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RESUMO

Introdugdo: Os Retrovirus Endégenos Humanos (HERVs) s&o virus que infectaram
células germinativas dos nossos ancestrais a milhdes de anos atras. Esses virus se
integraram e se fixaram no genoma humano, foram transmitidos pelas geracgdes e hoje
sabemos que cerca de 8% do genoma humano é composto por sequéncias dos
HERVs. Durante a evolugdo humana, muitos desses eventos ocorreram e resultaram
no surgimento de varias familias de HERVs. Eles foram acumulando varias mutagdes,
como stop cédons dentro do gene, genes isolados ou um unico Long Terminal
Repeats (LTRs) espalhados em todos os cromossomos. Embora a maioria dos genes
de HERVs estejam silenciados ou isolados, o virion pode ser formado pela
combinacao das proteinas virais traduzidas dos genes em diferentes regides do
genoma. Esses virus tém sido associados com um possivel papel na patogénese de
doencas autoimunes, em especial a Esclerose Multipla (EM) e em Lupus Eritematoso
Sistémico, mas as outras doengas autoimunes estdo sendo estudadas de forma
escassa, em especial a Artrite Reumatoide (AR). Essa doenga n&o apresenta etiologia
definida e os pacientes acometidos pela doenga podem apresentar quadros graves e
consideravelmente debilitantes. O objetivo desse estudo é avaliar a resposta humoral
anti HERV em pacientes com AR Métodos: Um tubo de sangue seco foi coletado de
cada voluntario para realizagdo do Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) e verificagao da
resposta humoral (IgG) nos pacientes com AR a fim de verificar niveis de produgao
de anticorpos especificos e circulantes anti peptideos especificos de HERV-K e W.
Resultados: Dos pacientes coletados foram utilizados 31 individuos com AR e 31
individuos saudaveis pareados por sexo e idade sem histérico de doencas
autoimunes. A padronizagao do ELISA teve como melhores resultados a utilizagdo de
tampao de Bicarbonato/Carbonato pH 9,6 para a diluicao 1/100 do peptideo, bloqueio
com SFB 3% em tampao de lavagem, diluicdo do soro 1:500 em PBS, secundario em
1:5000 em tampéao de lavagem. Os pacientes com AR tiveram uma resposta humoral
abaixo do grupo controle. Discussao: O que possivelmente aconteceu foi que os
medicamento anti-inflamatérios abaixou o nivel de expressao do HERV e
consequentemente uma menor resposta humoral e os pacientes nao foram coletados
em surto da doenga. Conclus&o: E preciso realizar novamente esse estudo com
pacientes sem o tratamento com anti-inflamatoérios e se possivel em surto, pois a
resposta humoral dos pacientes com AR foi baixa.

Palavras chaves: Artrite Reumatoide, HERV-K e W, autoimunidade.



ABSTRACT

Introduction: Human Endogenous Retroviruses (HERVs) are viruses that infected the
germ cells of our ancestors millions of years ago. These viruses integrated and became
fixed in the human genome, were passed down through generations, and today we
know that about 8% of the human genome consists of HERV sequences. Throughout
human evolution, many of these events occurred, resulting in the emergence of various
HERV families. They accumulated various mutations, such as stop codons within
genes, isolated genes, or a single Long Terminal Repeats (LTRs) scattered across all
chromosomes. Although most HERV genes are silenced or isolated, the virion can be
formed by the combination of viral proteins translated from genes in different regions
of the genome. These viruses have been associated with a possible role in the
pathogenesis of autoimmune diseases, especially Multiple Sclerosis (MS) and
Systemic Lupus Erythematosus (SLE), but other autoimmune diseases are being
sparsely studied, especially Rheumatoid Arthritis (RA). This disease lacks a defined
etiology, and affected patients may experience severe and considerably debilitating
symptoms. The aim of this study is to evaluate the humoral anti-HERV response in
patients with RA. Methods: A dried blood tube was collected from each volunteer for
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) to assess the humoral (IgG) response
in RA patients, checking levels of production of specific antibodies and circulating
antibodies against specific HERV-K and W peptides. Results: Among the collected
patients, 31 individuals with RA and 31 healthy individuals matched by gender and age
with no history of autoimmune diseases were used. The ELISA standardization
showed the best results with the use of pH 9.6 Bicarbonate/Carbonate buffer for a
1/100 peptide dilution, blocking with 3% BSA in wash buffer, serum dilution of 1:500 in
PBS, and secondary antibody at 1:5000 in wash buffer. RA patients had a humoral
response lower than the control group. Discussion: What likely occurred was that anti-
inflammatory medications lowered the expression level of HERV and consequently
resulted in a lower humoral response, and patients were not collected during disease
flare-ups. Conclusion: It is necessary to conduct this study again with patients not
undergoing anti-inflammatory treatment and preferably during disease flare-ups, as the
humoral response of RA patients was low.

Keywords: Rheumatoid Arthritis, HERV-K and W, autoimmunity.
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1 INTRODUGAO
1.1 OS RETROVIRUS ENDOGENOS HUMANOS (HERVs)

Os retrovirus fazem parte de uma familia bem diversificada e amplamente
distribuidas de virus RNA, que possuem a capacidade de reverter a transcricdo de
seus genomas em DNA. Esses virus podem se apresentar de forma exdgenas e
endbégenas, os retrovirus exdgenos permanecem infecciosos e podem ser
transmitidos de forma horizontal entre individuos, ja os retrovirus endégenos (ERVSs)
acabaram sendo incorporados pelo genoma e sao herdados. A familia viral
Retroviridae é dividida entre os que possuem genoma simples (retrovirus alfa, beta,
gama e epsilon), que contém genes para as poliproteinas estruturais e funcionais Gag,
Pol e Env, ou genomas complexos (lentivirus, deltaretrovirus e spumavirus), que
produzem proteinas adicionais e RNA's com diversas funcbes de viruléncia-

aprimoramento.’

