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RESUMO

O cromossomo Philadelphia, encontrado principalmente em pacientes com leucemia mieloide crénica
(LMC), expressa diferentes transcritos BCR-ABL1, sendo o principal deles o b2a2. Esses transcritos
codificam proteinas que possuem atividade tirosina-quinase constitutivamente ativa e,
consequentemente, ativam multiplas cascatas resultando no desencadeamento da doenga. Atualmente
as principais metodologias empregadas no diagndstico e monitoramento da LMC utilizam técnicas de
biologia molecular que apresentam uma série de desvantagens tais como custo, necessidade de mao
de obra qualificada, falta de sensibilidade e, ainda, ndo quantificam a proteina quimérica BCR-ABL1, a
qual é o principal fator indutor da doenca, principalmente porque a quantidade de RNAm nao é fiel ao
montante da quimera. No presente estudo, buscou-se identificar ligantes da proteina referente ao
transcrito b2a2 que pudessem ser aplicados na deteccdo e quantificacdo da proteina BCR-ABL1,
fornecendo um diagndstico preciso além de uma alternativa para o monitoramento da doenga residual
minima. Portanto, utilizou-se a técnica de Phage Display a fim de se obter peptideos expressos em
fagos com afinidade para um peptideo sintético correspondente ao fragmento correspondente ao
transcrito b2a2 (pepb2a2). Para tanto, diferentes estratégias de selecdo desses peptideos foram
utilizadas, sendo a mais eficaz aquela em que se utilizou uma solugdo acida concomitantemente a
sonicacgdo para a eluigcdo. Foram identificados dois clones (25S e 13S) cujas reatividades frente ao
pepb2a2 foram confirmadas por ELISA com absorbancias de 0,97 e 1,34, respectivamente, proximas
a absorbancia de 1,30 do controle positivo (anticorpo monoclonal anti-b2a2). Ambos os clones
apresentaram reatividade dose-dependente frente ao pepb2a2 confirmando a afinidade, fenémeno que
também foi confirmado pelo ELISA de competicdo no qual os clones foram capazes de inibir a ligacéo
ao anticorpo monoclonal em 27,15% e 38,12%, respectivamente. A especificidade ao pepb2a2 foi
verificada quando se utilizou como alvo dois outros fragmentos BCR-ABL-1 cujas absorbancias para o
pepb3a2 foram de 0,18 e 0,26 e para o pepela2 foram de 0,36 e 0,42, respectivamente. Esses clones,
apos sequenciamento, poderdo ter suas sequéncias amioacidicas sintetizadas e acopladas a enzimas
ou nanoparticulas com o intuito de testé-las frente a linhagens de células comerciais que expressam
BCR-ABL1 e de pacientes. Esse trabalho € pioneiro na utilizagdo da interacao peptideo-peptideo na
selecao de ligantes para fins diagndsticos e € primeiro passo para a elaboracdo de novos métodos para
deteccao de células remissivas na doenca residual minima em leucemias.

Palavras chaves: phage display; leucemia mieloide crdnica; peptideo; diagndstico; monitoramento;

doenca residual minima.



ABSTRACT

The Philadelphia chromosome, found mainly in patients with chronic myeloid leukemia (CML),
expresses different BCR-ABL1 transcripts, the b2a2 being the main one. These transcriptsencode
proteins that have constitutively active tyrosine kinase activity and are able to active multiple cascades
resulting on development of the disease. Currently the diagnostic and monitoring methods of CML use
molecular biology techniques which have a number of disadvantages, such as cost, qualified
professionals and lack of sensitivity. They do not quantify the chimeric protein BCR-ABL1, which is the
main driving factor, and also the amount of mMRNA is not equivalent to the amount of chimera. In the
present study, we aimed to identify ligands of b2a2 transcript that could be applied in the detection and
quantification of BCR-ABL1 protein, providing an accurate diagnosis as well as an alternative for
monitoring minimal residual disease. Therefore, we used the phage display technique to obtain peptides
expressed on phage with affinity for a synthetic peptide corresponding to the b2a2 transcript (pepb2a2).
Different selection strategies were used for these peptides and the most effective one used an acid
solution simultaneously with sonication for elution. Two clones (25S and 13S) had their reactivity to
pepb2a2 confirmed by ELISA absorbance values of 0,97 and 1,34, respectively, close to absorbance
value of 1,30 to the positive control (anti-b2a2 antibody). Both clones showed dose-dependence
reactivity to pepb2a2 confirming their affinity, which was also confirmed by competition ELISA in which
the clones were able to inhibit monoclonal antibody binding to 27,15% and 38,12%, respectively. The
specificity to pepb2a2 was observed when using two other target BCR-ABL-1 transcripts whose
reactivity to pepb3a2 were 0,18 and 0,26 and the pepela2 were 0,36 and 0,42, respectively. These
clones once sequenced may have their aminoacid sequences synthesized and coupled to enzymes or
nanoparticles in order to test them against commercial BCR-ABL1 cell lines and patients. This work is
the first to use the peptide-peptide interaction in the selection of ligands for diagnostic purposes and is
a first step towards the development of new methods for detection of remissive cells in minimal residual

disease in leukemia.

Keywords: phage display; chronic myeloid leukemia; peptide; diagnostics; monitoring; minimal residual

disease.



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 - CROMOSSOMO PHILADELPHIA ... 19
FIGURA 2 - REPRESENTACAO DAPROTEINA BCR-ABLL .......ocuvoviteieieeieveeieeeeve e 21
FIGURA 3 - DEFINICOESDAS RESPOSTAS DO TRATAMENTO ......ccocviieiiieieeieveveveae 24
FIGURA 4 - METODOS LABORATORIAIS UTILIZADOS NO MONITORAMENTO DA
DOENGCA RESIDUAL MINIMA. ......oouiiiiiiee ettt 26
FIGURA 5 - ESQUEMA DA TECNICA DE PHAGE DISPLAY ......cocoieeieeeeeeeeeeeeeee e 30
FIGURA 6 - FLUXOGRAMA DAS ETAPAS REALIZADAS NESSE ESTUDO ..................... 31
FIGURA 7 - ESQUEMA DA CONJUGACAO DOS PEPTIDEOS AOS CARREADORES
PROTEICOS ..ottt ettt ettt ettt ettt et e et et e et eseete et et e s e e eteateeteete s eneareare s 33
FIGURA 8 - ESQUEMA DO FORMATO DO ELISA DOS CONJUGADOCS..............coeeeeennn. 36
FIGURA 9 - ESQUEMA DA PRIMEIRA ESTRATEGIA DE SELECAO NO PHAGE DISPLAY
............................................................................................................................................ 41
FIGURA 10 - ESQUEMA DA SEGUNDA ESTRATEGIA DE SELECAO NO PHAGE
IS P LAY . i et 42
FIGURA 11 - ESQUEMA DA TERCEIRA ESTRATEGIA DE SELECAO NO PHAGE
DS P LAY . e et 43
FIGURA 12 - ESQUEMA DO FORMATO DO ELISA DOS FAGOS. .......cooiiiiiiiiiiiiii e 44
FIGURA 13 - REPRESENTACAO DOS TRES PEPTIDEOS. .......cooveeveeeeeeeeeeeeeeeen 48
FIGURA 14 - PERFIL ELETROFORETICO DO SDS-PAGE DAS AMOSTRAS
CONUIUGADAS A BSA ittt e e et e e e e e e e e e 49
FIGURA 15 - RECONHECIMENTO DASAMOSTRAS CONJUGADAS POR DOT-BLOT
AN AL .ottt oo e e et e et et e e e e e e et e e ee b et e e e e e e eenrnba e e eeeeas 49
FIGURA 16 - REATIVIDADE DAS AMOSTRAS pepb2a2 CONJUGADAS. ..........ccccvveeeeen. 50
FIGURA 17 - TESTE DA REATIVIDADE DO POOL DE FAGOS AO FINAL DE CADA
PANNING. ..ot e ettt et e e e e e et e e e e e e e e e e e e et e rrn b e e e 52
FIGURA 18 - TESTE DA REATIVIDADE DO SOBRENADANTE DOS CLONES
INDIVIDUALIZADOS DO 1°% PANNING. ....tiiiii ettt e e e 53
FIGURA 19 - TESTE DA REATIVIDADE DO SOBRENADANTE DOS CLONES
INDIVIDUALIZADOS DO 2% PANNING. ...ttt e e 54

FIGURA 20 - TESTE DA REATIVIDADE DO SOBRENADANTE DOS CLONES
SELECIONADOS UTILIZANDO A DIFERENTES SOLUCOES DE BLOQUEIO DA PLACA.


file:///C:/Users/Isabel/Desktop/ibyDISSERTAÇÃO_VERSAOPCORREÇAO.docx%23_Toc395467263
file:///C:/Users/Isabel/Desktop/ibyDISSERTAÇÃO_VERSAOPCORREÇAO.docx%23_Toc395467263
file:///C:/Users/Isabel/Desktop/ibyDISSERTAÇÃO_VERSAOPCORREÇAO.docx%23_Toc395467264
file:///C:/Users/Isabel/Desktop/ibyDISSERTAÇÃO_VERSAOPCORREÇAO.docx%23_Toc395467274
file:///C:/Users/Isabel/Desktop/ibyDISSERTAÇÃO_VERSAOPCORREÇAO.docx%23_Toc395467274

FIGURA 21 - TESTE DA REATIVIDADE DOS FAGOS EM DIFERENTES

CONCENTRACOES. ...ttt e e st e st srenes 56
FIGURA 22 - TESTE DA ESPECIFICIDADE DOS FAGOS EM DIFERENTES
CONCENTRACOES FRENTE AO PEPD3AZ. ... seeenes 57
FIGURA 23- TESTE DA ESPECIFICIDADE DOS FAGOS EM DIFERENTES
CONCENTRACOES FRENTE AO PEPELAZ. w...c.oeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesee e see s seeseeseeenes 57

FIGURA 24 - TESTE DE COMPETIGAO DOS FAGOS EM DIFERENTES
CONCENTRAGOES COM O ANTICORPO anti-b2a2. ...........cccceeveeeveiiiceeieeieeeeeeevee 58



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 — RESULTADOS DO PHAGE DISPLAY A PARTIR DA PRIMEIRA ESTRATEGIA
DE PANNING ...ttt sttt st et s b et bt bt e e s b e et e bt sae e s e sresanesrenneennens 51

TABELA 2 - RESULTADOS DO PHAGE DISPLAY A PARTIR DA TERCEIRA ESTRATEGIA
DE PANNING ...ttt sttt sttt s b e bt bt e b e s bt et e bt s ae e s e sbesanesresneenrens 52



ABL1

BCR
BCR-ABL1
BCR-ABL1
BLAST
BSA

EDTA
ELISA

Fagos
FISH
HRP
g

ITQ
KLH
LB
LLA
LMC
LNC
OPD
PBS
PBS-T
Ph
p190
p210
p230
SMCC
1(9;22)
TBS
TBS-T

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Gene Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1
Gene breakpoint cluster region

Gene de fusdo BCR-ABL1

Proteina quimérica BCR-ABL1

Basic Local Alignment Search Tool

Bovine Serum Albumin

Quelante (acido etilenodiamino tetra-acético)

Ensaio Imunoenzimatico (Enzyme Linked Immuno Sorbent
Assay)

Bacteriofagos

hibridizagao fluorescente in situ

Horseradish Peroxidase

Imunoglobulina

Inibidores da tirosina-quinase

Keyhole Lympet Hemocyanin

Meio de cultura Luria-Bertani

Leucemia Linfocitica Aguda

Leucemia Mieloide Crbnica

Leucemia Neutrofilica Crénica

Orto-fenildiamina

Tampéao Fosfato Salino

Tampéao Fosfato Salino com adi¢do do detergente Tween 20
Cromossomo Philadelphia

Proteina BCR-ABL1 de 190 kDa

Proteina BCR-ABL1 de 210 kDa

Proteina BCR-ABL1 de 230 kDa
Succinimidyl-4-(N-maleimidomethyl)cyclohexane-1-carboxylate
Translocagdo cromossdmica do 9 com o 22

Tampao Fosfato Tris

Tampéo Fosfato Tris com adi¢do de Tween 20



TU

Transductional unit



SUMARIO

L INTRODUGAO ...t es e ses e 15
1.1 OBJETIVO GERAL ...ttt sttt b st st s nas 17
1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.......ouiieieeeeeeeeeeeteee et esee s ses s sssae s sans 17

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA........ooooeeeeeeeeeeeeeeete e ee s ses s ass s saesas s s sassssssssassasssssssssssssansans 18
2.1 LEUCEMIAS POSITIVAS PARA O CROMOSSOMO PHILADELPHIA........ccccceeieeenne 18
2.2 LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA ..ot eesee e s aesesssesss s sssasssennans 18
2.2.1 Proteinas BCR-ABLL ........cooiiierieireeeeee ettt sttt 20
2.2.2 Prognostico da LMC e a correlagdo com transcritos do cromossomo Ph................... 22
2.2.3 TIALAMEINTO ...cueiriiiiiieieeteee ettt st et sre e e r e see e e s reenenrs 22
2.2.4 Doencga residual MINIME........ccoooeiriiieree e st enes 24
2.2.5 Diagnostico e monitoramento da doenga residual minima..........coccovevveneienccneenen. 25
2.3 LIGANTES PEPTIDICOS ..ottt sese st sassas s s sesassaseasens 28

