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RESUMO

A Leucemia Mieloide Crbénica (LMC) caracteriza-se pela presenga do
cromossomo Philadelphia (Ph). A patogénese da doenga é atribuida a proteina
quimérica BCR-ABL1 formada, que possui atividade tirosina cinase
continuamente ativa. Atualmente, para o diagnostico e monitoramento destes
pacientes sdo empregadas técnicas de biologia molecular a nivel genético. Na
tentativa de obter resultados mais precisos, diferentes abordagens tém sido
propostas empregando a detecgdo da proteina BCR-ABL1 como um alvo
bastante promissor. Esta proteina apresenta uma estrutura complexa e neste
trabalho nds propomos a sintese apenas do peptideo correspondente as regides
da fusdo. No presente estudo, ligantes peptidicos foram selecionados a partir da
técnica de phage display direcionados para o peptideo representativo da regido
de fusdo- b2a2 (pepb2a2). Foram identificados dois clones (13S e 25S) que
apresentaram afinidade frente ao pepb2a2 dose-dependente, sendo que na
concentragéo de 10" TU/mL tiveram reatividades comparaveis ao do anticorpo
anti-b2a2. O clone 13S apresentou-se mais promissor e teve sua sequéncia
aminoacidica sintetizada. Este ligante peptidico de 17 aminoacidos (NMY) foi
conjugado a diferentes moléculas para caracterizagdo. A capacidade de ligagao
frente ao pepb2a2 foi mantida apds a sintese quimica. As interagdes do NMY
com os peptideos correspondentes as fusbes mais comuns foram caracterizadas
a partir do ensaio de spot synthesis. Ainda, o NMY-FITC foi testado em um
modelo celular para o reconhecimento da proteina recombinante b2a2BCR-ABL1,
Para tanto, foi necessaria a construcao de um vetor (Pb2a2) capaz de expressar
b2a2BCR-ABLT em células eucariontes. Em conclusdo, este trabalho permitiu o
desenvolvimento de dois insumos biotecnolédgicos para o avango dos estudos da
LMC- o ligante NMY e o vetor Pb2a2- que poderdo ser utilizados como

ferramentas em estudos futuros da LMC.

Palavras chaves: phage display; leucemia mieloide crénica; peptideo; b2a2;
BCR-ABL1.



ABSTRACT

Chronic Myeloid Leukemia (CML) is characterized by the presence of the
Philadelphia chromosome (Ph). Pathogenesis of the disease is attributed to the
BCR-ABL1 protein with persistently active tyrosine kinase activity. Currently,
techniques of molecular biology at the genetic level are used for diagnosis and
monitoring of patients. In an attempt to obtain more accurate results, different
types of performance indicators can be used to detect BCR-ABL1 protein as a
very promising target. This protein presents a complex structure and in this study
we propose the synthesis of the peptide corresponding only to the fusion regions.
Peptide binders were selected from the phage display technique targeting the
peptide representative of the fusion region-b2a2 (pepb2a2). Some clones (13S
and 25S) had dose-dependent affinity with pepb2a2 and their reactivities were
comparable to the anti-b2a2 antibody in the concentration of 10'© TU/ mL. 13S
clone displayed best results and its amino acid sequence was synthesized. The
17 amino acids peptide (NMY) was conjugated to molecules for its
characterization, without causing any losses to the binding capacity against
pepb2a2. The interactions of NMY with peptides were characterized from the spot
synthesis assay. In addition, NMY-FITC was tested in a cell system for
recognition of the recombinant b2a2 BCR-ABL1 protein. A vector (Pb2a2)
capable of expressing b2a2BCR-ABLT in eukaryotic cells was synthetized for this
assay. In conclusion, this work developed two biotechnological tools- NMY and

vPb2a2 vector- for the advancement of CML studies.

Keywords: phage display; chronic myeloid leukemia; peptide; diagnosis;

monitoring; minimal residual disease.
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1 INTRODUGAO

A Leucemia Mieloide Crénica (LMC) é uma doenga mieloproliferativa com
expansdo clonal de células malignas. Caracteriza-se pela presenga do
cromossomo Philadelphia (Ph) em 95% dos casos e esta associado a uma
anormalidade resultante da translocacéao reciproca t(9;22) (q34:11) que originia
o oncogene [T 1Este codifica a proteina BCR-ABL1 com atividade
tirosina cinase continuamente ativa que € a principal responsavel pela
progressao da doenca (Mughal et al., 2016).

A LMC foi a primeira neoplasia maligna hematoldgica associada a uma
anormalidade genética especifica. Este fato permitiu o uso de uma terapia
dirigida no tratamento destes pacientes. Consequentemente, houve demanda
por técnicas mais sensiveis e especificas para monitoramento durante o
tratamento, de forma que recaidas sejam detectadas de forma precoce (Tohami,
Nagler, & Amariglio, 2012).

Atualmente, as técnicas disponiveis para detecgao das translocagdes e
do cromossomo Philadelphia sdo baseadas em citogenética classica e biologia
molecular, devido sua sensibilidade e capacidade de diferenciar o tipo de
translocacdo. No entanto, apresentam algumas limitagées, como a necessidade
de padronizacéao pelo laboratério. Ainda, diferentes abordagens para a detecgéo
e quantificacdo da proteina BCR-ABL1 tém sido reportadas uma vez que esta é
a principal responsavel pela progressdo da doenca, tornando-a um marcador
bastante atrativo (Tohami et al., 2012; Vogel & Marcotte, 2013).

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi selecionar possiveis ligantes
peptidicos a partir da técnica de phage display direcionados a regido de fusao
da proteina b2a2BCRABL1 ng tentativa de empregar estas bioferramentas no
monitoramento dos pacientes. Ainda, foi desenvolvido um vetor capaz de
expressar esta proteina recombinante que podera ser amplamente empregada
no estudo da LMC.
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1.1 OBJETIVO GERAL

Obter e caracterizar um ligante peptidico direcionado para a regiao
representativa da fusado b2a2 (pepb2a2) para detecgédo da proteina BCR-ABL1

em modelo celular.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- ldentificar fagos que expressam peptideos reativos frente a regido
representativa da fusdo b2a2 (pepb2a2) através de phage display;

- Caracterizar a afinidade e especificidade destes clones frente a outras
fusdes;

- Obter o ligante peptideo por sintese quimica e conjuga-lo a diferentes
moléculas marcadoras;

- Caracterizar a afinidade e especificidade do ligante peptidico frente a
outras fusdes;

- Caracterizar os sitios de interagao do ligante peptidico com as fusdées;

- Obter um vetor para expressao da proteina recombinante b2a2BCR-ABL1:

- Desenvolver um modelo celular para detecgao da proteina BCR-ABL1 in
Citlol]
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CROMOSSOMO PHILADELPHIA

O cromossomo Philadelphia (Ph) foi descrito pela primeira vez na
leucemia mieloide crénica em 1960 por Nowell e David Hungerford (Nowell,
1960), configurando a primeira alteragao citogenética especifica associada a um
cancer humano. Trabalhos posteriores mostraram que o cromossomo anormal
era um cromossomo 22 encurtado. Em 1973 foi descrito como a translocacao
reciproca de DNA entre os bragos longos dos cromossomos 9 e 22, que resulta
em um cromossomo 22 encurtado e um cromossomo 9 prolongado (Mughal et
al., 2016; Rowley, 1973) (figura 1).

O cromossomo Philadelphia esta presente nas células da medula 6ssea
de 95% das pessoas com LMC e é a anormalidade citogenética mais frequente
em pacientes idosos com leucemia linfocitica aguda (LLA). Neste ultimo caso,
esta associado a um mau prognostico, sendo as taxas de sobrevida a longo
prazo de ~10 a 20% (Fakih et al., 2018).
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Figura 1 - TRANSLOCACAO CROMOSSOMAL (9;22)(q34;q11). A) Caridtipo de um paciente
com leucemia mieloide crénica; Cromossomos anormais indicados com setas. B) Cariotipo
parcial marcado com as sondas BCR e ABL1 por FISH; os sinais verde-vermelho indicam fusao
dos cromossomos 9 e 22 (Mughal et al., 2016).

2.2 LMC: CARACTERISTICAS GERAIS E EPIDEMIOLOGICAS

A leucemia mieloide crbénica (LMC) € uma doenga mieloproliferativa,
clonal, caracterizada pela proliferagdo de células da linhagem granulocitica sem

a perda de capacidade de diferenciagcao (REF OMS).



24

A LMC foi a primeira neoplasia maligna hematolégica a estar associada a
uma anormalidade genética especifica devido uma translocacgao reciproca t (9;
22) (q34: 11) que resulta em um oncogene [ [T 11 1que codifica uma proteina
com alta atividade cinase continua (Mughal et al., 2016). Este unico produto
oncogénico BCR-ABL1 gerado € o responsavel pela patologia, acometendo as
linhagens celulares hematopoiéticas, tanto mieldide (granulocitica, eritréide,
monocitica e megacariocitica) quanto linféide (menos comum) afetando
principalmente o compartimento de granulécitos na medula éssea (Roskoski,
2003).

Além disso, a LMC representa 15-20% de todas as leucemias, com uma
incidéncia mundial de um a dois casos por 100.000 habitantes, com predominio
em homens na relagdo de 3:2 mulheres. Variagdes étnicas e/ ou geograficas
podem contribuir para a variabilidade entre os registros de incidéncia. A doenca
€ encontrada em todas as faixas etarias, acometendo principalmente individuos

entre 55 e 60 anos (Hdéglund, Sandin, & Simonsson, 2015);

A LMC pode ser classificada em trés fases: fase crbénica (FC), fase
acelerada (FA) e fase blastica (FB). A maioria dos pacientes (90% -95%)
encontra-se na fase crénica, sendo que nos Estados Unidos cerca de 50% dos
pacientes diagnosticados com LMC sao assintomaticos e sao frequentemente
diagnosticados durante um exame fisico de rotina ou hemograma (Jabbour &
Kantarjian, 2018; Team, 2018).

Dentre os sinais e sintomas comuns da fase crénica, quando presentes,
pode-se citar a fadiga, perda de peso, mal-estar, saciedade facil e plenitude ou
dor no quadrante superior esquerdo do bago. Manifestagdes raras podem
apresentar-se como sangramento (associado a baixa contagem de plaquetas e/
ou disfungéo plaquetaria), trombose (associada a trombocitose e/ ou leucocitose
acentuada), artrite gotosa (a partir de niveis elevados de acido urico), priapismo
(geralmente com leucocitose acentuada ou trombo). A esplenomegalia é o sinal
fisico mais consistente detectado em 40% - 50% dos casos; ja a hepatomegalia

€ menos comum (menos de 10%) (Jabbour & Kantarjian, 2018).
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2.3. BCR E ABL1: SEUS PRODUTOS E FUNCOES FISIOLOGICAS

Na leucemia mieloide crénica, a fusdo acidental do gene [/[11 com o gene
O (Lelson Lilosine [linase) resulta na formagdo de uma proteina tirosina

cinase ativada de maneira impropria (Nagar et al., 2002).

O produto do gene (1111 € uma molécula complexa com muitos motivos
funcionais diferentes, envolvidos na fosforilacdo de proteinas e no sitio de
ligagdo do GTP (figura 2) (Roskoski, 2003). A p160BR possui um dominio “coiled-
coil’, também chamado de dominio de dimerizagdo (DD). O primeiro éxon N-
terminal do gene [1[1[] codifica uma serina/ treonina cinase, classificando a BCR
como uma proteina cinase atipica. Ainda, a proteina BCR pode ser fosforilada
em varios residuos de tirosina, especialmente no residuo Tyr 177, que se liga a
Grb-2 para ativacao da via Ras (Deininger, Goldman, & Melo, 2000). Ao centro,
encontram-se os dominios “dl1ilire” e “pleTstlinthol1ogy” (PH) que possuem
funcdo GTPase, sugerindo um papel duplo para esta molécula nas vias de

sinalizagao associadas a proteina G (Roskoski, 2003).

p160 BCR

' P90 (1-426) P2I0 (1-902927)  P230(1-1176)

NI,
:
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. 3

1l PR ifowii

1 127

Figura 2 - ESTRUTURA DA PROTEINA p1608CR, Destacando o dominio de dimerizagdo (DD) e
2 dominios cAMP na regiao N-terminal e ao centro as regides dominio “d/li’e” e “ple Lstlin’]
hoJogy” (PH). As setas indicam os pontos de quebra na proteina BCR. (Deininger et al., 2000).
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O gene [11]é 0 homdélogo humano do oncogene (1111 ]do virus Abelson
da leucemia murina (A-MulV) e codifica uma tirosina cinase. A ABL1 humana é
uma proteina de 145 kDa expressa ubiquitinada, apresentando duas isoformas

originadas do spliling alternativo do primeiro éxon (Deininger et al., 2000).

A c-ABL1 é uma proteina de tamanho elevado que apresenta 1150
aminoacidos. A por¢ao NH2 desta proteina (~530 aminoacidos) possui 42% de
identidade com a familia de tirosina-cinases SRC e compartilha uma organizagao
de dominio similiar, composta por duas unidades modulares de ligacao peptidica
(os dominios SH2 e SH3) seguidas por um dominio de tirosina-cinase. A porgéo
terminal COOH contém dominios de DNA e de ligagao de actina intercaladas
com sitios de fosforilagcdo e segmentos ricos em prolina (figura 3) (Nagar et al.,
2002).

Sre, Yes, Fyn,
Src family Lyn, Lck, Blk,
Hek, Fagr, Yrk
Abl family Abl, Arg
Ber-Abl
B PXXP motif B DNA-binding domain B SH3-SH2 conneclor
O F-actin-binding domain 0O Muclear localization signal [ SH2-kinase linker
O Nuclear expart signal O Autoinhibitory Cap B Coied-coll domain

Figura 3 - ESTRUTURAS DE DOMINIO SH3 E SH2 NA SUPERFAMILIA DE TIROSINA-CINASE
(adaptado de Hantschel & Superti-furga, 2004).

O c-ABL1 interage com proteinas reguladoras do ciclo celular, afetando a

proliferagao celular. O c-Abl1 é capaz de ligar-se ao DNA e pode estar envolvid
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no inicio da transcrigao, na resposta ao dano no DNA e nos processos meioticos
(Roskoski, 2003).

As cinases ativas e inativas diferem quanto a conformacgado do loop de
ativacdo. Quando estas enzimas estdo em um estado ativo, o loop de ativacao
esta em uma conformacao estendida/ aberta e apresentam uma conformacéao

compacta quando inativa (figura 4) (Roskoski, 2003).

Figura 4 - DOMINIOS DA SUPERFAMILIA DE TIROSINA-CINASE. A) Coop de ativagdo do
dominio cinase inativo (roxo). B) Coop de ativagéo do dominio cinase ativo (vermelho) (Roskoski,
2003).

