno (ABBAS et al., 2008; CHEN et al., 2007).

Os modelos murinos séo particularmente ferramentas muito poderosas
para estudos genéticos da artrite reumatodide, uma vez que sao linhagens puras
de camundongos geneticamente homogéneas e, portanto, ndo possuem a
heterogeneidade do complexo cédigo genético humano. Camundongos DBA/1
(figura 4) também é um modelo murino de artrite induzida por colageno (KUNZ et
al., 2009).

O uso deste camundongo DBA/1J é de singular importancia, por varios
motivos. Primeiramente, ele é uma linhagem pura (isogénica), que nao foi
selecionada para qualquer fendtipo particular, sendo considerado como normal.
Em segundo lugar, € altamente suscetivel ao desenvolvimento de artrite apos a
imunizacdo com colageno tipo Il heter6logo e homologo bem como com pristane -
terpendides saturados (HOLMDAHL et al., 1992).
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Figura 4: Modelo murino de linhagem DBA/1.

Fonte: Jackson Laboratory. Disponivel em: <http://jaxmice.jax.org/strain/000670.htmI>

Apé6s a imunizacdo de camundongos DBA/1J com colageno tipo Il em
adjuvante completo de Freund (CFA), a resposta proliferativa das células T CD4+
€ observada em linfonodos em trés semanas, e em quatro ou cinco semanas
apos a primeira imunizacdo é observada no baco. Inflamacéo dos tecidos das
articulacbes comeca a se desenvolver cinco semanas depois da primeira
imunizacao, e a artrite persiste no minimo até a nona semana (CHO et al., 2007).

A susceptibilidade a artrite induzida por colageno tipo Il em camundongos
DBA/1 é parcialmente controlada pelo Complexo MHC (major histocompatibility
complex) classe Il gene A% A linhagem parental altamente suscetivel DBA/1
desenvolve artrite com um percentual entre 90-100 em machos e 60-100 em
fémeas (YANG et al., 1999).

Camundongo da linhagem DBA/1 pode desenvolver espontaneamente
Artrite severa. Essa doenca dependente da idade, do sexo e € geneticamente
limitada nessa linhagem. Camundongos machos DBA/1 desenvolvem artrite
espontaneamente na idade de quatro meses. A completa preponderancia do sexo
masculino para a susceptibilidade da doenca foi investigada pela castracao e pelo
tratamento com testosterona em machos DBA/1. A artrite ndo se desenvolveu
apos a castracdo e a susceptibilidade a doenca foi restaurada por tratamento com
testosterona. (HOLMDAHL et al., 1992).

Considerando o desenvolvimento de doencgas articulares espontaneamente
em camundongos MRL/lpr e machos DBA/1, a artrite espontédnea € uma doenca
muito mais grave no ultimo, com formacdo mais acentuada de erosdes das
articulagbes (HOLMDAHL et al., 1992).
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3. PHAGE DISPLAY

3.1 Tecnologia

Phage Display é uma técnica de clonagem muito utilizada em biologia
molecular. Com o0 uso desta técnica, € possivel selecionar e isolar vetores de
clonagem gerados a partir de bibliotecas gendmicas, juntamente com seu produto
génico (peptideo), permitindo o rastreamento dos clones devido a ligacdo do
fendtipo (peptideo de interesse) com o genotipo (vetor de clonagem) que o
expressou (WILSON et al., 2002).

As bibliotecas de peptideos recombinantes apresentados em fagos sao
uma ferramenta fundamental para identificar os sitios ligantes de moléculas
biolégicas de interesse e no desenvolvimento de novas vacinas. Phage Display é
um método de selecdo no qual uma biblioteca contendo peptideos ou proteinas
sdo expressos na superficie de uma particula viral (bacteriéfago), com o material
genético codificante para cada peptideo localizado no genoma viral (AZZAZY e
HIGHSMITH, 2002). Desta forma, é possivel a correlacdo entre cada sequencia
de proteina variante e sua respectiva sequencia de DNA (ADDA et al., 2002).

Smith (1985) foi o pioneiro em conseguir a expressao da enzima de
restricdo Eco Rl em fusdo com proteina oito (pVIIl) do capsideo do bacteriéfago
(fago). Smith e colaboradores estabeleceram um método de apresentacdo de
polipeptideos na superficie do bacteriéfago filamentoso M13 (SERGEEVA et al.,
2006), o qual pertence a familia Inoviridae e possui como material genético DNA
fita simples (ssDNA). Os bacteri6fagos sdo virus que infectam bactérias gram-
negativas, sendo que a infeccéo ocorre via pilus sexual (BRIGIDO e MARANHAO,
2002). O virus utiliza a maquinaria de replicacdo, transcricdo e traducdo da
bactéria hospedeira para se reproduzir. No entanto, o bacteriéfago ndo gera uma
infeccdo litica em Escherichia coli, e preferencialmente induzem um estado no
qual a bactéria infectada produz e secreta particulas de fago sem sofrer lise. A
infeccéo € iniciada pelo acoplamento da plll do fago ao f pilus de uma E. coli do
género masculino (HEMMINGA et al., 2010). Vetores virais, como o fago lambda
(STERNBERG e HOESS, 1995), bacteriofagos T4 e P4 (HOUSHMAND et al.,
1999; LINDQVIST e NADERI, 1995), além dos virus de eucariotos, tais como

baculovirus, também podem ser utilizados neste processo (BOUBLIK et al., 1995).
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Essa metodologia consiste no principio de que polipeptideos podem ser
expressos na superficie de bacteriofagos filamentosos pela inser¢do de um
segmento de DNA codificante no genoma dos mesmos, de modo que a proteina
ou o peptideo expresso fique exposto na superficie da particula viral fusionado a
uma proteina endégena, plll ou pVIll (BARBAS et al., 2001).

As bibliotecas de peptideos expressos em fagos mostraram complexidades
suficientes para conter multiplas sequencias de DNA capazes de codificar os
peptideos de interesse. Ensaios foram realizados para desenvolver métodos
alternativos, tais como a expressao de bibliotecas de peptideos recombinantes na
superficie de bactérias - Cell display (FUCHS et al., 1991), leveduras (BODER e
WITTRUP, 1997) ou diretamente no DNA plasmidial (bibliotecas de peptideos em
plasmideos) (CULL et al., 1992). Porém, todos estes sistemas resultaram em
alteracdes nas células hospedeiras, e foram ineficazes em produzir bibliotecas
com grandes diversidades de peptideos, ou seja, baixa complexidade (AZZAZY e
HIGHSMITH, 2002).

A apresentacao de peptideos em fagos apresenta a vantagem sobre outras
tecnologias pela facilidade de mapear grande nimero de clones simultaneamente.
Bibliotecas de cDNA, tal como as expressas em fagos lambda, séo limitadas pelo
namero de colbnias com o qual podem ser detectadas por hibridizacéo,
tipicamente na ordem de 10* colénias. Tecnologias baseadas em sintese quimica
(quimica combinatorial) apresentam um limite maximo de peptideos randémicos
que podem ser mapeados com 10° a 10* sequencias diferentes (NOREN e
NOREN, 2001).

Cada membro da biblioteca apresenta uma forma distinta, que determinara
a capacidade de interacdo deste com uma molécula alvo. Quanto maior for o
ndamero de formas representadas na biblioteca, mais facilmente sera encontrado
um ligante afim & molécula alvo (BRIGIDO e MARANHAO, 2002).

Bibliotecas de peptideos randémicos compreendem um vasto niamero de
peptideos de um dado tamanho (107-10°%), onde suas sequencias sdo geradas
aleatoriamente por uma variedade de residuos de aminoacidos (aa) em cada
posicdo. Os peptideos expressos, em forma linear ou conformacional rigida, sao
capazes de mimetizar estruturas conformacionais e epitopos continuos ou

descontinuos. A construgdo dessas bibliotecas é feita principalmente pela

23



insercdo de oligonuclotideos degenerados, sintetizados quimicamente, no gene
que codifica a proteina do capsideo (ROMANOV et al., 2001; AZZAZY e
HIGHSMITH, 2002; DYBWAD et al., 2003).

Essas bibliotecas podem ser adquiridas comercialmente o que garante
melhor a manutencdo da variabilidade. As bibliotecas de peptideos comerciais de
7 e 12-mer apresentam uma complexidade de 2 bilhdes de clones independentes,
que contém muitas se ndo todas as 1,28x10° possiveis sequéncias hepta-
peptidicas nas bibliotecas de 7-mer e C7C-mer e 4,1x10™ sequéncias possiveis
nas bibliotecas 12-mer (NEB, 2009).

O vetor M13KE, derivado do vetor de fagos m13mp19, possui uma rapida
propagacédo e nao necessita de selecéo por antibiotico ou super-infeccéo por fago
helper. Além disto, o gene lacZ presente neste vetor facilita a distincdo entre
colonias bacterianas, infectadas com fagos de bibliotecas, das col6nias nao
infectadas ou infectadas com fagos selvagens (Messing et al., 1977; Messing,
1983). O vetor M13KE permite a construcdo e propagacdo de bibliotecas de
Phage Display pelo uso de técnicas padronizadas para fagos M13. Para
pequenos insertos, a biblioteca pode ser amplificada repetidamente com pouca
perda de sequéncias e diversidade (BARBAS et al., 2001).

