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APRESENTACAQO




A Artrite Idiopatica Juvenil (AlJ) é uma doenca articular cronica, que acomete
uma ou mais articulagbes em criancas menores de 16 anos, por pelo menos seis
semanas, com exclusdo de outras causas de artrites juvenis. E a doenca reumatoldgica
mais comum na infancia, com uma prevaléncia estimada de 1 em cada 1.000 criancas.
A incidéncia é quase o dobro no sexo feminino, com exceg¢ao do tipo sistémico, onde
nao ha diferenca entre os sexos. Existem trés tipos mais comuns: AlJ sistémica que
corresponde a 10% dos casos e é precedida de febre com duragcdo de pelo menos
duas semanas e artrite em = 1 articulagdo. E a que mais compromete o
desenvolvimento. A AlJ oligoarticular que corresponde a 50% dos casos e sao
acometidas < 4 articulagbes durante os primeiros 6 meses da doenga, sendo 0s
joelhos, tornozelos e cotovelos os mais afetados, € classificada em duas subcategorias:
persistente, que afeta < 4 articulagdes, e extendida, afetando > 4 articulagdes apos 6
meses do diagnostico da doenca. A AlJ poliarticular corresponde a 40% dos casos e
sdo acometidas = 5 articulacbes durante os primeiros 6 meses da doenca. Esse subtipo
também ¢é classificado em duas subcategorias: pacientes que apresentam Fator
Reumatodide positivo detectado pelo menos duas vezes em trés meses de intervalo e
pacientes que apresentam Fator Reumatdéide negativo.

A causa exata da doenca ainda é desconhecida. Acredita-se haver uma
influéncia multifatorial, ligada a fatores imunoldgicos, infecciosos e genéticos. Acredita-
se que alguns fatores externos, como alguns tipos de infecgbes, estresse emocional e
traumatismos articulares podem atuar como desencadeantes da doengca. A
multiplicidade das caracteristicas clinicas, evolutivas, imunolégicas e imunogenéticas
desta doenca heterogénea sugere que as diferentes formas clinicas representem, na
realidade, entidades clinicas distintas com mecanismos etiopatogénicos préprios.

A crianca com AlJ pode apresentar, além da artrite cronica, manifestagdes extra-
articulares variaveis, dependendo do tipo de inicio da doenga. Em qualquer tipo de
inicio, os joelhos sao as articulagées mais frequentemente acometidas. O componente
doloroso da artrite as vezes é pouco intenso, o que pode dificultar o reconhecimento do
problema articular. A ocorréncia de artrite indolor em algumas criangas pode retardar a
percepcao da familia e a procura pelo médico. Além disso, criancas menores tém
dificuldade de identificar o local da dor e muitas vezes o problema articular € notado por
causa da diminuicdo das atividades habituais, alteracbes da marcha, dificuldade ou
choro a movimentagao de determinados segmentos dos membros e rigidez matinal.

A AlJ constitui um desafio diagnostico e sua identificagdo depende de uma

avaliacao clinica minuciosa e, na maioria das vezes, do seguimento prospectivo do
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paciente, para que se possa caracterizar o tipo de comprometimento articular e o
tempo de duracao da artrite, essencial ao diagnostico, e afastar causas especificas de
artrite nesta faixa etaria. A inexisténcia de marcadores laboratoriais € a grande
variabilidade de seu quadro clinico contribuem adicionalmente para a dificuldade de
identificacdo precoce destas criangas e adolescentes. Trata-se de um diagnéstico de
exclusdao, uma vez que nao existem sinais, sintomas ou exames laboratoriais
exclusivos desta doenca.

A aplicabilidade da metodologia de Phage Display na apresentacdo de
peptideos ou bibliotecas protéicas na superficie de fagos filamentosos permite uma
selecdo altamente especifica a determinados alvos. Uma vantagem crucial dessa
tecnologia é a conexao direta entre o fenétipo experimental e o genétipo encapsulado,
a qual possibilita uma evolugdo clonal de ligantes selecionados. Nesse sentido, essa
metodologia tem se mostrado significante a pratica clinica, ao permitir a selecao de
peptideos expressos na superficie viral.

No trabalho aqui apresentado foram isolados peptideos reconhecidos por
anticorpos purificados a partir do soro de pacientes com os quatro subtipos de AlJ por
meio da metodologia de Phage Display. Para a sele¢cao dos peptideos foi realizado um
bioppaning subtrativo, utilizando anticorpos purificados a partir do soro de pacientes
aparentemente saudaveis e pacientes com outras doengas auto-imunes néo portadores
de AlJ, seguida de uma selegao positiva utilizando uma biblioteca de peptideos Ph.D.-
C7C expressa na superficie do fago filamentoso M13. O DNA dos clones selecionados
foi sequenciado, traduzido, e os diversos clones foram submetidos aos ensaios de
ELISA e bioinformatica.



CAPITULO I:

FUNDAMENTACAO TEORICA




Resumo

A Artrite Idiopatica Juvenil (AlJ) é uma doenga auto-imune caracterizada por artrite
persistente, de causa desconhecida, que se inicia antes dos 16 anos de idade e esta
presente ha pelo menos 6 semanas apds exclusdo de outras doengas. Longos
periodos de AlJ ativa podem prejudicar o desenvolvimento do musculo, resultando em
um retardo do crescimento generalizado, uso limitato de alguns membros, erosdes nas
articulacdes e menor capicidade aerébica. E uma das mais prevalentes entre as
doencas reumaticas cronicas da infancia, podendo acarretar incapacidade motora
permanente, afetando a qualidade de vida das criangas afetadas. O exame mais
importante para o diagnostico da doenca hoje € o exame fisico que o pediatra ou
especialista faz na hora da consulta. O diagnéstico para AlJ é clinico, ndo depende de
exames laboratoriais porque ainda nao existe nenhum teste que confirme a presenca
da doenca, ndo ha exames laboratoriais considerados especificos para a sua definicao
diagnostica. Testes laboratoriais bioquimicos e marcadores sorolégicos sdo Uteis para
auxiliar no diagnéstico diferencial, classificar o subgrupo da doenca, avaliar a extensao
da inflamagéao, determinar o progndstico e resposta a terapia. Nesse sentido, a busca
por novos biomarcadores podem levar a novos métodos para o diagnostico e
tratamento da AlJ. Essa revisdo visa descrever alguns aspectos da Artrite Idiopéatica
Juvenil e como a tecnologia de Phage Display tem sido utilizada no mapeamento de
epitopos de diversos antigenos, constituintes de varios agentes causadores de
doencas.

Palavras chave: Artrite |Idiopatica Juvenil, Marcadores soroldgicos, Phage Display



1 ARTRITE IDIOPATICA JUVENIL
1.1 Fatores genéticos

A Artrite Idiopatica Juvenil (AlJ) € definida como uma doenga de ocorréncia
antes dos 16 anos de idade, caracterizada primariamente pela presenga de artrite
persistente em uma ou mais articulagdes, por no minimo 6 semanas, apos exclusdo de
outras causas. E uma doenca inflamatéria crénica que, se ndo tratada precocemente,
pode acarretar prejuizos permanentes (RAVELLI e MARTINI, 2007).

A AlJ compreende um grupo heterogéneo de artropatias cronicas que afeta
aproximadamente 1-3/1000 criancas (MURRAY e GLASS, 1997). No primeiro mundo,
€ classificada como uma doengca reumatica mais comum na infancia e uma das
doencgas crbnicas mais frequentes nesta faixa juvenil. A prevaléncia é de 0.07 - 4.01
/1000 criangas e incidéncia geral de 0,83 - 86,0 /100.000 criangas por ano, com
acentuada diferenca de incidéncia entre os diversos paises, justificada também pela
dificuldade de diagnéstico e pelas diferentes classificagdes existentes (OEN, 2000;
MANNERS e BOWER, 2002). No Brasil ndo existe qualquer estudo epidemioldgico,
mas a AlJ ndo é uma enfermidade rara, é a segunda doenga reuméatica com maior
incidéncia na infancia, suplantada somente pela febre reumatica (ALVES et al., 1995;
TERRERI et al., 2001).

O diagnostico precoce é de exclusao e inclui sete diferentes formas. No entanto,
pode ser facilitado pelo reconhecimento das trés formas de apresentagcdo maiores:
oligoarticular (50%-60% dos casos), poliarticular (30%-35%dos casos) e sistémica
(10%-20% dos casos). Logo apds seu inicio, o curso da AlJ é incerto, mas esta
evolucao torna-se razoavelmente previsivel apos a definicdo do padrao clinico definitivo
do paciente (CASSIDY, 2001; CASSIDY, 2005).

Ha uma concordancia de que a AlJ é uma doenca de patogénese complexa e
multifatorial, resultante da interacdo de fatores ambientais e genéticos. Dentre os
inimeros fatores de risco para o aparecimento da doenca sugeridos, destaca-se a
historia familiar positiva (CLEMENS et al., 1985; PRAHALAD, 2006). A AlJ tem sido por
muitas vezes descrita como uma peculiariade genética complexa, onde varios genes
interagem para resultar um fendétipo especifico (GLASS e GIANNINI, 1999). Em
gémeos monozigoticos a taxa de concordandia da AlJ é em torno de 25 a 40% quando
um dos gémeos é acometido pela doenca, e a prevaléncia de AlJ entre irméos

portadores € de 15 a 30 vezes maior do que da populacdo geral (PRAHALAD e
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GLASS, 2008). Os subtipos da AlJ compartilham caracteristicas genéticas e fenotipicas
com outras doencgas auto-imunes, que acredita-se ser resultado da interagdo de fatores
genéticos e ambientais. A identificacdo de fatores genéticos associados com a
susceptibilidade ou protecdo as doengas auto-imunes é importante por varias razdes,
como a identificagdo de variantes que tenham potencial para melhorar
significativamente nossa compreensao sobre a patogénese da doenca, que por sua
vez, levard a um melhor diagnéstico e classificacdo dos fendtipos. Além disso, a
descoberta de novos caminhos envolvidos na patogénese da doenca pode levar a
novas modalidades de tratamento (ANGELES-HAN & PRAHALAD, 2010).

Recentemente, varios estudos tém demonstrado que doengas auto-imunes
clinicamente distintas possuem acao ordinaria de fatores genéticos de susceptibilidade.
Por exemplo, polimorfismos dos genes que codificam as moléculas HLA estao
associados a varias doencas auto-imunes. Associacées com variantes HLA tém sido
validados e confirmados em diferentes popula¢des de doengas auto-imunes, tais como
Diabetes Mellitus Tipo | (DMI), Artrite Reumatéide (AR), bem como a AlJ. No entanto,
as variantes HLA explicam apenas parte da susceptibilidade genética para muitas
doencas auto-imunes, sugerindo que as variagdes fora da regido do HLA também
devem contribuir para a susceptibilidade a doenga. Por exemplo, foi relatado que as
variantes conhecidas no complexo principal de histocompatibilidade (MHC) explicam
apenas cerca de 30% da carga genética da AR (PLENGE, 2009). Os genes HLA-DR do
complexo de histocompatibilidade maior estdo associados com a AR e participam da
apresentacdo do antigeno as células T. A associacao destes genes com as células
HLA-DR com a AR é no momento a evidéncia mais forte do papel da genética na
patogénese e frequéncia da doengca (ANGELES-HAN & PRAHALAD, 2010). Da mesma
forma na AlJ, estimou-se que o HLA-DR representa apenas cerca de 17% da carga
genética da doencga, o que sugere que outras variantes dentro e fora do complexo MHC
podem apresentar uma funcédo na susceptibilidade (PRAHALAD et al., 2000).

Até o momento, as variantes do complexo HLA e o loco PTPN22 foram
confirmados como sendo indiscutivelmente associados a AlJ por varios trabalhos.
Recentemente, varios outros candidatos foram adicionados a lista de locos associados
a AlJ, incluindo o STAT4, TNFAIP3, IL2RA, TRAF1/C5 e VTCN1 (ANGELES-HAN &
PRAHALAD, 2010). Convém ressaltar que, subtipos diferentes de AlJ tem fendtipos
diferentes, e é extremamente importante que tais subgrupos sejam estratificados em
estudos genéticos (MACAUBAS et al.,, 2009). No entanto, a falta de amostras

adequadas e consequente poder estatistico, impede a deteccdo de importantes
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associacbes genéticas com os subtipos da AlJ. Estes desafios destacam a
necessidade de estudos multicéntricos internacionais para obtencdo de amostras bem
fenotipadas (PRAHALAD et al., 2000).

