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Resumo

Corréa AB. Investigacdo de novos ligantes do peptideo antimicrobiano LL-37 por
técnica de Phage Display [dissertacdo]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo; 2023.

Peptideos Antimicrobianos (AMPs) sdo moléculas-chave da imunidade inata. Os
mecanismos celulares regulados por tais moléculas e o seu modo de ativacéo,
no entanto, permanecem ainda obscuros. Catelicidinas sdo uma familia de
peptideos antimicrobianos, expressas por células do sistema imune e por células
epiteliais do intestino, vias aéreas, sistema uro-genital, superficie ocular e da
pele. LL-37 é o unico membro da familia das catelicidinas em humanos. LL-37 é
uma molécula capaz de matar microorganismos por acao direta, sendo também
capaz de modular a resposta imune de maneira variada e ainda pouco
compreendida. Phage Display é uma técnica de clonagem que se utiliza de uma
biblioteca de pequenos peptideos, expressos na superficie de particulas virais
(bacteriofagos), para a captura de molécula-alvo. O presente estudo buscou
identificar novos ligantes do peptideo antimicrobiano LL-37, através da técnica
de phage Display. Como resultado, descobrimos que a sequéncia de
aminoacidos GNWSFV se liga ao peptideo antimicrobiano LL-37. Alinhamento
por bioinformética revelou que essa sequéncia apresenta grande similaridade
com uma por¢do da proteina humana Spinster Homolog 3. Tal resultado
desvenda um novo mecanismo de sinalizagdo pelo peptideo LL-37, podendo
levar ao desenvolvimento de novas drogas.

Palavras-chave: peptideos antimicrobianos, phage display, LL-37,
bioinforméatica, imunidade inata



Abstract

Corréa AB. Investigation of new ligands for the antimicrobial peptide LL-37 using
the Phage Display technique [dissertation]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina
da Universidade de S&do Paulo”; 2023.

Antimicrobial Peptides (AMPs) are essential components of the innate immunity.
Their cellular mechanisms and mode of activation, however, remain unclear.
Cathelicidins are a family of antimicrobial peptides expressed by cells of the
immune system and by epithelial cells of the intestine, airways, genitourinary
tract, ocular surface, and the skin. In humans, LL-37 is the only member of the
cathelicidins family. LL-37 can kill microorganisms directly, being also able to
modulate the immune response in various ways that are still poorly understood.
Phage Display, a cloning technique, utilizes a library of small peptides, expressed
on the surface of bacteriophages, to capture a target molecule. In this study, we
aimed to identify new ligands of the antimicrobial peptide LL-37 using the phage
display technique. Our results showed that the GNWSFV amino acids sequence
binds to the antimicrobial peptide LL-37. Bioinformatics search revealed that this
sequence bears great similarity to a portion of the human protein Spinster
Homolog 3, uncovering a new LL-37 sighaling mechanism that may be exploited
to the development of new drugs.

Keywords: antimicrobial peptides, phage display, LL-37, bioinformatics, innate
immunity






Introducéo 1

1. Introducéao

O presente estudo contempla o uso da técnica de Phage Display, utilizada
na identificacdo de novos ligantes para Peptideos antimicrobianos LL-37.

Conceitos estes que sdo abordados com propriedade nos subcapitulos a seguir.

1.1 Peptideos antimicrobianos

Os Peptideos antimicrobianos (AMPs) sdo um grande grupo de
compostos produzidos por organismos multicelulares, presentes no reino animal
e no reino vegetal. Esses peptideos atuam na defesa do hospedeiro e sdo um
componente primitivo e conservado da resposta imune inata, moléculas que
fornecem protecdo contra patdgenos ambientais, agindo contra muitos
microrganismos, incluindo bactérias, fungos, leveduras, virus, e entre outros. A
producdo de AMPs € um componente importante da imunidade inata contra a
infeccdo. Sua producéo pode ser constituida ou induzida, dependendo de uma
ampla gama de caracteristicas, a saber: o organismo, o tipo celular e o peptideo

a ser considerado (Pinheiro da Silva e Machado, 2012).

Estudos referem que mais de 1200 peptideos antimicrobianos foram
identificados. Os peptideos antimicrobianos sdo muitos em sua sequéncia e
estrutura. Geralmente podem ser anfipaticos, pequenos, de 12 a 50
aminoacidos, e ter pelo menos duas cargas positivas, como residuos de arginina
e lisina. Essas propriedades quimicas fazem com que seja possivel a insercao
do AMPs na parede celular aniénica e nas membranas fosfolipidicas de
microrganismos, interrompendo-as e resultando em morte bacteriana (Pinheiro
da Silva e Machado, 2012).

A primeira catelicidina foi descoberta em granuldcitos de coelho. Esta foi
identificada como uma proteina precursora de 18kDa, capaz de ligar o
lipopolissacarideo bacteriano da endotoxina (LPS). Tais descobertas
propiciaram que varios outros estudos fossem iniciados, determinando que a

extremidade C-terminal deveria ser atribuida a atividade de ligagédo ao LPS. Além
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disso, o peptideo antimicrobiano de 37 aminoacidos mostrou ter um amplo efeito
antibacteriano contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas (Vandamme et
al., 2012). Em 1995, a proteina catelicidina humana foi identificada e denominada
HCAP18, mais tarde chamada de LL-37 por comecar com duas leucinas (Larrick
et al., 1995 (a)).

Todas as catelicidinas compartiham um padrdo de expresséo
semelhante. Esse padrdo é sintetizado como pré-pro-proteina com dominio N-
terminal, o qual é altamente conservado e o dominio antimicrobiano C-terminal.
Apesar da abundancia de catelicidinas em varios eucariotos, 0s seres humanos
sintetizam apenas uma catelicidina, o LL-37, cuja sequéncia ja é conhecida
(LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES). O LL-37 é um peptideo
anfipético, de estrutura helicoidal favorecida pela concentragéo fisiologica de sal
e pH. Estudos demonstraram que a oligomerizacdo (formacdo de complexos
protéicos a partir da ligacdo de duas ou mais cadeias peptidicas) do LL-37 facilita
sua capacidade de estimular células hospedeiras, enquanto diminui seu
potencial antimicrobiano. Sendo assim, o LL-37 torna-se propenso a interagir
com o soro e componentes do exterior da parede de patégenos, o que leva ao

sequestro de peptideos (Fabisak et al., 2016).

O LL-37 pode vir a assumir uma estrutura alfa-hélice secundaria e adquirir
propriedades anfipaticas, em condic¢des fisioldgicas, que permitem assim sua
interacdo com membranas bacterianas ou outros componentes anidnicos.Possui
uma porcao hidrofébica que pode interagir com o lipopolissacarideo (LPS)
devido aos residuos com cargas positivas que interagem com moléculas de

cargas negativas (Moreno-Angarita et al., 2019; Oren et al., 1999).

A hélice alfa anfipatica catidnica possui trés dominios, sendo eles: hélice
alfa N-terminal adjacente, uma hélice alfa C terminal, e uma hélice cauda C-
terminal. Cada hélice possui uma fungdo Unica. A alfa-hélice N-terminal esta
envolvida na quimiotaxia de células imunes inatas, na formacao de oligbmeros
peptidicos, e na protecao proteolitica da célula (Moreno-Angarita et al., 2019).
Esta tem atividade hemolitica em humanos. Pesquisas mostraram que 0S
peptideos antimicrobianos em altas concentracbes sdo capazes de lisar

hemacias. Essas concentracfes ficam acima do nivel que normalmente &
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visualizado na eliminacéo de bactérias. A alfa-hélice C terminal pode ser descrita
como o nucleo do peptideo antimicrobiano, pois, € responsavel pela atividade
antimicrobiana, antineoplésica e antiviral do LL-37. E, por sua vez, a cauda C-
terminal estd relacionada a formacédo de tetrameros peptidicos, que interagem
com moléculas de cargas negativas, como o LPS de bactérias gram-negativas.
A cauda C-terminal fornece também especificidade contra membranas aniénicas

bacterianas (Moreno-Angarita et al., 2019; Bucki e Janmey, 2006).

Inicialmente, pensava-se que o LL-37 era um peptideo presente apenas
constitutivamente nos granulos secundarios dos neutréfilos, mas a expresséao de
LL-37 em mudltiplas células epiteliais confere a ela um papel crucial na defesa
contra doencas induzidas por patdgenos. Nos locais de inflamacéo,
normalmente sdo encontradas concentracdes elevadas de LL-37, onde age
como uma defesa primaria contra bactérias e outros patégenos. Também se
observou o aumento na concentracdo de LL-37 em resposta as feridas, a
radiagdo UV, bem como, aos danos a barreira epitelial e ao reticulo
endoplasmatico. Foi demonstrado que os peptideos de catelicidina matam
fungos, eliminam bactérias, destroem e inibem os biofilmes bacterianos e podem
funcionar como agentes virais. Também, foi identificado que as catelicidinas
podem atuar como quimiocinas, modulando ou estimulando as células do
sistema imunologico. A catelicidina afeta tanto o sistema imunolégico inato
quanto o adaptativo, que atua como uma espécie de ponte entre os dois
sistemas. A catelicidina pode agir também junto com as defensinas, outra familia
de peptideos antimicrobianos, ricas em cisteina, responsaveis pela imunidade
adaptativa, defesa contra patdgenos invasores e podem estar envolvidas na
inflamacé&o. (Moreno-Angarita et al., 2019; Vandamme et al., 2012).