A particula de fago é formada por uma fita simples de DNA envolta por uma
capa protéica constituida por cinco proteinas - plll, pVI, pVII, pVIlll e pIX (figura 5
B). Destas cinco proteinas, existem aproximadamente 2800 copias da pVIlll e
cinco coépias da plll. Neste sistema, o gene codificador do peptideo ou proteina de
interesse é geralmente fusionado a um dos genes destas duas proteinas da capa
protéica do fago (PHIZICKY e FIELDS, 1995; BRIGIDO e MARANHAO, 2002).
Em uma extremidade da particula existem 5 cépias, (33 residuos de aminoacidos
da pVIl e 32 da pIX) de cada uma das proteinas hidrofébicas pVIl e plX. Estas
proteinas ndo sao bem conhecidas, porém estudos sugerem que uma interaja
com o DNA e a outra esteja exposta na superficie. A outra extremidade contém
aproximadamente 5 moléculas de 112 residuos de aminoacidos na pVI e 406
residuos na plll. Nao se sabe muito sobre a estrutura da pVI, porém sabe-se que
h& interacdo da mesma com a plil.

Assim, o peptideo é expresso na extremidade N-terminal da plll ou pVIII. A

plll esta relacionada com a infectividade do fago pela ligacdo ao pilus F da célula
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bacteriana hospedeira. Ela apresenta trés dominios (D1, D2 e D3) separados por
residuos de glicina. O dominio D1 contém 68 residuos de aminoacidos da
extremidade amino-terminal, sendo necessario durante a infeccdo por AB
translocacdo de DNA e insercdo de proteinas do capsideo dentro da membrana.
O dominio D2 estende-se do residuo 87 ao 217 e é responsavel pela ligacdo do
pilus F. Ambos os dominios contém moléculas de cisteina que formam pontes
dissulfeto dentro de cada dominio. Estudos cristalograficos estruturais dos
dominios D1 e D2 mostraram uma conformacdo semelhante a ferradura de cavalo
(LUBKOWSKI et al., 1998; HOLLIGER et al., 1999), ilustrado na figura 5C.

A extremidade carboxi-terminal da plll € constituida de 150 residuos de
aminoacidos formando o dominio D3 que fornece estabilidade a proteina e
interage com a pVI formando uma das extremidades da particula (BARBAS et al.,
2001). Devido a baixa representatividade da plll em relacdo a pVIIl as bibliotecas
de peptideos recombinantes fusionados na plll sdo mais indicadas para
descoberta de ligantes com alta afinidade, quando comparadas com as
bibliotecas com apresentacéo na pVIll (BRIGIDO e MARANHAO, 2002).

Em sistemas nos quais todas as plll ou pVIll sdo utilizadas, o tamanho da
proteina inserida no vetor € limitado, pois grandes proteinas interferem nas
funcBes das proteinas do capsideo, o que torna o fago pouco infectivo. Este
sistema Phage Display foi criado para a exposicao de bibliotecas de pequenos
peptideos, correspondendo no maximo 30 aminoacidos (PHIZICKY e FIELDS,
1995).

Esta biblioteca de peptideos é uma ferramenta poderosa para a
identificacdo de ligantes especificos de uma proteina alvo. O peptideo ou
pequena proteina expressos na superficie do fago possibilita a selecdo de
sequencias baseada na afinidade de ligacdo para uma molécula alvo (anticorpos,
peptideos, enzimas, receptores de superficie celular, etc.) por um processo de
selecdo in vitro denominado ciclo de selecdo ou Biopanning (SMITH, 1985;
PARMELY e SMITH, 1988).

A selecdo é realizada pela incubacdo da biblioteca de peptideos
apresentados em fagos contra o alvo, a molécula alvo é imobilizada, geralmente,
em uma placa de microtitulagdo (utiliza-se também, “beads”, resinas ou

membranas); entdo uma populagdo de fagos, em solugédo, é incubada com a
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molécula alvo. Os fagos, contendo peptideos recombinantes com afinidades pelo
alvo, sao capturados e permanecem ligados; ja os fagos nao ligados, ou seja, ndo
especificos, sé@o eliminados por sucessivas lavagens. O pool de fagos ligados ao
alvo é eluido e amplificado em Escherichia coli. Os fagos resultantes deste
processo séo titulados e submetidos a um novo ciclo, dado pela ligagao ao alvo,
eluicdo e amplificacdo, visando selecionar mais sequencias especificas para o
alvo. ApoOs trés a cinco repeticbes deste processo, clones individuais sao
submetidos a ensaios imunoldgicos e suas sequencias de DNA podem ser

obtidas por sequenciamento (BARBAS et al., 2001).

cloning site
A) 5- v

leader D1 D2 D3

Figura 5: Fago filamentoso. A) Composi¢do do gene lll, representando o sitio de ligagdo de
clonagem para introducdo do gene adicional; B) Particula viral representando as proteinas pllil,
pVI, pVII, pVIIl e pXl; C) Cristalografia dos dominios D1 e D2 da plll (Holliger e Williams, 1999), as

alfa-hélices mostradas em vermelho e as fitas B em cianico
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O processo de eluicdo dos fagos ligados a alvos protéicos imobilizados
compreende um ponto chave nos protocolos de selecdo. Algumas alteragbes
realizadas neste processo, durante o primeiro passo de selecédo por afinidade,
podem levar ao isolamento de clones com maior afinidade para a molécula alvo.
D’Mello e Howard (2001), por exemplo, testaram tampodes de eluicdo com pHs
decrescentes, enquanto Gaskin et al. (2001) usaram a solugdo de proteina alvo
como tampédo de eluicdo e Yu et al. (2003) utilizaram tampao de baixo pH e
proteina alvo para a eluicdo. Como resultado, todos obtiveram aumento na
selecdo de clones fortemente ligantes as respectivas proteinas.

Anticorpos protetores contra doencas infecciosas reconhecem peptideos
extraidos de bibliotecas recombinantes como seus epitopos. Estes peptideos sao
capazes de induzir a formacdo de anticorpos efetivos contra a doenca
(DEMANGEL et al.,, 2000; LUNDIN et al., 1996). Peptideos recombinantes
dispersos em fagos podem se ligar a receptores hormonais (CWIRLA et al.,
1997), proteinas (DENNIS et al., 2000) e componentes inorganicos (WHALEY et
al., 2000) e, assim, elucidar suas moléculas alvo.

A apresentacdo na superficie de fagos lambda pode ser eficaz para o
isolamento de clones de DNA codificando auto-antigenos identificados no fluido
sinovial ou soro de pacientes com artrite reumatdide ou com outras doencas
autoimunes (NIWA et al., 2004).

A tecnologia de Phage Display pode levar a producdo de uma enorme
gama de ligantes, incluindo anticorpos recombinantes e peptideos, com
especificidades pré-definidas. Além disso, tecnologias emergentes baseadas em
Phage Display podem beneficiar diagndésticos através da produgdo de moléculas
que seria inviavel obterem por métodos tradicionais. Foram expressos na
superficie viral anticorpos (BARBAS et al.,1992; LIU et al., 2004; RADER e
BARBAS, 1997), peptideos (NOREN e NOREN, 2001), enzimas (SOUMILLION,
1994), receptores de superficie celular (ROBERTSON, 1993), entre outras
estruturas. Além disso, apresenta grande impacto na imunologia, biologia celular,
desenvolvimento de medicamentos e outros farmacos (AZZAZY e HIGHSMTH,
2002; WILLATS, 2002).

27



3.2 Phage display in vivo

Phage display é utilizado também in vivo para identificar peptideos que se
ligam em alvos do tipo celular ou um orgdo especifico (PASQUALINI &
RUOSLAHT, 1996). Neste caso, a biblioteca de fagos € injetada por via
intravenosa, geralmente em roedores, e apds o periodo de incubacdo os 6rgaos
de interesse sdo removidos e os fagos ligados por afinidade sdo eluidos e
analisados (ARAP, 2005).

Embora essa abordagem venha sendo utilizada apenas em animais, Arap e
colaboradores (2002) utilizaram o Biopanning in vivo em humanos para o
mapeamento de receptores ligantes de vasos sanguineos de um paciente com
cancer.

Comparado com a abordagem in vivo, a tecnologia de Phage display in
vitro, € mais rapida e simples, pois ndo sdo necessarios construcao de modelos
em camundongos e screening contra a complicada vasculatura e muitos tipos de
tecidos normais (DU et al., 2006). No entanto, o Biopanning in vivo representa
uma recente tecnologia de alto potencial, com capacidade de identificar moléculas
de peptideos que se ligam de forma estavel e em condi¢cdes naturais em um
determinado destino (BARBAS et al., 2001).

Modelos murinos geralmente sdo excelentes ferramentas para utilizagéo de
biblioteca de fagos em segmentacdo vascular, uma vez que apresentam
vantagens, como custo relativamente baixo, pequeno tamanho, predisposicao a
inUmeras doencas, dentre outras (PASQUALINI et al., 2002).

