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RESUMO

Tang, F.H.F. Identificacdo de um novo motivo peptidico especifico para a
vasculatura cerebral e que diferencia as barreiras hematoenfalica e
hematoretiniana. 2018. 108p. Tese — Programa de Pdés-graduacdo em Ciéncias
Biologicas (Bioquimica). Instituto de Quimica, Universidade de S&o Paulo, S&o

Paulo.

O conceito de heterogeneidade vascular € bem aceito pela comunidade
cientifica, desempenhando papel essencial em processos fisioldgicos e patologicos.
Uma vez que 0s vasos sanguineos sao importantes na organogénese, diferenciacao
e morfogénese de tecidos e 6rgaos, torna-se interessante desvendar a diversidade
vascular cerebral, identificando novos marcadores moleculares para este 6rgao tédo
importante. Utilizando tecnologia combinatorial de phage display in vivo,
identificamos um novo motivo peptidico, na qual os aminoacidos Fenilalanina-
Arginina-Triptofano (Phe-Arg-Trp; FRW) predominam. Este motivo peptidico € um
ligante seletivo para vasos sanguineos cerebrais e ndo se acumula em outros
orgdos, incluindo tecidos como intestinos e gbnadas, que também apresentam
barreiras endoteliais especificas. No entanto, mais surpreendente foi a observacgao
de que o motivo FRW néo se liga aos vasos sanguineos da retina, o que implica em
uma diferenca até entdo desconhecida entre duas barreiras: a barreira
hematoencefélica e a barreira hematoretiniana. Combinando phage display in vivo e
microscopia eletrbnica de transmissdo, observamos a presenca de particulas de
fago ligadas a vasculatura cerebral em um nivel supramolecular: aglomerados de
fagos filamentosos expressando o motivo FRW foram visualizados ligados as
regibes de contato entre as células endoteliais. Por fim, a utilizacdo do peptideo
CFFWKFRWMC permite imageamento in vivo, demonstrando que novas

ferramentas para estudar e visualizar o cérebro podem surgir deste motivo.

Palavras-chaves: heterogeneidade vascular, barreira hematoencefalica, barreira

hemato-retiniana, phage display, peptideo



ABSTRACT

Tang, F.H.F. Identification of a new specific peptide motif to the brain
vasculature that differentiates between the blood —brain barrier and the blood-
retinal barrier. 2018. 108p. PhD Thesis — Graduate Program in Biochemistry.

Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo.

The concept of vascular heterogeneity is well accepted by the scientific community,
playing an essential role in physiological and pathological processes. Since blood
vessels are important in organogenesis, differentiation, and morphogenesis of
tissues and organs, it becomes interesting to unveil the cerebral vascular diversity,
identifying new molecular markers for such important organ. Using in vivo phage
display, we show that a new peptide motif that emerged from our combinatorial
screening of the vasculature binds selectively to blood vessels in the brain in vivo but
not to vessels in other organs. Peptides containing a conserved motif in which amino
acids Phenylalanine-Arginine-Tryptophan (Phe-Arg-Trp; FRW) predominate could be
visualized by transmission electron microscopy bound to the junctions between
endothelial in all areas of the brain, including the optic nerve but not in other barrier
containing tissues, such as intestines and testis. Remarkably, peptides containing the
motif do not bind to vessels in the retina, implying an important molecular difference
between these two vascular barriers. Furthermore, the peptide allows for in vivo
imaging, demonstrating that new tools for studying and imaging the brain are likely to

emerge from this motif.

Keywords: vascular heterogeneity, blood-brain barrier, blood-retina barrier, phage

display, peptide
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1. INTRODUCAO

O cérebro é um dos drgdos mais complexos de um organismo e, em
humanos, pode conter mais de 80 bilhdes de neurdnios, cada um destes podendo
formar sinapses com até 1.000 outros neurdnios. Um dos desafios da neurociéncia é
entender como esta vasta rede neural opera e, por fim, produzir o pensamento e as
impressionantes acdes humanas. Embora existam esforcos para explicar como
diferentes regides cerebrais funcionam, ainda ndo ha uma teoria geral da funcéo
cerebral que seja universalmente aceito. Para isto, em abril de 2013, o ex-presidente
americano Barack Obama anunciou o apoio de sua presidéncia ao projeto "BRAIN
Initiative" (Brain Research through Advancing Innovative Neurotechnologies, também
conhecido como Brain Activity Map Project). A esta, seguiram-se outras iniciativas,
como o "Human Brain Project" da Unido Europeia, que também procura unir a
comunidade cientifica para avangcarmos nosso conhecimento sobre este fascinante
orgao. Tratam-se de propostas inovadoras e ambiciosas, que pretendem mapear a
atividade de cada neurbnio do cérebro humano para, enfim, desvendar o

funcionamento deste 6rgao, ainda tdo misterioso.

Assim como qualquer outro tecido ou 6rgdo, o cérebro contem uma rede
vascular excepcional. Isto porque, para manter toda a atividade neural, este 6rgéo
requer um suprimento adequado de oxigénio e nutrientes, que € realizada através de
uma vasta e bem regulada rede vascular de artérias, arteriolas, capilares, vénulas e
veia, que juntos podem atingir até aproximadamente 644 km de extensdo (KISLE et
al., 2017). Sabe-se que esta rede vascular estd intimamente conectada com as
funcdes neurais (MADELAINE et al.,, 2017; SHIM &, MADSEN, 2018; WITTKO-
SCHNEIDER, 2014). Tendo em vista os esfor¢cos desenvolvidos no intuito de

conhecer e desvendar o funcionamento cerebral, propusemos estudar a
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heterogeneidade vascular cerebral, identificando marcadores especificos para este
orgdo. Estes conhecimentos poderdo auxiliar na melhor compreensdao dos

mecanismos moleculares cerebrais.

1.1 Heterogeneidade vascular

O endotélio, composto por células endoteliais que formam o revestimento
interno dos vasos sanguineos e linfaticos, desempenha um papel importante em
muitas fun¢des fisioldgicas, incluindo a regulagédo do ténus vasomotor, o controle de
trafego de celular, a manutencao da fluidez sanguinea, a formacao de novos vasos
e, papel nas imunidades inata e adaptativa. Os fenoétipos das células endoteliais séo
diferencialmente regulados no espaco e no tempo, dando origem ao fendémeno de
heterogeneidade vascular (AIRD, 2007; OZAWA et al., 2008; PASQUALINI &
RUOSLAHTI, 1996; ; RAJOTTE et al., 1998). A heterogeneidade vascular € um
conceito bem aceito atualmente: a ideia de que os vasos sanguineos sao formados
por uma parede homogénea de populacdes de células endoteliais foi substituida
pela ideia de que os vasos sanguineos sao formados por populacdes de células que
diferem entre si em diferentes 6rgaos e até mesmo dentro de um mesmo tecido. As
células endoteliais possuem uma conexao intima com o tecido adjacente, possuindo
papel fundamental na organogénese; a heterogeneidade vascular € mais evidente
em estagios posteriores do desenvolvimento de diversos 6rgdos (AZIZOGLU, et al.,

2016; RAMASAM, 2016).

Células endoteliais podem variar em aspetos morfologicos, funcionais e em
padrbes de expressdo, dando origem aos diferentes leitos vasculares de um
organismo. Em termos de heterogeneidade morfologica, células endoteliais de

diferentes leitos vasculares podem apresentar diferencas em relagdo ao tamanho,
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formato, espessura e orientacdo nuclear, além da presenca de filamentos, vesiculas
e juncdes especializadas (AIRD, 2003; CASTRO et al.,, 2018). A heterogeneidade
morfologica das células endoteliais esta intimamente relacionada a heterogeneidade
na funcdo destas células. Por exemplo, células endoteliais da vasculatura cerebral
estabelecem a barreira hematoencefélica (BHE), estrutura altamente seletiva que
protege os neurbnios de moléculas toxicas e patdégenos (ZENARO et al., 2017;
HELMS et al., 2016). Esta propriedade de barreira baseia-se em um endotélio
continuo, no qual as células endoteliais sdo conectadas por juncdes aderentes e
jungdes oclusivas especializadas, resultando em uma baixa taxa de transcitose e
supressdo da adesdo de leucdcitos (ZHAO et al., 2015). Além da permeabilidade,
células endoteliais também diferem em sua capacidade de fornecer nutrientes aos
tecidos: em 6rgaos com funcbes que consomem muita energia, as células
endoteliais adaptam-se as demandas metabdlicas ajustando a densidade de
capilares sanguineos e controlando a transferéncia de nutrientes (AIRD, 2005; Eelen
et al., 2015). A heterogeneidade funcional das células endoteliais também exerce
papel importante para o trafego regulado e o direcionamento de células imunes: por
exemplo, vénulas endoteliais altamente especializadas presentes em linfonodos
expressam moléculas para o recrutamento e migragcéo transendotelial de linfocitos
(POTENTE & MAKINEN, 2017). Em relacdo a heterogeneidade nos padrbes de
expressdo, podemos encontrar diferencas no padréo de expressao de proteinas e
RNA mensageiros, bem como diferencas em vias de sinalizacdo entre as células
endoteliais de diferentes leitos vasculares especializadas (AIRD, 2003).
Heterogeneidade vascular também exerce papel importante em diversas doencgas.
Por exemplo, doencas inflamatérias dos vasos sanguineos frequentemente afetam

vasos ou leitos vasculares especificos (AIRD, 2012); certos tumores metastatizam
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preferencialmente através de leitos vasculares particulares e o0s sinais do
microambiente tumoral determinam a heterogeneidade do vaso tumoral, o que
influencia a capacidade de resposta as diversas terapias (POTENTE & MAKINEN,
2017); malformagfes vasculares também podem se manifestar de uma maneira
orgao-especifico: malformag¢des cavernosas cerebrais (MCCs), por exemplo, sao
anomalias vasculares de que afetam principalmente pequenos vasos sanguineos do

sistema nervoso central (SNC) (FISCHER et al., 2013).

A heterogeneidade vascular tem sido demonstrada em diversos tecidos e
orgaos, utilizando uma ampla variedade de ensaios (OZAWA et al., 2008;
PASQUALINI & RUOSLAHTI, 1996; ; RAJOTTE et al., 1998). Imagens obtidas por
microscopia eletrénica de transmissao forneceram umas das primeiras descri¢cdes de
diversidade fenotipica entre células endoteliais da microcirculacdo pulmonéria de
ratos (DEFOUW, 1988); ensaios de imunohistoquimica e hibridizacdo in situ séo
utilizados para mapear a expressao de proteinas ou RNA mensageiro em leitos
vasculares especificos (Joko et al., 2017; Guo et al., 2014) ; andlises de microarray
séo utilizados para mapear a expressao génica especifica de diferentes populacées
de células endoteliais (HUANG et al., 2018); utilizando bibliotecas de phage display
de peptideos in vivo, € possivel selecionar peptideos com migracédo especifica para
diferentes leitos vasculares (ARAP et al., 2002; PASQUALINI & RUOSLAHTI, 1996;

RAJOTTE et al., 1998).

Através de uma selecdo ndo invasiva do endotélio vascular, em condi¢des
fisiologicas e patoldgicas, a tecnologia de phage display tem desempenhado um
papel essencial na identificacdo de receptores expressos seletivamente na
vasculatura de diferentes 6rgdos e tecidos (RAJOTTE & RUOSLAHTI, 1999;

TREPEL et al., 2000; OZAWA et al., 2008; GIORDANO et al, 2009; STAQUICINI, et
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al.,, 2011), os quais sdo utilizados em estratégias de imageamento e terapias
direcionadas com resultados promissores em estudos clinicos e pré-clinicos
(BARNHART et al., 2011; LORUSSO et al., 2012; PASQUALINI et al., 2015). Como
exemplo, podemos citar: o peptideo BMTP-11, ligante de receptores de interleucina-
11, com resultados promissores para o tratamento de modelo de osteosarcoma
humano (LEWIS et al., 2017) e cancer de prostata em humanos (PASQUALINI et al.,
2015); o peptideo adipotide (KOLONIN et al., 2004) testado em ensaios com
macacos do velho mundo, induz apoptose em vasos sanguineos de tecido adiposo
branco, resultando em rapida perda de peso e melhor resisténcia a insulina em
macacos obesos (BARNHART et al. 2011); o peptideo vasotide, com efeito inibidor
de angiogénese na retina através na ligacdo seletiva a receptores de VEGF
(VEGFR-1) e neuropilina-1 (NRP-1) em modelos de macaco com degeneragao

macular relacionada a idade (Sidman et al., 2015).

1.2 Vasculatura cerebral

A sinalizacéo dentro do sistema nervoso ocorre através de sinais quimicos e
elétricos, sendo dependente de um microambiente controlado. Um componente
essencial para esse controle sdo as diversas barreiras existentes entre o sangue e o
tecido neural, as chamadas barreiras hematoneurais (Garcia, et al., 2004). Entre as
principais barreiras hematoneurais podemos citar: a barreira hematoencefalica, a
barreira de liquido cefalorraquidiano (ABBOTT et al.,2010), a barreira nervo-

sanguinea e a barreira hematoretiniana (BHR) (CHOI & KIM, 2008).

Dentre estas interfaces citadas, a BHE é a principal barreira, sendo
responsavel por manter a homeostase do SNC através da: (a) estrita limitacdo da

difusdo passiva de substancias polares a partir do sangue para o cérebro; (b)



18

mediacdo do transporte de nutrientes para o parénquima cerebral bem como do
efluxo de metabdlitos toxico e xenobidticos do cérebro; e (c) da regulacdo da
migracdo de células imunes circulantes (ABBOTT et al., 2010; BEGLEY &
BRIGHTMAN, 2003; WOLBURG et al., 2009). Anatomicamente, a BHE € formada
por um endotélio microvascular em associacdo com elementos perivasculares, tais
como astrocitos, pericitos, neurénios e matriz extracelular (Figura 1A). A interacéo e
a resposta coordenada a injuria de um destes elementos conduziram ao conceito de
que esta estrutura multicelular integrada constitui um elemento funcional
denominado unidade neurovascular (UNV). Uma vez que a barreira
hematoencefalica faz a conexéo entre a interface vascular e o sistema nervoso, ela
€ considerada a principal unidade neurovascular, estando intimamente ligada ao

controle da funcéo cerebrovascular (TAM & WATTS, 2010).

A barreira de liquido cefalorraquidiano é formada pelo liquido circulante entre
0s ventriculos cerebrais, encontrado no espac¢o subaracndideo no cérebro e medula
espinhal (entre as meninges aracndide e pia-mater). Atua como um amortecedor
para o cortex cerebral e a medula espinhal, bem como fornece nutrientes para o
tecido nervoso e remove residuos metabdlicos do mesmo (Choi & Kim, 2008). O
liqguido cefalorraquidiano é secretado principalmente pelo plexo coroide, o qual
contém células ependiméarias contento grande numero de jungbes oclusivas,

formando a barreira sangue-liquérica (Figura 1B) (Sugiyama, et al., 1999).

A barreira hematoretiniana pode ser dividida em duas regifes distintas: a
camada externa, formada pelo o epitélio pigmentado da retina e camada interna,
formada pelas células endoteliais especializadas dos vasos da retina, juntamente
com os pericitos e prolongamentos dos astrécitos (Figura 1C). A camada externa &

responsavel por regular o movimento de solutos e nutrientes da cordide para o
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espago sub-retiniano. Ja a camada interna, assemelha-se a barreira
hematoencefalica, desempenhando papel essencial na prote¢do dos tecidos neurais
contra substancias toxicas e na manutencdo das funcdes da retina: a presenca de
juncdes oclusivas localizadas entre as células edoteliais medeiam a difusdo
altamente seletiva de moléculas do sangue para a retina, sendo essencial para

manter a homeostase neste tecido (Schlosshauer & Steuer, 2005; Choi, et al., 2007).

(A) Barreira hematohematoencefalica (B) Barreira do liquido cefalorraquidiano
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Figura 1. Exemplos de barreiras hemato-neurais. (A) Barreira hematoencefalica.
Células endoteliais conectadas por jungfes oclusivas especializadas estdo imersas em
uma membrana basal e circundadas por prolongamentos de astrécitos e pericitos.
Neurbnios e microglia também sdo presentes na regido perivascular. (B) Barreira do
liquido cefalorraquidiano. Células ependimarias do plexo coroide sdo coesas através da
presenca de jungbBes oclusivas especializadas, formando a barreira do liquido
cefalorraquidiano. (C) Barreira hematoretiniana. Figura esquemética representando a
localizacdo da camada interna e da camada externa da barreira hematoretiniana.
(Adaptado de CHOI & KIM, 2008).
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A regulacdo das trocas de nutrientes entre sangue e cérebro, através da
inibicdo da livre difusdo de moléculas soluveis em 4gua ocorre gragas a presenca de
uma elaborada rede de jungdes aderentes (adherens junctions) (ENGELHARDT &
SOROKIN, 2009), juncdes comunicantes (gap junctions) (PULZOVA et al., 2009) e,
principalmente, jungbes oclusivas (tight junctions), que interligam as células

endoteliais.

As principais caracteristicas fisioldgicas das células endoteliais que
constituem a BHE s&o a auséncia de fenestras, a baixa atividade de pinocitose e a
presenca de diversas juncfes oclusivas de alta resisténcia; com isso, tais células
exibem um fendtipo Unico caracterizado pela presenca de jungdes oclusivas e pela
expressdo especifica de sistemas de transporte polarizados (DONG, 2018). As
juncdes oclusivas sdo compostas por uma combinacdo intrincada de proteinas
transmembranas e citoplasmaticas ligadas ao citoesqueleto de actina que formam
uma espécie de “lacre” entre as células, capazes de manter uma rapida atividade de
modulacdo e regulacdo. Tais jungBes possuem trés funcdes bioldgicas principais:
formam uma barreira a difusdo paracelular de substancias polares pelo sangue;
impedem a difusdo lateral de lipideos e proteinas integrais de membrana, mantendo
assim a polarizacdo celular e, participam de uma complexa plataforma de
sinalizacao intracelular (LUISSINT et al., 2012). Estratégias terapéuticas de entrega
de drogas para o SNC sao, em grande parte, limitadas pelas jun¢des oclusivas no
nivel das células endoteliais que constituem a BHE (DONG, 2018). Além das
juncdes oclusivas, as juncdes aderentes também exercem um papel relevante na
permeabilidade da circulagdo sanguinea cerebral: as juncBes aderentes
desencadeiam o contato célula-célula, promovendo a maturacdo e manutencao

destas. Juntas, as juncbes aderentes e oclusivas podem transferir sinais
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intracelulares que controlam diversas fungdes das células endoteliais; a organizacédo
intercelular de juncbes, através do agrupamento de proteinas de adesdo e
sinalizacdo €, portanto, um importante processo através do qual as células
percebem sua posicao (Keaney & Campbell, 2015). As organizacbes das juncdes
oclusivas assim como a organizacéo das juncdes aderentes variam dependendo da

necessidade funcional dos vasos sanguineos (Silvia & Engelhardt, 2015).