3 MATERIAL E METODOS........ooieeeeeeeeeeee et teses st asse s s ssnss s sssssssesssssnennes 31
3.1 OBTENGCAO DAS AMOSTRAS ......oooeieeeeeeeeeeeesssssessessesessessssssssssssssssssssssassssssssassessassnsans 31
3.1.1 Peptideos SINtELICOS repreSENtAtiVOS.........cceeveiiiiiieiecieceecte et 32
3.1.2 Conjugagéo dos peptideos com proteinas carreadoras.........ococveeererererereenieneeeenenns 32
3.2 CARACTERIZACAO DOS PEPTIDEOS CONJUGADOS .......oveeeeeeeeeeeesereeeeseeesereeseees 33
3.2.1 Dosagem de proteinas pelo método de Bradford ............ccecvevveieeeiciseseceseeee, 34
3.2.2 SDS-PAGE das amostras conjugadas COmM BSA........ccccovivievinieceneceee e 34
3.2.3 Ensaio de dot-blot manual para pepb2a2 conjugado ..........ccccceeveeeeieneeceseecese e 35
3.2.3.1 Ensaio de ELISA das amostras pepb2a2 conjugadas..........ccceceveveecenieeeesreeeennn, 35
3.3 OBTENCAO DE LIGANTES PEPTIDICOS POR PHAGE DISPLAY A PARTIR DE
DIFERENTES ESTRATEGIAS ...ttt sttt sb e sae e s s 36
3.3.1 Preparacéo das bibliotecas de fagosS .......ccceoeieiririninereeee e 37
3.3.2 Selecao de ligantes peptidicos expressos na superficie de fagos- panning. ............. 38

3.3.2.1 Primeira estratégia de panning- exposicao alternada entre peptideo conjugado
COM BSA QU KLH...c.eiiiiiieee et st s et 38

3.3.2.2 Segunda estratégia de panning- utilizacao de imunotubo como superficie de
(Tpgle] o] [F4=Tor=To o b= =Yg o Lo ] 1 - USRS 41

3.3.2.3 Terceira estratégia de panning- exposicao apenas do peptideo como alvo e
eluiCA0 ACida COM SONICAGAD. .......c.cvveeeererietietieteste et et et ettt e et e be st e s et e s ereeseetessessessessesseseeseenas 42



3.4 ENSAIO DE ELISA PARA VERIFICAR A REATIVIDADE DOS FAGOS- SCREENING

........................................................................................................................................................... 43
3.5 CARACTERIZACAO DOS CLONES OBTIDOS NOS PANNINGS ......ccoovvrverierriernenns 44
3.5.1 Ensaio de ELISA para verificar a reatividade dos fagos isolados .............ccecevveueenee. 45
3.5.2 Ensaio de ELISA para verificar a afinidade dos fagos ........cccccevveceveieeceneccecccee, 45
3.5.3 Ensaio de ELISA para verificar a especificidade dos fagos .........cccccvveeveveeceeseceennene, 45
3.5.4 Ensaio de ELISA de COMPELIGAD......ccererueieieieiiniesiesentesteseee et 46
A RESULTADOS ...ttt ettt sttt ettt e s bt e sht e s at e s at e s abe e bt e bt e saeesaeesatesnteenteenbeens 47
4.1 OBTENGCAQO DAS AMOSTRAS ..ottt teressessesesssesssesssss s sssessssssasssssssasssnanes 47
4.2 CARACTERIZACAO DOS PEPTIDEOS CONJUGADOS COM BSA.........cccovveevereraen. 48
4.3 REATIVIDADE DOS CONJUGADOS-pepb2a2 FRENTE A ANTICORPO ESPECIFICO
POR DOT-BLOT ..ottt sttt sttt ettt st st st s sbe et e e s beesatesrte e teesbeesaeesaeesasesane 49
4.4 REATIVIDADE DOS CONJUGADOS-pepb2a2 FRENTE A ANTICORPO ESPECIFICO
POR ELISA. ..ottt sttt et ettt e st e s be st e bt e b e e s beesatesatesateenbeesbaesaeesnsesane 50
4.5 SELECAO DE FAGOS DE INTERESSE OBTIDOS NOS PANNINGS OBTIDOS POR
PHAGE DISPLAY- SCREENING........ooitiitiie ettt sttt s e e 51
4.7 ENSAIO DE ESPECIFICIDADE ........oooieititeeeeeeie ettt st sie sttt ese e i 56
4.8 ENSAIO DE COMPETICAOQ ...ttt teses s s sesse s sessssssesssnessasssnanes 58
5 DISCUSSAQ ......cuemriereiseeeseeseseesesee e ssssessses sttt 59
B CONCLUSAD .....ccoureiritreeeseesieeeisee s esssesss sttt 64
T PERSPECTIVAS . ..ttt ettt et b e s he e s it e st et e e bt e s bt e saeesaeeenteeteens 65
REFERENCIAS ...ttt st 66

ANEXOS ... 73



15

1 INTRODUCAO

A leucemia mieloide cronica (LMC) é uma doenca mieloproliferativa com
expansao clonal de células malignas. A patogénese da LMC é atribuida a proteina
quimérica BCR-ABL1 formada pela presenca do cromossomo Philadelphia (Ph),
resultante da translocacédo reciproca entre os cromossomos 9 e 22, encontrado em
90-95% dos pacientes com LMC (TOHAMI, NAGLER E AMARIGLIO, 2012).

A proteina BCR-ABL1 apresenta atividade tirosina-quinase constitutivamente
ativa e, desta forma, possui o potencial de ativacdo de mudltiplas cascatas de
sinalizacdo (HOLYOAKE, 2001; KAWAUCHIet al., 2003). Desta forma, diversos
processos celulares como proliferacéo, sobrevivéncia, diferenciacao, reparo de DNA,
adesao e circulacdo de células hematopoiéticas sofrem interferéncias dessa quimera
(PERROTTI, TURTURRO E NEVIANI, 2005).

Os pacientes com LMC frequentemente utilizam como tratamento inibidores
seletivos da tirosina-quinase. Apesar de ndo serem considerados como a cura da
doenca, resultam em altas taxas de resposta citogenética e molecular e baixas taxas
de progressdo da doenca, além de possuirem um perfil de toxicidade seguro e uma
sobrevida livre de doenca para a maioria dos pacientes a longo prazo (LE COUTRE,
SCHWARZ E KIM, 2010). Eventualmente, ap0s o tratamento, pode haver a presenca
de células leucémicas residuais sem evidéncia clinica de doenca, fenémeno
denominado de doenca residual minima (DRM) (KUFE E WEICHSELBAUM, 2003).

Atualmente, a técnica de citogenética é considerada o gold standard para
deteccdo do cromossomo Ph e para o monitoramento da resposta citogenética,
permitindo a utilizacdo de amostras de medula 6ssea ou de sangue periférico (ZHANG
E ROWLEY, 2011). Ainda, outros métodos tém sido utilizados concomitantemente na
tentativa de se obter um diagndstico mais preciso, dentre eles esta a técnica de FISH
e a RT-gPCR. Entretanto, todas as metodologias empregadas apresentam diversas
desvantagens como custo, necessidade de méao-de-obra qualificada, falta de
sensibilidade e, ainda, ndo quantificam a proteina quimérica BCR-ABL1, a qual é o
principal fator indutor da doenca, principalmente porque a quantidade de RNAmM
muitas vezes nao é fiel a da proteina BCR-ABL1 (TOHAMI, NAGLER E AMARIGLIO,
2012; VOGEL E MARCOTTE, 2012).
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Métodos capazes de detectar células tumorais sejam elas iniciais, residuais ou
ainda provenientes de recidivas precoces sem manifestacfes clinicas tém sido
amplamente utilizados na tentativa de aplicar a terapéutica adequada o mais rapido
possivel aos pacientes (BARBOZA et al., 2000). A intervencdo médica precoce é
extremamente importante, principalmente na DRM, exigindo que as estratégias de
identificacdo sejam capazes de detectar células residuais a resposta ao tratamento
com rapidez e precisdo (KUFE E WEICHSELBAUM, 2003).

Portanto, na tentativa de contornar esse problema, a técnica de Phage
Display, amplamente utilizada no estudo da interacdo entre moléculas, foi utilizada
nesse trabalho de forma a encontrar possiveis ligantes peptidicos para a proteina
correspondente ao transcrito b2a2 na tentativa de propor novas metodologias de
identificacdo de células que expressam proteinas BCR-ABL1 além da caracterizacao
clinica dos pacientes leucémicos tanto para o diagndstico inicial como para o
monitoramento da DRM. Ainda, no que se refere a saude publica nacional, existe uma
dependéncia tecnolégica no acompanhamento desses pacientes, uma vez que 0S
insumos utilizados nas metodologias empregadas atualmente sao importados. Neste
contexto, a selecdo desses ligantes proporciona o desenvolvimento de insumos
nacionais que podem vir a desonerar o sistema de saude e facilitar o diagnostico e o
monitoramento da DRM.
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1.1 OBJETIVO GERAL

Obtencéo, identificacdo e caracterizacdo de ligantes peptidicos para o
fragmento representativo da proteina correspondente do transcrito b2a2 (pepb2a2)
expresso pelo cromossomo Philadelphia.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Obter peptideos contendo regides representativas das proteinas BCR-ABL1
e torna-los antigénicos ao conjuga-los a moléculas carreadoras (BSA e KLH);
- Obter ligantes peptidicos reativos para o peptideo representativo do
transcrito b2a2 (pepb2a?2);

- Caracterizar esses ligantes quanto a sua afinidade, especificidade e

capacidade de inibicdo do anticorpo monoclonal anti b2a2;
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 LEUCEMIAS POSITIVAS PARA O CROMOSSOMO PHILADELPHIA

O cromossomo Philadelphia (Ph) foi a primeira anormalidade cromossémica a
ser associada a uma neoplasia humana (WONG E WITTE, 2004), estando presente
em praticamente todos os pacientes com LMC (90-95%), em 15-30% dos casos de
leucemia linfocitica aguda (LLA) e alguns casos de leucemia neutrofilica cronica (LNC)
(FADERL et al., 1999).

2.2 LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA

A leucemia mieloide crénica (LMC) é uma neoplasia hematoldgica
mieloproliferativa caracterizada pelo acumulo de células mieloides maduras no
sangue periférico devido a expansao clonal de células tronco hematopoiéicas que
apresentam o cromossomo Ph (MAURO E DRUKER, 2001).

A incidéncia da LMC é de 1 a 2 casos a cada 100.000 pessoas por ano, sendo
mais comum em pessoas com idade média de 65 anos (MAURO E DRUKER, 2001,
HEHLMANN et al., 2007) e representa 15-20% dos casos de leucemia em adultos nas
populacées ocidentais (QUINTAS-CARDAMA, KANTARJIAN E CORTES, 2007).

A LMC comecou a ser estudada quando diversos casos de esplenomegalia,
anemia e granulocitose foram descritos (WONG E WITTE, 2004). Posteriormente, foi
suposto que a origem da doenca seria na medula 6ssea e denominou-a de “leucemia
mieloide”. Porém, melhor entendimento da doenca s6 ocorreu apos a descoberta do
cromossomo Ph (INOKUCHI, 2006).

Este cromossomo é resultante da translocacdo reciproca que ocorre entre 0s
bracos longos dos cromossomos 9 e 22 (9;22) (g34;q11) (KURZROCK et al., 2003).
No processo de translocacdo ocorre a substituicdo do fragmento do gene ABL1,
localizado no cromossomo 9q34, por parte do gene BCR, localizado no cromossomo
22911, originando um gene de fusdo BCR-ABL1 (FADERL et al.,1999).
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1Y

FIGURA 1 - CROMOSSOMO PHILADELPHIA. Resultado da translocacéo reciproca de 22q, para o
brago longo, com 9q indicado pelas setas (Adaptado de FADERL et al., 1999).

Os segmentos do gene ABL1 podem ser transpostos em diferentes regides do
gene BCR dando origem a diferentes RNAs mensageiros (RNAm). Estes RNAm ir&o
traduzir proteinas que variam de 190 a 230 kDa (FADERL et al., 1999).

A evolugdo da LMC ocorre em trés fases: inicia-se com uma fase cronica
insidiosa, com uma duracdo média de 4 a 5 anos que progride para uma fase de
transformacdo (acelerada) de duracdo varidvel, que antecede a fase terminal,
denominada fase blastica (BRASIL, 2008).

Na fase crbnica ocorre proliferacdo clonal macica das células granulociticas
mantendo a capacidade de diferenciacéo, e iniciado o tratamento nessa fase ha um
melhor progndstico e controle. Posteriormente, num periodo de tempo variavel, perde-
se a capacidade de diferenciacdo e a doenca passa a ser de dificil controle (fase
acelerada) e progride para uma leucemia aguda (BAIN, 2005).

Durante a fase crbnica, cerca de 20% a 40% dos pacientes sao
assintomaticos, apresentando esplenomegalia volumosa, hepatomegalia e
leucocitose com desvio a esquerda (BAIN, 2005). No sangue periférico verifica-se o
desvio a esquerda com predominio de granulécitos tais como os neutroéfilos, com o
aparecimento de células granulociticas imaturas como mieloblasto, promielécito,
mieldcito e metamieldcito, sendo que a maioria dos pacientes apresenta basofilia e

eosinofilia (BAIN, 2005). Ainda pode-se observar um discreto aumento de mondcitos,
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a presenca de eritroblastos e nucleos ou fragmentos de megacariécitos no sangue
periférico (CORTES E KANTARJIAN, 2003).

Na fase acelerada verifica-se a presenca de 15% a 30% de blastos, 30% de
blastos e promieldcitos, 20% de basofilos e menos de 100.000 plaguetas/mms3 no
sangue periférico. Na evolugdo clonal ocorre o aparecimento de novas células
apresentando a translocacdo (BACCARANI et al., 2009).

O quadro na fase blastica é mais facil de identificar, porém com algumas
controvérsias. Alguns autores sugerem que 0 paciente esta nessa fase quando o
namero de blastos for de 30% ou quando a soma dos promieldcitos e blastos for de
30%. Ja a classificacdo da OMS determina o diagndstico quando esse nimero é de
20% (SWERDLOW et al., 2008).

Os mecanismos responsaveis pela translocacdo podem desencadear
algumas mudancas que levam a crise blastica. Ainda, outras aberragfes ou mutacdes
frequentes nesta fase podem ser devido a instabilidade cromossdmica (HEHLMANN
et al., 2007).

2.2.1 Proteinas BCR-ABL1

A proteina citoplasmética BCR possui 160 kDa e diversos dominios funcionais,
porém suas propriedades e fun¢des ainda sao pouco conhecidas (HOLYOAKE, 2001).
Os pontos de quebra do gene BCR do cromossomo 22 ocorrem principalmente em
trés regides: dentro de uma regiado de 5,8 kb, denominada de M-BCR, abrangendo os
exons bl a b5, também denominados de el12 a e16; em uma area de 54,4 kb, entre
os éxons e2’ e e2 (m-BCR); e em uma porcao mais distal que é menos frequente,
entre os éxons e19 e e20, na regido Pp-BCR (QUINTAS-CARDAMA, KANTARJIAN E
CORTES, 2007).