Diante do exposto, o desenvolvimento de estratégias que direcionam a
investigacdo de novos biomarcadores pode levar a novos métodos para o
diagnéstico e tratamento da Artrite Reumatdide. A identificacdo de peptideos
ligantes a articulacfes inflamadas por meio da tecnologia de Phage display in vivo
podera ser potencialmente utilizada para o desenvolvimento de novas plataformas
para diagndstico precoce e estratégias terapéuticas apropriadas para as
populacées em risco, além de identificar marcadores seletivos, podendo ser Uteis
no direcionamento celular, com desenvolvimento de drogas em tecidos

selecionados por meio de suas sequéncias.
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CAPITULO Il

Selecao in vivo de peptideos ligantes a

articulacoes inflamadas e seu potencial

uso em diagnostico

O formato deste capitulo atende as exigéncias do periédico da ABNT (Associacado Brasileira

de Normas Técnicas).
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Resumo

A Artrite Reumatéide (AR) € uma doenca autoimune crbnica, caracterizadas por
inflamacé&o persistente das articulacbes, sendo os sinais tipicos desta inflamacéo
a dor, inchaco e limitacdo dos movimentos. O termo Artrite se d4 a uma
inflamacédo da articulacdo, de causa pouco conhecida, podendo acometer
diferentes articulacdes. O diagndstico da AR depende da associacdo de uma
série de sintomas e sinais clinicos, achados laboratoriais e radiograficos. Desta
forma, trabalhos que s&o direcionados a investigar novos biomarcadores tornam-
se de grande importancia para o diagnéstico da AR. O objetivo deste estudo foi
selecionar e identificar por meio da metodologia de Phage Display in vivo,
peptideos ligantes a regides inflamadas de camundongos DBA/1 sintomatizados
com alta inflamacdo induzida por coldgeno tipo Il. Para inducdo da artrite,
camundongos de linhagem isogénica DBA/1J foram imunizados com 100ug de
colageno tipo Il emulsificado com adjuvante de Freund completo. Para selecéo de
peptideos ligantes a regides inflamadas foi realizado um bioppaning in vivo
utilizando uma biblioteca de peptideos Ph.D.-C7C expressa na superficie do fago
filamentoso M13 por trés ciclos de sele¢do, sendo a ultima realizada com
subtracdo dos inespecificos utilizando articulacdes sadias. O DNA dos clones
selecionados foi sequenciado, traduzido e os diversos clones foram submetidos
aos ensaios de Imunohistoquimica. Dentre os 144 clones sequénciados, 115
apresentaram sequéncias validas, dos quais foram identificadas 20 sequéncias
diferentes. As analises de bioinforméatica demonstraram que ndo ha consenso
entre a maioria dos peptideos selecionados. O ensaio de Imunohistoquimica
permitiu a pré-validacdo de dois clones com potencial biomarcador para o

imunodiagnostico da Artrite Reumatoide.

Palavras-chave: Artrite Reumatoide, Phage display in vivo, imunodiagndéstico

42



Abstract

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic autoimmune disease characterized by joints
persistent inflammation. Pain, swelling and limitation of movement are the typical
signs of this inflammation. Arthritis is the name given to a joint inflammation, with a
barely known root, and may affect different joints. The diagnosis of RA depends on
the association of a number of symptoms and clinical signs, laboratory and
radiographic examinations. Thus, studies directed to investigate new biomarkers
become of great importance for the diagnosis of RA. The aim of this study was to
select and identify the methodology by Phage Display in vivo binder peptides to
inflamed regions of mice DBA / 1J with high inflammation induced by collagen type
[I. For induction of arthritis, mice of isogenic DBA/1J were immunized with 100ug
of type Il collagen emulsified with complete Freund's adjuvant. For the selection of
binder peptides to the inflamed regions was performed an in vivo bioppaning using
a peptide library Ph.D.-C7C expressed on the surface of filamentous phage M13
for three cycles of selection, the last one being performed with subtraction of
nonspecific using healthy joints. The DNA of selected clones was sequenced,
translated and several clones were subjected to the tests Immunohistochemistry.
Among the 144 clones sequenced, 115 had valid sequences. Among the last ones
were identified 20 different sequences. The bioinformatics analysis demonstrated
that there is no consensus among the majority of selected peptides. The test
Immunohistochemistry allowed the pre-validation of two clones with a potential
biomarker for Immunodiagnosis of Rheumatoid Arthritis.

Key words: Rheumatoid Arthritis, Phage display in vivo, Immunodiagnostic
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INTRODUCAO

A primeira descricdo da artrite reumatoide foi em 1800 pelo médico francés
Dr. Augustin Jacob Landré-Beauvais, baseado no Hospital Salpétriere, em Paris.
O termo "artrite reumatdide” (AR) foi cunhado posteriormente em 1859 pelo
reumatologista britanico Dr. Alfred Baring Garrod (LANDRE-BEAUVAIS, 2001).

Artrite  reumatoide, também usualmente conhecida como artrite
anquilosante, artrite degenerativa, poliartrite crénica evolutiva ou artrite infecciosa
cronica é uma doenca autoimune sistémica crbnica, que se caracteriza pela
inflamacé&o das articulagdes, como indica o termo artrite (ite = inflamacgéo, art =
articulagéo). Esta doenca pode acarretar incapacidade funcional dos pacientes
acometidos, além de danificar as articulacdes, apresentando manifestacdes como
rigidez matinal por, no minimo, uma hora, fadiga, limitacdo dos movimentos e
perda de peso (BERTOLO et al., 2009).

A AR é uma doenca autoimune de etiologia desconhecida, afetando
mulheres trés vezes mais do que homens e aumenta sua prevaléncia com a idade
(LIPSKI, 1998). Em geral, a AR acomete grandes e pequenas articulacbes em
associagdo com manifestacdes sistémicas como: rigidez matinal, fadiga e perda
de peso. Quando envolve outros 6rgaos, a morbidade e a gravidade da doenca
sdo maiores, podendo diminuir a expectativa de vida em cinco a dez anos. Com a
progressdo da doenca, os pacientes com AR desenvolvem incapacidade para
realizacdo de suas atividades s tanto de vida diaria como profissional, com
impacto econdmico significativo para o paciente e para a sociedade (ACR, 2002).

O diagnéstico depende da associacdo de uma série de sintomas e sinais
clinicos, achados laboratoriais e radiograficos (ARNETT et. al., 1988).

Nesse sentido, a busca por novos biomarcadores pode levar a novos
métodos para o diagnostico e tratamento da AR. A biblioteca combinatoria de
peptideos de Phage display, emergiu como um recurso de triagem para a
identificacdo de peptideos ligantes em molécula alvo. Essa tecnologia tem sido
aplicada em varios estudos, tais como interacdes de proteina ligante; maturacao
de afinidade de peptideos ligantes isolados previamente; mapeamento de

epitopos ligantes em sitios e identificacdo de especificidade de enzima substrato.
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Além disso, apresenta grande impacto na imunologia, biologia celular,
desenvolvimento de medicamentos e outros farmacos (AZZAZY e HIGHSMTH,
2002; OHKUBO et. al., 2001; WILLATS, 2002).

Essa metodologia consiste no principio de que polipeptideos podem ser
expressos na superficie de bacteriéfagos filamentosos pela insercdo de um
segmento de DNA codificante no genoma dos mesmos, de modo que a proteina
ou o peptideo expresso fique exposto na superficie da particula viral fusionado a
uma proteina endégena, plll ou pVIll (BARBAS et al., 2001).

Com a técnica de Phage Display, torna-se possivel a selecdo de
biomarcadores especificos para auxiliar no diagnostico e no tratamento
individualizado de pacientes acometidos por véarias doencas. E muito provavel que
a analise do complexo conteudo protéico de tecidos e diferentes fluidos biolégicos
tenha, no futuro, um impacto significativo na avaliagéo e no diagnéstico de muitas
patologias.

Os resultados esperados e observados nos testes in vitro nem sempre
correspondem aqueles empregados in vivo, por isso torna-se fundamental realizar
0s experimentos em animais. O uso do modelo murino nesse trabalho se justifica
devido a necessidade de um modelo vivo que se assemelha ao observado em
humanos, j4 que a linhagem DBA/1J é geneticamente modificada para portar

predisposicao para desenvolver artrite apds estimulacéo por colageno tipo Il.
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OBJETIVOS

Induzir a Artrite em camundongos DBA/1J com Colageno tipo II;

Identificar peptideos ligantes a regides vasculares inflamadas em modelo

murino de artrite reumatodide, por meio da técnica de Phage Display in vivo;

Caracterizacdo in silico das sequéncias dos peptideos isolados por

bioinformatica;

Validacéo por imuno-histoquimicas dos clones selecionados;

Avaliagcdo do potencial dos clones selecionados para padronizacdo de

novas plataformas diagnésticas da doenca.
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CASUISTICA E METODQOS

1. Aspectos éticos

Este projeto foi aprovado pelo Comite de Etica na utilizagdo de animais
(CEUA), sendo o namero de seu registro 020/12, e desenvolvido no laboratoério de
Nanobioecnologia e da Universidade Federal de Uberlandia no periodo de 2011 —
2012.

2. Modelos murinos de artrite reumatéide
Foram utilizados camundongos isogénicos machos (Mus musculus) da
linhagem DBA/1, obtidos pela reproducdo de matrizes mantidas no CEBEA

(Centro de Experimentacdo Animal) — UFU.

3. Local derealizacao

Todos os experimentos relacionados ao manuseio de camundongos foram
realizados no Biotério do Laboratério de Experimentacdo Animal da Universidade
Federal de Uberlandia (LEA — UFU). Todos os procedimentos experimentais
envolvendo andlise da selecdo, caracterizacdo dos biomarcadores foram
realizados no Laboratério de Nanobiotecnologia do Instituto de Genética e

Bioquimica da Universidade Federal de Uberlandia.

4. Delineamento e método experimental

4.1 Inducgéo da artrite

Um grupo de nove animais com 12 semanas de vida (BARBAS et al., 1992)
foi imunizado com 62,5 uL contendo 100ug de Colageno bovino tipo Il (BD
Biosciences) homogeneizado com adjuvante de Freund completo - CFA (Sigma
Chemical Co) na propor¢cdo 1:1, utilizado como imunopotenciador, com
micobactérias para emulsdo da solugcdo, sendo injetada na base da cauda e

entdo mantidos sob observacao diaria, em gaiolas forradas com maravalha, racéo
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e agua ad libitum, em ambiente monitorado com ciclo de luz de 12 horas e
temperatura ambiente de 25°C. Os animais ndo foram submetidos a situac¢des de
estresse ou dor, sendo somente observado o curso natural de manifestacdo da
artrite.

Outro grupo com apenas trés animais foi utilizado como controle negativo,

recebendo na imunizag&o apenas PBS (1x) com CFA.

4.2 Mensuracao do edema

Apés determinado periodo da imunizacdo, de aproximadamente 2-3
meses, 0s animais do grupo positivo e negativo tiveram o edema formado medido
pelo uso de um paquimetro e andlise visual da inflamacédo, conforme BRAND et

al. (2007), no protocolo de inducéo de Artrite por colageno, como mostra tabela 1.