O LL-37 pode ser armazenado como uma molécula precursora nos
granulos dos neutrdfilos, células Natural Killer (NK) e mastdcitos. O peptideo
pode ser liberado em resposta ao receptor Toll-like (TLR) ou sinalizacdo de
citocinas, como resultado da inflamacdo ou danos teciduais, gerados por
patégenos. Para que ocorra a liberacdo de mastocitos na corrente sanguinea, o
hCAP 18 é liberado para o meio extracelular, onde sera clivado em seu dominio

C-terminal por serina proteases, pertencente a familia das calicreinas, por um
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polipeptideo de acdo proteolitica em queratindcitos, e pela proteinase 3
encontrada em neutrofilos. Os neutréfilos amplificam a resposta imune a ponto
de erradicar a infeccéo devido as altas concentracdes de LL-37 que foi liberada
no local de inflamacéo. Sendo assim, pode ser entendido que o objetivo principal
do LL-37 na resposta a inflamacdes € estimular o reparo das fungdes epiteliais
apos um ataque imunologico (Sgrensen et al., 2001; Kahlenberg e Kaplan, 2013;

Moreno-Angarita et al., 2019).

As catelicidinas sdo geralmente expressas pelas células em contato direto
com o meio ambiente. Essa expressao foi observada nas células epiteliais do
intestino, vias aéreas, 0rgaos genitais, superficie ocular, pele, e nas glandulas
enddcrinas. Resultando na primeira linha de defesa contra bactérias e
patégenos. Como forma de imunomodulacdo, o LL-37 é capaz de atrair células
do sistema imunoldgico para combater a infeccéo, sendo capaz de estimular e
modular sua acdo. Assim, resultando em uma producao e liberacdo, de forma
equilibrada e controlada, de citocinas pr6 e anti-inflamatérias. Em seres
humanos a expressao de catelicidina pode ser suprimida nos casos de doengas
de pele, como a dermatite atopica e Ulceras crbnicas. Niveis elevados de
catelicidina, de forma anormal, sdo expressos em doencas de pele autoimunes
como psoriase e rosacea (Vandamme et al., 2012). Defeitos na expressao ou
processamento de LL-37 sdo associados a patogénese de varias doencas
humanas como psoriase, rosacea, fibrose cistica e até cancer (Verjans et al.,
2016).

ApoOs a infeccdo, o LL-37 atua como um sinal de alerta e une o sistema
imunoldgico inato e adaptativo, recrutando células imunocompetentes para o
local da infecgdo. Além disso, o LL-37, ajusta os niveis de citocinas inflamatorias,
servindo para controlar o equilibrio entre as pré e anti-inflamatérias. O LL-37
também pode ser encontrado em processos biolégicos que ndo envolvam
células imunes, como: apoptose, angiogénese, fechamento de feridas e
manutencdo da integridade da barreira epitelial intestinal. Em células
hospedeiras, a maioria dos efeitos induzidos por LL-37 € mediada pela ativacédo
especifica de receptores da superficie celular. O LL-37 foi relacionado a pelo

menos nove receptores que pertencem a diferentes classes de receptores.
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Destes, quatro receptores acoplados a proteina G (GPCRS), trés receptores
tirosina-quinase (RTKS), um canal i6nico ativado por ligante (LGIC) e receptores
do tipo Toll (TLRS). Pesquisas apresentaram que o LL-37 também inibe o
receptor de gordura CD36 em adipdcitos e hepatdcitos (Verjans et al., 2016).

Em outro estudo, foi mostrado pela primeira vez a migracao do LL-37
dentro do nucleo de células eucaridticas. O LL-37 foi estudado como uma
molécula imunorreguladora com capacidade de se ligar a numerosos receptores
de membrana, bem como receptores intracelulares, induzindo sinal celular.
Porém, observou-se a necessidade de mais estudos a esse respeito. Ainda, ha
relatos de que o self-DNA se une ao LL-37 em doencas autoimunes como a
psoriase, desencadeando a producdo de interferon patolégico apdés o
envolvimento em compartimentos endossomicos mediados pela ligacédo direta
ao receptor Toll-like 9. O LL-37 pode, portanto, formar um complexo com DNA e
induzir modificacbes em sua configuracdo tridimensional ocasionadas em

campos eletrostéticos (Pinheiro da Silva et al., 2013).

Atualmente, a hip6tese de consenso é de que o LL-37 aciona as células
eucaribticas por meio de cinco mecanismos distintos, considerando os modos de
acao indiretos e diretos. Em um receptor especifico, o LL-37, pode agir como um
ligante substituto ou influenciar na formacao ou estabilizacdo de micro dominios
de membrana contendo receptor. Também, foi verificado que o LL-37 contribui
para a ativacdo de receptores, promovendo sua incorporacdo em balsas
lipidicas. Os receptores que se unem em balsas lipidicas podem ser mais
Propensos a seus antagonistas cognatos ou até mostras de ativagdo na auséncia
de antagonistas. Além disso, os agregados de LL-37 podem penetrar em uma
variedade de células hospedeiras, principalmente por vias endociticas mediadas

por receptores (Verjans et al., 2016).

Sendo assim, o LL-37 € um quimioatraente para neutrofilos, mondcitos,
células epiteliais e leucdcitos apos a infecgdo. Células do sistema imunoldgico
inato, como os neutrofilos, sdo diretamente atraidas pelo LL-37 expresso pelas
células epiteliais infectadas. Além disso, os neutréfilos sdo uma importante fonte

de LL-37 armazenada em seus granulos (Bandurska et al., 2015).
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As propriedades anti-inflamatorias do LL-37 foram identificadas por meio
de suas acdes antagOnicas contra as respostas de IFN-y, TNF-a, IL-4 e IL-12 em
varios tipos de células. O LL-37 diminui a sinalizacdo de TLR-4 mediada por LPS
e interrompe a fung¢éo do receptor TLR-4 em células dendriticas e macrofagos
na presenca de LPS, resultando em niveis mais baixos de producao de citocinas

pré-inflamatérias (Moreno-Angarita et al., 2019).

1.2 Phage Display

Phage Display é uma técnica de clonagem que permite a expressao de
diversas sequéncias de peptideos na superficie de bacteriofagos (fagos), e a
selecdo destas, com base na afinidade por uma molécula-alvo. Esta € uma
técnica de selecdo bastante versétil, que permite ensaios de selecdo de
peptideos contra diferentes alvos em diferentes situacdes, por exemplo, ensaios
de selecéo de peptideos (chamados biopanning) podem ser realizados in vitro
contra moléculas alvo aderidas em superficie. Esta abordagem permite
identificar moléculas que potencialmente podem servir para o desenvolvimento
de farmacos, vacinas, métodos diagndésticos e de outros insumos (Smith, 1985;
Scott e Smith, 1990; Giordano et al., 2009).

A técnica de Phage Display baseia-se na constru¢do de bibliotecas de
bacteriofagos filamentosos de tal forma que pequenos peptideos (entre 5 e 15
aminoécidos) sdo apresentados numa das proteinas do capsideo viral (Figura
1). Uma biblioteca de Phage Display pode conter mais de 108 diferentes

peptideos o que resulta em ligantes para virtualmente qualquer alvo biolégico.
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Figura 1 - Esquema representativo da construcdo de uma biblioteca de Phage
Display
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Fonte: Protocolos do laboratério de Bioquimica Combinatorial, 2017

Uma caracteristica do Phage Display é que os peptideos selecionados
frequentemente apresentam atividade biolégica relacionada com a natureza da
molécula em estudo (Koivunen et al., 1999; Giordano et al., 2001; Cloutier et al.,
2004; Giordano et al., 2005). Essa caracteristica do Phage Display permite
identificar alvos terapéuticos e diagndsticos relevantes aos diversos processos
biolégicos de um organismo e, a0 mesmo tempo, isolar e caracterizar peptideos

antagonistas ou agonistas dos alvos identificados.

A eficacia da selecdo por Phage Display esta diretamente relacionada
com a complexidade da biblioteca utilizada, quer dizer, quanto maior for a
diversidade de clones contendo peptideos distintos dentro da biblioteca, maior a
probabilidade de se encontrar um ligante afim a molécula alvo. Uma biblioteca
de Phage Display pode conter mais de 10%° diferentes peptideos o que resulta
em ligantes, para virtualmente qualquer alvo biologico (Resende et al., 2015).
(Figura 2)
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Figura 2 - Esquema de construcdo das bibliotecas X6 e CX8C feitas no
laboratorio do Prof. Dr. Ricardo Giordano no Instituto de Quimica da USP
(Michaloski et al., 2016)
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Portanto, Phage Display é uma técnica que encontra multiplas aplicacdes,
tais como, desenho racional de farmacos, terapias direcionadas, terapias
génicas, producdo de vacinas, métodos diagndsticos, entre outras aplicacdes
(Giordano et al., 2009).

Com o intuito de elucidar novos sitios de ligacdo para o peptideo
antimicrobiano LL-37 e consequentemente entender melhor de que forma este
atua no organismo, optou-se por usar o protocolo de Phage Display desenvolvido
no laboratério do Prof. Dr. Ricardo Giordano no Instituto de Quimica da USP, ja
que as funcdes imunomoduladoras dos peptideos antimicrobianos ainda sdo
obscuras, aliado ao fato do desconhecimento de como ocorre a sua atuagéo

completa no organismo.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Buscar novos ligantes do peptideo antimicrobiano LL-37, através da
técnica de Phage Display, e identificar as moléculas por técnica de

Bioinformética.

2.2 Objetivos especificos

v' Utilizar a técnica de Phage Display para pesquisar novos ligantes do LL-
37;

v Identificar os resultados obtidos por Bioinformatica;

v Validar o novo ligante encontrado, por meio da Imunoprecipitacao;
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3. Materiais e Métodos

3.1 Phage Display em beads magnéticas de streptavidina

Os tubos usados no Phage Display foram bloqueados para que a selecéo
fosse especifica na molécula alvo. Adicionou-se 1mL de PBS com 3% BSA em
um microtubo de 1,5mL a ser utilizado. Incubou-se sob rotagéo leve por 1h em
temperatura ambiente. Apds o tempo, descartou-se o tampéao e foi reservado o
tubo.