As células endoteliais desta barreira também expressam proteinas de
membrana e receptores, que fornecem rotas seletivas de entrada de nutrientes
polares, tais como transportadores de glicose (GLUT-1), ions (Na, K-ATPase e K) e
algumas macromoléculas (receptores de insulina e tranferrina) e, rotas de saida de
metabdlitos potencialmente toxicos e macromoléculas (PAOLINELLI et al., 2011).
Tais células também expressam uma variedade de enzimas capazes de metabolizar
moléculas indesejaveis, como por exemplo, toxinas. Logo, a troca de substancias
através da barreira hematoencefalica torna-se altamente regulada e limitada, e
apenas moléculas lipofilicas ou muito pequenas (menores que 400 Da) conseguem
efetivamente transpb-la. Mesmo pequenos metabdlitos, tais como aminoéacidos,
glicose, nucleosideos e vitaminas passam do sangue para o cérebro através do
transporte mediado por carreadores (TAM & WATTS, 2010). Por esta razdo, em
muitos casos, a BHE impede o tratamento terapéutico de doencas do Sistema
Nervoso Central, uma vez que uma grande maioria dos farmacos utilizados na
clinica ndo consegue trasp6-la. Torna-se importante, entdo, estudos que visam a
descoberta de novos marcadores moleculares que auxiliem nos estudos e no
desenvolvimento de agentes terapéuticos capazes de transpor as barreiras
existentes. Descobrir um peptideo ligante que seja capaz de reconhecer e ligar-se a

receptores presentes nas células endoteliais da BHE pode auxiliar no
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desenvolvimento de drogas mais seletivas, aumentando a eficiéncia no transporte de

drogas para o SNC e, simultaneamente, diminuindo a toxicidade sistémica.

Embora as caracteristicas mencionadas anteriormente sejam validas para
grande parte do SNC, a diversidade funcional do cérebro é refletida por diferencas
regionais na funcdo BHE. Estas diferencas ndo estdo restritas apenas a regides
anatomicamente diferentes, mas podem aparecer ao longo do endotélio de um
segmento vascular. Devido principalmente a razdes técnicas (dificuldade de isolar
células endoteliais de diferentes regides do cérebro ou compartimentos vasculares),
pouco se sabe ainda sobre a diversidade da vasculatura cerebral: o endotélio deste
orgao é frequentemente considerado como uma populacdo homogénea de células
endoteliais (WILHELM, et al., 2016). No entanto, esta simplificacdo pode levar a uma
compreensdo inadequada da fungdo microvascular cerebral com consequéncias

terapéuticas potencialmente significativas.

A identificacdo de marcadores vasculares orgao-especifico tem progredido de
forma lenta, devido principalmente a dificuldade em isolar populacdes puras de
células endoteliais a partir de tecidos. Outra dificuldade encontrada refere-se ao fato
de que células isoladas e cultivas podem perder seus tracos tecido-especifico
guando mantidas em cultura e, além disso, o fenotipo das células endoteliais é
instavel e susceptivel a mudancas quando sdo removidas de seu microambiente.
Como forma de superar estas dificuldades, propusemos utilizar a metodologia do
Phage Display in vivo para estudar a vasculatura cerebral. Uma das grandes
vantagens em se utilizar esta metodologia reside na sua capacidade de identificar
regides de interacdo de proteinas e outras moléculas, sem a necessidade de se ter

conhecimento prévio sobre a natureza desta interacéo.
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Os peptideos identificados ao longo deste estudo podem ser utilizados para
identificar novos marcadores moleculares do endotélio cerebral. Isto porque os
peptideos ligantes de biomoléculas comumente apresentam semelhanca de
sequéncia ou estrutural com os ligantes naturais de seus receptores (GIORDANO et
al., 2001; ARAP et al.,, 2002; CARDO-VILA et al., 2010). Desvendar a diversidade
vascular cerebral torna-se importante na medida em que 0s vasos sanguineos séo
essenciais ndo apenas no suprimento de nutrientes e oxigénio de tecidos e células,
mas também sdo importantes na organogénese, diferenciacdo e morfogénese de
tecidos e o6rgdos, além de desempenhar funcdo importante na manutencdo da
homeostase tecidual. Esse conhecimento pode, portanto, num futuro préximo, se
traduzir em novas modalidades terapéuticas para as diversas doencas que
acometem o Sistema Nervoso Central. Além disto, entender a heterogeneidade da
vasculatura cerebral revelada pelo phage display podera contribuir para uma melhor
compreensdao da funcdo deste 6rgdo, tdo complexo e tdo importante para o

comportamento animal e humano.

1.3 Phage display in vivo

O phage display € uma técnica combinatorial bastante versatil que possibilita
explorar diferentes interacdes moleculares e é frequentemente utilizada em
pesquisas que visam interacdes de peptideos contra diferentes alvos, identificando
ligantes e a atividade biolégica de diversas moléculas de interesse (SMITH &
SCOTT, 1993; GIORDANO et al, 2001). Esses peptideos ligantes servem entdo para
identificar novos marcadores moleculares e, ao mesmo tempo, revelam detalhes
moleculares importante das interacfes entre as moléculas em questao (KOIVUNEN

et al., 1999; SERGEEVA et al., 2006; GIORDANO et al., 2005).
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Na técnica, uma sequéncia exdégena é inserida em um gene codificador de
proteina estrutural do capsideo de bacteriéfagos (virus que infectam bactérias). Tal
sequéncia exégena pode ser codificadora de peptideos, fragmentos de anticorpos,
receptores ou enzimas. Uma biblioteca de phage display € um conjunto de bilhdes
de fagos, cada um possuindo uma sequéncia de DNA exdgeno diferente e, portanto,
apresentando um peptideo ou proteina diferente na superficie do capsideo (Figura
2).

Genoma do fago filamentoso Fd
Insercdo da sequéncia de

oligonucleotideo sintético

vil, V.

Vil
"

Particula viral

ST L LV L RE LRSS Peptideo
SI0BIDDIEDIREED) R
pIX  pVII pVIll plil

Figura 2. Representacédo do sistema de phage display. Utilizando genoma de um fago
filamentoso, sequéncias exdgenas de DNA s&o inseridas na construgdo; a sequéncia

inserida é representada como peptideo fusionado a proteina Il (plll) do capsideo viral.

Normalmente, bibliotecas de phage display de peptideos apresentam
sequéncias de pequenos peptideos, que podem variar de seis a quinze aminoacidos
e apresentam alta diversidade (geralmente, mais de 10° diferentes peptideos)
(SMITH & SCOTT, 1993), o que resulta em ligantes para virtualmente qualquer alvo
biolégico; peptideos capazes de se ligar a moléculas-alvo in vitro ou em tecidos in
vivo podem ser isolados (PASQUALINI & RUOSLAHTI, 1996; KOIVUNEN et al.,
1999), permitindo a identificacdo de alvos terapéuticos e fornecendo, ao mesmo
tempo, informacgfes importantes sobre a atividade biolégica das moléculas e tecidos

identificados. A metodologia permite ainda a realizacédo de ensaios de sele¢céo de
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peptideos contra diferentes alvos em diferentes situacdes. Por exemplo, ensaios de
selecdo de peptideos (biopanning) podem ser realizados in vitro contra moléculas-
alvo aderidas em superficie (KOIVUNEN et al., 1999), células que podem ou nao ser
estimuladas para alterar a expressdo de receptores e em tecidos dissecados
(GIORDANO et al., 2001); em ensaio in vivo, pode-se injetar os fagos na circulagao
do animal ou paciente, com posterior retirada dos 6rgaos ou biopsias de tecidos de
interesse para selecdo dos fagos que expressaram peptideos que interagiram com a
vasculatura dos diferentes 6rgdos do organismo (PASQUALINI & RUOSLAHTI,
1996; ARAP et al., 2002). Esta abordagem permite identificar moléculas que podem
servir para o desenvolvimento de farmacos, vacinas, métodos diagnosticos e de
outros insumos (SMITH, 1985; SCOTT & SMITH, 1990; GIORDANO et al., 2009).
Dentre os peptideos identificados pela metodologia de phage display que ja estédo
em estudos pré-clinicos avancados, podemos citar o peptideo BMTP-11 (LEWIS et
al., 2017; PASQUALINI et al., 2015), peptideo adipotide (KOLONIN et al., 2004) e o

peptideo vasotide (Sidman et al., 2015).

In vivo, a aplicacdo da biblioteca de phage display por via intravenosa permite
0 estudo de marcadores expressos especificamente nos diferentes 6rgaos do
organismo, uma vez que todo o endotélio é sondado: no organismo, os fagos
expressando os diferentes peptideos percorrem os vasos sanguineos e, devido ao
seu tamanho permanecem na circulagdo, possibilitando que a superficie das células
endoteliais interaja com os peptideos apresentados (Figura 3), fornecendo assim as
informag@es a respeito da diversidade vascular de um tecido ou 6rgéo e os possiveis
enderecos vasculares presentes no objeto de estudo (“enderecamento postal” dos
diferentes oOrgdos) (OZAWA et al., 2008; GIORDANO et al, 2009). O

“‘enderecamento postal” dos diferentes 6rgaos pode ser explorado e utilizado para o
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direcionamento de drogas, vetores génicos e outros insumos, utilizando-se os
proprios peptideos identificados durante o processo de biopanning. A grande
vantagem deste método sobre os outros métodos combinatdrios estritamente
guimicos é que o isolamento de uma proteina ou peptideo ligado a um fago é o
suficiente para permitir uma completa caracterizagdo do isolado: o virus pode
crescer sobre um meio e a sequéncia da proteina ou peptideo apresentada pelo
fago pode ser inferida a partir da sequéncia de DNA inserida na particula viral

(SMITH & SCOTT, 1993; RODI et al., 2005).

biblioteca de Phage Display
(~10" peptideos)

Vasos sanguineos

AR 1

diferentes peptideos

fago especifico de
células endoteliais

. . cerebrais
Células endoteliais

/ﬁ.
\"“‘* /figado

marcadores moleculares
especificos de células
endoteliais
Figura 3. Phage display in vivo. Peptideos diferentes sdo expresso fusionados a plll;
uma vez na circulacdo sanguinea, os diferentes peptideos realizam a sondagem do

endotélio de diferentes 6rgaos e tecidos. (Adaptado de Tang et al, 2019)
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A técnica do phage display permite ndo apenas a identificacdo de alvos
moleculares, mas também fornece o peptideo ligante que pode ser utilizado no
desenvolvimento de terapias e métodos para diagnosticos. Isso se da porque, de
forma geral, os peptideos selecionados frequentemente apresentam atividade
biolégica relacionada com a natureza da molécula em estudo e, com isso, podem
ser explorados para o desenvolvimento de agentes terapéuticos, tais como o
desenho racional de farmacos, terapias direcionadas, terapias génicas, producéo de
vacinas, métodos diagndsticos, entre outras aplicacdes (ARAP et al., 1998;
HAJITOU et al., 2006; SERGEEVA et al., 2006; GIORDANO et al., 2010). Peptideos
identificados por esta metodologia demonstram serem bons agentes para
imageamento molecular devido ao seu pequeno tamanho, rapida remocdo do
sangue, falta de imunogenicidade e alta penetracédo e difusdo nos tecidos (REUBI,

2003).

No caso de patologias no Sistema Nervoso Central, peptideos selecionados
podem além de atuar como farmacos, servir como carreadores de farmacos e, com
isso, estes se tornam capazes de transpor a barreira hematoencefalica, onde podem
exercer sua atividade terapéutica. Por exemplo, o peptideo CRTIGPSVC identificado
por phage display in vivo, interage seletivamente com a apo-transferrina (apo-Tf)
para induzir alteracdes conformacionais alostéricas que funcionalmente "imitam" o
ferro através de um mecanismo ndo-can6nico mediado pelo ligante, possuindo a
capacidade de atravessar a BHE em condic¢des fisiol6gicas e patolégicas (Staquicini
et al., 2011). Tal peptideo foi utilizado em modelos de camundongos com
glioblastoma, apresentando resultados promissores para o tratamento e diagnotico

desta doenca. E importante ressaltar que a metodologia do phage display permite
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também a identificacdo de peptideos que séo internalizados pelos seus receptores

especificos (ZURITA et al., 2004; ARAP et al., 2004).



29

2. OBJETIVOS

Tendo em vista os esforcos de pesquisadores em todo o mundo para
desvendar o funcionamento cerebral, propusemos estudar a heterogeneidade
vascular cerebral para entender melhor a intrincada relacdo entre nervos e vasos

sanguineos. Este projeto teve, portanto, como objetivos:

1. Identificar marcadores moleculares especificos para o endotélio
cerebral. Utilizando a metodologia combinatorial de phage display in vivo, construir
um mapa molecular da vasculatura cerebral, identificando peptideos que se liguem
preferencialmente na vasculatura deste 6rgao, fornecendo "enderecos" vasculares
através da identificacdo de peptideos que estejam aderidos ao endotélio deste

orgao.

2. Avaliar possiveis aplicacbes biotecnoldégicas e terapéuticas para
peptideos identificados. Caracterizacdo do sitio de interacdo de peptideos

selecionados e avaliar seu potencial para imageamento molecular.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Biblioteca de Phage Display. A biblioteca de Phage Display CX8C (X
representa qualquer aminoacido e C = cisteinas, que permite criar bibliotecas
ciclicas) foi utilizada neste projeto e esta disponivel no laboratério do Dr. Ricardo J.
Giordano (Departamento de Bioquimica do Instituto de Quimica — USP). A biblioteca
CX8C foi produzida pela Dra Jussara M. Sousa, utilizando-se o vetor fUSES5 e a
metodologia desenvolvida por George Smith (SMITH & SCOTT, 1993) com
modificacdes que permitiram uma maior eficiéncia e maior nimero de clones finais
(MICHALOSKI et al, 2016). Em resumo, o vetor fuse55 foi preparado em larga
escala utilizando kit de Maxiprep (QIAGEN), seguido por duas purificaces utilizando
gradiente de cloreto de césio (CsCl). Quantidades equimolares de oligonucleotideos
5
CACTCGGCCGACGGGGCTTGCNNKNNKNNKNNKNNKNNKNNKNNKTGCGGGG
CCGCTGGGGCCGAA-3' e 5-TTCGGCCCCAGCGGC-3' (onde N = qualquer
nucleotideo e K = T ou G) foram convertidas em DNA de dupla fita utilizando enzima
Klenow (New England Biolabs) e purificados utilizando coluna de Maxiprep P500
(QIAGEN). Em seguida, o vetor (1 mg) e os insertos de oligonucleotideos (40 ug)
digeridos com enzima de retricdo Bgll (New England Biolabs) foram ligados
utilizando enzima T4 DNA ligase (New England Biolabs). O produto da ligacao foi
purificado utilizando coluna de Maxiprep P500 (QIAGEN) e transformado em células
eletrocompetentes de Escherichia coli MC1061. A cultura de bactéria foi crescida por
aproximadamente 20 horas (37°C sob agitacdo) e no dia seguinte, bacteri6fagos
(fagos) foram purificados do sobrenadante da cultura através de método utilizando

PEG/NaCl .
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3.2 Producdao, purificacdo e titulagdo de fagos. Os fagos foram isolados e
purificados do sobrenadante de cultura de bactéria (K91kan) utilizando o método de
PEG/NaCl (GIORDANO et al., 2001). Para isso, a cultura de saturada durante a
noite foi centrifugada a 6.000 x g, durante 30 minutos, 4°C. O sobrenadante
contendo os fagos em solugéo foi transferido para tubo contendo 16,7% PEG/3,3 M
NaCl (15% do volume total) e incubado em gelo por 2 horas, seguido de etapa de
centrifugacdo (6.000 x g, durante 30 minutos, 4°C). Apéds centrifugacgéo,
sobrenadante foi descartado e o0s fagos contidos no precipitado foram
ressuspendidos em 1 mL de PBS 1x estéril (10 mM Na2HPO4, 1.8 mM KH2POa4, 2.7
mM KCI and 137 mM NaCl pH 7.4), seguido de incubacédo em agitador (250 RPM,
37°C, 15 minutos). Em seguida, a solugdo de PBS e fagos foi centrifugada (7.000 x
g, 15 minutos), transferida para tubo contendo 15% de PEG/NaCl e incubada em
gelo por 1 hora. Apés incubacdo em gelo, amostra foi centrifugada (20.800 x g, 30
minutos), o sobrenadante descartado e o precipitado de fago foi ressuspendido em
PBS e armazenado em geladeira. Os fagos foram titulados por diluicdo seriada em
meio LB, por meio de infecgdo em E.coli K91kan, e semeados em LB-agar contendo
tetraciclina (20 pg/mL) e kanamicina (100 pg/mL). O numero de unidades

transdutoras de bactéria (TU) foi calculado contando-se as colbnias obtidas.