A atividade cinase da c-ABL1 é muito baixa em condi¢ées normais. No
entanto, a fusdo de BCR ao NH2 terminal da c-Abl1 resulta na ativagao da cinase

por um mecanismo que nao é bem compreendido (Nagar et al., 2002).
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2.4 TRANSLOCACAO BCR-ABL1

Os pontos de quebra dentro do gene ABL1 em 9q34 podem ocorrer em
qualquer lugar em uma area maior que 300 kb da sua extremidade 5’, podendo
ocorrer anteriormente ao primeiro éxon alternativo Ib, posteriormente ao
segundo éxon la e, mais frequente, entre os dois (Deininger et al., 2000). A fusédo
ocorre com o éxon a2 de [I[J[Ipara os transcritos mais frequentes (Deininger et
al., 2000)[1

No gene (1111 os pontos de quebra se localizam em uma das trés regides
chamadas de “breakpoint cluster region” ([1777). A maioria dos pacientes com
LMC e aproximadamente um terco dos pacientes com leucemia linfoblastica
aguda Ph-positiva, a quebra ocorre em 11111 (“major breakpoint cluster region)
uma area de 5,8 kb (exons b1-b5 e renomeado para e12-e16). Frequentemente
ocorre a formacgao dos transcritos de fusdo com jungdes e13a2 (b2a2) ou e14a2
(b3a2) e, de maneira resultante, a formagao da proteina quimérica p210QBCR-ABL1
(210 kDa) (figura 5) (Mughal et al., 2016).
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Figura 5 — ESTRUTURA DOS GENES DE (111771 E [T TTINORMAIS E OS TRANSCRITOS BCR-
ABL1 FORMADOS. As setas indicam os possiveis locais de quebra dos genes e a formagao dos
diferentes transcritos (Mughal et al., 2016).

Os pacientes com LLA Philadelphia positivo e alguns pacientes com LMC
podem apresentar a quebra em [1[][] entre 0 éxon €2’ e e2- m-[1[I[1 (“minor
breakpoint cluster region”), dando origem a uma proteina de 190 kDa (p1908CR-
ABLT) (Mughal et al., 2016) (figura 5). Ainda, foi identificada uma terceira regido
de quebra do “cluster”: p-1r111 (proximo do éxon 19), dando origem a uma
proteina de fusdo de 230 kDa (p230BCR-ABL1) associada a rara leucemia

neutrofilica cronica Ph-positiva (Mughal et al., 2016).
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Atualmente ainda existe muita discrepancia do significado do progndstico
dos pacientes com LMC correlacionado ao tipo dos transcritos. Os transcritos
mais comum encontrados nesses pacientes é o b2a2 (e13a2) e b3a2 (e14a2),
podendo estes dois serem coexpressos. Diferentes estudos tém mostrado que
nao ha implicagao prognostica e sobrevida global dos diferentes transcritos a
partir dos parametro clinicos avaliados. Entretanto, pacientes com o transcrito
b3a2 apresentaram maiores taxas de resposta citogenética completa apds 6
meses e maior taxa de resposta molecular apés 3 meses de tratamentos em
comparagao com o transcrito b2a2 ou com ambas as transcricbes. O mecanismo
bioldgico responsavel por essa diferenga nao é conhecido e deve ser investigado
em estudos futuros (Castagnetti et al., 2017; Farhat-maghribi, Habbal, & Monem,
2016; Azad et al., 2018; Borgia et al., 2017; Ercaliskan & Eskazan, 2018).

2.5 PROTEINA ONCOGENICA BCR-ABL1 E SEUS MECANISMOS DE
MALIGNIDADE

A partir do oncogene [T I Tocorre a formagao de uma proteina com
atividade cinase continuamente ativa. A BCR-ABL1 esta localizada
exclusivamente no citoplasma. Entretanto, a c-ABL1, que é expressa em todos
os tipos de células e ndo apenas em células hematopoiéticas, esta localizada

tanto no citoplasma quanto no nucleo (Pendergast, 2002).

A atividade permanente da proteina oncogénica BCR-ABL1 é considerada
o principal fator de progressado da LMC. A BCR-ABL1 ativa uma complexa rede
de sinalizagao que envolve proteinas como Myc, Ras, proteinas do citoesqueleto
e as vias fosfatidil inotisol 3’ cinase (PI3K) e JAK / STAT (figura 6). Como
consequéncia desta ativagdo ocorre a proliferacdo celular descontrolada,
elevagcdo da sobrevida das células hematopoiéticas, resisténcia da apoptose,
diferenciacao incompleta e mobilizagao de células progenitoras. Ainda, a BCR-

ABL1 parece estar associada a alteragbes nos mecanismos de reparo do DNA,
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resultando na expansao clonal e na progresséo da LMC para a fase blastica
(Mughal et al., 2016).

BCR ABL1
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Figura 6 — PROTEINAS E VIAS DE SINALIZACAO ATIVADAS POR BCR-ABL1
(Mughal et al., 2016).

2.6 TRATAMENTO

O tratamento de pacientes com leucemia mieloide crénica (LMC) pode ser
classificado como um dos maiores avancgos da histéria de medicina contra o
cancer no século XX (Mughal et al., 2016). Em 1996, houve o desenvolvimento

e sintese do imatinibe, também conhecido como STI571, glivec ou gleevec (2-
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fenilaminopirimidina modificada) (figura 7). Sendo que em 2000, esta molécula
passou a ser usada na terapia de pacientes com LMC e que permanece até os
dias atuais como tratamento inicial de pacientes com LMC recém-
diagnosticados, diminuindo a mortalidade anual na LMC de 10% -20% para 1%
-2% (Jabbour & Kantarjian, 2018).

O imatinibe atua inibindo competitivamente o ATP no sitio de ligagédo da
oncoproteina BCR-ABL1, resultando na inibicdo da fosforilagao de proteinas
envolvidas na transdugao de sinal celular. A molécula também bloqueia o
receptor do fator de crescimento derivado de plaquetas e a tirosina cinase C-KIT
(Jabbour & Kantarjian, 2018).
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Figura 7 — ESTRUTURA REPRESENTATIVA DO IMATINIBE. A) Estrutura quimica do imatinib
(STIS71). B) Andlise da estrutura cristalina do dominio cinase de ABL1 com o complexo do
imatinib, mostrando que se liga na bolsade ligagdo com o ATP e forga o loop de ativagéo (em
verde) para uma conformacao nao fosforilada (Hantschel & Superti-furga, 2004).

No entanto, alguns paciente desenvolvem intolerancia ou resisténcia a
esses inibidores ao longo do tempo (Mughal et al., 2016). Estudos apontaram
diversas mutagbes ja encontrados em pacientes e possiveis pontos de
resisténcia foram identificados utilizando um estudo de rastreio “in vitro” (figura
8) (Hantschel & Superti-furga, 2004).



34

a Recovered from patients b Identified from a genetic screen for STI-571-resistant mutations
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Figura 8 —- POSSIVEIS SITIOS DE MUTACOES EM BCR-ABL1. A) Sitios de mutacées em BCR-
ABL1 verificados a partir de pacientes. B) Possiveis sitios de mutagdes relacionados a resisténcia
e identificados por estudo de rastreio “in vitro” (Hantschel & Superti-furga, 2004).

Novos inibidores de segunda geragao da tirosina cinase foram propostos,
além de um inibidor de terceira geragao, todos eles mais potentes que o imatinibe
em ensaios in vitro. Dentre os farmacos de 22 geragao tem-se o nilotinibe
(AMN107), o dasatinibe (BMS-354825) e mais recentemente o bosutinibe (SKI-
606); e de terceira geracéo, o ponatinibe (AP24534) pode ser citado (figura 9)
(Mughal et al., 2016).
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Figura 9 - ESTRUTURA QUIMICA DOS INIBIDORES DA TIROSINA-CINASE (Mughal et al.,
2016).

O desenvolvimento do imatinibe e o emprego dos TKI revolucionaram o
tratamento da LMC. Entretanto, ainda existe a necessidade de desenvolver
novos analogos que possam atuar em caso de resisténcia aos farmacos
disponiveis. Ainda, o desenvolvimento de farmacos que apresentem baixa ou
nenhuma toxicidade é necessario, visto que a farmacoteria destes séo de uso

continuo (Azevedo, Bastos, Oliveira, & Boechat, 2017).

O numero de pacientes em fase crbnica submetidos ao transplante de
células-tronco alogénicas (alo-TCTH) teve uma diminuigéo significativa desde a
introdugédo dos TKils. Entretanto, esse numero podera se elevar novamente a
medida que a resisténcia aos TKI| aumente gradativamente. Ja pacientes em

fase acelerada (FA) ou blastica (FB) podem receber terapia inicial com TKls para
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reduzir a carga de LMC e ser considerado, precocemente, o alo-TCTH (Jabbour
& Kantarjian, 2018).

2.6.1 Defini¢cdes de resposta ao tratamento

Devido a introducéo da terapia com TKI, houve um aumento significativo
dos pacientes com LMC, sendo cada vez mais importante o emprego no
diagndstico e monitoramento da resposta a terapia. A resposta ao tratamento
pode ser definida no que se refere aos niveis hematologico, citogenético e

molecular. (figura 10) (Baccarani et al., 2013; Mughal et al., 2016).

A resposta hematoldgica é definida com a normalizagdo das contagens
celulares com leucécitos abaixo de 10.000/mm3, basdfilos abaixo de 5%,
plaquetas inferior a 450.000/mm?3 e auséncia de células imaturas (a partir de

mieldcitos) no sangue periférico (BRASIL, 2014).

A resposta citogenética pode ser considerada completa quando ha a
auséncia total do cromossomo Philadelphia; parcial quando verificado 1%-35%
de metafases com cromossomo Philadelphia; menor com 36%-65% de
metafases com cromossoma Philadelphia; minima com 66%-95% de metafases
com cromossomo Philadelphia ou ausente com mais de 95% de metafases com
cromossomo Philadelphia (BRASIL, 2014).

A resposta molecular pode ser considerada completa quando o transcrito
BCR-ABL1 é indetectavel, maior quando ha a reducao da quantificacdo dos
transcritos igual ou superior a 3 log, conforme Escala Internacional de mRNA do
BCR-ABL1 ou incompleta quando a relagdo BCR-ABL1/ABL1 é superior a 0,1%
(BRASIL, 2014).
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Then, and BCR-ABL1 =0.1% CCA/Ph- (-7, or Tq-) Loss of CHR
at any time Loss of CCyR
Confirmed loss of
MMR*
Mutations
CCA/Ph+

Figura 10 - RESPOSTA AO TRATAMENTO PARA PACIENTES COM LMC (Baccarani et al.,
2013).

2.6.2 Doenca residual minima (DRM)

Nos regimes terapéuticos usuais, pode-se obter uma resposta
citogenética completa para a maioria dos pacientes; porém uma pequena
proporcao destes ocorrera recidiva da doenca. A presenca de uma populagao
celular maligna persistente em numero abaixo do limite de deteccao pelas
técnicas padrao é definida como doencga residual minima (DRM) (Frazer, Irvine,

& Mcmullin, 2007).
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Atualmente as técnicas para detecgdo da DRM possuem limitagdes.
Idealmente, deveriam apresentar sensibilidade em uma faixa entre 10° e 10°
células, ser aplicavel a quase todos os pacientes com a doenca, fornecer
informacgdes sobre o alvo, serem baratos, rapidos, prontamente padronizados e

especificos para a doencga (Frazer et al., 2007).

2.7 DIAGNOSTICO E MONITORAMENTO

Atualmente o diagnéstico de LMC consiste na avaliagcdo do quadro de
leucocitose persistente inexplicada (ou ocasionalmente trombocitose), na
deteccdo da anormalidade cromossOmica Philadelphia, na identificagao da t(9;
22) (q34; q11) por citogenética de rotina, na identificagdo do [T por
hibridizagao fluorescente “in situ” (FISH) ou por estudos moleculares (Jabbour &
Kantarjian, 2018).

O cromossomo Ph é identificado através do caridtipo, sendo a unica

anormalia na maioria das vezes.

A analise de FISH baseia-se na co-localizagdo de grandes sondas
especificas para os genes [1[1[1 e [1[][IL A comparagado simultdnea de amostras
de medula e de sangue pela andlise de FISH mostra alta concordancia. Os
estudos de FISH podem ter um intervalo falso positivo de 1 a 5%, dependendo

das sondas utilizadas (Jabbour & Kantarjian, 2018).

A reacdo em cadeia da polimerase via transcriptase reversa (RT-PCR)
localiza a regido em torno da jungado de emenda entre 1[I e (Il Apresenta
alta sensibilidade na detec¢ao de doenca residual minima. O teste de PCR pode
ser qualitativo (QPCR), fornecendo informa¢des sobre a presenga do transcrito
DO OO ou quantitativo, avaliando a quantidade de transcritos OO A
PCR qualitativa é util para diagnosticar a LMC. Ja a PCR quantitativa em tempo
real é ideal para monitorar a doenca residual. Estudos simultaneos de qPCR de

sangue periférico e medula sdo correspondentes. Podem ocorrer resultados
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falso-positivos e falso-negativos, sendo os resultados falso-negativos
decorrentes de RNA de baixa qualidade ou falha da reagao e os resultados falso-
positivos podem ser devido a contaminacgao. Ainda, cerca de 2 a 5% dos doentes
possuem outros tipos de transcritos atipicos, sendo e13a3 ou e14a3 (e nao
e13a2 ou e14a2) e podem originar um PCR falso negativo utilizando as sondas
de rotina (Jabbour & Kantarjian, 2018).

Alem disso, os desafios também permanecem no acompanhamento de
pacientes com LMC em tratamento, em especial a respeito da discrepancia
interlaboratorial nos resultados e na adequacdo dos resultados ao padréo
internacional. Ainda, o monitoramento se beneficiaria ao ser simplificado e mais

acessivel (Mughal et al., 2016).

2.8 PROTEINA BCR-ABL1 COMO ALVO NO DIAGNOSTICO E TRATAMENTO-
TECNICAS BIOTECNOLOGICAS APLICADAS NO AMBITO DA LMC

Ao longo de um curto periodo de tempo, muitos avangos na biologia do
cancer permitiram uma extensa caracterizacdo da LMC que agora € utilizada
como um "modelo" de cancer devido ao sucesso da terapia especifica (Mughal
et al., 2016). No entranto, a compreensdo dos mecanismos e o tratamento de

pacientes na fase avancada da doenga ainda permanece limitado.

A proteina BCR-ABL1 € a principal responsavel pelo desenvolvimento da
LMC e, portanto se mostra como um alvo bastante promissor para o diagnéstico

e monitoramento desta doenca.

Diversos grupos vém desenvolvendo e aprimorando diferentes
abordagens, sejam elas in [it’o ou in [i"o para melhor entendimento dos

mecanismos envolvidos nesta doenca.

Inicialmente, a partir da extragdo do cDNA da linhagem celular K562 foram

obtido clones contendo as sequéncias de codificacdo completas para o produto
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P210 (Mes-masson, Mclaughlin, Daleyt, Paskindt, & Witte, 1986). Mais tarde,
estes foram utilizados para uma construgao retroviral para induzir a expressao
da proteina em modelo murino (Daley, Erren, & Baltimore, 1989; B. X. Zhang &
Ren, 1998).

Apesar do éxito no desenvolvimento modelos murinos para avaliar a
patogénese da LMC de uma forma mais proxima do que acontece no curso
natural da doenga, o continuo desenvolvimento de construgbes genéticas tém
resultado em mutantes para testar as sinalizagées envolvidos na doencga (He et
al., 2002). Além disso, é indispensavel a avaliagdo de alguns parametros em
modelos in [itld, como mudangas na adesao celular, para investigar o
mecanismo pelo qual a proteina P210 BCR-ABL1 causa anomalias contribui
para o desequilibrio entre a proliferacdo e a auto-renovacdo no compartimento

de progenitores hematopoiéticos (Wolff & Jr, 2001; Wertheim et al., 2002).

Outros grupos vém abordando a proteina BCR-ABL1 como um alvo
bastante promissor para o diagndstico e moritoramento dos pacientes em
diferentes vertentes, como por exemplo: citometria de fluxo (Raspadori et al.,
2019, Lof et al., 2017, Dasgupta et al., 2017, Recchia et al., 2015), [T7ant( 1] dots,
dioplet digital PCR (dd-PCR) (Zheng, Liu, Zhao, Xu, & Wang, 2018),
nanoparticulas detectadas por LDI-TOF MS (Hong, Kim, Kang, Yoon, & Kim,
2014), entre outros. Ainda, alguns grupos abordam a quantificagado da atividade
desta proteina cinase utilizando peptideos capazes de penetrar em células e a
quantificacdo desta é realizada por um espectrébmetro de massa (T. Yang,
Eissler, Hall, & Parker, 2013).