Em um novo tubo foi adicionado 10uL de beads magnéticas com
streptavidina (Dynabeads™ MyOne™ Streptavidin T1, 10mg/mL #65601,
#65602), e com o auxilio de um ima, foram baixadas as beads e descartado o
sobrenadante. Foram lavadas as beads com 1mL de PBS e colocadas no ima
novamente por 1 minuto e descartou-se o sobrenadante. Apds, as beads foram
incubadas com 1mL de PBS com 3% BSA, sob rotacédo leve por 1h em
temperatura ambiente. Utilizou-se o ima para baixar as beads e foi descartado o

tampao, e suspendeu-se em 10uL de PBS.

Iniciou-se o primeiro round da clarificagcdo da biblioteca de fagos
adicionando 10uL de beads magnéticas em um tubo de 1,5mL. Utilizou-se o ima
para baixar as beads e retirar o sobrenadante. Foi lavado com 1mL de PBS,
colocou-se no imé& novamente e foi descartado o sobrenadante. As beads foram
resuspensas em 45uL de PBS 3% BSA e adicionou-se 10° TU de fagos (em
aproximadamente 5uL) da biblioteca de fagos. Nos rounds seguintes, procedeu-
se igualmente, mas foi adicionado 5uL dos fagos precipitados do round anterior
no lugar da biblioteca. Incubou-se sob agitagéo por 1h em temperatura ambiente,
apos baixadas as beads com o ima, foi coletado o sobrenadante para ser

utilizado no ensaio e descartaram-se as beads.

Adicionou-se 50uL do sobrenadante clarificado da biblioteca de fagos ao
tubo bloqueado e 100-500nM (5uL) do peptideo LL-37 biotinilado. Incubou-se
por 1h a temperatura ambiente sob gentil rotacdo. As beads bloqueadas foram
adicionadas a solucédo contendo os fagos e o peptideo LL-37 biotinilado e
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incubadas sob gentil agitacdo por 15 minutos. As beads foram imantadas e
retirou-se o sobrenadante com uma ponteira de 200uL acoplada ao sistema de
vacuo. Apds, lavar por 7 vezes com PBS 0,1% tween 20, 2 vezes com PBS 3%
BSA e apenas 1 vez com PBS, foram ressuspensas as beads em 50uL de PBS
e adicionou-se 200uL de K91Kan (DO = 1,6-2,0) e foi incubado por 30 minutos
a temperatura ambiente. Recuperou-se a solucdo de beads com a bactéria
adicionando 20mL de LB kan-tet em um tubo falcon e deixou-se crescer durante

a noite por 12h sob agitagéo, para precipitar os fagos no dia seguinte.

No primeiro round indica-se ndo plaguear, apenas nos demais rounds,
plagueando a partir dos 20mL: 100uL, 1:10 e 1:100. Ao final do dltimo round,
contou-se 0 numero de colbnias, que foram recuperadas com o auxilio de uma
ponteira de 10uL, primeiro em 100uL de PBS 1X estéril e em seguida em 150uL
de LB-glicerol. A partir do PBS 1X, procedeu-se para o PCR de fago e

sequenciamento.

3.2 Panning in vitro

Em um poco de placa de 96 pocos de fundo chato, foi realizado o coating
do panning in vitro. Para tanto, colocou-se 1ug de peptideo LL-37 com PBS
estéril. Seguindo a recomendacdo do protocolo, os pocos escolhidos foram
fisicamente bem afastados, para evitar contaminacdes. A placa foi mantida na
geladeira durante a noite por 12h.

Retirou-se o peptideo do poco e foi guardado em um tubo no freezer a -
20°C para outros ensaios posteriores. Completou-se 0 po¢o com 3% BSA em 1X
PBS ou 3% BSA e foi incubado a temperatura ambiente por 2 horas. Adicionou-
se o0 volume de 5pL da biblioteca em PBS 3% BSA para volume final de 50uL e
foi incubado no pocgo por 2 horas a temperatura ambiente. Apos, foram retirados
os fagos, da biblioteca dos poc¢os, e lavados com 200ul de PBS, repetindo a agé&o
por 9 vezes. Cada lavagem foi realizada trés vezes e homogeneizado com a
pipeta. No final, deixou-se 50uL de PBS em cada poco, a fim de que nédo
secasse. Acrescentou-se 200uL de K91Kan (DO = 1,6-2,0) e foi incubado por 30
minutos. Foi transferida a solucdo de fagos e bactéria para um tubo falcon de

50mL contendo 20mL de LB com tetraciclina (20pg/mL) e kanamicina
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(100pg/mL). O tubo falcon foi incubado contendo as bactérias em uma estufa de
37°C com agitacdo de 250-300 RPM, devendo ficar entre 18 a 20 horas. Apos a

incubacéo realizou-se a precipitacao dos fagos.

No segundo round repetiu-se o0 coating do primeiro dia e o primeiro round.
Apos transferir a solucdo de fagos e bactéria para um tubo falcon de 50mL, foram
plagueadas em triplicatas a partir dessa solucdo, em 100uL, 10uL e 1pL.
Incubou-se o tubo falcon sob agitacdo de 250-300 RPM e as placas em uma
estufa a 37°C, devendo ficar entre 18 a 20 horas.

3.3 Precipitacdo de fagos com PEG/NaCl

Com o fim da incubacg&o do tubo falcon com solugéo na etapa anterior,
colocou-se 0 mesmo para centrifugar a 8.000xg por 20 minutos a 4°C. O
sobrenadante de fagos foi transferido para um novo tubo falcon e se acrescentou
a solucdo PEG/NaCl para uma concentracéo final de 13% (adicionar 0,15mL da
solucdo PEG/NaCl para cada 1mL de sobrenadante de cultura). Misturou-se bem
e se manteve no gelo por 1 hora.

Centrifugou-se a solucdo com PEG/NaCl 8.000xg por 20 minutos a 4°C.
Apos, foi desprezado o sobrenadante e o precipitado (pellet) de fagos, passando
por uma nova centrifugacdo de 8.000xg a 4°C, desta vez por 5 minutos. Foi
desprezado o sobrenadante e se ressuspendeu o pellet de fagos em 1mL de
PBS estéril. A suspenséo de fagos foi incubada no shaker, 250 RPM a 37°C por
15 minutos, e depois, foram transferidos os fagos para um tubo de 1,5mL e
centrifugados em velocidade maxima por 10 minutos. O sobrenadante de fagos
foi novamente transferido para um novo tubo de 1,5mL contendo 13% PEG/NacCl
(150pL) e incubado no gelo durante 15 minutos.

O tubo foi centrifugado em velocidade méaxima por 10 minutos, descartou-
se 0 sobrenadante e foi centrifugado por mais 5 minutos. Entdo, se
ressuspendeu o pellet de fagos em 100 a 500ul de PBS estéril e incubou-se sob
agitagédo de 250 RPM a 37°C por 10 minutos. Foi transferido o sobrenadante de
fagos para um novo tubo de 1,5mL e armazenado na geladeira a 4°C para

posterior titulacao.
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3.4 Titulacéo dos fagos

Foi inoculado a K91Kan da placa LB-Kan em 10mL de meio liquido TB
fosfato-Kanamicina (50 pg/mL) e incubado a 37°C, sob agitacdo de 250RPM até
chegar a DO= 1,85 — 2,00. Apos, foi infectado 200uL de bactéria, seguindo a

representacdo abaixo com as dilui¢des do fago. (Figura 3)

Figura 3 - Esquema de titulacdo dos fagos e da bactéria K91Kan para plaguear
posteriormente
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Apos realizar o esquema de titulacdo, foram incubados por 30 minutos os
tubos. Depois realizado o plaqueamento, em triplicatas de 50ul em placas LB
kanamicina (100ug/ml) e tetraciclina (40pg/ml). Deixou-se crescer na estufa a
37°C durante 12h e, apds esse tempo, foram contadas as colbnias, e assim
determinou-se o titulo de fagos.
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3.5 Phage PCR

A regido que flanqueia a sequéncia que codifica os peptideos inseridos no
gene da proteina plll é amplificada por reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
utilizando como alvo colbnias de bactérias que produzem fagos. Utilizando este
produto de PCR como alvo em reacdes de sequenciamento de DNA, podemos
obter a sequéncia de peptideo expressa em determinado fago. Para cada colonia
(TU) coletada na placa, é feita uma reacédo de PCR conforme descrito na tabela
abaixo.

Tabelal — Descricdo de reagentes e volumes para uma reacdo de Phage PCR.

Concentracdo Concentracao

Reagentes inicial final Volume
Agua ultra-pura 11,5 ul
Tampao com (NH4)2S0a4 10X 1X 2,5 ul
dNTP 2,5mM 2,5uM 2,5 ul
MgCl2 25 mM 2mM 2,0 ul
Primer phage forward 10 pmol/ pl 0,8pmol/ pl 2,0 ul
Primer phage reverse new 10 pmol/ pl 0,8pmol/ pl 2,0 ul
Taqg DNA polymerase 5U/ul 1U/ul 0,5ul
Template (1col6nia/100ul PBS) 2,0 ul
Total volume 25ul

3.6 Amplificac&o dos fagos

Foi colocada a bactéria K91Kan para crescer em 10mL de meio TB-
fosfato-kanamicina e infectou-se 200uL de K91Kan em 40mL de meio LB (em
um Erlenmeyer com 40uL de Kan/Tet). Adicionou-se 5uL dos fagos selecionados
da placa de LB-Glicerol e deixou-se crescer durante 12h. Apds, foram

precipitados e ressuspendidos em 40uL de PBS.

3.7 Ensaio de Binding

Realizou-se um coating no primeiro dia com 100-200ng do peptideo LL-
37 em 50uL de PBS ou TCM, usando como controle o BSA 3%. Aplicou-se cada

peptideo em PBS em um poco de uma placa de 96 pogos de fundo chato. E
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indicado que os pocos escolhidos estejam fisicamente bem afastados, para

evitar contaminacfes. Foram mantidos na geladeira durante 12h.

