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RESUMO GERAL

O cancer de prostata é a segunda causa de 6bitos por cancer em homens,
sendo superado apenas pelo cancer de pulm&o. A ocorréncia estimada € de 51
casos novos para cada 100 mil homens por ano para este tipo de céancer. O
aumento observado nas taxas de incidéncia pode ser parcialmente justificado pela
evolugdo dos métodos diagnésticos, pela melhoria na qualidade dos sistemas de
informacao do pais e pelo aumento na expectativa de vida do brasileiro. A
identificagdo de novos antigenos ou genes especificos do cancer de proéstata
pode prover novos biomarcadores e também fornecer instrumentos para o
desenvolvimento de novas modalidades de tratamento. A tecnologia de Phage
Display é capaz de selecionar peptideos com diversas finalidades, como
mimetizar antigenos reconhecidos por anticorpos. Peptideos selecionados por
esta técnica sado potenciais marcadores tumorais para o diagnostico do cancer de
prostata. Por meio desta metodologia pode ser possivel identificar proteinas
capazes de detectar a resposta imune contra o tumor mais precocemente do que
os métodos tradicionais, predizer o estadio atual do tumor, além de permitir o
desenvolvimento de tratamentos mais eficientes.

Pela imunizagdo de galos SPF (livre de patogenos especificos) com
proteinas totais de tecidos tumorais da prostata, foram obtidas IgY policlonais
especificas que foram utilizadas no biopanning contra uma biblioteca de
peptideos recombinantes randémicos. Os fagos selecionados foram
caracterizados por seqlenciamento e subsequentemente testados por dot
immunoblotting e ELISA para validar a especificidade dos mesmos. Selecionou-se
peptideos que mimetizam proteinas prostaticas, possivelmente proteinas
envolvidas no processo de tumorigénese. Esses peptideos foram testados quanto
a sua possivel utilizagao no diagnéstico da resposta imune associada a processos

tumorais.
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Neste trabalho, também foi desenvolvido com sucesso um imunossensor

para diagnostico que tem como base de detecgdo um sistema de cromatografia
liguida por exclusdo em micro colunas cromatograficas com bacteriéfagos
filamentosos carreadores de antigeno(s) e/ou anticorpo(s), selecionados por
phage display, acoplados microesferas de latex coloridas, ativadas com diferentes
grupamentos quimicos. A presenca do fago € de grande importancia no processo,
pois favorece a formagdo dos complexos antigeno-anticorpo, peptideo-proteina
ou peptideo-substrato, ampliando a deteccdo o6tica durante a separacao por
cromatografia ou por microaglutinagdo em microscopia 6tica. A nova tecnologia
pode também ser usada para a deteccdo de biomoléculas ou substancias
quimicas associados a doencas infecciosas, parasitarias e genéticas, com
rapidez, precisdo, sensibilidade e reprodutibilidade, utilizando-se pequenos

volumes de amostras e reagentes, apresentando praticidade e baixos custos.

Palavras-chave: Cancer de Prostata, Hiperplasia Prostatica Benigna,
marcadores tumorais, microesferas, biossensores, imunoaglutinagao,

imunocromatografia, Phage display.
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ABSTRACT

Prostate cancer is the second cause of death in men by tumor, surpassed
only by lung cancer. Its occurrence is estimated to be 51 to 100,000 cases per
year. The increasing incidence levels observed may be partially explained by the
evolution of diagnostic methods, quality of information systems and longer life
expectancy. The identification of new cancer specific antigens and genes may
provide important biomarkers for diagnosis and instruments for the development of
new treatment strategies. The Phage Display technology may be able to select
peptides with different aims, such as the discovery of mimetic antigens that are
recognized by specific antibodies. Selected peptides may become potential tumor
biomarkers for prostate cancer diagnosis. It could be possible to use this
technology to identify proteins that are able to detect cancer earlier than the
conventional methods, to predict disease staging, and to develop new treatment
strategies based on more efficient biological targets.

The immunization of SPF (specific pathogen free) male chickens with total
proteins of tissues of prostate cancer has generated polyclonal specific IgY sera,
which were used in biopanning procedures against random peptide libraries.
Selected phages were characterized by sequencing and bioinformatics, and
subsequently by dot immunoblotting and ELISA to validate their specificity.
Selected peptides were mimotopes of putative proteins involved in the
carcinogenesis process. These peptides were further tested for their possible use
in the immune response diagnostics associated with tumor processes.

In this work, we have also successfully developed a general immunosensor
for diagnostics, performed on an exclusion liquid chromatography system based
on a micro column resin separation, using the selected bacteriophages as carriers
of antigens and antibodies. These phage are coupled to colored latex beads,
which are activated with different chemical groups. The presence of phage in the

process is of fundamental importance, once they favor the formation of the
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antigen-antibody complex, peptide-protein or peptide-substrate, amplifying the
optical detection during chromatographic separation or by micro-agglutination in
slides for optical microscopy detection. The new technology is practical and
simple, and may also be used for detection of other biomolecules or chemical
substances associated with infectious and genetic diseases, with high precision,
sensitivity, specificity, and rapidity, using low sample volumes and presenting a

low cost.

Key-words: prostate cancer, benign prostatic hyperplasia, tumor markers

marcadores  tumorais, microspheres, biosensors, immunoagglutination,

immunochromatography, Phage display.



INTRODUGAO GERAL

1 GLANDULA PROSTATICA
1.1 CARACTERISTICAS DA GLANDULA

A prostata, medindo cerca de 3 cm de comprimento, é a maior glandula
acessoria do sistema genital masculino. A parte glandular compreende
aproximadamente dois tergos da prostata; o outro tergo é fiboromuscular (MOORE;
DALLEY, 2001). Esta localizada imediatamente abaixo da bexiga urinaria onde
envolve a porgéo inicial da uretra (FIGURA 1) (SMITH, 1979; VAN DE GRAAFF,
2003).

Uretra

Canaiz R
deferentes Yesiculas
Teminais
Pristata
Uretra
Testiculn

FIGURA 1: Localizagdo anatdomica da glandula prostatica na pelve (disponivel em:

http://www_.institutouroandrologico.com/servicios/enfermedades_prostata.php).

A prostata é composta por acinos e um complexo sistema de ductos
ramificados, cujos produtos de excrecao sao langados dentro da uretra prostatica
(ROHR, BARTSCH, 1980). Os acinos e ductos prostaticos, exceto nos segmentos
periuretrais imediatos, sao revestidos por uma dupla populagdo de células,
representada por uma camada interna colunar secretora e uma camada externa
formada por células basais (ALMEIDA, 2003).
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A fina secregdo prostatica, leitosa, ajuda na mobilidade dos
espermatozoides como agente de liquefagdo, e sua alcalinidade protege o
esperma em sua passagem pelo meio acido da vagina. A descarga prostatica
ocupa, aproximadamente, 20% do volume do sémen (VAN DE GRAAFF, 2003).
Ramos viscerais das artérias retais média e inferior suprem a préstata com
sangue. O retorno venoso forma o plexo venoso prostatico, juntamente com o
sangue que drena o pénis. O plexo prostatico drena nas veias iliacas internas. A
prostata tem inervagdo simpatica e parassimpatica originaria do plexo pélvico
(VAN DE GRAAFF, 2003).

McNeal (1968, 1980, 1981, 1988) propds uma organizagdo anatémica da
prostata, amplamente aceita nos dias atuais, dividindo-a em zonas que
representam caracteristicas morfoldgicas, funcionais e patoldgicas da glandula: o
estroma fibromuscular anterior, que é constituido basicamente de musculatura
lisa, correspondendo a 30% do volume total da préstata; a zona periférica, que é a
maior das subdivisbes anatdmicas, contendo trés quartos de todo o tecido
glandular e onde se encontra a maioria dos casos de cancer de préstata (CaP); a
zona central, que detém a maior parte das glandulas remanescentes; o tecido pré-
prostatico, que impede o refluxo do sémen para a bexiga durante a ejaculagéo e a
zona de transicdo que circunda a uretra e é o local de ocorréncia da hiperplasia
prostatica benigna (HPB) (FIGURA 2) (COFFEY, 1992; WALSH,;
WORTHINGTON, 1998).
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FIGURA 2: Divisdo anatdmica da glandula prostatica, onde: CZ (zona central), PZ
(zona periférica), TZ (zona de transigao) (WALSH; WORTHINGTON, 1998).



1.2 MECANISMOS GERAIS DE REGULAGAO DA PROSTATA

A prostata é regulada, principalmente, por horménios sexuais chamados
androgenos, que provém dos testiculos, sendo a testosterona o mais importante
deles. Apos ser liberada pelos testiculos, a testosterona circula no sangue, entra
nas células prostaticas por difusdo e é transformada, no citoplasma, em
diidrotestosterona (DHT) pela enzima 5-alfa-redutase. A DHT se liga a seu
receptor especifico e € transportada ao nucleo celular, onde participa da
transcricdo de genes responsaveis pelo crescimento da glandula (COFFEY, 1992;
WALSH; WORTHINGTON, 1998).

A homeostase da glandula prostatica € mantida pelo balango entre as
acdes dos fatores que estimulam e dos que restringem o crescimento, e a falta de
controle entre esses mecanismos pode resultar de instabilidade genética com
alteragdes nos processos que regulam o crescimento (GRIFFITHS; MORTON,
1999).

Os fatores extrinsecos, como os horménios esterdides, modulam a
producdo e agao de fatores intrinsecos, como os fatores de crescimento. Estes
podem agir favorecendo ou inibindo a proliferagcao celular por efeitos paracrinos
nos diferentes tipos de células adjacentes, de forma autécrina agindo no mesmo
tipo celular onde foi produzido ou por uma agao intracrina intracelular, atuando
dentro da mesma célula de origem (WALSH, 1992; GRIFFTHS; MORTON, 1999).

1.3 ANOMALIAS RELACIONADAS A PROSTATA

Algumas doengas clinicamente importantes podem afetar a préstata nos
homens adultos, como as prostatites, a hiperplasia prostatica benigna e o cancer
de prostata. Estas apresentam grande significado clinico, ndo sé por suas
consequéncias, mas também pela freqliéncia com que se manifestam (SROUGI;
CURY, 1998).



1.3.1 Prostatites

As prostatites sdo subdivididas em quatro categorias de doengas que
afligem a prostata: tipo 1) Prostatite bacteriana aguda: quadros infecciosos de
instalagdo abrupta causados por bactérias intestinais, identificadas no exame de
urina, que respondem eficientemente ao tratamento com antibidticos; tipo Il)
Prostatite bacteriana crbénica: quadros infecciosos insidiosos e recorrentes,
causados por bactérias intestinais que sio isoladas no esperma, raramente na
urina. As manifestagdes clinicas sdo menos dramaticas que nos casos agudos e
respondem de forma completa ou parcial ao tratamento com antibiéticos; tipo Ill)
Prostatite ndo bacteriana: quadros que se manifestam com dor ou com sintomas
urinarios, nos quais ndo sdo encontradas bactérias na urina ou no esperma; tipo
IV) Prostatite assintomatica: quadros de inflamagcdo da prostata, sem
manifestagcdes clinicas, que sao descobertos porque os niveis do antigeno
prostatico especifico (PSA) elevam-se no sangue, na auséncia do cancer
(SROUGI, 2003).

1.3.2 Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB)

O aumento prostatico, conhecido como Hiperplasia Prostatica Benigna
(HPB), € uma das principais patologias uroldgicas; atinge grande parcela dos
homens, podendo acometer até 90% daqueles com idade superior a 80 anos
(DAMIAO; CARRERETE, 2003). Corresponde a um aumento do volume da
prostata, resultante do crescimento das glandulas periuretrais e ndo de uma
simples hipertrofia (aumento do numero de células) (LAPIDES, 1979; WALSH,;
WORTHINGTON, 1998). O aumento da idade e a presengca de testiculos
funcionais representam os determinantes mais importantes para o
desenvolvimento da HPB. Além disso, outros fatores como, por exemplo, raga,
obesidade, tabagismo, cirrose hepatica, atividade sexual e hereditariedade tém
sido implicados com a doengca (CURY; NARDOZZA-JUNIOR, 2003). Como
consequéncia do crescimento prostatico, ocorre um bloqueio do canal uretral,
causando no paciente certos transtornos urinarios, sob a forma de

enfraquecimento progressivo do jato urinario, gotejamento de urina apos cada
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miccdo e aumento do numero de micgdes, principalmente durante a noite.
Felizmente, a maioria dos homens com HPB apresentam manifestacbes discretas
que sao bem toleradas, entre 25% e 40% apresentam queixas persistentes que
exigem algum tratamento e em apenas 10% torna-se necessaria uma intervengao
cirargica (SROUGI, 2003).

1.3.3. Cancer de Préstata (CaP)

O cancer de préstata (CaP), como varias outras formas de cancer, € uma
doenca multi-focal e multi-causal, correspondendo a uma alteragdo no balango
entre a proliferagdo e a morte celular. Durante os estagios iniciais do surgimento
do cancer, as células respondem aos mesmos fatores regulatérios (horménio-
dependente), embora as taxas de proliferagédo celular sejam maiores do que as de
morte celular. A disfungdo no processo regulatorio, associada a mutacdes
genéticas, reflete graus de respostas anormais dos fatores de crescimento,
gerando um processo que leva a formacédo de clones autbnomos de células
malignas, com crescimento promovido por via autocrina que passa a nao
responder ao controle androgénico (homénio-independente) (GRIFFFTHS;
MORTON, 1999).

Mais de 95% das neoplasias da prostata sédo representadas pelos
adenocarcinomas e o restante compreende casos de sarcoma, carcinoma
epiderméide e carcinoma de células transicionais. Os adenocarcinomas
localizam-se na zona periférica da glandula prostatica em cerca de 75% dos
casos, na zona transicional em aproximadamente 25% dos pacientes e na zona
central em menos de 5% dos casos (STAMEY; McNEAL, 1992; SROUGI, 1998;
BOSTWICK, 1999; JARMULOWICZ, 1999).

A organizagdo anatdomica da glandula inclui um tecido fiboromuscular entre a
zona central e a zona periférica, que de certo modo limita a expansédo de
carcinomas da zona de transigcdo para os feixes neurovasculares e ductos
ejaculatorios, as duas maiores rotas para a expansao extraglandular (BOSTWICK,
1999; JARMULOWICZ, 1999).

Tem sido sugerido que a atrofia inflamatéria da préstata (ASAP) e a

neoplasia intraepitelial prostatica (NIP) de alto grau sejam precursores para
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muitos carcinomas prostaticos, por serem altamente freqlentes nas prostatas
com adenocarcinoma e por apresentarem alteragdes genéticas em comum. Por
essas e outras caracteristicas, a NIP tem sido hipotetizada como uma doencga
precursora do CaP, entretanto, nenhuma evidéncia convincente tem mostrado ser
a AIP um precursor para a NIP de alto grau e/ou carcinogénese (BOSTWICK,
1999; JARMULOWICZ, 1999; DE MARZO et al. 2001).

1.3.3.1 Diagnéstico do CaP

O antigeno prostatico especifico, uma glicoproteina de peso molecular de
34 KDa que pertence a familia das calicreinas, é secretado no fluido prostatico
(COFFEEY, 1993) e elevagdes nos niveis séricos desse marcador sao
amplamente utilizadas para o diagnéstico e monitoramento de pacientes com CaP
(MIKOLAJCZYK et al. 2004). Todavia, o PSA, apesar de indicar alteragbes na
prostata, possui baixo valor preditivo, pois ndo é um marcador apenas para o
cancer, usualmente apresentando niveis elevados em prostatiies e HPB
(DILLIOGLUGIL et al. 1997; CATALONA; SMITH, 1998; RIFFENBURGH;
AMLING, 2003; MIKOLAJCZYK et al. 2004).

Os niveis séricos do PSA, no cancer da prostata, normalmente aumentam
progressivamente a medida que aumenta o estagio da doenga, mas nem sempre
(LANGE; ERCOLE; VERSSELA, 1986). Porém sua baixa especificidade torna-o,
isoladamente, pouco relevante como método de diagndstico precoce da
neoplasia.

Catalona et al. (1994) mostraram que o valor positivo mais alto, de 55%, foi
encontrado quando o paciente apresentava simultaneamente, altera¢cdes no toque
retal e no PSA. No PSA sozinho, houve valor preditivo positivo de apenas 32%,
pouco mais alto do que o valor preditivo positivo da alteragdo do toque retal
isolada, que foi de 21%.

Os niveis de PSA tornam-se indetectaveis (PSA igual ou menor que 0,04
ng/ml) em mais de 91% dos pacientes, apos prostatectomia radical. Este
comportamento tem grande valor prognéstico, sendo utilizado nos controles pos-
operatorios (OESTERLING et al. 1988; STAMEY; KABALIM, 1989).
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Algumas alternativas para melhorar a performance do PSA, com aumento
de sensibilidade e especificidade, sado rotineiramente utilizadas. Dentre estas, a
analise do PSA em diferentes niveis de corte, o emprego da densidade e
velocidade de crescimento do PSA e ainda a relagdo PSA livre / PSA total
(CATALONA, et al. 2003; D'AMICO et al. 2004) compondo o que hoje é aceito
como raciocinio critico e particularizado do PSA.

As alteracbes do PSA em condi¢gdes benignas e malignas nao oferecem
especificidade total para nenhuma das duas condicbes. A andlise da sua
variacdo, a velocidade e demais parédmetros podem indicar a maior ou menor
chance de deteccdo de malignidade ou ndo. Porém somente o diagnostico
anatomo-patolégico pode elucidar com maior clareza o diagnostico.

Além da dosagem do PSA, compdem ainda o rastreamento das anomalias
prostaticas o exame fisico da prostata (toque retal). Tanto o cancer da préstata
quanto a hiperplasia prostatica benigna sao diagnosticados pelo exame patolégico
de material obtido pela bidpsia da prostata. A bidpsia é recomendada para todo
paciente com toque retal duvidoso, independentemente do valor do PSA, pois
25% dos homens com CaP apresentam niveis de PSA abaixo do suspeito
(ARAGAO, 2003). No entanto, a biopsia € um exame invasivo, com riscos de
infeccdo e extremamente desagradavel para o paciente. S&o retirados pelo
menos seis fragmentos de cada lobo da prostata, incluindo fragmentos de areas
suspeitas ao ultra-som.

A evolugdo dos pacientes com adenocarcinoma da prostata esta
intimamente relacionada com a extensdo da neoplasia e, por isso, Whitmore, em
1956, introduziu um sistema de estadiamento com a finalidade de caracterizar a
extensdo do tumor. Esta classificagéo dividia os tumores em 4 grupos: A, B, Ce D
e foi, posteriormente, modificada por Jewett, com a introdugao de subgrupos A1 e
A2, B1 e B2, C1e C2, D1 e D2. Mais recentemente, a Unido Internacional Contra
o Cancer (UICC), em 1992, propés a utilizagdo do Sistema TNM 92 (T-Tumor, N-
Linfonodo, M-Metastase), em adenocarcinoma da prostata, de modo a padronizar
a classificacado dos pacientes com a doenca e permitir estudos comparativos mais
precisos (ANEXO [), sendo o grau da neoplasia definido pela escala de Gleason
(ANEXO 1) (GLEASON, 1977; STAMEY; McNEAL, 1992, SROUGI, 1998,
SCHRODER et al. 1992).
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O sistema de graduacao histolégico mais utilizado € Escala de Gleason
(ANEXO 1), que valoriza, principalmente, o padréo glandular e a relagao entre as
glandulas e o estroma prostatico. Nesse sistema, os tumores sao classificados em
5 graus, denominando-se grau 1 as lesdes mais diferenciadas e grau 5 as mais
indiferenciadas. Como os adenocarcinomas da préstata apresentam mais de um
padréo histolégico, o diagndstico final na escore de Gleason é dado pela soma
dos graus do padrao primario (predominante) e do padrao secundario (segunda
maior area representada) (STAMEY; McNEAL, 1992; ISAACS, 1997; SROUGI,
1998).

Como o cancer da prostata € uma doenga multifocal, ocorre, muitas vezes
sub-estadiamento dos escores das bidpsias em relagdo aos das pecgas cirurgicas
(STEINBERG et al. 1997). Também pela subjetividade da leitura da Iamina, pelos
achados no tumor de areas limitrofes entre um escore e outro e pela amostragem,
uma vez que a quantidade de tecido disponivel para exame na bidpsia € menor

em relagdo a quantidade disponivel nas pegas cirurgicas.

O uso de nomogramas “Partin Tables”, utilizando como parametros
alteragdes do toque retal, Gleason da bidpsia e o resultado do PSA pré-operatorio
fornece as probabilidades do estadiamento patologico em termos de
probabilidade de doenga confinada a prostata, extensao extraprostatica, invasao
de vesiculas seminais, metastases em ganglios linfaticos (PARTIN et al. 2001).

Em relacdo ao estadiamento patologico pela classificagdo TNM 92, 50%
dos pacientes sao clinicamente sub-estadiados. Sabendo-se que a maior chance
de cura ocorre com o estadio inicial TINOMO (CATALONA; DRESNER, 1985;
VOGES et al. 1992).

Com tantas variaveis em questao, existe real necessidade de diferenciacéo
entre a hiperplasia benigna e o cancer de prostata realmente inicial ou T1.
Atualmente, estudos sobre o diagndstico molecular do cancer da préstata e outras
afeccgdes prostaticas representam uma nova possibilidade de auxilio ao PSA.
Esses estudos demonstram tentativas de melhoria da seguranca no diagnéstico,
no controle pos-tratamento e no acompanhamento clinico dos pacientes,
representando promessas de incorporagéo na pratica clinica (BUSSEMAKERS et
al. 1999; HIROYOSHI et al. 2004; ROGERS et al. 2004; ORNSTEIN et al. 2004).



1.3.3.2 Aspectos Epidemiolégicos do Cancer de Préstata

Nas ultimas décadas, o cancer de prostata tem emergido como uma das
doencgas mais comuns entre os homens idosos. No Brasil e nos Estados Unidos é
0 segundo mais comumente diagnosticado apds o cancer de pele ndo melanoma
(GRIFFTHS; MORTON, 1999; CHANG et al. 2001). E a segunda causa de 6bitos
por cancer em homens, sendo superado apenas pelo de pulmao. O numero de
casos novos de cancer de prostata estimados para o Brasil em 2006 € de 47.280.
Estes valores correspondem a um risco estimado de 51 casos novos a cada 100
mil homens. O cancer de prostata € o mais freqliente em todas as regides entre o
total de tumores, exceto pele ndo melanoma, com risco estimado de 68/100.000
na regiao Sul, 63/100.000 na regido Sudeste, 46/100.000 na regido Centro-Oeste,
34/100.000 na regiao Nordeste e, 22/100.000 na regiao Norte (INTITUTO
NACIONAL DO CANCER, INCA, 2006)

A incidéncia do cancer de prostata aumenta com a idade, mais do que em
diversos outros tipos de canceres (COFFEY, 1993; ISAACS, 1997; CHAN et al.
1998; INCA, 2006). Na maioria dos casos, o tumor apresenta um crescimento
lento, de longo tempo de duplicagao, levando cerca de 15 anos para atingir 1 cm?
e acometendo homens acima de 50 anos de idade. Enquanto sua incidéncia para
homens entre 45 e 49 anos de idade é de sete novos casos /100 mil homens
/ano, para aqueles com mais de 80 anos, o numero é de 1200/ 100 mil homens/
ano (BENDHACK; SOBREIRO, 2003).

A incidéncia varia de acordo com a raga e localizagdo geografica. Os
paises escandinavos e o Canada apresentam a maior incidéncia mundial do
cancer de préstata, ao passo que nos paises orientais a frequéncia é até 25 vezes
menor (a incidéncia na China é de 0,8 / 100 mil e nos EUA é de 100 / 100 mil)
(HERING, 2003).