A proteina ABL1 é uma tirosina-quinase de 145 kDa que participa da
sinalizacdo e remodelamento do citoesqueleto, podendo participar da regulacdo do
ciclo celular. O grupo das tirosina-quinases inclui enzimas que fosforilam um residuo
de tirosina em um substrato (KURZROCK et al., 2003). A interrupgéao dentro do gene
ABL1 ocorre no inicio do éxon Ib, no final do éxon la e, mais frequentemente, entre Ib
e la (QUINTAS-CARDAMA, KANTARJIAN E CORTES, 2007).
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Como mostrado na figura abaixo (figura 2), a translocagédo reciproca dos
cromossomos pode ocorrer em diferentes pontos de quebra no cromossomo levando,
consequentemente, a formacéo de proteinas com massas variaveis (190, 210 e 230
kDa; KURZROCK et al., 2003).
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FIGURA 2 - REPRESENTACAO DA PROTEINA BCR-ABL1. INDICACAO DOS DIFERENTES
DOMINIOS E PONTOS DE QUEBRA EM m-BCR E u-BCR, QUE DARAO ORIGEM,
RESPECTIVAMENTE, AS PROTEINAS P190 BCR-ABL1, P210 BCR-ABL1 E P230 BCR-ABL1
(KURZROCK et al., 2003).

A fosforilagao fisiologica normal de ABL1 é controlada por estruturas inibitérias
na porcao N-terminal da proteina. Devido a translocacao, ocorre a perda dessa regiao
inibitoria resultando em uma atividade tirosina-quinase constitutiva. Além disso, ocorre
a translocacdo destas para o citoplasma ligando-se a outras proteinas. Esses
processos resultam no recrutamento e ativacdo de diversas vias de sinalizacao
sucessivas, incluindo RAS, JNK, MYC, JAK/STAT e fator de proliferacdo nf-KB,
levando a uma proliferacdo descontrolada, diferenciagdo incompleta, inibicdo da

apoptose, extensdo da sobrevida das células hematopoiéticas e mobilizacdo de
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células progenitoras. Ainda, a proteina BCR-ABL1 também parece estar associada a
alteracdes nos mecanismos de reparo do DNA. Estes efeitos acarretam em erros
genéticos sutis que podem resultar na evolucdo clonal e progressédo da LMC para a
fase blastica (SAWERS et al., 1999; FADERL et al., 1999).

2.2.2 Prognoéstico da LMC e a correlagdo com transcritos do cromossomo Ph

Os fatores que determinam o progndstico dos grupos de risco estdo baseados
nos seguintes critérios: = 60 anos de idade; esplenomegalia de = 10 cm abaixo do
rebordo costal; plaguetometria de = 700.000/mm?3; = 3% de blastos na medula 6ssea
ou no sangue periférico; = 7% de basoéfilos no sangue periférico ou = 3%, na medula
0ssea (INCA, 2003).

O risco 1 corresponde a 0 ou 1 desses critérios; o risco 2, a 2 deles; o risco 3,
a = 3 deles; e o risco 4 = 1 critérios que da fase acelerada, independente do nimero
de critérios de mau prognastico (INCA, 2003).

Noventa e cinco por cento dos pacientes com LMC e cerca de um ter¢o dos
pacientes com LLA apresentam os transcritos b2a2 ou b3a2 que codificam uma
proteina de 210 kDa (p210 BCR-ABL1). Cerca de dois tercos dos pacientes com LLA
e alguns casos raros de LMC ocorre a formacao do transcrito ela2 que traduz a p190
BCR-ABL1. Ainda, uma terceira proteina pode ser formada, a p230 BCR-ABL1,
frequentemente encontrada em casos de leucemia neutrofilica cronica (QUINTAS-
CARDAMA, KANTARJIAN E CORTES, 2007).

Ainda, um estudo verificou a presenca de cada um dos transcritos em
pacientes com LMC através de RT-PCR e Nested-PCRm. Destes, 12% apresentou o
transcrito b3a2, 18% o b2a2 e 32% possuiam os dois tipos. A presenca do transcrito
b3a2 esta relacionada com contagem de plaquetas acima de 1.000.000/ mms,

reconhecida como caracteristica de mau prognostico (BARBOZA et al., 2000).

2.2.3 Tratamento
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Atualmente, o transplante de medula éssea é a Unica opgéo de tratamento com
registro comprovado de cura da LMC, porém néo é a primeira opgao terapéutica para
a maioria dos pacientes (LE COUTRE, SCHWARZ E KIM, 2010).

A terapia utilizando inibidores da tirosina-quinase (ITQ) revolucionou o
tratamento da LMC com o uso do imatinibe. Os ITQ sdo considerados a base do
tratamento desde os primeiros estudos no final da década de 1990, apesar de nédo
serem considerados como responsaveis pela cura da doenca. Entretanto, resultam
consistentemente em altas taxas de resposta citogenética e molecular, baixas taxas
de progressao da doenca, um perfil de toxicidade seguro e uma sobrevida livre de
doenca em longo prazo para a maioria dos pacientes (LE COUTRE, SCHWARZ E
KIM, 2010).

A eficacia do tratamento € avaliada sob trés aspectos: através da resposta
hematoldgica, definida pela normalizacdo de valores no sangue periférico e avaliacao
do tamanho do baco; da resposta citogenética, definida pela proporcdo de metafases
Ph- positivas residuais; e da resposta molecular definida por meio da avaliacdo da
transcricdo génica (RNAm); ou da deteccdo de proteinas BCR-ABL1 residuais
(HOCHHAUS et al., 2000).

As definicbes das respostas do tratamento da LMC sado mostradas na figura
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Categoria Critérios
Hematoldgica RHC Normalizagdo das contagens
sanguineas

LEU < 10 x 10s/L

Sem leucécitos imaturos
Plaquetas < 450 x 10/L

Sem sinais nem sintomas de

doenga
Sem doenca extramedular
Citogenética mRC Metafases Ph 36 a 95%
sRC Metafases Ph 1a 35%
cRC Metafases Ph 0%
pRC sRC + cRC
Molecular® RMS = 3-log ? de BCR-ABL
= 0,1% proporcdo BCR-ABL/ABLt
RMC Auséncia de transcritos BCR-ABL

detectaveis

*Baseado no teste de RT-PCR

+Baseado na El

cRC = resposta citogenética completa; El = escala internacional, LEU = contagem de
leucdcitos; LMC = leucemia mieloide crénica; mRC = resposta citogenética minima, Ph =
cromossomo Philadelphia, pRC = resposta citogenética parcial; RHC = resposta
hematolégica completa;, RMC = resposta molecular completa; RMS = resposta molecular
significativa; RT-PCR = cadeia da polimerase com transcriptase reversa; sRC = resposta
citogenética significativa

FIGURA 3 — DEFINIGOES DAS RESPOSTAS DO TRATAMENTO (Adaptado de SAWYERS, 1999).

2.2.4 Doenca residual minima

Apés o tratamento, o fenbmeno caracterizado pela presenca de células
leucémicas residuais sem evidéncia clinica de doencga é definida como doencga
residual minima (DRM) (KUFE E WEICHSELBAUM, 2003). Os pacientes com LMC,
depois de tratados, podem expressar transcritos BCR-ABL1 e continuar em remisséo
clinica por muitos anos (FADERL et al., 2004; VOGEL E MARCOTTE, 2012).

Nesse quadro os niveis de leucemia estdo abaixo da deteccdo pela
microscopia convencional. A deteccdo da DRM em pacientes com LMC é
extremamente importante e tem o objetivo de verificar a resposta ao tratamento e
possibilitar o diagnéstico precoce de eventuais recidivas (HOCHHAUS et al., 2000;
ALMEIDA et al., 2007).

Para a avaliagdo da DRM deve-se realizar o monitoramento periddico da

resposta do paciente a terapia, a fim de permitir possiveis modificagcdes na dosagem
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de drogas, inclusdo de outros agentes quimioterapicos ou mudanca para outras
modalidades terapéuticas, incluindo o transplante alogénico de medula Ossea
(KANTARJIAN et al., 2003).

Desta forma, métodos capazes de detectar células tumorais residuais ou
recidivas precoces sem manifestacdes clinicas tém sido amplamente investigados na
tentativa de instituir a terapéutica adequada e precoce (BARBOZA et al., 2000). Sendo
assim, as estratégias de monitoramento da DRM devem ser capazes de detectar
recidivas da doengca com maior rapidez e precisdo (KUFE E WEICHSELBAUM, 2003).

2.2.5 Diagndstico e monitoramento da doenca residual minima

Para o diagnostico de LMC séo realizados anamnese, exame fisico,
hemograma, plaguetometria, mielograma ou bidpsia de medula 6éssea e exame de
citogenética positivo para o cromossoma Ph (Ph+) em amostra de medula éssea ou
exame de biologia molecular positivo em sangue periférico para o oncogene BCR-
ABL1 (BRASIL, 2011).

Dentre os achados clinicos e laboratoriais durante as fases evolutivas verifica-
se na fase crbnica a presenca de leucocitose com auséncia de displasia significativa
da medula éssea, presenca de blastos abaixo de 2% da leucometria, presenca de
basofilia absoluta e eosinofilia. Ainda pode ser encontrado monocitose absoluta,
porém abaixo de 3%, exceto nos casos raros associados com a p190 BCR-ABL1. A
plaguetometria pode apresentar-se normal ou aumentada e a presenca de
trombocitopenia ndo é comum. Na biopsia de medula 6ssea evidencia-se uma
hiperplasia devido ao padrdo de maturacdo semelhante ao do sangue periférico. O
namero de blastos esta normalmente abaixo de 5% das células da medula 6ssea na
fase crénica e caso esteja acima de 10% é indicativo da progresséo da doenca. Cerca
de 40-50% dos pacientes apresentam hiperplasia megacariocitica moderada a
intensa. Em 30% dos casos a biopsia inicial da medula 6ssea mostra fibrose
reticulinea moderada ou acentuada, que é correlacionada com niumero aumentado de
megacariocitos e aumento do volume do baco, relacionado a um pior progndstico
(BRASIL, 2011).
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A fase acelerada apresenta um aumento persistente da leucometria ou da
esplenomegalia ndo responsivo a terapia, a trombocitose nédo responsiva a terapia,
trombocitopenia persistente ndo relacionada a terapia, evolucao citogenética clonal
apos a cariotipagem, 20% ou mais de basdfilos no sangue periférico e 10-19% de
mieloblastos no sangue periférico ou na medula 6ssea (BRASIL, 2011).

J& na fase blastica observa-se a presenca de blastos = 20% no sangue
periférico ou = 20% das células nucleadas da medula éssea ou quando ha proliferagao
blastica extra-medular (BRASIL, 2011).

A figura 4 mostra resumidamente as condutas a serem tomadas em relagéo
aos métodos laboratoriais atualmente disponiveis para 0 monitoramento da doenca

residual minima, levando em consideragéo as vantagens e desvantagens de cada um.

Método Deteccio Vantagens Desvantagens
Citogenetica  Cromossomo * Disponivel * Baixa sensibilidade 1-5% (20 celulas)
Convencional  Philadelphia maioria * Aspirado de medula éssea
em metafase laboratdrios
FISH Gene BCR- * Mais * Naio detecta outras anormalidades
ABL (probe sensivelque * Taxa de falsos positivos 1-10%
5'-BCRe3’- Citogenetica
ABL (0,1-3%)
* Rapido(la
2 dias)
RT-qPCR RNAm BCR- * Mais * Baixa reprodutibilidade
ABL sensivel * Analito instavel (RNAm)
(100,000 * Falta de padronizagao metodologia
celulas) * Controlesinternos
*  Quantitativo
. Sangue
periférico

FIéURA 4 - METODOS LABORATORIAIS UTILIZADOS NO MONITORAMENTO DA DOENGA
RESIDUAL MINIMA (ADAPTADO DE TOHAMI, NAGLER E AMARIGLIO, 2012).

A técnica de citogenética € considerada o gold standard para deteccdo do
cromossomo Ph e para o monitoramento da resposta citogenética, permitindo a
utilizacdo das amostras de medula 6ssea ou de sangue periférico, podendo ser
utiizada em todas as células da linhagem mieloide em metafase, incluindo

granuldcitos, mondcitos, precursores eritroides, megacariocitos, linfoécitos B e em
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alguns linfécitos T (ZHANG E ROWLEY, 2011). Dentre as desvantagens
apresentadas por esta técnica esta a baixa sensibilidade (limite de 1-5% de células
Ph positivo na cultura de células) e o tempo dispendido para a obtencédo da cultura de
células e a necessidade de aspirado de medula éssea para analise de células em
metafase (TOHAMI, NAGLER E AMARIGLIO, 2012).

Em casos que a t(9, 22) ndo é observada por citogenética convencional utiliza-
se a técnica de FISH ou reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para detectar a fusédo
BCR-ABL1 (ZHANG E ROWLEY, 2011).

A hibridizacéo fluorescente in situ (FISH) € uma ferramenta de citogenética
molecular que complementa a andlise cromossémica convencional. Devido a sua alta
sensibilidade e utilizacdo de células tanto em metafase e interfase, esta técnica pode
ser usada para confirmar a fusdo BCR-ABL1 no diagndstico e no monitoramento da
doenca residual minima. E considerada uma ferramenta muito sensivel, pois 200 ou
mais células em interfase sdo examinados em comparacdo com 20 células em
metafase em andlise citogenética convencional e permite a utilizacdo de sangue
periférico dos pacientes de acordo com diversos estudos que mostraram a
comparacao da porcentagem de células BCR-ABL1 no sangue periférico e na medula
ossea (LIMA et al, 2011; LANDSTROM et al, 2006). A reprodutibilidade dos resultados
depende da utilizacdo de sondas comerciais de boa qualidade e possui uma baixa
taxa de falsos positivos que traz a sensibilidade dos ensaios FISH para 1-6%
(TOHAMI, NAGLER E AMARIGLIO, 2012).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) baseia-se na deteccdo dos
transcritos BCR-ABL1, a partir do RNA isolado do aspirado de medula éssea ou do
sangue periférico, transcrito para cDNA e submetido para amplificacdo utilizando
primers especificos para as diferentes regides do BCR e do ABL1. Entretanto, o limite
de deteccédo deste método € de 1 em 100.000 células, o que é considerado adequado
no diagnéstico, porém néo € sensivel o bastante para o monitoramento da resposta
molecular durante o tratamento (TOHAMI, NAGLER E AMARIGLIO, 2012).