Na sequéncia, foi retirado o peptideo do po¢o e armazenado em um tubo,
em um freezer a -20°C para futuros ensaios. Completou-se totalmente o poco
com BSA 3% em PBS 1x e incubou-se a temperatura ambiente por 2 horas. Foi
adicionado entre 108 e 10° TU/uL de fago da biblioteca em 50uL de PBS e
incubado no poco por 2 horas.

Foram retirados os fagos da biblioteca do pogo e lavados com 200uL de
PBS 1x cada poco, repetindo essa lavagem por 9 vezes em cada. Em cada
lavagem foi realizado 3 vezes a homogeneizacdo com a pipeta. Ao final, foi
deixado 50uL de PBS no poco para que nao secasse. Foi acrescentado 200uL
da bactéria K91Kan e incubou-se durante 30 minutos. Transferiu-se a solucao
com bactéria do poco para um falcon com 10mL de LB e foi plaqueado 100uL
em triplicata. Foram diluidos 10 e 100 vezes, e plaqueados 100uL de cada

diluicdo em triplicatas.

3.8 Ensaio de competicao

No primeiro dia realizou-se um coating com 100-200ng do peptideo LL-37
em 50uL de PBS, usando como controle BSA 3%. Foram aplicados cada
peptideo em PBS em um poco de placa, de 96 pogos de fundo chato. E indicado
que os pocos escolhidos estejam fisicamente bem afastados, para evitar

contaminac¢des. Manteve-se na geladeira durante 12h.

Na sequéncia, foi retirado o peptideo do poco e guardado em um tubo em
um freezer a -20°C para futuros ensaios. Completou-se totalmente o po¢co com
BSA 3% em PBS 1x e foi incubado a temperatura ambiente por 2 horas.
Adicionou-se entdo, entre 108 e 10° TU/uL de fago da biblioteca juntamente com
peptideo LL-37 em 50uL de PBS e incubou-se no poco por 2 horas. Foi realizado
0 controle negativo apenas com fago, sem peptideo.

Foram retirados os fagos da biblioteca do pogo e lavados com 200uL de
PBS 1x cada poco, repetindo essa lavagem por 9 vezes em cada. Em cada

lavagem foi feita 3 vezes a homogeneizagdo com a pipeta. Ao final, deixou-se
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50uL de PBS no pogo para que ndo secasse. Foi acrescentado 200uL da
bactéria K91Kan e foi incubado durante 30 minutos. Transferiu-se a solu¢cdo com
bactéria do pogo para um tubo falcon com 10mL de LB e foi plaqueado 100uL
em triplicata, diluindo 10 e 100 vezes e plaqueado 100uL de cada diluicdo, em

triplicatas.

3.9 Tratamento das células com LL-37

Realizou-se um tratamento das células HEK-293 com LL-37 seguindo a
representacdo do esquema da imagem abaixo. As células sdo provenientes do
Banco de células do Rio de Janeiro, linhagem 293 [HEK-293]. Foram obtidas a
partir de um rim embrionario primario humano, transformado por adenovirus tipo

5. Células do tipo aderente. (Figura 4)

Foi utilizado a concentracdo de 5x10° células por pogo em uma placa de 6
pocos. Adicionou-se 10uM de LL-37 por pogo para um volume final de 500uL,

por poco, e foi incubado em estufa por 2h a 4°C.

Figura 4 - Esquema de tratamento das células HEK-293 com LL-37
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3.10 Preparacéao das células - Cross-Linking in vivo

As células foram lavadas com tampéao de reacéo (Salina tamponada com
fosfato (PBS) fosfato de sddio 0,1 M, NaCl 0,15 M, pH 7,4) gelado, 5 vezes para
remover o meio de cultura. Apds a lavagem, foram ressuspendidas as células
peletizadas no tamp&o de reacdo na concentracdo de aproximadamente 5x106
células/mL. Foi adicionado 20 e 50uL de agente de cross-linking 100mM a 1 mL

de suspensao de células para determinar a concentracao ideal (2 e 5mM final).
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A mistura foi incubada em temperatura ambiente por 30 minutos com agitacao

leve.

Apos este tempo, a incubacéo foi paralisada com 50uL de tampé&o de
extingdo (1M Tris (pH 7.5)) e apds novamente incubada por mais 5 minutos a

temperatura ambiente.

3.11 Imunoprecipitacao

Para células em suspenséo, foi centrifugada a suspenséo de células a
1000xg por 5 minutos para sedimentar as células e o sobrenadante foi
descartado. As células foram lavadas com tampéao de reacédo gelado (PBS) 5
vezes para remover o excesso de cross-linker ndo reagidos. Apds foi adicionado
o tampéo de lise/lavagem (4uL) gelado ao pellet de células e usado 500uL de
tampéo de lise/lavagem por 50mg de pellet de células umidas. O lisado foi
incubado em gelo por 30 minutos com mistura periddica. Apos a incubacao, os
residuos celulares foram removidos por centrifugagdo a 13.000xg por 10
minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo para determinacdo

da concentracéo de proteina e analise posterior.

3.12 Ligacéo beads com anticorpo

Primeiramente os anticorpos foram purificados com o Kit de limpeza de
anticorpos Thermo Scientific™ Pierce™ (Produto n° 44600), devido ao BSA e a

gelatina.

Foi agitado, no vortex, o frasco de esferas magnéticas ativadas pelo NHS
para obter uma suspensao homogénea. Adicionou-se 25uL de beads em um
tubo de microcentrifuga. O tubo foi colocado em um suporte magnético e
coletado as esferas por 1 minuto. Removeu-se e descartou-se a solugéo de
armazenamento. Apds, foi adicionado ao tubo 400uL de HCI 1mM gelado e
agitado suavemente no vortex para misturar por 5 segundos. Foram coletadas
as esferas em um suporte magneético, removido e descartado o sobrenadante e

lavado com borado 0,083M 1x.
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Foi preparada a solucdo de anticorpos diluindo o anticorpo LL-37
(https://datasheets.scbt.com/sc-166770.pdf) ou isotipo controle (IgGl)
(https://datasheets.scbt.com/sc-3877.pdf) em 10uL de tampéao borato (0,67 M)
para elevar o volume final a 100uL. A concentracao final de anticorpo foi de 5ug
/ 100uL e a concentracao final de Tampéao Borato foi de 0,067M (20uL de
anticorpo + 80uL de borato 0,083M).

Adicionou-se 100uL da solugdo de anticorpo preparada nas beads.
Suavemente misturou-se e foi incubado em uma plataforma giratéria por 60
minutos em temperatura ambiente. Apos foram coletadas as beads com um
suporte magnético, removido o sobrenadante e salvo para analise posterior. Foi
adicionado 100uL de tamp&o de eluicdo e agitado suavemente no vortex.
Coletou-se as beads em um suporte magnético e foi descartado o sobrenadante.
Adicionou-se 500uL de PBS 3% BSA as beads, agitado delicadamente e
incubado em uma plataforma giratéria por 60 minutos. As beads foram coletadas

com um suporte magnético, e apos descartado o sobrenadante.

Foi preparado 500uL de Tampao Borato Modificado (Modified Borate
Buffer) para cada reacdo de Imunoprecipitacao (IP) diluindo 25uL de Tampéao de
Lise / Lavagem IP com 475uL de Tampao Borato. Esse preparo ocorre a partir
de um Pacote de Tampdao Borato Thermo Scientific BupH, contetdo dissolvido
em um volume final de 500mL de &gua ultrapura. Adicionou-se 500uL de Tampao
Borato Modificado ao tubo e levado ao vortex para misturar. As beads foram
coletadas em um suporte magnético e descartado o sobrenadante. Adicionou-se
500uL de tampao de lise / lavagem IP e levado ao voértex para misturar. As beads

foram coletadas em um suporte magnético e descartado o sobrenadante.

3.13 Imunoprecipitacdo do Antigeno

O lisado celular obtido na etapa de Imunoprecipitagdo (item 3.10) foi
diluido com o Tampé&o de Lise / Lavagem IP para 2 mg / mL. Adicionou-se 500uL
de solucdo de lisado diluida ao tubo que continha as beads magnéticas
acopladas ao anticorpo e incubado por 2 horas em temperatura ambiente em um
rotador. As esferas foram agitadas suavemente a cada 15-30 minutos durante a

incubacdo para garantir que as beads permanecessem em suspensao. Apos,
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foram coletadas as beads em um suporte magnético e removida a amostra ndo
ligada para analise posterior. Foi adicionado 500uL de tampé&o de lise / lavagem
IP ao tubo e levado ao vortex para misturar. As beads foram coletadas em um
suporte magnético e descartado o sobrenadante. Foi repetida 2 vezes esta
lavagem. Acrescentou-se 500uL de agua ultrapura ao tubo e levado ao vortex
para misturar. As beads foram coletadas em um suporte magnético e descartado
0 sobrenadante. Adicionou-se 100uL de tampdo de eluicdo ao tubo e foi
incubado por 5 minutos, em temperatura ambiente em um rotador. As beads
foram separadas magneticamente e o sobrenadante foi salvo para andlise
contendo o antigeno alvo. Para neutralizar o baixo pH, foi adicionado 10uL de

Tampao de Neutralizagdo para cada 100uL de eluato.

3.14 Western Blot

Foi realizado um gel de 10% para corrida de Western Blot com 1,5mm de
espessura de acordo com o protocolo realizado previamente pelo LIM51. Nesse
gel foram colocadas as amostras de ThP1 como controle positivo, e HEK-293
como controle negativo. Também, foram colocados os sobrenadantes das
etapas anteriores de Imunoprecipitacgdo como controles, IgG e o anticorpo
SPNS3, e as amostras testes de IgG e SPNS3. Apds o tempo de corrida em gel,
foi realizada a transferéncia para ser realizado o bloqueio e reagcdo com o

anticorpo para posterior analise.