Patogénese das artrites reumatdides

Nas artrites reumatdides, a membrana sinovial torna-se infiltrada por varios tipos
de células inflamatérias, que sinergizam para causar destruicdo das articulagcées (Fig.
1). Células importantes que foram omitidas nesta figura incluem os mastocitos sinoviais

e células plasmaticas.
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Fig. 1. Processo inflamatério das artrites reumatdides. APRIL: ligante indutor de proliferagao; BLYS:

estimulador de linfocitos B; DC: células dendriticas; GM-CSF: fator de estimulagdo para granulécitos e
macrofagos; IFNy: interferon-y; IL: interleucina; RANKL: ligante do receptor ativador do fator nuclear kB;
TGF: fator de transformagao do crescimento . Fonte: ISAACS, 2010.

Fibroblastos adotam um fendtipo de “up-regulation” de oncogenes, inibicdo da
apoptose e secrecdo de citocinas, quimiocinas e enzimas que reforcam a inflamacéo e
catalisam a destruicdo da articulagéo, resultando na formagédo do pannus e habilidade
de invadir e destruir a cartilagem articular adjacente (CHANG et. al., 2010). A ativacao
dos osteoclastos no osso peri-articular leva a reabsorgéo e erosbes, 0 que auxilia na
deteccéo da doenga (WALSH & GRAVALLESE, 2010).



Processos similares afetam a membrana sinovial que reveste as bainhas dos
tenddes, resultando em fraqueza e ruptura dos mesmos, que sao responsaveis pelas
deformidades caracteristicas das artrites. As artrites reumatdides também podem
envolver érgdos como os pulmdes, levando a inflamagdo e fibrose. Os efeitos
sistémicos incluem a osteoporose, anemia e fadiga profunda. A asterosclerose precoce
causa graves danos colaterais, que respondem por grande parte da redugéo do tempo
de vida de pacientes com artrites graves, ataques cardiacos e derrames podem ocorrer
(GABRIEL, 2008).

Esta bem claro que as células T sdo importantes, como evidenciado pelos genes
associados com artrite reumatéide (BARTON & WORTHINGTON, 2009). Em particular,
células T auxiliares (Ty17), podem orquestrar sinovite e lesdes através de interagdes
com as células dendriticas, macrofagos e células B (MIOSSEC et. al.,, 2009). Em
contrapartida, a funcdo das células T regulatérias parece estar comprometida nas
artrites reumatdides (EHRENSTEIN et. al., 2004). Os macréfagos também
desempenham papel importante na patogénese da doenga, sua presencga correlaciona-
se com 0s sintomas, talvez causados pela secre¢do de mediadores pro-inflamatérios
(HAMILTON & TAK, 2009). O sucesso da terapia de anticorpos especificos para
células B atesta a importancia dessas células na patogénese da artrite reumatodide.
Além da secregao de auto-anticorpos, células B apresentam antigeno para células T e
estimulam os fibroblastos sinoviais através da secrec¢ao de citocinas como linfotoxina-3
(LTB) e fator de necrose tumoral (TNF). Em alguns pacientes, foliculos linfoides bem
formados estdo presentes na membrana sinovial, sugerindo que ocorre uma
apresentagédo local do antigeno, enquanto em outros pacientes, as células B estao
presentes de forma aglomerada ou dispersas (MANZO et. al., 2010). Fibroblastos
sinoviais sdo elementos fundamentais de lesdes articulares através da secrecao de
metaloproteinases da matriz (MMPs) e catepsinas. Inicialmente, elas sdo ativadas pelo
microambiente inflamatoério, mas posteriormente assumem um fenétipo semi-autbnomo
(AUPPERLE et. al., 1998). A lesado 6ssea é causada pela convergéncia de varios sinais
de precursores dos osteoclastos no osso subcondral, induzindo sua diferenciacéo e
maturacao (TAKAYANAGI, 2009).

1.2 Subtipos da Artrite Idiopatica Juvenil



1.3.1 AlJ sistémica

A manifestagao clinica da AlJ é dependente do subtipo. E provavel que alguns
dos diferentes subtipos representam diferentes doengas com causas diferentes, no
entanto, tudo isso resulta em inflamagé&o articular. Mais recentemente, ha especulacdes
de que a AlJ sistémica pertenca as sindromes autoinflamatérias ao invés de pertencer
ao grupo de doengas auto-imunes. No processo inflamatério, duas citocinas, em
particular, a interleucina-1 (IL-1) e a interleucina-6 (IL-6), desempenham papéis
importantes (BENEDETTI & MARTINI, 2005; PASCUAL et al., 2005). A hipétese de que
a IL-6 tem papel importante na patogénese da AlJ sistémica foi confirmada pela
eficacia do tocilizumab, um anticorpo anti-IL-6. Varios estudos mostram que o bloqueio
da IL-6 tras beneficios terapéuticos para os pacientes portadores de AlJ sistémica
(BENEDETTI & MARTINI, 1998; YOKOTA et al., 2008). O tratamento com anti-IL-1
também se mostrou eficaz, e analises da expressao génica na doenga ativa mostrou
um perfil IL-1 (PASCUAL, 2005). A AlJ sistémica é uma doenca claramente distinta das
outras formas e muito semelhante a AR dos adultos. Ha uma acentuada ativacdo do
sistema inato, acompanhado também pela ocorréncia frequente (em torno de 5-8% dos
pacientes) de uma complicagdo com risco de vida conhecida como sindrome de
ativacdo macrofagica uma forma de linfohistiocitose hemofagocitica (FROSCH &
ROTH, 2008). A razdo para o alto indice de ocorréncia da sindrome de ativacdo
macrofagica nos paciente acometidos com AlJ sistémica ainda €& desconhecida
(GROM, 1998). Para um diagnéstico claro, é necesséario presenca de artrite,
acompanhada ou precedida por febre cotidiana de pelo menos duas semanas com um
ou mais dos sinais listados na Tabela 1. Os episédios febris muitas vezes sao
acompanhados por um caracteristico rash (erupcao cutanea macular fina e résea). As
lesbes temporarias sao distribuidas mais comumente no tronco, tém menos de 10

milimetros em tamanho e geralmente ndo causam prurido (BEHRENS et al., 2007).

1.3.2 AlJ oligoarticular
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A AlJ oligoarticular € uma doenca muito bem definida, é tipica de criancas e nao
é vista em adultos. E caracterizada por uma artrite assimétrica afetando principalmente
as grandes articulacbes, de inicio precoce (antes dos 6 anos de idade), com
prevaléncia no sexo feminino, alta frequéncia de anticorpos antinucleares positivos e
alto risco para o desenvolvimento de iridociclite crénica e consistentes associagcoes
com o complexo HLA (RAVELLI, 2005). A AlJ oligoarticular, também conhecida como
oligoartrite, afeta quatro ou menos articulagdes nos primeiros 6 meses da doenga e €
classificada em dois subtipos: oligoartrite persistente, que nao se estende a mais de
quatro articulagdes, e oligoartrite extendida, no qual se estende a artrite a mais de
quatro articulacdes apos 6 meses (PETTY et. al., 2004). Até 50% dos pacientes podem
desenvolver AlJ oligoarticular estendida, e 30% irdo desenvolver nos primeiros 2 anos
apds o diagnéstico (AL-MATAR et. al., 2002). As articulagdes mais afetadas sao os
joelhos, tornozelos, cotovelos e punhos. Em aproximadamente um ter¢co dos pacientes,
apenas uma Unica articulacdo € afetada no inicio da doenga. O diagnéstico pode ser
dificil, pois os sinais de dor e inchaco nas articulagdes nem sempre sao reconhecidos,
e criangas nem sempre conseguem verbalizar suas queixas. Sequelas incluem rigidez
matinal com movimento, calor, dor ou resististéncia a gama completa de movimentos.
O crescimento acelerado pode causar atrofia muscular das extremidades afetadas.
Uma crianga com gonartrite unilateral normalmente se apresenta com discrepancia no
comprimento da perna, resultando em uma flexao e rotagéo externa do joelho afetado
(Fig. 2) (DANNECKER & QUARTIER, 2009).

Fig. 2. Oligoartrite afetando joelho esquerdo e tornozelo direito. Nota-se a flexdo do joelho esquerdo
devido a diferenga de comprimento dos membros inferiores. Fonte: DANNECKER & QUARTIER, 2009.

Reagentes de fase aguda s&o normais ou moderadamente elevados, mas VHS

(velocidade de hemossedimentacdo) elevada também pode ocorrer. Os anticorpos
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antinucleares (FAN) sdo detectados em cerca de 60% dos pacientes. A presenca de
FAN transmite um risco de iridociclite, uma inflamag&o da iris, corpo ciliar do olho. A
Iridociclite geralmente se manifesta dentro dos primeiros anos apds o inicio da artrite e
afeta aproximadamente 30% dos pacientes com oligoartrite, mas em alguns casos
pode preceder a artrite (RAVELLI et. al., 2007).

1.3.3 AlJ poliarticular

Pacientes com artrite em cinco ou mais articulagdes nos primeiros seis meses da
doenca sao diagnosticados como portadores de AlJ poliarticular. Este subtipo inclui
criangas com poliartrite fator reumato6ide negativo em 20% a 30% dos pacientes. Afeta
mais frequentemente criangas do sexo feminino (LANG & SHORE, 1990). As
associacbes com HLA nestes pacientes sdo os mesmos que em adultos com artrite
reumatdide e, provavelmente, representam a expressao inicial de a artrite reumatoéide
de adultos. A AlJ poliarticular envolve geralmente grandes e pequenas articulagdes das
maos e dos pés, embora o esqueleto axial, inclusive da coluna cervical e articulagbes
temporomandibulares, podem ser afetados. Deformidade de Boutonniere (flexdo da
interfalangica proximal e hiperextensdo da interfalangica distal) e deformidade em
pescoco de cisne (hiperextensdo da articulagdo interfalangica proximal e da flexo,
com incapacidade de extensdo, da interfalangica distal) sdo comuns. Criangas
portadoras desse subtipo de AlJ desenvolvem uveite crénica com menos frequéncia do
que na doenca oligoarticular (WEISS & ILOWITE, 2005).

1.3.3.1 AlJ poliarticular fator reumatoide negativo

A AlJ poliarticular FR™ é definida como artrite que afeta 5 ou mais articulagbes
durante os primeiros seis meses da doenca (PETTY et. al.,, 2004). Pacientes FR’
frequentemente desenvolvem poliartrite mais cedo na infancia, em contraste com os
pacientes FR", que desenvolvem artrite geralmente chegando na puberdade. Os
pacientes soronegativos tém um prognéstico variavel. Este subtipo ndo tem nenhuma
associacao HLA forte e pode representar um grupo de distarbios que podem ser
subtipados (WEISS & ILOWITE, 2005). O fator Reumatéide € um grupo de auto-
anticorpos, geralmente uma imunoglobulina da classe IgM, que se liga ao fragmento Fc
da IgG formando complexos imunes. O inicio da doenga pode ser agudo ou insidioso. A

dor, os movimentos limitados e rigidez matinal sdo os sintomas mais proeminentes.
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Alguns pacientes com poliartrite — especialmente aqueles que sao FAN positivos -
poderiam ser classificados como tendo oligoartrite, exceto quando ha mais articulagées
envolvidas. Os pacientes que apresentam apenas pequeno inchago nas articulagdes,
mas tenham pronunciado contragdes e rigidez de flexdo e um VHS normal, séo
especialmente dificeis de diagnosticar (DANNECKER & QUARTIER, 2009). A poliartrite
FR™ é uma categoria heterogénea da AlJ. Pelo menos dois subconjuntos distintos
podem ser identificados: (a) uma forma que € semelhante a artrite reumatéide nos
adultos e é caracterizada por sinovite simétrica de grandes e pequenas articulagdes e
FAN-negativo, (b) uma forma que se assemelha a oligoartrite, exceto pelo nimero de
articulacbes acometidas nos primeiros seis meses da doenca. Estas semelhancas
levaram a hipétese de que este segundo subconjunto da AlJ poliarticular FR™ é AlJ
oligoarticular em seus sintomas iniciais (MARTINI 2003). Estas observagcdes foram
confirmadas pela demonstracdo de que os pacientes portadores de AlJ oligoarticular
com FAN-positivo, nas formas persistente ou estendida, apresentam as mesmas
caracteristicas (artrite assimétrica, primeiros sinais da doenca aparecem cedo, com
preferéncia pelo sexo feminino, FAN-positivo, elevada incidéncia de iridociclite crénica)
que os pacientes portadores de AlJ poliarticular FR" com FAN-positivo, portanto, estas
caracteristicas ndo sdo compartilhadas entre os paciente portadores de AlJ poliarticular
FR™ com FAN-negativo e AlJ oligoarticular FAN-negativo (RAVELLI 2005). Este
conceito também é apoiado pela observagdo de que, nos paises em que pacientes
portadores de AlJ oligoarticular com FAN-positvo séo raros, pacientes AlJ poliarticular
FR" com FAN-positivo, raramente sao vistos (MARTINI 2003). A heterogeneidade da
AlJ poliarticular FR™ foi confirmada recentemente também por estudos de expressao
génica (GRIFFIN, 2009).