Ainda, além do alto custo, a RT-PCR pode fornecer resultados falso-positivos
e falso-negativos, sendo necessario atentar escrupulosamente ao procedimento e a
técnica. Um dos principais problemas tem sido a falta de padronizacéo dos resultados
relatados por diferentes laboratérios, dificultando a comparag¢do dos resultados de
PCR por meio dos estudos clinicos. A confiabilidade e a sensibilidade do ensaio

especifico continuam sendo um problema devido a falta de protocolos padronizados.
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E preciso ressaltar que um resultado negativo de RT-PCR ainda pode indicar a
existéncia de até 1x10’ células leucémicas no paciente (Hughes et al., 2006; VOGEL
E MARCOTTE, 2012).

Diversos trabalhos utilizando diferentes ferramentas biotecnoldgicas para
deteccdo da proteina BCR-ABL1 tém sido realizados (SUTTORP E MILLOT, 2010;
SHARMA et al., 2013; HONG et al., 2014). Desta forma, destaca-se a importancia e a
necessidade do desenvolvimento de ferramentas biotecnoldgicas para o diagndéstico
e 0 monitoramento da doenca residual minima.

Estes métodos possuem como alvo o cromossomo Ph e seus transcritos. Em
muitos casos a expressdo do gene é interpretada erroneamente em termos de
concentracfes de proteina, pois a correlacdo pode ser 40% menor dependendo do
sistema, desta forma a quantidade de RNAmM ndo representa o valor real
correspondente a proteina (HONG et al., 2014). Ainda, a deteccdo e quantificacao da
proteina quimérica BCR-ABL1 pode fornecer um melhor diagnéstico e acuracia no
prognéstico (VOGEL E MARCOTTE, 2012).

2.3 LIGANTES PEPTIDICOS

O phage display € uma técnica de selecdo in vitro que permite que
polipeptideos com propriedades desejadas sejam selecionados a partir de uma
colecdo de variantes (RUSSEL et al., 2004). A técnica foi inicialmente desenvolvida
por George Smith em 1985 ao verificar que pequenos fragmentos aleatorios de DNA
poderiam ser inseridos no material genético do virus filamentoso, resultando em uma
proteina de fusdo incorporada no virion, desta forma permitindo que polipeptideos
sejam expressos na superficie viral de uma forma imunologicamente acessivel
(SMITH, 1985).

Esta técnica representa uma poderosa ferramenta para obtencdo de
moléculas com grande potencial de aplicacao biotecnoldgica aliada a tecnologia do
DNA recombinante (DIAS-NETO et al., 2009).

A metodologia envolve a insercdo de genes que codificam milhdes de
proteinas no genoma de bacteriéfagos obtendo-se uma biblioteca. A insercdo é

realizada de modo que essas proteinas sejam expressas na superficie viral,
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fusionadas a uma proteina do capsideo. Quanto maior a variedade representada na
biblioteca, maior é a probabilidade de se encontrar fagos expondo proteinas que
interajam com o alvo (POSNER et al., 1994).

Os fagos filamentosos, como os virus f1, fd e M13, sdo formados por uma fita
simples e circular de DNA de cerca de 6400 bases, envolta em um capsideo composto
pelas proteinas plll, pVI, pVIl, pVll e pIX. Dentre estas cinco proteinas, pVlll e plll séo
mais empregadas para este fim. A proteina pVIIl permite a apresentacdo de grandes
guantidades da molécula de interesse, porém a inser¢cao de sequéncias maiores que
oito aminoécidos pode desestabilizar a particula viral. J&4 a proteina plll, presente em
trés a cinco copias por fago, suporta a inser¢cdo de proteinas maiores, mas a
infectividade do virus pode ser comprometida (RUSSEL et al., 2004).

Nas etapas de panning, ou selecdo, representada esquematicamente na
figura 5, a biblioteca é apresentada a molécula alvo, que geralmente se encontra
imobilizada em suporte solido. Fagos expressando proteinas que interagem
fracamente com o alvo sdo eliminados por lavagens sucessivas, enquanto aqueles
gue expdem moléculas com elevada afinidade pelo mesmo sdo recuperados por
eluicao através de tampdes &cidos ou de elevada for¢a ibnica, que desestabilizam de
modo inespecifico interacdes entre proteinas (VODNIK et al., 2011) ou com o uso da
sonicacdo (LUNDER et al., 2008).

Apos a eluicdo, os fagos sdo amplificados em cultivo bacteriano e submetidos
a novos ciclos de selecéo (ligacéo, eluicdo e amplificacdo) como mostrados na figura
5. Esse processo é monitorado através da titulacdo dos fagos adicionados (input) e
recuperados (output) em cada ciclo, e também pela realizacdo de imunoensaios. Em
geral, trés a cinco ciclos sao suficientes para obter um output composto por uma
grande proporcao de fagos expondo moléculas com elevada afinidade pelo ligante.
Clones sao entdo isolados desse output, sequenciados, analisados quanto a afinidade
e especificidade e eventualmente obtidos na forma solavel (ndo fusionada a um fago)

e destinados as mais diversas aplicacoes.
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FIGURA 5 - ESQUEMA DA TECNICA DE PHAGE DISPLAY (Adaptado de HOOGENBOOM,

A técnica de Phage Display ja foi utilizada em diversos estudos recentes para
obtencdo de moléculas de interesse e posterior aplicacdo em testes diagndsticos
(JAGER et al., 2007; PARK et al., 2012; SHIRES et al., 2014).

Portanto, esta ferramenta apresenta um grande potencial para a identificacéo

de ligantes proteicos especificos, contribuindo com importantes perspectivas no

desenvolvimento de ensaios para o diagndéstico e monitoramento da doenca residual
minima para identificacdo da proteina BCR-ABL1.
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3 MATERIAL E METODOS

Visando alcancar os objetivos propostos neste trabalho, foram descritas

resumidamente as etapas realizadas no fluxograma apresentado abaixo.
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FIGURA 6 - FLUXOGRAMA DAS ETAPAS REALIZADAS NESSE ESTUDO (A AUTORA, 2014).

3.1 OBTENCAO DAS AMOSTRAS

Visando alcancar os objetivos deste trabalho foram utilizados peptideos

sintéticos para a obtencédo de ligantes peptidicos.
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3.1.1 Peptideos sintéticos representativos

Identificadas as regides de fuséo referentes as proteinas BCR-ABL1, foram
obtidos trés peptideos de 14 amino&cidos sintetizados pela empresa Peptron (Coréia)
contendo a regido representativa da fusdo de cada uma das proteinas referentes aos
transcritos ela2, b2a2 e b3a2 e uma cisteina na por¢cao N-terminal, procedente de
uma colaboracdo como Dr. Roberto Rosati e Dr. Bonald de Cavalcante de Figueiredo
do Instituto de pesquisa Pelé Pequeno Principe, Curitiba-PR (anexos 1, 2 e 3). Estes
foram denominados pepela2, pepb2a2 e pepb3a2, respectivamente.

3.1.2 Conjugacéo dos peptideos com proteinas carreadoras

A conjugacéo dos peptideos as proteinas carreadoras, bovine serum albumin
(BSA) e keyhole lympet hemocyanin (KLH) foi realizada de acordo com as orientacées
do fabricante Thermo Scientific de maneira adaptada. Inicialmente, para a ativagao do
BSA utilizou-se a relacdo 2:1 de BSA:peptideo, a partir do BSA na concentracdo 10
mg/mL em 4 mL de PBS. Dissolveram-se 2,4 mg de succinimidyl-4-(N-
maleimidomethyl)  cyclohexane-1-carboxylate (SMCC) em 240 L de
dimetilformamida. As duas suspens@es foram incubadas por 1 hora a temperatura
ambiente sob leve agitacdo protegida da luz.

Para a separacdo do BSA ativado uma coluna PD10 foi preparada com
lavagens com 200 mL de PBS e posteriormente com 50 mL de PBS-EDTA. Adicionou-
se 0 BSA ativado, iniciando-se a eluicdo na coluna com a coleta das gotas em
microtubos, sempre acrescentando PBS-EDTA a fim de evitar a secagem da coluna.
A leitura de cada fracdo foi realizada em 280 nm na diluicdo 1:25 e realizada a
plotagem dos valores no grafico, utilizando o programa Microsoft Excel. A partir deste,
identificou-se o 1° pico referente ao BSA-SMCC e incubou-se com 5 mg do peptideo.

A solucdo de peptideo foi preparada com concentragdo de 5 mg/mL.
Adicionaram-se 5 mg de peptideo a 1 mL de BSA-SMCC e incubou-se por 2 horas a
temperatura ambiente sob leve agitacdo protegida da luz. Para o bloqueio das

cisteinas livres foi utilizado uma solucéo de cisteina 5 mg/mL 1 mM e incubada por 20
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minutos a temperatura ambiente sob agitacdo protegida da luz. As amostras foram
aliquotadas e congeladas. Este procedimento foi realizado para cada um dos
peptideos individualmente.

O mesmo procedimento foi realizado para a acoplagem com KLH utilizando o
KLH na concentracdo 10 mg/mL em 1 mL de H20. Foram diluidos 2 mg de SMCC em
100 uL de dimetilformamida. Incubaram-se as duas suspensfes por 1 hora a
temperatura ambiente sob leve agitacao protegida da luz. O procedimento foi relizado
segundo protocolo anterior utilizando 3 mg de cada um dos trés peptideos

individualmente.
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FIGURA 7 - ESQUEMA DA CONJUGAGAO DOS PEPTIDEOS AOS CARREADORES PROTEICOS.
Peptideos (pepb2a2, pepb3a2 e pepela2) foram conjugados as moléculas carreadoras (BSA e KLH) a
partir da ativacdo prévia destes com o linker SMCC, através de ligacdo covalente entre o grupo
maleimida e as por¢des sulfidrila dos residuos de cisteina presentes nos peptideos (A AUTORA, 2014).

3.2 CARACTERIZACAO DOS PEPTIDEOS CONJUGADOS
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As amostras conjugadas foram devidamente caracterizadas visando comprovar
a eficacia na conjugacao, fundamental para garantir sua aplicabilidade em etapas

posteriores.

3.2.1 Dosagem de proteinas pelo método de Bradford

Em uma placa de 98 pocos foram adicionados 180 pyL de Reagente de
Bradford (BRADFORD, 1972) [0,1% (m/v) Coomassie Brilliant Blue G-250 em solugao
aguosa com 5% (v/v) de etanol e 10% (v/v) de &cido fosférico] e 20 uL da amostra de
proteina a ser dosada. Realizou-se uma curva padrao, utilizando como padrédo BSA 1
mg/mL, variando de 0,5 a 20 ug de proteina por 20 uL de 4gua e adicionados aos 180
ML do Reagente de Bradford. A preparacao foi incubada por 15 minutos a temperatura
ambiente na auséncia de luz. Os valores das absorbancias foram determinados a
595nm. A concentracdo proteica da amostra foi determinada empregando a equacéo

da curva padrdo com o auxilio do programa Microsoft Excel.

3.2.2 SDS-PAGE das amostras conjugadas com BSA

Foi realizada uma eletroforese de proteinas, utilizando um gel de separacéo de
acrilamida 10% (LAEMMLI, 1970) com 10% de dodecil sulfato de sodio (SDS) para
migracdo das amostras conjugadas com BSA. Estas amostras foram diluidas 1:2 em
tampdao de amostra sob condi¢des redutoras [tris-HCI 0,5 mol/L, pH6,8, glicerol 10%,
SDS 10% (p/v), azul de bromofenol 0,1% (p/v) e agente redutor 3-mercaptoetanol 5%
(v/Vv)] e fervidas por 5 minutos. Foram aplicados 5 pg de amostra nas canaletas e o
gel foi submetido a uma diferenca de potencial de 150 Volts em sistema BioRad na
presenca de tampao de corrida [tris 0,025 mol/L, glicina 0,2 mol/L e SDS 0,5%, pH
8,3).

Para coloragdo do gel foi utilizada solucdo de Coomassie R-250 [1%

Coomassie Brilliant Blue R-250, 10% acido acético e 50% metanol] por 30 minutos
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para revelacdo e o excesso de corante foi removido com solucdo descorante [10%
acido aceético].

3.2.3 Ensaio de dot-blot manual para pepb2a2 conjugado

Como a molécula de KLH tem massa molecular que nao permite a migracao
em gel SDS-PAGE, 1ug das amostras contendo pepb2a2 conjugadas com KLH foram
utilizadas na sensibilizagdo de uma membrana de nitrocelulose. Como controles foram
utilizados apenas pepb2a2, BSA e KLH individualmente. A presenca da proteina
carreada foi constatada através da coloracéo por Ponceau. A descoloracéo foi feita
com agua e a membrana foi bloqueada com solucdo de caseina 5% em PBS
overnight. Apds lavagem de 3 vezes por 5 minutos com PBS-T 0,05%, a membrana
foi incubada com anticorpo anti-b2a2 1:1000 [Cell Signling L99H4] durante 1 hora a
temperatura ambiente. ApOs lavagem, foi acrescentado o conjugado anti-lgG de
camundongo conjugado a peroxidase diluido 1:4000 durante 1 hora. Apés as devidas
lavagens, a revelacao foi realizada com coloragdo com solugdo de Diaminobenzidina
e Cloronaftol durante 15 minutos sob agitacao e a reacao foi interrompida com adi¢ao

de agua destilada.

3.2.3.1 Ensaio de ELISA das amostras pepb2a2 conjugadas

Uma placa de ELISA foi sensibilizada com o pepb2a2-BSA, pepb2a2-KLH e
os devidos controles na concentracdo de 10 ug/mL em coating buffer (NaHCO3s 100
mM pH 8,6) incubada overnight em geladeira. Entre cada etapa a placa foi lavada 4
vezes com solucao de lavagem.