Foram bloqueados os sitios inespecificos com TBST + albumina 5%
(10mL) por 1 hora. Lavou-se a membrana 3 vezes com TBST (10mL), cada
lavagem de 7 minutos. Apds se incubou com 10mL de TBST + albumina 5% com
anticorpo primario (10uL de LL-37 com 10mL de Superblocker) durante 12h na
geladeira e no rocker. A membrana foi lavada 3 vezes com TBST (10mL), cada
lavagem de 10 minutos. Se incubou com 10mL de TBST + albumina 2% com
anticorpo secundario (1uL de anti-mouse) por 1 hora em temperatura ambiente,
e no rocker. Apés foi lavada a membrana 3 vezes com TBST (10mL), cada
lavagem de 10 minutos. Apés a lavagem da membrana, se pipetou 1mL de cada

reagente do Super Signal sobre a membrana para leitura.
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4. Resultados

4.1 Panning em placa e beads magnéticas

Apés a realizacao dos rounds do panning na placa de 96 pocos, foi
realizado o PCR para visualizar quais colénias haviam produzidos fagos e quais
teriam o resultado positivo. O teste mostrou que se obteve todas as colénias com
resultado positivo para a proxima etapa, de acordo com os controles usados para

tal experimento. Conforme apresentado na figura abaixo. (Figura 5)

Figura 5 - Colbnias de bactérias que produzem fagos

- - oo C=l 2 111

Fd1 neEg
1:1000

Legenda: A. Panning in vitro. B. Panning em beads magnéticas

Apb6s o resultado do PCR, as colbnias foram enviadas para a Central
Analitica do Instituto de Quimica da USP para a realizacao do sequenciamento,

conforme as Figuras a seguir. (Figura 6)
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Figura 6 - Sequenciamento dos fagos selecionados em PCR a partir do panning
in vitro

CTTGCGTGTGGTGGAATCTGTGGTCTCATTGCG(

CTTGCTGGMTITITTTCTGEATGC66eTTGocoos. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
123 45 6 T 8 9 10 ¢ MWD N MWD s THD c
C W F =20 L gﬂ,.

5GGGCTGGTAATTGGTCTTTTGTTGGG |
1 2 3 :4.5

CTTGCTGGTTTTTTTTTCTGGATGCGGCTTGCG(
ICTTGCTGGTTTTTTTTTCTGGATGCGGCTTGCGGGGC 1 2 4 5 6 7 8 9 10

TR ER C W

B 1
Legenda: A. Sequéncia do fago da biblioteca X6. B. Sequéncia dos fagos da
biblioteca CX8C

A Figura 6 apresenta o resultado do sequenciamento referente ao Phage
Display realizado in vitro. A seguir, a Figura 7, elucida o resultado do

sequenciamento do panning, realizado com beads magnéticas de streptavidina.
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Figura 7 - Sequenciamento dos fagos selecionados em PCR a partir do panning
em beads magnéticas de streptavidina.

f
\uh<h | ’Uh M A AL AAAAMAAAAAAAA AAAAARAAN
! WYY A CTTGCACTTCTGTTCCTGTTTATGTTO06TGCO65!

GGGGCTGGTAATTGGTCTTTTGTTGGI | sttt S 19

1 2 3456
G N W s IFW

I

CTTGCTTTTGOCCTOATAGTCGOTGGECGT GCOGG!
MMIH |||,m|‘ Hu, A’ A 1 23 & 8§ 6.7 '8 9 18
A M CJERW P IDDS RIW A C

GGCGCTGGTAATTGGTCTTTTGTTGG

1 g 3 4 o5 6
G N W SIEV

A i

TGCGCTGCTGCTGTTGTGTTTGRGAGGTGE
- ! -2 3:- 4 :8:6 37 89 10
GCTCCTCCTAGTGCGTTTTATGOGH ¢ ‘A" A’ A IVIEVEEED ¢ JRD C
1 2 3 456
P P S A IEEND

‘ TGCCTTGCGCGTTCGATGCCTCATAATTGCG(
M. !I Ih'u II‘“\"”‘“I'IY'N\W 3 4 5 6 7 8 9 19
C

L AJRRS M P HNC
GCTGGGGATTTTGTTTTTACTGGGG(
12 2 & it
6 DTFEEVIED T
Legenda: A. Sequéncia dos fagos da biblioteca X6. B. Sequéncia dos fagos da
biblioteca CX8C

Observou-se que a sequéncia GNWSFV foi encontrada em ambos o0s
testes, panning in vitro e no panning em beads magnéticas de streptavidina. Para
realizar a analise de cada sequéncia de forma correta e clara, estas foram
colocadas no programa Clustal Omega para posterior selecéo. O Clustal Omega
€ um programa de alinhamento de multiplas sequéncias que utiliza arvores guia,
ja implantadas na plataforma, e técnicas de perfil-perfl HMM para gerar

alinhamentos entre trés ou mais sequéncias.

4.2 Amplificac&o dos fagos

Apbs selecionar os fagos nos primeiros ensaios de selecéo, estes foram

submetidos a uma nova etapa - a amplificacdo. Foram titulados os fagos
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selecionados por mais algumas etapas e se monitorou o processo através do
PCR.

Figura 8 - Fagos amplificados e selecionados a partir do PCR

Al A7 A8

1:10000 1:10000 1:10000

ApoOs a conclusdo das etapas de amplificacdo e do PCR, os fagos
selecionados foram enviados para o sequenciamento na Central Analitica do
Instituto de Quimica da USP. Conforme os resultados recebidos e posterior
analise, foram selecionadas as trés sequéncias de fagos, conforme a Figura 9,

a sequir.

Figura 9 - Sequenciamento de fagos selecionados a partir da amplificagéo

Al

3GGGCTGGTAATTGGTCTTTTGTTGGG -CTTGCTGGTTTTTTTTTCTGGATGCGGCTT GCGGGG(  GGGGCTGGTAATTGGTCTTTTGTTGG!
1 2 3 4 56 RN RERR 1 2 2 4 5 8
G N W s D TR A A C ¢ N W s NI

Legenda: A1 e A7. Sequéncias selecionadas a partir da biblioteca X6. C5.
Sequéncia selecionada a partir da biblioteca CX8C
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As amostras de fagos foram selecionadas para as proximas etapas apos
a andlise do PCR da amplificacdo de fagos e da titulacdo de fagos. Onde as
contagens satisfatérias para prosseguir para 0os proximos ensaios eram das
amostras Al, A7 e C5 por mostrarem que tinham quantidade de amostra minima
suficiente. Ambas as amostras, Al e C5 selecionadas séo referentes ao panning
in vitro. A mostra A7 foi selecionada do panning em beads magnéticas de

streptavidina.

4.3 Ensaio de Binding

Com as trés sequéncias de fagos selecionadas, chamadas de Al, A7 e
C5, respectivamente, a partir do ensaio de amplificacao de fagos, foi realizado o
ensaio de validagao para ensaios de ligagéo, o ensaio de binding. Em que o Fd

atua como controle positivo e 0 BSA como controle negativo. (Figura 10)

Figura 10 - Andlise do ensaio de Binding

19/09 - Ensaio de Binding
200+

150
B3 LL-37
EZ3 Scrambled
100- E3 BSA
50
O'M é T . T ’ 1004
<@ S & ’

Com a contagem das placas realizada e visualizadas a partir do grafico
acima, vimos que a amostra Al foi a Unica que conseguiu ligar-se ao LL-37 de
forma satisfatéria, ja que no controle negativo ndo houve nenhum crescimento
de colbnias. Sendo assim, entende-se que o fago Al, selecionado a partir do
panning in vitro esta apto para a proxima etapa de validacao.
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4.4 Ensaio de competicao

Foram realizados trés ensaios de competicdo com diferentes
concentracOes de LL-37, sendo 0 BSA e a sequéncia scrambled de LL-37 como
controles. Mostrando assim, qual a concentragdo necessaria para a saturacao
do peptideo. Foi utilizado no ensaio de competicdo apenas a sequéncia de fago

Al, visto que essa se mostrou satisfatoria no ensaio de ligacdo. (Figura 11)

Figura 11 - Analise do ensaio de competicdo com diferentes concentracfes do
peptideo antimicrobiano LL-37

A Ensalo Competicho 28/Nov Ensaio Competicdo 28/Nov

40
= Fago

= Scrambled
= LL-37
20+ = BSA

Fago
Scrambled
LL-37
BSA

304

10+

o-
Al Fd

5x

10x

C  Ensaio Competicao 05/dez

501 )
= Fago

40 =3 Scrambled
- LL-37
= BSA

30+

20+

o Ii F==
A1 Fd
100x% 104

Legenda: A. 5 vezes concentrado. B. 10 vezes concentrado. C. 100 vezes
concentrado

Observa-se, a partir da contagem das colonias de cada amostra nas
placas (plaqueadas em triplicatas) que o fago A1 com 100 vezes elevada sua
concentracdo, permitiu visualizar a saturagéo do peptideo. Sendo assim, conclui-
se gue a sequéncia encontrada e chamada de Al, conseguiu ligar-se ao
peptideo LL-37.
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4.5 BLAST

Apoés a realizacdo do ensaio de competicdo e a andlise do resultado
apresentar-se satisfatoria ao que se estava procurando, foi colocada a sequéncia
do fago A1, encontrada no Phage Display, no programa BLAST. O BLAST € uma
ferramenta que encontra regides de similaridade entre sequéncias bioldgicas,
comparando assim as sequéncias de nucleotideos ou proteinas com bancos de

dados de sequéncias e calculando a significancia estatistica.