Figura 1 — Estrutura do genoma de um retrovirus

LTR GAG POL LTR

Modelo de onde esta localizado os genes GAG (group-especific antigen), POL
(Polimerase), ENV (Envelope) e as LTR (Long Terminal Repeat) dentro de um
retrovirus exégeno.

O genoma humano é formado de 8% de genomas elementos virais, chamados
de Retrovirus enddégenos humanos (HERVs), esses genomas elementos estédo
presentes nos humanos devido aos antigos eventos de integragao retroviral nas
células germinativas de nossos antepassados. Essa integracédo é conhecida como
endogenizagao e provavelmente ocorreu varias vezes ao longo dos anos e da
evolugdo dos mamiferos, ha estimativas de que essas integragdes tenham ocorrido
ha mais de 100 milhdes de anos em alguns casos.? Quando houve a incorporagéo
inicial no genoma hospedeiro, os HERVs passaram a ser herdados de forma
mendeliana (transmissao hereditaria), e ndo mais por transmissao horizontal tipica de
um virus infeccioso. Além disso, eles também foram submetidos a selegcéo natural, o

gque acabou impedindo a expresséao de alguns ou de todos 0s genes provirais por meio



do acumulo de mutacdes, como a presencga de stop cédons ou perda parcial dos

genes.?

Existem duas explicacbes que sido aceitas sobre os principais mecanismos
utilizados para os ERVs (retrovirus enddgeno) se proliferarem nos genomas:
reinfeccdo germinal, que consiste em um virus endogenizado que pode se inserir
diretamente em uma célula germinativa por meio da fase de replicagdo viral e
retrotransposicéo, que € um "modelo de gene mestre" no qual existem apenas alguns
elementos virais ativos/funcionais, e por isso eles podem produzir muitas cépias
independentes dentro do genoma. Esses mecanismos poderiam explicar a origem de
muitas linhagens ERV com alto numero de copia, e ha evidéncias de que a grande
maioria dos HERVs emergiu apds repetida duplicagao de /locus unico em diferentes

estagios na evolugdo dos primatas.3*
1.2 HERVs NO GENOMA HUMANO

O genoma humano possui uma propor¢ao de elementos repetidos, podemos
citar os retrovirus endégenos humanos (HERVSs), que representam cerca de 8 % de
todo o genoma. Os HERVs sao formados por sequéncias de DNA de origem retroviral
que foram adquiridos durante o processo de evolugdo por meio da integragdo dos
retrovirus exdgenos, ndo existem indicios que esses virus possam ser transmitidos de

maneira horizontal.*®

A classificacdo dos HERVs foi realizada por meio de um sistema de
nomenclatura revisado, que foi introduzido pelo Comité de Nomenclatura do Genoma
da Organizagao do Genoma Humano. Eles sdo separados em trés classes de acordo
com sua similaridade com membros exogenos: classe | (semelhante a
gammaretrovirus e epsilonretrovirus), classe Il (semelhante a betaretrovirus) e classe
Il (semelhante a spumaretrovirus). Essa classificagdo € feita se baseando nas
relagdes filogenéticas entre os diferentes grupos, considerando acima de tudo o gene
pol altamente conservado, além das caracteristicas estruturais.® Os retrovirus
endbégenos e elementos retrovirais estdo sendo associados a diversas atividades
fisiolégicas e a uma ampla variedade de doengas como cancer, disturbios
imunoldgicos e doengas neurodegenerativas.* Essas que serdo discutidas nos tépicos

a segquir.



1.4 PAPEL DOS HERVs NA FISIOLOGIA HUMANA

Os HERVs possuem papel importante na fisiologia humana, isso porque um ou
mais HERVs foram descritos em estudos de relagdo génica na placenta e em células-
tronco embrionarias.” Os HERVs acumularam uma série de mutagdes no decorrer da
evolucdo humana. A grande maioria dos HERVs se encontram incompletos ou
silenciados, com a presenga de um stop codon por exemplo. Além disso, muitos dos
genes virais encontram-se isolados e espalhados pelo genoma, e ndo é possivel
encontrar o genoma completo retroviral no genoma dos humanos atualmente. Apesar
do acumulo sucessivo de mutagdes, o virion pode ser formado através da combinagao
da expresséo de seus genes oriundos de diferentes regides do genoma humano. E
de forma interessante os HERVs podem atuar na fisiologia humana de duas principais
maneiras, com a expressao direta de suas proteinas virais ou com a acdo promotora
de suas LTRs presentes em genes adjacentes, mas ainda existem alguns grupos de

HERYV, como HERV-K, que é descrito como um dos mais ativos no genoma humano.52

O HERV-W tem um papel central na placentagéo. Isso porque alguns estudos
demonstraram que o HERV esta relacionado com a sincitina-1 que auxilia as fusdes
célula-célula de citotrofoblastos em sinciciotrofoblastos. Além disso, ele contém uma
regido imunossupressora que pode prevenir a rejeicdo de um feto semi-alogénico pelo

sistema imunoldgico da mae.®

A insercao de HERVs e retrotransposons LTR aparentes de mamiferos no DNA
cromossOmico acabou influenciando de varias maneiras os genes do hospedeiro
durante a evolugédo. Além de participar da evolugdo do genoma, HERVs e LTRs
solitarios suprimidos em processos bioldgicos acabam atuando no mecanismo de
transcrigdo extra de genes celulares por reativagéo. Ha indicios que a alta ativagao de
LTR desencadeia doengas malignas e respostas autoimunes, existe também estudos
gue mostraram que uma ativagao LTR da familia MaLR na patogénese do linfoma de
Hodgkin e uma expressao do antigeno HERV-E em uma resposta imune ao carcinoma

de células renais.