Tabela 1: Escore para analise subjetiva de gravidade da inflamacéo.

Sistema de Score para avaliagdo subjetiva de gravidade da artrite

gsl'(;(\)/zgsge Grau da inflamacéo
0 Sem evidencia de eritema ou edema
1 Eritema e suave edema confinado no tarso ou articulacéo do joelho
2 Eritema e suave edema estendendo do joelho ao tarso
3 Eritema e moderado edema estendendo do joelho para articulacdo do metatarso
4 Eritema e grave edema abrangendo o joelho, patas e digitais, ou anquilose dos membros

4.3 Biopanning in vivo

Para selecionar biomarcadores especificos para a artrite reumatoide, foi
escolhida a biblioteca de peptideos randémicos fusionados em fagos (Ph.D.c7c,
NEW ENGLAND BioLabs®Inc.). A biblioteca é composta de 7 aminoacidos
randémicos e mais dois residuos de cisteina nas extremidades, que se encontram
entre duas curtas sequéncias espacadoras Gly-Gly-Gly fusionada a regido N-
terminal da Proteina Il de bacteri6fagos filamentosos M13. Todas as cinco copias
da Proteina Ill dos fagos contém peptideos amino-terminais. Para realizacdo do
panning, os animais utilizados para cada ciclo apresentavam caracteristicas

evidentes de inflamacdo, como edema e vermelhiddo. Foram realizados trés
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ciclos de selegdo, utilizando articulagbes saudaveis dianteira e traseiras para
subtracdo dos inespecificos no ultimo ciclo.

Nos trés ciclos de selecdo realizados, foi utilizado um animal por ciclo,
totalizando trés animais para a selecdo de peptideos ligantes a articulacéo
inflamada. Para o primeiro ciclo de selegao, foram adicionados 10 uL contendo
1x10"* da biblioteca, diluida em 10 uL PBS 1x, e injetado em um camundongo
com uma ou mais articulacdo inflamada. Para a migracdo dos fagos até a
articulacéo inflamada do camundongo, foram aguardados intervalos de 40 min.
Apés este tempo, foi feito um aprofundamento da anestesia com 20uL de Xylasina
2% e 10uL de Ketamina 10% com administracao intraperitoneal (TELMO et al.,
2004) e posterior retirado a(s) articulacao(des) acometidas pela doenca. Os pelos
e peles foram removidos, de modo que a sua articulacdo ficasse mais exposta e
livre de contaminantes. Este material foi macerado no nitrogénio liquido e
transferido para um microtubo estéril, onde os fagos ligantes foram desligados por
eluicdo acida com 1000uL de glicina (0,1M; pH 2,2) e agitada por 10 min a 25°C.
Posteriormente foi submetido a centrifugacdo de 2000 rpm, a 4°C por 5 min e o
sobrenadante foi transferido para novo microtubo. O sobrenadante foi
neutralizado com 150uL de Tris-HCI (1M; ph 9,1) e armazenado a 42C. O segundo

ciclo ocorreu conforme o anterior (figura 1).
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Figura 1: Estratégia do primeiro e segundo rounds.
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Trés ciclos foram suficientes para selecionar fagos ligantes aos tecidos
especificos, sendo o ultimo ciclo diferenciado pela etapa de subtracdo dos fagos
inespecificos em tecidos sadios, em gelo a fim de evitar fagocitose, por trinta

minutos cada par de patas, com esporadicas suaves agitacoes (figura 2).

Animal Sadio

1,0x 10" hy {}n{} )

fagos eluidos
do 2° md
diluidos em
PBS1x
Sobrenadante
injetado na

veia caudal do
animal doente

Articulacdes Articulactes
dianteiras traseiras

Articulaces dissecadas e imersas em solucdo com fagos eluidos, incubadas em gelo
por 30 min cada, com suaves agitacdes intervaladas para subtracdo dos inespecificos.

Figura 2: Estratégia do terceiro round.

4.4 Titulacao

A titulagdo é um procedimento utilizado para determinar a quantidade de
particulas virais durante a entrada e saida em cada ciclo do “Biopanning” para o
acompanhamento e avaliacdo do grau de enriquecimento dos fagos reativos ao
alvo desejado.

Para titulacdo, 10uL do eluato de fagos ndo amplificados e 1uL do eluato
amplificado foram recolhidos. A quantidade de entrada das particulas virais
durante os ciclos do biopanning foi constante de 1x10'. A solucdo de fagos foi
submetida a diluicbes seriadas de dez vezes em meio LB. Para eluatos néo

amplificados foram utilizadas as diluicées de 10' até 10*, sendo utilizado para
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solucdes com fagos amplificados a faixa de diluicdo de 10° a 10'*. Para cada
diluicdo foi acrescentado 200uL da cultura de ER2738 na fase mid-log (OD600 ~
0,5). Esta mistura foi brevemente agitada e incubada por 5 minutos a temperatura
ambiente (BARBAS et al., 1992). As bactérias, ja infectadas, foram transferidas
para tubos de cultura contendo 3mL de agarose Top (0,06 LB; 0,003g
MgCI2.6H20; 0,021g agarose) a 55°C e espalhadas sobre uma placa de Petri
contendo meio LB sélido, com IPTG/Xgal e tetraciclina.

Para cada diluicdo foi confeccionada uma placa. Entdo, as placa foram
incubadas a 37°C durante um periodo de 16 horas. ApOs este periodo, as
colonias azuis das placas foram contadas.

Cada numero das col6nias obtidas foi multiplicado pelo fator de diluicdo de
cada placa para se obter o titulo dos fagos. Os procedimentos do primeiro round
foi repetido por mais dois rounds, a fim de tornar mais especifica a selecdo dos

motivos.

4.5 Amplificacéo e Purificacdo dos fagos

Para a amplificacdo do eluato remanescente, uma colbnia isolada de
Escherichia coli (linhagem ER2738) foi previamente crescida em meio LB (0,29
LB + 20mL de agua destilada e posterior esterilizacdo) com tetraciclina, sob
agitacdo a 37°C até a fase early-log (OD 600 ~ 0,3). O eluato foi adicionado e
incubado a 37°C por 5 horas sob agitacdo de 300rpm. A cultura amplificada foi
submetida a centrifugacdo de 10000 rpm por 10 min a 4°C e recentrifugada para
total separacdo das bactérias. Logo apés, 80% do sobrenadante foi transferido
para um tubo esterilizado onde foi adicionado 1/6 do volume de PEG/NaCl (20%
de Polietilenoglicol 8000 e 2,5 M de NaCl — solucao estéril), sendo incubada por
16 horas a 4°C. Decorrida a sedimentacdo, a solucdo foi centrifugada a 10000
rpm por 15 min a 4°C, o sobrenadante foi descartado e a centrifugagéo
novamente realizada, para remogédo de sobrenadante residual. O sedimento foi
suspendido em 1mL de PBS 1x e precipitado novamente com 1/6 do volume de
PEG/NaCl incubado em gelo por 1 hora. Assim, a solucdo foi centrifugada a
14000 rpm por 10 min a 4°C, descartado o sobrenadante e a centrifugacao

novamente realizada. O sedimento foi ressuspendido em 200uL PBS 1x, obtendo-
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se entdo o eluato amplificado e purificado, que foi posteriormente titulado e
armazenado a 4°C.

4.6 Extracdo do DNA dos fagos selecionados

As colbnias obtidas nas placas tituladas do 3° ciclo de selecdo que
apresentam coloracdo azul, confirmando a quebra do substrato X-gal e a
expressao do gene da B-galactosidase pelo fago, foram novamente amplificadas
separadamente em pocos de uma placa de cultura (do tipo deep well) contendo
1,2mL de cultura de E. coli ER2738 em fase early-log (OD600 ~ 0,3) para a
extracdo do DNA dos fagos. A placa foi, entdo, vedada com um adesivo perfurado
e incubada a 37°C por 24 horas, sob agitacdo de 250 rpm. Para isolar os fagos
das bactérias, as placas foram centrifugadas a 3700 rpm a 20°C, durante 40 min.
Entdo, 800uL do sobrenadante foram transferidos para outra placa e incubados,
por 15 min a 25°C, com 200uL de PEG/NaCl. Apos o periodo de incubagéo, a
placa foi centrifugada a 3700 rpm, a 20°C, durante 40 min para precipitacdo dos
fagos. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e 100uL de Tampao iodeto
(10mM de Tris-HCI pH 8,0, 1ImM de EDTA e 4M de Nal) foram acrescidos aos
fagos precipitados. As placas foram agitadas vigorosamente por 40 segundos e
250uL de etanol absoluto foi acrescentado. Apds uma incubacédo de 10 min em
temperatura ambiente, as placas foram centrifugadas a 3700 rpm a 20°C por 40
min e o sobrenadante descartado. O DNA dos fagos foi lavado com 500uL de
etanol a 70% e incubado por 10 min em & 25°C, e recentrifugado nas mesmas
condicdes anteriores. Finalmente, o DNA precipitado remanescente foi diluido em
20ul de agua Milli-Q e armazenado a 4°C. A qualidade do DNA fita simples foi
verificada pelo processo eletroforético em gel de agarose 0,8% corado com

solucdo de brometo de etideo.