A pesquisa BLAST permitiu encontrar a proteina de membrana: Prontein
Spinster homolog 3 do gene SPNS3 em humanos (organismo: Homo sapiens).
O SPNS3 foi encontrado a partir da listagem das 20 proteinas principais que
apresentaram os maiores escores de similaridade, apresentadas na tabela a
seguir. (Tabela 1)
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Tabela 2 - Lista das vinte principais proteinas que exibem sequéncias com os maiores escores de similaridade e os menores valores
de E, quando comparados aos aminoacidos sequéncia GNWSFV. Resultados obtidos através de uma pesquisa BLAST (continua)

Descricao Espécie Pontuacdo Pontuacdo Percentual E Percentual de Comprimento Numero de
Maxima Total de valor identidade acesso
alinhamento

Proteina spinster  Homo 214 21.4 83% 36 100 512 NP_872344.3

homologo 3 isoforma 1 sapiens

Produto proteico sem Homo 21.4 21.4 83% 36 100 512 BAD18797.1

nome sapiens

Proteina spinster  Homo 214 21.4 83% 36 100 490 XP_011522025.1

homologo 3 isoforma X1 sapiens

Proteina spinster  Homo 214 21.4 83% 36 100 490 XP_054171389.1

homologo 3 isoforma X2 sapiens

Proteina spinster Homo 214 21.4 83% 36 100 479 XP_011522026.1

homologo 3 isoforma X2 sapiens

Proteina spinster Homo 214 21.4 83% 36 100 479 XP_054171390.1

homologo 3 isoforma X3 sapiens

Proteina spinster Homo 214 21.4 83% 36 100 399 XP_054171392.1

homologo 3 isoforma X4 sapiens

Proteina spinster  Homo 214 21.4 83% 36 100 399 XP_047291544.1

homologo 3 isoforma X5 sapiens

Proteina SPNS3 Homo 214 21.4 83% 36 100 385 AAH23646.1
sapiens

Proteina spinster  Homo 214 21.4 83% 36 100 385 NP_001307378.1

homologo 3 isoforma 2 sapiens

Proteina spinster  Homo 214 21.4 83% 36 100 316 XP_054171394.1

homologo 3 isoforma X6 sapiens

Proteina spinster Homo 214 21.4 83% 36 100 316 XP_011522030.1

homologo 3 isoforma X7 sapiens
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Tabela 2 - Lista das vinte principais proteinas que exibem sequéncias com os maiores escores de similaridade e os menores valores de
E, guando comparados aos aminoacidos sequéncia GNWSFV. Resultados obtidos através de uma pesquisa BLAST (final)

Descricao Espécie Pontuacdo Pontuacdo Percentual E Percentual de Comprimento Numero de
Maxima Total de valor identidade acesso
alinhamento
Regido de juncdo de Homo 21.4 21.4 100% 39 83.33 21 MBN4194273.1

cadeia pesada de sapiens

imunoglobulina

Regido de juncdo de Homo 21 21 83% 41 100 13 MOM49453.1
cadeia pesada de sapiens

imunoglobulina

Regido de juncdo de Homo 21 21 83% 51 100 18 MBX79929.1
cadeia pesada de sapiens

imunoglobulina

Regido de juncdo de Homo 21 21 83% 53 100 19 MBB1828429.1
cadeia pesada de sapiens

imunoglobulina

Isoforma X1 da proteina Homo 19.3 19.3 100% 208 75 5405 XP_054178463.1
de ligacéo a IgGFc sapiens

Proteina de ligacdo IgG  Homo 19.3 19.3 100% 208 75 5405 BAA19526.1
Fc sapiens

Precursor de proteinade  Homo 19.3 19.3 100% 208 75 5405 NP_003881.2
ligacdo a IgGFc sapiens

Isoforma X2 da proteina Homo 19.3 19.3 100% 208 75 4204 XP_054187620.1

de ligacéo a IgGFc sapiens
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4.6 Vetor de clonagem

Com o resultado da sequéncia encontrado através do programa BLAST,
foi possivel realizar a montagem de um vetor de clonagem para producéo e
assim realizar o ensaio de Imunoprecipatacdo para validacdo do resultado
encontrado no Phage Display. O vetor foi produzido e comprado da empresa
Thermo Fisher Scientific. Onde o vetor de clonagem expressa/RS: pcDNA3.1(+),

Hindlll/BamHI conforme imagem abaixo. (Figura 12)

Figura 12 - Vetor de clonagem do Prontein Spinster homolog 3 do gene SPNS3
em humanos realizado através da sequéncia de DNA

AmpR_promoter ]

Amp(R) —
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—CMV_ Promoter
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pBR322_origin

-Insert (1560 bp)
Neo_Kana :
Neo(R) - BamHI(2466
SV40_promoter ——3 <
SV40_origin — f1_origin

4.7 Imunoprecipitacao

A Imunoprecipitagdo foi realizada como uma forma de validagdo dos
resultados encontrados. A visualizacao do resultado desse tipo de ensaio € vista
a partir da corrida de gel realizado no Western Blot. Foi utilizado como anticorpo
primario 10uL de LL-37 com 10mL de Superblocker e anticorpo secundario 1uL
de anti-mouse, ja que o anticorpo primario foi produzido em camundongo. Na
figura 14 pode ser visualizado a seguinte ordem de amostras: padrdo, IgG
controle (sobrenadante), SPNS3 controle (sobrenadante), IgG amostra teste
(sobrenadante), SPNS3 amostra teste (sobrenadante), IgG controle, SPNS3
controle, IgG amostra teste, SPNS3 amostra teste, ThP1 e HEK-293. (Figura 13)
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Figura 13 - Gel de Western Blot em 10% do ensaio de Imunoprecipitacao
apresentado na forma sem luz e com luz para melhor visualizac&o do resultado

Os controles positivo e negativo funcionaram conforme o esperado, mas
as amostras do teste ndo positivaram da forma prevista, jA que a amostra SPNS3
teste e controle acendeu apenas no final do gel de 10%, assim como a amostra
de 1gG teste. Podemos observou-se, entédo, que a leitura do gel de Western Blot

gerou um resultado inconclusivo.
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5. Discussao

O homologo spinster (SPNS) é um transportador transmembranar
amplamente distribuido, que auxilia esfingolipido a desempenhar seus papéis
através da membrana celular. A familia SPNS pertence a Superfamilia dos
Facilitadores Maioritarios (MFS), de acordo com andlises de homologia de
sequéncia. O SPNS2 é conhecido como transportador fisiolégico. O SPNS1 é
um meio eficaz e biologicamente ativo de promover sinalizacao das células que
promovem a regulacao da proliferacdo de células cancerigenas. Alguns estudos
mostraram que o0 SPNS3 pode estar envolvido em hiperresponsividade
esfingolipido e ativacdo de mastécitos em pacientes asmaticos. Porém, ainda
nao se entende a maioria dos papéis que o SPNS3 desempenha nas patologias

humanas (Huang et al, 2020).

Segundo Huang et al. (2020), no prognéstico do SPNS na Leucemia
Mieloide Aguda (LMA), foi encontrada uma alta expressdo SPNS2 e SPNS3, que
foram vistos como fatores de prognadstico ruim em pacientes submetidos apenas
a guimioterapia. Além disso, a alta expressdo do SPNS3 foi negativa como fator
de progndstico para a sobrevida global em pacientes com transplante alogénico
de células-tronco hematopoiéticas.

O SPNS3 é um transportador atipico de Soluto (SLCs) pertencente ao
MFS, e foi observado que ele pode mediar o progresso de apoptose e autofagia
em mamiferos, e participa também da sinalizacdo esfingolipidica. A super
expressdo do SPNS3, de acordo com os pesquisadores, pode regular e controlar
progressdo, proliferacdo e diferenciacdo da LMA por autofagia. Como os
pacientes observados com alta expressdo de SPNS3 teve um indice alto de
sobrevivéncia. Como por exemplo, 0 SPNS3 pode ser usado como preditor para
pacientes com LMA no futuro (Huang et al., 2020). Sendo assim, o SPNS3 pode
também ser usado como preditor para pacientes com outros tipos de cancer no

futuro.

No estudo realizado por Hong et al. (2021), foi demonstrado que a
expressdo de SPNS3 na LMA promoveu efeito de resisténcia contra a apoptose
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nas células leucocitarias, responsavel pela baixa sobrevida na LMA. A alta
expressdo de SPNS3 pode ser considerada um marcador de mau prognaostico,
por ser mediado pelo seu efeito antiapoptético. Sendo assim, a expressao de
SPNS3 na LMA possui efeito patolégico nesses pacientes devido a resisténcia
das células.

Também foi observado que a S1P, é uma molécula de sinalizacdo que
promove a carcinogénese na LMA mediando a proliferacéo celular, migracdo das
células para os tecidos e a vascularizagdo. A S1P é transportada para fora das
células pelas proteinas SPNS (SPNS1, SPNS2 e SPNS3), promovendo sua
sinalizacao e proliferacdo de células. Sendo assim, os pesquisadores indicaram
gue o SPNS3 pode ser um alvo potencial para a terapia de LMA, podendo ser
combinada com as terapias ja usadas atualmente nesses pacientes (Hong et al,
2021).

No estudo realizado por Eshibona et al. (2022), também foi observado que
a expressao de SPNS3 em pacientes com LMA prevé um mau progndstico do
paciente, visto que a super expressdao de SPNS3 pode regular e controlar a
proliferacdo e diferenciacdo de LMA por autofagia. Desse modo, vem sendo
sugerido nos estudos de que o SPNS3 venha a ser um potencial alvo terapéutico

na LMA pediatrica e adulta.