Segundo as estatisticas americanas, a incidéncia em negros é maior que
em brancos (proporgao 2:1). De acordo com Thomas e colaboradores (2002 apud
HERING, 2003, p. 423), quanto a incidéncia de CaP em homens mais jovens, os

negros tém 60% mais que os homens brancos. Esse tipo de cancer manifesta-se
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também de forma mais agressiva em negros, cuja chance de morrer pelo mal é o
dobro da observada em brancos (SROUGI, 1998).

1.3.3.3 Fatores de Risco

Entre todos os tipos de cancer, este é considerado o cancer da terceira
idade, uma vez que cerca de 75 % dos casos — no mundo — ocorrem a partir dos
65 anos. O aumento acentuado nas taxas de incidéncia tem sido influenciado pelo
diagnostico de casos latentes em individuos assintomaticos. As taxas
aumentaram especialmente em regides onde o rastreamento através do teste
Antigeno Prostatico Especifico (PSA) é comum (INCA 2006).

O cancer de prostata € uma doengca multifatorial, com componentes
genéticos e ambientais envolvidos em sua etiologia (NWOSU et al. 2001). Dentre
os fatores de risco mais amplamente associados ao CaP estédo a idade, a etnia e
a historia familiar da doenca (PIENTA; ESPER, 1993; ALLEN et al. 2004). No
entanto, um grande progresso tem sido observado no que concerne as
descobertas que relacionam fatores nutricionais e hormonais ao cancer de
préostata (CHAN et al.1998).

A idade é um forte fator de risco para o CaP. Sabe-se que homens
americanos com idade entre 75-79 anos tém cerca de 130 vezes mais risco de
desenvolver a doenca do que os homens com idade entre 45-49 anos.
Numerosas alteragdes genéticas tém sido demonstradas em tecidos com cancer
prostatico, sugerindo que danos cumulativos no DNA com a idade, podem
parcialmente explicar essa tendéncia (CHAN et al.1998).

A raca também é um fator de risco bem estabelecido para a incidéncia e
mortalidade desse tipo de cancer. Negros apresentam um risco 60% maior de
desenvolver o CaP e uma mortalidade duas vezes maior que a populagao
caucasiana da mesma idade (MACHADO; CINTRA, 2003).

Alguns estudos sugerem que dieta rica em gorduras e carne vermelha
aumentaria o risco de desenvolver o cancer de prostata, enquanto a ingestao de
frutas e vegetais e exercicio fisico regular ofereceriam alguma protecdo (INCA

2006), porém ainda nao foram comprovados.
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Homens que tém parentes em primeiro grau (pai, irmé&o ou filho) com
cancer de prostata apresentam um risco de desenvolvé-lo trés vezes maior. O
risco ainda aumenta se a idade de aparecimento da doenca for precoce e se o
acometimento familiar for multiplo (CARTER et al. 1992; MACHADO; CINTRA,
2003). A penetrancia dos genes do cancer de prostata familiar ndo € conhecida,
mas € possivel que eles se relacionem em apenas 10% dos casos (MACHADO;
CINTRA, 2003).

1.3.3.4 Aspectos moleculares

Modificagbes moleculares e presenga de moléculas alvo interessantes tém
sido, recentemente, associadas a progressdo do tumor prostatico e ao
desenvolvimento de resisténcia a terapia (CAVARRETTA et al. 2005).

O cancer é uma doenca originada por aberragdes genéticas que inativam
genes supressores de tumor e ativam proto-oncogenes (PORKKA; VISAKORPI,
2004). Essas alteragbes desorganizam a homeostase tissular, ou por aumento
desgovernado da divisdo celular, ou pela diminuicdo da apoptose, causando o
aparecimento dos tumores (GATTAS, 2003). A maioria das mutagdes é adquirida
ao longo do desenvolvimento do tumor, sendo assim consideradas mecanismos
da tumorigénese. Contudo, algumas podem ser herdadas, resultando em
predisposicao ao cancer (PORKKA; VISAKORPI, 2004).

Por muito tempo atribuiu-se a origem do tumor prostatico como
determinada apenas pela estimulagdo hormonal da testosterona, porém,
atualmente se sabe que o desenvolvimento tumoral é também regido
geneticamente, sendo em 10% dos casos por transmissdo hereditaria e os
demais por alteracdes genéticas esporadicas (GATTAS, 2003).

Muitos esforcos tém sido destinados ao melhor entendimento dos
complexos mecanismos moleculares envolvidos na oncogénese e progressao do
CaP (GIMBA; BARCINSKI, 2003). Os métodos que tém sido usados para
caracterizar as aberragdes genéticas encontradas nessa doenga neoplasica
incluem estudos familiares designados a mapear loci hereditarios, estudos

cromossomais para a identificagdo de anomalias que possam localizar oncogenes
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ou supressores de tumor e diversos estudos de expressdo génica (LI; NELSON,
2001; KARAN et al. 2003).

Marcadores bioldgicos tém sido de grande importancia para o diagndéstico e
tratamento do CaP ha mais de 50 anos, a identificagcdo de novos genes e novos
produtos envolvidos no processo tumoral tem crescido rapidamente. Novos
produtos génicos tém sido identificados no sangue de pacientes com cancer de
préstata por técnicas protedmicas (BOK; SMALL 2002).

Proteinas biomarcadoras presente no soro oferecem grande promessa
para deteccdo nao invasiva, classificagao e estadiamento do cancer de proéstata.
Arrays de anticorpos parecem ser adequados para a descoberta de marcadores
sorologicos, pela possibilidade de comparacdo da abundancia relativa de
centenas de proteinas (GIMBA; BARCINSKI, 2003).

1.3.3.5 Aspectos Imunolégicos

Uma caracteristica comum, se nao intrinseca, da autoimunidade humoral é
o desenvolvimento de autoanticorpos enderecados contra proteinas celulares
préprias do individuo e acidos nucléicos (TAM, 1989). Evidéncias consideraveis
tém mostrado que autoanticorpos € uma forma de resposta imune para ao tumor
varios antigenos tumorais desenvolvida por muitos pacientes (BRADFORD;
WANG; CHINNAIYAN, 2006). O estudo da auto-imunidade associada ao tumor
pode oferecer esclarecimentos nao apenas na patogénese de doencgas
autoimunes em geral, mas talvez até em eventos que direcionam alguns tipos de
canceres. Mudancgas na estrutura ou expressao de proteinas préprias, ocorridas
durante a tumorigénese, sugerem mecanismos pelos quais o sistema imune pode
iniciar ou permitir o reconhecimento de epitopos associados a tumores como
estranhos (TAM, 2001).

A descoberta da resposta imune humoral de antigenos associados a
tumores que sao reconhecidos como “estranhos” pelo sistema imune pode
fornecer ambos, diagndstico e informagéo de progndstico (MINTZ et al. 2003).

O perfil da resposta imunolégica no cancer pode fornecer informagdes
valiosas sobre proteinas expressas pelo tumor que induzem a produgao de

anticorpos. Atualmente, ha muitos estudos sobre a resposta imune humoral de
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pacientes com diversos tipos de canceres: coloretal (COOMBER; WARD, 2001),
de testiculo e préstata (FOSSA et al. 2004), pulmado (BAZHIN et al. 2004;
YAGIHASHI et al. 2005a), mama (MADRID, 2005; YAGIHASHI et al. 2005b;
CANELLE et al. 2006), carcinoma hepatocelular (COVINI et al.1997), melanoma
(HOUGHTON; GOLD; BLACHERE, 2001), canceres ginecolégicos (KORNEEVA
et al. 2000)

A resposta imune humoral ao cancer tem direcionado a especificidade
antigénica de anticorpos do soro. Tém sido relatados varios trabalhos com
autoanticorpos contra diferentes proteinas tumorais em diversos tipos de
canceres: p53 (CRAWFORD; PIM; BULBROOK, 1982; COOMBER; WARD,
2001), fator de crescimento de fibroblasto (ZIMERING; THAKKER-VARIA, 2002),
proteinas ribossomais (SCHEURLE et al. 2000), proteinas heat shock
(KORNEEVA et al. 2000), a-metilacetil CoA (SREEKUMAR et al. 2004), mucina
(VON MENSDORF-POUILLY et al. 2000), proteina HER2 (DISIS et al. 1997),
estas duas ultimas envolvidas na inibicdo da progressao tumoral.

Nao sdo apenas proteinas que induzem a resposta imune humoral em
diversas doengas. Lv et al. (2005) demonstraram a origem de autoanticorpos anti-
dsDNA com efeitos anti-tumor por inducido da apoptose em pacientes e ratos com
cancer.

A presenca de autoanticorpos no soro de pacientes com cancer de prostata
tem sido relatada em uma infinidade de trabalhos (MINTZ et al. 2003; FOSSA et
al. 2004; WANG et al. 2005; BRADFORD; WANG; DUNPHY et al. 2006; LARSON
et al. 2006). A deteccdo desses autoanticorpos no soro de pacientes com CaP
pode fornecer uma forma menos invasiva e mais precisa de diagnostico e novas
abordagens terapéuticas. Casiano, Mediavilla-Varela, Tan, (2006) propdem o uso
de screening de autoanticorpos como diagnéstico para o CaP. Bradford et al.
(2006) apdés uma selegdo de 22 peptideos sintéticos imunorreativos contra
autoanticorpos do soro de pacientes com cancer de préstata, apresentou um perfil
protéico aparentemente superior ao PSA.

Através de tecnologias protedmicas pode-se identificar antigenos e
anticorpos presentes durante a tumorigénese. Varias tecnologias vém sendo
utilizadas na identificagdo e detecgédo desses biomarcadores: eletroforese em gel
bi-dimensional (CANELLE et al. 2005), microarrays (BRADFORD; WANG;
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CHINNAIYAN, 2006), ELISA (KORNEEVA et al. 2000; YAGIHASHI et al. 2005 a e
b; LARSON et al. 2006), western-blot (CANELLE et al. 2005), espectrometria de
massa (CANELLE et al. 2005), modelamento computacional (CASTIGLIONE et al.
2005), SEREX (BRADFORD; WANG; CHINNAIYAN, 2006; DUNPHY et al. 2006),
imunohistoquimica (COOMBER; WARD, 2001), cromatografia (ZIMERING;
THAKKER-VARIA, 2002), biossensores (HUANG et al. 2006), e phage display
(HANSEN; OSTENSTAD; SIOUD, 2001a; HANSEN; OSTENSTAD; SIOUD,
2001b; DYBWAD; SIOUD; ZOUALI, 2003; MINTZ et al. 2003; FOSSA et al. 2004;
BRADFORD; WANG; CHINNAIYAN, 2006; DUNPHY et al. 2006).

Antigenos e anticorpos anti-tumor, mono ou policlonais, também podem ser
utiizados no tratamento do céancer por imunoterapia (HAANRD; HENDRIX;
HOOGENBOOM, 1998; PINTHUS et al. 2004; DU et al. 2006; JAGER; KNUTH,
2005; DUNPHY et al. 2006).

A imunoterapia para diversos tipos de cancer, incluindo o cancer de
prostata, tem sido considerada uma modalidade adicional para a manutencéo do
tratamento, utilizando, basicamente duas estratégias: passiva, pela aplicagao de
anticorpos anti-antigenos tumorais, e a ativa com a administragédo de vacinas
anti-tumor. Estas ultimas representam uma modalidade de tratamento capaz de
induzir a resposta imune anti-tumor mediada por células efetoras do sistema
imunoldgico, tais como linfécitos CD4, linfécitos-T CD8 e células NK (JAGER;
KNUTH, 2005; DUNPHY et al. 2006).

2 PHAGE DISPLAY

Ha grande necessidade de descobertas de biomarcadores para detecgao
nao invasiva, classificagdo e estadiamento do cancer de prostata. Proteinas
prostaticas cancer-especificas podem ser identificadas para a utilizagdo como
marcadores em diagndstico e prognostico na terapia efetiva do cancer de
prostata (LEINONEN et al. 2000; ROMANOV; DURAND; PETRENKO, 2001). A
tecnologia de bibliotecas de peptideos apresentadas em fagos, conhecida como

“phage display’, tem sido extremamente importante para a identificacdo e
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caracterizagdo de novos ligantes de alta afinidade e seus receptores de uma
infinidade de doengas, incluindo cancer, doengas infecciosas, cardiovasculares e
autoimunes.

A possibilidade de expressao de uma proteina de fusdo no capsideo de
fagos, de maneira acessivel ao reconhecimento por um ligante, demonstrada em
1985 por Smith, abriu o caminho para a construcdo de bibliotecas
conformacionais apresentadas na superficie destas particulas virais.

Phage display € uma técnica eficiente para identificar peptideos ou
proteinas que se ligam a outras moléculas com diversas finalidades, como
mapeamento de epitopos reconhecidos por anticorpos. A tecnologia € baseada
no principio de que polipeptideos podem ser expressos na superficie de fagos
filamentosos pela insercdo de um segmento de DNA codificante no genoma dos
mesmos, de modo que o peptideo ou proteina expressado fica exposto na
superficie da particula fusionado a uma proteina endégena.

Bibliotecas de peptideos geradas por phage display sao extensivamente
aplicadas na descoberta de uma grande variedade de polipeptideos incluindo
anticorpos, receptores e enzimas (HAARD et al. 1998). Epitopos ou
determinantes antigénicos, regides de reconhecimento do antigeno pelos
anticorpos, podem também ser identificados através da metodologia de phage
display (STEPHEN; HELMINEN; LANE, 1995).

A metodologia de bibliotecas mais amplamente utilizada é baseada no uso
de fago filamentoso (SMITH, 1985), um bacteriéfago que infecta Escherichia coli
do género masculino (BENHAR, 2001).

Bacteriéfagos, ou simplesmente fagos, sédo virus que infectam uma
variedade de bactérias Gram-negativas usando pili como receptores. Particulas
de fagos filamentosos (Ff-cepas M13, f1 e fd) que infectam E. coli via F pili,
consiste em uma fita simples de DNA que é envolvida em uma capsula protéica.

A classe Ff de bacteriéfagos filamentosos (f1, fd, e M13) tem sido
amplamente estudada. Esses fagos sdo formados por uma fita simples de DNA
envolta por uma capa protéica constituida por cinco proteinas (plll, pVI, pVII, pVIII
e pIX) (FIGURA 3A). Das cinco proteinas presentes no capsideo viral existem
aproximadamente 2800 copias de 50 aminoacidos da pVIIl. Os mondémeros da

proteina pVIIl estdo presentes na particula como uma a-hélice, exceto 5 residuos



16

da extremidade amino-terminal que sao apresentadas fora da particula. De 10-13
residuos da extremidade carboxi-terminal formam a parede interna do cilindro.
Esta regido contém 3 residuos de lisina carregadas positivamente que se
localizam em uma face de uma hélice anfifilica. As extremidades carboxi e amino
terminal de uma molécula de pVIll tém seus residuos conectados com a mesma
regido de outra molécula de pVIIl estabilizando o cilindro protéico (BARBAS et al.
2001).
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FIGURA 3. (A) Esquema representativo de um bacteriéfago de classe Ff ilustrando as proteinas
do capsideo viral e trés modelos de exposi¢do de peptideos respectivamente nas proteinas plll,
pVIIl e simultaneamente nas proteinas pVIl e plX; em (B) Esquema representativo do genoma

viral (disponivel em: http://www.molgen.mpg.de/~in-vitro/technology.html).

Em uma extremidade da particula existem 5 copias, (33 residuos de
aminoacidos da pVIl e 32 da pIX) de cada uma das proteinas hidrofébicas pVIl e
plX. Estas proteinas ndo sdo bem conhecidas, porém estudos sugerem que uma
interaja com o DNA e a outra esteja exposta na superficie. A outra extremidade
contem 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 ela interage com a plll. A plll esta relacionada com a infectividade do fago
pela ligagao ao pilus F da célula bacteriana. Ela apresenta trés dominios ricos em
glicina (D1, D2 e D3). O dominio D1 contém 68 residuos de aminoacidos da

extremidade amino-terminal, sendo necessario durante a infecgao por
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translocagao 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 ligagao 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 conformagdo semelhante a ferradura de
cavalo. A extremidade carboxi-terminal é constituida de 150 residuos de
aminoacidos formando o dominio D3 que da estabilidade a proteina e interage
com a pVI formando uma das extremidades da particula (BARBAS et al. 2001).

Phage display é baseado em clonagem de fragmentos de DNA codificante
de milhares de variantes de certos ligantes (ex: peptideos, proteinas ou
fragmentos destas) no interior do genoma de fagos, fusionado ao gene codificante
de uma das proteinas do capsideo deste fago (geralmente plll, como dito
anteriormente, mas também plV, pVI ou pVIll) (FIGURA 3B). A fusdo com a
proteina do capsideo € incorporada as novas particulas de fago que séao
montadas no espago periplasmatico da bactéria. Expressdo do produto do gene
fusionado e sua subsequente incorporagdo a proteina capsidial ja madura resulta
na exposicdo do ligante na superficie do fago, enquanto seu material genético
reside no interior do fago (BENHAR, 2001). Devido a baixa representatividade da
plll em relagdo a pVIIlI as bibliotecas de peptideos sintéticos fusionados na plll
sdo mais indicadas para descoberta de ligantes com alta afinidade, quando
comparadas com as bibliotecas pVIIl ligadas (BRIGIDO; MARANHAOQ, 2002).

Uma das vantagens do uso do bacteriéfago € que fagos filamentosos nao
geram uma infecgao litica em E. coli, mas preferencialmente induz um estado na
qual a bactéria infectada produz e secreta particulas de fago sem sofrer lise. A
infecgao é iniciada pelo acoplamento da plll do fago ao f pilus de uma E. coli do
género masculino. Somente o DNA de fita simples e circular do fago penetra na
bactéria onde é convertido pela maquinaria de replicagdo do DNA bacteriano em
uma forma replicativa de plasmideo de fita dupla. Esta forma replicativa sofre
constantes replicagbes do DNA circular para gerar DNA de fita simples e ainda
servir como molde para expresséo das proteinas de fago plll e pVIIl. A progénie
do fago € montada por empacotamento do DNA de fita simples em capsideos
protéicos e expulsos da bactéria através da membrana no meio (AZZAZY;
HIGHSMITH, 2002).
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O vetor M13KE, derivado do vetor de fagos m13mp19 possui uma rapida
propagacgao e nao necessita de selegéo por antibidtico ou superinfecgao por fago
helper. Além disto, o gene lacZ, presente neste vetor, facilita a distingdo entre
colénias bacterianas infectadas com fagos de bibliotecas (colbnias azuis) e
colénias nao infectadas ou infectadas com fagos selvagens (colbnias brancas)
(MESSING et al.1977; MESSING, 1983). O vetor M13KE permite a construcdo e
propagacao de bibliotecas de phage display pelo uso de técnicas padronizadas
para fagos M13 (BARBAS et al. 2001).

O sistema phage display foi criado para a exposicdo de pequenos
peptideos na biblioteca (no maximo 30 aminoacidos) (PHIZICKY; FIELDS, 1995).
Isto porque o tamanho da proteina inserida no vetor deve ser limitado, pois
grandes proteinas interferem nas fungbes das proteinas do capsideo, tornando o
fago pouco infectivo.

A exposicdo em fagos apresenta vantagens sobre outras tecnologias pela
facilidade de mapear grande numero de clones simultaneamente. Bibliotecas de
cDNA, tal como as expressas em fagos lambda, é limitada pelo numero de
colbnias com o qual podem ser detectadas por hibridizacao, tipicamente na ordem
de 10* Tecnologias baseadas em sintese quimica (quimica combinatorial)
apresentam um limite maximo de peptideos randémicos que podem ser
mapeados com 10%a 10* sequéncias diferentes (NOREN; NOREN, 2001).

A apresentacédo de fragmentos de anticorpos na superficie de fagos torna
possivel, dentre outras coisas, mimetizar a selegdo que ocorre em nivel do
sistema imune, através da randomizagao de sequéncias nas regides codificadoras
das CDRs (Regides Determinantes de Complementaridade) ou da construgéo de
bibliotecas combinatérias de VH e de VL de animais imunizados ou de pacientes.
Esse tipo de biblioteca pode ser obtida a partir de amplificagbes, via PCR, de
cDNA de tecidos que apresentam as regides variaveis das cadeias leve e pesada
de todo o repertério imune dos pacientes ou animais imunizados. Assim é
possivel se obter o repertério de cadeias variaveis leves e pesadas. A construgao
de bibliotecas combinatoriais do repertério de anticorpos Fv de cadeia unica
(scFv) ou Fab provaram ser uma ferramenta importante para a produgao de
anticorpos-combinatoriais altamente especificos que podem ser prontamente

convertido em mAbs. Bibliotecas de anticorpos usadas sao geralmente
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construidas em vetores de fagomideos que em média expressam apenas uma
unica molécula de scFv em cada particula viral. Liu et al. (2004) construiu uma
biblioteca de anticorpos de cancer de préstata onde trés a cinco moléculas de
scFv idénticas sao exibidas por phage. Criticas ao phage display sugerem que a
geracao de bibliotecas combinatoriais de anticorpos gera Fabs com especificidade
que nao esta presente no tecido original. Varios estudos tém demonstrado que
esses anticorpos reagem semelhantemente aos originais (COOMBER; WARD,
2001).

O sucesso de selegao por phage display depende da complexidade da
biblioteca: a maior diversidade de clones dentro da biblioteca aumenta a
probabilidade de conter sequéncias que ligardo a um determinado alvo com maior
afinidade (NOREN; NOREN, 2001).

Bibliotecas de peptideos randémicos compreendem um vasto numero de
peptideos de um dado tamanho (10”-10°), onde suas seqiiéncias sdo geradas
aleatoriamente por uma variedade de residuos de aminoacidos em cada posicao.
Os peptideos expressos, em forma linear ou circular, sdo capazes de mimetizar
estruturas conformacionais e epitopos continuos ou descontinuos. A construgao
dessas bibliotecas é feita principalmente pela insercdo de oligonuclotideos
degenerados aleatoriamente sintetizados quimicamente no gene que codifica a
proteina do capsideo (ROMANOV; DURAND; PETRENKO, 2001; AZZAZY;
HIGHSMITH, 2002; DYBWAD; SIOUD; ZOUALI, 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 bilhées de clones independentes, que contém muitas se nao
todas as 1,28x10° possiveis seqiiéncias heptapeptidicas nas bibliotecas de 7-mer
e C7C-mer e 4,1x10" seqiiéncias possiveis nas bibliotecas 12-mer
(http://www.neb.com/nebecomm/tech_reference/drug_discovery/phdFaq.asp#3.1).

A selecao de sequéncias baseada na afinidade de ligacdo do fago a uma
molécula alvo é feita por um processo de selegao in vitro denominado biopanning
(PARMLEY; SMITH, 1988). A selegao, ou biopanning, é realizada pela incubagao
da biblioteca de peptideos expostos em fagos contra o alvo. O alvo é imobilizado

em um suporte sélido tais como placas de ELISA, microesferas magnéticas ou de
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afinidade, resinas e membranas. Os fagos nédo ligantes ao alvo sdo eliminados
por lavagens sucessivas, € o0s fagos especificos permanecem ligados para
posterior eluicdo. O pool de fagos especificos é amplificado para os ciclos
posteriores de selegdo biolégica ou biopanning (ciclos de ligagéo, eluicédo e
amplificacdo) para o enriquecimento do conjunto de fagos com sequéncias
especificas contra o alvo. Apds trés ou quatro passagens, os clones individuais
sdo caracterizados por sequenciamento de DNA, western blotting ou ELISA
(SMITH, 1985). Para melhor entender o processo de selegdo é apresentado na

Figura 4 um esquema ilustrativo do processo de biopanning.
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FIGURA 4. Esquema representativo do processo de Biopanning. Imobilizagdo do alvo e incubagéao
da biblioteca de fagos, retirada dos fagos nao ligados por lavagens sucessivas, eluicao dos fagos
ligados e infecgdo de E. coli, amplificacdo dos fagos eluidos e seqlienciamento da populacédo de
fagos com maior afinidade pelo alvo (disponivel em: http://www.molgen.mpg.de/~in-

vitro/technology.html).
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A tecnologia de phage display pode levar a produgdao de uma enorme
gama de ligantes, incluindo anticorpos recombinantes e peptideos, com
especificidades predefinidas. Além disso, tecnologias emergentes baseadas em
phage display pode beneficiar diagnésticos através da produgcdo de moléculas
que de outras formas seria impossivel obter por métodos tradicionais. Foram
expressos na superficie viral anticorpos (BARBAS et al. 1992; LIU et al. 2004,
HOOGENBOOM, 1997; RADER; BARBAS, 1997), peptideos (NOREN; NOREN,
2001), enzimas (SOUMILLION, 1994), receptores de superficie celular
(ROBERTSON, 1993), entre outras estruturas.