1.3.3.2 AlJ poliarticular fator reumatdéide positivo

Este subtipo € provavelmente idéntico a Artrite Reumatéide nos adultos. A AlJ
poliarticular FR™ ocorre principalmente em adolescentes do sexo feminino como uma
poliartrite simétrica, afetando as pequenas articulagdes das maos e dos pés, incluindo
a articulacdo metacarpofalangeana, a interfalangeana proximal e articulagbes
metatarsofalangicas. Noédulos reumatoides as vezes aparecem nas superficies
extensoras dos cotovelos (DANNECKER & QUARTIER, 2009). Por definicdo, a
presenca de IgM-FR é obrigatoria, entretanto, € o Unico subtipo de AlJ que com

prevaléncia de anticorpos contra peptideos ciclicos citrulinados, o que pode ser de
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grande interesse, uma vez que esses achados ja foram observados em doentes
adultos com Artrite Reumatéide (VAN ROSSUM, 2003).

Tabela 1. Classificacdo da Artrite Idiopatica Juvenil, segundo os critérios propostos pela ILAR
(International League of Associations for Rheumatism) e EULAR (European League Against
Rheumatism).

Subtipo Definicao

Febre com duracao de pelo menos duas semanas, artrite
em = 1 articulagdes, além de um ou mais dos seguintes
comprometimentos:

AlJ Sistémica * Rash eritematoso

* Linfonodomegalia generalizada

* Hepatomegalia e/ou esplenomegalia

* Serosite

Afeta < 4 articulagdes durante os primeiros 6 meses da
doencga. Classificada em duas subcategorias:

* Persistente: afetando < 4 articulagdes

* Extendida: afetando > 4 articulagées ap6s 6 meses

AlJ Oligoarticular

Afeta = 5 articulagbes durante os primeiros 6 meses da
AlJ Poliarticular FR’ doencga
* Apresenta Fator Reumatdéide negativo

Afeta = 5 articulagGes durante os primeiros 6 meses da
doenca

* Apresenta Fator Reumatéide positivo detectado pelo
menos 2 vezes em 3 meses de intervalo

AlJ Poliarticular FR*

Fonte: Adaptado de DANNECKER & QUARTIER, 2009

1.2 Diagndstico e tratamento da Artrite Idiopatica Juvenil

1.4.1 Diagnéstico
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O diagnostico da AlJ é, até o momento, baseado na histéria clinica e exame
fisico, sendo a utilizagdo de métodos complementares principalmente direcionada para
a exclusdao de outros diagnosticos e comorbidades. Nao ha exames laboratoriais
considerados especificos para a sua definicdo diagnéstica. Os testes laboratoriais
bioguimicos e marcadores soroldgicos sao Uteis para auxiliar no diagnéstico diferencial,
classificar o subtipo, avaliar a extensédo da inflamagéo, determinar o prognéstico e a
resposta a terapia (CASSIDY & PETTY, 2001). O diagnéstico de positividade
sorologica da AlJ é restrito a pacientes com poliartrite de inicio mais tardio e que
apresentam IgM-FR™ detectado por nefelometria em 7 a 10% dos casos. Os fatores
antinucleares (FAN), ou anticorpos antinucleares, podem ser encontrados em 2 a 70%
das populacbes com AlJ, sendo essa variabilidade provavelmente em razdo dos
diferentes substratos utilizados na sua mensuracao e os distintos subtipos de AlJ. Foi
detectada uma prevaléncia aumentada de FAN (entre 65 a 85%) no subtipo de AlJ
relacionado a oligoartrite e uveite (NAKAMURA, 2000).

Os sintomas clinicos da AlJ podem ser variaveis. Varios sintomas que indicam a
artrite ndo sdo necessariamente um diagndstico de AlJ e podem ter multiplas etiologias
que s6 podem ser diferenciadas com um criterioso estudo do histérico do paciente
(BOROS & WHITEHEAD, 2010). A AlJ poliarticular tem uma etiologia multifatorial, e
pode se apresentar como uma doenga viral ou pode ser o inicio de uma doencga
cronica, e pode evoluir ao longo do dia ou as vezes semanas, tornando o diagnostico
dificil, no momento da consulta. Assim, para diagnosticar com precisdo a AlJ, o
primeiro passo é excluir artrite com etiologias conhecidas (SINGH & MEHRA, 2010).

Como brevemente mencionado acima, o diagnéstico de AlJ é essencialmente
clinico, e nenhum teste de laboratério pode confirmar seu diagndstico. No entanto, os
estudos de laboratério podem ser usados para fornecer evidéncias de inflamacéo, o
apoio ao diagndstico clinico da AlJ, monitoramento da toxicidade do tratamento, e
entender melhor a patogénese da doenca (KIM & KIM, 2010). Anormalidades
hematolégicas geralmente reflete na extensdo da doenca inflamatéria. Exames
laboratoriais que podem auxiliar para um melhor diagnéstico da AlJ incluem
marcadores inflamatérios como VHS e proteina C-reativa (PCR). No entanto, os niveis
de VHS e PCR em pacientes com AlJ ativa sdo varidveis. Em geral, o VHS &
ocasionalmente util no monitoramento da eficacia terapéutica (CASSIDY & PETTY
2001).

Um novo auto-anticorpo, o anti-CCP (anticorpos contra peptideos ciclicos

citrulinados), tem sido estudado nos ultimos anos. A citrulina é um aminoacido
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modificado pés-traducdo a partir de residuos de arginina e estd presente em alta
frequéncia na cadeia peptidica da filagrina. As regides ricas em citrulina parecem ser
alvo dos anticorpos antifilagrina, identificados na artrite reumatdide, dai o
desenvolvimento de um peptideo sintético rico em citrulina para ensaio
imunoenzimatico mais estavel e padronizavel é de grande interesse (SERRA et. al.,
1999; VAN VENROIJ & PRUIJN, 2000). SCHELLEKENS et al. (2000) observaram que
o anti-CCP é especifico (96-98%) para a artrite reumatdide no adulto, com
sensibilidade de 60%. Alguns estudos tém mostrado a presenca do anti-CCP em 60-
75% dos pacientes com AR estabelecida (BIZZARO et. al., 2001; GAALEN et. al.,
2004; SARAUX et. al., 2004). Recentes estudos que tratam da identificacao de anti-
CCP na AlJ tém verificado sua presenca na forma poliarticular FR* (LOW et. al., 2004;
MACHADO, 2005). Embora os auto-anticorpos classicos (fatores antinucleares e
fatores reumatoides) tenham sido razoavelmente bem explorados em criangas e
adolescentes com AlJ, houve pouco progresso na identificagdo de marcadores
sorologicos desta doenca.

As radiografias convencionais sdo os métodos mais acessiveis, rapidos e
baratos para avaliagdo das aticulagdes. A ultra-sonografia é, muitas vezes, a melhor
maneira de identificar liquido intra-articular, em especial em articulagbes como o quadril
e ombro onde o fluido pode ser dificil para ser detectado clinicamente (FEDRIZZI et. al.,
1997). O aumento do uso da ressonancia magnética e os avangos em técnicas de
ressonancia mais funcionais nos ultimos dez anos tém melhorado a avaliacdo da
doenca articular em AlJ. Em comparacao com a ultra-sonografia ou com radiografia, a
ressonancia magnética € que apresenta melhores resultados na deteccdo de
inflamacdes e lesbes nas articulagdes e cartilagem. A ressonancia magnética também
€ capaz de avaliar com precisdo as manifestacbes posteriores da AlJ, incluindo
erosdes, perda de espacgo articular, danos a cartilagem e ligamentos (LAMER &
SEBAG, 2000). Além disso, o escaneamento 0sseo com tecnécio-99m tem se
mostrado util na detecgéo da fase inicial da inflamag¢ao em pacientes com artrite (Fig. 3)
(QING et. al., 2008).
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Fig. 3. Escaneamento 6sseo com tecnécio-99m mostra 0 aumento da lesdo 6ssea em um paciente
portador de AlJ. Fonte: KIM & KIM, 2010.

Infelizmente, até o momento, ainda ndo ha uma uUnica modalidade que reuna
todas as exigéncias de imagem, porém os métodos para deteccdo da AlJ estdo se
aperfeicoando (MCKAY et. al., 2010).

1.4.2 Tratamento

Estudos recentes mostraram que existe um grande beneficio na resposta ao
tratamento, quando se iniciam as drogas anti-reumaticas modificadoras da doenca
(DMARDSs) em sua fase inicial e de forma mais agressiva (EGSMOSE, 1995; VAN DER
HEIDE, 1996; LARD, 2001; MOTTONEN, 2002; NELL et. al., 2004; BREEDVELD &
KALDEN, 2004). No passado, a classica piramide terapéutica que consistia em um
tratamento conservador na fase inicial da doenca deu chance para que muitos
pacientes tivessem mais erosdes e demormidades irreversiveis antes do uso de drogas
mais efetivas. A ineficacia do esquema terapéutico proposto pela piramide terapéutica
das artrites levou a mudanga daquele paradigma de tratamento (PINCUS, 1990). O
tratamento ideal da AlJ deve iniciar com a educagédo dos responsaveis pelo paciente
sobre a doenga, sobre os riscos e deformidades articulares e perda de capacidade
funcional, assim como a orientagdo sobre o0s riscos e beneficios das opcoes
terapéuticas disponiveis (KWOH, 2002). Portanto, o tratamento de criangcas com AlJ
deve centrar-se ndo sé na realizacdo da funcdo 6tima das articulagdes, mas também
na preservacao do desenvolvimento infantil normal, minimizando impactos negativos
sobre a familia do paciente. O tratamento de portadores de AlJ é desafiador e
complexo, e os pacientes e suas familias podem ter problemas psicoldgicos,
dificuldades financeiras e levam um certo tempo para lidar com todos os diferentes

aspectos da terapéutica (DANNECKER & QUARTIER, 2009)
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As doencas reumaticas da infancia nem sempre sdo benignas ou de curta
duragdo (MINDEN et. al., 2002). Dada a complexidade da doenca, a terapia pode ser
necessaria por muitos anos € uma equipe multidisciplinar de reumatologia pediatrica é
crucial para o tratamento ideal dessas criangas. Além do reumatologista pediatrico,
representantes de diferentes especialidades (por exemplo, um ortopedista,
oftalmologista, cirurgiao oral, fisioterapeutas e terapeutas ocupacionais, assistentes
sociais e psicologos) devem ser incluidos como membros de uma multifuncioal equipe
de tratamento (DANNECKER & QUARTIER, 2009).

O tratamento da AlJ visa tanto o controle do processo inflamatério subjacente
como a prevencado de complicagdes. Até ha poucos anos, a terapéutica baseava-se
essencialmente na utilizacdo de anti-inflamatérios nao esterodides, corticoesterdides
(sistémicos e intra-articulares) e os farmacos anti-reumaticos modificadores da doenca,
como o metotrexato. No entanto, alguns doentes, principalmente aqueles com a
apresentacdo sistémica e poliarticular mostravam-se refratérios a esta abordagem
(PETTY, 1999).

O aumento dos conhecimentos do processo inflamatoério subjacente a AlJ e dos
seus principais intervenientes, permitiu estabelecer novos alvos terapéuticos. De fato,
as opgbes para o tratamento tém melhorado com o desenvolvimento de farmacos
dirigidos contra estes mediadores inflamatérios, nomeadamente os antagonistas do
fator de necrose tumoral alfa (anti-TNF). Diversos artigos tém demonstrado uma
resposta favoravel a estes agentes nos doentes com AlJ refrataria ao tratamento
convencional (HORNEFF et. al., 2004; QUARTIER et. al., 2003; LOVELL et. al.,
2008). Apo6s varios anos usando anti-fator de necrose tumoral (anti-TNFs) no
tratamento das artrites, aproximadamente um terco dos pacientes deixam de usar a
medicagdo por perda de eficacia ou efeitos adversos (SCHEINBERG et. al., 2008;
GRINBLAT & SCHEINBERG, 2008). Outras citocinas, além do TNF, participam dos
mecanismos etiopatogénicos das artrites: € o caso da interleucina-1 (IL-1) e a
interleucina-6 (IL-6). Varios estudos mostram que o bloqueio da IL-1 e IL-6 possam ter
beneficios terapéuticos nesses pacientes. O tocilizumab é um anticorpo monoclonal
humanizado contra o receptor soluvel e celular da interleucina-6, também alterando
sensivelmente os niveis do fator de crescimento endotelial vascular. Embora seu
mecanismo de acdo ainda nao esteja totalmente esclarecido, varios trabalhos na
literatura médica indicam que seus beneficios s&o evidentes e sugerem que serd um
novo tratamento anticitocina para artrites inflamatérias (NISHIMOTO et. al., 20083;

TAKAGI et. al., 1998).
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Apesar de nenhuma droga ter o poder de curar a AlJ, o tratamento tem
melhorado drasticamente nos ultimos anos. O controle da doenga pode ser alcangado
de forma mais eficaz e mais rapido com menos efeitos colaterais. Esta evolucao
encorajadora € devido a grandes avangos nas opgdes farmacolégicas, especialmente
os agentes biolégicos (DANNECKER & QUARTIER, 2009).