3.3 Modelo animal. O protocolo de manipulagdo animal foi aprovado pela Comisséo
de Etica em Uso de Animais (CEUA) do Instituto de Quimica USP e pelo Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade do Novo México. Para a realizacdo de
experimentos in vivo, foram utilizados camundongos da linhagen BALB/c (Taconic) e
C57BL/6 (Taconic), disponiveis no biotério do Instituto de Quimica da Universidade
de S&o Paulo e camundongos BALB/c imunodeficientes atimicos (Charles River

Laboratory). A linhagem de camundongo BALB/c e C57BL/6 s&o resultantes de
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endocruzamentos, 0 que gera camundongos geneticamente idénticos entre si. Tal
caracteristica € importante para a realizacdo do estudo, uma vez que elimina
diferencas resultantes de eventuais diferencas genéticas e fisiolégicas entre os
camundongos. Os animais foram mantidos em ciclos de 12h claro/escuro, com

acesso a agua e alimentos ad libitum.

3.4 Biopanning in vivo para identificacdo de alvos moleculares da vasculatura
cerebral. A biblioteca de fagos (10° TU em 100 uL de meio DMEM) foi injetada pela
veia da cauda do camundongo e apés 30 minutos na circulacdo sanguinea, o animal
foi perfundido através do coracdo com 20 mL de DMEM, tendo as diferentes regides
do cérebro (cerebelo, bulbo olfatério e hemisférios cerebrais) dissecadas. Os fagos
ligantes presentes em cada regido cerebral foram recuperados por infeccdo com
E.coli K91kan (STAQUICINI et al., 2011); cultivados e amplificados em meio LB
contendo tetraciclina (20 ug/mL) e kanamicina (100 ug/mL) para os sucessivos ciclos
de selecdo. Foram realizados de trés ciclos de selecao e, ao final do ultimo ciclo, as
amostras foram sequenciadas por duas metodologias distintas para identificacdo dos
peptideos apresentados pelos fagos. Na primeira metodologia, colbnias individuais
foram selecionadas para sequenciamento pelo método Sanger; na segunda
metodologia, a amostra de fagos purificada apds terceiro ciclo de selecao foi
utilizada para sequenciamento em larga escala utilizando o equipamento lllumina

MiSeq.

3.5 Selecdo de clones, PCR e sequenciamento para a determinacdo do
peptideo apresentado pelo fago (Método Sanger). Ao final dos biopanning, os
fagos obtidos foram semeados em placas de LB-agar-tetraciclina-kanamicina e
colonias individuais selecionadas e ressuspendidas em 50 pL de PBS. A regido do

DNA codificante para o inserto de peptideo foi amplificada a partir de 2 pyL desta
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suspensao em reacdo de PCR, utilizando-se Taqg DNA polimerase (Fermentas),
dNTP (2,5 uM), tampao de Taqg DNA polimerase 1x, 2 mM de MgClz: e 20 pmoles de
cada um dos oligonucleotideos especificos (senso 5’-
GCAAGCTGATAAACCGATACAATT-3’ e reverso 5-
CCCTCATAGTTAGCGTAACGATCT-3’), em termociclador por 35 ciclos
(desnaturacéo (94°C) 15 segundos; anelamento (60°C) 20 segundos, extensao
(72°C) 45 segundos). Os produtos de PCR foram analisados em gel de agarose 2%
e sequenciados utilizando o kit Big Dye® Cycle Sequencing (Applied Biosystems),
segundo recomendacOes do fabricante, no qual foram utilizados 8 pmoles do
oligonucleotideo reverso e 2 ul do produto de PCR diluido 1:2 em 25 ciclos de
reacdo (desnaturacdo (95°C) 10 segundos; anelamento (55°C) 5 segundos,
extensdo (60°C) 1 minuto). As reacdes foram precipitadas pela adicdo de 1 pL de
glicogénio 20 mg/mL, 1 pL de acetato de sddio 3M, pH 5,2, 25 pL de etanol absoluto
gelado, seguida de incubacdo em gelo por 20 minutos. Apds centrifugacdo a 4000
RPM por 15 minutos a 4°C, o sobrenadante foi desprezado e o precipitado lavado
com 50 pL de etanol 70% gelado, seguido de nova centrifugacdo por a 4000 RPM
por 20 minutos a 4°C, descarte do sobrenadante e incubac¢éo por 1 minuto a 95°C.
As amostras foram encaminhadas para o servigo de sequenciamento do Instituto de
Quimica USP, que utiliza o sequenciador ABI PRISM® 3130XL GeneticAnalyzer

/HITACHI (16 capilares, 50 cm).

3.6 Sequenciamento em larga escala de fagos. Para o sequenciamento em larga
escala, a amostra de fagos precipitada e purificada apds o terceiro ciclo de selecdo
foi submetida a reacdo de PCR para amplificar a regido do gene plll que codifica o
inserto exdgeno de DNA, utilizando oligonucleotideos especificos (Tabela ). Foram

utilizados quatro pares diferentes de oligonucleotideos contendo de zero a trés
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bases degeneradas para adicionar a diversidade necessaria para 0 sequenciamento
do amplicon pela plataforma lllumina. Tais oligonucleotideos também continham
uma regido flanqueadora correspondente a sequencia reconhecida pelo kit Nextera
XT. Nesta reacdo de PCR, foram utilizados 108 TU por reacéo de cada amostra (das
diferentes regides cerebrais) e a polimerase de alta fidelidade Kapa (Kapa
Biosystems), seguindo recomendacdes do fabricante. O inserto foi amplicado
realizando-se 15 ciclos de reacdo (desnaturacéo (95°C) 30 segundos; anelamento
(55°C) 30 segundos, extensdao (72°C) 1 minuto. Os produtos de PCR foram
purificados utilizando colunas de purificacdo (QIAGEN) e os bar codes foram
adicionados utilizando Nextera XT kit (lllumina) seguindo instrugbes do fabricante.
Os produtos de PCR foram entédo quantificados por gPCR (Kapa Biosystems library
guantification kit) e, cada produto de PCR diluido para concentracao final de 4 nM e
reunidos juntos em uma Unica amostra. O DNA foi desnaturado através da adi¢éo de
0.2M NaOH e aquecimento a 95°C por 5 minutos e sequenciado no equipamento
lllumina MiSeq utilizando MiSeq Reagent Kit v2 (500 cycles). Leituras foram
montadas utilizando PEAR (ZHANG et al., 2014) para extracdo e contabilizacdo de
sequéncias dos insertos: andlise da sequéncia dos insertos foi realizada apés
verificacdo da montagem de dupla fita, remocao de sequéncias do vetor, checagem
do tamanho do inserto (30 pares de base), verificacdo da presenca de cisteinas nas
duas extremidades da sequéncia e, por fim, apenas sequéncias com duas ou mais

leituras foram analisadas.
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Tabela 1. Oligonucleotideos utilizadas para primeira reacdo de PCR durante a
preparagdo de amostras para sequenciamento em larga escala. Bases sublinhadas

correspondem a regido especifica do vetor fUSES5, seguido a montante pelas bases

degeneradas e regides flanqueadores compativeis com o Nextera XT.

Oligonucleotideo  Sequéncia

llI-f5-Fw-0 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCATTGTCGGCGCAACTATCG
lI-f5-Fw-1 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGNCATTGTCGGCGCAACTATCG
II-f5-Fw-2 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGNNCATTGTCGGCGCAACTATCG
lII-f5-Fw-3 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGNNNCATTGTCGGCGCAACTATCG
llI-f5-Rv-0 GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCAAACCACAACGCCTGTAGC
llI-f5-Rv-1 GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGNCAAACCACAACGCCTGTAGC
llI-f5-Rv-2 GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGNNCAAACCACAACGCCTGTAGC
llI-f5-Rv-3 GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGNNNCAAACCACAACGCCTGTAGC

3.7 Bioinformética. Os peptideos obtidos nos biopannings foram alinhados
utilizando-se o programa Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/)

para a identificacdo de motivos comuns.

3.8 Imunofluorescéncia para fagos (tecidos cortados em criostato). Para
localizar a distribuicdo do fago CFFWKFRWMC em diferentes 6rgdos, camundongos
BALB/c foram anestesiados (Avertina 250 mg/kg) e o fago apresentando o peptideo
CFFWKFRWMC ou o fago controle Fd-tet (sem inserto) foi administrado na veia da
cauda do camundongo (10° TU em 100 pL de DMEM). Apdés 30 minutos de
circulacdo, 50 pg de lectina obtida de tomate (Lycopersicon esculentum) marcada
com isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Vector Laboratories) (FALCON et al.,
2011) foi injetando na veia da cauda do camundongo e, ap0s 2 minutos de

circulacdo da lectina, os animais foram perfundidos pelo ventriculo esquerdo com 20
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mL de PBS contendo 4% de paraformaldeido (PBS 4% PFA). Orgdos individuais
(cérebro, retina, nervo Otico, gbnada, pancreas, baco, bexiga urinaria, estdmago,
intestinos grosso e delgado, rim e figado) foram coletados, fixados por 1-2 horas em
PBS 4% PFA e incubados durante a noite em PBS contendo 30% de sacarose para
criopreservacéo dos tecidos. No dia seguinte, os 6rgaos foram embebidos em meio
de inclusdo para congelamento utilizando composto O.C.T. (temperatura étima para
corte) (Killik Oct). Foram realizados cortes de tecido com 50 um de espessura, 0S
quais foram lavados trés vezes com PBS e bloqueados por 2h com PBS contendo
5% de soro de jumento (Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc.) e 0.3% Triton
X-100. Apés o bloqueio, tecidos foram incubados durante a noite com soro anti-
bacterifago (Sigma-Aldrich) diluido 1:400 em PBS contendo 1% de soro de jumento
(Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc.) e 0.3% Triton X-100. No dia seguinte,
tecidos foram lavados com PBS 0.3% Triton X-100 e submetidos a incubagéo com
anticorpo secundario IgG anti-coelho produzido em cabra e conjugado com Dylight-
594 (Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc.) diluido 1:300 em PBS 0.3% Triton
X-100. Amostras foram preparadas com meio de montagem VECTASHIELD (Vector

Laboratories) e examinadas em microscépio de epifluorescéncia (Nikon).

3.9 Imunofluorescéncia para fagos (amostras de retinas inteiras). Para
montagem da retina inteira, os animais foram anestesiados e administrados
intravenosamente com 10° TU de fago CFFWKFRWMC ou Fd-tet (em 100 pL de
PBS). Apos 30 minutos de circulagdo sanguinea, os animais receberam 50 ug de
lectina conjugada com isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Vector Laboratories) por
via intravenosa. Os animais foram enucleados e as retinas dissecadas para
imunodeteccédo de fagos. Como controle de acesso de particulas de fago no tecido,

animais foram administrados intravenosamente com 10° TU de fago
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CFFWKFRWMC e 10 minutos depois foi injetado 50 ug de Lectina conjugada com
Isotiocianato de Fluoresceina (FITC) (Vector Laboratories) por via intravenosa. Estes
animais foram enucleados sem perfusao e retinas dissecadas para preparacgao total
da montagem. As retinas foram entdo fixadas com 4% paraformaldeido em PBS (1
hora) e bloqueadas durante 2 horas em 5% soro de jumento diluido em PBS
contendo 1% Triton X-100. As retinas foram incubadas com soro anti-bacterifago
(Sigma-Aldrich) diluidos em PBS (1: 400) contendo 1% de soro de jumento e 1% de
Triton X-100 durante a noite. Os tecidos foram corados durante 4 horas com
anticorpo secundario 1gG anti-coelho produzido em cabra e conjugado com Dylight-
594 (1: 300) (Jackson Immunoresearch). As amostras foram montadas com

VECTASHIELD (Vector Laboratories) e examinadas no microscopio DMi8-Leica.

3.10 Quantificagéo in vivo de CFFWKFRWMC em 6rgéo e tecidos selecionados.
Para determinar a quantidade de fagos presentes em diferentes 6érgaos,
camundongos BALB/c foram anestesiados (Avertina 250 mg/kg) e o fago
expressando CFFWKFRWMC ou o fago controle Fd-tet (10° TU em 100 pL de
DMEM) foi injetado pela veia da cauda do camundongo. Apdés 30 minutos de
circulacdo, o animal foi perfundido através do coracdo com 20 mL de meio DMEM e
os diferentes orgaos e tecidos (cérebro ou partes cerebrais, masculo esquelético,
rim, intestino delgado e figado) dissecados individualmente. Cada amostra de 6rgao
ou tecido foi coletada, pesada e homogeneizada utilizando homogeneizador de vidro
Dounce. Os homogeneizados de tecidos foram ressuspendidos com 1 mL de meio
DMEM suplementado com 5% de albumina de soro bovina (BSA) (DMEM 5% BSA)
e centrifugados a 4000 por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado ressuspendido com 1 mL de meio DMEM 5% BSA e centrifugado

novamente a 4000 por 5 minutos a 4°C. Cada homogeneizado de tecido foi entdo



38

incubado com 1 mL de bactéria E. coli K91kan na fase log (ODeoo ~2). ApGs
infeccao, diluicbes seriadas das infec¢cdes foram plaqueadas em triplicata em meio
LB &gar contendo tetraciclina (20 pg/mL) e kanamicina (100 pg/mL), o qual
permaneceu em estufa a 37° durante a noite. No dia seguinte, colénias individuais
presentes em cada placa foram contabilizadas, fornecendo assim o numero de

unidades transdutoras de bactéria (TU).

3.11 Peptideos sintéticos. Os peptideos sintéticos foram sintetizados com um
minimo de 95% de pureza pela empresa Chinese Peptide Company (Hangzhou,
China). Neste estudo, foram utilizados o0s seguintes peptideos sintéticos:

CFFWKFRWMC e CARAC (controle).

3.12 Ensaio de competicao in vivo. Neste ensaio, os animais foram administrados
com os peptideos sintéticos CFFWKFRWMC ou CARAC (70 pmol ou 200 pmol por
animal em 100 pL de PBS contendo 10% DMSO [v / v]). Ap6s um minuto, 0s animais
foram administrados por via intravenosa com 108 TU de fago CFFWKFRWMC ou
fago de controle Fd-tet (em 100 L de PBS). Ap6s 30 minutos adicionais, 0s animais
foram perfundidos através do coracdo com 20 mL de DMEM e os 6rgaos e tecidos
individuais (cérebro, olho, figado, rim, intestino delgado e pancreas) foram coletados,
pesados e homogeneizados com um homogeneizador de vidro Dounce. Os fagos

presentes em cada amostra de tecido foram quantificados por contagem de colonias.

3.13 Alanine scanning. Particulas de fago exibindo variagbes pontuais de cada
um dos residuos de aminoacido da sequéncia CFFWKFRWMC foram produzidas
através de mutagénese sitio dirigida como descrito na literatura (GIORDANO et al.,
2008). Em resumo, oligonucleotideos sintéticos (Invitrogen) foram encomendados de

forma a conter sequéncias com mutacao para alanina de cada um dos residuos de
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aminoacido do CFFWKFRWMC (tabela 2). As sequéncias desses oligonucleotideos
possuem sitios de restricdo da enzima Bgll. Um oligonucleotideo complementar a
regido 3’ dos oligonucleotideos também foi sintetizado. Para a formagdo de DNA
dupla fita do inserto, cada par de oligonucleotideo foi diluido em tampédo TEN (10
mM Tris pH 8; 1 mM EDTA; 100 mM NacCl) e deixados em agua fervente por 5
minutos; o esfriamento das amostras ocorreu a temperatura ambiente. A qualidade
do DNA foi analisada por eletroforese em gel de poliacrilamida 15% corado com
brometo de etideo e quantificado por espectrofotometria no equipamento Nanodrop
1000 (Thermo Scientific). O vetor fUSES5 purificado, foi digerido com enzima Bgll
(10U/ul, Fermentas) na proporgao de 5U de enzima para cada 1 pg de vetor. O DNA
digerido foi purificado com o sistema de extracdo de DNA em gel de agarose (QIA
quick Gel Extractio kit, Qiagen), conforme instru¢des do fabricante. A qualidade do
DNA foi analisada por eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de
etideo e quantificado por espectrofotometria no equipamento Nanodrop 1000

(Thermo Scientific).

As sequéncias dos insertos anelados foram clonadas no vetor fUSE55
previamente digerido com Bgll; a relagdo inserto:vetor foi mantida em 1:1 (melhor
condicdo checada em ensaios anteriores). Para a reacdo de ligacao foi utilizado 50
ng de vetor fUSES55 digerido com Bgll; 0,5 ng de inserto; 0,5 ul de T4 DNA ligase
(5U/ul) e 1X tampéo de ligacdo (NEB) em um volume total de 10 ul. A reacéo foi
mantida na geladeira por 16 horas e utilizadas para transformacdo em células
eletrocompetentes da cepa MC1061 de E. coli (MICHALOSKI et al., 2016). Um total
de 1 ul da ligacdo foi eletroporado (2,5kV) com 25 ul de bactéria competente. As
eletroporacBes foram plaqueadas em placas LB Agar contendo antibiético tetraciclina

(40 ug/ml), as quais cresceram durante a noite em estufa de bactéria a 37 °C. As
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colénias individuais obtidas foram ressuspendidas em 50 ul de PBS contendo 5%
glicerol. A regido do DNA codificante para o inserto de peptideo foi amplificada em
reacdo de PCR para fagos como descrito anteriormente (secdo 3.5). Uma vez
verificado a clonagem, foi utilizado 2 pl da solugcédo de PBS 5% glicerol contendo as
colonias para infeccdo com cepa k9lkan de E. coli para a produgcao de fagos; tais
amostras foram colocadas em meio LB com tetraciclina (20 pg/ml) e kanamicina (100
pg/ml) e mantido a 37°C, 300rpm, por 20 horas para produgao de fagos. Os fagos
foram isolados e purificados do sobrenadante de cultura de e precipitados pelo
método de PEG/NaCl (GIORDANO et al., 2001), e re-suspendidos em PBS (pH 7.4).
Os fagos obtidos foram sequenciados e titulados por diluicdo seriada em meio LB,
infeccdo em E.coli K91kan, e semeados em LB-agar contendo tetraciclina (20 ug/mL)
e kanamicina (100 pyg/mL). Uma vez produzidos todas as variantes de fago (10
variantes), cada um expressando uma mutacao para alanina em um dos residuos de
aminoécido na sequéncia CFFWKFRWMC, estes foram utilizados para ensaio de

imunofluorescéncia (secao 3.8).
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Tabela 2. Oligonucleotideos utilizados para preparar as diferentes particulas de fago

expressando os variantes para o0 ensaio de alanina scanning. Bases mutadas estdo

indicadas (sublinhados).