O bloqueio dos sitios livres foi realizado utilizando solu¢ao de caseina 2% em
PBS durante 1 hora a 37 °C. A cada poco acrescentou-se o0 anticorpo anti-b2a2 1:1000
[Cell Signling L99H4] que foi incubado por 1 hora a 37 °C. O ensaio foi realizado em

duplicatas.
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Para se verificar a reacdo antigeno-anticorpo, adicionou-se o anticorpo anti-
IgG de camundongo conjugado a peroxidase diluido 1:4000 em tampé&o de incubacgéo
durante 1 hora a 37 °C. Os pocos foram lavados por 6 vezes e a placa foi revelada
com 100 pL de solucao reveladora [2 mg de OPD (orto-fenildiamina) em 10 mL de
tampao citrato e 2 yL de H202] e incubada por 20 minutos protegida da luz. A
interrupc@o da reacao foi feita com 20 pL de solugdo STOP [&cido sulfurico 1:20] e
realizada a leitura espectrofotométrica em comprimento de onda de 495 nm. A analise

do desvio padréo foi realizada utilizando o programa Microsoft Excel.

Anti-b2a?

e o o
Camundongo-
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FIGURA 8 - ESQUEMA DO FORMATO DO ELISA DOS CONJUGADOS. Amostras contendo 1ug dos
pepb2a2-BSA foram imobilizadas em placas de 96 poc¢os. Adicionou-se o anticorpo anti-b2a2 (1:1000),
0 conjugado anti-lgG de camundongo (1:4000) marcado com peroxidase e seu o0 substrato especifico.
A leitura da absorbancia das amostras foi determinada em 495nm (A AUTORA, 2014).

3.3 OBTENCAO DE LIGANTES PEPTIDICOS POR PHAGE DISPLAY A PARTIR DE
DIFERENTES ESTRATEGIAS

A técnica de Phage Display foi utilizada para a identificacdo de ligantes
peptidicos para o pepb2a2, descrita por Smith (1985), com algumas modificagcdes.

Esta ferramenta consiste na realizagdo de selegbes (pannings), na qual
bibliotecas randémicas de fagos sao apresentadas a um alvo imobilizado em uma

superficie, a fim de se identificar possiveis clones de interesse.
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3.3.1 Preparagéao das bibliotecas de fagos

Para a selecdo de ligantes capazes de reconhecer os peptideos contendo as
regibes representativas das proteinas expressas na LMC foram usadas quatro
bibliotecas de fagos que apresentam peptideos de 8, 12, 15 e 17 aminoacidos. As
bibliotecas utilizadas para este trabalho foram gentilmente cedidas por J. Scott
(BONNYCASTLE et al., 1996).

Essas bibliotecas denominadas LX-4, X15, LX-8 e X8CX8, respectivamente,
foram amplificadas individualmente para posterior utilizacdo nos pannings.

Inicialmente estriou-se E. coli K91 em meio LB sélido e incubou-se overnight
a 37 °C a 250 rpm. Preparou-se um pré-indculo a partir de uma colénia de E. coli K91
em 10 mL de meio LB liquido e incubado overnight a 37 °C a 250 rpm. O in6culo foi
realizado a partir dos 10 mL do pré-indculo em 100 mL de meio LB liquido, incubado
até atingir densidade otica de 1,8 em 550 nm e deixado por 30 minutos a 37 °C a 50
rom para formacéo dos pili. A inducéo foi realizada com a infeccdo dos fagos nas
bactérias E. coli K91 com a adi¢éo de 10! TU/mL da biblioteca em 100 mL da cultura
de bactérias E. coli K91 e incubada por 10 minutos a temperatura ambiente com
agitacdo a cada 2 minutos. Para a amplificacdo, dividiram-se 100 mL da cultura de
bactérias E. coli K91 infectadas em 2 Erlenmeyer contendo 200 mL de meio LB liquido
cada contendo 0,4 uyg/mL de antibidtico tetraciclina e incubou-se por 30 minutos a 37
°C a 250 rpm. Ajustou-se a concentracao de antibiotico tetraciclina para 20 ug/mL e
incubou-se overnight a 37 °C a 250 rpm.

A cultura de bactérias E. coli K91 infectada foi dividida em tubos Nalgene
estéreis e submetidas a centrifugacdo por 20 minutos a 4 °C a 4000 rpm. Recuperou-
se 0 sobrenadante e transferiu-se para tubos Nalgene estéreis e adicionaram-se 15%
da solugcéo de PEG 8000 [20% 2,5 M NacCl] e incubou-se em gelo overnight a 4 °C
para precipitacao dos fagos. Submeteu-se a uma nova centrifugagédo por 40 minutos
a 4 °C e 8000 rpm descartando o sobrenadante e utilizando 7,5 mL de TBS [tris 50
mM, NaCl 150 mM pH 7,5] para ressuspender o pellet. Apos incubacgéo por 30 minutos
a 37 °C a 150 rpma solucao foi transferida para microtubos e centrifugada por 10

minutos a 4 °C a 15000 rpm. O sobrenadante foi transferido para um tubo estéril, ao
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gual foram adicionados 15% da solucdo de PEG 8000/NaCl incubando-se overnight
em gelo a 4 °C.

Os fagos foram transferidos para microtubos e centrifugados por 40 minutos
a 4°C a 10.000 rpm. Descartou-se o sobrenadante e o pellet foi recuperado em 1,5
mL no total de TBS. Apés nova centrifugacdo de 10 minutos a 4 °C a 1500 rpm, a
solucgéo foi filtrada em filtro 0,22 ym previamente umidecido com TBS, recolhida em
microtubos e congelada para posterior titulacao.

Novamente preparou-se um pré-inéculo a partir de uma colénia de E. coli K91
em 10 mL de meio LB liguido o qual foi incubado overnight a 37 °C a 250 rpm. O
inoculo foi realizado a partir dos 10 mL do pré-inéculo em 100 mL de meio LB liquido,
o qual foi incubado até atingir densidade 6tica de 1.8 a 550 nm e deixado por 30
minutos a 37 °C a 50 rpm para formacgao dos pili. A titulacéao foi realizada a partir de
diluicbes seriadas dos fagos em meio LB liquido, a partir de 10 uL dos fagos em 100
uL de meio LB liquido. Posteriormente, 10 pyL das diluigbes 106, 108 e 10-1° foram
separadas para infectar individualmente 200 pL da cultura de E. coli K91, a qual se
encontrava em fase exponencial. As bactérias foram incubadas por 15 minutos a 37
°C sem agitacéo e 15 minutos a 37 °C a 250 rpm. De cada diluicédo, foram plaqueados
200 pL em meio LB sdlido contendo tetraciclina a 20 pg/mL cujas placas foram

incubadas overnight a 37 °C.

3.3.2 Selecéao de ligantes peptidicos expressos na superficie de fagos- panning.

A selecao de ligantes peptidicos foi realizada utilizando diferentes estratégias

a fim de se obter fagos com maior afinidade e especificidade ao pepb2a2.

3.3.2.1 Primeira estratégia de panning- exposi¢cao alternada entre peptideo

conjugado com BSA ou KLH

Foi utilizado como estratégia inicial o revezamento na imobilizacdo do alvo,

entre pepb2a2 conjugado com BSA e pepb2a2 conjugado com KLH na superficie
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sélida. Primeiramente foi realizada a imobilizagdo de 10 ug/mL de pepb2a2-BSA
diluido em coating buffer (NaHCOs 100 mM, pH 8,6) durante 48 horas a 4 °C em uma
placa de 96 pocos como superficie. Apés o periodo de imobilizacédo, a placa ficou 2
horas sob agitacdo a 37 °C. A placa foi lavada 5 vezes por 2 minutos com tampéao de
lavagem TBS-T 0,05%.

Para bloqueio da placa, incubou-se com uma solucdo de bloqueio TBS-T
0,05% [contendo 3% BSA, previamente filtrada a 0,22 ym] por 2 horas sob leve
agitacdo. A placa foi lavada conforme descrito anteriormente.

Em seguida foram adicionadas 10! TU/mL das bibliotecas de fagos LX-4 e
X8CX8 e 10° TU/mL das bibliotecas LX-8 e X15 diluidas em 10 mL de TBS-T 0,05%
e incubadas overnight a 4°C. Preparou-se um pré-indculo em um tubo de 50 mL
contendo 10 mL de meio LB e utilizando uma colbnia isolada da bactéria E. coli K91,
a 37°C sob agitacdo de 225 rpm overnight.

Apbs o periodo de incubacéo, a placa ficou 2 horas sob agitagdo 37°C e foi
submetida a 10 lavagens de 2 minutos com TBS-T 0,5% e, posteriormente, com 5
lavagens de 2 minutos com TBS-T a 0,05% para remover os fagos que nao ligaram.

A placa foi incubada com tampéo glicina [glicina-HCI 0,1 M, pH 2,2 BSA 1
mg/mL, previamente filtrado a 0,22 ym] por 30 minutos sob agitacdo. Os fagos que se
ligaram ao peptideo foram recuperados por eluicdo &cida e recolhidos em um tubo
Falcon. Posteriormente a solucéo foi neutralizada (pH 7,0) com solucéo Tris-HCI[1 M
pH 9,0]. Foi retirada uma aliquota de 20 pL para posterior titulagao parcial dos fagos.
Preparou-se um pré-inéculo a partir de uma colénia de E. coli K91 em 10 mL de meio
LB liquido e incubado overnight a 37 °C a 250 rpm. O ind6culo foi realizado a partir dos
10 mL do pré-indculo em 100 mL de meio LB liquido e incubado até atingir densidade
Otica de 1.8 em 550 nm e deixado por 30 minutos a 37 °C a 50 rpm para formacéo dos
pili.

Para a infeccdo dos fagos nas bactérias os 10 mL da solucdo de fagos
recuperados foi dividida em dois tubos, nos quais foram adicionados 8,5 mL de cultura
de bactérias K91 previamente preparadas e incubadas durante 10 minutos sem
agitacdo. As solugdes foram colocadas em 100 mL de meio LB contendo 0,02 ug/mL
de tetraciclina e entédo deixadas por 30 minutos sob rotacdo de 225 rpm para obter a
inducéo, posteriormente ajustada a concentracédo final de tetraciclina para 20 yg/mL e

incubou-se overnight a 37 °C a 225 rpm.
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Transferiu-se o contetdo para um tubo Nalgene estéril e centrifugou-se o
volume total a 4000 rpm durante 20 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi tranferido para
um novo tubo Nalgene estéril e adicionado 20% de PEG 8000. Agitou-se o tubo por
inversao e incubou-se em gelo overnight a 4 °C para precipitacao dos fagos. Preparou-
se um pré-inéculo em um tubo de 50 mL contendo 10 mL de meio LB utilizando uma
colonia isolada da bactéria E. coli K91, a 37 °C sob agitacdo de 225 rpm overnight.

O tubo contendo os fagos para precipitacao foi centrifugado por 40 minutos a
4°C a 8000 rpm e eliminou-se o sobrenadante. O precipitado foi recuperado em 3 mL
de solucdo TBS e incubado por 30 minutos a 37 °C a 150 rpm. Transferiu-se para
microtubos e foram centrifugados por 10 minutos a 15000 rpm a 4 °C para eliminar 0os
possiveis restantes celulares. Foram retirados 20 pyL para posterior titulagdo e o
restante foi congelado.

Foi realizado um pré-inéculo a partir de uma coldnia de E. coli K91 em 10 mL
de meio LB liquido e incubado overnight a 37 °C a 250 rpm. O indculo foi realizado a
partir dos 10 mL do pré-inéculo em 100 mL de meio LB liquido, incubado até atingir
densidade otica de 1,8 em 550 nm e deixado por 30 minutos a 37 °C a 50 rpm para
formacéao dos pili.

Infectaram-se 200 uL das bactérias K91 previamente preparadas com 10 uL
de cada uma das diluicbes de fagos. Incubou-se por 15 minutos a 37 °C sem agitacao
e posteriormente por mais 15 minutos a 37 °C a 225 rpm. Utilizou-se 200 yL das
bactérias infectadas para titulacéo e plagueou-se em LB sélido contendo 20 ug/mL e
as placas foram deixadas overnight a 37 °C. No dia seguinte, contou-se o numero de
colbnias.

O segundo e o terceiro panning foram realizados segundo o protocolo, com a
imobilizacdo de 10 pg/mL de pepb2a2-KLH e 5 upg/mL de pepb2a2-BSA,
respectivamente. A placa foi bloqueada com solucao de caseina 2% em PBS quando
realizada a imobilizacdo com o pepb2a2-KLH.
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FIGURA 9 - ESQUEMA DA PRIMEIRA ESTRATEGIA DE SELE(;AO NO PHAGE DISPLAY.
Primeiramente, o conjugado pepb2a2-BSA foi imobilizado em placa de 96 pogos na concentragédo de
10 pg/mL para reconhecimento do pool das bibliotecas de fagos no panning. O pool de fagos obtidos

no panning anterior foi exposto ao conjugado pepb2a2-KLH na concentragdo de 10 pg/mL e assim
consecutivamente nos outros pannings (A AUTORA, 2014).

3.3.2.2 Segunda estratégia de panning- utilizacado de imunotubo como superficie de

imobilizacdo da amostra

Outra estratégia utilizada foi asubstituicdo da superficie para imobilizacdo do
peptideo, na qual foi realizada a substituicdo da placade 96 pog¢os por um imunotubo.
Foram imobilizados 10 pg/mL de pepb2a2-BSA em 1,5 mL de coating buffer por 48
horas a 4 °C. Todas as etapas foram realizadas de acordo com o protocolo descrito
anteriormente, adequado para volume final de 1,5 mL. Este mesmo protocolo foi
realizado utilizando 20 pg/mL de pepb2a2-BSA para imobilizagdo no imunotubo.
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FIGURA 10 - ESQUEMA DA SEGUNDA ESTRATEGIA DE SELE(;AO NO PHAGE DISPLAY. O
conjugado pepb2a2-BSA foi imobilizado em imunotubo especifico na concentragdo de 20 pg/mL para
reconhecimento do pool das bibliotecas de fagos no panning (A AUTORA, 2014).