2 Phage Display

A metodologia do Phage Display, exposicdo de biomoléculas em fagos, foi
desenvolvida por Smith (1985), ao conseguir a expressao da enzima de restricao EcoRl
através da fusdo com a proteina trés (plll) do capsideo do fago.

A biblioteca combinatéria de peptideos, Phage display, emergiu como um recurso

de triagem para a identificacao de peptideos ligantes a molécula alvo. Essa tecnologia
tem sido aplicada em varios estudos tais como interacdes entre proteinas, maturagéao
de afinidade de peptideos ligantes, mapeamento de epitopos e identificacdo de
especificidade enzima-substrato. Além disso, apresenta grande impacto na imunologia,
biologia celular, desenvolvimento de medicamentos e outros farmacos (AZZAZY &
HIGHSMTH, 2002; OHKUBO et al 2001; WILLATS, 2002).
Normalmente, utiliza-se o bacteriéfago filamentoso M13 (Fig. 4) para construgdo de
uma biblioteca de pequenos peptideos fusionados a proteina plll, que permite realizar
“screening” de peptideos ligantes a molécula alvo por selecao in vitro, essa selegao é
conhecida como biopanning.

-  l

A)

el
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Fig. 4. Fago filamentoso: A) Composi¢cdo do gene lll, mostrando o sitio de ligagdo de clonagem para
introdugdo do gene adicional; B) Particula viral com as proteinas plll, pVI, pVIl, pVIll e pXl; C)
Cristalografia dos dominios D1 e D2 da proteina Ill (HOLLIGER et al., 1999), as alfa-hélices estao

coloridas em vermelho e as fitas 8 em cianico.

Uma biblioteca biolégica consiste de um pool de microrganismos expressando
diferentes polipeptideos. Cada microrganismo carrega apenas uma sequéncia de DNA
ou RNA codificante para certo peptideo, representando um clone. Cada clone na
biblioteca pode ser propagado expressando o mesmo peptideo (MERSICH,;
JUNGBAUER, 2008). Bacteriéfagos ou simplesmente fagos, sdo virus que infectam
uma variedade de bactérias Gram-negativas usando pilus sexual como receptor. As
particulas de fagos filamentosos (linhagens M13, f1 e fd), que infectam Escherichia coli
via pilus F consiste de DNA de fita simples incluso em uma capsula protéica (RUSSEL,
1991). A particula viral esquematizada na Figura 4 € composta por cinco proteinas
estruturais (plll, pVI, pVIl, pVIIl e plX) presentes no capsideo viral. Uma das vantagens
do uso do bacteriéfago é que fagos filamentosos ndo geram infecgao litica em E. Coli
mas preferencialmente induzem a um estado no qual a bactéria infectada produz e
secreta particulas de fago sem sofrer lise (AZZAZY; HIGHSMTH, 2002).

Bibliotecas de peptideos randdmicos tém sido usadas com sucesso para
identificar peptideos bioativos contra receptores purificados e imobilizados ou contra
células intactas (RODI & MAKOWSKI, 1999). Além disto, 0 método de Phage display é
utilizado também in vivo para identificar peptideos que se ligam em alvos do tipo celular
ou um érgao especifico (PASQUALINI & RUOSLAHT, 1996).

Peptidios recombinantes dispersos em fagos podem se ligar a receptores
hormonais (DOORBAR; WINTER, 1994; WRIGHTON, et al.,, 1996; CWIRLA et al.,
1997), proteinas (BALASS et al., 1993; DENNIS et al., 2000) e componentes
inorganicos (WHALEY et al., 2000) e assim elucidar suas moléculas alvo.

A utilizagdo de amostras de soros na selecédo de peptideos, através da técnica
de phage display, € uma estratégia atrativa que pode ser aplicada para o
imunodiagnéstico ou no desenvolvimento de vacinas contra diversas doengas, na
tentativa de se identificar sequéncias especificas que se ligam a anticorpos presentes
em tais amostras. Tal procedimento pode gerar o desenvolvimento de novos
compostos mais simples e sensiveis, além de permitir o entendimento da participacao
de antigenos conhecidos, ou nao, nos mecanismos de resposta imune
(MANOUTCHARIAN et al., 1999).
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A apresentacao na superficie de fagos lambda pode ser eficaz para o isolamento
de clones que codificam auto-antigenos identificados no fluido sinovial ou soro de
pacientes com artrite reumatéide ou com outras doencas auto-imunes (NIWA et al.,
2004). Diante do exposto, a identificagdo de peptideos miméticos aos antigenos
autoimunes da Artrite Idiopatica Juvenil, bem como a sua caracterizagdo como novos
biomarcadores, podera ser potencialmente utilizado para o desenvolvimento do

diagndstico precoce e terapéuticas apropriadas para as populagées em risco.
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CAPITULO II:

Isolamento e identificacao de mimetopos de

auto-antigenos para utilizacao em

imunodiagnoéstico da Artrite Idiopatica Juvenil
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Resumo

As Artrites Idiopaticas Juvenis (AlJ) sdo um conjunto de doencas cronicas
caracterizadas por inflamacédo persistente das articulacbes, sendo os sinais
tipicos desta inflamacao a dor, inchago e limitagcdo dos movimentos. “Idiopatica”
significa que ndo se sabe a causa da doenca e “juvenil”, neste caso, significa que
o inicio dos sintomas acontece antes dos 16 anos de idade. O diagnéstico da AlJ
é clinico e baseia-se no achado de artrite em uma ou mais articulagées, com
duracao igual ou superior a 6 semanas. E fundamental que varias doencas, como
as infecgbes, sejam pesquisadas e afastadas, uma vez que a artrite é a
manifestacdo comum de varias doengas reumaticas e nao-reumaticas. Por isso,
trabalhos que séo direcionados a investigar novos biomarcadores tornam-se de
grande importancia para o diagnostico da AlJ. O objetivo deste estudo foi
selecionar e identificar através da metodologia de Phage Display, peptideos
reconhecidos por anticorpos purificados a partir do soro de pacientes com AlJ.
Para selegao dos peptideos foi realizado um bioppaning utilizando uma biblioteca
de peptideos Ph.D.-C7C expressa na superficie do fago filamentoso M13. O DNA
dos clones selecionados foi sequenciado, traduzido, e os diversos clones foram
submetidos aos ensaios de ELISA e bioinformatica. Dentre os 192 clones
sequénciados, 100 apresentaram sequéncias validas, onde foram identificadas 40
sequéncias diferentes. As analises de bioinformatica demonstraram que ha
similaridades entre a maioria dos peptideos selecionados e proteinas altamente
expressas em pacientes portadores de AlJ. O ensaio ELISA permitiu a pré-
validacdo de um clone com potencial biomarcador para o imunodiagndstico

sorolégico da Artrite Idiopatica Juvenil.

Palavras-chave: Artrite Idiopatica Juvenil, Phage display, imunodiagnéstico
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Abstract

Juvenile Idiopathic Arthritis (JIA) is a set of chronic diseases characterized by
persistent inflammation of joints. "ldiopathic" means that no one knows the cause
of illness and "Juvenile" in this case means that the onset of symptoms occurs
before 16 years of age. The diagnosis of JIA is clinical and is based on the finding
of arthritis in one or more joints, lasting less than six weeks. It is essential that
several diseases such as infections are investigated and removed, since arthritis is
a common manifestation of various rheumatic and non-rheumatic diseases.
Therefore, studies that are aimed at investigating new biomarkers become of great
importance for the diagnosis of JIA. The aim of this study was to select and
identify peptides recognized by antibodies purified from the serum of patients with
JIA by Phage Display technology. For selection of peptides was performed a
bioppaning using a peptide library Ph.D.-C7C expressed on the surface of
filamentous phage M13. The DNA from selected clones was sequenced,
translated, and several clones were subjected to ELISA assays and bioinformatics.
Among the 192 clones sequenced, 100 had valid sequences, which were identified
40 different sequences. The bioinformatics analysis showed that there are
similarities between most of the selected peptides and proteins highly expressed
in patients with JIA. ELISA allowed the pre-validation of a clone with a potential

biomarker for the serological immunodiagnosis of JIA.

Key words: Juvenile Idiopathic Arthritis, Phage Display, Immunodiagnostic
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INTRODUCAO

A nova classificacdo adotada internacionalmente para artrites na infancia
define o termo Artrite Idiopatica Juvenil (AlJ), em substituicdo a Artrite
Reumatdide Juvenil (ARJ), como artrite crbénica (persistente por mais de 6
semanas) em uma ou mais articulagées, com inicio antes dos 16 anos de idade e
de etiologia desconhecida. (PETTY et. al., 2004).

Nas ultimas décadas houve grande progresso no tratamento das artrites
juvenis. O reconhecimento precoce de suas complicacdes, como a sindrome de
ativagcdo macrofagica, principalmente na forma sistémica, resultou em declinio na
mortalidade. A intervencdo mais precoce nas formas poliarticulares também tem
levado a evolugdo com menor incapacidade fisica e psicossocial. Observou-se
também melhora no prognéstico visual, com a vigilancia oftalmolédgica regular
mediante o risco de uveite cronica. Isto se deve principalmente ao aprimoramento
de técnicas diagnésticas, laboratoriais e por imagem e a introdugdo de novos
agentes terapéuticos, como as drogas anti-reumaticas e os agentes bioldgicos.
Contudo, a mortalidade ainda é um risco, especialmente para os pacientes com
persisténcia da sinovite ativa na vida adulta (FRENCH et. al., 2000).

A avaliagdo do progndéstico a longo prazo da AlJ indica a persisténcia de
atividade da doenca durante a adolescéncia e vida adulta numa grande proporcao
de pacientes, com repercussdes clinicas e funcionais significantes (WALLACE;
LEVINSON, 1991; OEN et. al., 2002). Estima-se que 50% das criancas com AlJ
terdo doenca recorrente ou persistente na vida adulta, resultando em destruicao
articular progressiva. As formas poliarticulares respondem por cerca de 40% de
todos os casos e tém o pior prognéstico, com a probabilidade de remissédo de
apenas 15% em dez anos. Consequentemente, a sinovite persistente podera
resultar em lesdao articular com diminuicdo do desempenho nas atividades
cotidianas, retardo motor de grandes e pequenas articulagées, o que ira interferir
no desempenho escolar e na qualidade de vida (MACHADO; RUPERTO, 2005).

O diagnostico da AlJ €, até o momento, baseado na histéria clinica e

exame fisico, sendo a utilizagdo de métodos complementares principalmente
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direcionada para a exclusdao de outros diagnésticos e comorbidades. Nao ha
exames laboratoriais considerados especificos para a sua definicdo diagnoéstica.
Os testes laboratoriais bioquimicos e marcadores sorolégicos sao Uteis para
auxiliar no diagnéstico diferencial, classificar o subgrupo de AlJ, avaliar a
extensdo da inflamacdo, determinar o prognostico e a resposta a terapia
(CASSIDY; PETTY, 2001; OLIVIERA, 2001). Nesse sentido, a busca por novos
biomarcadores podem levar a novos métodos para o diagnéstico e tratamento da
AlJ.

A biblioteca combinatéria de peptideos, Phage display, emergiu como um
recurso de triagem para a identificagdo de peptideos ligantes em molécula alvo.
Essa tecnologia tem sido aplicada em vérios estudos tais como interacdes de
proteina ligante; maturacdo de afinidade de peptideos ligantes isolados
previamente; mapeamento de epitopos ligantes em sitios e identificacdo de
especificidade de enzima substrato. Além disso, apresenta grande impacto na
imunologia, biologia celular, desenvolvimento de medicamentos e outros farmacos
(AZZAZY; HIGHSMTH, 2002; OHKUBO et al 2001; WILLATS, 2002).