Oligonucleotideo

Sequéncia

AFFWKFRWMC-Fw

CAFWKFRWMC-Fw

CFAWKFRWMC-Fw

CFFAKFRWMC-Fw

CFFWAFRWMC-Fw

CFFWKARWMC-Fw

CFFWKFAWMC-Fw

CFFWKFRAMC-Fw

CFFWKFRWAC-Fw

CFFWKFRWMA-Fw

AFFWKFRWMC-Rv

CAFWKFRWMC-Rv

CFAWKFRWMC-Rv

CFFAKFRWMC-Rv

CFFWAFRWMC-Rv

CFFWKARWMC-Rv

CFFWKFAWMC-Rv

CFFWKFRAMC-Rv

CFFWKFRWAC-Rv

CFFWKFRWMA-Rv

GGGCTGCGTTTTTTTGGAAGTTTAGGTGGATGTGCGGGGCCGCTG
GGGCTTGCGCGTTTTGGAAGTTTAGGTGGATGTGCGGGGCCGCTG
GGGCTTGCTTTGCGTGGAAGTTTAGGTGGATGTGCGGGGCCGCTG
GGGCTTGCTTTTTTGCGAAGTTTAGGTGGATGTGCGGGGCCGCTG
GGGCTTGCTTTTTTTGGGCGTTTAGGTGGATGTGCGGGGCCGCTG
GGGCTTGCTTTTTTTGGAAGGCGAGGTGGATGTGCGGGGCCGCTG
GGGCTTGCTTTTTTTGGAAGTTTGCGTGGATGTGCGGGGCCGCTG
GGGCTTGCTTTTTTTGGAAGTTTAGGGCGATGTGCGGGGCCGCTG
GGGCTTGCTTTTTTTGGAAGTTTAGGTGGGCGTGCGGGGCCGCTG
GGGCTTGCTTTTTTTGGAAGTTTAGGTGGATGGCGGGGGCCGCTG
CGGCCCCGCACATCCACCTAAACTTCCAAAAAAACGCAGCCCCGT
CGGCCCCGCACATCCACCTAAACTTCCAAAACGCGCAAGCCCCGT
CGGCCCCGCACATCCACCTAAACTTCCACGCAAAGCAAGCCCCGT
CGGCCCCGCACATCCACCTAAACTTCGCAAAAAAGCAAGCCCCGT
CGGCCCCGCACATCCACCTAAACGCCCAAAAAAAGCAAGCCCCGT
CGGCCCCGCACATCCACCTCGCCTTCCAAAAAAAGCAAGCCCCGT
CGGCCCCGCACATCCACGCAAACTTCCAAAAAAAGCAAGCCCCGT
CGGCCCCGCACATCGCCCTAAACTTCCAAAAAAAGCAAGCCCCGT
CGGCCCCGCACGCCCACCTAAACTTCCAAAAAAAGCAAGCCCCGT

CGGCCCCCGCCATCCACCTAAACTTCCAAAAAAAGCAAGCCCCGT

3.14 Cromatografia de afinidade. O peptideo sintético CFFWKFRWMC e peptideo
controle (CARAC) foram obtidos comercialmente e acoplados, individualmente, em
resina (Activated CH-Sepharose 4B). Para cada peptideo acoplado na coluna foi
passado, separadamente, extratos totais de proteinas de cérebro e de rim. Os

extratos proteicos de cada 6rgao foram preparados com TBS, 50 mM NaCl, 2% NP-
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40, 5 mM MgCI2, 5 mM CaCl2 e coquetel inibidor de protease; a concentracao final
dos extratos foi de 10 mg de tecido/ml. A eluicdo das proteinas da resina foi
realizada com 1 M NaCl, 8M ureia e 1% SDS, nesta ordem. As amostras de cada
eluicdo foram aplicadas em gel de 9% poliacrilamida e 0 mesmo corado com corante

coomasie coloidal.

3.15 Espectrometria de massa. As bandas proteicas observadas no gel foram
recortadas e picadas para, em seguida, passarem por processo de descoloracao do
gel, utilizando solugcéo de descoloracdo contendo 50% (v/v) de acetonitrila e 25 mM
de bicarbonato de am6nio (AmBic). Apds descoloracdo, os fragmentos de gel foram
tratados com solucéo de reducéo (20 mM ditiotreitol em 50 mM AmBic), solucéo de
alquilacdo (55 mM de iodoacetamida em 50 mM de Ambic) e posteriormente lavadas
com 25 mM de AmBic. As amostras foram digeridas com tripsina (20 ng/ul). A acao
da tripsina foi interrompida pela adicdo de solucdo blogueadora (5% [v/v] acido
formico [96%] e, 50% [v/v] acetonitrila). As proteinas foram eluidas do gel utilizando
diferentes solucdes de eluicdo: solucao de eluicao | (1% [v/v] &cido férmico [96%] em
60% [v/v] metanol), solucéo de eluicao Il (1% [v/v] acido férmico [96%] em 50%][v/v]
acetonitrila) e solucdo de eluicdo Il (solugdo 100% acetonitrila). A solucao final,
contendo todas as solucdes eluidas, foi concentrada em concentrador a vacuo. Para
a andlise, as amostras foram ressuspendidas e dessalinizadas com auxilio do
ZipTip, eluidas com 50% (v/v) de acetonitrila e, para analise, aplicadas em placa de

MALDI.

3.16 Ensaio de ligacdo de fagos in vitro. Para este ensaio, lug de proteina
recombinante (glutamina sintentase, cadeias leve A de clatrina, cadeias leve B de
clatrina ou cadeias pesada de clatrina) e BSA (controle) foram imobilizados em

pocos de placa de 96 pocos, overnight, 4°C. No dia seguinte, as proteinas nao
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ligantes a placa sdo removidas e 0s po¢os sdo bloqueados com solucdo PBS
3%BSA, 2 horas, temperatura ambiente. Apds bloqueio, pogos séo incubados com
10° particulas de fago CFFWKFRWMC ou fago controle Fd-tet, separadamente.
Ap6s incubacao, € realizado etapa de lavagem dos pocos para remocdo de fagos
nao ligantes (9 vezes, com 200 ul de PBS). Depois da lavagem, pocos foram
incubados com 200 ul de bactéria k91 na DO=1,8 por 30 minutos, temperatura
ambiente. Em seguida, realizada trés diluices e cada diluicdo plaqueadas em meio
LB sdlido contendo tetraciclina e kanamicina; placas foram levadas a estufa 37°C,
overnight. No dia seguinte, colénias sé&o contabilizadas, fornecendo assim o nimero

de unidades transdutoras de bactéria (TU).

3.17 Microscopia Eletrébnica de Transmissdo. Camundongos BALB/c foram
anestesiados com Avertina e administrados por via intravenosa com 10° TU de fago
CFFWKFRWMC ou do fago controle Fd-tet. Ap6és 30 minutos de circulagdo, os
animais foram perfundidos pelo ventriculo esquerdo com 20 mL de solugéo (2,5%
glutaraldeido:4% paraformaldeido em tampéo 0,1M fosfato monobasico/dibasico [pH
7.4]). Amostras de tecido foram processadas seguindo protocolo para ensaio de
MET, com modificacbes (ALMEIDA-SOUZA, 2016). Pedacos do cérebro foram
dissecados e pés-fixados em solugéo fixadora durante a noite, seguido por fixacéo
com 1% (m/v) de tetroxido de 6ésmio (OsO4) e contrastado com 0.5% acetato de
uranila. Apés etapas de fixacdo, tecidos foram submetidos a processo de
desidratacdo com acetona em quantidade crescente (50%, 70%. 85%, 100%) e
entdo embebidos em resina (Epon-S12 Substitute Cat#14900) por 48 horas a 60°C.
Cortes semifinos foram realizados e corados com 1% azul de metileno e visualizados
em microscopio de luz para selecdo de areas contendo vasos sanguineos. Cortes

ultrafinos com navalha de diamante foram realizados nas areas contendo vasos
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sanguineos e corados com acetato de uranila e citrato de chumbo. Amostras foram
analisadas utilizando o microscopio eletronico de transmissdo JEOL (modelo
JEM1011, JEOL/Massachusetts/USA) operado a 80 kV. Imagens foram capturadas
com Gatan (modelo 785 ES1000W Erlangshen camera, Gatan, USA). O
experimento e captura das imagens foram realizados no Instituto Adolfo Lutz, no

laboratorio de Virologia.

3.18 Imageamento in vivo do fago CFFWKFRWMC. Particulas de fago
(CFFWKFRWMC, Fd-tet e RGD) foram marcadas com marcador infravermelho
IRDye 800CW NHS ester (LI-COR) como descrito (DOBROFF et al.,, 2016). Em
resumo, 3 pl do marcador IRDye 800CW (20 mg/mL) foi incubado com 5x10'* TU de
fago em 1 mL de PBS durante a noite, sob agitacdo. No dia seguinte, foi realizado a
purificacdo, de acordo com o protocolo de purificacdo de fagos utilizando PEG/NaCl.
Apos purificacdo, amostras séo tituladas para saber a concentracdo de fagos em
cada amostra e administrados em camundongos BALB/c imunodeficientes atimicos.
Os animais foram anestesiados e cada animal recebeu 2x10° TU de fago
(CFFWKFRWMC, Fd-tet ou RGD) por via intravenosa. Os animais foram
acompanhados ao longo de 30 minutos ap6s administragdo intravenosa de fagos.
Imagens foram adquiridas e analisadas no equipamento IVIS Spectrum In Vivo

Imaging System (PerkinElmer).

3.19 Quantificacdo de fluorescéncia ex vivo. Animais foram anestesiados, cada
um recebendo 2x10'° TU de fago marcado com IRDye 800CW NHS ester (LI-COR)
(CFFWKFRWMC ou Fd-tet) por via intravenosa. Apds 30 minutos, os animais foram
perfundidos através do coracdo com 20 ml de DMEM e 6rgdos selecionados
(cérebro, retina e figado) foram coletados e as imagens adquiridas no equipamento

Odyssey Infrared Imaging Scanner.



45

3.20 Estatistica. Todos os dados numéricos foram expressos como média + erro
padrdo da média. A significAncia estatistica dos conjuntos de dados foi analisada
utilizando ANOVA de duas vias ou ANOVA de uma via (software Prism GraphPad).
Os valores de P inferiores a 0,05 foram considerados como estatisticamente

significativos.
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4. RESULTADOS

4.1 Selecao de peptideos ligantes a vasculatura cerebral

Com o objetivo de selecionar e identificar peptideos especificos para as
diferentes areas da vasculatura cerebral (bulbo olfatério, hemisférios cerebrais e
cerebelo), utilizamos a metodologia do phage display in vivo. Para isto, a biblioteca
de peptideos CX8C (onde C representa o aminoacido cisteina e X qualquer
aminoacido aleatério) foi administrada por via intravenosa em camundongos e apos
30 minutos, os animais foram eutanasiados por perfusdo cardiaca pelo ventriculo
esquerdo para remocao de fagos nado ligantes e o cérebro foi removido para
recuperar os fagos ligantes através de infeccdo com cultura de bactéria. Os fagos
recuperados e amplificados foram reinjetados em novos animais, realizando-se trés

ciclos de selecao (Figura 4).
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Figura 4. Fluxograma representando biopanning in vivo realizado no projeto. A
biblioteca de fagos (CX8C) foi injetada por via intravenosa no camundongo; os fagos
permaneceram na circulacdo sistémica do animal por 30 minutos e em seguida, o animal
foi perfundido para a remocgdo dos fagos livres e as diferentes partes do cérebro
dissecadas e homogeneizadas, seguido de adicao de cultura de bactéria para recuperacao
dos fagos presentes no tecido. Os fagos foram entédo amplificados e utilizados em um novo

ciclo de selecdo. (Adaptado de Tang et al, 2019)

Como durante o primeiro ciclo de selecdo muitos dos fagos sao unicos
(provém da biblioteca priméaria, que contém uma ou algumas coOpias de cada
peptideo), nés ndo quantificamos o numero de fagos ligantes desta etapa, para
evitar a perda destes peptideos Unicos. A partir do segundo e terceiro ciclo de
selecdo, uma fracdo da cultura de bactéria infectada por fagos foi utilizada para o
guantificar o numero de fagos ligantes na vasculatura cerebral por contagem de
colbnias (a partir do segundo cilclo de selecdo, os peptideos ja foram amplificados e

adicionados em multiplas copias, permitindo sua quantificacdo e sem perda de
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diversidade). De fato, podemos observar que em todas as regides analisadas, foi
obtido um enriguecimento no nimero de fagos recuperados entre o terceiro e o
segundo ciclo de selecdo: enriquecimento de 14 vezes nos hemisférios cerebrais e
23 vezes na regido do bulbo olfatério e do cerebelo (Figura 5). Tais resultados
demonstram uma selecdo positiva de peptideos ligantes nas diferentes regides

analisadas.

” Bulbo olfatorio Hemisférios Cerebelo
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ol

S £ 2000/ 2000 2000

8 2 23

o — 1000 1000 14 1000 ;

O

E 0l F - O_Li o.J#
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Ciclos de selecao

Figura 5. Phage display in vivo na vasculatura cerebral. A biblioteca de phage display
CX8C foi administrada por via intravenosa em camundongos e os fagos ligantes as
diferentes &reas da vasculatura cerebral foram recuperados por infec¢do bacteriana. Os
gréficos indicam o numero fagos ligantes recuperados em cada ciclo de selecdo em
unidades transdutoras (TU) por massa de tecido (mg). No primeiro ciclo de selecdo o
numero de colbnias nédo foi contabilizado para evitar perda de peptideos com sequéncias

Unicas (*). Barras representam desvio padréo da quantificagéo realizado em triplicata.

Para identificar as sequéncias dos peptideos selecionados ao longo do
biopanning, o sequenciamento inicial de 64 colbnias pelo método de Sanger revelou
gue diversas sequencias de DNA encontradas em todas as trés regides cerebrais
analisadas continham um motivo conservado de um residuo de carga positiva
flanqueada por residuos de aminoacidos aromaticos (Phe e Trp) em ambas as

pontas (Figura 6). A presenca deste motivo conservado nas trés regides analisadas
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foi um resultado bastante interessante, visto que o segundo e o terceiro ciclo de

selecéo foram realizados de forma independente nas diferentes regides cerebrais.

Bulbo olfatdrio Cerebelo Hemisférios

FFWKFRWM 6 FWWKYVYR 1 YSFLTSDF 1

FSRKFRWM 2 VYHGFRWR 1 FFDAIEFR 1

VWVSFRWS 4 RYIDFRWS 1 GLAVGTAD 1
VWEFNFRYV 1 VWVDFHWV 2 LYVNFAWR 10

IWSRFMWT 1 VWVSFHWV 2 YLNWRWSV 1

HGSGDRRP 1 IWVDFRWK 4 SVNLVFGS 1

IGVHLIGV 1 FWYGMRWW 1 VYMYFGWF 1

FWYSYRWI 1 FFVFPRWY 2

RYSAWKWW 1 FFADFRWY 5

WRALNYSP 1 MWVAWRWV 1

GSDGEVGR 1 YFYNYRWW 1

VWANFRWQ 6

VWMNYRWV 1

Figura 6. Sequenciamento de col6nias recuperadas das diferentes regides cerebrais
pelo método de Sanger. No total, 64 colénias individuais foram selecionadas ap6s o
terceiro ciclo de selecdo para sequenciamento da regido do DNA codificante para o
peptideo. NUmeros representam a frequéncia de cada peptideo encontrado em sua

respectiva regido. Em destaque o motivo FRW.

Em seguida, aprofundamos nossas analises dos peptideos selecionados
através da realizacdo do sequenciamento em larga escala (next generation
sequencing, NGS) de todos os fagos presentes nas amostras do segundo e do
terceiro ciclo de selecéo de cada uma das regides analisadas. De um total de 3.074
peptideos unicos identificados, 1,021 peptideos (ANEXO [) compartilham o motivo
[FYW]-X-X-[FYW][ARKH][FYW] (Figura 7). Deste total, 432 (42%) peptideos
apresentaram o tripeptideo Phe-Arg-Trp (que sera designado como motivo FRW) em

suas sequéncias.
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Figura 7. Alinhamento do conjunto total de peptideos Unicos (N=1,021 sequéncias

Unicas) revela o motivo consenso FRW.

Tendo em maos os resultados das andlises dos sequenciamentos (tanto pelo
método de Sanger como pelo NGS), decidimos escolher o fago expressando o
peptideo CFFWKFRWMC como representante do motivo FRW, visto que este

peptideo foi um dos mais abundantes nas analises de sequenciamento.

4.2 O peptideo CFFWKFRWMC liga-se a vasculatura cerebral

O fago CFFWKFRWMC foi produzido e purificado em larga escala,
juntamente com o fago controle sem inserto Fd-tet (este ndo apresenta nenhum
peptideo exdégeno em seu capsideo). Visando estudar o padrdo de migracdo e
distribuicao in vivo nos diferentes 6rgaos e tecidos murinos, o fago CFFWKFRWMC
e o fago controle Fd-tet foram administrados, separadamente, em camundongos
BALB/c por via intravenosa. Apés 30 minutos na circulacdo sanguinea, os animais
foram perfundidos e diferentes 6rgados foram dissecados e processados para
imunofluorescéncia. Nos tecidos provenientes do cérebro, podemos observar que o
fago CFFWKFRWMC liga-se a superficie de células endoteliais de vasos
sanguineos de diferentes calibres (Figura 8A), apresentando um padrdo de
marcacédo pontual: a distribuicdo do fago CFFWKFRWMC néo é regular ao longo de
um vaso sanguineo, acumulando-se em apenas em algumas regiées dos vasos.