3.3.2.3 Terceira estratégia de panning- exposi¢cao apenas do peptideo como alvo e

eluicdo &cida com sonicacéo.

Outra abordagem para a selegao foi a imobilizagdo apenas do pepb2a2 na
placa de 96 pocos imobilizada com 10 pg/mL de pepb2a2 em 10 mL de coating buffer.
Além disso, uma nova tatica para eluicdo foi realizada, descrita por Lunder et al,
(2008). Apds a incubacdo das bibliotecas overnight, a placa foi submetida a 10
lavagens de 2 minutos com TBS-T 0,2% e, posteriormente, com 5 lavagens de 2
minutos com TBS-T 0,05% para retirar os fagos que néao ligaram. A placa foi lavada 4
vezes com tampao glicina [glicina-HCI 0,1 M, pH 2,2 contendo BSA 1 mg/mL,
previamente filtrado a 0,22 um] por 5 minutos sob agitacdo. Os fagos que se ligaram
ao peptideo foram recuperados com eluicdo acida com sonicagdo, no qual foi
realizado a adicdo de 100 pL/poco de tampéao glicina [glicina-HCI 0,1 M, pH 2,2
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contendo BSA 1 mg/mL, previamente filtrado a 0,22 pym] recoberta por um adesivo e
imersa em banho-maria (50 Hz) durante 10 minutos.
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FIGURA 11 - ESQUEMA DA TERCEIRA ESTRATEGIA DE SELE(;AO NO PHAGE DISPLAY. O
peptideo pepb2a2 foi imobilizado em placa de 96 pocos na concentracdo de 10 pg/mL para
reconhecimento do pool das bibliotecas de fagos no panning (A AUTORA, 2014).

3.4 ENSAIO DE ELISA PARA VERIFICAR A REATIVIDADE DOS FAGOS-
SCREENING

Apbs a obtencdo de fagos proveniente das diferentes estratégias utilizadas
nos pannings, foram coletadas cada uma das colbnias e cultivadas individualmente
em microtubos contendo 250 yL de meio LB contendo 20 mg/mL de antibi6tico
tetraciclina, com excec¢éo da bactéria K91 utilizada como controle negativo, as quais
foram incubadas overnight a 37 °C a 250 rpm. As amostras foram submetidas a
centrifugacéo e os sobrenadantes foram testados em monoplicatas por ELISA.

Uma placa para ELISA foi imobilizada com o pepb2a2 em cada uma das
diferentes estratégias em uma concentragdo de 10 yg/mL em 10 mL de coating buffer
(NaHCO3 100 mM pH 8,6) e incubada overnight em geladeira. Entre cada etapa a

placa foi lavada 4 vezes com solucédo de lavagem.
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O bloqueio dos sitios livres foi realizado utilizando solucéo de caseina 2% em
PBS durante 1 hora a 37 °C. Adicionaram-se 0s sobrenadantes obtidos e os pools de
fagos final, em monoplicatas. Como controle negativo utilizou-se fago silvestre. A
placa foi incubada por 1 hora a 37 °C.

Para verificar a interacao alvo-fago foi adicionado o anticorpo anti-fago M13
conjugado a peroxidase, diluido 1:400 em tampao de incubacéo e incubou-se durante
1 hora a 37 °C. Os pocos foram lavados por 6 vezes e a placa foi revelada com 100
ML de solucéo reveladora [2 mg de OPD em 10 mL de tampaéo citrato e 2 uL de H202]
e incubada por 20 minutos protegida da luz. A interrupcao da reacao foi feita com 20
ML de solucdo STOP (4cido sulfarico 1:20) e realizada a leitura espectrofotométrica a

495 nm.
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FIGURA 12 - ESQUEMA DO FORMATO DO ELISA DOS FAGOS. Amostras contendo 1ug dos pepb2a
foram imobilizadas em placas de 96 pocos. Adicionaram-se os fagos, o conjugado anti-M13 (1:400)
marcado com peroxidase e seu 0 substrato especifico. A leitura da absorbancia das amostras foi
determinada em 495nm (A AUTORA, 2014).

3.5 CARACTERIZACAO DOS CLONES OBTIDOS NOS PANNINGS

ApOs o screening dos clones utilizando o sobrenadante, foram selecionados os

fagos que apresentaram maior reatividade para testes posteriores de caracterizacao.
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3.5.1 Ensaio de ELISA para verificar a reatividade dos fagos isolados

Um ensaio de ELISA foi realizado com o mesmo formato descrito
anteriormente no item 3.4, porém utilizando diferentes solu¢cdes para o bloqueio dos

sitios livres: caseina 2%, BSA 2% e Protein-free buffer da Pierce.

3.5.2 Ensaio de ELISA para verificar a afinidade dos fagos

ApGs a verificagdo da reatividade dos fagos utilizando diferentes solu¢des de
bloqueio, estes foram amplificados, recuperados e titulados para posterior teste
através do ensaio de ELISA, o qual foi realizado com o mesmo formato descrito
anteriormente no item 4.4 em triplicatas, utilizando Protein-free buffer da Pierce para
o bloqueio dos sitios livres. Os fagos foram adicionados em diferentes concentragées,
em duplicatas e utilizou-se o fago silvestre como controle negativo. A andlise do desvio

padrao foi realizada com o programa Microsoft Excel.

3.5.3 Ensaio de ELISA para verificar a especificidade dos fagos

Para verificar a especificidade dos fagos frente aos outros peptideos, foi
realizado com o mesmo formato descrito anteriormente no item 3.4, imobilizando a
placa com 10 yg/mL de pepb3a2 e ela2 em coating buffer e o bloqueio dos sitios
livres realizado utilizando Protein-free buffer da Pierce.

Os fagos foram adicionados em diferentes concentracdes, em duplicatas e
utilizou-se o fago silvestre como controle negativo. A analise do desvio padrao foi

realizada com o programa Microsoft Excel.



46

3.5.4 Ensaio de ELISA de competi¢cao

A fim de se verificar a preferéncia do fago pelo pepb2a2, um ensaio de ELISA
foi realizado com o mesmo formato descrito anteriormente no item 3.4, na qual o
bloqueio dos sitios livres realizado utilizando Protein-free buffer da Pierce e incubou-
se os fagos em diferentes concentracdes juntamente com o0 anticorpo anti-b2a2
1:150000 [Cell Signling L99H4], em duplicatas e utilizou-se o fago silvestre como
controle negativo.
Como secundario, adicionou-se 0 anticorpo anti-lgG de camundongo
conjugado a peroxidase, diluido 1:4000 em tampé&o de incubacao durante 1 hora a 37

°C. A analise do desvio padréo foi realizada com o programa Microsoft Excel.
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4 RESULTADOS

Este estudo foi delineado visando a obtencdo de peptideos ligantes para o

peptideo representativo do transcrito b2a2 do gene BCR-ABL1 do cromossomo Ph.

4.1 OBTENCAO DAS AMOSTRAS

As proteinas BCR-ABL1 geradas a partir do transcrito b2a2 possuem 927
aminoacidos referentes ao gene BCR fusionadas a 1096 aminoécidos do ABL1. A
segunda forma derivada de b3a2 é resultante da fusdo de 902 aminoacidos do BCR
com a mesma sequéncia de ABL1. A outra forma, geralmente encontrada em
pacientes com LLA e codificada por ela2, possui 426 aminoacidos referentes a BCR
fusionada com o éxon a2 do ABL1 (GUO et al., 1994). Baseando-se nas sequéncias
destas proteinas disponiveis no banco de dados Genbank, trés peptideos
correspondentes a regido de juncdo BCR-ABL1 foram desenhados pelo Dr. Roberto
Rosati do Instituto Pelé Pequeno Principe, Curitiba-PR.

Conforme mostrado na figura 13 foram sintetizados peptideos correspondentes
a essas juncdes, com 14 aminoacidos de cada um dos transcritos adicionando-se a
regido N-terminal uma cisteina a fim de conferir a esta molécula a capacidade de ser

conjugada a outras posteriormente.
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FIGURA 13 - REPRESENTACAO DOS TRES PEPTIDEOS (pepb2a2, pepb3a2 e pepela2). Verificam-
se 0s aminoacidos provenientes do BCR e do ABL1, em azul e rosa, respectivamente (A AUTORA,
2014).

A cisteina confere ao peptideo a possibilidade de ligacdo com linker, como
SMCC, que possibilita a posterior conjuga¢do com proteinas carreadoras, como BSA
e KLH.

4.2 CARACTERIZACAO DOS PEPTIDEOS CONJUGADOS COM BSA

A eficacia da conjugacao dos peptideos ao BSA foi verificada por eletroforese
de proteinas em gel de poliacrilamida como mostrado na figura 14. Houve aumento

na massa dos conjugados em relacdo a molécula de BSA.
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FIGURA 14 - PERFIL ELETROFORETICO DO SDS-PAGE DAS AMOSTRAS CONJUGADAS A BSA.
Amostras contendo 5 pg dos conjugados pepela2-BSA, pepb2a2-BSA e pepb3a2-BSA foram
submetidas a eletroforese com SDS a 12,5%. Apds a migracdo as bandas foram visualizadas por
Coomassie-Blue.

4.3 REATIVIDADE DOS CONJUGADOS-pepb2a2 FRENTE A ANTICORPO
ESPECIFICO POR DOT-BLOT

Foi realizado um ensaio de dot-blot manual para confirmar a conjugac¢ao do
pepb2a2 as moléculas de KLH e BSA. A figura 15 mostra a presenca das amostras
protéicas coradas por Ponceau e a confirmacdo da conjugacédo apés incubacdo com
anticorpo especifico anti-b2a2 e revelacdo com solucdo de DAB/Cloronaftol.

X 2 3 4 ot (<)
8 *®
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FIGURA 15 - RECONHECIMENTO DAS AMOSTRAS CONJUGADAS POR DOT-BLOT MANUAL. Amostras
contendo 1ug foram sensibilizadas em membrana de nitrocelulose: pepb2a2-KLH (1), pepb2a2-KLH ap06s dialise (2),
pepb2a2-BSA (3), pepb2a2 (4), KLH (5) e BSA (6). Em A coloragcao por Ponceau. Em B apés a incubagdo com
anticorpo anti-b2a2 (1:1000) e o conjugado anti-lgG de camundongo (1:4000) marcado com peroxidase e adicionado

o0 substrato.A visualizacéo foi realizada com DAB/Cloronaftol.
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A disponibilidade apenas do anticorpoanti-b2a2 [Cell Signing Technologies]
possibilitou ensaios com pepb2a2. A partir desta limitacdo, foi possivel a confirmacéo
deste conjugado a BSA e KLH apos visualizagdo com solucdo de DAB/Cloronaftol. O
mesmo nao foi visualizado nos controles, contendo apenas BSA e KLH. A partir deste
resultado, podemos inferir que os outros dois peptideos, pepela2 e pepb3a2, também
podem ter sido adequadamente conjugados a estas duas moléculas.

4.4 REATIVIDADE DOS CONJUGADOS-pepb2a2 FRENTE A ANTICORPO
ESPECIFICO POR ELISA

Através do ELISA, corroborando o resultado do dot-blot, verificou-se que houve
0 reconhecimento do anticorpo monoclonal especifico para as amostras contendo o
peptideo pepb2a2, ndo havendo reconhecimento dos controles.

Desta forma, os ensaios sugerem que o0s peptideos foram devidamente

conjugados aos dois carreadores.
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FIGURA 16 - REATIVIDADE DAS AMOSTRAS pepb2a2 CONJUGADAS. Amostras contendo 1pg dos
pepb2a2-KLH, pepb2a2-BSA, pepb2a2, BSA e KLH foram imobilizadas em placa de 96 pocos.
Adicionou-se o anticorpo anti-b2a2 (1:1000), o conjugado anti-lgG de camundongo (1:4000) marcado
com peroxidase e seu o0 substrato especifico. A leitura da absorbancia das amostras foi determinada
em 495nm.
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Como mostrado nas figuras 15 e 16, foi possivel a conjugacéo aos carreadores
com o auxilio de um linker, no caso o SMCC, resultando em uma conjugacéo eficiente
ao BSA e KLH e com rendimento satisfatorio apos dosagem de proteinas pelo método
de Bradford.

4.5 SELECAO DE FAGOS DE INTERESSE OBTIDOS NOS PANNINGS POR
PHAGE DISPLAY- SCREENING

A partir da técnica do phage display utilizando a primeira estratégia de
panning, houve uma diminuicdo no numero de fagos recuperados (output) em relacéo

aos adicionados na selecéo (input) conforme mostrado na tabela 1.

TABELA 1 — RESULTADOS DO PHAGE DISPLAY A PARTIR DA PRIMEIRA ESTRATEGIA DE
PANNING

Input Output Apéds
amplificagdo
Panning 1 1x10% 5 x 1010 1 x 10%?
Panning 2 2 x 10%? 1x 10° 7 x 10t
Panning 3 2 x 10%? 5 x 106 6 x 10%?

(A AUTORA, 2014).

Porém, nesta primeira estratégia, utilizando-se o pool de fagos por ELISA, ndo

houve reatividade ao final de cada panning (figura 17).
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FIGURA 17 - TESTE DA REATIVIDADE DO POOL DE FAGOS AO FINAL DE CADA PANNING. O
peptideo pepb2a2 foi imobilizado em placa de 96 pocos. Adicionaram-se amostras representativas do
pool de fagos finais recuperados ao final de cada panning: 1° panning refere-se a sele¢céo do pepb2a2-
BSA10 pg/mL, o 2° panning pepb2a2-KLH 10 pg/mL e o 3° panning com pepb2a2-BSA 5 pg/mL.
Adicionou-se o conjugado anti-M13 (1:400) marcado com peroxidase e seu 0 substrato especifico. A
leitura da absorbancia das amostras foi determinada em 495 nm.

Apos individualizagéo, foram obtidos 23 clones na primeira selecao, 15 clones
na segunda e 15 clones na terceira, porém nenhum deles apresentou reatividade
guando testados por ensaio de ELISA em diferentes formatos (dados ndo mostrados).