4.7 Sequenciamento de DNA do fago

Na reacao de sequenciamento, foram utilizados 400ng de DNA molde,
5pmol do primer Glll (5-OH CCC TCA TAG TTA GCG TAA CG-3’ - Biolabs) e
Premix (DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Kit. — Amersham Biosciences). A
reacao de 35 ciclos foi realizada em um Termociclador de placas (MasterCycler-

Eppendorf) nas seguintes condi¢des: Desnaturacdo a 95°C por 20 segundos;
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anelamento do primer a 50°C por 15 segundos e extensao a 60°C por 60
segundos. A precipitacdo do DNA amplificado foi feito com 1uL de Acetato de
Ambnio e 27,5uL Etanol Absoluto. Posteriormente, a placa foi centrifugada por 45
min a 3700 rpm a 4°C e o sobrenadante descartado. Adicionou-se 150uL de
Etanol 70% ao DNA precipitado e centrifugou-se por 15 min a 3700 rpm. A
solugcédo de Etanol foi descartada, a placa permaneceu invertida sobre um papel
toalha e nesta posicdo foi pulsada a 800 rpm durante um segundo. A placa foi
coberta por papel aluminio e permaneceu em repouso durante 10 min a fim de
secar totalmente, evaporando o etanol remanescente. Os precipitados resultantes
foram ressuspendidos em 10ul do tamp&o de diluicAo (DYEnamic ET Dye
Terminator Cycle Kit. — Amersham Biosciences). A leitura do sequenciamento foi
realizada no sequenciador automatico MegaBace 1000 (Amersham Biosciences)

no Laboratorio de Nanobiotecnologia da Univeridade Federal de Uberlandia.

4.8 Analises dos dados por bioinforméatica

As sequéncias de DNA obtidas apdés o sequenciamento foram analisadas
utilizando-se programas de bioinformatica disponiveis on-line.

Para a obtencdo das sequéncias complementares invertidas de DNA
utilizou-se 0 programa Sequence Manipulation Suite
(http://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html).

As sequéncias de aminoacidos (aa) foram deduzidas utilizando o programa
ExPAsy translate (http://ca.expasy.org/tools/dna.html). O alinhamento dos
peptideos selecionados foi gerado utilizando o programa CLUSTAL W2

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html/).

4.9 Analises da distribuicdo dos fagos in vitro por imunohistoquimica
Para a validacdo de peptideos ligantes como carreadores de particulas,
foram utilizados tecidos de dois animais com artrite para cada peptideo
encontrado, juntamente com tecidos de outros dois animais sadios utilizados para
0 grupo controle. Os animais selecionados para 0 grupo positivo tinham 4-5

meses de idade e apresentavam caracteristicas evidentes de inflamagéao.
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4.9.1 Fixagéo e descalcificagéo
As articulagbes sadias e inflamadas foram fixadas em formol tamponado
pH 7,0 (10% formaldeido + 90% PBS 1x) por 48h em temperatura ambiente, e em
seguida os fragmentos foram descalcificadas em EDTA 14% (390mM em PBS1x)
por 15 dias em temperatura ambiente sob agitagédo, posteriormente lavados em
agua mili-Q e incubados em etanol 70%.

4.9.2 Silanizacéao, incluséo e cortes histoldgicos

As articulagcdes do joelho/pata dos animais tratados e controle foram
dissecadas, emblocadas, laminadas e analisadas por imunohistoquimica.

A silanizacdo da lamina permite maior fixacdo do tecido a mesma, assim
todas as laminas foram mergulhadas em agua corrente contendo 0,5% de
detergente neutro por trinta min, e posteriormente as mesmas foram lavadas em
agua corrente por 1h. Em seguida, as laminas foram imersas em solucdo de acido
cloridrio (HCI) 2N por cinco min, seguida de imersdao por um min em agua mili-Q,
cinco min em solucdo HCI 1% (diluida em etanol 70%) e lavada em &agua
destilada, sendo submetida a secagem em estufa 70°C por 16h. Novas imersdes
foram realizadas, em Acetona por dois min, Silano 4% (3-
Aminopropyltryethoxysilane 99%, ACROS ORGANICS) diluido em Acetona, por
dois min e novamente Acetona com breve imersédo, secando a 45°C por 16h.

Para inclusdo da parafina, os fragmentos teciduais incubados em etanol
70% foram dispostos em cassetes individuais e imersos em novo etanol 70% por
16h. Posteriormente, os cassetes foram incubados em etanol 85% por trinta min,
etanol 95% por trinta min, trés incubacfes em etanol absoluto com trinta min
cada. Em seguida os cassetes foram transferidos para Xilol I, 1l e 1l por trinta min
cada, e enfim incubados em parafina I, Il e Ill @ 70°C por trinta min cada.
Terminado a bateria, os tecidos foram retirados dos cassetes e emblocados em
blocos de parafina quente por 16h a 25°C.

Os fragmentos incluidos em parafina foram cortados seriadamente
utilizando micrétomo, obtendo sec¢des de 5 um de espessura para confeccéo das
laminas. Cada lamina foi montada com dois tecidos semelhantes, sendo feito
varias laminas com cortes seriados dos mesmos animais, a fim de utiliza-las para

os diferentes clones selecionados.

54



4.9.3 Desparafinizagdo e imuno-histoquimica

Foram utilizadas laminas com cortes seriados dos mesmos animais (dois
de cada grupo, doente e sadio) para cada clone selecionado.

Os cortes foram desparafinizados em trés banho de xilol a 25°C e, a sequir,
foram hidratados em banhos subsequentes de alcool etilico nas concentracdes
constantes e decrescentes de 100%, 100%, 100%, 95%, 85%, 70% e lavadas
duas vezes por trés min em PBS 1x. A atividade da peroxidase endogena foi
bloqueada com incubacao de 1mL de agua oxigenada 10% por lamina em camara
Uumida, com duracéo de trinta min, seguidas de duas lavagens em PBS 1x.

Para a recuperagédo antigénica, as laminas foram imersas em tampéo
citrato de sédio (10mM, pH 6,0) por sete min a 25°C. Apos esfriarem, lavou-se
duas vezes por trés min em PBS 1x, e bloqueou-se com leite em pdé 3% (Molico
desnatado com calcio) diluido em PBS 1x. Depois retirou-se o excesso do leite e
lavou-se duas vezes por trés min em PBS 1x.

ApOs esta etapa, os cortes foram incubados em camara Umida com 0s
clones selecionados, com fago selvagem (6 x 10! pfu/tecido) e com PBS 1x
diluidos em tampdo de bloqueio. Incubou-se por trinta min a 37°C e
posteriormente as laminas foram incubadas a 4°C por 16 horas. Depois da
incubacéo, as laminas foram passadas por duas lavagens em PBS 1x de trés min
cada.

As laminas foram entdo incubadas por uma hora a 37°C com anti-M13
marcado com HRP (peroxidase) 1:650 (Sigma), e apds esse procedimento, foram
lavadas por duas vezes de trés min cada em PBS 1x e a revelagéo foi feita com
DAB liquido (3-3° — diaminobenzidine tetrahydrochloride, Dako cédigo K3468)
durante um periodo maximo de cinco min em temperatura ambiente.

Depois as laminas foram contra coradas com hematoxilina de Harris
durante 3 segundos e lavadas em agua corrente por dez min. Os cortes foram
desidratados em dez imersdes instantaneas de alcool etilico nas concentragdes
crescentes e constantes de 70%, 85%, 95%, 100%, 100% e 100% cada e
diafanizadas em trés banhos de xilol por dez min, sendo posteriormente montadas
com laminulas e resina Entellan (Merck 1079610100). A observacao e analise foi

feita por meio de microscopio optico.
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Para atestar a positividade da reacdo imuno-histoquimica, foram usados
controles negativos dos mesmos blocos com a auséncia do fago; e outro controle
negativo usado foi o fago selvagem M13, que ndo apresenta na PIllIl nenhum

peptideo.
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RESULTADOS

1. Inducéo da artrite

A inducéo da inflamacdo em camundongos machos DBA/1J com colageno
bovino tipo Il se mostrou eficiente e satisfatoriamente sendo que 80% dos animais
apresentaram algum sinal clinico de artrite. Os animais apresentaram diferentes
caracteristicas clinicas, tais como pata normal; um dedo da pata inflamado e
edemaciado; mais de um dedo inflamado e edemaciado, embora ndo toda pata,
ou edema moderado da pata toda; pata toda inflamada e edemaciada; pata muito
inflamada e edemaciada. A figura 3 demonstra um animal com caracteristica
inflamatéria, marcada pelo inchaco da articulagdo atingida. A figura 4 demonstra
articulacbes sadia e inflamada, respectivamente, antes de serem dissecadas e

submetidas a eluicdo e imuno-histoquimica.

Figura 3: Camundongo DBA/1J apresentando edema na articulacdo traseira direita, como aponta

a seta.
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Figura 4: Articulagdo edemaciada e sadia respectivamente, antes de serem dissecadas e
submetidas a andlise.

2. Mensuracédo do Edema

Os animais que demonstraram eficiéncia de 80% do colageno tipo Il para
inducdo de artrite, ou seja, aqueles que apresentaram caracteristicas de
inflamacé&o dentro do grupo imunizado, tiveram as suas articulacbes mensuradas

e visualmente avaliadas como mostra a tabela 2.

Tabela 2: Escore dos dois grupos imunizados. |: imunizados com Colageno tipo Il e CFA. C:
Controle com PBS1x e CFA.

Animal Escore

I-1
-2
-3
I-4
I-5
I-6
I-7
-8
-9
C-1
C-2
C-3

O OO OO MNWW W W™ BN
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3. Selecao dos peptideos ligantes a regides inflamadas

3.1 Biopanning e titulacdes

A estratégia de selecdo dos ligantes as articulacdes inflamadas de
camundongos machos DBA/1J utilizou-se de dois passos subtrativos realizados
no ultimo ciclo, de articulagbes normais dianteiras e traseiras de um camundongo
sadio. A eficiéncia do biopanning pode ser observada com o enriquecimento das
titulacdes dos ciclos (figura 5).

As titulacBes foram satisfatorias nos trés ciclos de selecdo de peptideos,
visto que as coldnias apresentaram coloracdo azulada, devido a quebra do
substrato X-Gal e a expressédo do gene da B-Galactosidase dos fagos pelas
bactérias ER2738 como consequéncia do processo de infeccdo das bactérias
pelos bacteri6fagos e a incorporacdo do DNA destes ao genoma bacteriano.
Outra demonstracao de que as titulac6es foram eficazes foi o aumento do nimero
de colbnias de bactérias infectadas pelos fagos de um ciclo a outro, indicando o

enriquecimento dos clones de peptideos especificos selecionados.