A maioria destas técnicas de deteccao baseiam-se no emprego de
anticorpos monoclonais ja muito bem estabelecidos (Zhao et al., 2015).
Entretanto, novas moléculas tém sido empregadas como bioferramentas, como
0os peptideos. Estes apresentam uma série de vantagens em relagdo aos
anticorpos, devido sua facilidade de identificagcdo e sintese quimica, além de
possibilitar modificagdes e conjugag¢des com diferentes moléculas (David et al.,
2018).

Estudos envolvendo diferentes patologias utilizam proteinas

recombinantes como uma importante ferramenta na tentativa de compreender
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0s mecanismos envolvidos nestes processos bioldgicos. Para obtengao destas
proteinas recombinantes € importante avaliar o sistema para expressao
adequado dependendo das caracteristicas, aplicacdo pretendida e quantidade
da proteina de interesse. Apesar do grande avango dos sistemas de expressao
bacteriano nos ultimos anos, este ainda é falho em algumas modificagbes pds-

traducionais encontradas em eucariotos (Brondyk, 2009).

Portanto, € de suma importantancia continuar a pesquisa de novas
terapias buscando melhorar a erradicacdo da doenca residual minima, avangar
no entendimento dos eventos fisiopatologicos da BCR-ABL1 e aprimorar o
desenvolvimento de novas estratégias de diagndstico e monitoramento (Jabbour
& Kantarjian, 2018).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENGCAO DOS PEPTIDEOS SINTETICOS

Foram adquiridos peptideos de 13 aminoacidos correspondentes as
regides de fusdo b2a2 p210BCRABLT (pepb2a2, IPLTINKEEALQR), b3a2 p2108CR-
ABLT  (pepb3a2, GFKQSSKALQRPV) e ela2 p190BCRABLT  (pepela2,
GAFHGDAEALQRP). As sequéncias foram sintetizadas pela empresa Peptron
(Daejeon, Coréia do Sul) e Aminotech (Sao Paulo, Brasil) contendo uma cisteina
na porgao N-terminal para permitir o carreamento destas a diferentes moléculas.
A aquisicdo dos peptideos sao procedentes de uma colaboragdo com o Dr.
Roberto Rosati e Dr. Bonald de Cavalcante de Figueiredo do Instituto de

pesquisa Pelé Pequeno Principe, Curitiba-PR.

3.2 SELECAO DE LIGANTES PEPTIDICOS POR (101001 (] DO

A técnica de [hage [lisplay foi realizada durante o periodo do Mestrado
com a finalidade de identificagdo de ligantes peptidicos para o pepb2a2, descrita
por Smith (Smith, 1985).

Esta ferramenta consiste na realizacao de selecgdes in Lito (panningsiha
qual bibliotecas randémicas de bacteri6fagos sdo apresentadas a um alvo
imobilizado em uma superficie, a fim de se identificar clones de interesse. Nesse
caso, o peptideo correspondente a translocacdo b2a2 p210BCR-ABLT  chamado
daqui para frente de pepb2a2, foi a molécula imobilizada para a selegcao de

peptideos com afinidade via phage [lisplay.
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3.2.1 Amplificagao das bibliotecas de bacteridfagos

Para a selegdo de ligantes capazes de reconhecer o peptideo
representativo da fusdo b2a2 (e14a2) da proteina p210 BCR-ABL1 expressa na
LMC foram utilizadas bibliotecas de bacteriéfagos. Essas bibliotecas expressam
peptideos randémicos de 8, 12, 15 e 17 aminoacidos, denominadas LX-4, X15,
LX-8 e X8CX8 (na qual X representa aminoacidos recombinantes e C um residuo
de cisteina), respectivamente. As bibliotecas utilizadas para este trabalho foram
gentilmente cedidas por J. Scott, Universidade de Simon Fraser, Canada
(Bonnycastle, Mehroke, Rashed, Gong, & Scott, 1996).

Essas bibliotecas, foram amplificadas individualmente para posterior
utilizagdo nos pannings’Inicialmente estriou-se (17T 0/i K91 em meio LB sdlido e
incubou-se olelnight a 37 °C. Preparou-se um pré-inoculo a partir de uma
colbnia isolada de [I[1[oli K91 em 10 mL de meio LB liquido e incubou-se
olelnight a 37 °C a 250 rpm. O inéculo foi realizado a partir dos 10 mL do pré-
in6culo em 100 mL de meio LB liquido, o qual foi incubado até atingir absorbéancia
de 1,8 em comprimento de onda de 550 nm e deixado por 30 minutos a 37 °C a
50 rpm para formacgao dos pili. A inducao foi realizada com a infec¢gao dos fagos
nas bactérias [lColi K91 com a adicdo de 10" TU/mL da biblioteca em 100 mL
da cultura de bactérias [l oli K91 foi incubada por 10 minutos a temperatura
ambiente com agitagdo a cada 2 minutos. Para a amplificagdo, dividiram-se 100
mL da cultura de bactérias ([ Toli K91 infectadas em 2 Erlenmeyer contendo 200
mL de meio LB liquido cada um contendo 0,4 pg/mL de antibi6tico tetraciclina. O
sistema foi incubado por 30 minutos a 37 °C a 250 rpm. Ajustou-se a
concentracao de antibidtico tetraciclina para 20 ug/mL e incubou-se ol elnight a
37 °C a 250 rpm.

A cultura de bactérias [ oli K91 infectada foi dividida em tubos Nalgene
estéreis e submetidas a centrifugagdo por 20 minutos a 4 °C a 4000 rpm.
Recuperou-se o sobrenadante e transferiu-se o mesmo para tubos Nalgene
estéreis, aos quais adicionou-se 15% da solugao de PEG 8000 [20% 2,5 M NaCl]
e incubou-se em gelo ol elnight a 4 °C para precipitagdo dos fagos. Os tubos

foram submetidos a uma nova centrifugagao por 40 minutos a 4 °C e 8000 rpm,
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descartando-se o sobrenadante e utilizando 7,5 mL de TBS [tris 50 mM, NaCl
150 mM pH 7,5] para ressuspender o pellet /Apos incubacao por 30 minutos a
37 °C a 150 rpm a solucgao foi transferida para microtubos e centrifugada por 10
minutos a 4 °C a 15000 rpm. O sobrenadante foi transferido para um tubo estéril,
ao qual foram adicionados 15% da solu¢ao de PEG 8000/ NaCl incubando-se
ol elnight 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. Apds nova centrifugacado de 10 minutos
a4 °C a 1500 rpm, a solugao foi filtrada em filtro 0,22 um previamente umidecido

com TBS, recolhida em microtubos e congelada para posterior titulagao.

Novamente preparou-se um pré-inéculo a partir de uma colénia de [ oli
K91 em 10 mL de meio LB liquido e incubado olelnight a 37 °C a 250 rpm. O
in6culo foi realizado a partir dos 10 mL do pré-inéculo em 100 mL de meio LB
liquido e incubado até atingir densidade 6tica de 1,8 em comprimento de onda
de 550 nm e deixado por 30 minutos a 37 °C a 50 rpm para formagao dos pili. A
titulacao 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 pL
das diluicbes 108, 108 e 100 foram separadas para infectar individualmente 200
ML da cultura de [[oli K91, a qual se encontrava em fase exponencial. As
bactérias foram incubadas por 15 minutos a 37 °C sem agitagdo e 15 minutos a
37 °C a 250 rpm. De cada diluicdo, foram plaqueados 200 uL em meio LB sdlido

contendo tetraciclina a 20 ug/mL cujas placas foram incubadas ol elnight a 37°C.

3.2.2 Selegéao de ligantes peptidicos expressos na superficie de fagos- panning

A selecgao de ligantes peptidicos foi realizada de acordo com Scott & Smith
(1990), com algumas modificagées propostas por Capelli-peixoto et al. 2011 e
Lunder, Mojca Bratkovic, Tomaz Urleb & Kreft, Samo Strukelj, 2008 para

obtencgao de clones com maior afinidade e especificidade.
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Durante o Mestrado, foram testadas diferentes estratégias para verificar
qual seria a melhor delas para selecionar ligantes utilizando um peptideo como
alvo. A partir destes resultados, foi definido a utilizacdo de de 10 yg/mL de
pepb2a2 diluido em [oating [T1Te(NaHCOs 100 mM, pH 8,6) durante 48 horas
a 4 °C para imobilizagdo em uma microplaca de 96 pogos (Nunc-Immuno,
MaxiSorp F96, NUNC Brand Products, Roskilde, Dinamarca) como superficie.
Apos o periodo de imobilizagdo, a placa ficou 2 horas sob agitacao a 37 °C e

lavada 5 vezes por 2 minutos com tampé&o de lavagem TBS-T 0,05%.

Para bloqueio, incubou-se com uma solugao de bloqueio TBS-T 0,05%
[contendo 3% BSA, previamente filtrada a 0,22 um] por 2 horas sob leve

agitacao. 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 ol e’night 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
[T oli K91, a 37°C sob agitacao de 225 rpm ol elnight.

A eluicdo dos ligantes foi realizada utilizando a estratégia descrita por
Lunder, Mojca Bratkovic, Tomaz Urleb & Kreft, Samo Strukelj, 2008 que consistiu
na realizagéo de 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 n&o
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 ym] por 5 minutos sob
agitacdo. Os fagos que se ligaram ao peptideo foram recuperados com elui¢do
acida com sonicacao, no qual foi realizada a adigao de 100 uL/poco de tampéo
glicina [glicina-HCI 0,1 M, pH 2,2 contendo BSA 1 mg/mL, previamente filtrado a
0,22 ym] recoberta por um adesivo e imersa em banho-maria (50 Hz) durante 10

minutos.

Desta forma, os fagos que se ligaram ao peptideo foram recuperados e
recolhidos em um tubo Falcon e a solugao neutralizada (pH 7,0) com Tris-HCI [1
M pH 9,0]. Foi retirada uma aliquota de 20 uL para posterior titulagao parcial dos

fagos.
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Preparou-se um pré-indculo a partir de uma coldnia de [T oli K91 em 10
mL de meio LB liquido o qual foi incubado ol elnight 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 e
incubado até atingir densidade otica de 1,8 no comprimento de onda de 550 nm

e deixado por 30 minutos a 37 °C a 50 rpm para formacgao dos pili.

Para a infec¢cao dos fagos nas bactérias os 10 mL da solugdo 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 agitagdo. As solugdes foram colocadas em 100 mL de meio LB
contendo 0,02 ug/mL de tetraciclina e entdo deixadas por 30 minutos sob rotagcéo
de 225 rpm para obter a indugéo, posteriormente ajustada a concentragao final

de tetraciclina para 20 ug/mL e incubou-se olelnight a 37 °C a 225 rpm.

Transferiu-se o conteudo 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 inverséo e incubou-se em gelo ol elnight a 4 °C para precipitacdo dos
fagos. Preparou-se um pré-inéculo em um tubo de 50 mL contendo 10 mL de
meio LB utilizando uma coldnia isolada da bactéria [1[1[oli K91, a 37 °C sob

agitacéo de 225 rpm ol elnight.

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 solucado TBS e incubado por 30 minutos a 37 °C a 150
rom. Transferiu-se para microtubos e foram centrifugados por 10 minutos a
15000 rpm a 4 °C para eliminar os possiveis restantes celulares. Foram retirados

20 uL para posterior titulacéo e o restante foi congelado.

Foi realizado um pré-indculo a partir de uma colénia de [T oli K91 em 10
mL de meio LB liquido e incubado olelnight a 37 °C a 250 rpm. O inéculo foi
realizado a partir dos 10 mL do pré-inéculo em 100 mL de meio LB liquido,
incubado até atingir densidade 6tica de 1,8 em 550 nm e deixado por 30 minutos

a 37 °C a 50 rpm para formacéao dos pilil’
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Infectaram-se 200 pL das bactérias K91 previamente preparadas com 10
ML de cada uma das diluigées de fagos. Incubou-se por 15 minutos a 37 °C sem
agitacéo e posteriormente por mais 15 minutos a 37 °C a 225 rpm. Utilizou-se
200 pL das bactérias infectadas para titulagdo e plaqueou-se em LB sélido
contendo 20 ug/mL e as placas foram deixadas olelnight a 37 °C. No dia

seguinte, contou-se o numero de colbnias.

%H%, %lMLHM ..papb:z
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Figura 11 - ESQUEMA DA SELECAO POR PH[II[] IO peptideo pepb2a2 foi
imobilizado em microplaca na concentracdo de 10 ug/mL para reconhecimento do pool das
bibliotecas de fagos no panningrTFONTE: FONTE: A autora (dissertagdo de mestrado, 2014).

3.2.3 [l Téening dos clones por ELISA

Os clones obtidos nos pannings foram coletadas cada uma das colénias
e cultivadas individualmente em microtubos contendo 250 uL de meio LB
contendo 20 mg/mL de antibiotico tetraciclina, com excecdo da bactéria K91
utilizada como controle negativo, as quais foram incubadas olelnight a 37 °C a
250 rpm. As amostras foram submetidas a centrifugacéo e os sobrenadantes

foram testados em monoplicatas por ELISA.
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Em uma placa para ELISA foi imobilizado o pepb2a2, em cada uma das
diferentes estratégias, em uma concentragcéo de 10 ug/ mL em 10 mL de [oating
"11Tel(NaHCOs 100 mM pH 8,6) e a placa foi incubada ol elnight em geladeira.

Entre cada etapa a placa foi lavada 4 vezes com solugao de lavagem.

O bloqueio dos sitios livres foi realizado utilizando solugéo de caseina 2%
em PBS durante 1 hora a 37 °C. Adicionaram-se os 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 interagdo alvo-fago foi adicionado o anticorpo anti-fago
M13 conjugado a peroxidase, diluido 1:400 em tamp&o de incubagao e incubou-
se durante 1 hora a 37 °C. Os pocos foram lavados por 6 vezes e a placa foi
revelada com 100 uL de solucédo reveladora [2 mg de OPD em 10 mL de tampéao
citrato e 2 yL de H202] e incubada por 20 minutos protegida da luz. A interrupgéo
da reacao foi feita com 20 uL de solugao stop (acido sulfurico 1:20) e realizada

a leitura espectrofotométrica a 490 nm.

pepb2a?

f Fagos
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Figura 12 - ESQUEMA DO FORMATO DO ELISA DOS FAGOS. Amostras contendo 1ug dos
pepb2a foram imobilizadas em placas de 96 pogos. Adicionaram-se os fagos, o conjugado anti-
M13 (1:400) marcado com peroxidase e seu o substrato especifico. A leitura da absorbancia das
amostras foi determinada em 490nm. FONTE: A autora (dissertacdo de mestrado, 2014).
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3.2.4 Avaliacao da reatividade e especificidade dos clones por ELISA

Apos o slleening dos clones utilizando o sobrenadante, foram
selecionados os fagos que apresentaram maior reatividade para testes

posteriores de caracterizagéo.

Um ensaio de ELISA foi realizado com o mesmo formato descrito
anteriormente no item 3.2.3, utilizando 10 pg/mL de pepb2a2, pepb3a2 ou
pepela2 imobilizados na microplaca e testados os clones previamente
selecionados no sl ening em diferentes concentragdes (1010, 10° e 108 TU/mL)
e utilizou-se o fago silvestre como controle negativo. A analise estatistica foi
realizada utilizando ANOVA.