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

A técnica Phage Display, torna possivel a selecdo de biomarcadores
especificos para auxiliar no diagnostico e no tratamento individualizado de
pacientes acometidos por varias doencas. E muito provavel que a andlise do
complexo conteudo protéico de tecidos e diferentes fluidos bioldgicos tenha, no
futuro, um impacto significativo na avaliacao e no diagnostico de muitas muitas
patologias.
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OBJETIVOS

e Selecédo de peptideos miméticos aos antigenos reconhecidos por anticorpos
autoimunes das quatro diferentes formas clinicas de Artrite Idiopatica Juvenil
(sistémica, oligoarticular, poliarticular FR™, poliarticular FR") através da técnica

de Phage Display.

e Caracterizagao in silico dos mimetopos de autoantigenos selecionados.

e Avaliacao do potencial dos clones selecionados para padronizagéo de novas

plataformas diagnésticas da doenca.
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CASUISTICA E METODOS

1 Obtencao das amostras

Esse trabalho foi desenvolvido no laboratério de Nanobiotecnologia da
Universidade Federal de Uberlandia entre os anos de 2010 e 2011, mediante
aprovacao do comité de ética em Pesquisa, sob o numero de parecer 685/2009
(Anexo 1) e todas as técnicas de manipulagdo dos materiais biol6gicos seguiram
normas do Codigo de Etica em Pesquisa com Humanos (Resolugdo CNS N°
196/96). O procedimento de coleta foi realizado dentro da rotina do Laboratério de
Analises Clinicas do HC-UFU, sem causar desconforto adicional as criangas. As
amostras de sangue periférico (5mL) foram coletadas em tubos tipo vacutainer™
contendo Ko,EDTA 7,2mg, e em tubos sem adigcdo de anticoagulante (5mL). O
soro foi transferido para outro tubo e estocado a -80°C.

Para a selecado dos peptideos miméticos de autoantigenos dos subtipos de
AlJ, foram coletadas amostras de 10 pacientes com AlJ sistémica, 19 pacientes
com AlJ oligoarticular, 5 pacientes com AlJ poliarticular FR* e 3 pacientes com
AlJ poliarticular FR. Soros de pacientes portadores de outras doencas
autoimunes e que nao sao portadores de Artrite Reumatdide foram utilizados
como uma forma de diminuir os fagos inespecificos para os subtipos da AlJ.
Foram coletadas amostras de 2 pacientes portadores de Febre Reumatica, 2
pacientes portadores de Uveite, 3 pacientes portadores de Lupus e 5 pacientes
portadores de Tireoidite de Hashimoto. O soro de 20 criangas saudaveis, sem
nenhum processo alérgico ou inflamatério no momento da coleta, também foram
utilizados como uma forma de diminuir os fagos inespecificos para os subtipos da
AlJ.
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2 Acoplamento das IgG’s nas microesferas de proteina G

A purificacdo das Imunoglobulinas G provenientes de pacientes com AlJ,
pacientes com Febre Reumatica, Uveite, Lupus, Tireoidite de Hashimoto e
pacientes saudaveis, ocorreu por intermédio de esferas magnéticas (beads
magnéticos) conjugadas com proteina G (GE Healthcare).

Um volume de 2x10° particulas (100ul do estoque) foram lavadas trés
vezes com tampao MES (0,1 M pH=5,0) para ativar as microesferas, adicionou-se
100uL de pool de cada subtipo de AlJ (Sistémica, oligoarticular, poliarticular FR* e
poliarticular FR’), dos pacientes com as outras doengas autoimunes e dos
pacientes controle saudaveis, seguida da incubagao por 1 hora sob agitacao a
temperatura ambiente (T.A). As microesferas adsorvidas com anticorpos foram,
entdo, lavadas novamente trés vezes com tampao MES (0,1 M pH=5,0) com a
finalidade de retirar os anticorpos néo ligantes.

Para realizar a ligacdao covalente entre a proteina G presente na
microesfera e os anticorpos, 0 sistema beads-anticorpo foi lavado duas vezes
com 1ml de tampao trietanolamina (0,2M pH=8,2) e, ressuspendido e 1mL de
tampéao de ligagéo covalente (20mM de dimetil pimelinidato x 2HCI em tampao
trietanolamina) por 30 minutos sob agitacdo a T.A. A neutralizacdo da reacao da
ligacao covalente foi feita pela incubacao do sistema beads-anticorpos com 1mL
de tampao Tris (50mM pH=7,5) por 15 minutos a temperatura ambiente. Em
seguida, as miroesferas foram feitas as lavadas com TBS-T 0,1% de tween e
blogueadas por 1hora a 37°C com a solug¢ao de bloqueio (5% de BSA em TBS-T
0,05% de tween) e ressuspendidas em 200ul de TBS.

Para certificar-se do acoplamento, 5ul de beads contendo IgG, dos
diferentes grupos, foram incubados por 1 hora a 37°C com anti-lgG (VH+ VL da
Sigma) humana diluido na proporgcéo 1:5000 na solucao de bloqueio e com anti-
IgY na proporcao 1:5000 para o controle da reagdo. Apds a incubagéo, os beads
foram lavados 3 vezes com TBS-Tween 0,1% e reveladas com substrato de
tetrametilbenzidina (TMB). A reacgao foi interrompida com &cido sulfarico 2N e
efetuada a leitura a 450 nm em leitor de microplacas (Titertek Multiskan Plus,
Flow Laboratories, USA).

Estimou-se a quantidade de anticorpos obtida pelo método de deteccao e

40



quantificacao de proteinas descrito por JONHSTONE & THORPE (1987), onde a

Concentragao da amostra = Absorbancia a 280 nm X Fator de diluicao/ 1,36.
3 Selecao dos peptideos miméticos a auto-antigenos — Biopanning

Foram utilizadas 10puL (1x10"" particulas virais) de uma biblioteca
randémica de peptideos fusionados na proteina plll de fagos (Ph.D.-C7C da NEW
ENGLAND BioLabs®Inc.), diluida em 190ul de TBS-Tween 0,1% para a selegdo
de ligantes de IgG de pacientes dos quatro subtipos de AlJ. A biblioteca é
composta de 7 aminoacidos randébmicos expressos na regidao da plll dos
bacteriéfagos, os quais sao flanqueados por um par de residuos de cisteina, que
quando oxidados durante a montagem do fago formam uma ligagdo dissulfeto. A
estratégia utilizada para a selecdo dos peptideos miméticos dos quatro subtipos
de AlJ é mostrada na Figura 1 e Figura 2.

Com o intuito de remover os peptideos ligantes as IgG’s do soro de
pacientes saudaveis e pacientes com outras doencas autoimunes, foi feita
primeiramente uma selec¢ao subtrativa onde a biblioteca de fagos foi incubada sob
agitacao por 30 minutos a T.A com 20 pl das microesferas acopladas as IgG’s de
pacientes saudaveis. Em seguida, as microesferas foram precipitadas e o
sobrenadante (contendo os fagos que nao se ligaram) foi transferido a outro tubo
contendo microesferas acopladas com IgG’s de pacientes portadores de uveite,
os fagos que ndo se ligaram foram transferidos para um tubo contendo
microesferas acopladas com IgG’s de pacientes portadores de lupus, 0 mesmo foi
feito com microesferas acopladas com IgG’s de pacientes portadores de febre
reumatica e tireoidite de Hashimoto.

Para a selecao positiva, o sobrenadante com os fagos nao ligantes (220ul),
apoés a incubacao prévia com as IgGs dos grupos controle, foi dividido entre
quatro tubos (55ul para cada tubo), cada um contendo 20ul das microesferas
magnéticas acopladas as IgG’s dos quatro subtipos da AlJ e incubado sob
agitacdo por 30 minutos a T.A. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o
sistema beads-anticorpo mais fagos foi lavado por 10 vezes com TBS-T 0,1%, e
os fagos selecionados foram eluidos com 500ul de glicina pH 2,0 e neutralizados
com 75ul de Tris 1M pH 9,1.
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Os fagos selecionados foram amplificados pela inoculacdo de uma cultura
de E. colida linhagem ER2738 em meio Luria Bertani (LB - Triptona 10g/L, extrato
de levedura 5¢/L, NaCl 10g/L) suplementado com tetraciclina. Apds atingir a fase
early-log (ODggo 0,3), a cultura bacteriana foi inoculada com 500ul dos eluatos dos
fagos e incubados a 37°C por 4-5 horas sob forte agitagdo. Em seguida, a cultura
foi centrifugada a 4°C a 10000rpm por 10 minutos e os sobrenadantes foram
transferidos para um tubo esterilizado contendo uma solugdo de PEG/NaCl (20%
de Polietilenoglicol 8000 e 2,5 M de NaCl — solucao estéril) na quantidade de 1/6
do volume do sobrenadante. A solugao foi incubada por 16 horas a 4°C para a
precipitacéo do fago e posteriormente, centrifugada a 10000 rpm por 15 minutos a
4°C para descartar o sobrenadante. O precipitado foi, entdo, suspendido em 1mL
de TBS e reprecipitado com 1/6 do volume de PEG/NaCl, por 1 hora no gelo.
Centrifugou-se a 14000rpm por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante foi
descartado. O precipitado foi ressuspendido em 200uL de TBS com 0.02% de
NaNs;, obtendo-se entdo o eluato amplificado, posteriormente titulado e
armazenado a 4°C.
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Estrategia do primeiro ciclo do Biopanning
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Poliarticular FR-

Sistémica (pool)

Fig. 1. Estratégia do primeiro ciclo do Biopanning para selegao de mimetopos de autoantigenos da

Artrite Idiopatica Juvenil.

Os fagos amplificados a partir do primeiro ciclo de selecao foram utilizados
em um segundo ciclo, sendo que houve um aumento da estringéncia do tampéao
de lavagem de 0.1% para 0.5% de Tween 20 em todas as lavagens. A estratégia
da subtracdo de fagos inespecificos utilizando outras doengas autoimunes foi a
mesma, portanto, com uma etapa adicional, um pool contendo IgG’s dos outros
trés subtipos de AlJ diferentes foi utilizado com o intuito de que aqueles que nao
fossem especificos ao subtipo de interesse, ficassem ligados as IgG’s do pool. Os
fagos do segundo ciclo de selegao foram amplificados como descrito
anteriormente e utilizados em um terceiro ciclo, que ocorreu exatamente como

descrito no segundo.
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Estratégia do segundo e terceiro ciclo do Biopanning
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Fig. 2. Estratégia do segundo e terceiro ciclo do Biopanning para sele¢do de mimetopos de
autoantigenos da Artrite Idiopatica Juvenil.
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4 Titulacoes

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

A solugdo de fagos foi submetida a diluicbes seriadas crescentes
exponenciais sob log10 em meio LB. Para eluatos ndo amplificados de cada
subtipo foram utilizadas as diluicdes de 10" até 10* e no caso das solugcdes com
eluatos amplificados a faixa de diluigdo utilizada foi entre 10° e 10"". Para cada
diluicdo acrescentou-se 200uL da cultura de ER2738 na fase mid-log (OD 600,m
0,5) e a solugao foi agitada rapidamente e incubada por 5 minutos a temperatura
ambiente. As células bacterianas, agora infectadas, foram transferidas para tubos
de cultura contendo 3mL de Agar-Top a 45°C e espalhadas sobre uma placa de
Petri contendo meio LB solido, com IPTG/Xgal e tetracilina. As placas foram
incubadas a 37°C, durante 16 horas e apds este periodo, as colb6nias azuis
formadas nas placas foram contadas e quantificadas, multiplicando-se cada valor
obtido de col6nias nas placas LB sélido pelo fator de diluicdo com intuito de obter

o titulo dos fagos.

5 Extracao e sequenciamento do DNA dos fagos selecionados

As colbnias obtidas nas placas tituladas do 3° ciclo de selegdo que
demonstraram coloracdo azul, confirmando a quebra do substrato X-gal e a
expressdo do gene da [-galactosidase pelo fago, foram re-amplificadas
separadamente em pogos de uma placa de cultura (do tipo deep well) contendo
1,2mL de cultura de E. coli ER2738 em fase early-log (ODgopo ~ 0,3) para a
extracdo do DNA dos fagos. A placa foi, entdo, vedada com um adesivo perfurado
e incubada a 37°C, por 24 horas, sob vigorosa agitacao (250 rpm). Para isolar os
fagos das bactérias, as placas foram centrifugadas a 3700 rpm, a 20°C, durante
30 minutos. Entdo, 800uL do sobrenadante foram transferidos para outra placa e
incubados, por 10 minutos, com 350uL de PEG/NaCl. Apdés o periodo de

incubacao, a placa foi centrifugada a 3700 rpm, a 20°C, durante 40 minutos para
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precipitacdo dos fagos. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e 100uL de
Tampéao iodeto (10mM de Tris-HCI pH 8,0, 1TmM de EDTA e 4M de Nal) foram
adicionados aos fagos precipitados. As placas foram agitadas vigorosamente por
40 segundos e 250uL de etanol absoluto foi acrescentado. Apdés uma incubacao
de 10 minutos, a temperatura ambiente, as placas foram centrifugadas (3700 rpm,
20°C, 10 minutos) e o sobrenadante descartado. O DNA dos fagos foi lavado com
500uL de etanol a 70% e recentrifugado nas mesmas condi¢gbes. Finalmente, o
DNA precipitado remanescente foi diluido em 20ul de agua Milli-Q. A qualidade do
DNA fita simples foi verificada pela corrida eletroforética em gel de agarose 0,8%
corado com solugé@o de brometo de etideo.