1.5 PAPEL DOS HERVs EM DOENCAS

Os HERVs podem ser associados a inumeras doengas, incluindo doengas do
sistema nervoso (esclerose multipla), doencas infecciosas (HIV), doengas autoimunes
(artrite reumatoide) e tumores malignos, nesses casos em sua grande maioria &

possivel observar expressao aberrante de HERVs.
1.5.1 CANCER

Alguns estudos indicam que a expressao de HERVs pode estar relacionado
com alguns estagios de cancer, como por exemplo o de mama e carcinoma
hepatocelular. Devido a capacidade dos HERVs de ativar multiplas vias de sinalizacao
oncogénica, que acaba ativando a proliferagdo de células cancerigenas e suprimem
sua diferenciacdo e apoptose. Os HERVs tém a capacidade de ativar vias de
sinalizagdo oncogénicas, essa ativagao da origem a células cancerigenas, que acaba
suprimindo a diferenciagao e apoptose original dessas células. Essa expressao mais
elevada em tecidos comprometidos esta relacionada aos genes estruturais do HERV,
que sao expressos em diferentes niveis ou com diferentes variantes, isso inclui
MmRNAs de comprimento completo, mMRNAs emendadas, RNAs nado codificadas,
proteinas intactas e proteinas truncadas. No cancer, as sequéncias provirais intactas
ativadas podem ser transcritas em mRNAs de comprimento completo codificando e
proteinas intactas. O splicing de RNA, também tem um papel importante na regulagao
pos-transcricional da expressdo genética, porque ele também esta relacionado a
expresséo de HERV.!

Um estudo realizado por Cherkasova E. et.al 2016 e colaboradores mostraram
que seria possivel a utilizagao de antigenos derivados do envelope do HERV-E restrito
ao tumor, como alvos para a imunoterapia baseada em células T para o cancer renal.
Isso porque o sistema imunologico ele acabaria combatendo as células que
expressam o HERV-E, devido a ja conhecer os antigenos que foram utilizados e assim
por meio desse mecanismo acabaria também reconhecendo e combatendo as células

do cancer.?



1.5.2 HIV

O HIV pode induzir a transcrigdo do HERV, isso acaba ocasionando a
expressédo de proteina HERV induzida. Alguns estudos indicam que as proteinas
HERYV nao possuem a capacidade de complementar virions defeituosos do HIV, nem
o HIV é possui a capacidade de induzir transcricbes de HERV, isso acontece
provavelmente devido aos baixos niveis de similaridade sequencial, também n&o esta
bem elucidado se a expressao dos HERVs possui alguma influéncia negativa, neutra
ou até mesmo positiva na progressao da AIDS. Porém, existe uma descricdo de um
efeito positivo pela expressao especifica de HERVs em pacientes cronicamente
infectados pelo HIV, foi possivel detectar presencga de peptideos derivados de HERV
para células T CD8, isso poderia ser um novo mecanismo para controlar a replicagao

do HIV e resultar em uma baixa carga viral plasmatica.3
1.5.3 DOENCAS AUTOIMUNES

Na década de 1990, alguns pesquisadores perceberam que os pacientes que
possuiam algum Esclerose Multipla poderiam apresentar virion com atividade de
transcriptase reversa. Mas ao realizarem uma reagéo em cadeia da polimerase (PCR)
para deteccao de sequéncias especificas para HIV-1 e HTLV-1, esses pacientes nao
possuiam resposta aparente para esses virus, além disso, também n&o apresentavam

anticorpos contra esses dois virus.'41%16

Existem evidéncias que associam os HERVs com doencas autoimunes, essa
ideia surgiu da descoberta de anticorpos retrovirais no soro de alguns pacientes ou da
presenca de antigenos no local da doenga, seguindo esse seguimento alguns estudos
utilizaram primers retrovirais degenerados para amplificar sequéncias conservadas da
regido pol dos retrovirus, com isso foi possivel perceber que os produtos que foram
amplificados tinham homologias com os HERVs. Com isso surgiu a hipétese de que
os HERVs podem ser os responsaveis por induzir os anticorpos antirretrovirais que
sd0 detectados nesse tipo de doenca.'”:18

Existem varios estudos que estdo procurando evidéncias da atuacdo dos
HERVs nas doencas autoimunes, podemos citar o caso do Lupus Eritematoso

Sistémico, que € uma doencga inflamatéria que ocorre quando o sistema imunolégico



ataca os tecidos normais do préprio organismo.' O HERV foi associado a doenga,
apos a observacao da expressao aumentada do mRNA do HERV em pacientes com
o Lupus Eritematoso Sistémico, também houve a detecg¢ao de anticorpos circulantes
especificos para os elementos do HERV."

1.6 ARTRITE REUMATOIDE

A artrite reumatoide (AR) é uma doenga inflamatéria que envolve pequenas e
grandes articulagdes das extremidades (dedos das mé&os e pés, punhos, ombros,
joelhos e tornozelos). E caracterizada por inflamagdo da sindvia e esta ligada a
destruicdo da cartilagem articular e do osso, o que indica uma resposta imune local.?°
A prevaléncia da AR é cerca 0,5%-1% da populagdo mundial adulta, em todos os
grupos étnicos, tem predomino entre as mulheres (duas a trés vezes em relagdo ao
género masculino). Embora existam registros em todas as faixas etarias, as condi¢des
ocorrem principalmente em pacientes entre 40 a 60 anos. No Brasil alguns estudos
demonstraram que a prevaléncia é de até 1% na populagao adulta, o que corresponde

a cerca de 1.300.000 pessoas acometidas.?’