)

Figura 13 - ESQUEMA DO FORMATO DO ELISA DE REATIVIDADE. Amostras contendo 10 pg/
mL dos pepb2a2, pepb3a3 e e1a2 foram imobilizadas em placas de 96 pocos. Adicionaram-se
os fagos, o conjugado anti-M13 (1:400) marcado com peroxidase e seu o substrato especifico.
A leitura da absorbancia das amostras foi determinada em 490 nm; FONTE: A autora
(dissertacao de mestrado, 2014).

3.2.5 Avaliacdo da capacidade de competicdo dos fagos com o anticorpo

monoclonal pelo pepb2a2

A fim de se verificar a afinidade dos fagos pelo pepb2a2, um ensaio de

ELISA de competicdo foi realizado utilizando o mesmo formato descrito
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anteriormente no item 3.2.3, na qual incubaram-se os fagos em diferentes
concentragdes previamente ao anticorpo monoclonal anti-b2a2 1:150.000 (Cell
Signling L99H4) em duplicatas e utilizou-se o fago silvestre como controle

negativo.

Como anticorpo secundario, adicionou-se o0 anticorpo anti-lgG de
camundongo conjugado a peroxidase, diluido 1:4000 em tamp&o de incubagao

durante 1 hora a 37 °C. A analise do desvio padrao foi realizada com o programa

LA

Figura 14 - ESQUEMA DO FORMATO DO ELISA DE COMPETICAO. Amostras contendo 10 pg/
mL do pepb2a2 foram imobilizadas em placas de 96 pocos. Adicionaram-se os fagos em
diferentes concentragdes previamente, o anticorpo anti-b2a2 e o conjugado anti-IgG de
camundongo marcado com HRP (1:4000). A leitura da absorbancia das amostras foi determinada
em 490. FONTE: A autora (dissertacao de mestrado, 2014).

Microsoft Excel.

3.3 PROCESSAMENTO DO DNA VIRAL E SEQUENCIAMENTO DO CLONE
13S

O clone selecionado, chamado de 13S, se mostrou bastante promissor
nos ensaios de caracterizacao, desta forma, o DNA viral foi processado para
obter a sequéncia nucleotidica que codifica o peptideo apresentado por ele. Para
tanto, o DNA foi extraido conforme protocolo descrito para kit Qiagen® 27704 —

QlAprep spin M13 (Qiagen, Alemanha).
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Bactérias infectadas com fagos individualizados foram cultivadas em 10
mL de meio LB, sob agitacdo constante a 250 rpm por 5 horas a 37 °C. Apos
centrifugacgéo a 4°C e 2.630 g por 20 minutos, os sobrenadantes contendo fagos
foram transferidos para microtubos esterilizados e centrifugados novamente nas
mesmas condi¢des, seguindo a partir desta etapa o protocolo do fabricante. A
concentracdo final dos acidos nucléicos foi dosada pelo espectrofotdmetro
Nanodrop (Thermo Scientific, Estados Unidos) e as amostras foram congeladas
a -20° C.

A reacgdo de sequenciamento foi realizada de acordo com o protocolo do
kit Big Dye Terminator Cycle Sequencing (Applied Biosystems, Estados Unidos)
com 100 ng de DNA amplificado, contendo 1 uL de tampao Big Dye e 0,5 pL de
primer Zhong (Zhong et al., 1994) 10 pmol (5 AGT AGC AGA AGC CTG AAG
A 3%) ou Claude (Villard, Piquer, Raut, Le, & Granier, 2002), completando para
10 uL de reacdo em agua DEPC. Foram utilizadas as seguintes condi¢des de
sequenciamento: 1 minuto a 96°C para desnaturacao inicial do DNA, seguido por
30 ciclos de desnaturacado a 96°C por 10 segundos, anelamento a 50°C por 5
segundos e extenséo final a 60°C por 4 minutos. Para precipitagdo e purificagéo
adiciou-se 10 pL de agua ultrapura, 2 yL de acetato de amdnio (7,5 M) e 66 pL
de etanol absoluto, que foram incubados por 10 minutos a -20°C. Os tubos foram
centrifugados a 17.760 g por 25 minutos, o sobrenadante foi removido por
inversdao em papel absorvente. Foram adicionados 100 pyL de etanol 70%, os
quais foram centrifugados a 17.760 g por 5 minutos. O etanol foi removido e o
tubo mantido em estufa a 37°C por 30 minutos para permitir a secagem. Todas
as amostras testadas foram armazenadas a -20°C. A amostra foi submetida para
sequenciamento no sequenciador automatico Applied Biosystems 3130 (Thermo

Sicentific, Estados Unidos), no qual a sequéncia obtida foi analisada.
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3.3.1 Analise do sequenciamento

As sequéncias nucleotidicas obtidas foram avaliadas quanto a presenca
de “CC TTC TGC AGC” antes do inicio do inserto e “GGC AAA” no final deste. A
partir da sequéncia inserto realizou-se a analise de traducao utilizando o

programa de tradugao (Proteomics) disponivel no enderego www.expasy.ch.

3.4 SINTESE DO PEPTIDEO SOLUVEL

Uma vez obtida e analisada a sequéncia referente ao peptideo expresso
pelo clone 13S, o peptideo ligante de 17 aminoacidos, chamado de NMY, foi
sintetizado pela empresa Aminotech (Sdo Paulo, Brasil) com pureza = 95%
contendo uma cisteina na porgcdo N-terminal da molécula. A cisteina confere ao
peptideo a possibilidade de ser conjugada covalentemente via extensdao C-
terminal a diversas proteinas, como albumina sérica bovina ou ovalbumina
(77120, Thermo Scientific, Estados Unidos), como descrito por Capelli-peixoto et
al.,, 2011. Em sintese, a proteina carreadora, previamente diluida em PBS, foi
ativada pelo crosslinker sulfo-SMCC (sulfosuccinimidil 4-(N-maleimidometil)
ciclohexano-1- carboxilato) (22322B, Thermo Sicentific, Estados Unidos). Apos
uma hora sob agitacdo constante em temperatura ambiente, apenas a proteina
carreadora ligada ao linlelJé recuperada através de coluna Pd-10 (GE Health
Care, Inglaterra). A proteina ativada foi colocada sob reagao por 2 horas com o
peptideo em temperatura ambiente, sob agitagdo constante e protegido da luz.
O tampao contendo cisteina foi adicionado para bloquear os sitios livres e os

peptideos conjugados foram separados em aliquotas estocadas a -20°C.
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3.4.1 Conjugacao do ligante a diferentes moléculas

O NMY sintético foi conjugado as moléculas de biotina e FITC para
marcacgao e detec¢ao do nosso ligante. Inicialmente foi realizado o protocolo de
acoplamento com biotina com a finalidade de marcar nosso ligante com uma
molécula capaz de amplificar o sinal de deteccao. Diante disso, a conjugacgao
com biotina EZ-Link Sulfo-NHS-LC- Biotin (21335, Thermo Scientific, Estados
Unidos) foi realizada de acordo com as recomendagdes do fabricante com

modificagdes, utilizando apenas 10% de excesso de biotina.

Ainda, o NMY foi conjugado a FITC, uma molécula fluorescente mais
utilizada devido sua alta eficiéncia como fluoréforo e estabilidade do conjugado.
Ainda, sua marcacado € direta, isto €, ndo necessita da adicdo de nenhuma
molécula secundaria marcada para detecc¢do. FITC reage com o0s grupos amino
livres das proteinas para formar conjugados estaveis e possui absor¢ao maxima
a 525 nm. Para tanto, a conjugag¢ao com FITC (F7250, Sigma-Aldrich, Estados
Unidos) foi realizada de acordo com o protocolo do fabricante na proporgéo FITC/
peptideo de 0,06.

3.5 CARACTERIZACAO DO PEPTIDEO LIGANTE NMY POR ELISA

3.5.1 Conjugacéo e caracterizacao dos peptideos das fusdes ao BSA

Os peptideos representativos das fusées (pepb2a2, pepb3a2 e pepe1a?2)

foram conjugados a proteina carreadora BSA ([ oline se(ll ] alll11in) de acordo
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com as orientagcbes do fabricante Thermo Scientific com adaptagoes.
Inicialmente, para a ativacdo do BSA utilizou-se a relagao 2:1 de BSA:peptideo,
a partir do BSA na concentragdo 10 mg/mL em 4 mL de PBS. Dissolveram-se
24 mg de s[ITiniClidylTITTTaleillidollethyl”] [yllohelanellllallol ylate
(SMCC) em 240 uL de dimetilformamida. As duas suspensdes foram incubadas

por 1 hora a temperatura ambiente sob leve agitagcéo protegida da luz.

Para a separagao 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 o BSA ativado, iniciando-se a elui¢do 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 fragao foi realizada em 280 nm na diluicao
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 de cada peptideo.

A solugédo de peptideo foi preparada com concentragcdo de 5 mg/mL.
Adicionaram-se 5 mg dos peptideos para 1 mL de BSA-SMCC e incubou-se por
2 horas a temperatura ambiente sob leve agitagao protegida da luz. Para o
bloqueio das cisteinas livres foi utilizado uma solugao de cisteina 5 mg/mL 1 mM
e incubada por 20 minutos a temperatura ambiente sob agitagdo protegida da
luz. As amostras foram aliquotadas e congeladas.

As amostras conjugadas foram dosadas pelo método de Bradford
(Bradford, 1976) e foram devidamente caracterizadas visando comprovar a
eficacia na conjugacéao, fundamental para garantir sua aplicabilidade em etapas
posteriores. Para tanto, realizou-se uma eletroforese de proteinas, utilizando um
gel de separacgao de acrilamida 10% (Laemmli, 1970) com 10% de dodecil sulfato
de sodio (SDS) para migragdo das amostras conjugadas com BSA. Estas
amostras foram diluidas 1:2 em tampao de amostra sob condi¢cdes 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 B-mercaptoetanol 5% (v/v)] e fervidas por 5 minutos.
Foram aplicados 5 ug 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).
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Para coloracdo do gel foi utilizada solugdo de Coomassie R-250 [1%
Coomassie Brilliant Blue R-250, 10% acido acético e 50% metanol] por 30
minutos para revelacdo e o excesso de corante foi removido com solugéo

descorante [10% acido acético].

3.5.2 Avaliacao da reatividade e especificidade do ligante NMY

Realizou-se um ensaio de ELISA para verificar a reatividade do ligante
sintético NMY frente ao pepb2a2 conforme formato ja descrito no item 3.2.3,
utilizando 0,3 ug/mL de pepb2a2 conjugado a BSA e diferentes concentragdes
do ligante biotinilado com adigdo posterior de estreptavidina conjugada a

peroxidase.

*HRP

bi])tina

o0 ¢
HE §

Figura 15 - ESQUEMA DO FORMATO DO ELISA DE REATIVIDADE NO NMY BIOTINILADO.
Amostras contendo 0,3 pg/ mL do pep conjugados a BSA foram imobilizadas em placas de 96
pocos. O ligante NMY conjugado com biotina foi adicionado em diferentes concentragbes e a
detecgéo foi realizada com o conjugado estreptavidina-HRP (1:10000). A leitura da absorbancia
das amostras foi determinada em 490 nm. FONTE: A autora (2018).
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3.5.3 Avaliagcdo da capacidade de competicdo do NMY pelo anticorpo

monoclonal

A fim de se verificar a afinidade do ligante NMY pelo pepb2a2, um ensaio
de ELISA de competicao foi realizado conforme descrito no item 3.2.5, na qual
diferentes concentragdes do NMY foram incubados previamente ao anticorpo
monoclonal anti-b2a2 1:150.000 (Cell Signling L99H4). O anticorpo anti-IgG de
camundongo conjugado a peroxidase foi utilizado na diluicdo de 1:4000 durante

1 hora a 37 °C para detecgao do ensaio.

Figura 16 - ESQUEMA DO FORMATO DO ELISA DE COMPETICAO. 0,3 ug/ mL do pepb2a2
conjugado a BSA foi imobilizado em placas de 96 pocos. O ligante NMY foi adicionado em
diferentes diluicdes previamente ao anticorpo anti-b2a2 (1:150.000). A reatividade foi detectada
utilizando o conjugado anti-lgG de camundongo marcado com HRP (1:4000). A leitura da
absorbancia das amostras foi determinada em 490nm. FONTE: A autora (2018).
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3.6 CARACTERIZACAO DAS INTERACOES DO LIGANTE PEPTIDICO POR
D000 E DOOO0mo ooooomo

A técnica de spot synthesis (Frank, 2002) baseia-se na sintese de
peptideos paralelos sobre membrana de celulose e é realizada uma substituicdo
pontual em um residuo da sequéncia por um aminoacido de carater neutro, seja

ela alanina ou glicina quando ocorre a presenga deste aminoacido na sequéncia.

3.6.1 SINTESE DE PEPTIDEOS SOBRE MEMBRANA DE CELULOSE

Foram sintetizados spots em uma membrana de celulose contendo
grupamentos hidroxila conjugados ao espagador polietilenoglicol (PEG) ligado a
fluorenylmethyloxycarbonyl (Fmoc) utilizando um sintetizador automatico Intavis
Bioanalytical Instruments (Koln, Alemanha). Os spots controles correspondem
as sequéncias aminoacidicas correspondente de cada fusdo, contendo 13
aminoacidos. Em cada spot seguinte houve a substituicdo pontual de cada
residuo por um aminoacido neutro- a alanina ou por glicina quando houvesse a
presenca desta na sequéncia. Ainda, foram sintetizados spots correspondentes
a sequéncia normal de ABL1 e BCR. A sintese da membrana de spot foi
realizada pelo professor Dr. Ricardo Machado-de-Avila da Universidade do
Extremo Sul Catarinense (UNESC), Criciuma-SC (quadro 1).

pepb2a2 I-P-L-T-I-N-K-E-E-A-L-Q-R
A-P-L-T-I-N-K-E-E-A-.L-Q-R
I-A-L-T-I-N-K-E-E-A-L-Q-R




-P-A-T-I-N-K-E-E-A-L-Q-R

I-P-L-A-I-N-K-E-E-A-L-Q-R

I-P-L-T-A-N-K-E-E-A-L-Q-R

I-P-L-T-I-A-K-E-E-A-L-Q-R

I-P-L-T-I-N-A-E-E-A-L-Q-R

I-P-L-T-I-N-K-A-E-A-L-Q-R

I-P-L-T-I-N-K-E-A-A-L-Q-R

I-P-L-T-I-N-K-E-E-G-L-Q-R

I-P-L-T-I-N-K-E-E-A-A-Q-R

I-P-L-T-I-N-K-E-E-A-L-A-R

I-P-L-T-I-N-K-E-E-A-L-Q-A

pepb3a2

G-F-K-Q-S-S-K-A-L-Q-R-P

A-F-K-Q-S-S-K-A-L-Q-R-P

G-A-K-Q-S-S-K-A-L-Q-R-P

G-F-A-Q-S-S-K-A-L-Q-R-P

G-F-K-A-S-S-K-A-L-Q-R-P

G-F-K-Q-A-S-K-A-L-Q-R-P

G-F-K-Q-S-A-K-A-L-Q-R-P

G-F-K-Q-S-S-A-A-L-Q-R-P

G-F-K-Q-S-S-K-G-L-Q-R-P

G-F-K-Q-S-S-K-A-A-Q-R-P

G-FK-Q-S-SK-A-L-A-R-P

G-FK-Q-S-S-K-A-L-Q-A-P

G-F-K-Q-S-S-K-A-L-Q-R-A

pepela2

G-A-F-H-G-D-A-E-A-L-Q-R-P

A-A-F-H-G-D-A-E-A-L-Q-R-P

G-G-F-H-G-D-A-E-A-L-Q-R-P

G-A-A-H-G-D-A-E-A-L-Q-R-P

G-A-F-A-G-D-A-E-A-L-Q-R-P

G-A-F-H-A-D-A-E-A-L-Q-R-P

G-A-F-H-G-A-A-E-A-L-Q-R-P

G-A-F-H-G-D-G-E-A-L-Q-R-P

G-A-F-H-G-D-A-A-AL-Q-R-P

G-A-F-H-G-D-A-E-G-L-Q-R-P

G-A-F-H-G-D-A-E-A-A-Q-R-P

G-A-F-H-G-D-A-E-A-L-A-R-P

G-A-F-H-G-D-A-E-AL-Q-A-P

G-A-F-H-G-D-A-E-AL-Q-R-A

spale
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" pepBCR  V-H-S-I-P-L-T-I-N-K-E-D-D
pepBCR V-H-S-I-P-L-T-I-N-K-E-D-D
PepABL1 S-C-Y-L-E-E-A-L-Q-R-P-V-A
PepABL1 S-C-Y-L-E-E-A-L-Q-R-P-V-A

Quadro 1 — DESCRIGAO DAS SEQUENCIAS AMINOACIDICAS SINTETIZADAS EM CADA
SPOT DA MEMBRANA.