Na tentativa de selecdo de fagos reativos, realizou-se a segunda estratégia
utilizando um imunotubo como fase sdlida para realizacdo do panning, porém nao foi
possivel a obtencdo de nenhum clone ap6s a etapa de eluicao acida.

Na busca por ligantes peptidicos especificos para pepb2a2, utilizou-se a
terceira estratégia utilizando o pepb2a2 como alvo e a utilizacdo de uma solucao acida
concomitantemente a sonicag¢do na etapa de eluicdo. Esta ndo possibilitou um a
qguantificacdo dos fagos recuperados (output) em relacdo aos adicionados na selecao
(input) conforme mostrado na tabela 2, entretanto apds a individualizacdo, esta
estratégia mostrou-se a melhor escolha, pois possibilitou a obtencdo de clones

reativos.

TABELA 2 - RESULTADOS DO PHAGE DISPLAY A PARTIR DA TERCEIRA ESTRATEGIA DE
PANNING
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Input Output Apéds
amplificagéo
Panning 1 1x10% - 3x108
Panning 2 2 x 10%? - 4 x 108

(A AUTORA, 2014).

Destes clones, foram selecionados 37 apds o0 primeiro panning e 49 apds o
segundo panning. Estes clones foram cultivados e seus sobrenadantes foram testados
por ensaio de ELISA para verificar quanto a reatividade de cada um.

ApoOs o screening individual destes clones referentes ao panning 1 (figura 18)
e ao panning 2 (figura 19), foram identificados 5 clones utilizando como critério para
selecdo os fagos que apresentaram absorbancia 3 vezes o valor da menor
absorbéancia. Destacados em vermelho nas figuras 18 e 19 estdo os clones
selecionados: S28 proveniente do primeiro panning e 13S, 25S, 39S e 41S
provenientes do segundo panning.

0,5 -

o o o
N w S
I I I

Absorbancia (495 nm)

o
JEEN
I

Clones

FIGURA 18 - TESTE DA REATIVIDADE DO SOBRENADANTE DOS CLONES INDIVIDUALIZADOS
DO 1° PANNING. O peptideo pepb2a2 foi imobilizado em placa de 96 pocgos. Apés centrifugacao, os
sobrenadantes dos 37 clones individualizados foram adicionados. Adicionou-se o conjugado anti-M13
(1:400) marcado com peroxidase e seu substrato especifico. A leitura da absorbancia das amostras foi
determinada em 495 nm. Foi escolhido o clone (indicado em vermelho) cujo peptideo apresentou
reatividade frente ao pepb2a2 trés vezes maior que a absorbancia obtida com o clone de menor
reatividade (0,061) nos pannings.
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FIGURA 19 - TESTE DA REATIVIDADE DO SOBRENADANTE DOS CLONES INDIVIDUALIZADOS
DO 2° PANNING. O peptideo pepb2a2 foi imobilizado em placa de 96 pogos. Apds centrifugacéo, os
sobrenadantes dos 49 clones individualizados foram adicionados. Adicionou-se o conjugado anti-M13
(1:400) marcado com peroxidase e seu o substrato especifico. A leitura da absorbancia das amostras
foi determinada em 495 nm. Foram escolhidos clones (indicados em vermelho) cujos peptideos
apresentaram reatividade frente ao pepb2a2 no minimo trés vezes maior que a absorbancia obtida com
o clone de menor reatividade (0,061) nos pannings (indicado em preto).

Utilizando-se diferentes solucfes de blogueio, obteve-se o0s resultados
mostrados na figura 20. O melhor resultado foi aquele obtido com a solugédo de
bloqueio free protein da Pierce em que os clones 35S e 13S mostraram absorbancias

superiores a 0,6.
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FIGURA 20 - TESTE DA REATIVIDADE DO SOBRENADANTE DOS CLONES SELECIONADOS
UTILIZANDO A DIFERENTES SOLUCOES DE BLOQUEIO DA PLACA. O peptideo pepb2a2 foi
imobilizado em placa de 96 pocos e os sitios livres foram bloqueados utilizando caseina 2% PBS, BSA
2% e Protein-free buffer (PBS) da Pierce. Apds centrifugagcdo, os sobrenadantes dos clones
individualizados foram adicionados. Adicionou-se o conjugado anti-M13 (1:400) marcado com
peroxidase e seu substrato especifico. A leitura da absorbancia das amostras foi determinada em 495
nm.

Um ensaio de ELISA utilizando diferentes concentracbes dos fagos
selecionados e do fago silvestre (F.S.), que ndo expressa nenhum peptideo, foi
realizado para verificar a reatividade dos clones individualmente. Verificou-se que o
fago 13S e 25S em concentracdo de 10'° TU/mL se destacaram em relacdo a sua

reatividade nas diferentes concentracdes (figura 21).
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FIGURA 21 - TESTE DA REATIVIDADE DOS FAGOS EM DIFERENTES CONCENTRA(;C)ES. O
peptideo pepb2a2 foi imobilizado em placa de 96 pocos. Os fagos selecionados e o fago silvestre (F.S.)
foram adicionados nas concentragdes de 1010, 10° e 108 TU/mL e utilizou-se o anticorpo anti-b2a2 como
controle positivo. Adicionou-se o conjugado anti-M13 (1:400) marcado com peroxidase e seu o

substrato especifico. A leitura da absorbancia das amostras foi determinada em 495 nm.

4.7 ENSAIO DE ESPECIFICIDADE

Os fagos 13S e 15S testados frente a outros dois peptideos sintéticos

correspondentes aos transcritos pepb3a2 e pepela2 e usado o fago silvestre (F.S.),

que ndo expressa nenhum peptideo, como controle negativo. A seguir (figura 22)

observa-se a baixa reatividade de cada um dos fagos frente ao pepb3a2 em diferentes

concentracoes.
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FIGURA 22 - TESTE DA ESPECIFICIDADE DOS FAGOS EM DIFERENTES CONCENTRACOES
FRENTE AO pepb3a2. O peptideo pepb3a2 foi imobilizado em placa de 96 pog¢os. Adicionaram-se 0s
fagos nas concentragdes de 109, 10° e 108 TU/ mL e o conjugado anti-M13 (1:400) marcado com
peroxidase e seu substrato especifico. A leitura da absorbancia das amostras foi determinada em 495
nm.

O mesmo ensaio foi realizado frente ao pepela2 como descrito acima.

Observa-se a baixa reatividade dos fagos frente a este peptideo (figura 23).
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FIGURA 23- TESTE DA ESPECIFICIDADE DOS FAGOS EM DIFERENTES CONCENTRACOES
FRENTE AO pepela2. O peptideo pepela2 foi imobilizado em placa de 96 pogos. Adicionaram-se 0s
fagos nas concentracGes de 1010, 10° e 108 TU/mL e o conjugado anti-M13 (1:400) marcado com
peroxidase e seu o substrato especifico. A leitura da absorbancia das amostras foi determinada em 495
nm.
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4.8 ENSAIO DE COMPETICAO

Foi realizado um ensaio de ELISA para verificar se os clones 13S e 25S eram
capazes de interferir na reagcao entre o pepb2a2 imobilizado na placa e o anticorpo
monoclonal anti-b2a2 (1:150.000) e utilizado o fago silvestre (F.S.), que ndo expressa
nenhum peptideo como controle negativo. Como observado na figura 24, houve
inibicdo dessa reacdo em 38,12% e 27,15%, respectivamente. Nao havendo

interferéncia do fago silvestre.

100 -
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 - m3
30 - 8
20 -
10 - _

m10

Inibigdo (%)

F.S. 13S 25S
Clones

FIGURA 24 - TESTE DE COMPETICAO DOS FAGOS EM DIFERENTES CONCENTRACOES COM O
ANTICORPO anti-b2a2. O peptideo pepb2a2 foi imobilizado em placa de 96 pocos. Adicionaram-se 0s
fagos nas concentragGes de 109, 10° e 108 TU/ mL concomitantemente ao anticorpo anti-b2a2
(1:150000), o conjugado anti-IlgG de camundongo (1:4000) marcado com peroxidase e seu substrato
especifico. A leitura da absorbancia das amostras foi determinada em 495 nm.
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5 DISCUSSAO

O diagndstico, bem como o monitoramento da DRM, de algumas leucemias
como a LMC e LLA utiliza como um dos parametros a presenca do cromossomo Ph,
isto é, de uma translocacdo BCR-ABL1 (FADERL et al., 1999).

As técnicas atualmente disponiveis para deteccdo da translocacdo que
utilizam biologia molecular tem suas vantagens embora apresentem também uma
série de desvantagens (TOHAMI, NAGLER E AMARIGLIO, 2012) sendo a mais
importante a incapacidade de deteccdo da proteina quimérica uma vez que a
guantidade de RNAmM nem sempre é fiel ao montante da proteina expressa. Por isso,
pesquisadores tem defendido a investigacéo e quantificacdo das proteinas quiméricas
(GUO et al., 1996).

Diante disto e devido a necessidade do desenvolvimento e aprimoramento
dos métodos de diagnostico com maior sensibilidade, menor custo e que leve em
consideracdo o bem-estar do paciente, foi utilizada a técnica de Phage Display neste
trabalho com o objetivo de identificar ligantes para a principal proteina do transcrito do
cromossomo Ph, denominado de b2a2.

A técnica de Phage Display vem sendo aplicada no diagnéstico de
diversificadas doencas (LIONAKIS et al., 2005; MANHANI et al., 2011). Diversos
trabalhos (JAGER et al., 2007; PARK et al., 2012; SHEN, XIE E EDWARDS, 2013;
SHIRES et al., 2014) tém empregado esta técnica na tentativa de obter marcadores
para o cancer e até mesmo em algumas leucemias.

Baseando-se em um estudo americano que mostra a interacdo peptideo-
peptideo como uma alternativa para a identificacdo de marcadores diagndsticos
(ZHANG, ZHU E KODADEK, 2000), diferentes estratégias foram realizadas neste
trabalho de forma a selecionar peptideos com afinidade para um peptideo sintético
correspondente ao fragmento correspondente ao transcrito b2a2 (pepb2a2).

Para tanto, peptideos representativos a regido de fusdo das trés proteinas
correspondente aos trés principais transcritos do cromossomo Ph foram sintetizados
(pepb2a2, pepb3a2 e pepela?) e conjugados a proteinas carreadoras, como BSA e
KLH, com o intuito de favorecer a sele¢cdo a partir de uma biblioteca de fagos
utilizando-se moléculas de baixo peso molecular (HIROSE et al., 1998). Este

processo foi devidamente caracterizado para a posterior selecao de fagos. O aumento
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da massa molecular das amostras conjugadas a BSA adicionada a cada canaleta
(figura 14) indica que houve eficacia na metodologia empregada para conjugacao dos
peptideos a essa proteina. Ainda, os ensaios de dot-blot manual e ELISA confirmaram
esse resultado, uma vez que um anticorpo especifico anti-b2a2 reconheceu o
pepb2a2-BSA e nao os devidos controles (figura 15 e 16).

A conjugacao ao KLH né&o foi possivel ser confirmada pelo SDS-PAGE devido
a alta massa molecular apresentada por esta molécula. Devido a este fato, os
resultados obtidos com os ensaios de dot-blot manual e ELISA (figura 15 e 16) inferem
que houve eficiéncia na conjugacdo a este carreador pelo reconhecimento do
anticorpo especifico anti-b2a2 ao pepb2a2-KLH e ndo dos devidos controles.

Na primeira estratégia de selecdo do Phage Display, o peptideo pepb2a2 foi
carreado com BSA e utilizado como alvo para uma biblioteca de peptideos expressos
em fagos. De forma a direcionar a sele¢do para os peptideos e ndo para a albumina,
na selecédo seguinte foi utilizado como proteina carreadora o KLH (HIROSE et al.,
1998). Inicialmente os resultados foram satisfatorios devido a diferenca entre o titulo
de fagos recuperados no primeiro panning em relacdo ao segundo (tabela 1),
sugerindo que a maioria dos fagos recuperados no segundo seria mais especifica.
Porém, os clones selecionados, quando em presenca do pepb2a2, ndo se mostraram
reativos por teste de ELISA (dados ndo mostrados).

Baseando-se em estudo recente do nosso grupo de pesquisa (FOGACA et
al., 2014), na tentativa de expor o pepb2a2 de maneira mais efetiva e em maior
concentracéo, utilizaram-se, como fase sélida, imunotubos especificos para a técnica
de Phage Display. Por essa estratégia, ndo foram obtidos nem mesmo clones para
serem testados.

Finalmente, como terceira estratégia, utilizou-se o pepb2a2 diretamente na
placa, ou seja, sem proteina carreadora além da utilizacdo do processo de sonicagao
e acidez para a etapa de eluicdo dos fagos (LUNDER et al., 2008). A partir de entéo,
obteve-se sucesso na clonagem de peptideos apresentados em fagos com afinidade
para o pepb2a2. Esse fato pode explicar parcialmente, o resultado negativo obtido
com a primeira estratégia tendo em vista que a sonicacao, realizada na terceira
tentativa, torna o processo de eluicdo mais eficiente, desligando o fago com maior
afinidade pelo pepb2a2.

Este fato foi comprovado através dos resultados obtidos no ELISA realizado

com cada um dos clones (figura 18 e 19) mostrando que a houve selecéo de 4
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bacteri6fagos que melhor interagiram com o peptideo pepb2a2. Curiosamente,
mesmo lavando a placa com solucao acida para retirada de fagos de baixa afinidade
e utilizando a sonicacdo como técnica de eluicdo, houve a recuperacédo de fagos que
nao apresentaram reatividade frente ao pepb2a2.