Phage display pode ser utilizado também in vivo para identificar peptideos
que se ligam em o6rgaos especificos. Neste caso, a biblioteca de fagos ¢é injetada
por via intravenosa, geralmente em roedores, e apds o periodo de incubacéo os
orgaos de interesse sao removidos e os fagos ligados por afinidade séo eluidos e
analisados (ARAP, 2005). Embora essa abordagem venha sendo utilizada apenas
em animais, Arap et al. (2002) utilizaram o biopanning in vivo em humanos para o
mapeamento de receptores ligantes de vasos sanglineos 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).

Um moderno planejamento de diagnostico seria um anticorpo
recombinante fusionado na superficie de um biossensor capaz de gerar detecgao
em tempo real de antigenos-alvo (AZZAZY; HIGHSMITH, 2002).

Peptideos obtidos pela tecnologia de phage display podem exercer um
efeito anticancerigeno por inibicdo de angiogénese, decréscimo na atividade
metastatica do tumor ou inibindo enzimas importantes para disseminagcdo de
células neoplasicas. Eles também podem ser usados como componentes de
vacinas antitumor ou veiculos para carrear citocinas, quimioterapicos ou
oligonucleotideos anti-senso para tumor. Essa tecnologia permitiu ainda o
desenvolvimento de anticorpos recombinantes anticAncer, mais comumente
usados como moléculas Fv de cadeia unica (scFv), as quais podem ser

modificadas para aumentar sua afinidade e avidez. Eles podem ainda ser
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conjugados com moléculas que induzem diferentes efeitos antigénicos
(BORYSOWSKI; GORSKI, 2004).

Vaérios trabalhos tém relatado a identificagdo, pela tecnologia de phage
display, de peptideos que mimetizam biomoléculas especificas em diversos tipo
de cancer, como por exemplo: mama (HANSEN; OSTENSTAD; SIOUD, 2001a;
HANSEN; OSTENSTAD; SIOUD, 2001b), hepatocarcinoma (DU et al. 2006),
mieloma (DYBWAD; SIOUD; ZOUALLI, 2003), fiborosarcoma (POPKOV et al. 2000),
coloretal (COOMER; WARD, 2001), cancer gastrico (HU et al.2006), prostata e
testiculo (FOSSA et al. 2004), entre outras. As aplicacbes dos peptideos
expressos em fagos no cancer tém sido as mais variadas, dentre elas:
mapeamento da diversidade tumoral (HANSEN; OSTENSTAD; SIOUD, 2001b;
DYBWAD; SIOUD; ZOUALI, 2003; LIU et al. 2004) a selegcéo de peptideos que
inibem metastase (HU et al.2006), peptideos miméticos de oncogenes
(STEPHEN; HELMINEN; LANE, 1995; COOMER; WARD, 2001), receptores
vasculares (ZURITA; ARAP; PASQUALINI, 2003; ARAP et al. 2002) e muitos
peptideos relacionados a fatores de crescimento (CAMPA; SERLIN; PATZ Jr,
2002, HETIAN et al. 2002). Os peptideos selecionados podem ser utilizados de
diversas maneiras, inclusive no tratamento do cancer através do enderecamento
vascular dos peptideos (NILSSON et al. 2000) e de alvos em imunoterapia
(POPKOV et al. 2000).

Proteinas prostaticas cancer-especificas podem ser identificadas para a
utilizagdo como marcadores em diagndstico e prognéstico na terapia efetiva do
cancer de prostata (LEINONEN et al. 2000; ROMANOV; DURAND; PETRENKO,
2001). A tecnologia de phage display tem sido largamente empregada no estudo
do cancer de préstata (ROMANOV; DURAND; PETRENKO, 2001; ZURITA et al.
2004; LIU et al. 2004; DYBWAD; SIOUD; ZOUALI, 2003; MINTZ, et al. 2003;
FOSSA et al. 2004; BRADFORD; WANG; CHINNAIYAN, 2006; DUNPHY et al.
2006, HEKIN et al. 2006). Esses trabalhos tém identificado peptideos
relacionados com marcadores e proteinas prostaticas, como receptor de
andrégeno AR (HSU et al. 2003), PSA (COREY et al. 1997; MICHEL et al.1999;
WU et al. 2000; WU et al. 2004; FERRIEU-WEISBUCH et al. 2006) calicreina 2
(HEKIM et al. 2006), receptor a da interleucina 11 (ZURITA et al. 2004).
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3 PLATAFORMAS TECNOLOGICAS: IMUNOENSAIOS COM MICROESFERAS

O desenvolvimento de novas metodologias favorecendo o diagnéstico mais
efetivo, rapido e confidvel de doencgas infecciosas, autoimunes ou genéticas faz-
se necessario.

Com acuracia e alta sensibilidade os biossensores sdo capazes de detectar
com precisao, biomoléculas em quantidades infimas de forma rapida e especifica
(ROBINSON, 1995).

Os tipos mais comuns de biossensores sdo baseados em: (1) interagdes de
antigeno/anticorpo, (2) interagdes de acidos nucléicos, (3) interacbes enzimaticas,
(4) interagdes celulares e (5) interagbes que usam materiais de biométricos (por
exemplo, bioreceptores sintéticos). Os métodos mais prevalecentes de sinal de
transducao incluem: (1) medidas oticas (por exemplo, luminescente, absorgéao,
etc.), (2) eletroquimica (potenciométrica, amperométrica, etc.) e (3) medidas
massa-sensiveis (superficie onda acustica, microbalanga, etc.). Uma classe
especial de biossensores, tipicamente conhecido como biochips, tem elementos
de transdugao multiplos e € baseado em microchips de circuito integrado. O termo

”

“biochip” vem da palavra “chip” de computador que é um substrato baseado em
silicone usado na fabricagdo de circuitos eletrénicos miniaturizados (VO-DINH,;
CULLUM; STOKES, 2001).

Muitos testes e ensaios utilizam particulas de tamanho micrométricas, ou
microesferas, como substrato ou suporte para reagdes imunoldgicas e separagao
de micromoléculas e particulas subcelulares. Microesferas sédo particulas de
polimeros esféricos de diferentes tamanhos e compostos por diversos materiais,
dependendo da utilizagdo, tais como poliestireno, silica e magnéticas.
Microesferas menores que 1um sdo denominadas nanoesferas e sua utilizagao
depende do teste a ser realizado. Estas particulas podem ter sua superficie
ativada com diversos grupamentos quimicos para a ligagdo de uma infinidade de
substancias. Apdés as microesferas terem sido ativadas, elas podem ser
preparadas para a ligacdo (acoplamento) de ligantes, normalmente proteinas.
Microesferas magnéticas s&o utilizadas para a deteccdo e purificagcdo de
proteinas e anticorpos, sendo comumente utilizadas também para purificagao de

acidos nucléicos.
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O teste de aglutinagcado em latex (LAT) tem sido considerado um teste muito
utii para descoberta de anticorpos em microbiologia clinica (BHASKAR;
BANAVALIKER; HANIF, 2003). Sensores baseados em nanoesferas de latex para
ensaios de imunoaglutinagdo e separagdo em colunas cromatograficas ou
visualizados em microscopio sdo também extremamente rapidos e sensiveis,
sendo superiores aos meétodos convencionais (ELISA e Western blot), por serem
altamente ativados em toda sua superficie, que servem de suporte sdlido para as
sondas moleculares ou imunolégicas, ndo necessitando de substratos
enzimaticos. Além disso, grandes instalagbes e equipamentos, como leitores de
ELISA podem n&do estar disponiveis em muitos centros (BHASKAR;
BANAVALIKER; HANIF, 2003; XU et al. 2005). Descoberta de anticorpo baseado
em aglutinagcdo de latex € um procedimento bem estabelecido e kits comerciais
estdo disponiveis para diagndsticos de muitas doengas bacterianas e virais
(MADHUSUDANA; SARASWATI, 2003).

Dentre as variagbes dos testes de aglutinagdo “originais”, que consistem
basicamente do uso de esferas de latex recobertas de antigenos especificos que
reagem com 0s anticorpos presentes na amostra, provocando uma reagao de
aglutinagdo proporcional a concentragdo de anticorpos existentes, as mais
recentes envolvem captura de particulas, imunoensaios, testes sanduiche com
particulas ativadas e ensaios de fase sélida com esferas de silica ou microesferas
magnéticas.

Os testes de aglutinagédo com particulas de latex s&o utilizados ha muito
tempo para diagnostico de diversas patologias, humanas e animais: descoberta
de IgM para Toxoplasma gondii usando particulas de latex sensibilizadas com
antigenos do parasito (REMINGTON; EIMSTAD; ARAUJO, 1983), descoberta de
anticorpos contra raiva, usando particulas de latex cobertas com virus inteiro
purificado (PERRIN; VERSMISSE; SUREAU, 1988), diagndstico de tuberculose
pulmonar e extrapulmonar em larga escala (BHASKAR; BANAVALIKER; HANIF,
2003); monitoramento de anticorpos para vacinas contra o virus da gripe aviaria
H5N1 (XU et al. 2005), acoplamento de microesferas a peptideos sintéticos que
contém epitopos de Mycobacterium bovis, para o diagnostico de bovinos
contaminados (KOO et al. 2004). Uma vantagem adicional desse ultimo teste é a
sua utilizagcdo com varias espécies, nao sendo necessaria adicao de nenhum

reagente adicional.
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Recentemente tém sido desenvolvidos sensores biolégicos para
diagnéstico do cancer de préstata pela detecgdo do PSA. Huang et al. (2005)
desenvolveram um sensor baseado em um ensaio sanduiche envolvendo
anticorpos monoclonais PSA-especificos biotinilados e ouro coloidal conjugado
com estreptavidina para diminuir o limite de detec¢cdo de PSA, possibilitando a
deteccao de niveis de PSA total de cerca de 1ng/mL em concentragdes clinicas
relevantes. Sarkar et al. (2002) tentaram utilizar o procedimento de ELISA em um
eletrodo amperométrico com bons resultados na deteccdo de PSA. O sensor pode
ser produzido a um custo muito baixo e a detecgdo do PSA é feita dentro pouco
tempo.

A metodologia de phage display pode fornecer antigenos que podem ser
utilizados em biossensores. Marik et al. (2003) descrevem um método simples
para preparar microesferas magnéticas de poliestireno acopladas a um peptideo
ligante, cNGRGEQc. Estas microesferas magnéticas s&o utilizadas para uma
seletiva e eficiente recuperagcdo de células de cancer de fluidos do corpo. Os
fagos podem ser usados como elemento de reconhecimento nos biossensores
usando a adsorcido fisica em uma superficie de ouro de um sensor em
microbalangca de cristal de quartzo (QCM) com alta especificidade quando
analisados por ELISA. O método de adsorcio fisica é simples e econémico, o
sensor demonstra especificidade e afinidade (SAROKULOVA et al. 2006).
Imunoensaios em gel teste (PaGIAs) sdo métodos estabelecidos em sorologia de
grupos sanguineos e foi introduzido para descoberta de doencgas infecciosas
(RABELLO et al. 1999). Fagos M13 com 12 residuos de aminoacidos fusionados
na proteina plll, sdo provavelmente os mais indicados para a ligagdo a
microesferas ativadas com aldeidos, pois provavelmente estas se ligam aos fagos
pelas extremidades amino-terminais da proteina pVIll, que é mais abundante na
molécula, nao interferindo na reatividade do peptideo recombinante com as
imunoglobulinas de interesse.

Apesar de importantes avancos no entendimento de varios aspectos da
resposta imune em diversas moléstias e da existéncia de diversas modalidades
terapéuticas, o numero de pacientes ainda sem diagnéstico ou com tratamento
ineficaz é alarmante.
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OBJETIVOS

Esse trabalho tem como objetivos:

1. Selecionar e caracterizar peptideos ligantes de IgY especificas
geradas por meio de imunizagdo com proteinas totais de tecidos com

cancer de prostata humano.

2. Desenvolver um biossensor por meio de microaglutinagdo de
microesferas de latex em cromatografia liquida de exclusédo a partir de

fagos recombinantes selecionados.
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CAPITULO |

Identificacao de Alvos Biolégicos no
Diagndéstico do Cancer de Préstata e Hiperplasia

Prostatica Benigna por Phage Display
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RESUMO

A identificacdo de novos antigenos ou genes especificos do cancer de
prostata pode prover novos biomarcadores e também fornecer instrumentos para
o desenvolvimento de novas modalidades de tratamento. A tecnologia de Phage
Display é capaz de selecionar peptideos com diversas finalidades, como o
mapeamento de epitopos reconhecidos por anticorpos, que podem se tornar
potenciais marcadores tumorais para o diagnostico do cancer de préstata. Esta
investigacao objetivou identificar proteinas capazes de discriminar o cancer de
préstata e a hiperplasia prostatica benigna. Por meio da imunizagao de galos SPF
com proteinas totais de tecidos prostaticos tumorais humanos produziu-se IgY
especificas que foram purificadas em colunas HyTrap. As IgY foram utilizadas na
selecdo de peptideos recombinantes por biopanning, que foram
subseqlentemente caracterizados por seqlienciamento e bioinformatica. Dos 484
clones, apenas 29 clones diferentes foram identificados. A reatividade e
especificidade dos clones isolados foram determinadas por dot immunoblotting e
ELISA. Encontrou-se similaridades entre as seqléncias dos peptideos e proteinas
depositadas no GenBank tais como transportadores de membrana, receptores
celulares, proteinas envolvidas na regulacdo génica e antigenos tumorais. A
tecnologia de phage display possibilitou a identificagdo de alvos biolégicos com
reatividade diferenciada entre soros de pacientes com hiperplasia prostatica
benigna e cancer de préstata. Dentre os 29 peptideos isolados, seis peptideos
apresentaram reatividades especifica, sendo dois clones para o cancer de
préstata e quatro clones para a hiperplasia prostatica benigna, com implicagdes

importantes em relagao a resposta imune associada ao processo tumoral.

Palavras-chave: Cancer de Préstata, Hiperplasia Prostatica Benigna, marcadores

tumorais, Phage display.
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ABSTRACT

The identification of new antigens or specific genes associated with prostate
cancer may provide new biomarkers and novel tools for the development of
specific treatment modalities. Phage Display technology has been capable of
selecting peptides with several purposes, such as epitope mapping recognized by
antibodies, which may become potential tumor markers for prostate cancer
diagnosis. This investigation aimed the identification of recombinant peptides that
are able to discriminate prostate cancer from benign prostatic hyperplasia. Specific
pathogen-free chickens were immunized with total proteins of tumor human
prostatic tissues, and produced specific IgY that were purified by HyTrap
chromatographic columns and later used for peptides’ selection. Among 484
clones, 29 specific peptides were generated. The selected clones were
characterized by sequencing and bioinformatics, with subsequent dot
immunoblotting and ELISA assays in order to verify their reactivity and specificity.
Similarities were found between peptides’ sequences and proteins deposited in
GeneBank, such as membrane transporters, cellular receptors, proteins involved
in the transcriptional regulation and cancer antigens. The phage display
technology was able to identify biological targets that were differently expressed in
serum of patients with benign prostatic hyperplasia and in prostate cancer. Among
the 29 peptides, six clones presented specific reactivity, with four clones
associated with BPH and two clones with PCa, with important implications for the

immune response associated with the tumor process.

Word-key: Prostate Cancer, Benign Prostatic Hyperplasia, Markers Tumorals,

Phage Display.
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INTRODUGAO

Atualmente, o cancer de prostata é a segunda causa de morte masculina
no Brasil e esta entre as principais causas de mortalidade entre os homens
ocidentais (INCA, 2006), causada principalmente pelo retardo no diagndstico,
favorecendo tumores com alta capacidade de invasdo local e disseminacao
(WALSH; WORTHINGTON, 1998). A investigagao clinica desta doenca baseia-se
no toque retal e PSA sérico (SROUGI, 1998).

A Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB) caracteriza-se por um aumento
notério do componente acinar prostatico em relacdo aos componentes intersticial
e capsular, acarretando, por consequéncia, aumento volumétrico da prostata.
Esse aumento benigno ocorre sempre apdés os 35 anos de idade, sendo
responsavel por varios sintomas do trato urinario inferior em homens (STAMEY,
MCNEIL, 1992; CATALONA et al. 2002; KRUMHOLTZ et al. 2002; CATALONA
2004)

Essas duas patologias conferem risco e progndstico bastante diferentes
aos pacientes. Contudo, incidem sobre a mesma faixa etaria. A neoplasia
prostatica, em estagios iniciais, apresenta alteragbes semelhantes a hiperplasia
benigna, além do fato de ambas poderem co-existir, complicando ainda mais o
diagnéstico preciso. Que podem dificultar sensivelmente a diferenciacédo dessas
patologias (KRUMHOLTZ et al. 2002; CATALONA 2004).

A identificagdo de novos antigenos ou genes especificos do cancer de
prostata pode prover novos biomarcadores e também fornecer instrumentos para
o desenvolvimento de novas modalidades de tratamento. Bibliotecas de peptideos
geradas por phage display sdo extensamente aplicadas na descoberta de uma
grande variedade de polipeptideos incluindo anticorpos, receptores e enzimas
(HAARD et al. 1998). Através desta metodologia € possivel identificar proteinas
capazes de detectar o cancer mais precocemente do que os métodos tradicionais,
predizer o estadio atual do tumor, além de permitir o desenvolvimento de

tratamentos mais eficientes. Peptideos selecionados por esta técnica a partir de
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proteinas prostaticas cancer-especificas podem ser utilizados como marcadores
tumorais no diagndstico, prognostico e terapia do cancer de préstata (LEINONEN
et al. 2000; ROMANOV; DURAND; PETRENKO, 2001).

Com o objetivo de caracterizar alvos bioldgicos especificos, por phage
display, associados com a resposta imune durante ao desenvolvimento dos
tumores prostaticos realizou-se a identificacdo, purificacdo e caracterizacdo de
novos alvos bioldgicos, com possivel utilizagdo como biomarcadores no
diagnéstico imunoldgico do cancer de préstata e da hiperplasia prostatica
benigna, a partir de imunoglobulinas Y de galos imunizados com proteinas totais

de tecidos prostaticos tumorais.



1 PRODUGAO DE ANTICORPOS IgY ANTI-CAP

1.1 Pacientes

MATERIAL E METODOS
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Neste estudo foram utilizados fragmentos macrodissecados manualmente

provenientes de prostatectomia radical (PR) e ressecgao transuretral (RTU) de 20

pacientes com adenocarcinoma de préstata em diversos estadios (TABELA ).

TABELA |I: Parédmetros clinicos e laboratoriais dos pacientes utilizados para a extragdo de

proteinas totais e imunizagcdo de galos. ND: ndo detectado; PR: prostectomia radical; RTU:

ressecgao transuretral.

Psa Pré- Tipo de
Paciente Idade Gleason TNM
Cirargico cirurgia
01 71 9.6 7 pT2cNoMo PR
02 62 ND 7 pT3cN1Mx PR
03 66 22.2 6 pT2cNoMo PR
04 47 1.1 - NIP | PR
05 68 6.0 6 ND PR
06 71 6.5 5 pT1aNoMx PR
07 80 13.7 7 pT3cNoMx PR
08 66 5.52 7 pT2cNoMx PR
09 75 5.0 - NIP 111 PR
10 64 5.52 6 ND PR
11 71 55 5 pT3cN1Mo PR
12 69 ND 8 pT4 RTU
13 54 ND 7 ND RTU
14 70 202.2 10 ND RTU
15 77 maior 100 9 ND RTU
16 77 79.2 7 ND RTU
17 58 12.2 6 T2cNoMx PR
18 77 47 7 ND PR
19 72 5.9 7 pT2aNoMx PR
20 66 elevado 6 pT2aNoMx RTU
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As amostras foram coletadas no Hospital de Clinicas da Universidade
Federal de Uberlandia pela equipe médica e ambulatorial do setor de Urologia e
mediante autorizacdo dos pacientes, 0s quais assinaram um termo de
consentimento (Anexo lll). O procedimento de coleta foi realizado dentro da rotina
do setor cirurgico, sem causar desconforto adicional aos pacientes.

Apos a coleta, o material foi levado ao laboratério de Genética Molecular da
UFU e armazenado a -80°C para posterior processamento.

Este trabalho foi aprovado pelo comité de Etica em Pesquisa da UFU n2.
005/2001. Todas as técnicas de manipulagao dos materiais bioldgicos seguiram
normas do Cddigo de Etica em Pesquisa com Humanos (Resolugdo CNS N2

196/96). Os pacientes foram identificados por seus numeros de prontuarios.

1.2 Extragao de Proteinas Totais

Amostras de cerca de 20mg de préstatas de cada paciente, foram
trituradas com um homogeinizador elétrico em tampao (400mM NaCl; 25mM
EDTA pH 8,0; 50mM Tris pH 7,5; 2% SDS), para preservagao da integridade das
proteinas foram adicionados os inibidores de protease benzamidina (10uL a
100mM) e PMSF (3uL a 150 mM). As amostras foram entdo incubadas a 37°C por
15 minutos e em seguida adicionou-se 300 pL de solugédo saturada de NaCl, e
novamente incubou-se por 15 minutos agora a -20°C. Apdés o tempo de
incubacao, as amostras foram centrifugadas a 15000rpm a 4°C por 15 minutos, o
sobrenadante foi descartado e as proteinas precipitadas foram ressuspendidas
em tampéao fosfato salino (PBS). Apds a extragao, as proteinas extraidas dos 20
pacientes individualmente foram reunidas em quantidades iguais, quantificadas e

visualizadas em gel SDS-PAGE para verificagdo de sua integridade.
1.3 Imunizagao
Utilizou-se 3 galos SPF (Specific Pathogen Free) de trés semanas de

idade, da raga White-Leghorn cedidos pela Sadia S/A de Uberlandia-MG, sendo 2

galos testes e 1 galo controle.
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Antes do inicio da Imunizacdo, coletou-se aproximadamente 10 mL de
sangue dos animais, retirado da parte interna da asa de cada um. O esquema de
imunizagéo foi o descrito por Barbas et al. (2001), com algumas modificagdes,
sendo a primeira dose de 200 uyg de proteinas totais de CaP e as trés doses
subsequentes de 100 pg, por via intramuscular, em intervalos de 14 dias para
cada dose. A primeira dose foi administrada com adjuvante completo de Freund
(Sigma Chemical Co, USA), e as doses subsequentes com adjuvante incompleto
de Freund (Sigma). Os animais imunizados foram sangrados a partir da terceira

dose e avaliados quanto a producao de anticorpos pelo teste de ELISA.