3.6.2 Reatividade do NMY-FITC frente aos peptideos sintéticos lineares

Inicialmente a membrana foi ativada com metanol absoluto por 5 minutos
e entdo foi lavada trés vezes com tampéao TBS (KCI 0,002 mol/l, Tris 0,05 mol/l
em salina, pH 7.4) e incubada sob agitacdo ol elnight com solugao de bloqueio
3% BSA em TBS-Tween 20 0,05% (TBS-T). Apos bloqueio, a membrana foi
lavada com TBS-T 0,05% e incubada com 200 ng/mL de NMY-FITC a 37 °C sob
agitacao olelnight. Um peptideo irrelevante conjugado a FITC (pep IR-FITC) foi
testado como controle negativo sob as mesmas condi¢gdes. A reacao foi
detectada e analisada no Carestream Molecular Imaging (Carestream Health,
Estados Unidos). Posteriormente as proteinas presentes nos spots foram
confirmadas utilizando Ponceau 0,2% e 10% de acido acético.

ApOs cada ensaio € necessario realizar a regeneracao da membrana de
spot’Inicialmente, a membrana € lavada durante 10 minutos, trés vezes, com
uma solugdo denominada de reagente A (uréia 8 mol/L, SDS 1% (p/v) e B-
mercaptoetanol 0,1% (v/v)). Posteriormente, a membrana €& incubada com
reagente B (etanol/agua/acido acético 5:4:1) por 10 minutos, trés vezes e,
subsequentemente, lavada com metanol. Apos secagem a frio, a membrana esta

pronta para ser bloqueada novamente ou ser armazenada a —20 °C.
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3.7 ANALISE DOS RESIDUOS DE AMINOACIDOS E DA CONFORMACAO
ESTRUTURAL DAS FUSOES

Para fins de analise e caracterizacido das interacdes, foram realizados os
alinhamentos dos aminoacidos correspondentes das fusbes (pepb2a2, pepb3a2
e pepela2) utilizando o programa Clustal O 1.2.4 multiple sequence aligment.
Ainda, a predi¢ao dos modelos das estruturas conformacionais das fusées foram
geradas utilizando a plataforma online I-TASSER e o programa de bioinformatica
Chimeric 1.13.1rc.

3.8 ENSAIO PARA DETECGCAO DA PROTEINA RECOMBINANTE b2a2BCR-ABL!
UTILIZANDO UM MODELO CELULAR

Para verificar se o ligante NMY seria capaz de detectar a proteina b2a2
BCR-ABL1 foi realizado um ensaio in [(jtlo. Células HEK 293 T foram
transfectadas com o plasmideo correspondente a fusdo b2a2 para expressao da
proteina intracelular. Entretanto, para que esse teste fosse possivel, o plasmideo
P210 pcDNA3 (desenvolvido por Warren Pear (He et al., 2002) contendo o
transcrito b3a2 foi adquirido comercialmente (#27481, Addgene, Estados
Unidos) e deste, 75 pares de bases foram removidos de forma a se obter a
proteina b2a2BCRABLT Ag estratégias de biologia molecular para a obtengao do

plasmideo contendo b2a2BCR-ABL1 serjo descritas a seguir.
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HEK 293T

Figura 17 - ESQUEMA DA DETECCAO DA PROTEINA BCR-ABL1 PELO NMY-FITC EM
MODELO CELULAR. HEK 293 T transfectadas com o plasmideo Pb2a2 foram permeabilizadas
e adicionado o NMY-FITC para detecg¢ao da proteina BCR-ABL1 citoplasmatica FONTE: A autora
(2018).

3.8.1 CONSTRUGAO DE UM VETOR CODIFICANTE PARA b2a2 BCR-ABL1-
Pb2a2

Foi necessaria a construgao de um plasmideo referente a fusao b2a2 para
realizagdo do ensaio de detecgdo da proteina recombinante b2a2BCRABLT yma
vez que este ndo se encontra disponivel comercialmente. Para este fim,

utilizamos um vetor construido com a fusdao b3a2 como molde.

A partir da analise deste plasmideo, verificou-se a presenca de 75 pares
de bases que flanqueiam as regides de interesse para obter a sequéncia
codificante IPLTINKEEALQR, correspondente a fusdo b2a2.
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ttccgetga tcaataaggaagcccttcagcggccagta
(i ] 1 1
T T T T T T T T
taaggcgactggtagttattccttcgggaagtcgccggtcat

B2a2 BCR | Y
| 75 bp

1 P [, i I N K E A L Q R PV

ittcegetga 1tcaataaggafgatgatgagtctccggggctetatgggtttctgaatgtcatecgtccactcageccactggatttaagcagagttcaaadgeccttcageggecagta
! ! ! 1 L 1 1 ] L ] 1 ] " I | I 1 1 L ] ! l I |

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

tggtagttattcctfctactactcagaggccccgagatacccaaagacttacagtagcaggtgagteggtgacctaaattcgtctcaagtttycgggaagtcgecggtcat

5222 BCR | unwanted DNA
b3a2 BCR

P—— |
CMV-E (769 .. 789)

T7 (863 . 882) b3a2 BCR
HindlIl (888)

Kpnl (899)

(12,077 .. 12.096) Amp-R

IOUI 200'
(10.775 .. 10.794) pBR32Zori-F
7 N
(10,524 . 10.541) L4440 v
: g / \
(10.306..10.326) M13/oUC Reverse v BN [ ] unwanted DNA
(10.214 .. 10.233) EBV-rev /
(10.160 .. 10.179) SVAOpA-R / \ b2a2 BCR ABL

(9209 .. 9228) Neo-R
(9001 .. 9020) SV4Opro-F ="
(8754 .. 8774) pBABE 3'
(8614 .. B635) Flori-F
(8404 .. 8423) Flori-R

e /

Kenl (4144)

(8041 .. 8058) BGH-rev
(8004 .. 8021) SP6

Figura 18 - ESQUEMA REPRESENTATIVO DO MAPA E SEQUENCIAS DO VETOR P210
pcDNA3. Barra abaixo da sequéncia nucleotidica: azul claro- regido de quebra b2 em BCR, azul
escuro- regiao de quebra b3 em BCR, rosa- regido da quebra em a2 em ABL1, vermelho- regido
a ser deletada. FONTE: A autora (2018).

Para a delecdo da regidao foram realizadas diferentes estratégias
baseadas na metodologia de delegdo de DNA plasmidial por PCR (Hansson,
Rzeznicka, Rosenba, Hansson, & Sirijovski, 2008). Esta baseia-se na
amplificagdo de um vetor deletando-se uma regido a partir da utilizagdo de um

par de plil]lel$ complementares.

Para proceder com a deleg¢ao da regido de 75 pb a partir da PCR foram
desenhados um par de plillels de 38 bp. O plillelllol]ald, chamado de 3, foi
concebido como o complemento inverso de uma sequéncia correspondente a 19
pb a que antecede a regido do DNA a ser eliminado e seguido de 19 pb igual a

sequéncia posterior (5-
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TGACCATCAATAAGGAAGAAGCCCTTCAGCGGCCAGTA-3). O  pililel]
‘el else, chamado de 4, foi projetado da mesma forma, mas corresponde a fita
complementar, isto €, a sequéncia do primer € idéntica a sequéncia primaria do
plasmideo (5-TACTGGCCGCTGAAGGGCTTCTTCCTTATTGATGGTCA-3'.

1 | iagatgatgagtetccgggoetetatgggtttctgaatgteategtecactecagecactggatttaageagagttcaaaageccttecagegyccagta
! L ! ! ! i ! 1 1 Il 1 I 1 1 1 Il 1 L 1 L 1 L |
T ¥ T T T v T T T T T T T T T T T T T T T L T

ctactactcagaggccccgagatacccaaagacttacagtagcaggtgagtcggtgacctaaattegtetcaagttttecgggaagtegeeggtcat

CIER I S S
b3a2 BCR

I P L T 1 N K E D D B s P G L h G F L N v v H = A T G E K Q 5 S K A L Q R P v

Primers 38 bp

Primer 4

SACCATCAATAACOARS RRTGET CAGCGGCCAGIA

Y atgatgagtct 0008 tatgggtttctgaatgtcatcgtccactcagccactpgattraagecagagttcaaaagccctitcageggccagtag!
1 1 } 1 1 1 I il L 1 3 1 1 ] 1 1 Il ] L 1 i 1 1 1
X T L T L T ¥ T L] L T T L: T L2 T . T 2 L] ¥ T ¥ T

L tactactcagaggccccgagatacccaaagacttacagtagcaggtgagtcggrgacctaaattcgtctcaagttttcggoaagtcgecgotcatcy

I P L T 1 N K E [+] o E s P G L Y G F L N v I v H s A i G E K Q s s K A L Q R P N i
785 720 795 800 = BOS 810 815 820

Figura 19 - ALINHAMENTO DOS PRIMERS NAS SEQUENCIAS DE INTERESSE DO
GENES.Os nucleotideos a serem deletados estao flaqueados pelos plille($. FONTE: A autora
(2018).

Ainda, foi necessaria a construgdo de dois primers de 20 pb (plilel]
‘ollald, chamdo de 1, 5- GCAAGGCTACGGAGAGGCTG-3 e plillell[elelsel]
chamado de 2, 5- ACTGGGTCCAGCGAGAAGGT-3’) entre a regiao a ser

deletada para posterior amplificagdo e sequenciamento.
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3.8.2 Primeira estratégia de delegéo utilizando-se primers de 38 pares de bases

Primeiramente, o plasmideo P210 pcDNA3 adquirido comercialmente e
enviado pela empresa foi clonado em [l oli DH5a, a qual foi isolada em placa
LB agar com ampicilina e olelnight a 37 °C. Assim, a partir de uma colbnia
isolada foi realizado um pré-indéculo com 10 mL de meio liquido LB a 37°C e 250
rom ol elnight para realizacao da extracdo do DNA plasmidial (L[Jinipléep), o qual
foi purificado utilizando-se o kit MSB® Spin PCRapace (Stratec, Berlin,
Germany) nas condigbes descritas pelo fabricante, dosado em
espectrofotometro [lanodiop 2000 (Thermo Scientific, Estados Unidos) e

armazenado a -20 °C.

A estratégia para a delecao dos 75 pb do vetor da regidao sem interesse
no vetor b2a2BCR-ABLT foi realizada de acordo com o protocolo proposto por
Hanson et al., 2008, com modificagdes. Resumidamente, foi adicionado 0,2 uM
de cada um dos pliilels 3 e 4, 50 ng de DNA, 0,2 mM de cada base de dNTP
para volume final de 50 pl de reacédo. Diferentes polimerases foram testadas,
dentre elas [lallplatl’s (Thermo Scientific, Estados Unidos), (111 (Ngrholm, 2010)
e Phusion High fidelity DNA Polymerase (New Englands Biolabs, Estados
Unidos). As condigdes da reagédo de amplificagdo foram: 5 minutos a 95 °C para
desnaturacao inicial do DNA, seguido por 35 ciclos de desnaturagao a 95 °C por
1 minuto, anelamento a 62 °C por 1 minuto e extensao a 72 °C por 3 minutos,
com extensao final a 72 °C por 7 minutos. Apds a PCR foi realizada a digestao
com 2 U [pnl (Fermentas, Estados Unidos) com adicdo de MgSO4 para
concentragao final de 10 mM por 2 horas a 37 °C para degradar o plasmideo

molde.
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3.8.3 Segunda estratégia de delecao por clonagem da regido a ser deletada em

vetor menor PBlueScript (PBS)

Tendo em vista que a grande extensao do vetor P210 pcDNA3 (12,450
pb), outra estratégia utilizada foi a clonagem da regido a ser deletada em um
vetor menor. Uma vez que a regidao em questdo estava flanqueada pelas
enzimas de restricdo [pnl] e [ind1 foi escolhido o vetor pBlueScript
(Bartholomeu et al.,, 2003) para clonagem por conter estes dois sitios de

restrigao.

Os dois plasmideos foram submetidos a cortes enzimaticos com Cpnile
[indIOs cortes nao foram realizados com as duas enzimas ao mesmo tempo
devido as incompatibilidades entre os tampdes e as especificacbes/ restricdes
de cada uma. Primeiramente, foi realizado o corte com a enzima [pn(]
(Fermentas, Estados Unidos) com seu tampao especifico [I[1Tel1[1ni[ e por 2

horas 37 °C e posterior 5 minutos a 56 °C para inativagao da enzima(

O produto da reacao foi submetido a precipitagao ol elnight a -20 °C com
2 uL de acetato de sddio, 125 uL de etanol absoluto gelado e 1 uL de glicogénio.
No dia seguinte o microtubo foi submetido a centrifugagdo a 17.760 g por 25
minutos, sendo o conteudo removido por inversao em papel absorvente. Para
purificacédo, foram adicionados 100 uL de etanol 70%, a solugao foi centrifugada
a 17.760 g por 5 minutos. O etanol foi removido e o tubo mantido em estufa a
37°C por 30 minutos para permitir a secagem. Posteriormente, foi adicionada a
enzima [lind/(Fermentas, Estados Unidos) em [ilITel]1led para corte por 2

horas a 37 °C e posterior inativagdo da enzima.

Os produtos da digestdo enzimatica de ambos plasmideos foram
separados em gel de agarose 2% e o fragmento de interesse flaqueado por [pn(]
e LindIdo vetor P210 pcDNAS3 foi cortado do gel e purificado utilizando o GE
Health Care ilustra™ GFX™ PCR DNA and gel band purification kit (GE Health
Care, Inglaterra) de acordo com as recomendacgdes do fabricante. O mesmo foi
realizado para obtencao do vetor pBlueScript. Uma vez purificados, foi realizada

a ligagao do inserto do P210 pcDNAS3 no vetor pBlueScript utilizando 1 pyL da
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enzima [ ligase (Promega, Brasil) olelhight a 16 °C. No dia seguinte, incubou-

se a reagao 1 hora a 72 °C para inativacdo da enzima.

/,:_.;;- — -_;I:: S ;_\::‘\
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Figura 20 - ESQUEMA REPRESENTATIVO DA OBTENCAO DO VETOR PBlueScript
CONTENDO A REGIAO DE INTERESSE DA JUNCAO BCR COM ABL1 PROVENIENTE DO
VETOR P210 pcDNA3. O vetor resultante foi submetido @ PCR de dele¢cdo. FONTE: A autora

(2018).