SPNS2 e SPNS3 estao situados de ponta a ponta no genoma de espécies
que variam de elefantes e tubardes até os mamiferos. Isso indica, na historia da
evolucdo, que eles foram conservados desde a divergéncia evolutiva dessas
espécies ha pelo menos 400 milhdes de anos. Embora a funcédo do SPNS3 ainda
nao tenha sido elucidada, seu forte nivel de conservacgao prevé um alto nivel de
importancia para a espécie humana, ja que, por exemplo, o SPNS1 nao foi
conservado em filos aviarios. Os estudos realizados com a familia spinster
mostraram que eles possuem papéis importantes em processos biolégicos como
a autofagia e a metastase tumoral. Um estudo mais aprofundado sobre as
funcdes dos SPNS podera ajudar a entender processos bioldgicos basicos e
auxiliar no desenvolvimento de novas ferramentas para diagnostico e tratamento

de doencas associadas aos SPNS (Nakano, 2019).

Por sua vez, O LL-37 é um peptideo antimicrobiano (AMPSs) e sabe-se que

esses peptideos atuam na defesa do hospedeiro, fazendo parte da resposta
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imune inata. E uma molécula que fornece protecéo contra patdgenos ambientais,
agindo contra muitos microrganismos. A sua producdo é uma resposta imune
inata importante contra infec¢cdes. A producdo do LL-37 vai depender de
caracteristicas, como: organismo, tipo celular e o peptideo a ser considerado
(Pinheiro da Silva e Machado, 2012).

Sabe-se que apés a entrada de um patdégeno invasor no sistema do
hospedeiro, o LL-37 ird atuar como uma sinalizacdo de perigo unindo assim a
resposta imunoldgica inata e adaptativa, recrutando células imunocompetentes
para o local da infecgdo. O LL-37 consegue modular os niveis de citocinas
inflamatorias. Tal funcdo ajuda no controle do equilibrio entre as pr6é e anti-
inflamatorias. Além disso, ele pode ser encontrado em processos biologicos que
ndo envolvam células imunes, como: apoptose, angiogénese, fechamento de
feridas e manutencéo da integridade da barreira epitelial intestinal. Porém, o LL-
37 foi associado a pelo menos nove receptores pertencentes a diferentes classes
de receptores incluindo quatro receptores acoplados a proteina G (GPCRS), trés
receptores tirosina-quinase (RTKS), um canal ibnico ativado por ligante (LGIC)
e receptores do tipo Toll (TLRS) (Verjans et al., 2016; Henzler et al., 2003; Liu et
al, 2013; Yang et al., 2000; Nijnik et al., 2009). Estudos revelaram que o LL-37
também bloqueia o receptor de gordura CD36 em adipdcitos e hepatdcitos,
assim como o acumulo de lipideos. O LL-37 circulante na corrente sanguinea em
pacientes com obesidade, mostrou a relacdo com o aumento do IMC e a

modulacdo do desenvolvimento da obesidade (Hoang-Yen Tran et al., 2016).

Foi observado que o LL-37 possui atividade antimicrobiana contra
bactérias Gram-negativas, como: Pseudomonas (Bals et al., 1998), Escherichia
(Dorschner et al., 2001), Salmonella e Klebsiella (Larrick et al., 1995 (b)), e Gram-
positivas, como: Staphylococcus (Dorschner et al.,, 2001), Streptococcus
(LaRock e Nizet, 2015), Enterococcus (Turner et al.,, 1998) e Clostridium
(McQuade et al., 2012), também contra patdgenos dos géneros Enterococcus
(Bals et al, 1998), Mycobacterium (Neshani et al., 2019), Treponema (Sambri et
al., 2022) e Mycoplasma (Neshani et al., 2019). O LL-37 tem habilidade de matar
bactérias por meio de atividades antibacterianas diretas, principalmente por meio
de interagBes de membrana, mas também por meio de imunomodulagao. Devido

a interacdo de membrana, para conseguir matar as bactérias, os AMPs tém sido
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considerados menos propensos a resisténcia do que o0s antibidticos
convencionais. Os AMPs séo considerados um potencial agente terapéutico por
suas atividades de amplo espectro e imunomodulacdo, bem como por suas
habilidades de morte direta e baixas taxas de resisténcia. O LL-37 possui
respostas pro-inflamatoérias e anti-inflamatorias, que sdo importantes para a
morte indireta de bactérias. Por exemplo, LL-37 € capaz de induzir migracao,
proliferacdo e diferenciacdo celular na geracdo da resposta imune contra
bactérias (Ridyard e Overhage, 2021).

Os peptideos antimicrobianos possuem um papel fundamental para
controlar doencas infecciosas. Muitos estudos tém associado a falta ou baixa
secrecdo dos AMPs com a suscetibilidade em desenvolver algumas doencas
infecciosas como a tuberculose (Lee et al.,, 2019). Estudiosos sugerem que
restabelecer ou induzir a producao das catelicidinas evitaria o desenvolvimento
de doencas infecciosas. Esses estudos referiram que a criacdo de compostos
sintéticos, como para promover a inducéo de LL-37 em células epiteliais do colon
e do epitélio pulmonar, aumentou a poténcia na inibicdo de enzimas de
remodelacdo da cromatina (HDAC). Quando aumentada, a HDAC consegue
modular a cromatina e aumentar a ativacao de vias celulares e fatores nucleares
como STAT3, HIF-1a NF-kB, C/EBPa e, AP-1. Essas vias estao relacionadas

com a resposta imune dos peptideos antimicrobianos a doencas infecciosas
(Rodriguez-Carlos et al., 2021; Rivas-Santiago et al., 2011; Chung et al., 2020).

O LL-37 foi encontrado pela primeira vez em leucécitos e testiculos, mas
apos foi descrito também em uma grande variedade de células, tecidos e fluidos
corporais em diferentes concentragdes devido a sua dupla natureza como
peptideo antimicrobiano e molécula sinalizadora ligada a imunidade inata (Durr
et al., 2006). Também foram observadas diferentes concentracfes de LL-37 em
algumas doencgas, essas concentragbes foram chamadas de concentragbes
positivas, doencas como lUpus eritematoso sistémico (Kim et al., 2005),
dermatite de contato (Kim et al., 2005), infecc&o por H. pylori (Hase et al., 2003),
e negativas, em doencas como dermatite atopica (Howell et al., 2005), epitélio
de ulcera crbnica (Heilborn et al., 2003), infec¢éo entérica (Islam et al., 2001) e
Leucemia Miel6ide Aguda, concentracfes aumentadas ou diminuidas (Yang et
al., 2003; Turner et al., 1998).
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A concentragédo positiva foi mais encontrada do que a negativa, mostrando
que o LL-37 auxilia o sistema imunoldgico no combate a doencas. Quando em
contato com bactérias, o LL-37 tem sua sintese aumentada em células epiteliais.
J&, a beta-defensina-2 humana pode aumentar a concentragdo da expresséao de
LL-37 nas células epiteliais do colon e da mama. Por sua vez, o baixo nivel de
LL-37 encontrado na infeccdo entérica, pode estar relacionado com uma
regulacdo negativa na expressao causada pelos patégenos invasores (Dirr et
al., 2006; Stroinigg et al., 2005).

A concentracdo aumentada de LL-37 pode ser encontrada na pele apés o
aparecimento de uma ferida, que ao ser fechada, retorna os niveis normais. Um
estudo mostrou que o epitélio em formacao que migra sobre a ferida é o principal
local de expresséo de LL-37. Também foi visualizado que a inibicdo de LL-37 por
anticorpos especificos, que impediu a cicatrizacdo de feridas, foi encontrado
também em niveis reduzidos de LL-37 no epitélio da ulcera crbnica (Durr et al.,
2006).

Em um estudo que visava investigar a atividade quimiotatica de LL-37
para eosindfilos e explorar os mecanismos envolvidos na atracdo mediada por
LL-37 de neutrofilos e eosindfilos, foi visto que os peptideos antimicrobianos
derivados de neutréfilos, defensinas e o LL-37, mediaram a quimiotaxia de
células inflamatérias via ativagdo de quimiocina e formil-peptideo receptores
(FPRs). Também foi observado que o LL-37 pode induzir o recrutamento de
monaocitos em locais de inflamacédo e lesdo. Esse recrutamento foi induzido a
partir da quimiotaxia. Contudo, depois que os mondcitos se diferenciaram em
células dendriticas imaturas, ndo conseguiram responder ao LL-37 a partir da
quimiotaxia (De Yang et al., 2000).

A capacidade dos neutrofilos de ingerir e fagocitar bactérias e fungos é
um dos principais componentes da imunidade inata e o que difere da imunidade
adaptativa. Os neutrofilos possuem a capacidade microbicida devido aos seus
mecanismos oxidativos e ndo oxidativos. O mecanismo oxidativo funciona a
partir da ativacdo do NADPH, que produz superoxido em grandes quantidades.
Por sua vez, o0 mecanismo nado oxidativo € mediado pelos peptideos
antimicrobianos armazenados nos granulos citoplasmaticos. Os neutrofilos

possuem dois tipos de peptideos antimicrobianos: as defensinas e o LL-37. As
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defensinas se encontram nos granulos primarios e o LL-37 nos granulos

secundarios (especificos) dos neutroéfilos (Turner et al., 1998).

Em suma, a expressédo de LL-37 ja foi observada em células da imunidade
inata, como neutréfilos e mondcitos, e em células T da imunidade adaptativa
(Sorensen et al.; 2003, Agerberth et al., 2000). Também, foi visualizado nos
gueratindcitos quando ocorre inflamacao na pele e nos epitélios escamosos. Nas
vias aéreas, houve expressao de hCAP-18/LL-37 no epitélio de superficie das
vias aéreas condutoras e nas glandulas submucosas. Ainda, foi observado em
fluido de lavagem broncoalveolar (Agerberth et al., 1999). Estas descobertas
demonstram que o LL-37 pode vir a inibir respostas inflamatérias, principalmente
aguelas que tiveram estimulos microbianos. Isso refor¢a a teoria de que o LL-37
esta presente e possui um papel regulador nas respostas inflamatérias, na
imunidade adaptativa e no processo de cicatrizacdo (Tjabringa et al., 2006;
Frohm et al., 1997; Frohm et al., 1999).