1.4 Titulagao de anticorpos por Ensaio Imuno Enzimatico (ELISA)

Para o teste de ELISA foram utilizadas placas de microtitulacido de alta
afinidade (Nunc-Maxisorp) sensibilizadas com 50 pL/pogo por 12-16 horas a 4°C
com 10ng das proteinas totais de tecidos prostaticos tumorais em tampéo
Carbonato/Bicarbonato 0,06M pH 9,6 (1,0M Na HCO3 e 1,0M Na,COs3 anidro). Em
seguida, as placas foram lavadas trés vezes com PBST, e bloqueadas com 250uL
de Solugdo de Bloqueio (PBST 0,05%-leite desnatado 5%) incubando-as por 1
hora a temperatura ambiente e lavadas novamente. Foram adicionas as diluicdes
de soro, em solugédo de bloqueio (100uL/pogo), de 1:300, 1:600, 1:1200, 1:2400,
1:4800, 1:9600 e 1:19200 realizadas em duplicata dos soros dos 3 aminais pré e
pos-imunizagao, incubando a placa por 1 hora a 37°C. Apds esse periodo, as
placas foram lavadas seis vezes e foi adicionado anticorpo secundario (IgG de
coelho anti IgY de galinhas conjugado a peroxidase) diluido em solugdo de
bloqueio em concentragdo de 1:5000, permanecendo por 1 hora. A ligagao
especifica foi revelada pela adicdo de substrato enzimatico contendo o-
fenilenodiamino (OPD). Apds 15 minutos, a reacgéo foi interrompida com &acido
sulfurico 30% e efetuada a leitura a 492 nm em leitor de microplaca (Flow Titertek
Multiskan Plus - USA). Apdés a observacdo de titulo satisfatorio, o sangue foi

coletado para obtencao de soro policlonal.



48

1.5 Purificagdo cromatografica de IgY

A purificagdo de IgY realizou-se em colunas HiTrap IgY Purification HP
(Amersham Biosciences) segundo o manual do fabricante. Com o auxilio de uma
bomba peristaltica, a coluna foi lavada a velocidade de 5 mL/minuto com 5
volumes (25mL) de cada tampao: Ligagdo (20mM NazHPO4, 0,5M K,SO4 pH 7,5),
Eluicdo (20mM Na;HPO4 pH 7,5) e Limpeza (20mM Na;HPO4 pH 7,5 com 30% de
Alcool isopropilico), e equilibrada com 5 volumes de tampdo de Ligacdo. A
amostra (10mL de soro) foi aplicada e em seguida a coluna foi lavada com 10
volumes (50mL) de tampéao de ligagao.

As IgY foram eluidas com 10 volumes de Tampao de Eluicao coletando em
tubos para imediata quantificacdo no espectrofotdmetro (280nm). Apds a eluigéo,
a coluna foi regenerada com 8 volumes de Tampao de Limpeza e reequilibrada

com 5 volumes de Tampao de Ligagao.

1.6 Dialise

Na dialise das amostras saidas da coluna de purificagao, utilizou-se tubos
de dialise de celulose Fisherbrand® (regenerated cellulose-DYALYSIS tubing). As
extremidades inferiores dos tubos foram amarradas e apds aplicagdo do soro
purificado amarrou-se a outra extremidade, emergindo-os em sacarose por 1 hora
para concentragcdo das amostras.

Devido a diminuicdo no volume de amostra, prendendo-se novamente os
tubos, reduzindo seu tamanho, colocando-os em TBS1X por 12-16 horas,
trocando o tamp&o pelo menos trés vezes.

Retirou-se o purificado do interior das membranas armazenando-os em
microtubos estéreis, para posterior analise de pureza e quantificacao

espectrofotométrica.

2 ELETROFORESE EM SDS-PAGE

A eletroforese foi realizada segundo Barbas et al. (2001), a concentragao

do gel foi de 16% (p/v). As amostras foram diluidas em 10uL de tampé&o de
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amostra (12mL de SDS a 10%, 6 mL de Glicerol 1mL de Tris-HCI 1M pH 6,8),
desnaturadas a 100°C por dois minutos e aplicadas em cada pog¢o do gel. Foi
utilizado um marcador de peso molecular (SIGMAMARKER™, Wide Molecular
Weight Range) para determinar o tamanho das proteinas no gel. Foram utilizados
dois tampdes de corrida: anodo (Tris-HCI 0,2M pH 8,9) e catodo (Glicina 0,1M;
Tris 0,1M; 0,1% de SDS). A corrente foi fixada em 120V e a corrida realizou-se
por 4 horas.

Para a visualizagdo e analise das proteinas resolvidas nos géis foram

utilizados dois procedimentos de coloragdo: coomassie-blue e nitrato de prata.
2.1 Coloracao de gel com Coomassie-blue

Apods a eletroforese, o gel foi retirado do aparato e imerso em solugéo
corante (0,2% de Coomassie-blue R-250, 50% de metanol, 10% de acido acético
e 40% de Hy0) por cerca de 10 minutos e lavado uma vez. Em seguida, para
visualizagdo das proteinas, adicionou-se solugdo descorante de gel (30% de
etanol, 10% de acido acético e 60% de H,0), que foi trocada diversas vezes, até
que o gel ficasse com contraste suficiente para visualizagdo das bandas

equivalentes as proteinas resolvidas.
2.2 Coloragao de gel com nitrato de prata

Apods a corrida, o gel foi corado com prata (SAMBROOK et al. 1989).
Inicialmente incubou-se o gel durante 12hs com solugéo de Etanol:Acido acético
glacial:Agua (30:10:60) para fixar as proteinas no gel. A solugéo fixadora foi entdo
descartada e o gel incubado por 30 minutos, a temperatura ambiente, sob leve
agitacdo com uma solugédo de Etanol 30%. Este passo foi repetido, a solugéo de
etanol foi descartada e o gel incubado duas vezes com Agua Deionizada, durante
10 minutos, a temperatura ambiente e sob leve agitagdo. A agua foi removida e
uma solugao de AgNO; 0,1% adicionada e descartada ap6s 30 minutos. Apos
este processo os dois lados do gel foram lavados com Agua Deionizada. Em
seguida, uma solugédo aquosa de Carbonato de Sédio 2,5% e Formaldeido 0,02%

foi acrescentada ao gel e mantida a temperatura ambiente, sob suave agitagéo.
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Com o surgimento das bandas a reacao foi parada por Acido Acético 1% e o gel

foi lavado 3 vezes com Agua Deionizada.

3 SELECAO DE PEPTIDEOS SINTETICOS
3.1 Biopanning (selecao de fagos)

Foram utilizadas 5uL (1x10"" particulas virais) de cada uma das 3
bibliotecas de peptideos randémicos fusionados em fagos (Ph.D.-7, Ph.D.-C7C, e
Ph.D.-12 da NEW ENGLAND BioLabs®,nC_). As bibliotecas eram compostas de 7, 9
ou 12 aminoacidos randémicos seguidos por uma curta sequéncia espagadora
Gly-Gly-Gly fusionada a regido N-terminal da Proteina Ill de bacteri6fagos
filamentosos M13. Todas as cinco copias da Proteina Ill dos fagos continham
peptideos amino-terminais.

Foram realizados 3 ciclos de selegdo, onde em cada um deles, um pogo
em uma placa de microtitulagdo (Corning Incorporated Costar® 3591) foi
previamente adsorvido com 150uL de IgY purificada (100ug/mL em 0,1 M
NaHCO3, pH 8,6) por 12-16 horas (overnight) a 4°C sob agitagéo leve; bloqueada
com 250uL de um tampéo de bloqueio (0,1M NaHCOS3, pH 8,6, 5Smg/mL BSA) por
uma hora, a 4°C; e lavada seis vezes com TBST (TBS contendo 0,1% Tween-20).
Acrescentou-se, no mesmo orificio da placa, 5uL de cada biblioteca diluidos em
100 pL de TBST agitando-se por uma hora a temperatura ambiente. Fagos néo
ligantes foram removidos por dez lavagens com TBST (0,1% Tween-20) no
primeiro ciclo selegao e nos 2 ciclos subsequentes de TBST (0,5% Tween-20). Os
fagos ligantes foram eluidos por afinidade com 10 ug proteinas totais de CaP
diluidas em 90 pL de TBS por 60 minutos sob agitagao, a temperatura ambiente.
Pequenas aliquotas do eluato de fagos foram utilizadas para a titulagao.

O eluato remanescente foi amplificado da seguinte maneira: inicialmente
retirou-se uma col6nia (isolada) de Escherichia coli linhagem ER2738
previamente crescida em meio LB (0,2g LB +20mL de agua destilada e posterior
esterilizagdo) com tetraciclina, sob agitacdo a 37°C até a fase early-log (OD oo ~

0,3) e incubou-se a 37°C por 4-5 horas sob forte agitagdo. A cultura foi submetida
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a centrifugagcdo a 10000 RPM por 10 minutos a 4°C e recentrifugada para total
separagao das bactérias. Logo apos, 80% do sobrenadante foi transferido para
um tubo esterilizado e adicionou-se 1/6 do volume de PEG/NaCl (20% de
Polietilenoglicol 8000 e 2,5 M de NaCl — solugao estéril) incubando-se por 12-16
horas a 4°C. Decorrida a precipitagéo, centrifugou-se a solugdo a 10000 rpm por
15 minutos a 4°C, o sobrenadante foi descartado e centrifugou-se, brevemente,
outra vez para remogao de sobrenadante residual com uma pipeta. O precipitado
foi suspendido em 1mL de TBS e precipitou-se novamente com 1/6 do volume de
PEG/NaCl incubado em gelo por 1 hora. Centrifugou-se a 14000rpm por 10
minutos a 4°C descartando o sobrenadante e repetiu-se a centrifugacao
brevemente para remocgao de sobrenadante residual com a pipeta. O precipitado
foi ressuspendido em 200uL TBS, 0.02% NaNs, obtendo-se entdo o eluato

amplificado, que foi posteriormente titulado e armazenado a 4°C.
3.1.1 Titulagodes

A titulagdo é um procedimento necessario para determinar o numero de
entrada e saida das particulas virais durante os ciclos do “Biopanning”.

A solugdo de fagos a ser titulada foi submetida a diluigdes seriais de 10
vezes em meio LB. Para eluatos nao amplificados foram utilizadas as diluicdes de
10" até 10 no caso de solugdes com fagos amplificados a faixa de diluicdo
utilizada foi de 10® a 10™"". Cada diluicdo foi acrescida de 200uL da cultura de
ER2738 na fase mid-log (ODgypo ~0,5). Esta mistura foi agitada brevemente e
incubada por 5 minutos a temperatura ambiente. As células, agora infectadas,
foram transferidas para tubos de cultura contendo 3mL de Agarose Top a 45°C e
espalhadas sobre uma placa de Petri contendo meio LB sdlido, com IPTG/Xgal e
tetracilina. Para cada diluicdo foi confeccionada uma placa.

As placas foram incubadas a 37°C, durante 16 horas. Apds este periodo,
contaram-se as coldnias das placas que apresentavam aproximadamente 100
colbnias. Multiplicou-se cada numero pelo fator de diluicdo de cada placa para

obter o titulo dos fagos.
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3.2 Western Blot

A técnica de western blot foi realizada para assegurar que os clones
selecionados tinham afinidade pelo anticorpo gerado pela imunizagdo dos
animais com proteinas de CaP. As amostras referentes ao pool de clones dos
trés ciclos de selecdo foram submetidas a eletroforese em gel SDS-PAGE e
eletrotransferidas para uma membrana de nitrocelulose (Hybond ECL — GE
Healthcare) com poros de 0,22 um. Apds a transferéncia, as membranas foram
bloqueadas com tampao TBS-Tween 20 a 0,05% (TBST) e suplementada com
leite desnatado, e em seguida, incubadas com as IgY purificadas. A detecgao
da ligac&o dos anticorpos aos peptideos imobilizados em nitrocelulose pode ser
verificada pela subseqlente incubacdo das membranas com o anticorpo anti-
IgY complexado com a enzima fosfatase alcalina e revelagdo com o substrato
NBT/BCIP .

3.3 Extragcao de DNA de fagos

Para a extragdo do DNA dos fagos, colbnias isoladas de uma placa oriunda
do 3° ciclo de Biopanning foram transferidas para pogos de 2mL de placas de
cultura tipo Deepwell, contendo 1mL de cultura de ER2738 em fase early-log (OD
s00 ~ 0,3); a cada pogo foi adicionada apenas uma colbnia de fago. A placa foi,
vedada com um adesivo préprio e incubada a 37°C, por 24 horas, sob vigorosa
agitacao (250 rpm). Para isolar os fagos das bactérias, as placas foram
centrifugadas a 3700 rpm, a 20°C, durante 10 minutos. Apenas 800uL do
sobrenadante da centrifugacado foram transferidos para outra placa e incubados,
por 10 minutos, com 350uL de PEG/NaCl. Apés o periodo de incubagéo, os tubos
foram centrifugados a 3700 rpm, a 20°C, durante 40 minutos para precipitacéo
dos fagos. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e 100uL de Tampé&o iodeto
(10mM de Tris-HCI pH 8,0, 1mM de EDTA e 4M de Nal) foi adicionado ao
precipitado de fagos.

As placas foram agitadas vigorosamente e, em seguida, 250uL de etanol
absoluto foi acrescentado. Apés uma incubacido de 10 minutos, a temperatura

ambiente, as placas foram centrifugadas (3700 rpm, 20°C, 10 minutos) e o
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sobrenadante descartado. O precipitado de fagos foi lavado com 500uL de Etanol
70% e recentrifugado. Finalmente, o precipitado remanescente foi diluido em 20l
de agua Milli-Q. A qualidade do DNA fita simples foi verificada pela corrida

eletroforética em gel de Agarose 1% corado com solugéo de brometo de etideo.
3.4 Sequenciamento

Na reagcdo de sequenciamento, foram utilizados 500ng de DNA molde,
5pmol do primer -96 glll (5-°" CCC TCA TAG TTA GCG TAA CG-3’ - Biolabs) e
Premix (DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Kit. — Amersham Biosciences). A
reacdo de 35 ciclos foi realizada em um Termociclador de placas (MasterCycler -
Eppendorf) nas seguintes condigbes: Desnaturagédo (a 95°C por 20 segundos);
anelamento do primer (a 58°C por 15 segundos) e extensdo (a 60°C por um
minuto). O DNA sequenciado foi precipitado com 1uL de Acetato de Ambnio e
Etanol, homogeneizando a placa com leves batimentos. Entdo foram
acrescentados 27,5uL de Etanol absoluto, em seguida, a placa foi centrifugada
por 45 minutos, a 4000 rpm e o sobrenadante descartado. Adicionou-se 150uL de
Etanol 70% ao DNA precipitado e centrifugou-se por 10 minutos, a 4000 rpm. A
solugéo de Etanol foi descartada, a placa permaneceu invertida sobre um papel
toalha e nesta posigao foi pulsada a 800 rpm, durante um segundo. A placa foi
coberta por um papel aluminio e assim ficou durante cinco minutos para evaporar
o Etanol remanescente. Os precipitados resultantes foram ressuspendidos no
tampédo de diluicdo (DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Kit. — Amersham
Biosciences).

A leitura do seqlienciamento foi realizada em um sequienciador automatico
MegaBace 1000 (Amersham Biosciences) no laboratorio de Genética Molecular
(UFU).

3.5 Dot Immunoblotting com IgY
Para a identificacdo dos clones imunorreativos foi utilizado o método de Dot

Immunoblotting, no qual 5uL dos clones a 10" pfu, foram plotados em uma

membrana de Nitrocelulose (Hybond ECL — GE Healthcare) com poros de 0,45
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um. Apos a plotagem dos clones, foi adicionada a solugdo de bloqueio TBSTM
(TBST, 0,05% de Tween 20 com 5% de leite desnatado) por 1 hora, a
temperatura ambiente, sob agitagdo. Em seguida, a membrana foi lavada trés
vezes com TBST e incubada com o anticorpo IgY purificado, diluido em TBSTM
por 1 hora, a temperatura ambiente e lavada trés vezes. A deteccdo da ligacéo
dos anticorpos aos peptideos imobilizados em nitrocelulose pdde ser verificada
pela subsequente incubagcdo das membranas com o anticorpo anti-lgY
complexado com a enzima fosfatase alcalina e revelagdo com o substrato
NBT/BCIP. Como controle negativo utilizou-se o fago selvagem, que nao

apresenta nenhum peptideo conjugado.
3.6 Phage ELISA

Para quantificacao da reatividade dos clones as IgY anti-CaP, foi realizado
o0 ensaio de ELISA onde placas de microtitulacdo de alta afinidade foram
sensibilizadas, em duplicata, para todas as amostras, com os 1 pyg de anticorpo
anti-M13 por 16 horas a 4°C. Decorrido o tempo de incubacéo as placas foram
bloqueadas com TBST Caseina a 2,5% e lavadas trés vezes com TBST. Os
clones amplificados foram diluidos a 10''/mL em TBST Caseina a 2,5% e
incubados 1 hora a 37°C. Em seguida, as placas foram lavadas novamente e as
IgY anti-CaP e irrelevantes foram adicionadas na concentragao de 1:100, diluidos
em Caseina a 2,5% 1:25 e incubados durante 1 hora a 37°C. Apds este periodo,
as placas foram lavadas e incubadas com anti-IgY conjugado com peroxidadse
diluido 1:5000 em Caseina a 2,5%, durante 1hora a 37°C, lavadas novamente e a
ligacdo antigeno/anticorpo foi revelada com solugdo de OPD. Apds 15 minutos, a
reagao foi interrompida com acido sulfurico e efetuada a leitura a 492 nm em leitor
de microplacas
O indice ELISA (IE) para os soros testados foi calculado realizando a divisdo
da média das densidades o6ticas (DO) das duplicatas pelo valor de cut off. O cut
off foi calculado somando-se 2 desvios padrdo a média das DOs dos controles

negativos (fago selvagem) mais a média das DOs de todos os clones com os

anticorpos irrelevantes ( cufoff =[)_(x2s(selvagem)]+)_((irrelevanks)). Os IEs
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maiores que 1 foram considerados positivos e os IEs menores que 1 foram

considerados negativos.
3.7 Purificagao de IgG com microesferas magnéticas

Soros de 10 pacientes com cancer de prdostata, 10 pacientes com HPB e 10
pacientes controles (homens entre 20 e 30 anos) devidamente identificados e
caracterizados por urologistas do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de
Uberlandia, foram purificados com microesferas magnéticas ativadas com
proteina G para obtencdo de IgG, da seguinte forma: 2x10° microesferas foram
lavadas trés vezes com 500 pyL de tampao MES (1M, pH 5,0), em seguida,
adicionou-se 100 pL de soro e incubou-se por 40 minutos a temperatura ambiente
sobre forte agitacdo. Decorrido o tempo de incubagdo, as microesferas foram
precipitadas por captura magnética em separador préprio, o sobrenadante foi
descartado e lavou-se trés vezes com tampao MES (1M, pH 5,0). Ao retirar o
campo magnético, as 1gG foram eluidas com tampé&o citrato de Na (1M pH 2-3) e
o pH neutralizado com Tris (1M pH 9,1), separando as IgGs das microesferas

magnéticas apos introducéo dos tubos no separador magnético.
3.8 Peptideo Array

Para verificagcdo da especifidade dos clones a anticorpos tipo 1gG
especificos purificados com microesferas magnéticas do soro de 10 pacientes de
cada grupo (CaP, HPB e controle) desenvolveu-se um teste de peptideo array.

As 1gGs purificadas foram utilizadas contra os 29 clones selecionados e um
fago selvagem (controle negativo sem inserto) imobilizados em uma membrana
de nitrocelulose (Hybond ECL — GE Healthcare) com poros de 0,45 um. Para a
imobilizagao, utilizou-se o volume de 5uL de cada clone a 10'°pfu, em cada uma
das trés membranas que foram posteriormente bloqueadas com TBSTM (0,05%
de Tween 20 com 5% de leite desnatado) por 1 hora, a temperatura ambiente,
sob agitagao. Apos trés lavagens com TBST, adicionou-se as IgGs dos pacientes,
previamente purificadas por microesferas magnéticas, diluidas em TBSTM e

incubados durante 1 hora a temperatura ambiente com agitagdo constante. Apds
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este periodo, as membranas foram lavadas e incubadas com o anticorpo
secundario anti-IgG humana conjugado com fosfatase alcalina diluido em TBSTM
na concentracdo de 1:5000, durante 1hora, e reveladas com o substrato
NBT/BCIP até que os dots comecassem a aparecer. Apdés a revelacao, as
membranas foram escaneadas e os dots foram quantificados quanto a suas
densidades odticas (DO) pelo programa Image Master-VDS Software, versao 2.0
(Phamacia Bioscience). Para o calculo das DOs relativas e descontar as
diferencas de coloracédo entre cada membrana e possibilitar a comparacao entre
elas, foi estimada a média das DO de 3 regides “brancas” que foi utilizada na
normalizacao dos resultados através da sua subtragdo de cada uma das DOs dos
clones testados. Foram realizadas leituras em 5 pontos diferentes e uma de toda

a area em cada um dos dots como exemplificado na Figura 1.1.

FIGURA 1.1. Esquema representativo das regides de leitura nos dots das membranas
dos ensaios de peptideo array, os numeros de 1 a 5 indicam os locais de leitura e 0 6

indica a leitura de toda a area de um dot por inteiro.

4 ANALISE DE DADOS PELA BIOINFORMATICA

Apds seqlenciamento, as sequéncias de DNA foram traduzidas pelo
programa DNA2PRO12. Este programa é designado para tradugéo de sequéncias
de insertos tanto de bibliotecas da New England Biolabs (Ph.D.-12™ or Ph.D.-
C7CTM) quanto de outras bibliotecas de interesse que contiverem as sequéncias
inicial e final do vetor, no caso o bacteriéfago M13. O programa automaticamente

localiza a posicédo do inserto, traduz o mesmo e indica qualquer erro possivel na
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sequéncia (tais como coédons inesperados ou erros na sequéncia proxima
(http://relic.bio.anl.gov/dna2pro12.aspx ).

DIVAA (http://relic.bio.anl.gov/divaa.aspx) foi utilizado para o calculo da
diversidade e derivacao padrao dos aminoacidos em cada posicao nos peptideos.
O calculo da frequéncia, diversidade de aminoacidos dentro da populacéo de
peptideos foi realizado pelo programa AADIV
(http://relic.bio.anl.gov/aafreqs3.aspx).

As homologias entre os 29 peptideos selecionados, foram testadas
utilizando os programas CLUSTAL W versao 1.83 (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/),
T-Coffee versao 1.41 (http://www.ch.embnet.org/software/TCoffee.html), MUSCLE
versao 1.0 (http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/muscle.pl), MAFFT versao 5.860
(http://timpani.genome.ad.jp/~mafft/server/) . O programa CLUSTAL W inclui ainda
na analise o pareamento entre os peptideos recombinantes selecionados.

As homologias entre os peptideos selecionados e com proteinas
depositadas foram realizadas utilizando a ferramenta BLASTp (Basic Local
Alignment Search Tool), um conjunto de programas que buscam similaridades
entre seqUéncias e sao designados para comparar (alinhar) as sequéncias a
serem investigadas com todas as depositadas nos bancos de dados de acidos
nucléicos e proteinas (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).Com). As proteinas
que apresentaram similaridade as sequéncias dos peptideos foram pesquisadas
no banco de dados UniProtKB Swiss-Prot (http://www.expasy.org/) para
identificagdo do seu numero de acesso e obtengcdo de maiores informagdes sobre

as mesmas.
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RESULTADOS

1 EXTRAGAO DE PROTEINAS E OBTENGAO DE IgY ANTI-CAP

As proteinas totais de prostata extraidas foram de boa qualidade e
puderam ser utilizadas como imundgenos para a produgcdo de anticorpos
policlonais de galinhas (IgY). Apdés a resolugdo das proteinas em gel de
acrilamida SDS-PAGE observou-se que estas mantiveram-se preservadas

(FIGURA 1.2), o que permitiu a imunizac¢ao das galinhas.
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FIGURA 1.2. Eletroforese SDS-PAGE (16%) proteinas totais extraidas de amostras de tecido de
prostata de pacientes com CaP e HPB observadas em gel de acrilamida corado com nitrato de

prata, M= marcador de peso molecular.