Figura 5: Titulacdo dos fagos. As colbnias azuis representam a infeccdo das bactérias E. coli
(ER2738) com os fagos M13 carregando o gene da B-Galactosidase. A figura mostra a titulagcéo
dos fagos amplificados e ndo amplificados obtidos no primeiro ciclo de sele¢cdo do biopanning in
vivo, sendo 0 mesmo procedimento para os demais rounds. A e B representam os fagos
amplificados nos titulos 10° e 10°, bem como E e F referente a 10'° e 10™, enquanto C, D, G e H

representam os fagos nao amplificados nos titulos 10*, 10% 10°% e 10%, respectivamente.
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Os resultados obtidos nos titulos de entrada e saida (fagos amplificados e
nao amplificados) sdo mostrados na tabela 3, que demonstra o enriquecimento
dos clones a favor do alvo durante os ciclos de sele¢éo. Os titulos de entrada dos
fagos no biopanning foram sempre maiores que os titulos de saida, pois os fagos
com maior afinidade a receptores de regifes inflamadas ficam ligadas através da
interacdo proteina/proteina, enquanto o restante dos fagos com baixa ou
nenhuma afinidade sdo removidos durante as lavagens. Nas amplificac6es ocorre

o inverso, indicando a eficiéncia do processo.

Tabela 3: Selecao dos fagos com peptideos ligantes a articulagcdes inflamadas. Titulo obtido (pfu)

no processo de sele¢céo dos fagos.

NUmero de Particulas de Fagos

Ciclos
Entrada Saida
: « Biblioteca 1 2
0
1° Ciclo de Selecéo original 1x10 8x10

Pool de Fagos

20 Ciclo de Selecdo  obtidos no 1° 1x10™ 1x10°
Ciclo

Pool de Fagos

3° Ciclo de Selecdo  obtidos no 2° 1x10* 2x10*

Ciclo

Nota-se que no terceiro ciclo de selecdo houve um enriquecimento de
fagos, levando-se em conta a estratégia de sele¢cdo com duas etapas a mais,
aumentando assim, a especificidade. Esse enriquecimento claramente observado

comprova a eficiéncia da estratégia aplicada para a selecéo.
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4. Extracdo do DNA dos fagos selecionados

Apos o crescimento individual de 144 coldnias isoladas, foi feita a extracdo
do DNA de todos os clones para posterior sequenciamento. Para a analise da
qualidade e quantificacdo do DNA em gel de agarose de 0,8%, foram escolhidos
randomicamente amostras de DNA de 12 clones. O gel foi corado com brometo
de etideo (figura 6). Este procedimento demonstrou que a extracdo do DNA foi
eficiente, e com quantidade suficiente para a realizacdo da reacdo de

sequenciamento.

Figura 6: Gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo. M: DNA do fago M13 padréo

400ng (GE); 1-12: amostras aleatorias do DNA dos clones selecionados no Biopanning in vivo.

5. Sequenciamento de DNA e Bioinformatica

Apbs a confirmacgéo da qualidade do DNA, foi realizado o sequenciamento
de 144 clones. Os cromatogramas gerados pelo sequenciador foram analisados
pelo programa Phred basecalling para analise da qualidade do sequenciamento
(figura 7). Dentre os 144 clones sequenciados, 115 apresentaram sequéncias
vélidas, das quais foram identificadas 20 sequéncias diferentes, sendo uma
sequencia ocorrendo repetidas vezes. Ja a tabela 4 representa a frequéncia de
aminoacidos de todos os peptideos validos sequenciados, bem como a frequéncia
dos mesmos. Os clones selecionados foram identificados como PBIT (Peptide

Binder to Inflamed Tissues).
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Figura 7: Escore do sequenciamento, mostrando a eficiéncia dos nucleotideos sequenciados,

bem como porcentagem do DNA confiavelmente lidos. As sequencias em verde significa que

foram sequenciadas mais de 500 pares de bases (PB); em amarelo entre 101 e 500 pb.

Tabela 4: Frequéncia de aminoacidos de todos os peptideos sequenciados.

ID Sequencia de aa Frequéncia
PBIT-1 PPSNHLL 96/115
PBIT -2 STHPSSQ 1/115
PBIT -3 SSQARVP 1/115
PBIT -4 ISARSPV 1/115
PBIT -5 SSARGAS 1/115
PBIT -6 FPPAFPA 1/115
PBIT -7 NLSSSWI 1/115
PBIT -8 PLPHQPW 1/115
PBIT -9 DIHRHVQ 1/115
PBIT -10 FPFGKPS 1/115
PBIT -11 PWSSMHL 1/115
PBIT -12 SPPSSSW 1/115
PBIT -13 LSPFPGT 1/115
PBIT -14 PASSRAL 1/115
PBIT -15 LPGHGGS 1/115
PBIT -16 PHFPFSP 1/115
PBIT -17 SHSYFAF 1/115
PBIT -18 VSASLNA 1/115
PBIT -19 SQLGRMA 1/115
PBIT -20 LPGSASS 1/115
Total Sequéncias validas 115
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O programa CLUSTAL W, verséo 2.0.12, foi utilizado para realizar multiplos
alinhamentos com o intuito de identificar regides conservadas ou motivo comum
entre os peptideos selecionados (tabela 5). Nao foi possivel gerar uma regiao
consenso entre todos os peptideos selecionados pela metodologia de Phage
Display, entretanto, podemos observar que alguns peptideos possuem
caracteristicas iguais entre si, que é evidenciado na tabela abaixo, pela
representacdo das cores dos aminoacidos. Desta forma, aminoacidos com cores

iguais possuem uma caracteristica bioquimica semelhante.

Tabela 5 - Alinhamento de todos os peptideos selecionados no biopanning por Clustal W. Os
aminoacidos representados pelas mesmas cores possuem as mesmas caracteristicas. Sendo

vermelho considerados hidrofébicos, azul acidos, magenta basico, verde Hydroxila.

Clones Selecionados Peptideos Alinhados
PBIT-11 —-PWSSMHL-
PBIT-14 ---PASSRAL-
PBIT-1 —-PPSNHLL-
PBIT-6 —FP-PAFPA-
PBIT-10 --FP-FGKPS-
PBIT-16 PHFP-FS-P--
PBIT-8 P-LP-HQ-PW-
PBIT-15 —LP-GHGGS-
PBIT-20 ~LP-GSASS-
PBIT-7 N-LS-SSWI--
PBIT-12 SPPS-SSW---
PBIT-17 —-S-HSYFAF
PBIT-18 ~-VS-ASLNA-
PBIT-3 —SSQAR-VP-
PBIT-5 --SS-ARGAS-
PBIT-4 --I1S-AR-SPV
PBIT-2 -ST-HPSSQ-
PBIT-13 ~LS—PFPGT
PBIT-9 —-DIHRHVQ-
PBIT-19 ~SQLGRMA--
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6. Validagcdo por Imuno-histoquimica dos mimetopos selecionados
no biopanning in vivo.

A leitura dos resultados foi realizada em microscépio éptico de luz (Leica,

DM500) com captura de imagem (Leica, ICC50), em aumento de 40, sendo

examinados todos os campos de todos os fragmentos de tecido. Foram
considerados apenas positividade e negatividade de acordo com a coloracédo do
tecido e regidao marcada, baseado nas laminas controles, com fago selvagem e
ausente de fago. A tabela 6 mostra as quatro articulacdes (traseiras e dianteiras)
dos cinco animais, sendo trés doentes e dois sadios, mensuradas por meio de um

paquimetro.

Tabela 6: Os animais 1, 3 e 5 apresentam uma ou mais articulagdo edemaciada, enquanto os
animais 2 e 4 apresentam tamanho normal das articulagfes. Os cinco animais foram submetidos a

imuno-histoquimica in vitro. Os animais estavam com 5 meses de idade.

(mm)
Articulagao Animall  Animal 2 Animal 3 Animal 4  Animal 5
Doente Sadio Doente Sadio Doente
Dianteira Direita 1,83 1,14 1,19 1,54 1,48
Dianteira Esquerda 2,59* 1,4 2,59* 1,47 1,47
Traseira Direita 1,58 1,48 1,5 1,47 3,85*
Traseira Esquerda 2,05* 1,43 1,59 1,91 3,16*

* articulacéo inflamada.

Ensaios de imuno-histoquimica foram realizados para avaliar a capacidade
de ligacdo do peptideo expresso no fago ao tecido inflamado. O teste imuno-
histoquimico realizado no tecido de sadio e inflamado foi realizado com todos os
clones selecionados, em dois animais de cada grupo. Foram testados os 20
peptideos selecionados, dos quais dois apresentaram melhor marcacgéo. A figura
8 mostra as laminas de dois grupos, inflamado e saudavel, com reagdo dos
clones PBIT-1 e PBIT-4, que apresentaram melhor marcacdo dentre os 20
peptideos selecionados, e como controle negativo reacdo com fago Sel e sem
fago.