Ela foi considerada uma doenga autoimune impulsionada por células B que
produzem anti-IgG autoanticorpos (fator reumatoide). Houve a identificagdo desse
fator em alguns individuos saudaveis e nao foi detectada a presenga em alguns
pacientes com artrite reumatoide. Um estudo mostrou que a AR tem uma associagao
com genes de classe Il HLA-DR do MHC, esta ligada ao haplotipo HLA-DR4, o que
acabou sugerindo o envolvimento das células T na patogénese desta doenga.??
Portanto, ambas as respostas imunes, humoral e mediada por células, podem acabar
por contribuir para o desenvolvimento de sinovite. Podemos citar diversas células que
sao encontrados na inflamagao sinovial, incluindo células TH1 CD4 + e TH17,
linfécitos B ativados, plasmocitos e macrofagos, bem como outras células
inflamatdrias. Em alguns casos mais graves, pode haver a presenga dos foliculos
linfoides bem formados com centros germinativos (os chamados 6érgaos linfoides
terciarios). Além das células ha a presenga de inumeras citocinas que podem ser
identificadas no liquido sinovial, incluindo IL-1, IL-8, TNF, IL-6, IL-17 e IFN-y. Uma
hipétese é que as citocinas recrutem leucécitos, que por sua vez vao liberar produtos

causando lesdo dos tecidos, além de estimular células sinoviais residentes a



produzirem enzimas proteoliticas (colagenase), que estdo associadas a destruicao

das cartilagens, ligamentos e tenddes das articulagdes.?%-23

Essa especificidade das células B e T ainda € desconhecida, embora ja se
tenha bem esclarecido a existéncia de ambas as células B e T capazes de reconhecer
peptideos citrulinados. Alguns estudos de genoma total mostraram a existéncia de
genes nos quais existem polimorfismos associados a AR. Existe uma correlagdo com
0 gene que codifica uma fosfatase de tirosina (PTPN22), que acontece quando a
arginina na posigao 620 é substituida por um triptofano. Ainda nao é claro como essa
alteracdo pode estar relacionada a autoimunidade, mas se sabe que ela acaba
influenciando na resposta imune, gerando complexas alteragdes de sinalizagdo em

multiplas populagdes de células imunologica.?

As células TH17 e provavelmente o TH1, estdo associadas a liberagao de
citocinas, que sao responsaveis por fazer o recrutamento de leucdcitos para a area
de articulagao e ativam células sinoviais para produzir colagenases e outras enzimas,
iSsO acaba causando a destruigao progressiva da cartilagem e do osso. A presencga
de uma resposta imune crbénica nas articulagdes pode levar a formagao de tecidos
linfoides terciarios na sindvia, e esse tecido mantem e propaga a reagéo inflamatoria

local.23

A AR possui etiologia desconhecida, existem algumas possiveis causas que
incluem uma predisposicdo genética combinada com gatilhos ambientais (agentes
virais e bacterianos), recentemente os retrovirus enddgenos humanos foram
implicados como potenciais agentes etioldgicos. Vale destacar que as proteinas virais
de HERV-W tém potencial imunopatogénico in vitro, e o principal mecanismo de
resposta autoimune proposto € através de mimetismo molecular, onde uma proteina
de HERV expressa pode ativar a resposta imune e essas proteinas virais apresentam

regides peptidicas similares ao proteinas self humanas.?425

Estudos clinicos mostraram aumentos nos niveis de anticorpos para proteinas
HERYV e atividade transcricional HERV em pacientes com AR em comparacido com
grupos controles, podemos citar um aumento significativo nos niveis de atividade

transcricional HERV-K e presenca de anticorpos contra a proteina desse HERV,



também foi observado presenca de particulas semelhante retrovirus na membrana

sinovial e no seu fluido.23.26

Entretanto os dados que investigaram a expressdao de HERV e que
investigaram a resposta humoral anti HERV sao escassos. Ainda, desconhecemos o
perfil transcricional das familias de HERV associadas as caracteristicas clinicas dos
pacientes com AR. Além disso, diversos s&o os loci de HERV-K e W que podem estar
ativos em pacientes com AR, e desta diversidade proteica viral sendo expressa ha a

possibilidade de ativagéo do sistema imune.?’

Em alguns estudos descreveram uma resposta humoral anti HERV em
pacientes com AR?’ no entanto, podemos encontrar outras proteinas de HERV que
podem estar associados com essa possivel resposta autoimune mediada por

mimetismo molecular.
2 JUSTIFICATIVA

A Artrite Reumatoide (AR) tem uma prevaléncia que varia de 0,5 a 1,5% em
relacdo a populacdo mundial adulta, mas essa prevaléncia &€ mais expressiva se
considerarmos a populagao entre 55 e 75 anos, sendo de 4,5 %, no Brasil cerca de
150 mil casos séo registrados todos os anos. A idade inicial para primeiros sintomas
e entre 30 a 55 anos, o que gera dificuldades de locomog¢do e de movimentagéo
progressiva. Em 10 anos quase metade dos pacientes que recebem o diagndstico de

AR vao desenvolver um prejuizo funcional importante.

A AR é uma doenga cronica, progressiva e autoimune com etiologia
desconhecida que ela afeta o revestimento das articulagdes causando dores e
edemas na regiao, essa inflamacéo inicial gerada pela artrite reumatoide pode causar
graves problemas, como erosdo do osso e deformidade nas articulagdes bem como
debilitar os individuos afetados de maneira expressiva. E uma doenca que apesar de
ter tratamento, ndo tem cura. A AR ndo apresenta etiologia definida, no entanto,
acredita-se que existam fatores ambientais e genéticos que podem estar associados

a essa doenca.