Os animais imunizados apresentaram reag¢ao imunoldgica contra proteinas
totais de CaP produzindo anticorpos policlonais anti-CaP, como esperado. Para
verificar a especificidade as proteinas de CaP e se a quantidade de anticorpos
seria suficiente para os procedimentos de selegdo, apdés a 4% imunizagao, foi

realizado o teste de ELISA com os soros dos galos controle, 1 e 2. Os titulos de



59

anticorpos foram estimados a partir do ponto de inflexdo no grafico pos-imune na
curva de titulagdo (FIGURA 1.3). Obteve-se o titulo de 1:1200 para ambos os

animais. O galo controle ndo apresentou anticorpos anti-CaP.
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FIGURA 1.3. Curva de titulacdo dos soros feita a partir das médias das absorbancias das
duplicatas versus as diluicdes dos soros pré e pds-imune dos galos 1 e 2 e controle. O ponto de
inflexao foi estimado tragando-se uma linha a partir da posi¢cdo mediana do eixo Y até o polindmio

da linha pés-imune interpolando-se até o eixo X.

Apoés constatar a eficiéncia das imunizagdes, as imunoglobulinas tipo Y dos
soros dos galos foram purificadas por cromatografia em colunas. Coletou-se cinco
aliquotas de anticorpos durante a purificagdo que foram quantificadas em

espectrofotdbmetro e visualizadas em SDS-PAGE em condigcbes nao redutoras
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(FIGURA 1.4). As amostras foram de boa qualidade ndao apresentando impurezas
em excesso, apenas a amostra 1 apresentou proteinas contaminantes
provavelmente por ter sido a primeira a ser coletada. Todas as amostras
continham uma banda de aproximadamente 180 kDa, correspondente ao peso
molecular da IgY. A quantidade de anticorpo variou entre as amostras 1 a 6
(respectivamente 6,9mg/mL, 0,4 mg/mL, 1,0mg/mL, 3,0mg/mL e 0,3mg/mL)

sendo a amostra 3 utilizada nos procedimentos de selegao.

— —
205 kDa —
180 kDa '
— - ¥
116 kDa — ,
il
-
—
i

FIGURA 1.4. Eletroforese em SDS-PAGE (16%) corado com coomassie blue das preparagdes de
IgY purificadas por cromatografia. M- marcador de peso molecular; 1 a 5 aliquotas de IgY; S -

amostra de soro total dos galos.

2 SELEGAO E IDENTIFICAGAO DE PEPTIDEOS

2.1 Biopanning

A selecao dos peptideos ligantes aos anticorpos policlonais anti-proteinas

totais de cancer de prostata, foi realizada com trés bibliotecas de peptideos
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expressos em fagos M13. A especificidade dos peptideos foi assegurada pela
eluicao com proteinas totais de CaP.

O enriquecimento dos peptideos especificos presentes no conjunto para
os anticorpos IgY antiCaP durante o processo da selecao pode ser verificado na
Figura 1.5, que mostra o resultado de um Western Blotting realizado com os fagos
eluidos amplificados provenientes dos trés ciclos de selecdo, mostrando o
reconhecimento pelos anticorpos policlonais anti-CaP na regiao representativa da
proteina plll, a qual carreia o peptideo sintético. A intensidade de marcagédo na
membrana aumenta do primeiro para o terceiro ciclo, sendo a quantidade de fagos

idéntica em todas as amostras.

Ciclos
1e 20 3e

FIGURA 1.5. Western blot dos fagos dos 1°, 2° e 3° ciclos de selecao, revelados com IgY anti-CaP
como anticorpo primario e detecgdo com anticorpo secundario anti IgY conjugado com fosfatase

. . 1 , ..
alcalina. No gel foram aplicadas 1x10 0 particulas virais para cada amostra.

A quantidade de fagos selecionados durante os trés ciclos de selegao foi
estimada pela titulagdo dos eluatos amplificado e ndo amplificado de cada ciclo
(TABELA 11). Os titulos de entrada dos fagos no Biopanning sao sempre maiores
que os titulos de saida, pois os fagos com maior afinidade aos anticorpos
imobilizados na placa ficam ligados a estes pela interagéo paratopo/mimetopo e o
restante dos fagos com baixa ou sem afinidade ao anticorpo sdo removidos

durante as lavagens.



62

TABELA |l. Selegao dos fagos com peptideos ligantes a anticorpos policlonais anti-CaP. Titulo

obtido (pfu) no processo de selegao dos fagos por imunoafinidade.

Numero de particulas de fagos

Entrada Saida
1° Ciclo de Selecéo 3,0x10" 6,5x10°
2° Ciclo de Selegao 1,0x10" 6,3x10°
3° Ciclo de Selegao 1,7x10" 1,6x10°

2.2 Extragao de DNA e seqilienciamento dos clones de fagos

Clones de fagos foram obtidos pelo crescimento, em meio de cultura, de
480 colbnias individuais, isoladas das placas de titulagdo do 3° ciclo se selegéao,
os quais tiveram seu DNA extraido.

O DNA extraido dos clones foi submetido a eletroforese em gel de Agarose
1%, para verificagdo da qualidade e quantidade (FIGURA 1.6). Em seguida o DNA

foi sequenciado e analisado.

i = eewm BEQ Bat g gL o ol

FIGURA 1.6. Eletroforese em gel de agarose 1% de 10 amostras de DNA extraido de
fagos (1-10) aleatoriamente escolhidos e de 200ng de DNA controle (C) com 7249 pb.

Dos 480 clones sequenciados, apenas 323 apresentaram sequéncias
validas (sem erros de seqlienciamento), onde foram identificadas 29 sequéncias
diferentes e as demais ocorrendo repedidas vezes. A Tabela Ill mostra a

freqléncia de cada clone, bem como a estrutura primaria de cada um.
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TABELA lll. Seqiéncia traduzida de aminoacidos dos peptideos expressos

nos clones de fagos selecionados e suas respectivas freqiiéncias.

Clone Sequéncia 323/480 FreqglUéncia
1 STWPAFRLFTKI 3/323 0,92%
2 MVSMDSSPRDRL 1/323 0,31%
3 DRMLLPFNLRAL 15/323 4,64%
4 LLADTTHHRPWT 263/323 81,4%
5 MFAPNMHYRPSH 2/323 0,62%
6 VLPPKPMRQPVA 2/323 0,62%
7 EYHLASTPAHHY 3/323 0,92%
8 ATWSHHLSSAGL 1/323 0,31%
9 GDSKVSWGITYS 5/323 1,55%
10 RGSVPNAPQFQF 1/323 0,31%
11 TTFESNTWSALH 3/323 0,92%
12 NFMESLPRLRMH 1/323 0,31%
13 SPTSFPRAPSLY 1/323 0,31%
14 TVAQMPPHWQLT 1/323 0,31%
15 YSEIRDSSDTAI 1/323 0,31%
16 MHRSDLMSAAVR 1/323 0,31%
17 SQNTVLVHGTSS 1/323 0,31%
18 GGMTPGSLGLKQ 3/323 0,92%
19 C-LSGPLAD-C * 1/323 0,31%

20 TMGFTAPRFPHY 2/323 0,62%
21 WSLNGSGFSMRF 1/323 0,31%
22 SIFPYPHPAAFT 2/323 0,62%
23 HPRSPSPHYWS 3/323 0,92%
24 SNTAQANWAEPF 1/323 0,31%
25 SVSVGMKPSPRP 1/323 0,31%
26 AHENSIKPTQLH 1/323 0,31%
27 NPLIPENVPLRH 1/323 0,31%
28 HARINPSFPLPI 1/323 0,31%
29 TNWRVEPSGIPI 1/323 0,31%

*Peptideo conformacional

2.3 Dot Immunoblotting com IgY

A analise policlonal por ensaios de Dot Immunoblotting permitiu uma

abordagem rapida da eficiéncia de selegcdo e especificidade dos clones aos
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anticorpos alvo. Apds o isolamento e amplificacdo dos clones de fagos, estes
foram imobilizados em duas membranas e testados separadamente contra as IgY
anti-CaP, utilizadas no processo de selegdo, e com anticorpos IgY irrelevantes,
purificados de animais n&o imunizados com proteinas de CaP (FIGURA 1.7).
Neste teste, todos os clones mostraram reatividade diferencial entre si e néo
apresentaram reatividade aos anticorpos irrelevantes e nem ao fago selvagem,

que nao apresenta inserto, utilizado como controle negativo de reacgao.

15 16 17 18 19 20 21

22 23 24 25 26 27 20

209 Sely Ctr.

15 16 & 13 e 20 21

22 23 24 25 26 27 28

29 oely | Ctr
B

FIGURA 1.7. Membranas de Dot immunoblotting dos clones de fago selecionados (1-29), e dos
controles Selv. fago selvagem e Ctr. proteinas de Cap, com as imunoglobulinas tipo Y anti-CaP

em A e irrelevantes em B.
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Essa primeira avaliacdo abrangeu todos os clones e permitiu a
confirmagao da imunorreatividade dos clones selecionados aos anticorpos alvo
e verificar a presengca de peptideos que reconhegam antigenos naturais
comuns em galinhas ou a existéncia de reagdo cruzada desses peptideos com
as regides constantes da IgY ou outras imunoglobulinas especificas de
proteinas de CaP.

2.4 Phage ELISA

Uma vez confirmada a eficiéncia de seleg¢ao, os fagos foram submetidos
a ensaios de ELISA para quantificagdo da reatividade ao alvo. Para a
normalizacdo da quantidade de particulas virais entre os clones a serem
testados, placas de microtitulagdo foram sensibilizadas com as mesmas
quantidades de anticorpo anti-M13. Novamente aqui utilizou-se o fago
selvagem como controle negativo de reacdo e anticorpos IgY irrelevantes para

confirmar a auséncia de reagao cruzada com outros anticorpos.

A Figura 1.8 apresenta um grafico representativo da reatividade dos
clones selecionados aos anticorpos IgY anti-CaP e irrelevante, o cut off foi
calculado somando-se a média das leituras das réplicas do fago selvagem
(controle negativo) dois desvios padrées e a média das leituras das IgY
irrelevante com todos os clones. Observa-se que mesmo com um cut off
estringente os clones apresentaram alta reatividade aos anticorpos testados.
Nao se observou reagdo cruzada com os anticorpos irrelevantes nem com o

fago selvagem que mostraram reatividade semelhante entre si.
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FIGURA 1.8. Grafico representativo das leituras a 492nm do ensaio de ELISA mostrando a
reatividade dos clones de fagos capturados por anticorpo anti-M13 contra as IgY anti-CaP e

irrelevantes.

A reatividade dos anticorpos irrelevantes aos clones se manteve uniforme
entre si e praticamente a mesma do fago selvagem, o que pode ser considerada
apenas um ruido da reagao normal do substrato. A partir desses resultados todos
os clones foram considerados imunorreativos contra anticorpos anti-proteinas de

cancer de prostata e nenhum foi descartado para os testes posteriores.

3 ANALISES POR BIOINFORMATICA

Apods a traducdo das sequéncias de DNA pelo programa DNA2PRO12, o
calculo da frequéncia de cada aminoacido nos peptideos sequenciados foi
realizado pelo programa AADIV. A Tabela IV apresenta a comparagdo entre a
freqliéncia dos vinte aminoacidos presentes nos peptideos ligantes e a frequéncia
esperada dos aminoacidos na biblioteca original. Mais uma vez observa-se que a
selecao foi eficiente principalmente pelos aminoacidos Cis, Lys e GIn que foram
selecionados negativamente apresentando frequéncia bem abaixo do esperado, e

pela selecdo positiva dos aminoacidos His, Pro e Fen.
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TABELA IV. Freqiéncia dos aminoacidos individuais dos peptideos
expressos nos fagos selecionados pelas IgYs e a frequéncia esperada dos

aminoacidos na construcéo da biblioteca realizado pelo AADIV.

Aminoacidos Frequéncia
Esperada Observada
a (alanina) Ala 6,2% 7,3%
c (Cisteina) Cis 3,1% 0,0%
d (Aspartato) Asp 3,1% 2,6%
e (Glutmato) Glu 3,1% 2,3%
f (Fenilanina) Fen 3,1% 5,0%
g (Glicina) Gly 6,2% 4.4%
h (Histidina) His 3,1% 6,4%
i (Isoleucina) Ile 3,1% 3,2%
k (Lisina) Lys 3,1% 1,7%
1 (Leucina) Leu 9,4% 8,2%
m (Metionima) Met 3,1% 4.4%
n (Asparagina) Asn 3,1% 4,1%
p (Prolina) Pro 6,2% 12,3%
g (Glutamina) Gln 6,2% 2,6%
r (Arginina) Arg 9,4% 6,4%
s (Serina) Ser 9.,4% 12,6%
t (Treonina) Thr 6,2% 7,0%
v (Valina) Val 6,2% 3,8%
w (Triptofano) Trp 3,1% 2,9%
y (Tirosina) Tyr 3,1% 2,6%

DIVAA é uma medida quantitativa de diversidade de sucessao dos
aminodacidos, e gera hipoteses relativas a contribuicdo de residuos individuais para
as relagbes funcionais e evolutivas entre proteinas. A Figura 1.9 apresenta um
grafico realizado pelo programa DIVAA que calcula a diversidade de aminoacidos
em cada uma das 12 posi¢gdes nos peptideos e a derivagéo padrao, mostrando as
posi¢cdes onde ocorreu a maior diversidade de aminoacidos, o grafico mostra que

nas posi¢coes 2 e 5 houve a maior diversidade de aminoacidos enquanto que as
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diversidade nas posigdes 6, 8 e na ultima posicdo a diversidade foi reduzida,
ficando abaixo de 0,6.
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FIGURA 1.9. Grafico construido pelo programa DIVAA que ilustra a diversidade de

sucessao dos aminoacidos em cada posi¢do nos peptideos.

As sequéncias protéicas dos peptideos selecionados foram alinhadas entre
si por quatro programas computacionais independentes, CLUSTAL W (v. 1.83),
MUSCLE (v. 1.0), T-COFFEE (v. 1.14) e MAFFT (v. 5.860) (TABELA V). Nao foi
observada concordéancia nos alinhamentos entre os programas e optou-se pela ndo
formacao de motivos o que poderia induzir a identificacbes errbneas de proteinas,
A possibilidade de cada sequéncia mimetizar proteinas diferentes é grande, pois a
selec¢ao foi realizada contra anticorpos policlonais de proteinas totais de CaP.

Ndo foram encontradas homologias completas nas buscas realizadas nas
seqUéncias de proteinas humanas do  GeneBank pelo BLAST
(http://www.ncbi.nlm.gov/BLAST). Os alinhamentos revelaram similaridade entre os
peptideos selecionados e proteinas relacionadas a receptores de membranas,
antigenos tumorais, transportadores, proteinas relacionadas a regulagéo génica,

componentes do sistema imune e um supressor de tumor (TABELA VI).
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TABELA V. Alinhamentos das sequiéncias de aminoacidos dos 29 peptideos selecionados pelos programas CLUSTAL W (v. 1.83), MUSCLE
(v. 1.0), T-COFFEE (v. 1.14) e MAFFT (v. 5.860) mostrando a divergéncia entre os alinhamentos nos diferentes programas.

PROGRAMAS
CLUSTAL W (v. 1.83) MUSCLE (v. 1.0) T-COFFEE (v. 1.14) MAFFT (v. 5.860)
seq2 --MVSMDS-SPRDRL- seql7 s-gntvlvhgtss- seql -—------ S—-T--——-W---—-- P---AF-RLFTKI--- | seql STWPAFRLFTKI
seql2 ---NFMES-LPRLRMH seql sTwpafrlftki-- seq2 -——-MV--S--————-————- MD-S----S-PR-D-RL--- | seq8 ATWSHHLSSAGL
seq25 --SVSVGM-KPSPRP- seq3 d-rmllpfnlral- seq3 -DRM-LL---—-—————————— P----- FNL--R-AL- | seql5  YSEIRDSSDTAI
seq4 LLADTTHH-RPWT--- seq27 --nplipenvplrh seqd ---—-- LLA-DTT----HH-R--P-———-WT-—-—-—-- seq28  HARINPSFPLPI
seqd MFAPNMHY-RPSH--- seqg24 s-ntaganwaepf- seq5 ---M-F-A---P--NMHY-R--P---SH----—----——- seq29  TNWRVEPSGIPI
seql0 --RGSVPN-APQFQF- seqgqll t-tfesntwsalh- seq6 —-—-——-— VLP-PKP----MR-Q--P-—-————-V--A-——— seqg2 MVSMDSSPRDRL
seql3 -SPTSFPR-APSL-Y- seql2 n-fmeslprlrmh- seq7 EYHLA--S--T----------- P---AH-HY------- seqg25 SVSVGMKPSPRP
seq23 --HPRSP--SPHYWS- seq22 --sifpyphpaaft seq8 —--ATW-S-—-—-—-- HHL--S----S-AG----L--- | seql0  RGSVPNAPQFQF
seq22 ---SIFPYPHPAAFT- seq29 tnwrvepsgipi-- seq9 --G---DS--——————-—————- KV--S-WG-IT--YS- seql3 SPTSFPRAPSLY
seq28 --HARINPSFPLPI-- seqg28 --harinpsfplpi seql0 ---RG--S--VP--N-----A-P---QF-Q-F------ | seql2  NFMESLPRLRMH
seql4 -TVAQMP---PHWQLT seq6 v-lppkpmrgpva- seqll ---TTFES--———-------- NT---WS--—---— ALH-- seq20 TMGFTAPRFPHY
seq20 TMGFTAPR-FPHY--- seqld4 t-vagmpphwglt- seql2 -NFM--ES-L---—---—-—-- P-————- RL--RMH-- | seqll  TTFESNTWSALH
seql9 ----CLSG--PLADC- seq4 --lladtthhrpwt seql3 --SPT--S------ F---PR-AP-—-S-—-—--—-——- LY-- | seq26  AHENSIKPTQLH
seq’7 --EYHLAS-TPAHHY- segq5 --mfapnmhyrpsh seqld4 --TV---A-QMP-————————- P-—---HWQL--T---- | seq7’ EYHLASTPAHHY
seq26 ---AHENSIKPTQLH- seq20 t-mgftaprfphy- seql5 —-—-- Y-SE-—-—-—-—- IRDS----S----DTAI--- | seq22  SIFPYPHPAAFT
seq27 --NPLIPENVPLRH-- seql3 s-ptsfprapsly- seql6 ---MHR-S--—------—- DLM-S---AA-VR--——-——- seq23  HPR-SPSPHYWS
seq6 -VLPPKPMRQPVA--- seq9 g-dskvswgitys- seql? —------- SONTV--LVHGT-=S-—-=S——————————— seq4 LLADTTHHRPWT
seq3 -DRMLLPFNLRAL--- seq23 —---hprspsphyws seql8 ---GGMT--—-——-—-——-—————~-— PG--S-LGL--KQ--- seqgb5 MEAPNMHYRPSH
seql8 --GGMTPGSLGLKQ-- seql6 m-hrsdlmsaavr- seql9 ----- CLS-G-——————————— P-—————= L----ADC seqb6 VLPPKPMRQPVA
seq9 -GDSKVSWGITYS--- seql0 --rgsvpnapqgfqgf seq20 --TMGFTA---P---—--- R-FP-——-HY-———————- seql6  MHRSDLMSAAVR
seql —--STWPAFRLFTKI- seql9 ----- clsgpladc seq2l ----- W-S—————————- LNGSG--FS-MR----F--- | seql4  TVAQMPPHWQLT
seqll ---TTFES-NTWSALH seql8 g--gmtpgslglkqg seq22 —------- S IFPYPH--P-AA-FT--—-- seq2l  WSLNGSGFSMRF
seq8 ---ATWSHHLSSAGL- seq26 —--ahensikptqglh seq23 --HPR--S-—--------- P--SPHYWS-——-——-————--— seql8 GGMTPGSLGLKQ
seql7 --SQNTVLVHGTSS-- seql5 --yseirdssdtai seq24 ------- S—-NTAQANW---—-AEP——-F-—————-—-—— seq27  NPLIPENVPLRH
seql6 —--MHRSDLMSAAVR-- seq’/ --eyhlastpahhy seq25 --S---VS---—---— V-GMKPSPR--P-———-————-—-—- seqg24 SNTAQANWAEPF
seq2l --WSLNGSGFSMREF-- seqg8 aTwshhlssagl-- seq26 -AHE--NS-IK------—-—-- P--——- TQL----H-- | seql9  CLSGPLAD---C
seq29 TNWRVEPSGIPI---- seq2l --wslngsgfsmrf seq27 ------ NP-LIP----EN-V--P-------L--R-H-- | seq3 DRMLLPFNLRAL
seq24 --SNTAQANWAEPF-- seq?2 -—-mvsmdssprdrl seq28 ———————————————- HA-RINP---S-FPL--PI--- seq9 GDSKVSWGITYS
seql5 —-YSETRDSSDTAI—- seq25 --svsvgmkpsprp seq29 ------ To—————- N--W-RVEP---S--GI--PI--- | seql7  SQONTVLVHGTSS
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TABELA VI. Alinhamento das sequéncias protéicas dos peptideos selecionados mostrando as homologias encontradas com as proteinas
anotadas no banco de dados do GeneBank pelo BLAST, com os numeros de acesso no NCBI e UniProt e suas provaveis fungdes.

Peptideo NCBI UniProt Alvos Potenciais
01 | STWPAFRLFTKI | AAH12372.2| | Q96EG2 | Componente C4do sistema complemento
02 | MVSMDSSPRDRL | NP_001398. QO9NYQ7 | Cadherin EGF LAG seven-pass G-type receptor 3 [Precursor] ou Multiple epidermal
1 growth factor-like domains 2

Caderinas sao glicoproteinas envolvidas em adesdo celular Ca2+-mediada; estes dominios
ocorrem como repeticbes nas regides extracellulares que é mediado contato de célula-célula
quando ligado ao calcio; tem um papel na morte celular, sinalizagao, proliferacao, diferenciagao, e
migracao. Receptor que pode ter um papel importante em célula/célula que sinaliza durante
formacao de sistema nervoso. Localizagao subcelular: Membrana; proteina transmembrana.

03 | DRMLLPFNLRAL | AAH98390.1 Q9UP95 | Carregador de soluto (transportador de sédio/potassio)
Transporte eletroneural de potassio-cloro quando ativado pelo turgimento da célula. Pode
contribuir para a homeostase do volume celular em células unicas. Pode estar envolvido na
regulacao da saida de Cl (-) basolateral na absor¢cdo do NaCl pelos epitélios (Por similaridade).
Onipresente. Niveis sdo muito mais altos em eritrécitos de pacientes com o Hb SC e Hb SS
comparou a eritrocitos AA normal. Localizagao subcelular: Membrana; proteina transmembrana.

04 | LLADTTHHRPWT | AAG23170.1 015015 | Proteina Zinc finger 646
Pode estar envolvida na regulagéo do sinal de transdugéo. Localizagdo subcelular: nicleo

05 | MFAPNMHYRPSH | CAH71015.1 Q5VT29 Proteina ativadora de GTPase e dominio VPS9 1

06 | VLPPKPMRQPVA | CAI12344.1 Q5VWF2 | Proteina quinase deficiente de lisina 2; mitogen-activated protein kinase;
sorologicamente definida como antigeno 43 de cancer de célon

07 | EYHLASTPAHHY NP_OE())710268 014986 | Fosfatidilinositol-4-fosfato-5-quinase
Media a reorganizagao RAC1-dependente de filamentos de actina (por similaridade). Participa da
biossintese de phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate. Localizagdo subcelular: membrana
intracitoplasmatica; associada com membranas

08 | ATWSHHLSSAGL NP_021367- Q14204 | Dineina citoplasmatica, polipeptideo pesado 1

A dineina é um conjunto de proteinas responsavel pelo transporte de materiais dentro de uma
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célula. Ela esta envolvida no movimento dos cromossomos durante a divisdo celular, na
organizagao do fuso durante a mitose ou na regulagédo da formagao de microtubulos . Dineina tem
atividade de ATPase. Localizagao subcelular: Citoplasma.