N&o foi observado interacdo com o0s vasos sanguineos quando mesma dose de fago
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controle Fd-tet foi administrada no animal. Apesar de a sequéncia CFFWKFRWMC
ter sido isolada da regido do bulbo olfatério, ao quantificar seu o padrdo de
distribuicdo nas diferentes regides cerebrais (bulbo olfatério, hemisférios cerebrais e
cerebelo), observamos que este peptideo se liga ao vasos do cérebro como um

todo, ndo apresentando uma regidao com maior afinidade (Figura 8B).
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Figura 8. (A) O fago CFFWKFRWMC ou o fago controle Fd-tet (10° TU) foram
administrados por via intravenosa em camundongos e a sua presenga em Vvasos
sanguineos cerebrais foi visualizada através da utilizacdo de soro antibacteriofago
(vermelho). Visualizagdo dos vasos sanguineos (verde) realizada através da utilizacdo de
lectina de tomate (Lycopersicon esculentum) conjugada com FITC. (B) Quantificacdo por
contagem de coldnia (TU) de fagos ligantes nas diferentes regides cerebrais analisadas

(N=4 animais para cada grupo).
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Para determinar se o fago CFFWKFRWMC liga-se especificamente aos vasos
sanguineos cerebrais, nds analisamos a sua distribuicdo em outros tecidos: quando
o fago CFFWKFRWMC foi administrado em camundongos BALB/c, nao foi possivel
detectar marcacao para fago em tecidos provenientes de rim, pancreas, intestinos
grosso e delgado, gbnadas, estbmago e bexiga urinaria (Figura 9). Vale ressaltar
que, tanto o fago CFFWKFRWMC como o fago controle Fd-tet, apresentam
marcacgao positiva em tecidos hepaticos, uma vez que este 6rgdo apresenta sistema
reticulo-endotelial, com alta atividade fagocitdria de substéncias presentes no

sangue.
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Figura 9. Distribuicdo do fago CFFWKFRWMC em diferentes 6rgdos. Imagens
obtidas através de ensaio de imunofluorescéncia utilizando anticorpo anti-bacteriéfago
(vermelho) e lectina de tomate (Lycopersicon esculentum) conjugada com FITC (verde).

Barras de escala: 100 pm.

O mesmo resultado foi observado em ensaio de quantificagcdo por contagem
de coldnias: quando comparamos a ligacdo do fago CFFWKFRWMC com a ligacéo
do fago controle Fd-tet em diferentes o6rgaos (cérebro, rim, figado, péancreas,
intestino delgado, baco e retina), podemos observar que no cérebro o fago
CFFWKFRWMC apresentou ligacao significativa, enquanto nos demais 0Orgaos

analisados, a sua ligacdo foi ndo significativa (Figura 10).
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Figura 10. Quantificacdo da ligacdo de fagos em diferentes tecidos por contagem
de coldnia. Para contabilizar a variabilidade devido a diferencas nas areas vasculares
dos tecidos, a ligacdo do fago (em TU / mg) foi normalizada em relacdo ao fago controle
Fd-tet. Barras representam médias + erro padrdo da média de dois experimentos
independentes (N=2 animais e N=4 retinas) plaqueados em triplicada. Teste estatistico
utilizado: ANOVA de 2 fatores; N.S. néo significativo; ***, P < 0.001.

4.3 O peptideo CFFWKFRWMC liga-se aos vasos sanguineos do nervo optico,

mas ndo se liga aos vasos sanguineos da retina

Ao analisar a distribuicdo do fago CFFWKFRWMC em amostras da retina e
no nervo Optico, observamos um resultado bastante interessante: o fago
CFFWKFRWMC néo apresentou ligagdo nos vasos sanguineos da retina, enquanto
gue nos vasos sanguineos do nervo optico foi possivel detectar a presenca do fago
CFFWKFRWMC (Figura 11). E interessante observar que estes sS40 0S mesmos
vasos sanguineos, que ao sairem do nervo Optico e entrarem na retina, perdem o

marcador molecular para CFFWKFRWKC.
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Nervo 6ptico

Retina

Figura 11. Deteccdo do fago CFFWKFRWMC em vasos sanguineos do nervo 6tico e
do cérebro. Enquanto vasos sanguineos do cérebro e do nervo Optico apresentam
marcagdo de fagos, vasos sanguineos da retina ndo apresentam marcagdo. Camadas
vasculares da retina (R); Camada Nuclear Exterior (CNE) ndo vascular e, portanto,
invisivel; coroide (C), com setas ao longo de sua extesao; esclera (E); lente (L); musculo
liso (ML); humor vitreo (HV).

Experimentos adicionais utilizando montagem de retinas inteiras (no qual todo
o tecido da retina é removido do globo ocular e utilizado nos ensaios de
imunofluorescéncia) confirmaram o mesmo resultado: o fago CFFWKFRWMC
consegue chegar aos vasos sanguineos da retina (condicdo no qual animal foi
administrado com fago CFFWKFRWMC, mas ndo submetido a processo de perfusao
cardiaca para remocao de fagos nao ligantes), porém ndo é capaz de se acumular
neste tecido, uma vez que perdemos a marcacao do fago apds o animal passar por

processo de perfuséo cardiaca (Figura 12).
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(+) perfusé@o

CFFWKFRWMC (-) perfuséo

Figura 12. Imunomarcacédo de fago em amostras de retinas inteiras. Animais foram
administrados por via intravenosa com quantidades iguais de fago CFFWKFRWMC ou fago
controle Fd-tet sob duas condi¢des distintas: apos administragdo dos fagos, animais foram
perfundidos (+) com solugéo fixativa para remoc¢do de fagos ndo ligantes presentes na

circulagédo sanguinea ou ndo perfundidos (-). Setas indicam marcacéo positiva para fagos.

4.4 Estrutura e funcado do peptideo CFFWKFRWMC

Para identificar os residuos de aminoacidos essenciais para a interacao entre
o fago expressando o peptideo CFFWKFRWMC e a vasculatura cerebral, realizamos
ensaios de alanina scanning. Neste ensaio, realizamos a substituicdo individual de
cada um dos residuos de aminoacidos da sequéncia CFFWKFRWMC por uma

alanina, obtendo assim, um total de 10 diferentes constru¢des de fago (Tabela 3).
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Tabela 3. Versdes mutadas do fago apresentando peptideo CFFWKFRWMC foram
geradas através de mutacgéo sitio dirigida na sequéncia de DNA que codifica para este

peptideo.

Sequéncia original Sequéncia mutada

AFFWKFRWMC
CAFWKFRWMC
CFAWKFRWMC
CFFAKFRWMC
CFEWKFRWMC CFFWAFRWMC
CFFWKARWMC
CFFWKFAWMC
CFFWKFRAMC
CFFWKFRWAC
CFFWKFRWMA

Tendo em maos as 10 construgdes possiveis, realizamos ensaios in vivo no
gual cada construcéo foi administrada individualmente em camundongos BALB/c e,
apos 30 minutos na circulagdo sanguinea, animais foram perfundidos pelo ventriculo
esquerdo com solucao fixativa e o cérebro de cada animal dissecado e analisado por
imunofluorescéncia para detectar a presenca de fago na amostra de tecido (Figura
13). O direcionamento dos fagos a vasculatura cerebral mostrou ser dependente do
motivo FRW, uma vez que mutagéneses sitio dirigida neste motivo afetam a
capacidade do fago em se ligar aos vasos sanguineos cerebrais. Deve-se notar que
a sequéncia CFFWKFRWMC escolhida contém, possivelmente, um segundo motivo
conservado FFW (CEFWKERWMC), embora ndo contenha um residuo positivo na
posicao central. Dentro destes dois motivos, mutacdes que substituiram residuos de
Phe—>Ala ou Trp—>Ala aboliram completamente a ligacdo do fago aos vasos
sanguineos cerebrais, enquanto que mutacbes no residuo central do motivo
afetaram a ligacdo do fago, mas ndo aboliram completamente a capacidade deste
em se ligar a vasculatura cerebral. Tais resultados indicam que a primeira e a

terceira posicdo, as quais possuem residuos de aminoacidos com cadeias laterais
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aromaticas sdo essenciais para a ligacdo, enquanto a segunda posicédo
(frequentemente ocupada por residuos de carga positiva) € mais permissiva. Além
disso, os resultados sugerem que para que haja ligagao do fago CFFWKFRWMC, o
peptideo deve estar em sua conformacado ciclica, uma vez que a capacidade de

ligacéo é perdida quando uma das cisteinas € substituida por alanina.
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Figura 13. Mutacdo pontual de cada um dos residuos de aminoacido da sequéncia

CFFWKFRWMA

CFFWKFRWMC

Fd-tet

CFFWKFRWMC para alanina. Ensaio de alanina scanning revela importancia de cada residuo
na ligagdo do fago aos vasos sanguineos cerebrais. Amostra de cérebro foram processados
pra imunifluorescéncia utilizando anticorpo anti-bacteriéfago (vermelho) e lectina de tomate

conjugada com FITC (verde). Setas indicam marcac¢ao positiva para fagos.
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4.5 Efeito do peptideo sintético in vivo

Para confirmar que a ligacdo do fago CFFWKFRWMC aos vasos sanguineos
cerebrais € mediada Unica e exclusivamente pela sequéncia peptidica inserida em
seu capsideo, realizamos ensaios de competicdo in vivo utilizando peptideo
CFFWKFRWMC sintético. Antes de serem administrados com fago (CFFWKFRWMC
ou controle Fd-tet), camundongos BALB/c foram previamente inoculados com
peptideo sintético CFFWKFRWMC ou peptideo sintético controle (Figura 14). Ao
interagir com o receptor, o peptideo sintético compete com o fago pelo sitio de

ligac&o no receptor, inibindo a ligacao do fago no tecido.

fago CFFWKFRWMC
ou fago Fd-tet

+

R — e
e Injecao intravenosa

peptideo sintético

CFFWKFRWMC ou
CARAC receptor presente em vasos

sanguineos

. D
Recuperagéo dos fagos v

ligantes

ligagéo do peptideo Contagem do nimero de
sintético colonias

Figura 14. Esquema representando o0 ensaio de competicdo. Animais foram
previamente administrados com peptideo sintético CFFWKFRWMC ou peptideo sintético
controle CARAC (70 e 200 pmol de cada peptideo) e, posteriormente administrados com
108 TU de fago CFFWKFRWMC ou fago Fd-tet, separadamente. Nimero de fagos ligantes

em cada tecido analisado foi quantificado através da contagem de colbnias.

Andlises dos resultados por contagem de colbénia demonstram que a
administracdo prévia do peptideo sintético cognato inibe a ligacdo do fago
CFFWKFRWMC ao cérebro, sem maiores efeitos em demais tecidos. O peptideo

sintético CARAC néo apresentou efeito significante (Figura 15).
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Figura 15. Ensaio de competicdo utilizando peptideo sintético. Animais foram
administrados com peptideos sintéticos (CFFWKFRWM ou CARAC) anteriormente a
administracdo de fago. Fagos recuperados em cada tecido (em TU/mg) foram
normalizados em relacdo ao fago controle Fd-tet. Barras representam médias + erro
padrdo da média de plagueamentos realizados em quadruplicata (N=1 animal por
condicdo, sendo N=2 retinas ou metades de cérebro e figado). Teste estatistico utilizado:
ANOVA de 1 fator; N.S. nao significante; ***, P < 0.0005.

4.6 Ensaios para identificacdo do receptor de CFFWKFRWMC

Na tentativa de identificar o receptor de CFFWKFRWMC, recorremos a
metodologias classicas de bioquimica, como cromatografia de afinidade e
espetrometria de massa. Para tal, extratos de proteina total foram preparados a
partir de amostras de cérebro e rim. Tais extratos foram incubados separadamente
em colunas contendo resina previamente acoplada com peptideo sintético
CFFWKFRWMC ou CARAC, seguido de etapas de lavagem e eluicdo das proteinas

ligantes (Figura 16).
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Camundongo Balb/c Activated CH-Sepharose 4b
|

acoplamento com peptideos sintéticos

Remocdo do cérebro e do rim /\

Preparacdo de extratos proteicos CFFWKFRWMC  CARAC (controle)
e _/
Y
Cromatografia por afinidade

Extrato proteico de rim + Resina com Peptideo CARAC Eluicio da coluna
Extrato proteico de rim + Resina com Peptideo CFFWKFRWMC com:

Extrato proteico de cérebro + Resina com Peptideo CARAC -1 M Nacl
Extrato proteico de cérebro + Resina com Peptideo CFFWKFRWMC | _ g v uréia

- 1% SDS

Figura 16. Fluxograma representando o ensaio de cromatografia de
afinidade. Extratos de proteina total foram preparados a partir de tecidos de
cérebro e rim. Tais extratos foram incubados separadamente em colunas
contendo resina previamente acoplada com peptideo sintético CFFWKFRWMC ou
CARAC. Apés incubacéo, proteinas ligantes a resina foram eluidas com solugéo
de cloreto de sddio, ureia e dodecil sulfato de sodio (SDS).

Cada fracao das diferentes elui¢cbes foi analisada em gel de poliacrilamida, no
gual foram identificadas cinco bandas proteicas de interesse (Figura 17). Tais
bandas foram cortadas do gel, digeridas com tripsina e processadas para analise por

espectrometria de massa.
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Figura 17. . ldentificacdo do receptor de CFFWKFRWMC na vasculatura
cerebral. Cromatografia de afinidade utilizando extratos de rim ou cérebro, em
resinas de sepharose-CFFWKFRMWC ou Sepharose-CARAC (controle). As resinas
foram lavadas e eluidas com NaCl 1M, Ureia 8M e SDS 1%. Cada amostra de
eluicdo foi analisada em gel de SDS-PAGE e as bandas proteicas indicadas (setas)
foram analisadas por espectroscopia de massa para identificar as proteinas
presentes. PM= peso molecular.

Os resultados obtidos foram analisados utilizando o programa de
processamento Protein Pilot Software. A andlise por este software nos forneceu
duas proteinas como principais candidatas: glutamina sintetase (accession
GLNA _MOUSE) e cadeia leve de clatrina (accession CLCA _MOUSE). A glutamina
sintetase € uma enzima que desempenha um papel essencial no metabolismo do
nitrogénio por catalisar a condensacéao de glutamato e aménia para formar glutamina

€ expressa pelos astrécitos, as células mais abundantes do sistema nervoso central
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e as que possuem as maiores dimensbes. Ja a clatrina é uma proteina que
desempenha um importante papel no processo de formacdo de vesiculas
membranares no interior das células eucariontes, organizada em uma estrutura
denominada “trisquélion”, a qual possui trés pernas, cada uma com uma cadeia

polipeptidica pesada e uma leve.

A partir das informacdes obtidas pelas analises dos dados de espectrometria
de massa, obtivemos comercialmente as seguintes proteinas: glutamina sintetase,
cadeia pesada de clatrina, cadeia leve A de clatrina e cadeia leve B de clatrina. Para
verificar se algumas das proteinas identificadas por espectrometria de massa é o
receptor de CFFWKFRWMC, tais proteinas foram utilizadas em ensaios de ligacao
de fagos in vitro, (Figura 18). Neste ensaio, cada uma das proteinas comerciais foi
imobilizada individualmente em pogos de placa de 96 pogos e incubadas com fago

CFFWKFRWMC ou fago controle Fd-tet. ApGs incubacao, os pocos foram submetidos a
processo de lavagem com PBS para remocéo dos fagos néo ligantes e, o nimero de fagos

ligantes é contabilizado através da contagem do numero de coldnias.

Estoque de fagos

o Infecgao com bactéria e

Lavagens Plagueamento

=][lf]

—
— 3
Alvo imobilizado Quantificagdo por
in vitro contagem de colénias

Figura 18. Esquema representando o ensaio de ligac&o in vitro. A proteina alvo é
imobilizada em placa e posteriormente submetida a incubacdo com um estoque de fagos.
Apbs incubacéo, é realizada uma série de lavagens para remocédo de fagos néo ligantes a
proteina de interesse e os fagos ligantes sdo recuperados com infeccdo com bactéria.
Diluicbes da solugcédo bactérias+fagos sdo plaqueadas em meio de cultura sélido para
contabilizacdo do numero de unidades transdutoras presentes em cada amostra.

Analisando o resultado obtido no ensaio de ligagéo de fagos in vitro (Figura

19), observamos que ndo houve uma ligagéo significativa do fago CFFWKFRWMC
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em nenhuma das proteinas candidatas analisadas, principalmente quando
comparamos o0s valores obtidos em relacdo ao controle negativo BSA. Com isso,
nao foi possivel validar as proteinas reveladas pela técnica de espectrometria de
massa (glutamina sintetase e cadeia leve de clatrina) como receptores de
CFFWKFRWMC. Acreditamos que tais proteinas apareceram nas analises devido a
sua abundancia no tecido cerebral, em especial a glutamina sintetase, enzima

altamente expresséo por astrocitos, que séo as ceélulas mais abundantes do sistema

nervoso central.
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Figura 19. Ligacdo do fago CFFWKFRWMC as proteinas recombinantes. As proteinas
candidatas e o BSA (controle) foram imobilizados em placa e incubados com os fagos
CFFWKFRWMC e Fd-tet (controle, sem inserto). Apos lavagem, os fagos ligantes foram
quantificados por contagem de coldnia. Barras representam desvio padrao da quantificacao
realizada em triplicata.

4.7 CFFWKFRWMC liga-se as juncdes de células endoteliais

Como nao foi possivel identificar o receptor de CFFWKFRWMC pelos
métodos bioquimicos tradicionais, decidimos caracterizar a interagdo do motivo

peptidico em células endoteliais cerebrais através de uma andlise supramolecular,
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utilizando a técnica de microscopia eletrénica de transmissdo (MET), identificando e
caracterizando a regiéo de interagao entre o fago CFFWKFRWMC e seu respectivo

receptor.