O produto resultante desta clonagem foi utilizado como DNA molde para

realizacao da PCR de delecao utilizando as condi¢des detalhadas no item 3.8.1

com [ polil]elase. O produto da PCR foi submetido a digestao por 1 hora com

[pn_e transformado em (I "oli DH10B quimiocompetentes.

Para preparacao das bactérias, 50 mL de cultura em meio LB (pH 7,0 (1%

(w/v) peptona, 0,5% (w/v) extrato de levedura e NaCl 0,170 M) em fase

exponencial (densidade optica A600 nm 0,4-0,7) foram centrifugados a 5.000 g
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por 10 minutos a 4 °C e ao pellet foram adicionados 25 mL de cloreto de calcio
(CaCl2 0,1 M). As bactérias foram mantidas a temperatura de 4 °C por 1 hora e,
apos nova centrifugacao a 5.000 g por 10 minutos a 4 °C com a adigdo de 2 mL
de CaCl2.

Para a transformacao, um volume de 100 uL de bactérias competentes
adicionado de 150 ng do vetor molde foi mantido a 4°C durante 30 minutos. Para
transformacao propriamente dita, as bactérias foram submetidas a um choque
térmico a 42° C por 1 minuto € 5 minutos a 4° C. Posteriormente, foram
adicionados 400 pL de meio S.0.C. (2% triptona, 0.5% extrato de levedura, 10
mM NacCl, 2.5 mM KCI, 10 mM MgClI2, 10 mM MgSO4 e 20 mM de glucose) . As
bactérias foram mantidas a 37°C por 45 minutos sob agitagcao de 150 rpm antes
da semeadura em meio LB agar, com ampicilina e incubadas a 37°C olelnight.
As colbnias isoladas transformadas, foram selecionadas e colocadas em meio
LB liquido para o crescimento da cultura e posterior extracdo de DNA plasmidial
(iniplep) e purificadas utilizando-se o kit MSB® Spin PCRapace (Stratec,
Alemanha) nas condicbes descritas pelo fabricante e dosados em

espectrofotometro "lanodop 2000 (Thermo Scientific, Estados Unidos).

Para confirmar a delecédo do plasmideo, o vetor purificado foi submetido a
digestdo enzimatica com as enzimas de restricdo [lpnile [lind[l1JAs bandas
foram verificadas por separagédo em gel de agarose 1% corado com corante
Safer K9-16C (Kasvi, Brasil). O plasmideo foi submetido a anadlise de
sequenciamento de acordo com o protocolo ja descrito no item 3.3, utilizando os
plillels [l hilelsal e 11 lelelse.

3.8.3 Terceira estratégia de delec&o por utilizagdo de um megaprimer (394 pb)

Ainda, outra abordagem para delegao dos 75 pb do vetor P210 pcDNA3

(12,450 pb) empregou um [legaplielltendo em vista que é um método que
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requer apenas uma etapa e ha menor chances de mutagdes em outros sitios do

plasmideo.

A partir do vetor pBlueScript com delegédo da regido obtido na estratégia
anterior (3.8.2) foi realizada a amplificacdo da regido deletada utilizando os
plillels [l Cnilelsal e [ ][elelse constituintes do vetor pllCel 1l Tipt(]

pbsmutade (cloned)
3323 bp

Primer 3 (939 .. 876)

Primer 4 (339 .. 976)

HindIII (1051)

Figura 21 - VETOR PBlueScript MUTADO. Esquema representativo da mapa do vetorPBlue
Script contendo a regido de interesse deletada. Em roxo estdo apresentados os plillels e em
preto as enzimas de restricéo.

Para obtermos uma sequéncia homéloga a encontrada no P210 pcDNA3
foi necessario o corte enzimatico com [pn(Je [lind1] realizada como descrito
anteriormente no item 3.8.2. Este fragmento resultante (394 pb) foi utilizado
como [legapliilellda PCR de delecdo do vetor P210 pcDNAS3 utilizando o
protocolo descrito no item 3.8.1 com [h(sion Uligh Uidelity (1111 poli’lelase (New
Englans Biolabs).

As condicbes da reacdo de amplificacdo foram: 5 minutos a 95 °C para
desnaturacao inicial do DNA, seguido por 35 ciclos de desnaturagao a 95 °C por
1 minuto, anelamento e extenséo a 72 °C por 6 minutos, com extensao final a 72

°C por 5 minutos. Apés a PCR foi realizada a digestao com 2 U [Ipnl (Fermentas,
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Estados Unidos) com adigdo de MgSO4 para concentracgéo final de 10 mM por 2

horas a 37 °C para degradar o plasmideo molde.

3.8.4 Obtencéo vetor Pb2a2 utilizando-se um vetor intermediario

Diante do fato de ja possuirmos o vetor p[ /el ][ Tipt com a regido deletada,
realizamos uma estratégia para clonar o fragmento deletado no vetor original.
Entretanto, a clonagem do fragmento deletado no vetor P210 pcDNA3 nao é
possivel de ser realizada em uma unica etapa pois este vetor possui sitios
multiplos de restrigdo para as enzimas [pnl[e [lind[lIPara isto, realizamos uma
etapa adicional utilizando um vetor intermediario pPROCKGFPNeo (Darocha et
al., 2004).

Previamente, foram realizadas digestbes dos vetores P210 pcDNA3 e
pROCKGFPNeo com as enzimas [Jot[(Thermo Scientific, Estados Unidos) e [1he
(New England Biolabs, Estados Unidos), resultando em um plasmideo
intermediario (PROCKGFPNeo) contendo sitios unicos de [jpnie [lind I Desta
forma, foi realizada a etapa de clonagem do fragmento deletado do pBlueScript
para o pPROCKGFPNeo e reclonado com [Jotlle [1he para o vetor original p210
pcDNA3. A confirmagéo da obtenc&o do vetor Pb2a2 foi realizada apds analise
do sequenciamento realizado de acordo com o item 3.3 com os plii le's (ol lald
e [elelse [T]
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Figura 22 - OBTENCAO DO VETOR Pb2a2. Esquema representativo da obtencéo do vetor
Pb2a2 a partir da clonagem em um vetor intermediario (PROCKGFPNeo). Seta 1- Indica a etapa
de clonagem do inserto flanqueado por [I[1] e ([J(Ill do vetor P210 pcDNA3 para o
PROCKGFPNeo; Seta 2- Indica a etapa de clonagem da regido deletada flanqueada por LI e
DI Seta 3- Indica a etapa de reclonagem do inserto com a regido deletada flanqueada por
[[IJe llIpara o vetor P210 pcDNA3. FONTE: A autora (2018).

3.8.5 Cultivo celular da linhagem HEK 293 T

O cultivo da linhagem celular HEK 293T de rim de embrido humano (do
inglés, [0 0 D0 DI e ) (293tsA1609neo - ICLC HTLO4001) foi
realizado em garrafas de cultivo de 25 cm?® contendo 10 mL de meio Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium, DMEM, (Sigma-Aldrich, Estados Unidos),
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suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) inativado (Sigma-Aldrich,
Estados Unidos) e L-glutamina (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) em estufa de

cultivo celular com atmosfera de CO2 a 37 °C.

A subcultura celular foi realizada a cada 2 dias a partir da remocgao e
descarte do meio de cultura, lavado com solugao PBS para remocgao dos tragos
de SFB por completo e adigdo de 300 pL de tripsina (Sigma-Aldrich, Estados
Unidos) por 5 minutos a 37 °C ou até visualizacdo do desprendimento das
células. As células foram aspiradas e centrifugadas a 1.200 rpm por 5 minutos,
0 sobrenadante descartado e o [T foi gentilmente recuperado em meio de

cultura e passado para garrafa de cultivo.

3.8.6 Transfeccao de células HEK 293 T com P210 pcDNAS3 (b3a2) e Pb2a2
(b2a2)

A transfeccao transiente em células HEK foi realizada com plasmideos
que expressam b3a2 (P210 pc DNA3), b2a2 (Pb2a2) BCR-ABL1 e um plasmideo
GFP como controle (pEGF) utilizando Fosfato de Calcio (CaPO4) ou
Lipofectamina 2000 (Thermo Scientific, Estados Unidos) de acordo com as
recomendacgdes do fabricante. Para isto, 1 x 10° células da linhagem HEK 293 T
previamente cultivadas foram plaqueadas em placa de Petri para cultivo celular
34 mm (TPP, Suica) no dia anterior a transfecgdo para obtencédo de ~70% de

confluéncia.

Para a estratégia de transfeccdo com Fosfato de Calcio foram utilizados
125 uL de agua MiliQ, 3 ug de plasmideo, 41,7 uL de CaCl21M, 333,4 uL de BBS
1x (BES 500 mM, NaCl 2,8 M, Na2HPO4 15 mM) e gsp 2 mL de meio MEM
(Sigma-Aldrich, Estados Unidos) mantendo a solugao em repouso por 5 minutos.
Ja para a estratégia com Lipofectamina 2000, foram adicionados 250 uL de meio
Opti-MEM (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) sem SFB e antibiético em
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microtubos de 1,5 mL. Em cada microtubo foram adicionados 3 ug ou 6 ug de
cada plasmideo e 6 uL de lipofectamina na superficie do menisco e a solucao
deixada em repouso por 20 minutos. Apds este periodo, a solugao contendo
lipofectamina foi misturada a solugdo de plasmideo a qual foi deixada em
repouso por 20 minutos. Adicionou-se o conteudo do microtubo as culturas
celulares que foram mantidas em estufa com atmosfera de CO2 a 37 °C. Apos
5 horas da transfeccdo, o meio celular foi trocado e as células mantidas em

cultura por 24 horas.

3.8.7 Ensaio de imunoflurescéncia

3.8.7.1 Marcagao da BCR-ABL1 citoplasmatica de células em monocamadas

(2D) para reacao de fluorescéncia

Em torno de 3 x 10% células foram cultivadas em laminulas de vidro
previamente preparadas para proceder a reacao de fluorescéncia. As células
foram lavadas com PBS e fixadas com paraformaldeido 2% diluido em PBS por
20 minutos a temperatura ambiente. O excesso do fixador foi removido apds
lavagem com PBS e realizado o bloqueio dos radicais aldeidicos livres com 0,1
M de glicina por 5 minutos. A permeabilizacdo das células foi realizada junto a
etapa de bloqueio com 0,01% de saponina e 1% de BSA em PBS por 20 minutos.
Para a marcacdo da proteina b2a2 BCR-ABL1 foi utilizado o anticorpo
monoclonal anti-b2a2 (Cell Signaling L99H4) 1:100 diluido na solugcéo de
permeabilizagao/ bloqueio por 2 horas a temperatura ambiente. Foi utilizado um
anticorpo secundario anti-IgG de camundongo marcado com Alexa Fluor 488

produzido em goat, diluido 1:250 em PBS 0,01% saponina por 40 minutos.
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Para a incubacdo do NMY-FITC foram utilizadas as concentragdes de 25 e 50
MM do ligante NMY conjugado com FITC diluido na solugdo de permeabilizagao/

bloqueio por 15 minutos a temperatura ambiente.

3.8.7.2 Montagem laminas

Para preparo das laminas foram adicionados 8 uL de fluromount G nas
laminas previamente limpas. As laminulas foram cuidadosamente removidas dos
pocos onde foram realizadas as reacgdes, rapidamente passadas em agua
ultrapura e vertidas sobre o fluromount G contendo DAPI (4’,6-diamidino-2-
phenylindole) para realizagdo da marcagao nuclear. As laminas foram seladas
com esmalte incolor apos 2 horas e armazenadas sob abrigo de luz até serem

submetidas a analise.

3.8.7.3 Analise microscopia confocal

As laminas previamente preparadas foram analisadas em microscépio de
confocal (Olympus, Tokyo, Japdo) no Centro de Tecnologias Avangas em
Fluorescéncia da UFPR com os filtros de excitagdo apropriados para
visualizacdo de FITC. As imagens e analises foram realizadas utilizando os

programas Fiji (ImageJ) e Microsoft Office Excel.
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3.8.8 DETECCAO DA PROTEINA RECOMBINANTE BCR-ABL1 POR
O Ooodon 0od oom]

O ensaio de [T foi realizado de acordo com Fogaga et al.,

2019 (Fogaca et al., 2019). Primeiramente, as amostras foram preparadas a
partir das células HEK 293 T transfectadas com 6 ug de DNA plasmidial
correspondente para b2a2 e b3a2 conforme descrito no item 3.8.6. Para a
obtencdo dos extratos celulares foram adicionados 100 uL de tampao de
amostra com reducéao [tris-HCI 0,5 mol/L, pH 6.8, glicerol 10%, SDS 10% (p/v),
azul de bromofenol 0,1% (p/v) e agente redutor B-mercaptoetanol 5% (v/v)] sob

fervura.

Realizou-se uma eletroforese a partir de um gel de SDS-page 6% de
acrilamida (Laemmli, 1970) para a separagao proteica. Para tanto, foram
utilizados 40 uL de cada extrato celular em tampao de migracao (Tris 0,025 mol/I,
glicina 0,2 mol/L e SDS 0,5%, pH 8.3) sob voltagem de 150 V.

As proteinas do gel foram transferidas para membrana de nitrocelulose
0,22 ym em sistema “BioRad Mini-Protean Il cell” em tampao de transferéncia
(glicina 0,2 mol/L, Tris 0,025 mol/L e metanol 20% v/v pH 8,3) [I Tl a 24 V.
A presenca das proteinas foi confirmada utilizando Ponceau 0,2% e 10% de

acido acético.

A membrana foi bloqueada com tampao PBS-T 0,3% com BSA 3%
durante 1 hora, sob agitagéo a 37 °C. Apds o bloqueio, a membrana foi lavada
trés vezes e, em seguida foi adicionado o anticorpo monoclonal anti-b2a2
(T Apés trés lavagens com PBS-T 0,05%, as membranas foram
incubadas a 37 °C por 1 hora sob agitacdo com anticorpo anti-IgG murino
conjugadas com a enzima peroxidase (Sigma) na diluicdo de 1:4000, sob
agitacdo suave e constante. Apods quatro lavagens com PBS, realizou-se a
revelagdo por quimioluminescéncia (ECL) (Thermo Fisher Scientific, Rockford,
IL, EUA).
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4 RESULTADOS

4.1 OBTENGAO DAS AMOSTRAS

As proteinas BCR-ABL1 geradas a partir do transcrito b2a2 possuem 927
aminoacidos referentes ao gene [1][] fusionadas a 1096 aminoacidos do [1[J[1]]
A segunda forma derivada de b3a2 é resultante da fus&o de 902 aminoacidos do
(100 com a mesma sequéncia de [I[1[T A outra forma, geralmente encontrada
em pacientes com LLA e codificada por e1a2, possui 426 aminoacidos referentes

a U] fusionada com o éxon a2 do [ (Deininger et al., 2000)

Baseando-se nas sequéncias destas proteinas disponiveis no banco de dados
Genbank, trés peptideos correspondentes a regido de juncao [T foram
desenhados pelo Dr. Roberto Rosati do Instituto Pelé Pequeno Principe,
Curitiba-PR.

Foram sintetizados peptideos correspondentes a cada uma dessas
jungdes conforme mostrado na figura 23, constituidos de 14 aminoacidos, e
incorporou-se uma cisteina na regiao N-terminal a fim de permitir a conjugacao

a outras moléculas posteriormente.
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Figura 23 - REPRESENTACAO DOS TRES PEPTIDEOS (pepb2a2, pepb3a2 e pepela2).
Verificam-se os aminodacidos provenientes do BCR e do ABL1, em cinza e rosa, respectivamente
FONTE: A autora (2014).