09

GDSKVSWGITYS

AB036829

Q9BT40

SKIP (Skeletal muscle and kidney-enriched inositol phosphatase)

Inositol 5-fosfatase que atua no inositol 1,4,5-trisfosfato, inositol 1,3,4,5-teraquifosfato,
fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato e fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato. Tem 6 vezes mais afinidade por
fosfatidillinositol 4,5-bisfosfato que para inositol 1,4,5-trisfosfato. Pode regular negativamente o
conjunto de actinas do citoesqueleto. Localizagdo subcelular: reticulo endoplasmatico,
estimulado com EGF e translocado para dobras da membrana

10

RGSVPNAPQFQF

CAl42614.1

SWI/SNF relacionada, matriz associada regulador da cromatina actina dependente

Componente de transdugdo de energia dos complexos NURF (fator de remodelamento do
nucleossomo) e CERF (CECR2- fator de contengdo do remodelamento). Ambos os complexos
facilitam a perturbagédo de estrutura da cromatina de uma forma ATP-dependente. Pode estar
envolvido no desenvolvimento do cérebro regulando a expresséo de En-1 e En-2. Pode ser
envolvido no desenvolvimento de células luteas. Localizagdo subcelular:: nucleo.

11

TTFESNTWSALH

P10721

P10721

Precursor do receptor de crescimento celular Mast/stem (SCFR) (Proto-oncogene
quinase proteina-tirosina Kit) (c-kit) (antigeno CD117)

Este é o receptor para fator de célula tronco (fator de crescimento células mast). tem uma
atividade de tirosina-proteina quinase. Ligagéo a ligantes leva a autofosforilagdo do KIT, e em
associacao com substratos como fosfatidilinositol 3-quinase (Pi3K). Localizagdo subcelular:
Membrana.

12

NFMESLPRLRMH

NP_068776.

1

P54840

Glicogénio sintase 2
Transfere um residuo glicosil de UDP-Glc para a extremidade final ndo redundante alfa-1,4-
glucan.

13

SPTSFPRAPSLY

NP_958845

P23193

Fator de elongag¢ao da transcrigcao

Necessario para a eficiéncia da elongacdo naRNA polimerase |l da transcrigdo. Localizagao
subcelular: Nucleo .

14

TVAQMPPHWQLT

AAHG6597

075131

Copinallil

Pode funcionar no transporte de membrana. Exibe propriedades de ligagéo fosfolipidica calcio-
dependenteque. Parece ter uma atividade de proteina quinase. Onipresente.
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15 | YSEIRDSSDTAT | NP_000326 Q14524 | Canal de sédio tipo V alfa dependente de voltagem isoforma 6
Esta proteina media a permeabilidade de ion de sédio voltagem-dependente de membranas
excitaveis. Assumindo conformagbes aberta e fechada em resposta a diferenga de voltagem na
membrana, a proteina forma um canal sddio-seletivo por qual Na(+) ions podem passar de
acordo com seu gradiente eletroquimico. E uma isoforma Na(+ tetrodotoxin-resistente) de canal.
Este canal é responsavel pelo trago ascendente inicial do potencial de agdo no
eletrocardiograma. Localizagdo subcelular: Membrana; proteina de passe miultiplo de
membrana

16 | MHRSDLMSAAVR Q86SQ7 Q86SQ7 | Antigeno 8 de cancer de colén definido sorologicamente (autoantigeno de cancer
de colén centrossomal) (hCCCAP) (Antigeno NY-CO-8)
Expresso em timo. préstata, testiculo, ovario, intestino delgado, célon, mucosa do célon e
tumores de cancer renais. Localizagao subcelular: Centrossomo.

17 | SONTVLVHGTSS | AAB83982.1 |  P33527 | proteina de resisténcia a multiplas drogas
Pode participar diretamente no transporte ativo de drogas em organelas subcelulares ou
influencia indireta na distribuicdo de drogas. Confere resisténcia a drogas anticancer. Transporta
LTC4. Pode proteger o leite contra xenobidticos Expresso em Figado, testiculo e células
mononucleares do sangue. Localizagao subcelular: Membrana; proteina de passe multiplo de
membrana.

18 | GGMTPGSLGLKQ | AAH65223.1 Q6P189 | Antigeno HA-1 menor do complexo de histocompatibilidade

19 CLSGPLADC AF468657_1 Q8TEU8 | Proteina inibidora de protease multivalente — ativador de GTPase

20 | TMGFTAPRFPHY | NP_003473 014686 | myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia 2
Pode estar envolvida na regulagdo trascricional. Este gene foi mapeado de uma regido
cromossémica envolvida em duplicagbes e translocagdes associadas com céncer. Localizagdo
subcelular: Nucleo

21 | WSLNGSGFSMRF Q15149 Q15149 | Plectina-1 (PLTN) (PCN) (Hemidesmosomal protein 1) (HD1).

Interliga filamentos intermediarios com microtibulos e microfilamentos e ancora filamentos
intermediarios para desmossomos ou hemidessmosomos. Também pode ligar proteinas de
musculo como actina para complexos de membrana em musculo. Pode estar envolvido nao
apenas na ligagéo cruzada e estabilizagdo da rede de filamentos intermediarios do citoesqueleto,
mas também na regulagédo da dindmica deles. Amplamente expresso com niveis mais altos em
musculo, coragao, placenta e corda espinhal.
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22 | SIFPYPHPAAFT | AAH45764.1 | QB86XA9 | C140rf125 protein (chromosome 14 open reading frame 125)

23 | HPRSPSPHYWS | AAC18274.1 - Cadeia pesada variavel de imunoglobulina

24 | SNTAQANWAEPF | CAI13559.1 Q5QP32 Proteina nova

25 | SVSVGMKPSPRP Q9BTCO Q9BTCO | Obliterador morte-inductor 1 (DIO-1) (fator 1 de transcrigdo associado a morte)
(DATF-1) (hDido1).
Putativo fator de transcricdo, fracamente pré-apoptético quando superexpresso. Supressor de
Tumor. Onipresente Localizagcdo subcelular: Citoplasma. Nucleo. Transloca depois para o
nucleo estimulos estimulos pré-apoptéticos.

26 | AHENSIKPTQLH | Q8N6M6 Q8N6M6 | Aminopeptidades O
Aminopeptidases catalisam a hidrolise de residuos de aminoacido N-terminal de peptideos ou
substratos de proteinas. Pode ter um papel no processo prolitico de peptideos bioativo em tecidos
como testiculo e coragdo Predominantemente expresso em pancreas, placenta, figado, testiculo e
coracgéo. Baixa expressédo em cérebro, pulméo e rim. Localizagao subcelular: Citoplasma

27 | NPLIPENVPLRH Q96FZ7 Q9%FZ7 | Proteina de corpo de multivesicular carregada 6 (proteina de modificagdo de
cromatina6)
Componente do complexo de ESCRT-IIl que é necessaria para formacdo de corpos de
multivesicular (MVBs) e arranjando proteinas carregadoras endossomais em MVBs. A vias de
MVB media o transporte de proteinas transmembrana no limen do lisossomo para degradagao. O
complexo de ESCRT-III é provavelmente envolvido na concentragdo de carregamento de MVB.
Provavelmente serve como um receptor para o complexo ESCRT-Il em membranas de
endossomos no complexo de ESCRT-III. Expressa em todos os tecidos. Localizagdo subcelular:
Membrana intracitoplasmatica, endossomo, membrana endossomal.

28 | HARINPSFPLPI | 075920 075920 | pequeno fator rico em EDRK 1a.
O gene codifica uma proteina de fungdo desconhecida que é parece ter baixa homologia com o
dominio RNA-ligante de matrin-ciclophilina, uma proteina que colocaliza com pequenas
ribonucleoproteinas nucleares (snRNPs) e o produto génico SMN.

29 | TNWRVEPSGIPI | AAD48833.1 - Regiao variavel DPL5 cadeia leve kappa de imunoglobulina
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4 IMUNORREATIVIDADE DOS PEPTIDEOS COM SORO HUMANO

Buscando melhor caracterizar os peptideos selecionados como possiveis
biomarcadores prostaticos, verificou-se a sua imunorreatividade contra
imunoglobulinas tipo 1gG circulante de pacientes com CaP, HPB e homens jovens

como controle negativo.

4.1 Peptideo Array

Soros de 10 pacientes com cancer de prostata, 10 com HPB e 10 homens
jovens (controle negativo), devidamente identificados e caracterizados por
urologistas, foram purificados por imunoprecipitagdo com microesferas
magnéticas ativadas com proteina G para obtengao de IgG circulante para os
ensaios de Dot immunobloting.

A utilizagdo de microesferas magnéticas foi extremamente importante pois
€ uma metodologia rapida e eficaz na obtengdo de IgG de boa qualidade e
excelente grau de pureza utilizando-se pequena quantidade de soro. A Figura
1.10 apresenta um gel SDS-PAGE das imunoglobulinas tipo G purificadas com
microesferas magnéticas.

M CaP HPB Neg
kDa

198 —

150 ——»»
131—

83—

40—

31—
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FIGURA 1.10. Eletroforese em SDS-PAGE (Gel 16%) corado com coomassie blue.
Preparagbes de IgG obtidas por imunoprecipitagdo com microesferas magnéticas. M-

marcador de peso molecular; CaP- cancer de préstata, HPB, hiperplasia prostatica benigna.

As 1gGs purificadas foram utilizadas em trés ensaios de peptideo array
onde foram incubadas com os fagos imobilizados em membranas de
nitrocelulose. Todos os peptideos foram imunorreativos contra as IgGs testadas e
mostraram reatividade diferencial entre os grupos (FIGURA 1.11).

A imunorreatividade dos peptideos foi estimada calculando-se as DO
relativas pela média das 6 leituras de para cada dot das 3 membranas, com as
quais pode ser feito o grafico apresentado na Figura 1.12 para a comparagao de
reatividade dos fagos aos 3 grupos de IgG. Constatou-se que 17 clones foram
especificos para CaP, 7 para HPB e nenhum para os controles negativos. Os
clones 2, 3, 5, 10, 13 e 23 apesar de serem mais imunorreativos para CaP,
apresentaram reatividade menor que o fago selvagem. Os peptideos 12, 13, 14,
19, 21, 27 e 28 foram reativos para HPB. A presenca de clones mais reativos para
HPB é esperada, pois pacientes com adenocarcinoma também apresentam tecido

normal e hiperplasico e também inflamagdes.
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FIGURA 1.11. Phage Peptideo Arrays em membranas com 29 clones de fago selecionados por Phage Display. As membranas foram

sondadas com IgGs purificadas de pools de pacientes com CaP, HPB e controles sadios. Selv= fago selvagem.
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FIGURA 1.12. Grafico representativo das densidades 6ticas relativas obtidas para cada um dos 29 clones recombinantes e para o fago

selvagem (30) nos ensaios com phage peptideo array sondados com IgGs purificadas de pacientes com CaP, HPB e controles sadios

(Neg).
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DISCUSSAO

Este trabalho foi desenhado com o propdsito de selecionar peptideos
miméticos de proteinas prostaticas através da metodologia de phage display que
possam ser utilizados como biomarcadores potenciais de cancer de préstata
(CaP) e hiperplasia prostatica benigna (HPB) a partir de imunoglobulinas tipo Y
geradas em galos imunizados com proteinas totais de préstatas de 20 pacientes
com CaP.

A escolha de galos para as imunizagbes foi baseada na distancia
evolutiva desses animais aos seres humanos, acreditou-se que como as aves nao
tem préstata produziriam uma variabilidade maior de anticorpos do que outros
mamiferos comumente utilizados em experimentos de imunizagdes, tais como
coelhos, cabras e camundongos.

A utilizagcdo de imunoglobulina de galinha (IgY) para pesquisas
protedbmicas foi denominada IgY technology por Zhang (2003), dentre as
vantagens desta tecnologia destacam-se a capacidade das IgYs apresentarem
alta afinidade e titulos persistentes (LEMAMY et al. 1999), produgao de resposta
imune a antigenos conservados em mamiferos e produ¢cdo maior e em escala,
tendo como fontes dos anticorpos o soro e os ovos (GASSMANN et al. 1990).
Diferencas bioquimicas e imunoldégicas sdo marcantes como a nao ligagdo de
receptores Fc de bactérias e mamiferos (proteinas A ou G) (BARKAS et al. 1979),
auséncia de reagdo com IgGs de mamiferos (HADGE; AMBROSIUS, 1984) e
fatores do complemento (CARLANDER et al. 2000), possuir grande afinidade
(IKEMORI et al. 1993) e avidez (STUART et al. 1988), resisténcia a pH extremo
(LEE et al. 2002) e temperatura (JENSENIUS et al. 1988), motivo pela qual tém
sido usadas eficientemente em andlises imunoldgicas (SCHADE; HLINAK, 1996).

Outra vantagem na escolha de galos para as imunizagdes é a posterior
produgdo de anticorpos monoclonais por phage display e construcdo de
bibliotecas combinatoriais derivadas dos genes de anticorpos de aves (BARBAS

et al. 2001). A construgdo dessas bibliotecas a partir de RNAm amplificado de
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genes de anticorpos via Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é mais simples
que em mamiferos que apresentam muitos genes responsaveis pela sintese de
anticorpos necessitando de muitos pares de primers, enquanto galinhas
apresentam apenas um gene, simplificando muito o processo.

A escolha por animais SPF para o experimento teve como principio
excluir o maximo de anticorpos que possam vir a ser gerados por contaminagao
externa e nao pelas sucessivas imunizagdes. Nao se utilizou fémeas pela
dificuldade de obtencdo dos animais devido ao alto valor econémico para os
criadores.

Outra medida que foi tomada se deu em relagao a salubridade do ambiente
no qual os animais estavam confinados; uma fumigagdo com KMnQO4 + Formol foi
realizada no biotério da Granja Planalto, em sala especifica e lacrada, com dois
dias de antecedéncia a chegada dos galos. Tal preocupacao se deve ao fato de
que a selegao de fagos seria realizada com anticorpos purificados destes animais,
0 que poderia aumentar os riscos de obter sequéncias inespecificas para o
trabalho.

Todos o0s animais imunizados desenvolveram anticorpos reativos a
muitas fragdes antigénicas do extrato protéico de prostata em contraste com os
animais controles e reag¢des negativas antes das imunizagbes. Estes resultados
estdo de acordo com Lemamy et al. (1999) cujo trabalho demonstrou a
capacidade das aves produzirem anticorpos com alta afinidade, alto titulo e
grande persisténcia da resposta imune para proteinas de bactérias e mamiferos.
Prudéncio et al. (2004) por meio da imunizagdo de galinhas com proteinas totais
de Boophilus microplus, conseguiu altos titulos de anticorpos, mesmo o carrapato
ndao sendo parasito especifico de aves domésticas, possibilitando identificar
peptideos através de purificagdo de imunoglobulinas do tipo Y nestes animais.

Os anticorpos policlonais anti-proteinas totais de cancer de prostata
obtidos neste trabalho apresentaram titulos satisfatérios suficientes para os
procedimentos de seleg¢do. A purificagéo foi eficiente mesmo utilizando-se o soro
dos animais imunizados em uma coluna cromatografica especifica para
purificacao de IgY de gema de ovo.

A selecao dos fagos ligantes aos anticorpos produzidos, foi realizada com

trés bibliotecas de peptideos expressos em fagos M13 com 7, 9 e 12-mer.
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Durante os ciclos de selegao, houve um enriquecimento do numero de fagos, ja
esperado pelo fato de que, a cada ciclo, clones/fagos com determinadas
sequéncias foram sendo retidos para subsequente eluicdo e amplificacdo no ciclo
seguinte. Os titulos dos fagos na entrada do Biopanning sédo sempre maiores que
os titulos de saida, pois os fagos com maior afinidade aos anticorpos imobilizados
na placa ficam ligados a estes pela interagdo com o paratopo, e o restante dos
fagos com baixa ou sem afinidade aos anticorpos sao lavados (removidos). Fagos
com baixa afinidade pelos anticorpos podem ficar aderidos diretamente a placa,
nao interagindo com os anticorpos, ou ainda permanecendo suspensos na
solugédo (nado ligados), assim apds as sucessivas lavagens muitos destes fagos
nao especificos sao excluidos. Isto leva a redugao nos titulos apos as etapas de
Biopanning.

Observou-se (TABELA Il) uma queda esperada no numero de particulas
virais selecionadas no segundo ciclo de selegdo (6,3x10°pfu), pois a partir dessa
etapa a estringéncia de selegao foi elevada pelo aumento da concentragao Tween
20 de 0,1% para 0,5% no tampé&o de lavagem. Esse detergente € classificado
como nao idnico e tem por finalidade impedir ligagdes inespecificas do anticorpo
aumentando a eficiéncia de sele¢ao de fagos especificos de proteinas prostaticas.

A especificidade dos peptideos selecionados foi assegurada pela eluigdo
por afinidade com proteinas especificas de cancer de prostata. Essa
especificidade pdde ser observada no ensaio de Western blotting onde foi
constatada imunorreatividade dos anticorpos aos peptideos fusionados na
proteina plll (FIGURA 1.4). Este resultado mostrou a interagdo dos anticorpos
anti-CaP com os peptideos recombinantes e excluiu a possibilidade da interacao
dos anticorpos com outras proteinas do capsideo viral. Além disto, a quantidade
de fagos em todas as amostras foi idéntica (1x10' particulas virais); ja a
marcagao da plll na membrana foi diferenciada, com intensidade crescente do 1°
para o 3° ciclo de Biopanning. A quantidade de plll nas trés amostras foi
constante, porém a intensidade de imunorreatividade presente na posigéo relativa
a esta proteina ndo foi a mesma, indicando que os peptideos recombinantes,
presentes também nesta posicdo, foram os responsaveis pela variagdo na
intensidade da imunorreatividade observada nos trés ciclos de Biopanning. Esta

variagdo na intensidade demonstra que no decorrer do Biopanning houve
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aumento na populagdo de fagos carreadores de peptideos recombinantes
antigénicos aos anticorpos policlonais anti-CaP.

Apesar do presente estudo ter utilizado, em conjunto, duas bibliotecas
lineares (7 e 12-mer) e uma conformacional (9-mer) de peptideos recombinantes
(New England Biolabs, Ph.D.-12™ or Ph.D.-C7C™), durante os ciclos de seleco,
apenas um peptideo com menos de 12 residuos foi selecionado. Nesta
investigacao nao foi possivel isolar mais do que um epitopo conformacional com
nove residuos. Du et al. (2006) utilizando as bibliotecas 12-mer e 7-mer
concomitantemente também detectou apenas peptideos com 12 aminoacidos e
sugere que a biblioteca de PhD-12 apresenta melhor capacidade de propagacéo.
Outra possivel explicacdo se deve a possibilidade das proteinas mimetizadas
apresentarem epitopos ou motivos com mais de sete residuos.

Adicionalmente, bibliotecas 12-mers séo relativamente longas e capazes
de se dobrar em elementos estruturais curtos que podem ser uteis quando a
selecdo ¢é feita contra alvos que requerem ligantes estruturados
(http://www.neb.com/nebecomm/tech_reference/drug_discovery/phdFaq.asp#3.1).

Apenas um peptideo conformacional com nove residuos foi selecionado,
provavelmente a proteina mimetizada pode apresentar epitopos conformacionais,
pois a biblioteca de -C7C é indicada para alvos cujos ligantes localizam-se em
uma alca na superficie da molécula, como anticorpos com epitopos estruturais.
Adicionalmente, a restricdo natural imposta pelas pontes dissulfeto no nao
reconhecimento de ligantes resulta em uma entropia de ligagdo mais favoravel,
melhorando a energia livre total de ligagdo comparada a ligantes n&o estruturais.
A desvantagem principal deste tipo de biblioteca é que essa restricdo pode
desestabilizar uma conformagcdo necessaria para ligagdo ao alvo
(http://www.neb.com/nebecomm/tech_reference/drug_discovery/phdFaq.asp#3.1).

Na populacéo de peptideos sequenciados foi observada a auséncia de
residuos de cisteina; uma causa provavel é a interferéncia no processo infectivo
do fago na bactéria, pois, de acordo com Rodi, Soares e Makowski (2002),
residuos de cisteina ndo pareados (sem formar ponte dissulfeto) presentes no
peptideo sintético podem formar pontes dissulfeto com os quatro residuos de
cisteina localizados no dominio D1 da plll, e desta forma diminuir a infectividade

do fago. Assim, peptideos com cisteina sdo menos freqlientes na populagao
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selecionada, fato este que compromete o mapeamento de epitopos e isolamento
de mimetopos de proteinas ricas em cisteina.

Outra evidéncia da especificidade dos peptideos selecionados as proteinas
tumorais é a presenga do peptideo 25 (SVSVGMKPSPRP) que também foi
selecionado por Huang et al. (2005) que realizou um biopanning com a biblioteca
Ph.D.-12™ (New England Biolabs) contra células da linhagem celular Capan-2 de
adenocarcinoma pancreatico apds irradiacdo com raios-X. Isso sugere que este
peptideo esta relacionado com proteinas de adenocarcinomas, pelo menos de
prostata e de pancreas, e que existe grande possibilidade de que os outros
peptideos também sejam.

As evidéncias experimentais pelos testes de Dot immunobloting e ELISA
com as IgY comprovaram a especificidade dos clones selecionados além de
excluir a possibilidade de ocorréncia de ligagdo cruzada dos clones com outros
anticorpos irrelevantes (ndo reativos a CaP). Essas duas metodologias
mostraram-se eficientes na verificagcdo da imunorreatividade dos peptideos.

Verificou-se aqui a eficiéncia da eluicdo por afinidade com extrato protéico
de CaP pela inexisténcia de clones com reagao cruzada com anticorpos nao
especificos de CaP mesmo pela utilizacdo de anticorpos policlonais. Entretanto,
cuidados devem ser tomados, pois anticorpos policlonais desenvolvidos contra
um grande antigeno certamente contém numerosos epitopos correspondentes a
diferentes regides do antigeno e, normalmente, soros policlonais reconhecem
outros antigenos nao relacionados com o alvo desejado (GEVORKIAN, 1998). No
presente trabalho, a eluicdo por afinidade minimiza a selecdo de clones que
reagem com anticorpos nao especificos ao alvo de interesse, pois por competicao
as ligagdes entre o fago e o anticorpo sao quebradas quando as proteinas, que
sdo mais especificas, possuem os epitopos completos, sdo adicionadas e os
fagos eluidos.

O célculo da frequéncia dos aminoacidos dentro da populagdo de
peptideos pelo programa AADIV também mostrou eficiéncia na selegao dos
peptideos quando comparada a frequéncia de aminoacidos presentes nos fagos
da biblioteca indicando a selegao positiva para os aminoacidos His, Pro e Fen e
negativas para Cis, Lys e GIn (TABELA 1V). Os aminoacidos Arginina e Cisteina,

que também tiveram selegcdo negativa neste estudo, atuam na secregdo de
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Proteina Ill e podem interferir na infectividade dos fagos. Consequentemente,
clones com peptideos contendo estes aminoacidos podem ser menos frequentes
durante a selegcdo (NOREN; NOREN, 2001).

Devido a divergéncia de resultados entre os programas utilizados para o
alinhamento entre as sequUéncias peptidicas dos fagos selecionados nao foi
possivel identificar motivos protéicos. Apesar de programas de Bioinformatica
serem constantemente solicitados nas previsdes estruturais, propriedades fisico-
quimicas e imunoldgicas de proteinas desconhecidas, eles podem apresentar
falhas, pois suas bases para analises em sua maior parte sdao apenas as
estruturas primarias das proteinas. Desta forma, justificam-se a auséncia de
sequéncias consenso € a hipotese dos peptideos selecionados serem mimetopos
de proteinas diferentes. Esta hipotese também é suportada pelo baixo niumero de
peptideos repetidos, sendo em sua maioria sequiéncias unicas.