Na reagdo de sequenciamento, foram utilizados 500ng de DNA molde,
5pmol do primer -96 glll (5-OH CCC TCA TAG TTA GCG TAA CG-3’ - Biolabs) e
Premix (DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Kit. — Amersham Biosciences). A
reacao de 35 ciclos foi realizada em um Termociclador de placas (MasterCycler-
Eppendorf) nas seguintes condi¢des: Desnaturacdao a 95°C por 20 segundos;
anelamento do primer a 50°C por 15 segundos e extensdo a 60°C por um minuto.
A precipitagdo do DNA sequenciado foi feito com 1uL de Acetato de Aménio e
27,5uL Etanol. Posteriormente, a placa foi centrifugada por 45 minutos a 3700
rpm e o sobrenadante descartado. Adicionou-se 150uL de Etanol 70% ao DNA
precipitado e centrifugou-se por 15 minutos a 3700 rpm. A solucédo de Etanol foi
descartada, a placa permaneceu invertida sobre um papel toalha e nesta posicao
foi pulsada a 800 rpm durante um segundo. A placa foi coberta por papel aluminio
e permaneceu em repouso durante 5 minutos para evaporar o etanol
remanescente. Os precipitados resultantes foram ressuspendidos em 10ul do
tampdo de diluicdo (DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Kit. — Amersham
Biosciences). A leitura do sequenciamento foi realizada no sequenciador
automéatico MegaBace 1000 (Amersham Biosciences) no Laboratorio de
Nanobiotecnologia da Univeridade Federal de Uberlandia.
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6 Analises dos dados por bioinformatica

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

Para a obtencdo das sequéncias reverso complementares de aminoacidos
(aa) utilizou-se o] programa Sequence Manipulation Suite

(http://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html). As sequéncias obtidas foram

traduzidas pelo programa ExPAsy (http://ca.expasy.org/tools/dna.html). O

alinhamento dos peptideos selecionados foi gerado utilizando o programa
CLUSTAL W2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html/). Para as analises
de similaridades com auto-antigenos humanos foi utilizado o programa Pepitope
Server (http://pepitope.tau.ac.il/index.html).

7 Testes ELISA para estudo da imunoreatividade dos clones de fagos

recombinantes selecionados

Ap6s a obtencdo das sequéncias de DNA dos clones selecionados por
sequencimento e suas analises por bioinformatica, foi realizado o teste ELISA
com todos os clones obtidos para verificar a reatividade dos mesmos as I1gG’s dos
pacientes com AlJ sistémica, AlJ oligoarticular, AlJ poliarticular FR*, AlJ
poliarticular FR™ e os controles, tendo como controle negativo em todas as placas
o fago selvagem (M13), sem o inserto do DNA ex6geno.

Placas de microtitulacdo (NUNC Maxisorp) carregadas foram
sensibilizadas com cada clone a uma concentracdo de 1x10''/poco diluidos em
100ul de tampao carbonato bicarbonato de sédio (pH 9,6) por 16 horas sob
agitacao a 4°C. Decorrido o tempo de sensibilizagédo, as placas foram bloqueadas
com 300ul de tampao de bloqueio (PBS-BSA 5%) por po¢o por 1 hora a 37°C. As
placas foram lavadas uma vez com PBS 1x e incubadas com 100uL/pogo das
amostras de soro, diluidas a 1:250 em PBS-BSA 5% com 0,5% de tween 20 por 1
hora a 37°C. Posteriormente, as placas foram lavadas seis vezes com PBS-T
0,5% e incubadas com anti-lgG humana conjugado com peroxidase (Sigma)
diluido a 1:5000 em PBS-T 0,5% suplementado com 5% de BSA por 1 hora a
37°C. Apos 6 lavagens com PBS-T 0,5%, a ligacao antigeno/anticorpo foi
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detectada pela adicdo de tampao orto-fenilenodiamina (OPD) a 1mg/mL acrescida
de 3% de agua oxigenada (H20-). A reacao foi interrompida pela adicdo de acido
sulfarico 4N. A reatividade foi obtida em leitor de placas (Titertek Multiskan Plus,

Flow Laboratories, USA) pela leitura a 492nm.

8 Anadlises estatisticas

A analise estatistica foi feita para avaliar a reatividade dos clones em
relacdo aos soros de pacientes portadores de AlJ, outras doengas auto-imunes e
individuos saudaveis. O teste utilizado foi ANOVA seguido da comparagao
multipla de Tukey, com um intervalo de confianca de 95%. As andlises e os
graficos foram realizados pelo software estatistico GraphPad Prism 5.0

assumindo significancia quando p <0,05.
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RESULTADOS

1 Acoplamento de imunoglobulinas nas microesferas para proteina G

A purificagdo dos anticorpos do pool de soros de pacientes positivos para
os quatro subtipos de AlJ, com outras doencas autoimunes e aparentemente
saudaveis pelos beads magnéticos se mostrou eficiente. Pelos resultados obtidos
no bead-ELISA, verificou-se que a purificacdo ocorreu de maneira satisfatéria e
eficiente quando comparou-se os dados obtidos com o controle, como pode ser

observado na Figura 3.

ABS 450nm

Fig. 3. Ensaio de Bead-ELISA para verificacdo da eficiéncia do acomplamento de IgG’s nas
microesferas magnéticas. O eixo Y representa a leitura média da absorbancia a 450nm, o eixo X
representa os diferentes grupos mais o controle, que foi incubado com um anticorpo irrelavante. A
diferenga entre os grupos e o controle foi evidenciada pelo teste estatistico ANOVA (p<0,05).
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2 Selecao dos peptideos miméticos a auto-antigenos
2.1 Biopanning e titulacées

A estratégia de selegdo dos ligantes a imunoglobulinas de pacientes com
Artrite Idiopatica Juvenil utilizou-se de dois passos subtrativos realizados com as
IgGs de individuos controles aparentemente saudaveis e portadores de outras
doencas autoimunes, procedimento o qual assegurou uma maior especifidade dos
mimetopos selecionados. A eficiéncia do biopanning pode ser observada com o
enriquecimento das titulagbes dos ciclos.

As titulagdes foram eficientes nos trés ciclos de selecao de peptideos, visto
que as colbnias apresentaram coloracdo azulada (Figura 4) devido a quebra do
substrato X-Gal e a expressdao do gene da B-Galactosidase dos fagos pelas
bactérias ER2738 como consequéncia do processo de infeccdo das bactérias
pelos bacteriéfagos e a incorporacdo do DNA destes ao genoma bacteriano.
Outra demonstracao de que as titulacées foram eficazes foi o aumento do nimero
de colbnias de bactérias infectadas pelos fagos de um ciclo a outro, indicando o
enriquecimento da selecao de peptideos.

Fig. 4. Titulacdo dos fagos. As colbnias azuis representam a infeccdo das bactérias E. coli
(ER2738) com os fagos M13 carregando o gene da B-Galactosidase. A figura mostra a titulagao
dos fagos obtidos no segundo ciclo de selegao de peptideos do subtipo AlJ poliarticular FR’, o
procedimento foi 0 mesmo para os quatro subtipos.
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Os resultados obtidos nos titulos de entrada e saida (fagos amplificados e
ndao amplificados) sdo mostrados na Tabela 1, que demonstra o enriquecimento
dos clones a favor do alvo durante os ciclos de selecao. Os titulos de entrada dos
fagos no biopanning foram sempre maiores que os titulos de saida, pois os fagos
com maior afinidade aos anticorpos contra os autoantigenos ficam ligados as
lgG’s dos pacientes com AlJ através da interacao peptideo/anticorpo. O restante
dos fagos com baixa ou nenhuma afinidade foi removido durante as lavagens.

Nas amplificagbes ocorre o inverso, indicando a eficiéncia do processo.

Tabela 1. Selecao dos fagos com peptideos ligantes a IgG’s. Titulo obtido (pfu) no processo de
selecdo dos fagos por imunoafinidade.

Numero de Particulas de Fagos
Ciclos/estringéncia

Entrada Saida
AlJ Sistémica 4x10°
Biblioteca 0" AlJ Oligoarticular 2x10*
o[ = X
I Cécll((;dtivizfgao original AlJ Poliarticular FR* 2x10*
, 1%
AlJ Poliarticular FR 1x10°
Pool de Fagos AlJ Sistémica 2x10*
AlJ Oligoarticular 2x10*
2° Ciclo de Selecio ~ obtidos no 1° 1x10" g , . s
0.5% tween Ciclo AlJ Poliarticular FR 3x10
AlJ Poliarticular FR® 3x10*
Pool de Fagos AlJ Sistémica 8x10’
3° Ciclo de Selegio 0 oo B AlJ Oligoarticular 6x10°
0,5% tween Cial AlJ Poliarticular FR* 9x10°
1C10
AlJ Poliarticular FR® 7x107

Nota-se que no segundo ciclo de selecdo houve um enriquecimento de
fagos, levando-se em conta a estratégia de selecao com duas etapas a mais € o

aumento do tween 20 de 0,1% no primeiro ciclo para 0,5% no segundo ciclo,
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aumentando assim, a estringéncia. O enriquecimento claramente observado no

terceiro ciclo comprova a eficiéncia da estratégia aplicada para a selecao.

3 Extracao do DNA dos fagos selecionados

Apé6s o crescimento individual de 48 colbnias de cada subtipo de AlJ,
totalizando 192 colbnias, foi feita a extragdo do DNA de todos os clones para
posterior sequenciamento. Para a analise da qualidade do DNA em gel de
agarose 0,8%, foram escolhidos aleatoriamente DNA’s de 4 clones de cada
subtipo de AlJ. O gel foi corado com brometo de etideo (Figura 5). Este
procedimento demonstrou que a extracao do DNA foi eficiente, e com quantidade

suficiente para a realizagdo da reacao de sequenciamento.

M__ S S

o o o O PFE+ FFE+ FFE+ FFR+ FFR- FPFR- FFR- FFE-

Fig. 5. Gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo contendo: M; DNA do fago M13
padrao 400ng (GE) e amostras do DNA dos clones selecionados no Biopanning, correspondendo
as iniciais dos quatro subtipos de AlJ.M = marcador; S = AlJ sistémica; O = AlJ oligoarticular;
PFR* = AlJ poliarticular fator reumatdide positivo; PFR™ = AlJ poliarticular fator reumatéide

negativo

4 Sequenciamento de DNA e Bioinformatica

Dentre os 192 clones sequenciados, 100 apresentaram sequéncias validas,
onde foram identificadas 40 sequéncias diferentes e as demais ocorrendo
repetidas vezes. A tabela 2 mostra a sequéncia de aa e a frequéncia de cada
clone obtido nos diferentes subtipos.
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Tabela 2. Frequéncia de amino&cidos de todos os peptideos sequenciados nos diferentes

subtipos.
) Frequéncia Frequéncia absoluta
Peptideos dos peptideos - " .
AlJ Sist. AlJ Oligo. AlJ P. FR AlJ P. FR
SPFWWSD 25/100 6 6 6 7
SPFWWTD 36/100 7 11 7 11
IDTFLYP 2/100 0 1 1 0
PNPFVLD 1/100 0 1 0 0
PGLATNF 1/100 0 1 0 0
LGSVQHT 1/100 0 1 0 0
SPFWWSL 1/100 0 1 0 0
FSPFFWN 1/100 0 1 0 0
WILFFLD 1/100 0 1 0 0
NSPFQLF 1/100 0 1 0 0
QFGPFHS 1/100 0 1 0 0
QSPFHLF 1/100 0 1 0 0
SPFFLTP 1/100 1 0 0 0
SVFFWDL 1/100 1 0 0 0
SPFWWHQ 1/100 1 0 0 0
FDPFGLA 1/100 1 0 0 0
NPGWLGS 1/100 1 0 0 0
SAVIKSS 1/100 1 0 0 0
SSHLLSS 1/100 1 0 0 0
LPSRSQT 1/100 1 0 0 0
NNPFQLW 1/100 1 0 0 0
SSFWWTD 1/100 1 0 0 0
SSWLPRG 1/100 0 0 1 0
FDPFGWS 1/100 0 0 1 0
SPFDWWF 1/100 0 0 1 0
NPFFLTA 1/100 0 0 1 0
SPNPPLH 1/100 0 0 1 0
SSPFFLW 1/100 0 0 1 0
SPFHLLP 1/100 0 0 1 0
NPFSLLA 1/100 0 0 0 1
YFTAPPD 1/100 0 0 0 1
DSPFRLW 1/100 0 0 0 1
TRPTASH 1/100 0 0 0 1
SESPGIA 1/100 0 0 0 1

53



FSPFFAP 1/100 0 0 0 1
SPFWLAA 1/100 0 0 0 1
SPFFLGP 1/100 0 0 0 1
TPFWFLD 1/100 0 0 0 1
PAPSRSQ 1/100 0 0 0 1
CRFGGLI 1/100 0 0 0 1
TOTAL 100 23 27 21 29

O programa CLUSTAL W versao 2.0.12 foi utilizado para realizar multiplos

pareamentos com o intuito de identificar uma regidao conservada ou motivo

comum entre os peptideos selecionados (Tabela 3).