Os HERVs podem atuar em processos imunopatogénicos que foram

evidenciados previamente com papel de resposta anti HERV através de TLR4 e



processos inflamatério potencialmente tem papel de interferir na expressao dos
HERVs. Dessa forma torna-se plausivel compreender o possivel papel dos HERVs na
artrite reumatoide. Nosso grupo identificou sitios de similaridade entre HERV e
proteinas humanas. Dados in silico, que serdo descritos aqui, revelam regides de
similaridade entre proteinas humanas e HERV K e W, o que sugere que possamos ter
resposta cruzada entre HERV e essas proteinas através de mimetismo molecular.
Desta forma, compreender o nivel transcricional dos HERVs e entender e investigar o
papel da resposta imune dos esses HERVs nos fornecera dados importantes para a
compreensao do possivel papel da patogénese desses virus nessa importante

doenca. E quem sabe, para que possamos desenvolver novos tratamentos.
3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a resposta humoral anti- HERV-K e Anti HERV-W em pacientes com

artrite reumatoide.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ |dentificar regides de similaridade entre proteinas de HERVs e proteinas que
compdem o sistema articular;

e Realizar a padronizagdo de um ensaio imunoenzimatico (ELISA);

e Avaliar a presenca e titulos de anticorpos contra peptideos de HERV e

proteinas que compdem o sistema articular.
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4 METODOS

Trata-se de um estudo prospectivo transversal do tipo caso controle.

4.1 PACIENTES

Pacientes com diagnostico de AR foram recrutados por conveniéncia em
centros parceiros dos pesquisadores envolvidos no estudo, como o ambulatério da
Universidade Santo Amaro. Ao todo foram incluidos no estudo cerca de 40 pacientes
com laudo confirmatério para artrite reumatoide e com disponibilidade para participar
do estudo e foram excluidos pacientes com outro tipo de doenga autoimune (Lupus
Eritematoso Sistémico) e outro tipo de doenca reumatoide. Para a selegdo desse
grupo, contamos com o auxilio da Prof. Dra. Virginia Trevisani, reumatologista

colaboradora do estudo, que auxiliou na condugao e selecdo dos pacientes.

Ao todo foram incluidos no estudo cerca de 31 pacientes com laudo
confirmatério para artrite reumatoide. Dados demograficos dos pacientes bem como
toda histdria clinica dos pacientes foram coletados, dados esses que podiam estar
envolvidos com um maior risco para o desenvolvimento da doenga. Para compor o
grupo controle 31 individuos saudaveis sem histérico de doengas autoimune na familia

foram incluidos no estudo.
4.2 LOGISTICA LABORATORIAL

De cada paciente foram coletada 1 amostra de sangue em tubo seco. As
amostras coletadas de cada paciente foram centrifugadas em 1500 x g para
separagao do soro, o qual foi aliquotado e armazenado em freezer -20°C até o

momento de sua utilizagao.
4.3 SINTESE DE PROTEINA

Sequéncias de proteinas relacionadas a cartilagem e familias de HERV Ke W
associadas a AR foram identificadas no banco de dados online do National Center for
Biotechnology Information (NCBI) / GenBank ( http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gquery/ ).
A analise in-silico foi realizada usando algoritmos disponiveis publicamente

( http://www.expasy.ch/cgi-bin/protscale.pl ). Os peptideos serdo sintetizados em
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colaboracdo com a Dra. Maria Aparecida Juliano, Departamento de Biofisica, Infar -

Universidade Federal de Sao Paulo.
4.4 ELISA INDIRETO PARA A DETECC}AO DE ANTICORPOS ANTI-HERVs

Os peptideos foram inicialmente dissolvidos (0,5 mg/ml) em DMSO (Sigma) e,
na hora do uso, diluidos a 10 yg/ml em tamp&o carbonato/bicarbonato pH 9.6 para
revestir os pogos de placa de 96 pogos (Nunc MaxiSorp, Thermo). Apds 24hs, os
pocos foram bloqueados, por uma hora, com Soro Fetal Bovino (SFB) 3% em tampao
de lavagem (PBS com 0,1% Tween-20). As amostras de soro foram diluidas em PBS
(1:500) e adicionada aos pogos em duplicata por 1 hora a 37°C. As placas foram
lavadas trés vezes com tampéo de lavagem (PBS - Tween 0,1%) e incubadas por 30
minutos a temperatura ambiente, cerca de 27°C, com anticorpo anti-humano de bode
conjugado com peroxidase (Sigma) diluidos em tampédo de Soro Fetal Bovino
(1:5000). Depois das trés lavagens tamp&o de lavagem (PBS — Tween 0,1%), foi
adicionado o substrato (ABTS — sigma) com peroxido de hidrogénio e parado com 1M
de HCL e a absorbancia determinada em leitor de placa (Loccus LMR-96) a 405

nandmetros.
4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados coletados foram inseridos em banco de dados construido no
programa GraphPad Prism (La Jolla, California) e avaliados por meio de estatistica
descritiva com calculos percentuais, frequéncias e médias assim como a elaboragao
dos graficos.Para a comparacéo dos escores de dois grupos foi utilizado o test-t de
student, seguido do teste de Wilcoxon ou Mann Whitney. Todos os testes foram
realizados sob a admiss&o de probabilidade de erro de primeira espécie (alfa) de 5%.
Para a analise da validacao do ensaio de ELISA foram utilizados os valores de corte
para cada peptideo foi elaborada a partir da analise da curva receiver operating
characteristic (ROC) e medidas de diagndstico (sensibilidade, especificidade e
acuracia) considerando p<0,05. Os resultados da reatividade dos soros estédo
expressos em indice ELISA (IE) — valores de absorbancia dividido pelo cut-off
(determinado pela curva ROC), sendo consideradas positivas as amostras com
IE>1,0.