No screening inicial, comparando-se as reatividades do sobrenadante dos
clones recuperados com resultados obtidos por outros trabalhos do nosso grupo de
pesquisa (DE MOURA et al., 2011; FOGACA et al., 2014), as absorbéancias foram de
duas a trés vezes menor. ISso ja era esperado, uma vez que nesses casos citados
foram utilizados anticorpos de 150 kDa, e nosso alvo, o pepb2a2, apresenta somente
14 aminoacidos (cerca de 1,6 kDa). Portanto, de acordo com Zhang et al. (2000) seria
de se esperar uma baixa afinidade além da possibilidade de reatividade cruzada, ou
seja, baixa especificidade. Isso foi notado quando se verificou que a reacdo dos
peptideos apresentados por fagos frente ao pepb2a2 ndo era dose-dependente
quando se utilizava caseina como agente bloqueador do ELISA (dados né&o
mostrados). Foi entdo que outros agentes blogueadores foram testados utilizando o
sobrenadante contendo fagos, conforme mostrado na figura 20. Verificou-se que
alguns clones S28, 39S e 41S reagiram, na realidade, com a caseina, perdendo sua
reatividade quando o a solucao bloqueadora fora substituida por uma solugdo sem
proteinas. Com o clone 13S nao houve modificacdo, porém o 25S, antes pouco
reativo, apresentou absorbancia proxima do anticorpo monoclonal anti b2a2 utilizado
como controle positivo.

Utilizando-se como agente bloqueador a solucéo livre de proteinas (ASBACH
et al., 2010), e ainda quantidades conhecidas de fagos (1 x 10191 x 10° e 1 x 108
TU/mI?), foi verificado que clones 13S e 25S apresentaram dose-dependéncia em
relacdo a reatividade ao pepb2a2. Esse resultado somado ao fato de haver uma
reatividade quase nula do fago silvestre, que ndo expressa nenhum peptideo, indica
que ha especificidade na ligacdo, ou seja, a reatividade refere-se ao peptideo
apresentado pelo fago e ndo as proteinas do capsideo do virus.

Um resultado bastante positivo que deve ser enfatizado foi o fato da
absorbancia obtida com 13S e 25S, quando em concentracéo de 1 x 101° TU/ml, ter
sido muito semelhante a encontrada utilizando-se o anticorpo monoclonal anti b2a2
(figura 21).

Em relacdo a especificidade dos clones 25S e 13S frente ao pepb2a2

comparado aos outros dois fragmentos correspondentes aos transcritos (ela2 e
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b3a2), verificou-se pelo ELISA que a técnica de Phage Display foi eficiente na selecao
de peptideos especificos para o alvo utilizado como também mostrado por Manhani
et al. (2011).

Quando realizado o ELISA de competicdo, os clones 13S e 25S foram
capazes de inibir a ligacdo do anticorpo monoclonal ao pepb2a2 diminuindo sua
reatividade em 38,12% e 27,15%, respectivamente. Mais uma vez mostrando a
especificidade dos ligantes selecionados e sua capacidade de inibir a ligagcdo do
pepb2a2 a uma molécula no minimo 100 vezes maior que eles.

A partir dos resultados obtidos nos ensaios de afinidade, especificidade e
competicdo destaca-se que os peptideos expressos em fagos dos clones 13S e 25S
se mostraram tdo bons ligantes do fragmento correspondente ao transcrito b2a2
expresso pelo cromossomo Ph quanto o anticorpo monoclonal. Vale ressaltar, ainda,
que estes apresentaram uma reatividade muito superior ao esperado levando em
conta que esses peptideos identificados sdo moléculas muito pequenas.

E a primeira vez que a técnica de Phage Display é utilizada para selecionar
peptideos com afinidade por peptideos. Embora os peptideos selecionados
apresentem possivelmente uma menor afinidade, eles podem ser uma alternativa para
o diagnéstico (ZHANG, ZHU E KODADEK, 2000; AHMED et al., 2014) e até mesmo
no tratamento de determinadas doencas (SHEN, XIE E EDWARDS, 2013). Ainda,
diversos trabalhos (SHEN, XIE E EDWARDS, 2013; AHMED et al., 2014) argumentam
que, apesar da alta afinidade e alta especificidade, algumas desvantagens na
utilizagdo de anticorpos monoclonais, como a dificuldade na produgao utilizando
métodos in vivo baseados em células, sem contar o elevado custo e a dificuldade na
purificacdo. Além disso, os peptideos como marcadores especificos apresentam
diversas vantagens: podem ser armazenado durante longos periodos de tempo, sem
0 receio de deterioracdo e sao mais baratos de produzir em relacdo a anticorpos
monoclonais e sao relativamente livres de contaminantes, tais como substéancias
toxicas de sistemas de expressdo (AHMED et al., 2014).

Este trabalho foi o primeiro passo dado para a obtencéo de ligantes sintéticos
gue podem ser empregados como ferramentas biotecnoldgicas para 0 uso na saude
humana. E notério que o estudo para a caracterizagdo dos peptideos selecionados
por Phage Display deve ser continuado, especialmente com a sequéncia peptidica na
sua forma sintética, com a analise da afinidade por ressonancia plasmoénica, ou da

interacdo por balanga de cristal de quartzo, etc.
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Estudos recentes mostram que peptideos sintéticos podem ser utilizados
como alvos em biossensores no monitoramento da LMC (YANG et al., 2013) fato que
nos encoraja a dar continuidade a esse estudo.

Os peptideos na forma sintética podem ser acoplados a marcadores como a
biotina (YANG et al., 2013) ou expressos em sistemas heterdlogos conjugados a
enzimas como a fosfatase alcalina, por exemplo, para serem utilizados em
imunodiagnosticos ou ainda acoplados a nanoparticulas ou beads para serem
empregados em citometria de fluxo. Assim, esses ligantes peptidicos apresentam uma

variedade de aplicagbes em métodos de deteccédo e diagndstico.



64

6 CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que a tecnologia de Phage Display foi eficiente na
obtencao de ligantes peptidicos baseando-se na interacdo peptideo-peptideo para o
fragmento representativo do transcrito b2a2 (pepb2a2) expresso pelo cromossomo
Ph.

Foi possivel a conjugacdo dos peptideos representativos as proteinas
carreadoras de forma eficiente, uma vez que os resultados obtidos pelas técnicas de
eletroforese, dot-blot manual e ELISA confirmaram a caracterizacdo dos conjugados
apresentando rendimento satisfatério.

Inicialmente, a estratégia utilizando estes conjugados mostrou-se adequada ao
favorecer a exposicdo dos fragmentos na selecédo de possiveis ligantes. Entretanto,
nosso estudo ndo obteve resultados satisfatérios quando utilizando placa de 96 pocos
nem imunotubos especificos como superficie.

A selecdo com o pepb2a2 diretamente na placa e a utilizacdo de uma solucdo
acida concomitantemente com sonicagdo na etapa de eluicdo dos fagos propiciou a
obtencdo de peptideos apresentados em fagos com afinidade e especificidade para
pepb2a2.

Em resumo, nossos resultados nos encorajam a continuar os estudos inclusive
com 0s outros transcritos, uma vez que a técnica € uma ferramenta biotecnol6gica
bastante promissora cujos peptideos selecionados podem vir a ser uma alternativa
aos ensaios diagnosticos e ao monitoramento da doenca residual minima em

leucemias.
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7 PERSPECTIVAS

- Realizar ensaios prévios de reconhecimento dos fagos em extratos celulares de
linhagens comerciais que apresentam a proteina quimérica BCR-ABL1 para
posteriores ensaios em pacientes com LMC,;

-Prosseguir estudos de caracterizacdo desses ligantes utilizando as sequéncias

peptidicas obtidas na sua forma sintética;

- Realizar estudos conjugando esses peptideos a nanoparticulas ou marcadores

enzimaticos;

- Obter fagos para 0s outros transcritos expressos pelo cromossomo Ph (b3a2 e ela?)
utilizando a técnica de Phage Display;
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ANEXO 1 — DATA SHEET DO PEPTIDEO b2a2 BCR-ABL1

Peptide Analysis Data Sheet

Peptide Name : BCR_ABL b2a2
Peptide Lot Number : 10-51806

Sequence : C-I-P-L-T-I-N-K-E-E-A-L-Q-R
molecular formula : C70 H122 N20 022 sl

Ordered by Dr. Bonald de Cavalcante de Figueiredo

Quantity Ordered : 20.0 mg Quantity Delivered : 20.0 mg

HPLC Analysis

Instrument : SHIMADZU
Flow Rate : 1.0ml / min
Gradient : 0%-20% B in 2 min

20%-50% B in 10 min
50%-80% B in 2 min
A;0.1%TFA water, B;0.1%TFA acetonitrile
Column : Shiseido capcell pak C18 Column
Detection : 220 nm
Purity : See Enclosed

Mass Analysis
Instrument : HP 1100 series LC/MSD

MS Expected : 1626.88
MS Found H 1627
Solubility

Soluble in water (1 mg/ml)

Comment

Released by Zé”/éé/////

) csad

LA 4
PEPTRon

Tel +82-42-360-8890 Fax +82-42-360-8808
Email: peptide@peptron.com http://www.peptron.com
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ANEXO 2 — DATA SHEET DO PEPTIDEO b3a2 BCR-ABL1

Peptide Analysis Data Sheet

Peptide Name : BCR_ABL b3a2
Peptide Lot Number : 10-51808

Sequence : C-G-F-K-Q-S-S-K-A-L-Q-R-P-V
molecular formula : C67 H113 N21 019 Sl

Ordered by Dr. Bonald de Cavalcante de Figueiredo

Quantity Ordered : 20.0 mg Quantity Delivered : 20.0 mg

HPLC Analysis

Instrument : ; SHIMADZU
Flow Rate : 1.0ml / min
Gradient : 0%-10% B in 2 min

10%-40% B in 10 min
40%-70% B in 2 min
A;0.1%TFA water, B;0.1%TFA acetonitrile
Column : Shiseido capcell pak C18 Column
Detection : 220 nm
Purity : See Enclosed

Mass Analysis
Instrument : HP 1100 series LC/MSD

MS Expected : 1547.82
MS Found ' 1548
Solubility

Soluble in water (1 mg/ml)

Comment
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ANEXO 3 — DATA SHEET DO PEPTIDEO ela2 BCR-ABL1

Peptide Analysis Data Sheet

Peptide Name : BCR ABL ela2
Peptide Lot Number : 10-51807

Sequence : C-G-A-F-H-G-D-A-E-A-L-Q-R-P
molecular formula : C62 H94 N20 020 S1

Ordered by Dr. Bonald de Cavalcante de Figueiredo

Quantity Ordered : 20.0 mg Quantity Delivered : 20.0 mg

HPLC Analysis
Instrument

Flow Rate
Gradient

Column : Shis
Detection : Z
Purity : See Enclosed

Mass Analysis

Instrument : HP 1100 series LC/MSD

MS Expected : 1470.6

MS Found 4 1471
Solubility

Soluble in water (1 mg/ml)
Comment
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Phage-displayed peptides as capture antigens in an innovative
assay for Taenia saginata-infected cattle
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Radrigo P. ML de Almeida - Joido Carlos D). Moz - Moariangels Borges -
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Abstract Bovine cysiioercosis is detected during the routine
past moriem examination of carcasses by visual inspection
(knifie and eye method). However, the sensitrvity of this pros
ocedure is several times lower than imnuncaszays, even when
it & performed by qualified professionals. In the present study,
amew generation caphure antigers were screened from a phage
deplay pepisde libmry using antibodies from Tmeria segimaries
infected animals. Eight phage clomes were sclecied, and ane,
Tsag 3 (WVHTSIRPRCQPRAITPR), produced similar results
o the T. saginwa metacestode cnade amisgen {TsCa) when
used as a capture antigen in an ELISA. The phage-displayed
peptides competed with TeCa for binding sies, reducing the
reactivity by approcimadely 30 % Abnine scanming indicated
that proline, arginine, and senne are important residoes for

Rualissla L. Fogaga snd lanaing Capelli-Peiusto oo e equally w this
work.

R. L. Foggaa - I O - LB Yamnasnaka -

B. P M. de Almeida- 1T, D Muesi - M. Boeges -

L ML Alvaseiiga - 1. de Mising

Deparnaeswsin d= Paokegis Bisica, UFPR, Cersgha, PR, Brasd

B. L. Fogesa - %, Thomse Soecol - L. ML Alverengs - 1. de Moo
e Engeshana de Bomeoseo ¢ Bistasokgia,
LUFFPR, Cusitila, PR, Braxsl

L Copelli-Peinsin - 1. B Yamanaks - M. Bosges -

WL Thomae-Soccnl - L M Alarenga - 1. de Mouns (=)

Piles gresduaciss css Microbeslogia, Parsiologia ¢ Padog, UFPR,
Curnia, FR, Brazi

el julanadesouniiu o

A, L Cosla
CPPAR—Cenen de Peupsices ¢m Sanilale Anmssal [TMESF,
Jabsticabal, SF, Brazl

. Chdeeez-DHonegn
Dreparusesin de Biogiisic ¢ Bsinsiogia, UFMG, Balo Horssme,
Bred

Puilished enline 02 Augusi Hild

antibody binding. Tsag | (HFYQITWLPNTFPAR), the most
frequent affinitys=selected clone, and Tsag 6
(WEWPSTPSASROATL) shared samalarity with haghly cons
served proteins from the Taeniidee family with known immus
nogenicity. Due to their epiiopic or mimotopsc properties,
these affinity-selected phages could comtribute to the rational
design of an aufe morfew immunodiagnoss method for bo=
vime cysboorcosis, as well as an epitope=based vaccine to
interrupi the tacnsosis/cysticencosss oomplex.

Keywords Bovine cyshoeroosss - Immunodiagnosis -
Phagesdisplayed peptie - Tnemia saginata

Imtrosduction

Taeniz sagnein is a tapewonm responsible for zoonosis whose
hiclogical cycle & charmctermed by the Remosistysioeroosss
complex. The complex ooours most commonly in envinons
ments that bk sanitation amd/or effective methods of meat
inspection and control. This parasiipsss is found in both
developing (Thomaz-Seccol et al. 20010) and developed
countries (Domy and Pract 2007; Allepuz et al. 201Z;
Calvo-Artavia ot al. 2013).

The adult parassie is found in the small intestine of humars
{tzemiosis), the omly definitive host. The life cycle invalves the
infection of cattle, whach is the intermediaie host., via the
ingestion of T segimane eggs scabiered i pashare or waber,
culminating in the development of the mfective larval siage
{metapesinde) in the musculsture {oysticerooss). Human ine
fection oocurs by eating raw or unproperly cooked bovine
meat that contains the viable larval stage {Haoberg 2002).

The development of the metacestode in the bovine muscus=
lature rarely causes sympioms, but it causes financial losses to
the livesinck sector because of the condenmation of infocted
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