Tabela 3: Sequéncias consenso encontradas através do alinhamento de todos os peptideos

selecionados no biopanning.

Clones selecionados

Peptideos alinhados

OA1; SC7; PFR'A1; PFRE7
OC1; SF7; PFR'G1; PFRC8
OH3
SG12
SBY
PFR'F3
0C4
PFRG11
PFR'A5
PFRF10
PFR'F5
OH6; PFR'ET
OEf
OA2
OF3
OD4
OB5
0C6
OF6
SB7; PFR'C1; PFRF9
SA7

--SPFWWSD
--SPFWWTD
--SPFWWSL
-SSFWWTD-
-SPFWWHQ-
-SPFD-WWF
-FSPFFWN
-TPF—WFLD
SSPFF-LW-
-SPFF-LGP-
-SPFH-LLP
-IDTFLYP-
--PGLATNF
-PNPFVLD-
-LGSVQHT-
WILFFLD-
-NSPFQLF-
QFGPFH-S-
-QSPFHLF-
WNPFLLD-
-SPFFLTP-
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SE9 -NP-GWLGS
SB11 -SAVIKSS-
SB12 -SSHLLSE-
SD12 -LPSRSQT-
SE12 NNPFQLW--

PFR'G2 WSPF--LAP
PFR*A2 -SSWL-PRG
PFR'E3 FDPFG-WS-
PFR*A4 -NPFF-LTA
PFR'E4 -SPNP-PLH
PFRC7 -NPFS-LLA-
PFRF7 --YFTAPPD-
PFRE8 DSPFR-LW--
PFR'B9 --TRPTASH-
PFRE9 -SESPGIA--
PFR'G9 FSPFF-A-P-
PFRA10 -SPFW-LAA-
PFRB12 --PAPSRSQ-
PFR D12 --RFGGLIA-

O: Oligoarticular; S: Sistémica; PFR*: Poliarticular Fator Reumatdide Positivo; PFR’: Poliarticular
Fator Reumatdide Negativo. *: Regides consenso mais comum (SPFWW).

Os peptideos selecionados por Phage Display foram submetidos a andlises
de similaridade com a glicoproteina 39 da cartiiagem humana (HC gp-39),
principal constituinte da cartilagem e abundante em amostras sinoviais e
cartilagens de pacientes portadores de artrite (Tabela 4). Os peptideos
selecionados também foram submetidos a analises de similaridade com o
colageno tipo Il citrulinado, uma proteina que sofre uma modificacdo pos-
traducional ao ser citrulinada nas articulagbes de pacientes com artrites,
promovendo a producdo de auto-anticorpos (Tabela 5). O programa Pepitope
Server (http://pepitope.tau.ac.il/index.html) foi utilizado para o alinhamento em 3D

dos peptideos com as proteinas, evidenciando suas regides de similaridades.
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Tabela 4. Similaridade entre os peptideos selecionados no biopanning e a proteina HC gp-39
utilizando o programa Pepitope Server.

Estrutra em 3D da HC gp-39 mostrando regioes Regides da

Peptideo

de similaridade com os peptideos selecionados proteina em 3D value*

SPFWWSD 0.0003
SPFWWTD 0.0002
SPFWWSL 0.0001
FSPFFWN 0.0001
SPFQWLF 0.0001

1NWR_PEPSURF_1305678358] SPFWWVD 0.0002

SPFFLTP 0.001
SPFWWHQ  0.0004
SVFFWDL  0.0005

Regiao 1

LPSRSQT  0.0002
(vermelho) SSWLPRG  0.0006

NPFFLTA 0.001
SPFHLLP 0.0003

SPFQWLF 0.0001

SPFDWWF  0.0001
PIRDWTS 0.0004
SPFWLAA 0.001
SPFQWLF 0.0001
TRPTASH 0.0001
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Estrutra em 3D da HC gp-39 mostrando regioes

Regides da

T . . , Pepti P-value*
de similaridade com os peptideos selecionados proteina em 3D el
PGLATNF 3.5
1NWR_PEPSURF_1305678356_PIPE FDPFGCL 3.4
WSPFLAP 0.0003
Regido 2
(Azul) FDPFGWS  0.0009
SESPGIA 0.0001
NAG 411 Chain=A Atom=07
PAPSRSQ 0.0001
1NWR_PEPSURF_1305678356_PIPE
QFGPFHS 0.0005
Regiao 3 LGSVQHT 0.0001
(Rosa)
RFGGLIA 0.0002

NAG 411 Chain=A Atom=07

*Considerado estatisticamente significativo se P-value < 0.01 (MAYROSE et al., 2006)
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Tabela 5. Similaridade entre os peptideos selecionados no biopanning e o colageno tipo
I citrulinado

Estrutra em 3D do colageno tipo Il citrulinado L
_— e e TR Regioes da
mostrando regides de similaridade com os i
. proteina em 3D Heplibbe value*

peptideos selecionados

PGLATNF 0.02

LGSVQHT 0.05

SPFFLTP 0.08

Regiao 1
NPGWLGS 0.04
(vermelho)
NPFFLTA 0.06
RFGGLIA 0.03
CIR 2 Chain=E Atom=C4 YETAPPD 0.08

*Considerado estatisticamente significativo se P-value < 0.01 (MAYROSE et al., 2006)

A andlise da similaridade entre os peptideos selecionados no biopanning e
a proteina HC gp-39 utilizando o programa Pepitope Server mostrou-se
estatisticamente significativa, evidenciado pelo P-value, para quase todos o
peptideos que se alinharam com essa proteina. Ja a analise da similaridade entre
os peptideos selecionados e o colageno tipo Il citrulinado, apesar de apresentar
homologia com um fragmento de 10 aminoacidos da proteina, ndo obteve um P-
value considerado estatisticamente significativo. O P-value € gerado
automaticamente pelo programa Pepitope Server, sendo que a homologia entre

0s peptideos e a proteina sao considerados significativos se P-value < 0.01.
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5 Validacao por Phage-ELISA dos mimetopos selecionados no
biopanning

Os fagos eluidos do terceiro ciclo do biopanning de cada subtipo de AlJ
foram submetidos ao ensaio de Phage-ELISA com pool de soro de pacientes
portadores de AlJ para verificar a reatividade ao alvo. Utilizou-se o fago selvagem
como controle negativo de reagao, além de individuos aparentemente saudaveis.

A Figura 6 apresenta um painel de pré-validacdo dos clones obtidos
mostrando a reatividade dos anticorpos presentes nos soros dos pacientes contra
os clones selecionados nos quatro subtipos de AlJ. Os clones que obtiveram uma
absorbancia média superior ao controles saudaveis e ao fago selvagem foram
selecionados como o0s provaveis mimetopos relacionados a proteinas expressas

em individuos doentes.
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Figura 6. Grafico representativo das leituras a 492nm do ensaio de ELISA mostrando a reatividade dos 40 clones obtidos no biopanning reconhecidos por IgG’s
de pacientes portadores de Artrite Idiopatica Juvenil nos quatro diferentes subtipos da doenga. Pool de soro de criangas aparentemente saudaveis foram
utilizados como controle (Ctrl). Para comparagéo, o fago selvagem foi submetido as mesmas condigdes (Sel). No subtipo Oligoarticular, 3 clones selecionados
mostraram maior afinidade quando comparado aos individuos saudaveis e ao selvagem (A), todos os clones selecionados no subtipo Sistémica mostraram pouca
afinidade quando comparado ao selvagem (B). No subtipo Poliarticular Fator Reumatdide positivo, 3 clones mostram maior afinidade quando comparado ao
selvagem (C) e no subtipo Poliarticular Fator Reumatoéide positivo, 7 clones mostraram maior afinidade quando comparados ao selvagem (D). O teste ANOVA foi
utilizado para a andlise estatistica, com pds teste de corregao de Bonferroni feito pelo GraphPad Prism versao 5.0 assumindo significancia quando P<0.05.
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Os clones OE1, OH3, OC4, PFRE8, PFRB12, PFR'A2 e PFR'G2, por
demonstrarem maior diferenca e reatividade na absorbancia dos pacientes positivos
quando comparados aos saudaveis, foram submetidos ao teste Phage-ELISA para
verificar se os mimetopos apresentam reatividade cruzada entre os quatro tipos de AlJ,
além do controle aparentemente saudavel. A Figura 7 mostra a comparacao da
imunorreatividade entre os 7 peptideos selecionados na pré-validagao, através de suas

diferencas de absorbancia média.

Bl Saudavel (3 PFR+ =3 PFR- El Oligoarticular EEE Sistémica

0.8 1
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OE1 OH3 0OC4 PFR-E8 PFR-B12 PFR+A2 PFR+G2 Sel
Clones

Figura 7. Phage-ELISA para comparagdo da imunorreatividade entre os peptideos selecionados na pré-
validagdo que assumiram significancia estatistica (P<0.05) de acordo com teste ANOVA. Os peptideos FR

B12 e FR*A2 mostram maior reatividade quando comparados com os outros peptideos.

Para avaliar o comportamento dos clones mais reativos realizou-se o Phage-ELISA
(Figura 8). Neste experimento testou-se os clones PFR'B12 e PFR*A2 contra os soros de
34 pacientes com AlJ, 10 pacientes com outras doengas auto-imunes e 20 individuos
saudaveis. Dos 34 pacientes com AlJ, 17 eram da forma oligoarticular, 9 sistémica e 8

poliarticular.
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Figura 8. Phage-ELISA com os dois peptideos mais reativos. O clone PFR'B12 apresentou reatividade
significativa (p<0.05) para os soros de pacientes portadores de AlJ quando comparado com os soros de
pacientes portadores de outras doencas autoimune (ODA) e individuos saudaveis (A), ja o clone PFR"A2

nao conseguiu diferenciar os diferentes grupos (B).
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Discussao

O diagnéstico da AlJ é baseado em um conjunto de exames que incluem
radiografias, exames laboratoriais € uma analise cuidadosa da histéria clinica do paciente.
Sinais clinicos importantes, como doenga sistémica que precede a infec¢do, duracao da
febre e rash ajudam a diferenciar a AlJ de outras doencas auto-imunes (WEISS &
ILOWITE, 2005). Nao ha ainda, exames laboratoriais considerados especificos para a
definicdo diagnéstica da AlJ. Os testes laboratoriais bioquimicos e marcadores
sorologicos disponiveis sdo Uteis para auxiliar no diagnéstico diferencial, classificar o
subgrupo da doencga, avaliar a extensdo da inflamagao, determinar o progndstico e a
resposta a terapia (CASSIDY E PETTY, 2001; OLIVIERA, S. K., 2001).

A selecdo dos peptideos obtidos neste trabalho foi realizada contra 1gGs
purificadas através de beads magnéticos. A escolha dos beads proteina-G como
plataforma para a purificagdo das imunoglobulinas foi devido a correta orientagéo, que a
proteina-G favorece ao anticorpo potencializando o seu uso (HARMA et al, 2000), da
baixa ligacao inespecifica e contaminagao das microparticulas (WHITEAKER et al, 2007),
além da diminuigdo do impedimento estérico entre o anticorpo e o antigeno (KIM et al,
2009), quando se compara as selegdes feitas em placas de poliestireno. Outras técnicas
tém sido utilizadas para separagao de proteinas, porém as técnicas de purificacao por
afinidade, aplicado a substratos magnéticos tém se tornado cada vez mais usados em
varios trabalhos, por ser uma metodologia rapida e eficaz na obtencao de IgGs de boa
qualidade utilizando-se pequena quantidade de amostra (SARAFIK; SAFARIKOVA,
2004). A metodologia adotada para a captura de IgGs se mostrou eficiente uma vez que
houve alta absorbancia apresentada pelo reconhecimento do anti-IlgG aos anticorpos
acoplados aos beads, comparado ao controle. Além disso, a baixa absorbancia do

controle mostra a eficiéncia do bloqueio, garantindo uma boa selecdo de mimetopos.