5. RESULTADOS
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Esse estudo faz parte de um estudo maior no qual compde um projeto de

mestrado. Desta forma foi realizada analise in-silico, para essa analise teve um

treinamento em parceria com o Prof. Dr. Thiago Souza Onofre, foi realizada utilizando

um alinhamento das proteinas pol do HERV-K e Env do HERV-W com diversas

proteinas proprias do organismo humano relacionado aos componentes da

articulagdo. Os parametros utilizados foram: Matriz de comparagdo BLOSUMG?2,

foram computados 100 alinhamentos. Foram selecionados peptideos com mais de

50% de semelhanca entre as sequéncias estudadas.

Tabela 1: Comparacao das proteinas dos HERVs K e W com as proteinas

proprias do organismo

HERV/ Referéncial/ . Referéncia/ ldentificagao
. A . Auto-Proteina A . .
Proteina Sequéncia Sequéncia compartilhada
Pré-proteina da proteina 1 da NP_003604.4
HERV W AAI373,82'1 camada intermediaria de (1182 5
(538 residuos) . .
cartilagem residuos)
AAI37382.1(538 Precursor da isoforma 1 da NP_001835.3
HERV W . . . (1487 10
residuos) cadeia alfa-1 (llI) do colageno ]
residuos)
Precursor da proteina da
HERV W AAIS7382.1 matriz oligoméricada ~ N--000086.2 4
(538 residuos) . (757 residuos)
cartilagem
HERV W AAIB7382.1 b eina de cartilagem GP-39 ' 083741 (383 4
(538 residuos) residuos)
Precursor da proteina2da NP_694953.2
HERV W AAIST382.1 - o hada intermedidria de (1157 4
(538 residuos) . ]
cartilagem residuos)
Pré-proteina da proteina 1 da NP_003604.4
HERV K M1412,3'1 (1361 camada intermediaria de (1182 6
residuos) . .
cartilagem residuos)
M14123.1(1361 Precursor da isoforma 1 da NP_001835.3
HERV K . . . (1487 7
residuos) cadeia alfa-1 (llI) do colageno .
residuos)
Precursor da proteina da
HERV K M14123.1(1361 matriz oligomérica da NP_000086.2 4

residuos)

cartilagem

(757 residuos)



13

M14123.1(1361 Y08374.1 (383

HERV K . Proteina de cartilagem GP-39 ] 6
residuos) residuos)
Precursor da proteina2da  NP_694953.2
HERV K M14123.1(1361 camada intermediaria de (1157 3

residuos . .
) cartilagem residuos)

A analise realizada utilizando bioinformatica mostrou uma série de regides
antigénicas, compartilhadas entre os HERVs e os autoantigenos do hospedeiro, que
podem estar relacionados desenvolvimento da Artrite Reumatoide (Tabela 1). Como
foi possivel observar que tanto o HERV W como o HERV K possuem regides de
similaridade com as proteinas proprias do organismo humano que estao relacionadas
a cartilagem e articulagdes, locais mais afetados pela AR. Podemos citar proteinas
com uma principal semelhanca o Precursor da isoforma 1 da cadeia alfa-1 (ll) do
colageno, que possui 10 peptideos com mais de 50 % de semelhantes ao HERV- W
e o Precursor da proteina da matriz oligomérica da cartilagem, que possui 4 peptideos
com mais de 50% de semelhanca, na tabela 3 estdo descritos alguns desses
peptideos a serem utilizados.

Tabela 2: Tabela dos peptideos que foram sintetizados

HERV-W HERV-K
TSSSPYQQ  TIPLAEQDCE
LVGPLVSNL LGIPTYAMS

STVKTFTLYLD
VTHVPSFGR
ECVANSAVIL

PWEWGEKGISTP
SPVSGPEHP
WSGNQTLETRD
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Tabela 3 — Comparagao dos peptideos com a MOG

Peptideo % de similaridade Aminoacidos Similares
VLGPLVA
_ (o)
1 HERV-W LVGPLVSNL 57,10% LVGPLVS
2 HERV-K PWEWGEKGISTP 50% II;BPP
SSSY
- o)
3 HERV-W TSSSPYQQ 75% SSPY
LAGQFLE
_ (0]
4 HERV-K TIPLAEQDCE 57,10% LAEQDCE
71,40% VIGPRHP
VSGPEHP
5 HERV-K PSVSGPEHP
50% SLSRPSLP
SVSGPEHP
GDQAPEYR
- o
6 HERV-K  WSGNQTLETRD 50% GNQTLETR
PFYWVS
- 0,
7 HERV-K LGIPTYAMS 50% PTYAMS
8 HERV-K ECVANSAVIL 50% ALl
° AVIL
60% PPFSR
PSFGR
60% VPVLG
9 HERV-K VTHVPSFR VPSEG
50% TFDPHFLR
THVPSFGR
FTCF
- 0,
10 HERV-K STVKTFTYLD 50% ETLY

Para realizar a padronizacido do ELISA foi feito testes utilizando a Mielina
Oligodendrécito Glicoproteina (MOG) fornecido pela Prof? Dr. Maria Aparecida Juliano
da UNIFESP e soro de pacientes com Esclerose Multipla282%30, De inicio foi testado o
revestimento dos pocos da placa de ELISA para saber qual era o melhor tampéao, os
tampoes testados foram o Bicarbonato/Carbonato, PBS e Fosfato, possuindo o pH de

9.6, 7.0 e 5.0 respectivamente, com a MOG diluida em 1:100 e usando os soros de
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pacientes com Esclerose Multipla. Obtendo os resultados da imagem 1 onde o
Carbonato/Bicarbonato deu melhores resultados3!:32:33:34,

Figura 2 — Teste de tampéao

0.3
o
024
E oco¢poO0O
c
3
¥ 017 o
d [u] A
© 0_0_......".80 ...... 0N DGE:]A‘:E;T

-0.1 T T T
pH 9.6 pH7 pHS5
Teste de tampdes de revestimento de
Carbonato/Bicarbonato pH 9.6, tampao de Fosfato pH 7,0
e PBS pH 5.0, com soro de pacientes com EM nas
diluigbes 1:10,1:50 e 1:500.