4.2 SELECAO DE FAGOS DE INTERESSE OBTIDOS NOS 000 POR
oo omboidooogooomo

A técnica do (11111 LI possibilitou a obtengdo de ligantes especificos
para o0 alvo pepb2a2 com a utilizagdo da etapa de eluigdo acida
concomitantemente a estratégia de sonicagdo. Foram selecionados 37 clones no
primeiro [T e 49 clones no segundo! Estes clones foram cultivados e seus
sobrenadantes foram testados por ensaio de ELISA para verificar quanto a

reatividade de cada um.

Apods o [T individual destes clones referentes aos (111111111 e 2
(dados contidos na dissertacdo de Mestrado), foram identificados 5 clones
utilizando como critério para selegcédo os fagos que apresentaram absorbéancia 3
vezes maior que o de menor absorbancia. Estes foram testados através de um
ensaio de ELISA utilizando diferentes concentragcbes dos fagos selecionados e

do fago silvestre, aqui chamado de (1[I (1111 (WT), que ndo expressa nenhum
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peptideo. Verificou-se que o fago 13S e 25S se destacaram em relagdo aos
demais, sendo suas reatividades dose-dependentes. Estes apresentaram
reatividades similares a do anticorpo monoclonal na concentragdo de 100
TU/mL, sendo duas vezes maior quando comparadas aos demais clones
testados (figura 24), sendo a reatividade aprsentada pelo clone 13S ser
significativa. Ja o clone 25S ndo apresenta uma reatividade significativa, mas
possui uma tendéncia a ser (p 0,1371). Pode-se inferir que as reatividades
apresentadas pelos clones sao referentes aos seus peptideos expressos e nao
frente ao fago em si, uma vez que o fago silvestre apresentou uma reatividade

praticamente nula.

1.59 —m

Bl 13S

258

» 1010 L Bl S28
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- B W.T.

Phage titration (10X TU/mL)

Figura 24 - REATIVIDADE DOS FAGOS, EM DIFERENTES CONCENTRACOES, FRENTE AO
pepb2a2. Os fagos selecionados e o fago silvestre, wild type (WT) foram adicionados nas
concentragdes de 109, 10° e 108 TU/mL e utilizou-se o anticorpo anti-b2a2 como controle positivo
frente ao peptideo b2a2. 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 490 nm.
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4.2.1 ENSAIO DE ESPECIFICIDADE

Os fagos 13S e 25S mostraram-se bastante promissores e foi avaliada a
especificidade dos mesmos frente aos outros dois peptideos sintéticos
correspondentes aos transcritos pepb3a2 e pepela2. Ambos peptideos
apresentaram baixa reatividade mesmo em maiores concentragées (1010 TU/mL)

frente aos pepb3a2 e ao pepel1a2, respectivamente (figuras 25 e 26).

1.5-
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Phage titration

Figura 25 - ESPECIFICIDADE DOS FAGOS EM DIFERENTES CONCENTRACOES FRENTE
AO pepb3a2.0 peptideo pepb3a2 foi imobilizado em placa de 96 pocos. Adicionaram-se os fagos
nas concentragdes de 100, 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 490 nm.
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Figura 26 - ESPECIFICIDADE DOS FAGOS EM DIFERENTES CONCENTRAGCOES FRENTE
AO pepe1a2.0 peptideo pepe1a2 foi imobilizado em placa de 96 pogos. Adicionaram-se os fagos
nas concentragdes de 109, 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 490 nm.

4.2.2 ENSAIO DE COMPETICAO

Foi realizado um ensaio de ELISA para verificar se os clones 13S e 25S
seriam capazes de inibir a ligagdo entre o pepb2a2 imobilizado na placa e o
anticorpo monoclonal anti-b2a2 (1:150 000). O fago [ 111 foi utilizado como
controle negativo. Ambos os clones foram capazes de inibir a reatividade do
anticorpo monoclonal, a partir da diminuigdo da absorbancia (linha). Percebe-se
que a ligagdo do anticorpo dimunui em 38,12% e 27,15% (barras),
respectivamente. Nao havendo interferéncia do fago [ T (figura 27). O fago
13S apresentou melhor capacidade de inibigao e foi escolhido para proceder com

0s proximos experimentos devido sua capacidade.
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Figura 27 - ELISA DE COMPETICAO ENTRE OS FAGOS QUE RECONHECEM pepb2a2 COM
O ANTICORPO anti-b2a2.0 peptideo pepb2a2 foi imobilizado em placa de 96 pocos.
Adicionaram-se os fagos nas concentragdes de 10" TU/mL e posteriormente o anticorpo anti-
b2a2 (1:150000), o conjugado anti-lgG de camundongo (1:4000) marcado com peroxidase e seu
substrato especifico. A leitura da absorbancia das amostras foi determinada em 490 nm.

4.3 SEQUENCIA AMINOACIDICA DO PEPTIDEO EXPRESSO PELO CLONE
13S

A partir da analise do sequenciamento obtida para o clone 13S, verificou-
se que o peptideo expresso no capsideo do fago possui 17 aminoacidos e,

consequentemente, oriundo da biblioteca X8CX8.

A sequéncia peptidica do ligante identificado NMY*SP*********** (dados
nao mostrados por motivos de patente), possui massa molecular de 1949,14 e

ponto isoelétrico tedrico de 6,03 deduzido utilizando o servidor Expasy. A
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sequéncia exibe residuos carregados negativamente, como asparagina e
glutamato (acido glutédmico) e residuos carregados positivamente, como arginina

e lisina.

4.4 CARACTERIZACAO DOS PEPTIDEOS DAS FUSOES CONJUGADAS AO
BSA

De forma a melhor expor os peptideos, estes foram conjugados a
albumina bovina sérica (BSA) como proteina carreadora. A eficiéncia do
carreamento foi constada apds se verificar que houve aumento na massa
molecular da BSA conjugada como ilustrado pelo gel SDS-PAGE corado com

azul de Comassie (figura 28).

A obtengao de um perfil bandas nao definidas, diferente daquela como a
obtida com a BSA, deve-se ao fato que a cada molécula de BSA pode estar
conjugada a um numero diferente de peptideos.
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Figura 28 - PERFIL ELETROFORETICO DO SDS-PAGE DOS PEPTIDEOS pepb2a2, pepb3a2
E pepela2 CONJUGADOS 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. BSA foi utilizada como padréo
comparativo.

4.5 CARACTERIZACAO CLONE 13S, APOS SINTESE QUIMICA E
BIOTINILAGAO

4.4.1 Reatividade, por ELISA, do NMY biotinilado

O peptideo apresentado pelo clone 13S foi identificado como o mais
reativo e seu DNA foi isolado para sequenciamento. O peptideo sintético,
nomeado de NMY, foi biotinilado e testado em diferentes concentragcbes por
ELISA, na qual foi verificada uma reatividade dose-dependente (Figura 29).
Neste ensaio, verifica-se uma reatividade frente ao pepb3a2, embora nenhuma

reatividade frente ao pepe1a2 tenha sido observada.
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Figura 29 - ESPECIFICIDADE DO NMY BIOTINILADO EM DIFERENTES CONCENTRACOES
FRENTE AOS PEPTIDEOS CONJUGADOS A BSA. Os peptideos conjugados ao BSA foram
imobilizados em placa de 96 pocos. Diferentes concentragdes do ligante NMY biotinilado foram
testadas. Adicionou-se estreptavidinha-HRP (1:10000) e seu o substrato especifico. A leitura da
absorbancia das amostras foi determinada em 490 nm.

4.4.2 Ensaio de competicdo do NMY biotinilado com o anticorpo monoclonal

Um ensaio de competicao foi realizado para verificar se o NMY seria
capaz de inibir a interagédo com o anticorpo policlonal com o alvo pepb2a2. Na
figura 30 pode-se observar que houve a reducao da absorbancia (linha) com
diferentes concentragdes do peptideo ligante e que com 20 uM houve a inibigéo
em 19% (barras), corroborando os dados ja mostrados por este peptideo

proveniente do clone 13S (figura 30).
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Figura 30 — ELISA COMPETICAO DO PEPTIDEO NMY EM DIFERENTES CONCENTRACOES
COM O ANTICORPO anti-b2a2. 0,3 ug/mL de pepb2a2 conjugado com BSA foi imobilizado em
placa de 96 pocos. O ligante NMY foi testado em diferentes concentracbes previamente ao
anticorpo anti-b2a2. Adicionou-se o conjugado anti-lgG de camundongo marcado com
peroxidase e seu substrato especifico. A leitura da absorbancia das amostras foi determinada
em 490 nm.

4.5 REATIVIDADE DO NMY-FITC EM FASE SOLIDA

A técnica de Alanina-Scan foi utilizada para caracterizar a interacédo do
NMY-FITC com as fusdes. Entretanto, esta técnica ndo nos possibilitou inferir se
haveria algum aminoacido pontual responsavel pela ligacdo. Os resultados
mostram que, possivelmente, ocorre a interagdo entre todos os aminoacidos
(figura 31).

E notavel que a reatividade do NMY com o pepb2a2 & maior do que
quando comparada as demais fusbes e ndo ha reconhecimento com as
sequéncias de BCR e ABL1 normais (figura 31 B). Corroborando este resultado,
€ notavel que o NMY-FITC apresenta preferéncia de ligagdo com os [1111]

correspondentes ao pepb2a2 com a coloragéo de Ponceau (figura 31 C). Mesmo
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apds a regeneragao da membrana utilizando solugdes contendo compostos
capazes de desestabilizar as ligagdes, nao foi possivel desligar o NMY-FITC dos
(11117 Diante deste fato, nao foi possivel realizar o ensaio utilizando o peptideo

irrelevante conjugado a FITC (pep IR-FITC) como controle negativo.
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Figura 31 — MEMBRANA DE UL A) Membrana de [ [sintetizada; B) Reatividade do NMY-FITC
com os 1111} C) Interagdo do NMY-FITC com os [ [ITlcorado com Ponceau; D) Representagéo
grafica da soma da intensidade de fluorescéncia dos (I [T.com o NMY-FITC.
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4.6 ESTUDO DE BIOINFORMATICA DOS PEPTIDEOS DAS FUSOES

Observou-se nos ensaios anteriores diferentes reatividades na interacao
do NMY com os peptideos representativos das fusdes. Este fato nos instigou a
realizar o alinhamento das fusées utilizando o programa Clustal O 1.2.4 multiple
sequence aligment. Na figura 32 o asterisco (*) indica a presenga de um residuo
conservado, ou seja, presente em todas as fusbes representativas da porgéo
ABL1. As fusbes b2a2 e b3a2 apresentam muitas propriedades similares,
representadas pelos pontos duplos (:) o que indica a conservacgao entre grupos,
e b2a2 e e1a2 apresentam apenas pontos unicos (.) devido a pouca similaridade

entre eles.

b2a2 IPLTINKHBALQR - -
b3a2 - -GFKQSSHALQRPV
b2a2 TPLTINKEEALQR-
ela2 -GAFHGDAEALQRP

Figura 32 - SEMELHANCA ENTRE RESIDUOS AMINOACIDICOS COMPARTILHADOS ENTRE OS
PEPTIDEOS. Alinhamento dos peptideos representativos das fusées, mostrando que b2a2 e b3a2
compartilham propriedades muito similares. As caixas vermelhas destacam os aminoacidos
muito similares.

Ainda, foram observadas diferencas entre as fusées quando comparados
os modelos de suas estruturas conformacionais (figura 33), devido a diferenca
na composicdo aminoacidica de cada uma. Isto resulta em diferentes
caracteristicas quanto a propriedades fisico-quimicas, carga e polaridade dos
residuos juntos, justificando a diferenca de interagdo que ocorre entre o NMY e

cada uma das fusoes.
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pepela2

IPLTINKEE QR GFKQSSKAL PV GAFHGUDAEA RP

Figura 33 - MODELO DAS ESTRUTURAS CONFORMACIONAIS DOS PEPTIDEOS. Predigéo
dos modelos das estruturas conformacionais de pepb2a2 (A); pepb3a2 (B) and pepela2 (C)
usando o servidor I-TASSER e CHIMERA 1.13.1rc. Os residuos de aminoacidos estao indicados
com as diferentes cores.

4.7 OBTENCAO DO PLASMIDEO b2a2 (Pb2a2)

4.7.1 Primeira estratégia de delegao- utilizagdo de [T 111(38 pb)

Inicialmente foi desenhado um par de [ complementares
(identificados como [T [113 e 4). A PCR de delegao utilizando o vetor P210
pcDNA de acordo com o protocolo proposto por Hanson (Hansson et al., 2008)

nao foi bem-sucedida mesmo em diferentes condi¢des de reacao.
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4.7.2 Segunda estratégia de delegcéo- clonagem da regido a ser mutada em vetor
menor PBlueScript (PBS)

Primeiramente o inserto correspondente a regido da fusao foi clonado em
um vetor menor (pBlueScript) e submetido a PCR de dele¢do. Apds a delecgao,
os fragmentos dos clones selecionados 1, 2 e 3 foram submetidos a eletroforese
em gel de agarose 2% juntamente ao plasmideo original b3a2 (controle) apés
corte com as enzimas [ 11 e [ ITA partir deste resultado foi possivel inferir

que houve a delegao dos 75 pb nao desejados (figura 34).

pb

Figura 34 - PERFIL DA ELETROFORESE CORRESPONDENTES APOS DIGESTAO
ENZIMATICA. O fragmento b3a2 corresponde ao plasmideo original (controle) e os fragmentos
1, 2 e 3 foram submetidos a PCR de delecéo. Pb: Marcador de pares de bases.

No entanto a delegcdo s6 foi confirmada apds obtido o resultado do
sequenciamento utilizando os 111 [0 (0] IO e O 00 DT (figura 35)10)
Foi verificado o alinhamento dos [T complementares, confirmando a

obtencao da sequéncia correspondente a fusdo b2a2.
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Primer 4
ﬁGACCATCAATAAGGAAGAAGCCCﬁCAGCGGCCA&

ATTCCGCTGACCATCAATAAGGAAGAAGCCCTTCAGCGGCCAGTAG
FTAAGGCGACTGGTAGTTATTCCTTCTTCGGGAAGTCGCCGGTEATC
1 P L T 1 N K E E A L Q R P W
I I 99 I I I I 95 I I I I 100 I I

QGGTAGTTP.TTCCTTCTTCGGGAAGTCGCCGGTCAT]
Primer 3

IPLTINKEEALQRPV

Figura 35 - FRAGMENTO DOS CLONES OBTIDOS APOS SEQUENCIAMENTO. Em azul os pb
correspondentes ao BCR e em rosa correspondente ao ABL1. Em destaque azul e rosa os
aminoacidos correspondente a fusdo b2a2.

4.7.3 Terceira estratégia de delegao- utilizagdo de um [T [11(394 pb)

Uma vez obtidos os clones contendo as dele¢des, foram realizadas
respectivas amplicagdes da regido da fusdo b2a2 com os [0 [T CI0) CICIITEITEL]
e [ Orrmrl (figura 36 A)lEstas regides amplificadas foram submetidas a
cortes enzimaticos com [ [Je [ II(figura 36 B)[JApds digestdo dupla, o
fragmento de 394 pb obtido foi utilizado como um [T I1T [1Tentretanto, sem

SucCesso.
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Figura 36 - FRAGMENTOS CORRESPONDENTES AO [ U000 U0, Perfil de eletroforese

correspondente aos fragmentos apés amplificacdo por PCR com os [0 LI () O O E0
I (A) e submetidos a digestdo com as enzimas (L] CITI(B).