A selecao de peptideos foi realizada contra IgGs provenientes de soro de criangas
portadoras de AlJ nos quatro subtipos da doenca. Afim de reduzir a possibilidade de
ligacdo inespecifica, foi feito primeiramente uma selecdo subtrativa com IgGs de
individuos aparentementes saudaveis. Os fagos que nao se ligaram foram transferidos

para tubos contendo IgGs de pacientes com outras doengas auto-imunes que nao AlJ, e
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por fim, os fagos remanescentes que nédo se ligaram as IgGs anteriores foram incubados
com IgGs dos pacientes com AlJ. Esta estratégia de selecdo foi escolhida com o
propdsito de diminuir a ligacdo inespecifica e assim aumentar a selecdo de peptideos
ligantes a IgGs associadas aos quatro tipos da doencga. Vérios trabalhos tem utilizado
esse tipo de selecdo com o objetivo de remover a reacao cruzada com antigenos de
clones comum em Phage Display em varias areas de pesquisa. Este tipo de selegéo ja foi
utilizada com sucesso por Min Wang et. al. 2010, para a selecao de peptideos miméticos
a partir de IgGs purificadas do soro de pacientes portadores de Espondilite Anquilosante,
uma doenca inflamatéria crénica que acomete preferencialmente o esqueleto axial. Esta
estratégia também ja foi utilizada em pesquisas envolvendo neurdnios de rato (HOU et al,
2004), de carcinoma hepatocelular metastatica (JIA, 2006) e de céancer de prostata
(MINTZ et al, 2003). Cientistas tém sido incentivados a aplicar a tecnologia de Phage
display no estudo de doengas auto-imunes, pois a selecao de bibliotecas de fagos contra
anticorpos confirmou ser uma técnica muito bem sucedida para a seleg¢ao e identificacao
de epitopos miméticos, os quais podem contribuir para a elucidacdo das bases
moleculares do reconhecimento biolégico, podendo ser Uuteis para diagnéstico e
prognostico (JADALI, SANATI, 2008).

Durante os trés ciclos de selecao de peptideos, foi observado um enriquecimento
do numero de fagos, ja que os clones, que apresentam maior imuno-afinidade, ficaram
retidos aos anticorpos para subsequente eluicdo e amplificacdo para o ciclo seguinte,
enquanto que os fagos com baixa ou sem afinidade aos anticorpos foram removidos
durante as lavagens. A fim de reduzir ao maximo a possibilidade de ocorréncia de
ligacbes inespecificas, a estringéncia (Tween-20) das lavagens foi ampliada durante os
trés ciclos, variando de 0,1 a 0,5%. Ligacdes inespecificas podem ser favorecidas devido
ao excesso de fagos, os quais podem interagir com os anticorpos adsorvidos aos beads,
0 que pode induzir a interacdo de clones com baixa afinidade, que eventualmente ndo
foram removidos. O enriquecimento de fagos pode ser claramente observado ao final do
terceiro ciclo, o que comprova a eficiéncia da estratégia utilizada na selegéo.

Uma abordagem alternativa para a identificagdo de ligantes e alvos em potencial
através de programas de bioinformatica é a busca de sequéncias consenso entre 0s
clones selecionados. O alinhamento entre os 40 peptideos selecionados foi realizado
utilizando o programa CLUSTAL W versdo 2.0.12 que permitiu a visualizagdo de uma
regiao consenso (SPFWW) entre alguns peptideos, mas ndo em todos, no entanto,
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muitos aminoacidos comuns entre os peptideos podem ser observados. O consenso
compartilha similaridade de sequéncia com a glicoproteina 39 da cartilagem humana (HC
gp-39), principal constituinte da cartilagem e abundante em amostras sinoviais e
cartilagens de pacientes portadores de artrite. Apesar de varios clones apresentarem um
motivo comum, os dois clones mais reativos no teste ELISA ndo compartilham da regido
consenso. Isso pode ter ocorrido como consequéncia da utilizagdo de pool de amostras
de soro de pacientes soropositivos para a AlJ que durante o processo de selecdo de
fagos pode ter havido uma maior prevaléncia de anticorpos com maior afinidade pelos
clones que compartiham o motivo comum ou pode ainda ter ocorrido uma maior
amplificacdo desses clones durante os ciclos do Biopanning, tornando-o, assim, mais
frequente no sequenciamento.

O mapeamento do epitopo de um anticorpo e seu antigeno correspondente é
fundamental para a compreensao dos mecanismos de reconhecimento molecular, além
de fornecer uma base sélida e racional para o desenvolvimento de medicamentos e
vacinas (IRVING et al., 2001). A semelhanca de um peptideo selecionado e uma regiao
linear de seu antigeno é geralmente um indicativo da localizagdo do epitopo genuino.
Entretanto, epitopos conformacionais s&do, muitas vezes, compostos de uma série de
segmentos descontinuos do antigeno que se dobram para se unir. Assim, peptideos
selecionados por afinidade podem ter semelhancas apenas com fragmentos nao lineares
do antigeno. Portanto, métodos avangados de computacdo se tornam extremamente
importantes para sugerir provaveis epitopos dos peptideos selecionados. Sendo assim,
analises da similaridade estrutural do complexo antigeno-anticorpo em 3D é a maneira
mais precisa de determinar um epitopo (MAYROSE et al., 2007). Com base nisso, 0
programa pipetope server se torna uma ferramenta muito importante na compreensao dos
mecanismos de reconhecimento molecular.

O alinhamento tridimensional da HC gp-39 da cartilagem humana (HC gp-39)
utilizando o programa pepipote server revelou similaridades com a grande maioria dos
peptideos selecionados no biopanning. Nas atrites em geral, a cartilagem articular é
destruida por uma inflamagéo crénica que € caracterizada pela ativagéo de linfocitos e
expressdo de genes do complexo MHC de classe Il nas células do tecido sinovial
(HARRIS, 1990). Embora a natureza dos antigenos responsaveis pela patogénese das
atrites seja desconhecida, ha evidéncias de que moléculas HLA-DR estejam envolvidas
na patogénese da doenca (WINCHESTER, 1994). A hip6tese de que a cartilagem é
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susceptivel de sustentar a resposta inflamatéria sugeriu um papel para as proteinas da
cartilagem como alvos de auto-antigenos (LASKIN, 1990; VERHEIJDEN, 1997). A
glicoproteina 39 da cartilagem humana é o principal constituinte da cartilagem humana e
€ abundante em amostras sinoviais e cartilagens de pacientes com artrite reumatoide
(VAN BILSEN et al., 2004) podendo apresentar uma fungdo na remodelagao tecidual,
incluindo cartilagem articular (ZIVANOVIC et al., 2009). Tem sido demonstrado que a HC
gp-39 é eficientemente processada e apresentada no contexto de moléculas do MHC
classe Il por células dentriticas e macréfagos. O RNAm da glicoproteina da cartilagem
humana é expresso em cartilagens de pacientes com AR, porém nao é detectado em
cartilagem humana normal (ZIVANOVIC et al., 2009).

O alinhamento tridimensional do colageno tipo Il citrulinado utilizando o programa
pepipote server revelou similaridades com 8 peptideos selecionados no biopanning.
Apesar de razoavelmente bem explorados em pacientes adultos, a frequéncia dos auto-
anticorpos na AlJ ainda ndo esta bem estudada. Recentes estudos sobre a prevaléncia
de anticorpos contra peptideos citrulinados nos pacientes com AlJ tém demonstrado que
eles podem ser observados em pacientes com doenca de inicio poliarticular FR* (VAN
ROSSUM et al.,, 2003; MOORE et al., 2001). Os anticorpos anti-CCP tém sido
considerados um importante marcador soroldgico para o diagnostico da artrites
reumatdides, bem como um possivel marcador prognoéstico para a progressao
desfavoravel da doenga (SCHELLEKENS et al.,, 2000; GAALEN et al 2004). Os 8
peptideos que mostraram homologia com o colageno tipo Il citrulinado, apesar de
mostrarem similaridade com um fragmento de 10 aminoacidos dessa proteina, nao foram
considerados como tendo um alinhamento estatisticamente significativo.

Pelos testes de ELISA foi possivel identificar a sensibilidade da selecao, visto que
a maioria dos clones se ligou positivamente ao soro de pacientes portadores dos quatro
subtipos de AlJ, enquanto que a maioria dos fagos nao se ligou aos soros dos pacientes
controles. Nenhum clone do subtipo AlJ sistémica conseguiu reatividade maior que o
selvagem, isso, provavelmente, foi devido a problemas de reacéo ou de lavagem, o que
poderia ser corrigido com uma melhor padronizagdo do teste para esse subtipo da
doenca. O clone PFRB12 apresentou uma reatividade estatisticamente significativa
(P<0.05) com os soros de pacientes portadores dos quatro subtipos de AlJ quando
comparado com 0s soros de outras doengas auto-imunes e individuos saudaveis. Entéo,
o clone PFR'B12, selecionado através de IgGs purificadas de pool de soro de pacientes

66



portadores de AlJ Poliarticular Fator Reumatdide negativo, a partir de uma biblioteca
comercial de peptideos randdmicos demonstra alta reatividade com soro de pacientes
portadores dos quatro subtipos da doenca, demonstrando ser um candidato a
biomarcador especifico para diagnosticar a AlJ a partir do soro.

O presente trabalho apresentou a selecao de peptideos recombinantes através da
técnica de Phage Display contra imunoglobulinas obtidas através do soro de pacientes
portadores dos quatro subtipos de Artrite Idiopatica Juvenil com potencial para serem

utilizados como biomarcadores séricos em imunodiagnoéstico.
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Conclusoes

A estratégia adotada no processo de selecdo de peptideos por Phage display se
mostrou eficiente, apresentando peptideos imunorreativos contra os anticorpos

circulantes em pacientes portadores dos quatro subtipos de AlJ.

Anadlises de bioiformatica mostraram similaridade entre proteinas altamente
expressas em pacientes portadores de Artrite Idiopatica Juvenil e a maioria dos

peptideos obtidos no biopanning.

A partir do ensaio ELISA foi detectada imunorreatividade expressiva entre o clone
PFRB12 clone selecionado e amostras de soro de pacientes portadores dos
quatro subtipos de AlJ, pré-validando um provavel biomarcardor com potencial
para o diagndstico soroldgico da doenga, embora ainda seja necessario muitos

estudos nesse sentido.
Os resultados obtidos neste trabalho sdo promissores no que se refere ao uso de

clones de fagos para a identificagdo de anticorpos no diagnostico da Artrite

Idiopatica Juvenil.
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ANEXO 1: APROVACAO DO COMITE DE ETICA

@ Universidade Federal de Uberlandia

Pro-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduagao
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP
Avenida Jodo Naves de Avila, n°. 2160 - Bloco J - Campus Santa Ménica - Uberlandia-MG —
CEP 38400-089 - FONE/FAX (34) 32394131

e-mail: cep@propp.ufu.br; www.comissoes.propp.ufu.br

ANALISE FINAL N°. 685/09 DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA PARA O PROTOCOLO REGISTRO
CEP/UFU 262/09

Projeto de Pesquisa: Isolamento e identificagdo de mimetopos de autoantigenos para utilizagéo
em imunodiagnéstico da artrite idiopatica juvenil.

Pesquisador Responsavel: Carlos Ueira Vieira

De acordo com as atribuigbes definidas na Resolugdo CNS 196/96, o CEP manifesta-se pela aprovagao
do projeto de pesquisa proposto.

O protocolo nao apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com seres humanos, nos limites
da redagéo e da metodologia apresentadas.

O CEP/UFU lembra que:

a- segundo a Resolugdo 196/96, o pesquisador devera arquivar por 5 anos o relatério da pesquisa e os
Termos de Consentimento Livre e Esclarecido, assinados pelo sujeito de pesquisa.

b- podera, por escolha aleatoria, visitar o pesquisador p ara conferéncia do relatério e documentagéo
pertinente ao projeto.

c- a aprovagdo do protocolo de pesquisa pelo CEP/UFU da-se em decorréncia do atendimento a
Resolugdo 196/96/CNS, nao implicando na qualidade cientifica do mesmo.

SITUAGAO: PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADO

Data de entrega do relatorio final: dezembro de 2010.

O CEP/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANGA NO PROTOCOLO DEVE SER INFORMADA
IMEDIATAMENTE AO CEP PARA FINS DE ANALISE E APROVACAO DA MESMA.

Uberlandia, 27 de novembro de 2009.
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Profa. Dra. Sandra Terezinha de Farias Furtado
Coordenadora do CEP/UFU
Orientagdes ao pesquisador

+ O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em qualquer fase da
pesquisa, sem penalizag@o alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CNS 196/96 - Item IV.1.f) e deve receber uma
copia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (ltem IV.2.d).

= O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o estudo
somente apds analise das razbes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS Item 111.3.z), aguardando seu
parecer, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito participante ou quando constatar a
superioridade de regime oferecido a um dos grupos da pesquisa (Item V.3) que requeiram agéo imediata.

= O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do estudo
(Res. CNS Item V.4). E papel de o pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave
ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagdo ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria — ANVISA - junto com seu posicionamento.

- Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e sucinta,
identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do Grupo | ou I
apresentados anteriormente 4 ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também & mesma, junto com o
parecer aprobatério do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, item 111.2.e). O prazo para entrega
de relatério & de 120 dias ap6s o término da execugao prevista.
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