Em seguida foi feito testes para o bloqueio, foram testados leite
desnatado, albumina de soro bovino (BSA) e soro fetal bovino (SFB) todos
numa concentracao de 5% em tampéao de lavagem (figura 3A). O BSA e
leite ndo foram o suficiente para impedir a ligacao inespecifica, contudo o
SFB obteve um bom resultado, essa conclusdo foi baseada fazendo a
comparagao aos respectivos brancos onde o BSA e leite demostraram um
valor alto de densidade 6tica e o SFB foi baixo. Do SFB foi feito outro teste
com ele a 5% e 1% nao demonstrando diferenca (figura 3B). Foi chegada

a conclusédo de que seria melhor usar o SFB com a concentragéo de 3%.
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Figura 3 — Teste de bloqueio
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Na imagem A séo testes de bloqueio com Leite, BSA e SFB a 5% com ou sem a presenca do soro dos pacientes
com EM, sinalizado com Ac (Anticorpo) primario e pogos com e sem o revestimento do Antigeno (Ag) MOG. Na
figura B séo os testes com SFB com os pogos revestidos com a MOG, o SFB foi testado a 5% e 1%.

Por fim foi realizado testes com o Ac primario, soro dos pacientes
com AR nas concentragdes 1:100, 1:500 e 1:1000, os Ag em Tampao de
Bicarbonato/Carbonato, bloqueio com SFB a 3% em tampao de lavagem
(PBS Tween 0,1%) e o anticorpo secundario IgG anti-humano de bode
conjugado com peroxidase em diluigdo 1:5000 também com SFB em
tampéo a 1% e as leituras foram feitas em 405nm. Nos graficos da imagem
3 foi visto que as melhores diluigdes foram em 1:100 e 1:500, a O grupo
controle teve mais resposta humoral do que o grupo com AR e isso ocorreu
em todos os peptideos testado, este resultado nos levou a validar o ELISA
com soros de pacientes que sabidamente reagem com os HERVSs, no caso

pacientes com EM.
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Figura 4 — Teste de diluicao do peptideo
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Diferenca entre o grupo controle e grupo com artrite reumatoide em diferentes diluigbes para o
peptideo de HERV-K e HERV-W

Utilizando os soros de EM conseguimos estabelecer um cut off e
assim poder validar os peptideos ja que na EM possui anti-HERV e -
MOG28,29,33_

A comparagcao foi feita utilizando a sequéncia da MOG

(CAA52617.1) no GenBank e analisando no Expasy com os peptideos.
Pode se observa que houve similaridade entre os peptideos e a MOG.

Usando 31 soros de pacientes positivos para EM, de idades entre 18
e 60 anos, e 54 soros de voluntarios saudaveis, com idades entre 18 e 62
anos, realizamos um ELISA nas diluicbes estabelecido anteriormente
conseguimos alcangar os parametros de diagndsticos demostrados na
tabela 4.



Tabela 4 — Parametros de diagnésticos encontrados dos diferentes peptideos realizados no ELISA.
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Peptideo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Cut off 0,08975 0,1158  0,1393  0,1153  0,1288 0,1258 0,1068  0,1208  0,1273  0,2115
Arei :r‘\’lzre @ 08757 09058 09813 06238 0,9251 09943 09178  0,9917 09089  0,8621
Senséf,}i';dade 87,10 80,65 96,77 64,52 93,55 9677 90,32 96,77 80,65 83,87
ESpefzf;i‘;idade 83,87 77,72 90,32 54,84 80,65 9355 7419 9677 80,65 80,65
Acuracia (%) 8548 79,03 93555 59,68 87,10 9516 8226 96,77 80,65 82,26
Valordep  <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0939 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

Como pode se observar na tabela os peptideos 3, 6 e 8 apresentaram os maiores valores de sensibilidade e especificidade, bem como a acuracia diagnostica
apresentando 93,55%, 93,55% e 96,77%, respectivamente. Os cut off variaram de 0,08975 (W Pep 1) a 0,1758 (K Pep 10) ja desconsiderando o branco da

reacao.



Apos a etapa de validacao foi feita o teste de ELISA nos voluntarios
com AR e no grupo controle, onde os voluntarios do grupo controle que
possuiam histérico de alguma doenga autoimune ou reumatico foram

excluidos.

Tabela 5 — Questionario dos voluntarios

19

Variaveis Categoria AR S Variaveis Categoria
30 -39 1 6 sem 15
40-49 4 11 hipertensdo/presséo 10
Idade 50-59 8 10 Comorbidades diabetes 3
60-69 9 4 ou hipotiroidismo 1
>70 9 0 Doencas chagas 1
negra 8 ansiedade/depressao 1
parda 8 Efizema pulmonar 1
Raca branca 10
oriental 1
NI 4
0-4 2 Adalimumabe 4
5-9 2 Upadacitinibe/Metotrexato 9
Tempo de 10-19 5 Medicamentos Citrato de tofacitibe/Predinisona 15
Diagnostico  20-29 9 Adalimumabe/Tocilizumabe 9
30-39 5
>40 1
NI 7

Questionario dos voluntarios dessa pesquisa com os seguintes dados: idade, raga, tempo de
diagnostico da AR, outras comorbidades ou doengas e medicamentos. NI = ndo informado, AR = artrite

reumatoide, S =saudaveis.