Os alinhamentos das sequéncias peptidicas com o banco de dados dos
GeneBank pelo BLAST ndo encontrou homologias perfeitas. Varios autores
relatam a falta de homologias perfeitas dos peptideos selecionados com as
proteinas anotadas (SANTAMARIA et al. 2001, HU et al. 2006, DU et al. 2006).
Isso pode ser explicado pelo fato da selegdo dos fagos ser direcionada para
aminoacidos que nao dificultem a infectividade do fago durante a replicagéo, o
que diminui o niumero de particulas virais durante as amplificagdes, havendo
substituicio desses aminoacidos por outros com as caracteristicas fisico-quimicas
semelhantes. Dybwad; Sioud; Zouali, (2003) mesmo nao encontrando homologias
perfeitas, sugerem possiveis proteinas alvo apresentadas nos alinhamentos com
similaridade significativa aos seus peptideos.

Neste estudo alvos potenciais sdo apresentados a partir de similaridades
significativas entre os peptideos e sequéncias protéicas anotadas no GeneBank.
Foram identificadas similaridades entre proteinas do sistema imune, sistema
complemento (peptideo 1), antigeno do complexo de histocompatibilidade (18) e
regides variaveis de imunoglobulinas (23 e 29) que podem estar relacionados com
a resposta imune ao tumor; ativadores de GTPase e o peptideo 05,
aminopeptidades (peptideo 26) entre outras. Grande numero de peptideos estao
relacionados a proteinas de membrana transportadoras (peptideos 03, 14, 15, 17

e 27), receptores celulares sinalizadores e moléculas de adesdo (02 e 11),
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proteinas relacionadas a regulagédo génica e transcri¢ao (04, 13 e 28) e proteinas
relacionadas com filamento de actina, mobilidade intracelular e citoesqueleto (07,
08, 09, 21).

Foram encontradas similaridades com proteinas relacionadas a processos
tumorais, dentre elas dois antigenos tumorais similares aos peptideos 06 e 16,
este ultimo também expresso em préstata, um regulador transcricional de células
tumorais (peptideo 20) e um gene supressor de tumor similar ao peptideo 25, que
também foi selecionado por Huang et al. (2005) para adenocarcinoma de
pancreas.

Sabe-se que antigenos intracelulares normalmente nao induzem resposta
imune, contudo a necrose tumoral pode ser responsavel pela liberagdo de
proteinas citoplasmaticas que subseqlientemente podem ativar o sistema imune
do hospedeiro (CHRISTIAN; ELKON, 1986). Essa pode ser uma provavel
explicagdo para as similaridades encontradas com proteinas nucleares e
citoplasmaticas. Outra explicagdo deve-se ao fato dos galos terem sido
imunizados por extrato protéico de células lisadas o que expbde as proteinas
intracelulares.

A comparacido simplesmente pelo BLAST pode nao apresentar todos os
ligantes aos anticorpos quando sao utilizadas apenas as sequéncias lineares dos
peptideos (alinhamento pelas estruturas primarias das proteinas). As
redundancias e altos sinais imunoquimicos poderiam ocorrer em casos de
sobreposicdo dos anticorpos ligantes nos epitopos (DYBWAD et al. 1993;
FOLGORI et al. 1994). Somente um limitado numero de trabalhos tém sido
publicados para a determinagdo dos diferentes grupos de epitopos que sao
identificados pela selecao de preparagbes de anticorpos policlonais purificados
(KAY et al. 1993; ROBERTS; GUEGLER; WINTER, 1993; RO; CHEN; SHIUAN,
1994).

Irving; Pan; Scott, (2001) relataram que em casos de baixa similaridade
estrutural podem ocorrer contatos realizados via redes de ligagbes diferentes das
realizadas entre o paratopo com o epitopo nativo. Desta forma, a interacéo entre
o peptideo recombinante e o epitopo pode ocorrer sem necessidade de
identidade estrutural. Ainda, Liu et al. (2003) relataram que mimetopos sem

similaridades estruturais com o epitopo nativo, geralmente s&o isolados durante o
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Biopanning por anticorpos que possuem epitopos nativos descontinuos, assim,
alguns clones imunorreativos que nao apresentaram homologias perfeitas, podem
ser mimetopos de epitopos conformacionais presentes nas proteinas de CaP.

A estratégia de exposicao de peptideos em fagos permite que anticorpos
selecionem seus proprios peptideos ideais. Além disso, alguns dos peptideos
selecionados podem nao ter sequéncias homologas do imundgeno original,
contudo podem mimetizar a estrutura deste imunogeno. Estes peptideos
mimeéticos (mimetopos) sdo extremamente importantes para o diagndstico e
prognostico tdo bem como uma nova forma de vacina, especialmente quando a
imunidade protetora n&o pode ser obtida com os antigenos originais. Abordagens
baseadas em Phage Display indiscutivelmente sdo importantes para a avaliacéo
da resposta imune humoral em pacientes com cancer (HANSEN; OSTENSTAD;
SIOUD, 2001).

O pool de imunoglobulinas de soros de pacientes com CaP pode conter o
repertorio de anticorpos contra o tumor (MINTZ et al. 2003). A verificagdo de
imunorreatividade dos peptideos selecionados contra o repertorio de 1IgG
circulante de pacientes com CaP, HPB e homens jovens com controle negativo foi
realizada neste trabalho com o intuito de melhor caracterizar os peptideos
selecionados como potenciais biomarcadores tumorais identificando a presenca
de autoanticorpos anti-CaP nos pacientes testados. Utilizando pool de 1gGs de
pacientes foi possivel verificar que 72% dos clones reagem positivamente com
CaP, 24% com HPB e apenas um clone apresentou maior reatividade para o
controle negativo. Esses resultados, mesmo sendo preliminares, validam a
utilizagdo potencial desses marcadores para investigagbes da resposta imune
humoral de pacientes com cancer. Varios trabalhos utilizaram peptideos
expressos em fagos para esse tipo de analise (HANSEN; OSTENSTAD; SIOUD,
2001; SANTAMARIA et al. 2001; MINTZ et al. 2003, FOSSA et al. 2004).

Utilizando fagos imobilizados em membranas, Hansen; Ostenstad; Sioud
(2001) verificaram que peptideos selecionados contra IgG de pacientes com
cancer de mama apresentaram reatividade nao significativa para os pools de I1gG
de soros de individuos normais, pacientes com linfoma e pacientes com
osteosarcoma, porém apresentaram forte reatividade para um pool de soros de

pacientes com cancer de mama. Quando alguns dos peptideos foram testados



86

para soros individuais cerca de 15% apresentaram reatividade positiva para
pacientes com cancer de mama.

Os peptideos selecionados apresentam reatividade diferencial entre os
soros de pacientes testados individualmente (HANSEN; OSTENSTAD; SIOUD,
2001; SANTAMARIA et al. 2001; MINTZ et al. 2003). Santamaria et al. (2001)
realizou varios ensaios de ELISA com fagos miméticos de HPV com soro de
pacientes com cancer cervical e observaram que 44% de pacientes reagiram
positivamente pelo menos com 1 clone, enquanto que 8% das pacientes do grupo
controle apresentaram reacdo a pelo menos 1 clone, sugerindo que uma
combinagdo de varios epitopos doenca-especificos gerados por phage display
pode compor um ensaio diagnostico multicomponente potencial para a deteccéo
do HPV em lesdes cervicais pré-cancerosas.

Fossa et al. (2004), identificaram imunorreatividade de antigenos
identificados por phage display e testados contra um pequeno painel de paciente
com CaP e normais, e mostraram reconhecimento diferencial de algumas
proteinas, sugerindo que a exposi¢ao de peptideos em fagos combinada a um
screening de selegcédo pds-imune € adequado para identificagcdo de um repertorio
de antigenos por bibliotecas de cDNA de tumor.

O perfil da resposta imune em pacientes com cancer pode fornecer
informacoes valiosas de proteinas celulares que podem induzir a resposta imune.
A regressao tumoral é um processo que parece ser o resultado da interagdo do
sistema imune com células tumorais. Entdo, em alguns pacientes, o sistema
imune parece ser ativado contra células tumorais. Resposta imune contra
algumas proteinas celulares tem sido descritas em pacientes com cancer. A
resposta imune especifica em pacientes com cancer pode ser elucidada por
phage display facilitando o estudo da imunologia do tumor (HANSEN;
OSTENSTAD; SIOUD, 2001).

O presente trabalho apresenta a selegdo de peptideos recombinantes por
phage display contra imunoglobulinas obtidas através de imunizagao de animais
com extrato protéico de tecidos prostaticos tumorais que podem ser utilizados
como biomarcadores em diagndstico. H4 necessidade de realizagdo de mais
testes de especificidade e sensibilidade para este propésito. Além disso, esses

peptideos podem ser utilizados na identificacdo das proteinas alvo tumorais para
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melhor entendimento do processo de tumorigénese, ou ainda como possiveis
alvos em imunoterapia. Estudos adicionais nesse sentido sdo de grande
importancia.

A continuidade deste trabalho faz-se necessaria no intuito de avaliar a
imunorreatividade dos peptideos selecionados com mais profundidade para
possivel utilizagdo em diagndsticos mais eficientes e precisos do CaP e HPB,

alem da identificagcdo e mapeamento de epitopos das proteinas mimetizadas.
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CONCLUSOES

Pela andlise da resposta imune em galos imunizados com o extrato
protéico de cancer de prostata, foi possivel demonstrar neste trabalho a
capacidade de se utilizar galinhas como fonte produtora de anticorpos policlonais,
tendo os animais apresentados altos titulos, a purificacao eficiente e os anticorpos
funcionalmente ativos. O processo de selegcao de peptideos por Phage display
apresentou ser eficiente pela selecao de peptideos imunorreativos contra os
anticorpos alvo testados, n&do apresentando reacdo cruzada com outras IgYs
irrelevantes demonstrando a eficiéncia de selecdo de peptideos alvo-especificos.
A eluicao com as proteinas totais provavelmente foi responsavel pela eficiéncia da
selecdo de peptideos especificos de cancer que selecionou o peptideo
SVSVGMKPSPRP também selecionado por outros pesquisadores em
adenocarcinoma de péancreas. A n&o concordancia entre os programas de
alinhamentos de sequéncias pode ser um indicativo de que os peptideos
selecionados sejam mimetopos de epitopos de proteinas diferentes,
provavelmente pela selecdo ter sido realizada com anticorpos policlonais. Os
peptideos obtidos apresentaram similaridades nos alinhamentos com diversas
proteinas relacionadas com processos tumorais, tais como adeséo, transporte
intra e intercelular e regulagdo génica. Os peptideos selecionados apresentaram
reatividade diferencial quando utilizados em imunoensaios para o estudo da
diversidade humoral de pacientes com CaP e HPB, indicando grande potencial
para o diagnostico dessas alteragbes, embora ainda seja necessario muitos

estudos nesse sentido.
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ANEXO I:

ESTADIAMENTO DOS ADENOCARCINOMAS DA PROSTATA, CLASSIFICAGAO DE
WHITMORE-JEWETT E TNM 1992 (apud Stamey; McNeal 1992; Srougi, 1998)

WHITMORE-JEWETT

TNM 1992
T- Tumor primario N- Linfonodos M- Metastases
(proposto pela Unido Internacional contra o Cancer)

A Tumor nao palpavel no toque retal

Al Tumor nio palpavel ocupando < 5 %
da prostata

A2 Tumor nio palpavel ocupando > 5 %
da prostata

pTx Tumor nio avaliado

pTo Sem evidéncia de tumor

pT1 Tumor incidental impalpavel e invisivel por
técnicas de obtenc¢do de imagens

pTla Tumor incidental ocupando < 5 % do tecido
ressecado

pT1b Tumor incidental ocupando > 5 % do tecido
ressecado

pTlc Tumor nio palpavel ou visivel por imagem,
diagnosticado por biépsia com agulha em um
ou ambos os lobos, em pacientes com PSA
sanguineo elevado

B1 Nédulo <

prostatico

1,5 cm em um lobo

B2 Nédulo > 1,5 cm e/ou ocupando os
dois lobos da prostata

pT2 Tumor limitado a glandula

pT2a Até metade de um lobo ou menos

pT2b Até mais da metade de um lobo porém nao os
dois lobos

pT2c Comprometimento dos dois lobos

pT3 Tumor estende além da capsula prostatica

pT3a Extensdo extra capsular unilateral

pT3b Extensio extra capsular bilateral

pT3c Tumor invade vesicula seminal

C1 Extensio peri minima
(sulcos)
C2 Invasao da base das vesiculas seminais

com ou sem invasao dos sulcos

prostatica

C3 Invasiao da base das vesiculas seminais
com ou sem a invasio de outros
6rgaos adjacentes

pT4 Tumor fixo ou invadindo outras estruturas
pélvicas  adjacentes as vesiculas
seminais

pT4a Tumor invadindo o colo vesical e/ou o
esfincter externo e/ou o reto

pT4b Tumor invadindo o musculo elevador do
anus e/ou fixo a parede pélvica

exceto

D1 Metastases em linfonodos pélvicos
Do Metistases nao identificadas
D2 Metastases a distancia

D3 Resistente ao tratamento hormonal

pNx Linfonodos regionais nao avaliados
pNo Sem metastases ganglionares

pN1 Um linfonodo envolvido <2 cm
pN2 Um linfonodo >2 <5 e¢/ou multiplos <5cm
pIN3 Linfonodos envolvidos > 5 cm
pMx Metastases nao avaliadas

pMo Sem metastases a distancia

pM1 Metastases presentes

pMla Linfonodo(s) nio regional(is)
pM1b Osso(s)

pMlc Outras localiza¢oes
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ANEXO I

SISTEMA DE GRADAGAO HISTOLOGICO DE GLEASON

GLANDULAS
MARGENS Padriao Glandular Distribuiciao
Simples

1 Bem Separadas Pacote fechado
definida Redondas

2- Simples - Separadas Espagamento médio de
Menos Redondas um didmetro glandular
definida Mais Variadas

3 TIrregular
Infiltrada

4 Irregular
Infiltrada

Mal
definida

=] N e 1
Ve L
Padrées Anatomopatoldgicos
Adenocarcinoma da Prostata

2 a 4 = Diferenciados

5 a 7= Moderadamente Diferenciado

Espagamento médio de mais
de um didmetro glandular.
Raramente em pacotes.
Massas arredon- dadas ¢/
contornos pouco definidos

Simples, separadas, mais
irregular. Massas epiteliais
redondas cribiformes ou papilar

Massas glandulares
fundidas
do tipo hipernefroide

Massas epiteliais
anaplasicas irregulares

Padrio quase ausente

Poucas glandulas pequenas
Poucos e pequenos limens

envolvidos por massa epitelial
solida as vezes com necrose
central

Massas irregulares
ou corddes com
contornos pouco definidos

8 a 10= Indiferenciados

* Como os adenocarcinomas da prostata apresentam mais de um padrao
histolégico, o diagnéstico final na escala Gleason é dado pela soma dos
graus do padrdo primario (predominante) e do padrdo secundario
(segunda menor area representada) (Stamey; McNeal 1992; Isaacs, 1997;

Srougi, 1998).
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ANEXO Il

u UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBE’RLANDIA
INSTITUTO DE GENETICA E BIOQUIMICA

Termo de Consentimento

O Laboratério de Genética Molecular dirigido pelo Prof. Dr. Luiz Ricardo
Goulart Filho juntamente com o Servigo de Urologia, do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal de Uberlandia, estdo realizando um estudo genético
relacionado ao Cancer de Prostata.

O projeto consiste no estudo da Biologia Molecular do Cancer de Prostata.

Para realizagdo dos exames laboratoriais serdo necessarias a coleta de 10
ml de sangue periférico e bidpsias de tecidos tumorais da préstata. Cabe ressaltar
que todo material utilizado sera estéril e descartavel, e no caso das biopsias,
serdo realizadas juntamente com os procedimentos rotineiros do centro cirurgico
do Hospital de Clinicas, sem qualquer desconforto adicional ao paciente.

O material coletado sera enviado ao laboratorio de Genética Molecular da
Universidade Federal de Uberlandia, onde serado realizados os exames de RNA e
DNA.

E direito do paciente pedir esclarecimentos a respeito da finalidade da
pesquisa, destino do material coletado e resultados dos exames realizados.

Espera-se que, com este estudo seja possivel detectar em que estagio de
desenvolvimento se encontra a doenga no paciente, bem como definir os
possiveis biomarcadores a serem utilizados na detecgao precoce, auxiliando o
tratamento.

Almeja-se com isso, estabelecer um programa de tratamento precoce e
integrado do paciente, a fim de prevenir o desenvolvimento da doenca.

Os pacientes e contatos familiares que concordarem em participar da
pesquisa poderao desistir de fazé-lo a qualquer momento, sem que haja nenhum
prejuizo proprio.

Pelos presentes termos apresentados por este documento, Eu,

concordo em colaborar com a pesquisa, declarando estar ciente dos riscos,
beneficios e direitos.

Assinatura

Testemunhas




Reagentes para realizagao de gel SDS-PAGE (16%):

Gel de separagao:

Gel de empilhamento:

Tampé&o Eletrodo pH 8,3 (4X):

Tampao da amostra:

Reagentes/concentragdes

(Biopanning):

Meio LB (Por litro)

Meio LB Sélido
IPTG / Xgal

Agarose Top (Por litro)

Tetraciclina (estoque)
PEG/NaCl: 20% (p/v)

Tampao lodeto

ANEXO IV

Tris-HCI 0,375M pH 8,8

SDS 0,1%

EDTA 2mM

Acrilamida/bis (29/1%)
TEMED 0,125%

Persulfato de Amoénio 0,125%

Tris-HCI 0,125M pH 6,8

SDS 0,1%

EDTA 2mM

Acrilamida/bis (29/1%)
TEMED 0,125%

Persulfato de Amoénio 0,125%
H,O

Tris-HCI 0,1M
EDTA 7,8M
Glicina 0,77M
SDS 3%

H,O

Tris-HCI 0,1M pH 6,8
SDS 4%

Glicerol 20%

Azul de bromofenol 0,2%

96

utilizados nos ciclos de selegao

10g Bacto-Tryptona, 5g Extrato de Levedura, 25 g

NaCl.

Meio LB + 15g/l de Agar

1,259 IPTG + 1g Xgal +25mL Dimetil Formamida.

10g Bacto-Tryptona, 5g extrato de levedura, 25g NaCl,
1g MgCl,-6H,0, 7g Agarose.

20mg/mL Alcool Etilico

Polietilenoglicol, 2,5M NaCl.

10mM Tris-HCI (pH 8,0), TmM EDTA, 4M Nal.
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“Desenvolvimento de um Biossensor para o Diagnéstico
de Doencas por Imunoaglutinagao com Microesferas de

Latex de Poliestireno”

RESUMO

Testes de aglutinagcdo com particulas de latex tém sido utilizados em diagndsticos
de diversas patologias humanas e animais, embora com baixa sensibilidade.
Nesta investigagdo propds-se desenvolver imunossensores baseados em
microesferas de latex coloridas e em colunas cromatograficas de exclusdao, em
que os microaglutinados de complexos antigeno-anticorpo sdo separados por
tamanho. Considerando a importancia da rapidez e eficacia de diagndsticos,
desenvolveu-se um biossensor que utiliza micro e nanoesferas de latex coloridas,
ativadas com diferentes grupamentos quimicos e sensibilizadas com
bacteriéfagos filamentosos carreadores de antigeno(s) e/ou anticorpo(s) na
superficie de sua proteina plll, que favorecem a formacado dos complexos
antigenos-anticorpos, peptideo-proteina ou peptideo-substrato, ampliando a
deteccdo otica durante a separagdo por cromatografia ou por microaglutinagao
em microscopia 6tica. Esta nova tecnologia pode ser usada para a detecgao de
biomoléculas ou substdncias quimicas associados a diversas doencas,

infecciosas e parasitarias, e crénico-degenerativas, como o cancer.

Palavras-chave: biossensor, microesferas de latex, fagos, imunoaglutinagao,

imunocromatografia.
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ASTRACT

Agglutination tests with latex particles have been used in diagnostics of several
human and animal pathologies, although with low sensitivity. In this investigation,
we have proposed the development of an immunosensor based on colored latex
microspheres and exclusion chromatography columns, where microagglutinates of
the antigen-antibody complex are separated by size. Considering the importance
of the speediness and effectiveness in diagnostics, we have developed a
biossensor that uses colored latex micro and nanospheres, activated with different
chemical groups and coupled with filamentous bacteriophage displaying antigens
and/or antibodies in its plll protein surface, which favors the formation of the
antigen-antibody complex, peptide-protein or peptide-substrate, amplifying the
optical detection during the chromatographic separation of the microagglutinates in
optical microscopy. This new technology may be used for biomolecules detection
or chemical substances associated with several infectious, parasitic, and chronic-

degenerative diseases, as prostate cancer.

Word-key: biosensor, latex beads, phage, immunoagglutination,

immunochromatography.

INTRODUGAO

Muitos ensaios e testes de diagndsticos utilizam micro particulas de latex
de tamanho uniforme, ou microesferas (beads), em substratos ou suportes como
base em reagdes imunoldgicas para diagndéstico e pesquisa.

O teste de aglutinagcado em latex (LAT) tem sido considerado um teste muito
utii para descoberta de anticorpos em microbiologia clinica (BHASKAR;
BANAVALIKER; HANIF, 2003). Sensores baseados em micro e nanoesferas de
latex para ensaios de imunoaglutinagcdo com separagdo em colunas
cromatograficas ou visualizados em microscépio sdo também extremamente

rapidos e sensiveis, sendo superiores aos métodos convencionais (ELISA e
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Western blot), por serem altamente ativados em toda sua superficie, que servem
de suporte sélido para as sondas moleculares ou imunoldgicas, ndo necessitando
de substratos enzimaticos. Além disso, grandes instalagcbes e equipamentos,
como leitores de ELISA podem nao estar disponiveis em muitos centros
(BHASKAR; BANAVALIKER; HANIF, 2003; XU et al. 2005). A descoberta de
anticorpo baseado em aglutinagdo de latex € um procedimento bem estabelecido
e kits comerciais estdo disponiveis para diagndsticos de muitas doengas
bacterianas e virais (MADHUSUDANA; SARASWATI, 2003).

Geralmente, microesferas sao particulas de polimeros esféricos compostas
principalmente por poliestireno, mas também podem ser encontradas particulas
de silica, por exemplo. Depois de ativadas, as microesferas podem ser
preparadas para a ligacao (acoplamento) de ligantes, normalmente proteinas.
Estas particulas podem ter sua superficie ativada com diversos grupamentos
quimicos para a ligagao de uma infinidade de substancias. A adsor¢ao de um
ligante € um processo onde varios fatores fisico-quimicos sao envolvidos. A
quantidade e modo no qual o ligante é adsorvido dependem da natureza do
ligante, das caracteristicas da superficie solida e de condigdes da solugao
(PEULA-GARCIA et al. 2002).

Imunoensaios em gel teste (PaGlAs) sdo métodos estabelecidos em
sorologia de grupos sanguineos e foi introduzido para descoberta de doengas
infecciosas (RABELLO et al. 1999).

O PaGIA convencional consiste em um microtubo contendo uma matriz de
gel onde, apos centrifugagcédo, a reagao antigeno-anticorpo é detectada pela
aglutinagdo provocada pelos anticorpos ligados as hemacias. Diferentemente, o
sensor aqui apresentado substitui as hemacias por diferentes tamanhos de
microesferas de poliestireno coloridas ativadas com grupamento aldeido (COH)
acopladas com bacteriofagos filamentosos que carreiam antigeno(s) ou
anticorpo(s), favorecendo a formagdo do complexo antigeno-anticorpo em
suspensdo, e ampliando a detecgéo otica durante a separagao por cromatografia
liquida, apds centrifugagéo, ou ainda por microaglutinagao em microscopia 6tica.

Este trabalho apresenta o desenvolvimento e utilizacdo de um imunoensaio
rapido, sensivel e pratico com uso combinado do acoplamento direto ou indireto
(através do sistema biotina/estreptavidina) de microesferas ativadas a peptideos

imunorreativos com potencial antigénico, utilizando bacteriéfagos filamentosos
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como espagadores para imunoensaios de aglutinagao, no diagnostico de doengas
infecciosas, genéticas e imunoldgicas com deteccdo por imunocromatografia
liquida (PaGIA).