Particulas de fago derivados da classe M13 séo facilmente identificadas em
imagens de microscopia eletrénica de transmissao, devido a sua morfologia longa e
filamentosa. Com isso, administramos separadamente o fago CFFWKFRWMC e o
fago controle (Fd-tet) em camundongos e processamos amostras de tecido cerebral para a
técnica de MET. Nos animais administrados com o fago CFFWKFRWMC, observamos

estruturas semelhantes a tufos formados por filamentos eletrodensos longos e finos, os
guais estdo em contato em regifes de juncdo entre duas células endoteliais (Figura 20A).
Estes tufos possuem a morfologia (longos e finos) e o tamanho (~1,000 nm) esperado para

uma particula de fago (Figura 20B).
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Figura 20. CFFWKFRWMC liga-se a juncdes endoteliais. (A) Imagens
mostram area contendo aglomerado de fagos em uma regido de contato entre
duas células endoteliais. (B). Estimativa do tamanho das particulas de fago. CE =
célula endotelial; L = lumen; F = bacteri6éfagos; CJ = complexo juncional.

Vale observar que os filamentos estdo aderidos a juncdo das células
endoteliais através de uma de suas extremidades; tal resultado vai de acordo com a

estrutura da construcdo de nossa biblioteca de fagos, no qual os peptideos
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exdgenos foram fusionados a proteina plll, presente em uma das extremidades do

capsideo proteico da particula viral (Figura 21).
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Figura 21. Esquema ilustrando o resultado observado nas imagens de

microscopia eletrbnica de transmissao.

A formacdo destes tufos indicando que mudltiplas particulas de fago se
acumulam nas fendas entre as juncfes das células endoteliais é um resultado
compativel com os dados obtidos anteriormente em analises por microscopio de epi-
fluorescéncia, no qual detectamos marcacdes pontuais de fagos ao longo dos vasos
sanguineos cerebrais (Figura 22). Tais aglomerados de fagos ndo foram

observamos em amostras provenientes de animais tratados com fago controle Fd-

tet.



70

EC (L. esculentum) - Ant-bacteriéfago Merge

Figura 22. Imunofluorescéncia detectando aglomerados do fago CFFWKFRWMC em
regibes correspondentes as fendas formadas entre jungBes de células endoteliais

cerebrais.

4.8 CFFWKFRWMC como ferramenta para imageamento in vivo

Para verificar se a sequéncia peptidica CFFWKFRWMC pode ser utilizada
como uma ferramenta para imageamento in vivo, realizamos a marcacao de fagos
(CFFWKFRWMC, Fd-tet e RGD-4C) com corante fluorescente proximo ao
infravermelho. Desta forma, ao injetar tais particulas marcadas em camundongos,
podemos acompanhar através de equipamento especifico para imageamento (IVIS
Spectrum Imaging Core) a biodistribuicdo dos fagos nos diferentes 6rgdos de um
animal ao longo do tempo. Cinco minutos apds a administracdo dos fagos, um forte
sinal de epi-fluorescéncia foi detectado no cérebro de animais administrados com
fago CFFWKFRWMC e com o fago RGD-4C, porém, apenas no animal administrado
com fago CFFWKFRWMC, o sinal de epi-fluorescéncia aumenta e permanece apos
30 minutos de acompanhamento (Figura 23). Nenhum sinal significativo de epi-
fluorescéncia foi detectado no cérebro do animal administrado como o fago controle

Fd-tet.
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Figura 23. Imagens de deteccéo de fluorescéncia infravermelha de animais administrados
por via intravenosa com fagos (CFFWKFRWMC, Fd-tet ou RGD-4C) marcados com
corante infravermelho IRDye 680RD. Imagens adquiridas em diferentes cursos de tempo
mostrando o acumulo de fluorescéncia no figado (acumulo ndo especifico) e em areas do
cérebro. Barra de calibragdo da escala de cores deepifluorescéncia para as imagens é

fornecida (direita).

Também realizamos andlises do sinal de epi-fluorescéncia em 6rgéao e tecidos ex
vivo: animais administrados com fago CFFWKFRWMC apresentaram sinal significativo no
cérebro, enquanto o figado e a retina ndo apresentaram sinal significativo, quando

comparados com o sinal obtido em animais administrados com fago Fd-tet (Figura 24).
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Figura 24. Quantificacao ex vivo da fluorescéncia infravermelha detectada nos
diferentes 6rgdos. ApOs administracdo do fago (CFFWKFRWMC ou Fd-tet)
marcado com corante infravermelho, érgdos foram dissecados e analisados.
Fluorescéncia relativa foi realizada com base no fago controle Fd-tet. Barras
representam médias = erro padrao da média de duplicatas de imagens de
fluorescéncia infravermelha (N=1 animal por condicdo, com N=2 retinas ou metades
de cérebro e figado). Teste estatistico utilizado: Anova de 1 via; N.S., nédo
significativo; ****, P< 0.0001.
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5. DISCUSSAO

Uma maior compreensdo da heterogeneidade vascular cerebral € uma etapa
importante e necesséria para o desenvolvimento de novas terapias eficazes que
envolvam o SNC. Por isto, os estudos apresentados nesta tese sdo um passo
importante nesta direcdo: por exemplo, a doenca de Alzheimer (DA) é uma
enfermidade extremamente debilitante e para a qual ndo existe cura ou métodos
diagnostico eficientes, havendo necessidade de melhor compreensdo dos
mecanismos moleculares desta doencga para que novas estratégias terapéuticas
visando a reducdo dos danos neuroldgicos e de convivéncia social possam ser
desenvolvidas. A integridade estrutural da BHE é diretamente influenciada pelo
envelhecimento, visto que os fendtipos endoteliais sofrem grandes alteracdes ao
longo da vida, influenciando diretamente a ativacéo da via amiloidogénica, reduzindo
a depuragao ou elevando a produgédo do peptideo AB no cérebro (NELSON et al.,
2016; ZENARO et al., 2017). Tendo em vista que a integridade da barreira
hematoencefalica é fator importante na DA, e varios estudos sugerem que 0 seu
comprometimento € fator muito relevante no inicio da doenga (ZLOKOVIC, 2011),
serd interessante avaliar o potencial teranéstico do motivo FRW em doencas
neurodegenerativas como o DA. Como o peptideo se liga a juncdes endoteliais do
cérebro, mas ndo de outros vasos com barreira, uma possibilidade interessante é
gue com a perda da integridade da BHE, o peptideo ndo se ligue mais. De fato,
estudos recentemente realizados pelos pesquisadores do “Alzheimer’s Disease
Neuroimaging Initiative” demonstraram através de um meta-estudo com mais de
7.700 imagens de cérebros de pacientes com Alzheimer avancado, que mudancas

vasculares dentro do cérebro sdo um marcador precoce da doenca, que antecedem
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0s sinais mais avangados de deméncia e formacédo de placas (ITURRIA-MEDINA e
col., 2016). Por isso, a importancia de demonstramos a aplicacdo do peptideo FRW

in vivo, como sera discutido mais adiante.

E interessante enfatizar que o motivo FRW foi seletivo para os vasos
sanguineos do cérebro, ndo apresentando ligacdo em vasos sanguineos em outros
orgdos e tecidos que também apresentam barreiras endoteliais especificas
separando 0 sangue circulante e o tecido adjacente. Nos testiculos, podemos
encontrar a coexisténcia de juncbBes oclusivas, desmossomos e juncles
comunicantes especializados que criam um microambiente Unico para a finalizagéo
da meiose e subsequente desenvolvimento de espermatides em espermatozoides
via espermiogénese (DOLORES & CHENG, 2015); nos intestinos, a barreira é
essencial contra substancias nocivas e patégenos do meio externo, sendo composta
por camada de muco, camada epitelial e camada da lamina prépria subjacente, bem
como presenca de juncdes oclusivas que conectam as células epiteliais intestinais e
regulam a permeabilidade paracelular (KONIG et al., 2016). Em resumos,
demonstramos que existem diferencas moleculares importantes entre estas

barreiras.

A observacdo de que o fago exibindo a sequéncia CFFWKFRWMC néo
apresentou ligacdo em vasos sanguineos na retina foi um resultado bastante
surpreendente, pois implica em uma diferenca anteriormente desconhecida entre
duas barreiras hematoneurais: a barreira hematoencefalica e a barreira
hematoretiniana. Historicamente, &€ de amplo conhecimento que a barreira
hematoretiniana apresenta propriedades semelhantes a barreira hematoencefélica,
sendo ambas as barreiras responsaveis pela manutencdo do ambiente do tecido

hY

neural através da regulacdo das concentragbes de ions, permeabilidade a &agua,
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entrega de aminoacidos e agucares. (CAMPBELL & HUMPHRIES, 2012). Além
disso, existe uma semelhanca notavel entre os processos imunoldgicos na BHE e na
BHR: as células envolvidas ambas as barreiras proporcionam "locais imunoldgicos
privilegiados”, regulados pelo sistema imune através de mecanismos semelhantes -
ambas as barreiras participam na repulséo / atracdo e transmigracao de leucécitos
do sangue para o tecido nervoso de maneira analoga (SCHLOSSHAUER &
STEUER, 2005). Por isso, é de grande importancia identificamos e caracterizarmos
0 receptor molecular do motivo FRW, para entendermos melhor as diferencas
moleculares entre estas barreiras. Analisando dados na literatura, encontramos
diferentes niveis de expressdo de claudinas entre estas duas barreiras. As
claudinas sdo uma familia de proteinas que sdo 0s componentes mais importantes
das jungbes oclusivas, exercendo papel fundamental na seletividade e
permeabilidade do tecido (IRUDAYANATHAN et al., 2016). Ao menos 24 familias de
claudinas foram identificadas; cada tecido expressa predominantemente um
subconjunto de claudinas, de acordo com sua a funcao fisiolégica, Como os dados
de microscopia eletrbnica de transmissdo revelaram a regido de interacdo do
peptideo CFFWKFRWMC (regido de contato entre duas células endoteliais), um
candidato interessante como receptor deste peptideo pode ser uma claudina: mais
especificamente a claudina-5 e a claudina-3. A claudina-5 é mais abundante em
juncdes oclusivas entre células endotelias do cérebro e a claudina-3 € expressa em
juncdes oclusivas da BHE, mas ausente em junc¢des oclusivas da BHR (LUO, 2011).

Estudos futuros poderédo responder esta questao.

Pelo fato da identificacdo do receptor do peptideo CFFWKFRWMC ser ainda
uma questdo que permanece em aberto, utilizamos microscopia eletronica de

transmissao e fomos capazes de visualizar o acumulo de particulas de fago em
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regibes fendas intercelulares formadas entre juncdes de células endoteliais
cerebrais, fornecendo um direcionamento para os estudos de identificagdo do
receptor: provavelmente o peptideo CFFWKFRWMC liga-se a proteinas ou
moléculas associadas as juncdes oclusivas entre células endoteliais do cérebro
(STAMATOVIC et al., 2016). De acordo com 0 nosso conhecimento, este é primeiro
trabalho que combina técnicas de phage display in vivo e microscopia eletrbnica de
transmissdo, sendo o primeiro resultado mostrando a localizagdo de particulas de

fago in vivo.

Vale comentar que nossos estudos foram realizados inicialmente na linhagem
de camundongos albinos BALB/c. Por esta razdo, nos perguntamos se mutacdes
especificas desta linhagem de camundongo poderiam ser responsaveis pela
diferenca de ligagdo do fago CFFWKFRWMC entre os vasos sanguineos da retina e
do cérebro. Por isso, repetimos os experimentos de migracdo de fago com a
linhagem de camundongos C57BI/6J, visualmente competente, obtendo resultados
semelhantes. Portanto, a diferenca de ligagdo do fago exibindo peptideo
CFFWKFRWMC nos vasos sanguineos na retina e do cérebro é provavelmente
decorrente de diferencas moleculares entre as células endoteliais das barreiras
hematoneurais destes dois tecidos, e ndo devido a mutagBes genéticas ou
deficiéncias fisioldgicas na retina (como desdobramentos da retina, células
inflamatorias autofluorescentes e degeneracéo de fotoreceptores) de camundongos
da linhagem BALB/c (BELL et al., 2015). Até onde sabemos, este é potencialmente o
primeiro alvo molecular presente na barreira hematoencefélica e que ndo esta

presente nos vasos sanguineos da retina.

Com relacao a estrutura e fungéo da sequéncia CFFWKFRWMC, observamos

gue alguns residuos de amino4cidos sdo mais importantes para a ligacdo do fago a
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vasculatura cerebral do que outros residuos. Mais especificamente, Nnossos
resultados demonstram que a primeira e a terceira posi¢cao do motivo FRW, as quais
possuem residuos de aminoacidos com cadeias laterais aromaticas sdo essenciais
para a ligacdo, enquanto a segunda posicdo € mais permissiva. Além disso,
observamos que a conformacdo ciclica do peptideo € importante na ligacdo do fago
aos vasos sanguineos cerebrais, indo de acordo com resultados vistos da literatura
de que a ligacéo dissulfeto parece ser critica para estabilizacdo da conformacéo e

aumentar eficiéncia de ligacdo entre peptideo e receptor (COLOMBO, et al., 2002;

KOIVUNEN et al., 1995).

Por fim, a utilizacdo de peptideos para o desenvolvimento de farmacos
apresenta uma séria de vantagens, tais como facil obtencdo por sintese quimica,
alta especificidade e baixa toxicidade, tornando-se alternativa viavel para
terapéuticas utilizando pequenas moléculas (OTVOS, 2008; LAU & DUNN, 2018).
Por isso, os resultados dos ensaios de inibicdo utilizando o peptideo sintético
cognato sdo importantes. O fato de o peptideo sintético ter inibido a ligacdo do fago
CFFWKFRWMC a vasculatura cerebral, confirma que o mesmo é bioativo. Em
ensaio "proof-of-concept”, demonstramos que o peptideo CFFWKFRWMC pode ser
utilizado para imageamento in vivo. Em resumo, demonstramos nesta tese o
potencial terandstico deste peptideo como uma ferramenta ndo invasiva de
imageamento in vivo, indicando que o peptideo CFFWKFRWMC apresenta um
potencial significativo para terapias direcionadas e imageamento molecular no
cérebro (YAO et al. ,2016). Juntos, estes resultados indicam ser possivel o
desenvolvimento de versBes peptideomiméticas (sintéticas) para propostas
terapéuticas; versdes peptideomiméticas de CFFWKFRWMC permitiiam uma

melhor avaliagdo de sua possivel interacdo com a vasculatura cerebral.
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6. CONCLUSAO

Nestes estudos, demonstramos mais uma vez a versatilidade da tecnologia
do phage display para varrer vasculaturas em busca de marcadores moleculares
expressos seletivamente nos vasos sanguineos de diferentes 6rgdos e tecidos.
Identificamos e caracterizamos o motivo FRW (representado pelo peptideo
CFFWKFRWMC) como um ligante especifico para vasculatura cerebral, mas nédo de
outros tecidos contendo uma barreira endotelial especializada, demonstrando a
existéncia de diferencas moleculares importantes entre as diferentes barreiras
endoteliais encontradas nos organismos. Andlises quantitativas (ensaios de
guantificacdo por contagem de colbnias) e qualitativas (ensaios de
imunofluorescéncia e microscopia eletrbnica de transmissdo) indicaram a
seletividade do peptideo CFFWKFRWMC em células endoteliais da barreira
hematoencefélica, enquanto que células endoteliais da barreira hemato-retiniana
nao apresentaram tal ligacéo, sugerindo uma importante diferenga molecular entre
estas duas barreiras hemato-neurais. Esta diferenca podera ser explorada como

importante alvo terapéutico e diagndstico para doencas humanas.

Estudos de estrutura e funcédo do peptideo CFFWKFRWMC utilizando ensaio
de alanina scanning reforcaram a importancia dos dois residuos aromaticos na
ligacdo aos vasos sanguineos (primeiro e segundo residuo do motivo FRW), ao
mesmo tempo em que indicaram a permissividade do residuo central (comumente
um residuo com carga positiva) para a ligacdo entre fago e vasos sanguineos
cerebrais. Juntos, o ensaio de competicdo in vivo utilizando peptideo sintético
cognato e 0 ensaio de imageamento in vivo utilizacdo particulas de fago marcadas

demonstram a possibilidade de utilizar formas sintéticas do peptideo
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CFFWKFRWMC como uma ferramenta para imageamento molecular e

desenvolvimento de terapias direcionadas para o cérebro e sistema nervoso central.
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Supplementary Data Alignment File

Next generation sequencing of all phage recovered from each brain area. A total of 838,448 reads were obtained by
[llumina using the MiSeq platform (see online methods for details). The paired-end reads were assembled, inserts
trimmed and only sequences with two or more reads were used for further analysis (Dias-Neto et al., PLoS One.
4(12):e8338, 2009). The remaining 803,072 reads (hemispheres 391,523 reads, olfactory bulb 216,213 reads,
cerebellum 195,336 reads) encoded a total of 3,074 unique peptides. Peptides were then filtered using the motif
[FYW][ARKH][FYW], resulting in 1,021 peptides.