A figura 8A e 8B representa a imunoreatividade positiva (PBIT-1 e PBIT-4,
respectivamente) na qual é possivel observar marcacao no citoplasma inflamado

(caracterizado pelo infiltrado celular de mono e polimorfonucleados), de modo
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mais homogéneo com marcagbes em paredes endoteliais na figura 8A e
especificamente em endotélios (setas vermelhas) na 8B. Em 8A pode-se observar
uma marcacao caracteristica em regido mais inflamada, atenuando conforme
afasta-se da inflamacdo. Em 8B verificamos uma marcacdo bem evidente em
todos os vasos de regido inflamada, o que ndo é observado na mesma reacéo
com tecido sadio. A figura 8C, tanto em tecido inflamado quanto tecido saudavel,
esta representando o controle de reacdo dos mesmos cortes histolégicos, com
incubacdo do fago selvagem, mostrando marcacdo no tecido epitelial e anexos
epiteliais, como glandulas sudoriparas (também observado em 8A-inflamado e
8B-saudavel apontados por setas azuis), demonstrando alguma afinidade de
proteinas do capsideo do fago com essas regides, no entanto apresentando
auséncia total ou fraca reatividade em tecido inflamado e vasos (setas pretas). Ja
na figura 8D, ndo houve nenhuma marcacgédo quando o fago foi omitido, inclusive
no epitélio, demonstrando a auséncia de afinidade do anticorpo secundério pelo

tecido.
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Inflamado - Saudavel

Figura 8 : Imuno-histoquimica de fagos ligantes a regides inflamadas. 8A: PBIT-1. 8B: PBIT-4.
8C: Fago selvagem. 8D: Controle negativo (omissao de clones, somente secunddrio). As setas

vermelhas apontam endotélios marcados, enquanto as pretas indicam endotélios ndo marcados.

Jé& as setas azuis indicam glandulas sudoriparas.

(o]
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DISCUSSAO

A Artrite Reumatoide € uma doenca cronica, cuja principal caracteristica
a inflamacédo das articulacbes, embora possa comprometer outros érgdos como
os pulmdes levando a inflamacéo e fibrose, e seus efeitos sistémicos incluem
osteosporose, anemia e fadiga profunda (PRATT et al., 2009). A AR é uma
doenca auto-imune, ou seja, € uma condicdo em que o sistema imunolégico, que
normalmente defende o nosso corpo de infec¢ges a antigenos exégenos, passa a
atacar o préprio organismo, como o tecido que envolve as articulagdes, conhecido
como sinévia (YANG et al., 2011).

Sérios danos colaterais assumem a forma de aterosclerose precoce, a qual
responde em grande parte pela reducao do tempo de vida Gtil de pacientes com a
forma severa da doenca, como uma consequéncia de ataques cardiacos e
derrames cerebrais (GABRIEL, 2008). Em sintese, a AR €& uma doenca
devastadora, afetando o individuo como um todo, reduzindo sua contribui¢cdo para
a sociedade, destruindo sua qualidade de vida, limitando suas atividades diérias e
encurtando sua vida util (ISAACS, 2010).

A AR, embora seja uma doenca tratada inicialmente em ambulatorio, exige
uma longa duracdo e elevado custo em seu acompanhamento continuado
(monitoramento) e gerenciamento. O financiamento do tratamento € um
importante componente dos provedores de cuidadores de saude, como por
exemplo, no Brasil o custo por paciente que faz uso simultaneo de infliximabe e
metotrexato por um periodo de 48 meses é referente a R$ 9.292.879,31
(MONTEIRO e ZANINI, 2008).

O diagnéstico da Artrite Reumatoide é basicamente baseado no quadro
clinico do paciente, embora haja exames complementares, como de sangue ou de
imagem que podem ser Uteis, incluindo as provas que medem a atividade
inflamatoria, o fator reumatoide, o anticorpo antipeptideos citrulinados ciclicos
(anti-CCP), radiografias das articulagbes acometidas e, eventualmente,
ultrassonografia ou ressonancia das articulagbes. No entanto, tais exames nao
sdo precisos, pouco especificos, baixa sensibilidade nos primeiros anos da

doenca e valor prognostico controverso, além da necessidade atual de um
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diagndstico precoce, para que possa ser instituida uma terapéutica agressiva ja
na fase inicial da doencga, (TAN et al., 2010; ALETAHA et al., 2010).

A industria de desenvolvimento de drogas continua a investir fortemente no
desenvolvimento de novas drogas contra Artrite Reumatoide (AR), com base em
reguladores biol6gicos e antagonistas de moléculas de pré-inflamatoérias, tais
como anticorpos monoclonais ou moléculas receptoras sollveis, estimulando
busca por novos testes diagnésticos e novos marcadores prognoésticos para a
doenca (SILVA, 2006). As aplicacdes sao baseadas na expectativa de que drogas
biologicas vao agir mais especificamente e com menos efeitos colaterais do que
0os tratamentos classicos ndo bioldgicos ou tratamentos anti-inflamatoérios
(VIERBOOM et al., 2010).

As limitacbes do atual sistema devem-se a incapacidade de levar em
consideracdes determinantes bioldgicos, novos alvos que podem auxiliar no
diagndstico, prognostico ou resposta ao tratamento, pois ainda ha poucos
biomarcadores clinicamente Gteis para a Artrite Reumatéide (KLARESKOG et al.,
2009). Nao ha ainda, exames laboratoriais considerados especificos para a
definicdo diagnostica da AR, deste modo este trabalho objetivou a deteccéo de
um biomarcador especifico, apresentando-se bastante Gtil para auxiliar no
diagnéstico da doenca.

Modelos animais fornecem uma oportunidade experimental Unica para
ampliar nossa compreensdo a respeito da artrite humana (CORTHAY et al.,
2000). Alguns genes ja foram identificados, evidenciando um grau de parentesco
gendmico entre camundongos e humanos, descrito também homologia entre
genes envolvidos em doenca humana (BUCHBERG et al., 1989). Essas
similaridades gendmicas sdo bem acentuadas, atingindo 98% (MURAL et al.,
2002). A utilizacdo de camundongos para utilizacdo de biblioteca de fagos em
segmentacdo vascular, ligantes a regifes inflamadas favoreceu um resultado
rapido, barato e eficaz (PASQUALINI et al., 2002).

A reatividade auto-imune ao colageno tipo Il teve seu primeiro teste
experimental induzido em rato por Trentham em 1977, com injegdo intradérmica
de colageno II em CFA, resultando em uma poliartrite inflamatoria com
caracteristicas bastante semelhantes a artrite reumatéide humana. Murino de

linhagem DBA/1 € um modelo animal de artrite induzida por coldgeno (KUNZ et

68



al., 2009), advinda de um linhagem pura, e altamente suscetivel ao
desenvolvimento de artrite posterior a imunizagdo com colageno tipo |l
(HOLMDAHL et al., 1992).

O modelo de inducdo da doenca por colageno demonstra que a auto-
imunidade para o colageno tipo Il pode provocar um intenso processo
inflamatorio, que abrange a inflamacdo das articulagées sinoviais, assim como o
estimulo de diversas citocinas e mediadores podendo acarretar a destruicdo da
cartilagem e erosdo 0ssea (CHO et al., 2007). Neste projeto, a inducéo de artrite
com coldgeno tipo Il com CFA mostrou-se eficaz, o que pode ser comprovado
pela alta taxa de 80% de animais imunizados que desenvolveram Artrite, como
sugere Brand et al. (2007) no protocolo de inducdo com colageno Il, no entanto, o
intervalo de tempo para as primeiras evidencias de inflamacao se estende em 20
a 30 dias do que traz a literatura em 21 a 28 dias (BRAND et al., 2007). Nao
houve uma evolucdo dos sinais clinicos de inflamacgéo eficiente com re-injecdes
de Colageno Il e CFA a partir do 28° dia, como Otto et al. (2000) com
camundongos de linhagem BALB e Vierboom et al. (2010) com primatas, contudo
ndo interferiu nos sinais clinicos posteriores com uma Unica dose de imunizacéo,
apesar do prazo maior de tempo. O elongamento do tempo pode ter ocorrido
devido alguma desnaturacdo do Colageno Il, preparo instavel da emulséo, erro
durante a injecdo intradérmica, idade e saude inapropriadas dos animais, dentre
outros (BRAND et al., 2007).

A escolha da técnica de phage display como plataforma foi devido o
incentivo que os cientistas tém tido para estudo de doencas auto-imunes, pois 0
biopanning de bibliotecas de fagos confirmou ser uma técnica muito bem
sucedida para a selecao e identificacdo de epitopos miméticos, os quais podem
contribuir para a elucidacédo das bases moleculares do reconhecimento biolégico,
podendo ser Uteis para diagnéstico e prognéstico (JADALI e SANATI, 2008).

Embora a tecnologia de Phage display in vitro seja vantajosa por ser mais
rapida e muito mais simples por ndo se fazer necessério constru¢cdo de modelos
em camundongos e screening contra a complicada vasculatura e muitos tipos de
tecidos normais (DU et al., 2006), a selecéo dos peptideos obtidos neste trabalho
foi realizada por meio in vivo devido seu alto potencial, com capacidade de

identificar moléculas de peptideos que se ligam de forma estavel e em condi¢fes
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naturais em um determinado destino (BARBAS et al., 2001). O endotélio,
revestimento dos vasos sanguineos, expressa moléculas que sao especificos de
um determinado tecido ou oOrgdo. Estas moléculas sdo alvos atraentes para
terapias e diagnosticos, porque elas permitem identificar agentes que podem ser
entregues especificamente para o0s vasos sanguineos do tecido desejado
(GEORGE et al., 2003). No entanto, € dificil identificar estas moléculas de tecidos
especificos, porque endotélio perde muito de sua natureza de especificidade,
quando removido do 6rgdo. Assim, a selecdo por meio da tecnologia de phage
display in vivo permite uma selecdo de ligantes especificos a vasos de
determinado tecido (GEORGE et al.,, 2003; LEE et al., 2002). Também ha
evidéncias de que exista um “direcionamento vascular", expressos na superficie
de linfécitos que migram para endotélios de microvasos especificos de diferentes
orgdos, e contribui para o recrutamento seletivo de diferentes populacdes de
leucécitos para varios tecidos (SPRINGER, 1994), aumento a possivel ligacdo de
peptideos especificos (BAGGIOLINI, 1994).