O estudo de Tjabringa et al. (2006) demonstrou também que o LL-37 induz
quimiotaxia eosindfilos e neutrdfilos. Esse efeito pode ser inibido pela acdo do
antagonista FPR peptideo tBoc-MLP (Yang et al., 2000). Também, foi visto que
a acdo prolongada do beta 2-adrenoceptor agonista de formoterol inibiu a
guimiotaxia induzida por LL-37 nos neutréfilos e eosindfilos. Tal acao sugere que
as respostas inflamatérias mediadas por LL-37 podem ser inibidas. Outro ponto
importante nesse estudo é o fato de que o LL-37 além de conseguir regular a
resposta inflamatdria, consegue também atrair as células inflamatérias de forma
seletiva através da quimiotaxia. Isso pode ser visto no recrutamento dos
neutréfilos e eosinodfilos que sdo quimioatraidos pelo LL-37 (Tjabringa et al.,
2006; Eda et al., 1993).

Portanto, o LL-37 possui diversas fungdes no sistema imune dos seres
humanos. Possui atividade antimicrobiana e esta envolvido diretamente na morte
de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, também esta envolvido na morte
de outros patdégenos com atividade microbicida. Pode induzir a desgranulacéo
de neutrofilos e mastocitos, e induzir a regulacdo positiva de citocinas
inflamatorias e receptores de citocinas (Wessely-Szponder et al., 2010; Xiao et
al., 2006; Bommineni et al., 2007). Também, pode elevar a fagocitose por meio

da opsonizacdo de bactérias e regulacdo positiva de receptores de
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reconhecimento bacteriano. E, ainda, aumentar a captacdo de DNA/RNA,
elevando assim a sinalizacao intracelular do receptor toll-like (TLR). O LL-37
pode induzir a regulacao de IL-10 e TGF-BR, moléculas anti-inflamatérias. Esta
envolvido no processo de cicatrizacdo realizando a inducdo da migracao de
células epiteliais. Por fim, o LL-37 pode atuar influenciando a diferenciacéo de
células como os mondcitos, por exemplo, os atraindo para os tecidos inflamados,
que acabam sendo diferenciados em macréfagos (Van Harten et al, 2018;
Kosciuczuk et al, 2012; Mansour et al., 2014).

A associacédo do LL-37 a diferentes tipos de receptores mostrada em
estudos, provocou o questionamento sobre a existéncia de mais receptores, de
diferentes classes que o LL-37. E se este poderia ser associado ou quais
receptores poderiam se associar a ele. Nesse entendimento, propiciou-se
encontrar o SPNS3, uma proteina homologa spinster, um transportador

transmembranar, muito comum em pacientes com LMA.

Dentro das limitacbes da pesquisa salienta-se as dificuldades
encontradas decorrentes da pandemia de COVID-19, que ocasionou o
fechamento dos laboratérios no ano de 2020. Tal situacdo estagnou os dados da
pesquisa, que estava sendo realizada durante o ano de 2019, até a reabertura

dos laboratérios em 2021.

Ainda, o tempo investido nos varios ensaios realizados em busca de
resultados satisfatorios, o aprendizado do uso da ferramenta Phage Display, e
os estudos realizados para chegar ao protocolo de Imunoprecipitacdo, foram de

suma importancia para alcancar aos resultados e oportunizar novos estudos.

Nessa mesma linha, destaca-se que o resultado deste estudo aponta uma
proteina spinster que ndo apresenta compreensdo total da sua atuacdo. Pois, a
insuficiéncia de estudos sobre o0 assunto e o funcionamento do SPNS3, impede
o entendimento sobre a maioria dos papéis que desempenha nas patologias
humanas. Ou ainda, que possa vir a desempenhar em associacdo com a
resposta imune adaptativa ou inata. Bem como, entender em qual dessas

respostas imunes se enquadra.

A auséncia de referéncias bibliograficas e documentais a respeito do

SPNS3 ou sobre seu comportamento e suas vias de sinalizag&o inviabilizaram
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um aprofundamento maior nesta pesquisa. Mesmo assim, entende-se que se
deixam contribuicBes importantes para estudos futuros. Como por exemplo,
incentivando a exploracédo da Imunoprecipitacdo, com um possivel teste onde o
resultado seria satisfatério ou gerasse algum tipo de resposta, ou ainda,
investigar o papel do SPNS3 em doencgas patoldgicas e na resposta imune, bem

como na associacdo com o LL-37.

Observa-se também que o teste de validacdo usado ndo conseguiu
confirmar de maneira satisfatoria uma possivel elucidacdo de como poderia
funcionar tal via de sinalizacdo entre o LL-37 e 0 SPNS3. A Imunoprecipitacao
com revelacao através do gel de Western Blot gerou um resultado inconclusivo,
0 que resultou em uma davida de se a escolha do teste nao foi assertiva ou se a
escolha da linhagem de células HEK-293 de rim embrionério, foi o que néo

contribuiu para o sucesso do experimento.

Em um estudo realizado por De Yang et al. (2000) mostrou que o LL-37
apresenta um efeito citotoxico in vitro em células provenientes de mamiferos em
uma concentracéo acima de 5x10° M. Porém esse efeito pode ser bloqueado se
as células estiverem na presenca de soro humano ou suino. Nossas células
foram tratadas com uma concentracdo de 10uM de LL-37 para uma
concentracdo de 5x10° células HEK-293 por poco de uma placa de seis pocos,
também foi utilizado soro suino para bloquear o efeito citotdéxico do LL-37 nas
células. Devido ao resultado apresentado na Imunoprecipitacdo, poderia ser
possivel que a linhagem de células escolhidas ndo conseguisse sobreviver aos
efeitos citotoxicos da concentracdo de LL-37 no momento do tratamento das

células.

Outro ponto que chamou atencdo na tabulacdo de resultados do estudo
foi que a sequéncia encontrada no Phage Display que posteriormente o BLAST
revelou ser do SPNS3, foi encontrada no ensaio de panning in vitro do Phage
Display, e a sequéncia encontrada no ensaio do Phage Display em beads
magneéticas de streptavidina acabou sendo reprovada no ensaio de validacao
para ensaios de ligacdo, o ensaio de Binding. No ensaio de validacdo, a
Imunoprecipitacdo, foi usado as beads magnéticas para que o anticorpo LL-37
se ligasse nelas e posteriormente no Western Blot houvesse a formacéo da via

LL-37 com o vetor de clonagem do SPNS3.
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Sendo assim, questiona-se: poderia o LL-37 ndo conseguir se ligar nas
beads magnéticas em ambos o0s ensaios gerando uma falha na
Imunoprecipitacdo? Ou o tratamento realizado na linhagem de células HEK-293
com o LL-37 antes da Imunoprecipitacéo, que ficou incubado por 2 horas nao foi
o suficiente para gerar a expressédo? Essas indagacfes mostram a necessidade
de testes posteriores para avaliar e validar a ligacdo entre o SPNS3 e o LL-37

de forma satisfatoria e conclusiva.
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6. Conclusodes

Observou-se que a técnica de Phage Display trouxe um resultado
satisfatorio. Pois, foi possivel selecionar uma sequéncia capaz de se ligar ao
peptideo antimicrobiano LL-37, tendo como base os testes de validagéo para a
conclusédo de tal achado. Sendo assim, afirma-se que o uso da técnica em um
peptideo antimicrobiano que ainda ndo se tem esclarecido todos os mecanismos
responsaveis pelas func¢des imunomoduladoras, trouxe mesmo assim, um

resultado positivo.

Entretanto, no teste de validagcdo do resultado encontrado no Phage
Display através da Imunoprecipitacdo, observa-se na leitura do gel de Western
Blot um resultado inconclusivo, visto que os controles funcionaram, porém as
amostras testes nao positivaram da forma esperada. Pode-se inferir também que
a linha da amostra do SPNS3 teste e controle esta brilhando no final do gel,
assim como, a linha da amostra de IgG teste. O que mostra que esse tipo de
ensaio usado, de Imunoprecipitacdo, para a validacéo de resultados encontrados
em Phage Display ndo foi uma escolha assertiva, ja que demonstrou que o vetor
de clonagem do SPNS3 usado ndo conseguiu reagir com o LL-37 em células
HEK-293 em Imunoprecipitagdo. Demonstrando a necessidade de testes

posteriores para validar a via de ligacdo do SPNS3 com o LL-37.

Nesse contexto, 0 presente estudo traz novas perspectivas sobre outra
utilizacdo do Phage Display, em que além de encontrar novos ligantes,
conseguimos demonstrar a possibilidade de descobrir novas vias de sinalizagéo
da reposta imune. Ao estudarmos o0s varios protocolos, entendeu-se a
necessidade de criar um protocolo especifico de Imunoprecipitacdo, para
verificacdo de vias de sinalizacdo. Esse protocolo criado foi essencial para

finalizacdo desta pesquisa.

Sendo assim, 0s objetivos propostos neste estudo foram alcancados.
Apesar da etapa de validacdo através da criacdo do protocolo de
Imunoprecipitagcdo ter gerado um resultado inconclusivo, a técnica de Phage

Display gerou um novo ligante para o LL-37. Essa descoberta foi identificada
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pela ferramenta BLAST, como SPNS3. Sendo que é uma nova via de sinalizagédo

da reposta inume entre o LL-37 e 0 SPNS3.

Devido aos achados do SPNS3 como um novo ligante do LL-37, assim
como, a fungcdo do SPNS3 no sistema imunologico humano, entende-se a
importancia de estudar de forma mais aprofundada a ligacdo do peptideo
antimicrobiano LL-37 com o SNPS3. Em vista disso, entende-se que o presente
estudo mostrou uma nova via de sinalizacéo atraves da técnica de Phage Display

qual pode auxiliar em pesquisas futuras.
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