MATERIAL E METODOS

O antigeno utilizado foi selecionado por meio de Phage Display com
imunorreatividade contra cancer de prostata obtido no Laboratério de Genética
Molecular da UFU. O antigeno recombinante testado encontravam-se em fus&o
com a plll dos fagos filamentosos e possuiam 12 residuos (LLADTTHHRPWT).

Para o acoplamento, utilizou-se microesferas de poliestireno vermelhas
(didmetro, 3,1 mm, aldeido -COH- ativadas, Interfacial Dynamics Corporation 12-
RE-3K.1). A sensibilizacdo das microesferas de latex foi realizada utilizando uma
suspensao de 1% de microesferas de latex em agua ultra pura, precipitando-a por
centrifugacéo e lavando-a de 1 a 6 vezes com tampao acetato (acetato de sddio
0,05M, pH de 5,5 a 10). Agitou-se e sonicou-se a suspensao por 30 segundos a
10 minutos em cada lavagem. Foi adicionado de 5 a 10 pg de estreptavidina para
cada mg de microesferas, diluidas em tampao acetato. A estringéncia iénica foi
controlada adicionando-se diferentes concentra¢des de NaCl (0,001 a 1 M). Como
agente redutivo foi utilizado uma solugdo de NaCNBH3; (0,5 a 5,5 M). A reagao de
acoplamento foi realizada em temperatura ambiente, sob agitagdo constante, de 3
a 48 horas.

A mistura foi lavada entédo de 1 a 6 vezes com PBS (tampao fosfato salino).
As microesferas foram entao ressuspendidas em PBS, contendo 1% albumina de
soro bovina e 0,02% de azida sédica, e armazenada a 4°C até o momento do uso.

Apds o acoplamento as microesferas de latex de poliestireno foram
testadas em imunoensaios em gel teste (PaGlAs) com o cartdo NaCl Teste
enzimatico e ID-Screening | (Diamed) e soros de individuos positivos para
algumas doengas infecciosas ou genéticas.

O PaGIA foi executado como recomendado pelo fabricante. Brevemente,
10 pl de soro ou protoplasma foram pipetados na coluna do cartdo e incubados

por 10 minutos a 37°C com um volume de 50 ul de solugdo de microesferas
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previamente agitadas, 10'° particulas de fagos, 0,01 pg de anti-IgG biotinilada.
Depois da incubagao, foi realizada uma centrifugagdo por 10 minutos em uma
centrifuga de cartdes ID. Os resultados foram visualizados e arquivados pelo leitor
de cartdes “ID Reader” (DiaMed).

A aglutinagdo somente ocorre quando ha anticorpos reativos contra os
antigenos na amostra testada. Resultados positivos ++++ sdo indicados
tipicamente pela presenca de uma linha vermelha forte condensada no topo da
superficie do gel. Os outros casos (+++, ++ e +), apresentam uma migracao
variavel conforme a quantidade de aglutinados. As concentragcbes menores de
anticorpos especificos (e/ou baixa avidez) estdo presentes no soro aglutinado, e
estes pequenos aglutinados sédo visualizados na matriz do gel, porém estas nao
sdo totalmente retidas na superficie e se distribuem ao longo da coluna.
Resultados negativos séo indicados pela presenga de um precipitado forte de

particulas coloridas ao fundo da coluna apés a centrifugagao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O céncer de préstata é a segunda causa de 6bitos em homens, sendo
superado apenas pelo cancer de pulmao. Estima-se a ocorréncia de 47.280 casos
novos por ano para esse tipo de cancer no Brasil. O aumento observado nas
taxas de incidéncia pode ser parcialmente justificado pela evolugdo dos métodos
diagnésticos, pela melhoria na qualidade dos sistemas de informagao do pais e
pelo aumento na expectativa de vida do brasileiro (INCA, 2006). O céncer de
prostata pode ser facilmente tratado se detectado em fases iniciais. Devido a isso,
faz-se necessario o desenvolvimento de novas metodologias para o diagndstico
precoce desse tipo de cancer (WALSH; WORTHINGTON, 1998).

A especificidade do sistema biotina/estreptavidina foi testada neste sensor.
A Figura 2.6 representa a fotografia digital do teste realizado no Cartdo de NaCl
Teste Enzimatico (DiaMed A/G) com microesferas acopladas com estreptavidina
ligadas a anti-IlgG humana biotinilada que se ligam aos anticorpos do soro e

reagem com o fago selecionado contra anticorpos anti-CaP, quando presentes na
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amostra, de pacientes com CaP (colunas 1 e 2), pacientes com HPB (colunas 3 e
4) e individuos normais com menos de 30 anos (colunas 5 e 6).

- - - - — -

CaP CaP HPB HPB Neg Neg

FIGURA 2.6. Fotografia digital do Cartdo de NaCl Teste Enzimatico (DiaMed A/G) onde foi
realizado o teste do biossensor com o soro de pacientes com CaP, pacientes com HPB e
individuos normais . As microesferas foram sensibilizadas com estreptavidina e ligadas com
anti-lgG humana biotinilada, formando um complexo com IgG especificas e fagos
recombinantes para CaP.

A figura mostra a reagao positiva de dois pacientes com adenocarcinoma
de préstata, uma fraca reagdo com dois com pacientes HPB e reagao negativa

com dois pacientes negativos (controles).

OUTRAS APLICAGOES

Os antigenos recombinantes testados encontravam-se em fusdo com a plll
dos fagos filamentosos e possuiam 12 residuos.selecionados contra diversos
alvos biologicos selecionados por meio de Phage Display com imunorreatividade
malaria, leishmaniose, hanseniase, toxoplasmose e o antigeno eritrocitario Duffy
Fya, obtidos no Laboratério de Genética Molecular da UFU.

As particulas virais foram acopladas diretamente microesferas de
poliestireno vermelhas aldeido -COH- ativadas. A sensibilizagdo das microesferas
de latex foi realizada como descrito anteriormente

Apds o acoplamento as microesferas de latex de poliestireno foram
testadas em imunoensaios em gel teste (PaGlAs) com diferentes cartdes, LISS-
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Coombs, Teste enzimatico e ID-Screening | (Diamed) e soros de individuos
positivos para algumas doengas infecciosas ou genéticas.

O PaGIA foi executado como recomendado pelo fabricante. Brevemente,
10 pl de soro ou protoplasma foram pipetados na coluna do cartdo e incubados
por 10 minutos a 37°C com um volume de 50 ul de solugdo de microesferas
previamente agitadas. Depois da incubacéo, foi realizada uma centrifugagao por
10 minutos em uma centrifuga de cartdes ID.

TOXOPLASMOSE

A toxoplasmose é uma das principais zoonoses descritas até o momento.
Esta zoonose é causada pelo protozoario parasita Toxoplasma gondii, que infecta
a ampla maioria dos vertebrados homeotermos (TENER; HECKEROTH; WEISS,
2000). A infecgao pode ocorrer de diversas formas: oral, pela ingestao de cistos
tissulares ou oocistos esporulados (DUBEY, 1996) ou transplacentaria, podendo
acarretar danos ao concepto, podendo até levar a morte ou ao abortamento
(TENER; HECKEROTH; WEISS, 2000), sendo importante o diagnéstico durante o
periodo gestacional.

O biossensor foi utilizado em um teste com soro de cinco pacientes (29, 33,
15, 20, 36 e Crtl como controle negativo) com quantificagdo de IgG realizada por
MEIA (imunoensaio enzimatico de microparticulas) para toxoplasmose. Utilizou-se
o Cartao “LISS/Coombs” (DiaMed A/G) (FIGURA 2.1).

29 33 15 20 36 Ctrl

FIGURA 2.1. Fotografia digital do teste utilizando o biossensor em cartdo Liss/Coombs
com soro dos pacientes 29, 33, 15, 20, 36 e Crtl como controle negativo para

toxoplasmose.
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Os resultados apresentaram alta correlacao entre si, quando interpretados
de acordo com o padrao de leitura utilizando-se uma Leitora de Cartdes Diamed
ID-Reader para leitura dos cartbes sendo (++++) os mais reativos diminuindo
gradativamente até (+) menos reativo e (-) ndo reativo. A comparagdo do
resultado dos testes com os cinco pacientes utilizando-se o cartdo “LISS/Coombs”

esta apresentado na TABELA I.

TABELA |I. Comparagédo dos resultados da tipagem dos pacientes por MEIA e por

imunoaglutinagdo em biossensor.

Pacientes Tipagem por MEIA (Ul/mL) para IgG Biossensor
29 410 ++++
33 27.8 +++
15 <10 +
20 39 ++
36 353 +++

O biossensor apresenta grande sensibilidade na distingdo de IgG e IgM
que pode ser observada pelos testes com o paciente 33, que apresenta nivel alto
de leitura (+++) mesmo apresentando indice de IgG baixo. A explicagédo para isso
€ a presenca de IgM na amostra, que por ser uma molécula muito grande (900
kDa contra 150 kDa de IgG) apresenta capacidade de aglutinagdo muito maior,
nao sendo necessaria a presenca de anti-anticorpos na matriz do cartdo para
aumentar a sensibilidade do teste como é necessario no caso de IgG.

A Figura 2.2 registra as fotografias digitais das imunoaglutinagbes dos
anticorpos dos pacientes testados com o cartdo DC-Screening | (DiaMed A/G)
que possui em sua matriz anti-anticorpos especificos para as diversas
imunoglobulinas, confirmando as reatividades especificas para IgM e IgG, e
mostrando também a presenga de IgM nos pacientes 29 e 36, o que corrobora 0s

bons resultados deste processo.
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PACIENTE 36: Positivo para IgM e IgG
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PACIENTE 15: Positivo fraco para IgG, negativo para IgM.

FIGURA 2.2. Fotografia digital do teste utilizando o biossensor em DC-Screening | (DiaMed A/G)
para deteccdo de IgG e IgM no soro dos pacientes 29, 33, 15, 20 e 36 positivos para
toxoplasmose

Os resultados da utilizagdo do biossensor para o diagndstico da
toxoplasmose foram excelentes mostrando-se um método é de simples execugao
e baixo custo e ndo requerendo o uso de extrato de parasitas organismos mortos
ou uma enzima conjugada. Na literatura foi descrito um método para a descoberta
de anticorpos IgM para Toxoplasma gondii usando particulas de latex
sensibilizadas com antigenos do parasito. Uma excelente correspondéncia foi
verificada quando o método de latex foi comparado com outros testes para a
descoberta de anticorpos IgM em toxoplasmose (REMINGTON/ EIMSTAD/

ARAUJO, 1983).
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HANSENIASE

A hanseniase é um grave problema de saude publica no Brasil. O pais
ocupa o 2° lugar do mundo e o 1° lugar da América Latina em numero de doentes,
com uma prevaléncia de 3,81/10.000 habitantes e detec¢do de 2,63/10.000 em
2000. (MINAS GERAIS/AREA TECNICA DE HANSENIASE/DIRETORIA DE
ATENCAO BASICA/SUPERINTENDENCIA OPERACIONAL DE
SAUDE/SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE DE MINAS GERAIS. 2001.
45p). A hanseniase, cujo agente etiolégico Mycobacterium leprae, pode ocorrer
nos tecidos em grandes quantidades sem, contudo, causar sintomas clinicos, é
uma doenga de amplo espectro clinico e imunopatolégico (JACOBSON;
KRAHEMBUHL, 1999).

Para hanseniase desenvolveu-se um teste baseado no uso de peptideos
miméticos do glicolipideo fendlico-1 acoplados as microesferas, sendo este um
antigeno especifico do Mycobacterium leprae, que reconhece a resposta imune
humoral de pacientes com hanseniase, classificados como multibacilares
(detectando apenas a forma clinica lepromatosa, V). A Figura 2.3 ilustra o teste
realizado no Cartdo LISS-Coombs (DiaMed A/G), demonstrando a
imunorreatividade das microesferas associadas aos fagos e o soro de pacientes V

(virchoviano), DD (dimorfo-dimorfo) e T (tuberculdide) positivos para hanseniase.

V DD T

FIGURA 2.3. Fotografia digital do teste utilizando o biossensor em cartdo Liss/Coombs
com soro dos pacientes com hanseniase com as formas clinicas virchoviana (V),

dimorfa-dimorfa (DD) e tuberculdide, detectados com peptideos miméticos de PGL-1.
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Este teste produz resultados semelhantes ao ML-Flow (fluxo lateral em
membrana) e ELISA com o mesmo antigeno. Em relagdo ao ML-Flow, a
imunocromatografia ndo requer ambiente seco ou protegido da luz e necessita
praticamente do mesmo tempo para a execuc¢ao. Em relagdo ao ELISA, o teste é
muito superior, tanto em sensibilidade e especificidade, quanto em rapidez,
podendo ser realizado em menos de 30 minutos, enquanto que o ELISA pode

levar algumas horas.
ANTIGENO ERITOCITARIO DUFFY A

Os antigenos do grupo sanguineo Duffy sdo de particular interesse na
medicina clinica devido ao seu envolvimento na incompatibilidade durante a
transfusdo sanguinea e na doenga hemolitica do recém nascido (TOURNAMILLE
et al. 1998) o que torna seu diagndstico importante em hemoterapia.

Foram realizados testes com microesferas acopladas a fagos
imunorreativos para anticorpos especificos contra o antigeno eritrocitario Duffy
tipo A (Fya) e soros comerciais (DiaMed) de 4 antigenos eritrocitarios: Fya — Duffy
A, Fyb — Duffy B, Jka —Kidd A, Jkb — Kidd B e Ctrl- respectivamente Duffy Fya,
Duffy Fyb, Kidd A, Kidd B e um controle negativo realizado no Cartdo LISS-
Coombs (DiaMed A/G) (FIGURA 2.4).

- = -

FyA FyB JKA JkB Neg
+

FIGURA 2.4 Teste para o antigeno eritrocitario Duffy A utilizando o biossensor em cartao
Liss/Coombs com soro dos pacientes: Fya — Duffy A, Fyb — Duffy B, Jka —Kidd A, Jkb —

Kidd B e Controle respectivamente.
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Na Figura 2.5, observa-se o resultado fornecido pela leitora de cartbes ID-
Reader (DiaMed) de trés testes realizados com trés diferentes clones de fagos
selecionados por Phage Display acoplados as microesferas e 0os mesmos
pacientes, mostrando a ndo ocorréncia de reagao cruzada entre os anticorpos

testados.

Clone 01 - Fya Jka Jkb Ctr -

r

[

Cione 16—~ Fya Jka Jkb Ctr -
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FIGURA 2.5. Resultado fornecido pela leitora de cartdes ID-Reader (DiaMed) com trés
peptideos diferentes com soros de : Fya—Duffy A, Fyb—Duffy B, Jka—Kidd A, Jkb—Kidd B

e Ctr- como controle negativo.

Foram testados trés clones de fagos diferentes com soros, sendo que
apenas o clone 16 mostrou uma pequena reagao com Duffy Fyb, que pode ser
resultante de uma reagao cruzada irrelevante entre os peptideos Duffy (FIGURA
2.5). Esses resultados mostram mais uma vez a especificidade do sensor na
deteccdo da aglutinagdo formada entre antigeno e anticorpo, além da utilizagao
do fago como espagador no complexo formado aumentando os niveis de

deteccéo.
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LEISHMANIOSE

As leishmanioses, causadas por protozoarios do género Leishmania,
afetam mais de 12 milhdées de pessoas em todo o mundo. Os parasitos do género
Leishmania sao  protozoarios  digenéticos pertencentes a familia
Trypanosomatidae, e apresentam-se sob duas formas: uma flagelada,
denominada promastigota, outra nao flagelada denominada amastigota,
(MOLINEUX; KILLICK-KENDRICK, 1987). A Leishmania é transmitida aos
hospedeiros vertebrados suscetiveis através da picada de fémeas de mosquitos
Lutzomia longipalpis, de habitos alimentares ecléticos e os cides domésticos agem
como maior fonte de infeccado (MARZOCHI; MARZOCHI, 1994). As leishmanioses
apresentam um amplo espectro de manifestagcdes clinicas: leishmaniose
tegumentar, variando da forma cutdnea a mucocutanea (LC e LMC),
representando o poélo responsivo, para a leishmaniose cutanea difusa (LCD) que
representa o polo nao responsivo, e a leishmaniose visceral (LV), abrangendo da
forma subclinica a doenga fatal (OLIVEIRA et al. 2004).

O ensaio realizado no Cartdo de NaCl Teste Enzimatico (DiaMed) com
microesferas acopladas com fago imunorreativo e soro de pacientes com
leishmaniose visceral, tegumentar, normal e sem soro, mostra a reagao positiva
para leshimaniose viceral, fracamente positiva para leshimaniose tegumentar e

negativa para soro de paciente normal (FIGURA 2.7).

C—— — I\-‘
LV LT N Cirl
FIGURA 2.7. Fotografia digital do teste realizado no Cartdo de NaCl Teste Enzimatico

(DiaMed A/G) com o microesferas de latex acopladas a fago imunorreativo com o soro de

pacientes com leishmaniose visceral - LV, tegumentar - LT, normal - N e sem soro — Ctrl.
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MALARIA

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude, a malaria € a doenga
tropical e parasitaria que mais causa problemas sociais e econdmicos no mundo e
s6 é superada em numero de mortes pela AIDS. A malaria € causada por
protozoarios do género Plasmodium e cada uma de suas espécies determina
aspectos clinicos diferentes para a enfermidade. No caso brasileiro, destacam-se
trés espécies do parasito: P. falciparum, P. vivax e P. malarie. O protozoario é
transmitido ao homem pelo sangue, geralmente por mosquitos do género
Anopheles ou, mais raramente, por via parenteral, como o compartilhamento de
seringas (consumidores de drogas), transfusao de sangue ou até mesmo de mae
para feto, na gravidez (FIOCRUZ, 2006).

A Figura 2.8 apresenta o teste realizado no Cartdo de NaCl Teste
Enzimatico com microesferas acopladas a fagos imunorreativos contra anticorpos
anti-Plasmodium e soro de pacientes positivos para P. falciparum e P. vivax e um
controle negativo. Observa-se que apenas os soros de pacientes positivos para P.
vivax apresentaram reacdo positiva, o que demonstra sua especificidade ao

parasita.

- -

VO3 V16 F19 F21 Fya -

FIGURA 2.8. Fotografia digital do teste utilizando o biossensor em cartao Liss/Coombs
com soro dos pacientes V03 — P. vivax, V16 — P. vivax, F19 — P. falciparum, F21 — P.

falciparum e Fya — Duffy Fya como controle negativo para malaria.
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Apesar de importantes avangos no entendimento de varios aspectos da
resposta imune em diversas moléstias e da existéncia de diversas modalidades
terapéuticas, o numero de pacientes ainda sem diagnéstico ou com tratamento
ineficaz é alarmante. O desenvolvimento de novas metodologias que favorega o
diagnoéstico mais efetivo, rapido e confiavel de doencgas infecciosas, autoimunes
ou genéticas tem grande importancia clinica.

Neste trabalho, foi proposto o uso parcial de metodologias ja aplicadas no
mercado de diagndsticos, que em combinagdo com outras tecnologias, faz com
que esta metodologia seja prontamente aceita, pois a nova tecnologia apresenta
sensibilidade e maior flexibilidade de uso em relagdo a outras tecnologias
vigentes. Além do mais, como ja existe um mercado com a plataforma basica de
imunocromatografia liquida em cartdo, esta nova metodologia pode ser

amplamente utilizada de forma rapida e eficiente no mercado.

NOVO IMUNOSSENSOR

Microesferas ativadas com aldeido apresentam grupo COH livre foram
acopladas com os fagos pela formacdo de base Schiff com grupos amino de
proteinas do capsideo viral do fago. Devido a possibilidade de dissociagdo da
proteina pela reversao da formacao das bases Schiff, a estabilizacdo por reducao
com cianoborohidreto de sédio foi necessaria e mostrou-se eficiente.

Componentes carbonil tais como cetonas alifaticas e aldeidos reagem
rapidamente e reversivelmente com grupos amino de proteinas para formar bases
Schiff. A reacdo é dependente de pH e os melhores resultados sao obtidos perto
de pH 9,0. A ligagdo pode ser estabilizada com borohidreto de soédio ou
cianoborohidreto de sédio, entre outros, num processo conhecido como alquilagao
redutiva. A reducdo é mais bem carreada em temperaturas baixas em torno de
4°C em tampao borato.

Praticamente todos os componentes carbonil podem ser usados para
alquilar grupos amino de proteinas (WONG, 1993). A descoberta de anticorpo

baseado em aglutinagéo de latex € um procedimento bem estabelecido e “kits”
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comerciais estdo disponiveis para diagnésticos de muitas doengas bacterianas e
virais (MADHUSUDANA; SARASWATI, 2003). Testes baseados em aglutinagao
com particulas de latex ndo necessitam de grandes instalagdes e equipamentos,
como leitores de ELISA que podem n&o estar disponiveis em muitos laboratérios
(BHASKAR; BANAVALIKER; HANIF, 2003; XU et al. 2005) o que impossibilita
ensaios de ELISA e imunofluorescéncia.

Sabendo que muitas doengas como a hanseniase, a toxoplasmose, o
cancer, dentre muitas outras, carecem de diagndsticos mais confiaveis, rapidos e
precisos, € apresentado aqui uma amostra do potencial de utilizacdo deste
sistema de detecgao de aglutinagdo com fagos imunorreativos contra anticorpos
com acoplados a microesferas de latex separados por cromatografia liquida.

A utilizagcdo do biossensor é bastante abrangente, podendo ser utilizada
praticamente com qualquer doenga infecciosa, alguns exemplos podem ser
observados nos testes diretos com fagos imunorreativos contra leishmaniose e
maléria. E muito plausivel que este biossensor possa ser utilizado para qualquer
tipo de doenga que haja produgédo de anticorpos, humanas ou ndo. Um teste
relativamente rapido de aglutinagdo com microesferas de latex com peptideos
sintéticos que contém epitopos de micobactéria foi desenvolvido para
diagnésticos de bovinos infetados com Mycobacterium bovis foi proposto por Koo
et al. (2004). Uma vantagem adicional desse teste é que pode ser utilizado com
varias espécies nao sendo necessaria adicdo de nenhum reagente adicional.

Varios biossensores estdo sendo desenvolvidos com peptideos acoplados
a microesferas de latex. Marik et al. (2003) descrevem um método simples para
preparar microesferas magnéticas de poliestireno acopladas a um peptideo
ligante, cNGRGEQc que sao satisfatérias para uma seletiva e eficiente captura de
células tumorais. Takeoka et al. (2003) conjugaram os oligopeptideos
CHHLGGAKQAGDV (H12), que é uma sequéncia da cadeia y de fibrinogénio (c
400-411) e CGGRGDF (RGD), que contem a sequéncia da cadeia-a do
fibinogénio (a 95-98 RGDF) a microesferas de latex para utilizagdo em
transfusdes de plaquetas. Porém, até o momento, ndo foi relatado nenhum
trabalho que tenha acoplado um organismo em uma esfera latex de poliestireno.

De forma rapida, simples e sem a necessidade de substratos enzimaticos,

0 biossensor aqui apresentado demonstra um método diagndstico plausivel para
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deteccao de antigenos/anticorpos por imunoaglutinagédo. Este trabalho demonstra
a utilizagdo deste sistema para o diagnéstico de diversas doengas infecciosas e

cronico-degenerativas de forma rapida, sensivel e simples.
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ANEXO V

Documentacéo referente ao Deposito da Patente de Invencéo
intitulada: “METODOS PARA IMUNOAGLUTINAGAO EM MICRO E
NANOESFERAS DE POLIESTIRENO”. O pedido foi depositado no
Instituto Nacional de Propriedade Industrial — INPI, no dia 21 de

agosto de 2006, sob numeracao PI0603590-6.