Alignment file of 1021 peptides containing the [FYW][ARKH][FYW] motif:

- - - - SWSYRW - - - - - - VWWHFRW - - - - - - -~ YFI RYRW - - - -1 YLFFRYI - - - -
- MHNEAW- - == e YONFRWK--- - FRVKFGWS - - - - SWHFRW - - - -
- - - - YYAFFRWH - - - - - - | VASWRFW - - - - - - - WENFRFA- - - - - - VYWPWRYV- - - -
----1 YSFFAWR: - - - ~---RYIDFRMA----  e-e-e- FRVWKFRRV - - - LYVNFAWV - - -
- SWDFRWH---  eeee- VWEKFRYV- - - - - FYl HYKWE- - - - - - - - SYSNVWHVWV - - -
- - - WW/SYRW- - - - - -1 YWAFRVR: - - - <<= YVAYKW - - - - ----RYSGFRM:- - - -
- -1 YFQVHW- - - - - - = - LYVAFKW - - - - - - - FFYMFRW- - - - - - - - FFQDFRWV - - -
- - - TWNFRYV- - - - - - - - YFAAWRWG - - - - - - WELYRW- - - - - - LYWNFAWD - - -
- - - - VPVKFRW - - - - - - - YFAAWR - - - o WILYRW---- oo YVGFRWLM - -
- - - - FYVWKFRW - - - --- - RH DFRWS- - - - - - - - FFWRFRW - - - - -~ VRHN\FRYL- - - -
S LYANFAWR - == e RLNFRWA - - - - - - - PWDFRYT- - - - - - - MACSFRW - - - -
- - - WWSYRVG- - - - - - - - GYWYFRW - - - - - FFLHFRWF----  —---- YLNWRWBV- - -
- - - - VWHSYRWP- - - - - - - YPWNERVWV - - - - - - LYVDFAWR: - - - - - - - MAVAVWRWY- - - -
----- YFDWHYVR: - - - - - - YPVKFRW - - - - - - - GNW/SFRV&- - - - - - - - -WGFRYLA- - -
----FYSGFRWR - --  =---- YSGFRYFD- - - - - - FYHGFRMR- - - - - -1 YLGFRYY- - - -
------ YWFAFRYS- - - - - - WWSFRIG - - - - - - MFDNVFRY- - - - - - - - - LYVNFAW - - -
- - - - EW/SFRWS- - - - - - - - | VWDFRW- - - - - - - - FFSDFRWY- - - - - -« - WENFRYV- - - -
- - - - YFAYFRW- - - - - - - - WBYFRW - - - - - - - R\WLFRW- - - - - - - | WAFRVK- - - -
- - | WEGFRVK- - - - - - - - VWWDFHWL- - - - SocYEYNYRWW-- - ameeoo- FFAFPRWY-
- - LYVl FAWR: - - - - - - - YYVDWRYE- - - - - - - - DYWNFAWR: - - - - - - - VFVSFRWV - - -
- - - - FVKDWRWY- - - - - - - - SLSDFRWA - - - - - - - MAFAFRW- - - - - - - WWFDYRMR- - - -
- = - VW VWARWY- - - - ~---LWRYRFM ---  —---- VDGFRYWA:- - - - - - - AWENFRYV- - - -
- - - - SYVYFRW - - - - - - - YEYNYRW - - - - - - - FFADFRWH - - - - - - - FFWKFRAR: - - -
- - - - LSVNFAVR: - - - - - - - FPVWKFRW- - - - - - - - MFFRERWV - - - - - - - LWAWRY- - - -
------ TYYREMRS- - - - - - VSVSFRWS- - - - - - LWRGFRW - - - - - - - - YFSAWRW - - -
- - - - WEGRFRWV - - - - - - - VWW/SFRWG - - - - - VYYSVKVD- - - - - - YYRLFAWR: - - -
- - - - AYRHVWKWY- - - - - - - - FFADYRMR: - - - - - - - RCSAVKVWV - - - - - - - N\VBNFRWY- - - -
- - - - RYTGFRVE- - - - - - - FYSRYRMR- - - - So - MYSEYRMB---- cmeeeo-- FAFHVQRQ
- - I VBNVRWY- - - - o WRNYRWA--- e YA VAVEP- - - - - - - AYSHWKW- - - -
- - - - RYAAFHWV - - - - - - - FVWAAYRVW - - - - - - - LYVSFAWR: - - - - - - WW/SFRMW - - -
- - - - VWWGFHW- - - - coo o VLMNYRW---- ame-eo- FYRYFSW- - - LYLNFAWR: - - -
- - - WWDFHVG- - - - - - - - RYSAWKVG- - - - - - - - RYAGFAH - - - - - - WWNFAWR: - - -
- - - - VYRHVWKWY- - - - - - - LWRGFRYY- - - - So - WMNFRW---- aeeee- VWWKYVYR: -
----FYPVFRW---  —co-e- FUWRWRFY- - oo VOVDFHW/----  —ee-e- VWEHFRYM -



—————— SYYRFMWS-- ————AWMNYRWV-——— ————FWLRYRFM--—— ————FWASYRWF--——

————-RYFSFRWQ---— ————VYHGFRWS---— ———-VGANFRWQ--—-- ————FYAGFRWV-———
————SWMHFRWK--—— ————TWVDFRWK--—— ————-FYSGFRWL--—— ————WYDSFRWT--——
———-MWWSFRYV-——— ————-FFYDFHWE---— ————IWVDFRWI---— ———-LFADFRWY---—
————SYRHWKWV-——=  ——————em FKYMSAVW ————YFWNFRWQ--—— ————VWANFRWY--——
————FWSDFRWH--—— ———-LYHHFRWS--—— ————FWINFRWV-——= ————— YLNFRYVY---
————FWANFRWH---— ————VWVSFRWS---— ————LWTEWRWV-——— ———-DYVYFKWR-———
————GWMNYRWV-——— ————YFAAWRWS-——— ————VWVDFRWI--—— ————TYGFFHWV--——
————RYVDYRWD--—— ————LYVNFAWC--—— ———-VYLDFRYS---- ————FWAMWRWH--——
————VWEFWHWV---=  —————m FFWKFRLM-— —-——-SFADFRWY--—— ————HYFGWHWV-———
————VWAKFRWQ--—— ———-NYVDFRWI---— ————HYIDFRWR---=  —————m TYYRFMWN—-—
————VWMIYRWV-——— ————GWVDFHWV---= ————— YSDWHFFP--- —————— FFWKYRWM——
————FYVGFKWG--—— ————VYHSFRWF--—— ————FFSRYRWY--—— ————FFYDFHWV-———
———-VYSGFRWM--—— ————VWYNFRWQ--—— ————AYYIFHWV-——— ————IWVDFRWM--——
————WFYNYRWH---=  ————— YIDFRFVL--- ————EYLLYHWV--—— ————FWVSWRFW--——
————VWANFRWE---— ———-MYVNFAWR--—— ———-LYAGFRWL--—— ————SWSDFRWY--——
————VWSLFRWA--—— ————LYVGFKWW--—— ———-FYSGFAWR--—— ————VFIRFRWL--——
————LYVNFRWL--—— ————LWLRFRWD---=  —————m VYFAFHYV-- ———eeo TYYRFLWS-—
—————— FFWKFRGM-— ————FFWKFRWS--—— ————WFRDFRWY--—— ————RYSAWKWV-———
————— YVDYRYVI--- ————FYVSWRWY--—— ————-WYGFRYWV--— ————FYSVFRWS--——
------- YFAYTPWN- ————VWRDFRWK--—— ————————FRFFISTD ————WYSGWKWI---—
———-SWSEFRWH---— ———-LYDNFAWR--—— ————YFTAWRWW-——— ———-VYQGFHWE----
————FFADFRWN--—— ————YFASWRWW--—— ————VWMNYRWW-——— ————FYVGFKWR-———
————— YSGFRWFE--- ————IYHGFRWR--—— ————YFAAWHWW--—— ————VWANFRWP--——
-—-GIAAGFAF-———— ————VYLEYRWL--—— ————YWYLYRWI--—— ————IWVDFHWK---—
————RYTGFRWI---— ————YLAAWRWW-——— ————QFVHWHWI--—— ————SWRNWRWV-———
————VWMNYRWH--—— ————IYINYHYS--—— ———-MWVSFRWS--—— ————VWMSFRWS----
————VWESFRWS---- ————SWFEFRWR--—— ————VWANFRWS---=  —————m VWFAFRYL--
—————— FWWKYVYM-— ————VYMYYHWL--—— ————FYVRFRFV--—— ————IYMRFAWS---—
———-VFADFRWQ--—— ————VWHSYRWS--—-— ————FFTSWRWW---=  —————m FWWRYVYR-—
————VWLNYRWV-——— -——-SYGDYHWR---=  ————— WVNFRFQV-—— ————LYFGYRWV-———
————IYTSFKWS--—— ————FYVAFHWR--—— ————IYLDWAWV-——= —————ee VYKFFKWW-
————WFGAFRWW-——— ————CYIDFRWS---— ————-SYHDFRYW--—— ————FYAGYRWM--——
————CFWKFRWM-——— ————VWVNFRWH--—— ————LFINYRWV--—— ————-FFAEFRWY--——
————VYHGFRWG--—-— ————YWAGYRWW-——— ————-FCADFRWY--—— ————FYFNFAWV--——
————LWVPFRWV-——= ——m———ee FRWKYVYR ————FWHSYRYY--—— ————HWAGYRWW-———
————-FWISFHWE---- ————— YFNFRWVH--— ————RYSDYRWW-——— ————VWMNFRWV-———
————WFTYFRWV-——= ————— YFDFRYAL--- ————FYSVFRWW--—— ————VSMNYRWV-———
————VWMNYRWM-——— ————VWGSFRWS--—— ————VCMNYRWV-——— ————FFWNFRWM--——
————LYFDWAWT--—— ————VYVRWHWA--—— ————SLRNWRWE---— ————VYANFAWW--——
—————— FWWKYVYR-— ————CFAAWRWW-——— ————-LLNFRWVI--- ————IFVQFHWV-———
————— YSRFRWTV--- ————SWMHFRWA--—— ————VWHNFRYL--—— ————IYIGYRWW--——
————VYYGFRWS---- ————-RYSSFRWQ---— ————PWSDFRWH---— ————SWMHFRWW-———
————FYAGYRWV-——— ————VYEMYRWR---=  —————m VFWRFKWF - - ————YFRFFRWY--——
————LWVSFRWF--—— ————VYAGYRWV-——— ————SYRDYRWR--—— ————SFAAWRWW-———
————LYVHFAWR--—— ————VYHGFRWR--—-— ————-AYHGFRWR--—— ————LYVNFAWR--——
—————— VAYAFGFG-- ————-FLADFRWY--—— ————FYSYFRYI--—— ————-FYADFRWY--——
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————VYVAFAWY---— ————-RYIDFRWE---=  ————— YVHFRWEV--— ———-MYDLFRWK---—
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———-VFHGFRWR--—— -——-FYSGFHWK--—- -———AYLKFRWL--——
————-FFADFRWF--—— -———FYFRFRWF--—- -———TYLDFRWV-———
———-LFWKFRWM----= ———m——ee IYAFYRWV- -———VWVSFRWR--——
————IYVTFRWE---— —-———AWVLFRWY--—- -———YYNAFRWE--——
—————— VYWHFKWF - - -——-LCVNFAWR--—- -——-DVADFRWY--——
————VWVDFRYV-——— -———-FFAHFRWY----= oo FFWKFTWM-—
————VYVSFRWF----= e YVSWHYVL--- -———YFVAWRWW-———
—————— YYFRYRWS—— —————YANWHWEP--- -———-FFADFRWQ--—-
————VYSVFRWS---- -——-LYFGFRWS---—=  ———em YVGFRYYV---
————RYTGFRWA--—— -———RWMHFRWI--—- -———IWVRWRWE--——
————— YLEFRWVL--- ~———RWYEFRWI---- -———FFDDFRWY--——
————GYILFRWV--—— ————IWMNYRWV-——— -———VWANFRWL--——
————VRVDFHWV--—— ————VWLNFRYV--—- -———WWIRFRFV--——
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————— WLNFRWAI--— -———FFVRYRWF--—— -———VWRNFRYE----
————TYIYFRYV-——— ————AYRHWKWA--—— -———-YYSGFHWS----
————LFVNFAWR--—— -———AWHNFRYL--—- ~———TYLSWHYV-———
————VWGRYRWV-——— -———FYSAFRYV-——- -———HYLSFRWV--——
————VYSAYRWF---— -——-MYLNFAWR--—— -———SWSDFRWS----
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Endothelial heterogeneity has important implications in health
and disease. Molecular markers selectively expressed in the
vasculature of different organs and tissues are currently being
explored in targeted therapies with promising results in preclinical
and clinical studies. Noteworthy is the role that combinatorial
approaches such as phage display have had in identifying such
markers by using phage as nanoparticles and surrogates for
billions of different peptides, screening noninvasively the vascular
lumen for binding sites. Here, we show that a new peptide motif
that emerged from such combinatorial screening of the vascula-
ture binds selectively to blood vessels in the brain in vivo but not
to vessels in other organs. Peptides containing a conserved motif
in which amino acids Phenylalanine—Arginine—Tryptophan (FRW)
predominate could be visualized by transmission electron micros-
copy bound to the junctions between endothelial cells in all areas
of the brain, including the optic nerve, but not in other barrier-
containing tissues, such as intestines and testis. Remarkably, pep-
tides containing the motif do not bind to vessels in the retina,
implying an important molecular difference between these two
vascular barriers. Furthermore, the peptide allows for in vivo im-
aging, demonstrating that new tools for studying and imaging the
brain are likely to emerge from this motif.

blood-brain barrier | blood—retina barrier | brain endothelial cells |
peptide | phage display

ascular endothelial heterogeneity has central implications in

health and disease (1). Receptors selectively expressed in
the vasculature of different organs and tissues are currently being
explored in ligand-directed strategies for targeted imaging and
therapy, with promising results in preclinical and clinical settings
(2-5). Phage display has played an essential role in the identi-
fication of such receptors by screening noninvasively the vascular
endothelium of different organ and tissues, in physiological and
pathological conditions (i.e., tumor vessels) (6-8) (Fig. 1 4 and
B). The brain is a highly vascularized organ (9) shielded from
most blood-borne molecules by a specialized blood-brain barrier
(BBB) constituted by endothelial cells that are further enveloped
by a layer of pericytes and astrocytes (9, 10). The BBB allows
only the passage of gases, water, and small lipophilic molecules
from blood into the brain parenchyma. Since brain endothelial
cells are linked to one another by tight junctions, nutrients and
waste products have to be shuttled across endothelial cell cyto-
plasm by a complex series of specialized transport systems (9—
11). Remarkably helpful as this selectivity is for normal brain
function, the BBB is a crucial obstacle for entry of therapeutic
molecules in CNS diseases (8, 9, 12). Therefore, understanding
molecular signatures unique to these barriers represents a key
step toward development of novel treatment strategies (12).
Several BBB markers have been identified in health and disease
(13-16), all of which are ubiquitously expressed throughout the
CNS. Nevertheless, the blood—retina barrier (BRB) and the

www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.1809483116

blood—spinal barrier, commonly considered as part of the BBB
(9, 11, 15, 17), have not been studied to the same extent and
represent unique gateways for targeted development of region-
ally specific therapies for CNS disorders (18).

Results and Discussion

Here, we combined in vivo phage display technology with next-
generation sequencing (NGS) to discover and exploit molecular
signatures associated with the vasculature of the mouse brain
(Fig. 14). Phage display selection can be used to probe the
vascular lumen of blood vessels in vivo, and to identify native
ligand—receptor interactions that may be undetectable by tissue-
destructive approaches such as genomics and proteomics. Thus,
our screening strategy goes beyond molecular expression and
takes into consideration tissue architecture and ligand—receptor
accessibility (7). Our original screening here has been designed
to select peptide sequences that target blood vessels serving
different anatomical regions of the brain (Fig. 1B). A cyclic
CX8C (X8, any eight residues; C, cysteine) phage library dis-
playing ~10'° unique sequences (19, 20) was administered i.v.
into a single mouse (round I of selection), and, after 30 min of
systemic circulation, phage particles bound to blood vessels in
different brain regions (cerebellum, olfactory bulb, and hemispheres)

Significance

Endothelial barriers are essential components of blood vessels
and particularly important in brain and retina, which are pro-
tected by barriers so efficient that almost all metabolites have
to be actively transported across them. We provide evidence
that short peptides containing a motif rich in amino acids with
aromatic and positively charged side chains target specifically
blood vessels of the brain but not of other tissues. Using
electron microscopy, phage could be visualized bound to the
endothelial junction of these vessels, demonstrating how these
two techniques can be combined to identify a supramolecular
phage target in vivo. Surprisingly, this peptide motif does not
bind to vessels in the retina, implying a previously unknown
molecular difference between these endothelial junctions.
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Fig. 1. Identification of a peptide motif that targets brain blood vessels. (A) Phage display library selection identifies peptides targeting blood vessels. In the
CX8C phage library, the ligand peptides are fused to minor capsid protein Il (plll) assembled at one end of the virion. (B) Phage display in vivo scheme. (C)
Number of phage particles (TU normalized per milligram of tissue) recovered in each round of selection per brain region. The number above each bar in-
dicates phage enrichment in round Ill relative to round Il; #, round | was not quantified, to minimize loss of unique peptides. (D) Alignment of the total pool
of unique peptides (n = 1,021) reveals the consensus motif FRW. (E) Phage CFFWKFRWMC or negative control Fd-tet phage (10° TU) were administered i.v.
into mice, and phage bound to blood vessels in brain hemispheres is visualized with antibacteriophage sera (red) and blood vessels with FITC-conjugated
Lycopersicon (Tomato) esculentum lectin (green). (Scale bars: 100 um, unless otherwise indicated.) (F) Quantification by colony count of phage bound to
different regions of the mouse brain (n = 4). (G) Effect on phage homing caused by different Ala mutations within the FRW motif. Bars represent means +
SEM from triplicates. (Scale bars: 100 pm.)
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were recovered and amplified separately. Following the first
round of selection, each phage pool was then readministered i.v.
in successive mice for the next round of selection. After three
rounds of i.v. selection, we observed marked phage enrichment
in all brain regions, including 23-fold to the olfactory bulb, 14-
fold to the brain hemispheres, and 23-fold to the cerebellum
from selection rounds II to III (Fig. 1C). Initial analysis by
Sanger DNA sequencing revealed that several selected DNA
sequences encoding targeting peptides to different brain regions

residues [Phenylalanine (Phe) and Tryptophan (Trp)] along with
a recurrent positively charged residue in between them (SI Ap-
pendix, Fig. S1). This finding was unexpected, considering that
the subsequent rounds II and III of selection were performed
independently, and yet a unique dominant motif has emerged
from the individual screenings, a result indicative of ligand
selection. Next, NGS of all phage-displayed peptides (21)
recovered in each round of selection identified 1,021 distinct targeted
peptides sharing the pattern [FYW]-X-X-[FYW][ARKH][FYW]

contained a prevalent ligand motif rich in aromatic amino acid  (Fig. 1D) (SI Appendix, Supplementary Data Alignment File).
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Fig. 2. CFFWKFRWMC peptide is specific for intracranial brain vasculature but not retinal vessels. (A) Targeted CFFWKFRWMC-displaying phage bound to
blood vessels in different tissues visualized by immunofluorescence with antibacteriophage antisera (red) and FITC-conjugated L. esculentum lectin (green).
(Scale bars: 100 pm.) (B) Quantification by colony count of phage bound to blood vessels in different tissues. To account for variability due to differences in
tissue vascular areas, phage binding (in transducing units per milligram) was normalized relative to the control phage (Fd-tet). Bars represent means + SEM
from two independent experiments (each with n = 2 animals, and n = 4 retinas) and triplicate plating for colony count. Statistical test used two-way ANOVA.
N.S., not significant; ***P < 0.001. (C) Peptide competition assay. Animals were injected with synthetic peptides (CFFWKFRWMC or a control peptide) before
phage administration. Phage homing (in transducing units per milligram) was normalized relative to the control phage (Fd-tet). Bars represent means + SEM
from quadruplicate plating for colony count (n = 1 animal per condition, with n = 2 retinas or brain and liver halves). Statistical test used one-way ANOVA.
***P < 0.0005. (D) Immunofluorescence detection of phage CFFWKFRWMC bound to the optic nerve and brain, while the eye’s retinal and choroidal blood
vessels are negative. Vascular layers of the inner retina (R) and nonvascular (therefore invisible) outer nuclear layer (ONL) are shown. The monolayered
nonvascular (and also invisible and unlabeled) retinal pigment epithelium lies immediately internal to the choroid (C), which is indicated with arrows along
segments of its length. The sclera (S), lens (L), smooth muscle (SM), and vitreous humor (VH) are also indicated. (Scale bars: 100 pm, except where noted.) (E)
Immunofluorescence detection of phage in retina whole mounts from mice injected with phage CFFWKFRWMC or Fd-tet under two different conditions:
perfused (+) or not perfused (-) with fixative solution to remove unbound circulating phage. Arrows indicate positive phage staining. (Scale bars: 100 um.)
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Of note is the presence of aromatic amino acids flanking a
positively charged residue, of which 432 (42%) of unique ligand
peptides contained a tripeptide Phe—Arginine—Trp (Phe-Arg-Trp)
(herein denominated as the FRW motif).