A selecdo dos fagos ligantes as regides inflamadas foi realizada com a
bibliotecas de peptideos expressos em fagos M13 contendo sete aminoéacidos
conformacionais, a biblioteca Ph.D.-C7C (LEE et al., 2002), devido menor
tamanho quando comparado a biblioteca de doze aminoacidos, apresentando
mais facilidade e precisdo ao circular na vascularizacdo do animal. Houve
também um controle da quantidade de fagos que entravam na sele¢do por meio
da titulacdo, constante de 1,0x10™ fagos, o que permitiu um padrdo comparativo
de entrada e saida dos fagos de cada ciclo.

No decorrer da selecdo de peptideos ligantes as regides inflamadas de
camundongos com artrite auto-induzida, verificou-se o enriquecimento da selecao
claramente observado ao final do terceiro ciclo 25 vezes maior quando
comparado a saida de fagos do primeiro ciclo, pois os clones que apresentaram
maior afinidade ficaram retidos ao tecido para subsequente eluicdo e amplificagéo
no proximo ciclo, o que comprova a eficiéncia da estratégia utilizada na selecéo,
ou seja, tinham-se a mesma quantidade de alvos, mas uma maior quantidade do
ligante especifico, pois os inespecificos foram eliminados. Ja os fagos com baixa
ou sem afinidade pela regido inflamada foram centrifugados e removidos.

Ligacdes inespecificas podem ser favorecidas devido ao excesso de fagos, os
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quais podem interagir com contaminantes presentes no tecido durante a
dissecacdo, o que pode induzir a interacado de clones com baixa afinidade, que
eventualmente ndo foram removidos.

A fim de reduzir ao maximo a possibilidade de ocorréncia de ligacbes
inespecificas, uma subtracdo dos fagos inespecificos, incubando os fagos em
tecidos sadios antecedendo a injecao dos fagos em animal doente, foi realizada
no ultimo ciclo, o que favoreceu uma maior especificidade aos ligantes de
receptores e produtos de inflamacdo dos selecionados. Essa metodologia de
subtracdo utilizada neste trabalho foi baseada na literatura, como HOU e
colaboradores (2004) que obteve sucesso ao identificar peptideos ligantes
especificos aos neurbnios de camundongo, subtraindo os inespecificos incubando
os fagos primeiro em contato com células da glia, e posteriormente os fagos que
ndo se ligaram a essas células foram colocados em contado com cultura de
neurdnios, possibilitando assim a selecdo de ligantes mais especificos. Apds a
selecéo dos peptideos por Phage Display in vivo, o DNA dos clones foi extraido e
posteriormente sequenciado.

Os alinhamentos entre as 20 sequencias peptidicas selecionadas por
phage display ndo encontrou similaridades perfeitas entre si. Alguns autores
relatam a falta de similaridades perfeitas dos peptideos selecionados entre sim,
ou com as proteinas catalogadas (Santamaria et al. 2001, Hu et al. 2006, Du et al.
2006).

Foram identificadas 115 sequencias validas, no entanto somente a
sequencia PBIT-1 (PPSNHLL) se repetiu por 96 vezes, iSso provavelmente
ocorreu devido a grande complexidade de ligantes envolvidos no processo
inflamatorio do qual o peptideo PBIT-1 teve afinidade, uma vez que apresentou
reacdo mais abrangente no tecido inflamado na imuno-histoquimica. As demais
19 sequencias encontradas nao tiveram repeti¢ao.

As evidéncias experimentais pela reacdo de imuno-histoquimica com os
clones selecionados apontaram maior positividade para dois clones, PBIT-1
(PPSNHLL) e PBIT-4 (ISARSPV), pois apresentaram reatividade com os tecidos
inflamados de camundongos portadores de artrite. Entretanto, o clone PBIT-1 ndo
foi 0 mais reativo, em termos vasculares, apesar de ser o mais frequente, em

comparacao com o clone PBIT-4 e demais clones selecionados. Isso pode ter
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ocorrido devido a incubacéo in vitro do fago, como consequéncia pode ter havido
uma maior prevaléncia de receptores-alvo possiveis ligantes, como uma série de
citocinas e mediadores quimicos para sinalizacdo, como IL1, IL8, TNF-a, 6xido
nitrico, prostaciclina, histamina, serotonina, bradicinina, PAF, LTD4,
plasminogeneo, proteoglicana, colageno, fibrinopeptideos, formilpeptideos,
desintegrinas, enzimas lisossomiais, dentre outras inUmeras estruturas quimicas e
celulares (COTRAN, 2000), com mais afinidade pelo clone PBIT-1 ou pode ainda
ter ocorrido uma maior amplificacdo do clone PBIT-1 durante os ciclos do
Biopanning, tornando-o assim, mais frequente no sequenciamento. Conforme os
resultados obtidos por Yang e colaboradores (2011) também demonstram
marcac0Oes diferentes e repeticdes entre os clones selecionados ligantes a vasos
sinoviais, corroborando com a hipotese de que a ligacao dos diferentes peptideos
para a vasculatura da articulacéo inflamada se déa a diferentes receptores.

O fago selvagem ndo demonstrou reatividade na maioria dos tecidos, mas
sempre apresentou reatividade com epitélio e anexos epiteliais, como glandulas
sudoriparas e sebaceas, marcacdes estas também encontradas na reacdo com
todos os clones testados. Isso sugere que, exista alguma afinidade de proteinas
do capsideo do fago com essas regides, embora ndo exista evidencias descrita
na literatura. A maioria das células chega ao local da injaria via corrente
sangilinea, como acontece com os polimorfonucleares (neutréfilos e eosinofilos),
0s mondcitos e os linfocitos, assim torna-se evidente o processo inflamatorio
quando comparado ao tecido sadio, devido a presenca dessas células, em
especial macréfagos, dentre outras estruturas do sistema inflamatério no tecido
conjuntivo (COTRAN et al., 2000).

Os inumeros artefatos presentes nas laminas contendo tecido de animais
sadios sdo devido a fragilidade do tecido conjuntivo, pobre em fibra e células
(tanto sadias como inflamatérias, uma vez que a inflamacéo é basicamente uma
resposta localizada do tecido conjuntivo), tornando-as mais propicias a rupturas
durante os processos de desparafinizagdo, recuperagdo antigénica e reagdo de
imuno-histoquimica. No entanto, ainda assim foi possivel observar uma marcacgao
atenuada quando comparados aos tecidos inflamados.

Foram feitas também imuno-histoquimica in vivo, com injecdo do fago,

como sugere YU et al. (2008), mas sem sucesso, pois houve provavel perda ou
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desligamento dos fagos ao tecido durante as etapas de fixacdo, descalcificacéo e
parafinizacdo devido a pobre estabilidade dos peptideos ligantes (LI et al., 2006).
Necessita-se ainda de uma melhor padronizagdo da reacgdo in vivo, além de uma
imuno-histoquimica comparativa utilizando um nimero maior de animais.

Ha um aumento nas oportunidades proporcionada para alvejar terapias
especificamente aos vasos sanguineos (KOLONIN et al., 2001; TREPEL et al,
2002; RUOSLAHTI, 2000), isto porque 0s vasos sanguineos sdo importantes em
processos patologicos, por exemplo, a expressdo coordenada de moléculas de
adesdo e quimiocinas é responsavel pelo recrutamento de células inflamatorias
nos tecidos durante a rejeicdo de transplantes, doencas autoimunes e
arteriosclerose (GEORGE et al., 2003). A vasculatura € um bom alvo porque é
altamente acessivel a agentes que sdo administrados por via intravenosa, o que €
particularmente importante no caso de grandes proteinas ou vetores de terapia
génica que sédo relativamente pobres em tecido parenquimatoso. Contudo, um
problema ainda sem solucdo é como identificar adequado alvos para a terapia
(MARSHALL e HASKARD, 2002).

Deste modo, Phage display in vivo € uma tecnologia adequada para
identificar conjuntos de proteinas especificas para enderecos vasculares (EL-
MOUSAWI et al, 2003; KOIVUNEN et al., 1999; RAFII et al., 2003; LI et al., 2006).
As duas proteinas PBIT-1 e PBIT-4 selecionadas por meio desta técnica,
identificadas e pré-validadas por imuno-histoquimica neste trabalho podem ser de
grande importancia para um futuro imuno-diagnostico mais rapido, eficaz e barato
aos pacientes acometidos por essa doenca. Por meio do diagndstico precoce sera
possivel modificar as formas de tratamento impedindo a evolugdo da doenca,
promovendo melhor qualidade de vida para os portadores. Com o0
desenvolvimento de drogas imunomoduladoras sera possivel modular uma
resposta regulatéria de pacientes portadores de doencas autoimunes. No entanto,
ainda devem ser feitas investigacdes com acoplamento a marcadores

fluorescentes, a fim de direcionar a regides inflamadas.
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CONCLUSAO

A inducdo com Colageno bovino tipo Il e escolha da linhagem DBA/1J

foram favoraveis para desenvolvimento satisfatorio de Artrite;

A técnica de Phage Display in vivo foi eficaz para a selecdo de peptideos

mimeéticos a receptores de articulacfes inflamadas de modelo murino;

A estratégia adotada no processo de selecdo de peptideos por Phage
display in vivo se mostrou eficiente, apresentando peptideos
imunorreativos contra tecidos inflamados de camundongos DBA/1J

doentes;

A partir da imuno-histoquimica foi detectada imuno-reatividade expressiva
dos clones PBIT-1 e PBIT-4, pré-validando um provavel biomarcardor com
potencial para o diagndstico da doenca, embora ainda seja necessario

muitos estudos nesse sentido;

Os resultados obtidos neste trabalho sdo promissores no que concerne ao
uso de clones de fagos para a identificacdo peptideos no diagndstico da
Artrite Reumatoide, e futuro para tratamento, sendo usado como carreador

de drogas.
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