Conforme visto na tabela 5 tem um equilibrio entre as ragas negra,
parda e branca, 50% dos pacientes tiveram o diagndstico a mais de 20 anos
e mais da metade, por volta de 80,65%, tinham a idade maior de 50 anos.
48,4% dos pacientes ndo tinham doenga pré-existente, 32,26% com
hipertensao/pressao e 9,68% tinham diabetes. Alguns dos medicamentos
utilizados era a Prednisona, cerca de 42% dos pacientes tomavam e esse
medicamente age no sistema imune. Ja no grupo controle os voluntarios
tinham por volta a idade de 40 a 59 anos, alguns com menos idade e alguns

com mais idade.



Figura 5 — Comparagao do C e o com AR nos peptideos para HERV-W,

indice ELISA

W PEP 1 W PEP 3

Pacientes

C= Controle, AR=Artrite. Houve estatistica no peptideo 1, p<0,008.
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Figura 6 — Comparagao do C e o com AR nos peptideos para HERV-K
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C= Controle, AR=Artrite. Houve estatistica nos peptideos 2,4,5,7,9 e 10, p<0,008.
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Tabela 6 — Porcentagem dos peptideos

W PEP w
1 PEP3
C AR C AR
+ 5 1 3 1
T 31 31 31 31
% 16,13% 3,23% 9,68% 3,23%
K PEP2 K PEP 4 K PEP5 K PEP6
C AR C AR C AR C AR
9 0 20 5 6 1 2 0
31 31 31 31 31 31 31 31
29,03% 0,00% 64,52% 16,13% 19,35% 3,23% 6,45% 0,00%
K PEP7 K PEP8 K PEP9 K PEP10
C AR C AR C AR C AR
8 0 1 0 9 1 8 1
31 31 31 31 31 31 31 31

25,81% 0,00% 3,23% 0,00% 29,03% 3,23% 25,81% 3,23%

Porcentagem da positividade nos peptideos em ambos os grupos,
C=Controle e AR=Artrite Reumatoide

Os indices do ELISA dos controles saudaveis acabaram obtendo
uma resposta mais positiva em relacdo com os pacientes com a doenca de
fato, como observado na tabela 6 e nas figuras 5 e 6 os resultados s&o
respectivamente, 16,13% vs 3,23% para o peptideo 1, 29,03 vs 0,00% para
os peptideos 2 e 9; 64,52% vs 16,13% para o peptideo 4, 25,81 vs 0,0%
para o peptideo 7, estas diferengas foram estatisticamente significantes
(p<0,008). Apesar do peptideo 4 apresentar a maior diferenga entre grupo
controle e AR, a confiabilidade deste resultado é baixa, pois na validacao
do ELISA este peptideo teve uma baixa a acuracia de 59,68% (tabela 4).
Em contrapartida os peptideos 3, 6 e 8 altas acuracia, 93,55%, 93,55% e
96,77%, respectivamente, estes tiveram uma baixa porcentagem de
positividade nos controles saudaveis 9,68%, 6,45% e 3,23%,

respectivamente.

22
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6 DISCUSSAO
A precisdo diagnodstica se torna importante para um teste de validagéo pois

permite avaliar de uma forma abrangente dos testes tantos para os que possuem a
doenca quanto para os ndo possuem. Os peptideos foram sintetizados com base nos
portadores da EM, pois tem presenca de resposta imune contra o HERV3%36:37 A
acuracia melhor foi dos peptideos 8, 6 e 3, com 96,77%, 95,16% e 93,55%
respectivamente, a pior acuracia foi a do peptideo 4 com 59,68%, enquanto o restante
dos peptideos variou entre 79,03% e 87,10%. O que leva acreditar que da utilizar os
peptideos 6 e 8 para uma melhor deteccéo de anticorpos para HERVSs.

A técnica de ELISA foi feita nos pacientes com AR e os resultados obtidos
mostraram uma resposta baixa, muito provavelmente porque estes pacientes estavam
sendo tratados com anti-inflamatérios como o Prednisona3® e nio estavam em
momento de surto, que seria 0 melhor cenario para o teste pois a reacio estaria mais
alta por conta do quadro inflamatério esta alto aumentando a transcrigao e decorrente
disso uma maior resposta humoral de anti-HERVs, diferentemente das amostras de
EM que foram coletadas em momento de surto e ndo estavam recebendo
tratamento®. Essa situagdo ja foi presenciada onde pacientes com EM enquanto
recebiam tratamento com Natalizumab tiveram uma resposta humoral baixa contra
antigenos do HERV-W4,

O resultado obtido nesta validacdo pode vir a ser utilizado como base para
novos estudos, porque os resultados tanto para EM, quanto para AR foram positivos
se levarmos em consideracao que nenhum estudo nesta area havia sido realizado a
analise in silico que nos realizamos antes de sintetizar os peptideos utilizados.

Realizar novamente essa pesquisa com pacientes com AR em surto e sem
tratamento farmacoldgicos, provavelmente os resultados observados serado diferentes
do que foram vistos aqui. As doencas AR e EM s&o ambas autoimunes, na EM é
sugerido que ocorra envolvimento do HERV porque a um mimetismo molecular entra
o HERV e MOG*'. A baixa atividade de anti-HERVs nos pacientes com AR né&o exclui
o envolvimento do HERV na doencga por essa razao seria legal fazer novamente essa

pesquisa.
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7 CONCLUSAO
Os resultados do ELISA mostraram que tem anticorpos anti-HERVs nos

voluntarios, os voluntarios com a AR tiveram uma resposta humoral baixa em
comparagao com o grupo controle.

E preciso realizar mais estudos envolvendo HERVs na patogénese da AR, algo
que pode ser feito & pegar pacientes com diferentes estagios da artrite, os diferentes
tratamentos e comparar eles a fim de chegar a um melhor vislumbre da relagdo dos

tratamentos farmacologicos com a resposta humoral.
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