Index phage particles displaying CFFWKFRWMC were se-
lected as a representative of the FRW motif class because it was
one of the most abundant ligand peptides identified (SI Appendix,
Table S1). Either targeted CFFWKFRWMC-displaying phage
or control phage (insertless Fd-tet) was administered i.v. into mice,
and phage bound to the vasculature was visualized by immunoflu-
orescence and quantified by bacterial infection and transducing
unit (bacterial colony) count. We observed that CFFWKFRWMC-
displaying phage particles bind to endothelial cell surfaces of small
and larger blood vessels in all areas examined within the brain
(Fig. 1 E and F), whereas no binding to the vasculature above
background was observed with the control phage. Interestingly,
we observed an uneven staining of the vasculature with a con-
sistent “spotty” pattern, and, while most if not all vessels were
positive for phage staining, some vessels displayed a more robust
staining than others (Fig. 1E, high-magnification image). Tar-
geting seemed dependent on the FRW motif, since site-directed
mutagenesis with alanine (Ala) scanning markedly abrogated
phage binding in vivo. One should note that our chosen index
peptide may perhaps contain two putatively targeting motifs
(displayed sequence CEFWKFRWMC, underline indicates the
two motifs), although the first one lacks a positively charged
residue. In-tandem assays consisting of site-directed ligand motif
mutagenesis plus iv. targeting in vivo with CFFWKFRWMC
revealed that either Phe to Ala or Trp to Ala completely abol-
ished brain homing, while mutations in the middle residues of
both motifs diminished but did not entirely abolish binding to
brain blood vessels (Fig. 1G, arrows, and SI Appendix, Fig. S2).
These results suggest that the first and third motif positions
carrying amino acid residues with aromatic side chains are

essential for binding, while the second position (often occupied
by the positively charged residues) is more permissive. Interest-
ingly, although, among the selected peptides, only 62 unique
peptides out of 1,021 (6.1%) (SI Appendix, Supplementary Data
Alignment File) contained an Ala in between the two hydro-
phobic residues (FAW), one of them (CLYVNFAWRC) was
among the most abundant isolated in the biopanning along with
phage CFFWKFRWMC (SI Appendix, Table S1). Together,
these results suggest that presence of a positively charged residue
either between the aromatic residues or adjacent to the motif is
important for high-affinity binding.

To determine whether binding of phage CFFWKFRWMC is
specific to brain blood vessels, we analyzed its presence in other
tissues. No phage was detected by immunofluorescence in small
intestine, kidney, pancreas, gonads, spleen, stomach, bladder and
large intestine (Fig. 24), results that were again confirmed by
colony counting (Fig. 2B). Both targeted and control insertless
phage nonspecifically accumulated at similarly high levels in the
liver, suggesting no preferential binding of either phage to the
hepatic vasculature (Fig. 2B and SI Appendix, Fig. S3), an ob-
servation entirely consistent with the collective previous experi-
ence with reticuloendothelial system (RES)-rich control organs
such as liver and spleen (6). To further confirm our observations
and that targeting to blood vessels was mediated by the peptide,
we performed a competition experiment. Animals were first in-
oculated iv. with synthetic peptidle CFFWKFRWMC (70 and
200 pmol) or a control peptide before phage administration. We
observed that the preadministration of the cognate synthetic
peptide inhibited phage homing to brain only, but not to other
tissues (Fig. 2C and SI Appendix, Fig. S4). The control peptide
had no significant effect. Phage homing to liver was not affected
by the synthetic peptide, again suggesting no specific targeting of
the hepatic vasculature.
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Fig. 3. CFFWKFRWMC peptide targets brain endo-
thelial junctions. (A) TEM images of brain from a mouse
receiving i.v. targeted CFFWKFRWMC-displaying phage
(10" TU) (100-nm section). Left (magnification 10,000x)
shows lumen (L) and junction (JC) of two endothelial
cells (EC1 and EC2). The typical morphology of fila-
mentous phage (P) is indicated (arrow). Right depicts a
higher magnification (60,000x) highlighting the junc-
tion between two endothelial cells. (Scale bars: 200
nm.) (B) Calculated length of the phage tufts. Circle in
dashed lines indicates 1,000-nm diameter centered at
the base of the endothelial junction. (Scale bar: 20 nm.)
(C) Schematic illustration of the observed phage tufts in
100-nm thin sections. (D) Immunofluorescence de-
tection of targeted CFFWKFRWMC-displaying phage
bound to cell clefts formed by junctions and branches
of endothelial cells of blood vessels in the brain. (E)
Schematic illustration of the clefts of endothelial cells
formed along the longitudinal axis of the blood vessels.
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Fig. 4. CFFWKFRWMC peptide as a tool for imaging in vivo. NIR imaging of
mice given a single i.v. dose of targeted CFFWKFRWMC-displaying phage,
negative control Fd-tet, or av integrin-binding RGD-4C-phage conjugated to
NIR dye IRDye 680RD. Images were acquired in different time courses and
show NIR fluorescence accumulation in the liver (nonspecific RES trapping)
and brain areas. Epifluorescence color scale calibration bar for the images is
on the right.

The fact that the cognate synthetic peptide inhibits phage
homing to the brain indicates it might be possible to develop
improved synthetic peptidomimetic versions for theranostic
purposes. Peptidomimetic versions of CFFWKFRWMC should
not be taken up the liver and would allow for better assessment
of its possible interaction with liver vasculature. Together, these
results confirm that binding of phage CFFWKFRWMC is me-
diated by the peptide and is specific to brain blood vessels.

However, we have also observed that phage CFFWKFRWMC
does not bind to retinal blood vessels, an intriguing result con-
firmed by both colony count and immunostaining (Fig. 2 B-E).
In contrast, targeted phage binding was also detected in blood
vessels of the optic nerve (Fig. 2D), which carry blood immedi-
ately preceding the optic nerve vessel branches that enter the
retina. Further experiments with whole retinas also confirmed
this observation. Moreover, when the experiment was repeated
and animals were not perfused to remove unbound circulating
phage, we detected phage particles in the retina, confirming that
phage CFFWKFRWMC reaches the retina but does not accu-
mulate in this tissue (Fig. 2E). Since these studies were initially
performed in the albino BALB/c mouse strain, we asked whether
retinal mutations specific to this mouse strain could be re-
sponsible for the blood vessel differences between retina and the
rest of the brain. We therefore repeated the experiments with
the visually competent C57BL/6J mouse strain, with similar re-
sults. The lack of interaction of CFFWKFRWMC-displaying
phage particles with blood vessels in the retina are, therefore,
unlikely to be due to inherited genetic mutations carried by these
animals or physiological deficiencies in the retina, and are likely
caused by molecular differences between these CNS vascular
territories. This is a striking result considering that the blood—
retina barrier is believed to have very similar properties to the
BBB (10, 11). To our knowledge, this is potentially a previously
unknown BBB molecular target that is not present in the blood
vessels of the retina; moreover, the ligand FRW motif may dif-
ferentially target BBB from the BRB.

To gain insight into receptor expression and location, we have
next performed transmission electron microscopy (TEM)

Tang et al.

studies. M13-derived phage particles can be easily identified by
their long filamentous morphology (22). Indeed, in mice re-
ceiving CFFWKFRWMC-displaying phage, we observed tufts
formed by long thin electron-dense filaments bound to and ac-
cumulated at the junctions between endothelial cells in the brain
(Fig. 34). These tufts have the expected morphology and ~1,000-nm
size of phage particles (Fig. 3B), and were unlike any other
cellular structure found in mouse brain or other tissues. These
filaments were bound to the cell junction by one end of the
phage, in agreement with fusion of peptide CFFWKFRWMC to
the pIII coat proteins located at one end of the virion filament
(Figs. 14 and 3C). The tuft pattern also indicates that multiple
phage particles are bound to and accumulated at the endothelial
cell junctions (Fig. 3C), explaining the strong dotted signal ob-
served by epifluorescence microscopy. These TEM results are,
therefore, in agreement with the immunofluorescence staining
pattern in which phage seems to accumulate in a spotted pattern,
often next to blood vessel junctions or branches (Fig. 3D). In-
deed, phage binding seems to follow the intercellular clefts
formed by the endothelial cells elongated and joined to one
another along the axis of the blood vessels (Fig. 3E) (23). The
endothelial cells form a layer closest to the lumen in blood
vessels, and, in the brain, are well known to have very tight in-
tercellular junctions. It is likely that CFFWKFRWMC binds to
proteins or other molecules associated with these cell—cell tight
junctions (11). Whether peptide CFFWKFRWMC binds directly
to molecules present at the endothelial junctions or to cell sur-
face receptors, which then move along the membrane for en-
docytosis, resulting in formation of phage tufts at the cell
junctions, will need to be addressed by further studies.

Finally, real-time visualization in vivo is essential for un-
derstanding normal biological processes as well as for the de-
velopment of novel diagnostic methods for human diseases. To
show that the FRW motif can be used to image the brain in vivo,
phage were labeled with a near-infrared (NIR) fluorescent dye
and administered i.v. into BALB/c nude mice (24). Strong brain
epifluorescence was detected in mice treated with NIR dye-labeled
phage CFFWKFRWMC or RGD-4C (sequence CDCRGDCFC,
an av integrin-binding double-cyclic motif) (Fig. 4). No epifluor-
escence was observed with the NIR dye-labeled negative control
phage (Fd-tet) and with phage CFFWKFRWMC in the retina (ex
vivo) (SI Appendix, Fig. S5). Most importantly, phage carrying the
FRW motif accumulated longer in the mouse brain, resulting in
strong epifluorescent signals that lasted for more than 30 min,
compared with phage particles displaying the RGD-4C targeting
peptide.

In summary, we have selected and identified a ligand peptide
motif that targets endothelial cell junctions present in blood
vessels of the brain part of the CNS, but not the retina, sug-
gesting a molecular difference between the BBB and the BRB,
two important blood—CNS barriers. Targeted small peptidomi-
metics containing an FRW motif may serve as a theranostic
developmental drug lead for translational applications for CNS
diseases.

Methods

Animals. All experiments were reviewed and approved by the Institutional
Animal Care and Utilization Committees of the Chemistry Institute of the
University of Sdo Paulo and the University of New Mexico Health Science
Center. We used female BALB/c and C57BL/6J mice (The Jackson Laboratory)
maintained at the animal facility of the Institute of Chemistry and Pharmacy
School of the University of Sdo Paulo and female immunodeficient BALB/c
athymic mice (Charles River Laboratory) maintained at the animal facility of
the University of New Mexico Health Science Center. Animals were kept on a
12-h light/dark cycle. Rodent chow and water were available ad libitum.

Phage Library Construction. The cyclic phage display (CX8C) library used in the

study was built as previously described (20). For details, see SI Appendix, SI
Materials and Methods.
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Synthetic Peptides. Peptides were synthesized and purified by HPLC to a
purity greater than 95% by Chinese Peptide Company. Two peptides were
used in this study: peptide CFFWKFRWMC and peptide CARAC (referred to
as control) (25).

Identification of Brain-Targeting Peptides by Phage Display in Vivo. To isolate
peptides targeting the brain, animals received the CX8C phage library [10°
transducing units (TU)] by i.v. injection. After 30 min in circulation, mice
were perfused with 20 mL of DMEM, and phage bound to tissue were re-
covered by tissue homogenization followed by bacterial infection, ampli-
fied, and used for two more rounds of selection. After the final round,
random bacterial colonies were selected for DNA sequencing to identify
phage coding peptides targeting each brain area. For details, see S/ Ap-
pendix, SI Materials and Methods.

Phage Sequencing. Sanger sequencing was performed at the sequencing
facility at the Institute of Chemistry, University of Sdo Paulo, as previously
described (20, 25). High-throughput DNA sequencing was performed using
the MiSeq Reagent Kit v2 (500 cycles) on an Illumina MiSeq equipment at the
Center for Advanced Technologies in Genomics at Institute of Chemistry,
University of Sdo Paulo. For details, see S| Appendix, S| Materials and Methodss.

Validation of Phage Homing in Vive. Phage homing in vivo to different tissues
and organs was performed by colony count and immunofluorescence as
described (2). In brief, phage was injected i.v. into mice, and, after 30 min of
circulation, animals were perfused through the heart, and phage bound to
blood vessels was detected by immunofluorescence using bacteriophage
antisera or quantified by bacterial infection followed by colony counting.
For details, see SI Appendix, SI Materials and Methods.

Site-Directed Mutagenesis of CFFWKFRWMC Phage Particles. Mutant phage
particles displaying alanine-scanning variants of CFFWKFRWMC were prepared
by site-directed PCR mutagenesis as described (2). For details, see S/ Ap-
pendix, S| Materials and Methods.

1. Aird WC (2012) Endothelial cell heterogeneity. Cold Spring Harb Perspect Med 2:
a006429.

. Giordano RJ, et al. (2008) Targeted induction of lung endothelial cell apoptosis causes
emphysema-like changes in the mouse. J Biol Chem 283:29447-29460.

. Barnhart KF, et al. (2011) A peptidomimetic targeting white fat causes weight loss
and improved insulin resistance in obese monkeys. Sci Trans/ Med 3:108ra112.

4. Lorusso D, et al. (2012) Phase Il study of NGR-hTNF in combination with doxorubicin in
relapsed ovarian cancer patients. Br J Cancer 107:37-42.

. Pasqualini R, et al. (2015) Targeting the interleukin-11 receptor « in metastatic
prostate cancer: A first-in-man study. Cancer 121:2411-2421.

. Arap W, et al. (2002) Steps toward mapping the human vasculature by phage display.
Nat Med 8:121-127.

. Ozawa MG, et al. (2008) Beyond receptor expression levels: The relevance of target
accessibility in ligand-directed pharmacodelivery systems. Trends Cardiovasc Med 18:
126-132.

. Staquicini FI, et al. (2011) Systemic combinatorial peptide selection yields a non-
canonical iron-mimicry mechanism for targeting tumors in a mouse model of hu-
man glioblastoma. J Clin Invest 121:161-173.

9. Tam SJ, Watts RJ (2010) Connecting vascular and nervous system development: An-
giogenesis and the blood-brain barrier. Annu Rev Neurosci 33:379-408.

10. Park-Windhol C, D’Amore PA (2016) Disorders of vascular permeability. Annu Rev
Pathol 11:251-281.

11. Diaz-Cordnguez M, Ramos C, Antonetti DA (2017) The inner blood-retinal barrier:
Cellular basis and development. Vision Res 139:123-137.

12. Bicker J, Alves G, Fortuna A, Falcdo A (2014) Blood-brain barrier models and their
relevance for a successful development of CNS drug delivery systems: A review. Eur J
Pharm Biopharm 87:409-432.

N

w

G

o

~

oo

6 of 6 | www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.1809483116

TEM. Animals were injected i.v. with 10" TU of CFFWKFRWMC phage or
control Fd-tet phage. After 30 min, they were perfused through the heart
with fixative solution (2.5% glutaraldehyde:4% paraformaldehyde in 0.1 M
phosphate monobasic/dibasic buffer, pH 7.4). Brain tissues were postfixed
with 1% (wt/vol) osmium tetroxide (OsO,4), and 0.5% uranyl acetate was
used as contrast. Ultrathin sections (100 nm) were stained with uranyl ace-
tate and lead citrate and observed with a transmission electron microscope
(model JEM1011; JEOL) operating at 80 kV. For details, see S/ Appendix, SI
Materials and Methods.

Imaging in Vivo with CFFWKFRWMC Phage. Phage particles were labeled with
IRDye 800CW and used for imaging in vivo as described (24). NIR fluorescent
images were acquired serially over 5- to 30-min time periods and analyzed
using the IVIS Spectrum In Vivo Imaging System (PerkinElmer). For ex vivo
fluorescence quantification, retina, brain, and liver were dissected and an-
alyzed with an Odyssey Infrared Imaging Scanner. For details, see S/ Ap-
pendix, SI Materials and Methods , refs. 1-8.

Statistics. All numerical data are expressed as mean + SEM. We analyzed data
sets for significance, with one-way ANOVA or two-way ANOVA (Prism
GraphPad software). P values of less than 0.05 were considered to be
statistically significant.

Data Availability. The authors declare that all data supporting the findings in
this study are available within the article and S/ Appendix or from the cor-
responding author on reasonable request.
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