4.7.4 Quarta etapa- utilizagao vetor intermediario

Devido ao fato de nao se ter éxito na estratégia do [T 1, seguiu-
se para uma nova estratégia que consistiu em clonar a regido de interesse do
P210 pcDNA3 em um vetor intermediario (PROCKNeo).

Nessa ultima estratégia, a regido contida no plasmideo resultante da PCR
de delecao da segunda estratégia foi clonada para este vetor intermediario a fim
se obter um vetor contendo a regido de interesse com sitios unicos para as
enzimas de restricdo (11111 Finalmente, o fragmento de interesse agora
contendo o inserto foi reclonado no vetor original obtendo-se o vetor com a
porgao correspondente ao b2a2 BCR-ABL1 chamado portanto de Pb2a2. Este foi

obtido satisfatioriamente apds confirmacgéo por sequenciamento.
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4.8 EXPRESSAO DA PROTEINA RECOMBINANTE DE Pb2a2 EM MODELO
CELULAR E SUA E DETECGCAO ATRAVES DA MICROSCOPIA DE
FLUORESCENCIA

A funcionalidade do vetor gerado foi verificada com a expressdo da
proteina recombinante b2a2BCR-ABL1 g partir da transfeccéo transiente do Pb2a2
em células HEK 293 T. Para tanto, essa células foram transfectadas com ambos
plasmideos b2a2BCR-ABL1 g h352BCR-ABLT,

A imunofluorescéncia para deteccao da proteina recombinante de
interesse foi realizada por um anticorpo anti-b2a2 seguido de um anticorpo anti
IgG de camundongo marcado com Alexa Fluor 488, na qual foi possivel marcar
a proteina recombinante b2a2BCRABL1 yisyalizada na maxima projegdo dos
planos focais por microscopia de fluorescéncia (figura 37 A), ndo havendo
reconhecimento da proteina b3a2BCR-ABLT,

A transfecgéao transiente do Pb2a2 em eucariotos foi realizada utilizando
fosfato de calcio e Lipofectamina 2000. N&o foi possivel a detec¢ao da proteina
b2a2BCR-ABLT 3 partir da transfecgdo com fosfato de calcio pois esse protocolo
nao foi eficaz para o nosso plasmideo em questdo. Em contrapartida, a
transfecgdo com Lipofectamina 2000 com duas diferentes concentragbes de
DNA plasmidial foram eficientes, apesar de ambas apresentarem porcentagem
de transfeccgao relativamente baixa (figura 37 B). Ainda, foi avaliada a quantidade
de proteina recombinante entre as duas concentracoes diferentes de DNA a
partir da média da intensidade de fluorescéncia utilizando o programa Fiji (Image
J). A partir da comparacao entre as quantidades de proteina expressa nao foi

verificada diferenga significativa (figura 37 C).
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Figura 37 - EXPRESSAO DA PROTEINA RECOMBINANTE b2a2 BCR-ABL1. A) Deteccdo da
proteina recombinante b2a2BCR-ABL! visualizada na maxima projecdo dos planos focais
visualizados por microscopia de fluorescéncia. B) Porcentagem de eficiéncia de transfecgéo. C)
Quantificagcdo da proteina BCR-ABL1 mensurada pela média da intensidade integrada/ pm?2 no
programa Fiji. ns = nao significativo.
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4.9 DETECCAO DA PROTEINA RECOMBINANTE b2a2 BCR-ABL1 PELO
NMY-FITC EM MODELO CELULAR ATRAVES DA VISUALIZACAO POR
MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

O ligante NMY-FITC foi utilizado para detecgdo da proteina b2a2BCR-ABL1
com posterior visualizagcdo em microscopia de fluorescéncia. Utilizou-se um pep
IR-FITC como controle negativo. Constatamos uma marcagdo celular
inespecifica do fluoréforo FITC livre nas células HEK 293 T para ambos
peptideos, nos impossibilitando de diferenciar a marcagcdo da proteina
citoplasmatica. Apesar da adaptagdo do protocolo utilizando diferentes
concentragbes e tempos de incubagdo, esta abordagem do ligante NMY

conjugado ao FITC foi considerada ineficiente para validagao deste sistema.

4.10 DETECGCAO DA PROTEINA RECOMBINANTE b2a2 BCR-ABL1 PELO
ANTICORPO MONOCLONAL ANTI-b2a2 POR WESTERN-BLOTTING

Para a constatagdo da presenga da proteina recombinante b2a2BCR-ABL

pelo anticorpo monoclonal anti-b2a2 foi empregada a técnica de [T T
Os extratos celulares de células HEK 293 T sem transfeccéo e transfectadas
com os vetores correspondentes de b2a2 e b3a2 apresentaram perfil bastante
semelhante. Entretanto, ndo foi observada a presengca de uma banda
diferenciada proxima de 210 kDa correspondente a proteina b2a2BCR-ABLT g

partir do protocolo utilizado para o preparo das amostras (figura 38).
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Figura 38 — PERFIL ELETROFORETICO DOS EXTRATOS CELULARES. Extratos celulares de
células HEK 293 T néo transfectadas (-) e transfectadas com os vetores correspondentes do
b3a2 e b2a2 foram verificados por [T (MO utilizando-se anticorpo monoclonal anti
b2a2BCR-ABL1 [
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DISCUSSAO

Atualmente a LMC é tratada com o uso de terapia dirigida e, consequente,
é possivel o monitoramento do tratamento de modo mais fidedigno. Desta forma,
a classificacdo das etapadas da resposta e a deteccdo precoce de possiveis

recaidas se tornaram necessarias.

As técnicas para deteccao das translocacbées e do cromossomo
Philadelphia disponiveis sdo baseadas em biologia molecular e citogenética.
Embora apresentem boa sensibilidade e capacidade de diferenciar o tipo da
translocacao, apresentam algumas limitagdes, principalmente no que diz a

respeito da padronizagao pelo laboratorio (Tohami et al., 2012).

A proteina BCR-ABL1 é a principal responsavel pela progressao da LMC
(Mughal et al., 2016) e seu grau de expressao tem sido reportado como um
indicativo da progressao da doenca. Este fato a torna um marcador bastante
atrativo para identificar e monitorar a doenca residual minima (Frazer et al.,
2000). Atualmente n&do estdo disponiveis métodos para mensurar a
concentragédo de proteina BCR-ABL1 e a correlagdo da quantidade de RNAm
nao corresponde fielmente a quantidade de proteina expressa (Vogel &
Marcotte, 2013).

Diversos estudos tém reportado métodos adaptados para detecgao da
proteina BCR-ABL1, como citometria de fluxo e espectrometria de massa
(Dasgupta et al., 2017; Dekking et al., 2010; Hevessy & Kappelmayer, 2012;
Jilani et al., 2008; Lof et al., 2017; Weerkamp et al., 2009). Entretanto estes
métodos empregam anticorpos anti-ABL1 e/ ou anti-BCR no formato captura,
ndo sendo capazes de detectar a fusdo entre BCR e ABL1 (Dasgupta et al.,
2017). Desta forma, podem ocorrer falsos positivos, sendo necessario

marcadores especificos para essas fusdes.

O emprego dos anticorpos monoclonais como bioferramentas para
diagndsticos vém sendo amplamente utilizada em diferentes estudos (Becker et

al., 2016; Jiacomini et al., 2016; Karim-Silva et al., 2016). A tecnologia dos
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anticorpos monoclonais possibilita o desenvolvimento destas moléculas para
diferentes alvos (Becker et al., 2016; Fogaca et al., 2019). Ainda que a produgéo
destes para todas translocacbes possa ser realizada, sabe-se que o
desenvolvimento destes € considerada bastante laborioso, demanda um tempo
consideravel até a obtencdo da molécula purificada e requer a utilizacdo de
animais (Tung, 2004; Zhao et al., 2015).

Um estudo publicado na Nature mostrou que peptideos isolados de uma
biblioteca podem atuar como ligantes especificos de outros peptideos. Ainda, tal
estudo revelou que estes apresentaram interacdo peptideo-peptideo mais
importante do que anticorpos monoclonais com seus epitopos e que estes
ligantes peptidicos poderiam ser aplicados para detec¢do de uma proteina a
partir de apenas um epitopo (Z. Zhang, Zhu, & Kodadek, 2000). Outras
vantagens que apresentam sobre anticorpos monoclonais € o fato de que podem
ser facilmente identificados e quimicamente sintetizados. Além disto, eles
possibilitam a realizagdo de modificagcbes e/ ou substituigdes pontuais e a

conjugacao a diferentes moléculas (David et al., 2018).

Desta forma, neste presente trabalho foram selecionados diferentes
peptideos com afinidade para a regido de fusdo b2a2 da proteina BCR-ABLA1, a
juncdo mais comum (Castagnetti et al., 2017) apresentada por pacientes com
LMC. Para tanto, foi sintetizado um peptideo de 14 aminoacidos correspondente
a fusdo b2a2 (pepb2a2) o qual foi imobilizado em uma superficie para que fosse
possivel selecionar peptideos ligantes especificos a partir de 4 bibliotecas
randémicas de bacteriéfagos (Bonnycastle et al., 1996). O aprimoramento de
diferentes estratégias no processo de eluicao utilizando lavagens com mudanca
drastica no pH seguida do processo de sonicagado (Lunder, Mojca Bratkovic,
Tomaz Urleb & Kreft, Samo Strukelj, 2008) permitiu a sele¢cdo de ligantes com

afinidade para o pepb2a2.

O processo de eluicao foi eficiente na recuperagao de fagos com afinidade
(De Andrade et al., 2018). Isto é sustentado pelo fato da reatividade apresentada
pelos clones na concentracdo de 10" TU/mL ser comparavel ao do anticorpo
monoclonal anti-b2a2 (figura 24). Além disso, os clones foram capazes de

competir com o anticorpo, impedindo sua ligagao ao pepb2a2 (figura 27). Da
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mesma forma, outros estudos ja mostararam que peptideos apresentados por
fagos foram capazes de impedir a ligagdo de anticorpos policlonais ao seu alvo
(Fogaga et al., 2014).

O peptideo expresso pelo clone 13S foi submetido ao sequenciamento e
revelou possuir uma sequéncia de 17 aminoacidos: NMY*Spx#rxesxsses
proveniente da biblioteca X8CX8 (Bonnycastle et al., 1996). A sequéncia referida

apresenta um motivo serina-prolina, 0 mesmo motivo conservado em peptideos

obtidos por [ 1] (0] a partir de células que expressam BCR-ABL1 como
alvo (Shires et al., 2014).

Além da especificidade, obtencdo do peptideo apds sintese quimica
permite inumeras possibilidades de conjugagdes, com enzimas, fluorocromos e
proteinas carreadoras (David et al., 2018; Sahin, Taflan, Yartas, Ashktorab, &
Smoot, 2018). O peptideo ligante (NMY) foi conjugado a biotina para
amplificagdo do sinal de detecgao por ELISA na qual manteve a afinidade com
pepb2a2 mesmo apos conjugacéo (Santana et al., 2018) (figura 29). Entretanto
observou-se uma reatividade cruzada com pepb3a2, fato que pode ser
justificado devido as fusbes b2a2 e b3a2 compartiiharem sequéncias
conservadas na quebra (Deininger et al., 2000) (figura 29). Ainda, o NMY foi
capaz de manter sua capacidade de competicdo com o anticorpo, mesmo
possuindo uma baixa massa molecular (figura 30). Estes ensaios foram
realizados utilizando os peptideos representativos das fusdes (pepb2a2,
pepb3a2 e pepe1a2) conjugados a molécula carreadora BSA para favorecer uma

melhor exposig¢ao do peptideo (Santana et al., 2018).

Para a execugao das analises de interacdo em fase-solida foi empregado
o ligante NMY conjugado a um fluorocromo (Tung, 2004). A intensidade de
fluorescéncia verificada nos 11110 da membrana revelaram a preferéncia do
NMY-FITC em se ligar ao pepb2a2 do que aos demais peptideos (figura 31).
Ainda, a partir da coloragao com Ponceau podemos destacar uma alta afinidade
do NMY frente aos [ [ 1llcorrespondentes ao pepb2a2, pois apds a regeneragao
da membrana utilizando solugdes contendo compostos capazes de
desestabilizar as ligagdes nao foi possivel retirar o NMY-FITC dos [T1 1T (figura

31), nos levando a inferir que a interagao existente entre peptideo-peptideo &
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bastante estavel e, como ja mostrado em um estudo publicado na Nature, a
interacao peptideo-peptideo pode apresentar uma constante de equilibrio de

dissociagdo comparavel a de um anticorpo monoclonal (Z. Zhang et al., 2000).

A reatividade frente aos demais peptideos (pepb3a2 e pepel1a2) (figura
31), ainda que com menor intensidade, pode ser justificada devido as sequéncias
conservadas nas regides de quebra de b2a2 e b3a2 (Deininger et al., 2000).
Além disto, verificou-se, a partir do alinhamento das sequéncias das fusdes, que
eles compartilham residuos de aminoacidos com propriedades muito similares e
semelhangas nas suas estruturas conformacionais quando analisados os
ensaios de modelagem (figura 32 e 33). Ja o modelo estrutural do pepe1a2 se
apresenta de forma distinta aos demais, justificando sua reatividade

praticamente ausente (figura 32 e 33).

Até o momento a caracterizagao das interagdes que ocorrem entre o NMY
com os peptideos das fusdes obtidos ndo foram acertivas para elucidar os sitios
responsaveis por estas interagcdes e, concomitantemente a estes resultados,
ensaios de modelagem molecular poderéo ser realizados para esclarecer esta

questao (Fogaca et al., 2019).

Com o intuito de verificar se o ligante NMY seria capaz de reconhecer a
proteina b2a2BCR-ABL1 'um ensaio de detecgdo da proteina em um modelo celular
foi realizado. Para tanto, foi necessaria a construcdo de um plasmideo para
expressdo da proteina recombinante b2a28CR-ABL1 em eucariontes (Pb2a2). O
plasmideo Pb2a2 foi obtido utilizando um plasmideo que expressa b3a2BCR-ABL1
como molde denominado de P210 pcDNA3 (He et al., 2002). Diferentes
estratégias foram testadas para delecdo de 75 pb do vetor molde utilizando
(0 [T complementares (Hansson et al., 2008) e [1 (111111 [ITI(Aguiar, Oliveira,
& Domingues, 2017; Soderberg & Lang, 2006). Entretando, devido ao seu
tamanho elevado (12,450 pb), foi necessaria a clonagem em um vetor menor
(PblueScript) para delecdo por PCR. O fragmento da regido deletada foi
substituido no vetor molde para obtencdo do plasmideo de interesse para

expressao da proteina em um vetor para eucariotos (pcDNA3).

Inicialmente a estratégia utilizando um [ III[I]para a PCR de

delegao foi proposta devido a esta técnica ja estar
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bem estabelecida para gerar mutagdes direcionadas a um determinado sitio e
por fornecer rapidamente grandes quantidades de fragmentos de DNA
desejados com apenas um unico ciclo (Aguiar et al., 2017; Hansson et al., 2008;
Soderberg & Lang, 2006). Entretando, ela nao foi satisfatéria, possivelmente
devido a técnica ser limitada a vetores com até 9,2 kb (Hansson et al., 2008).
Para contornar esta situacéo, foi necessaria a etapa de clonagem em um vetor
intermediario para posterior obtengao exitosa do plasmideo de interesse no vetor
pcDNA3.

A inducdo da expressdo da proteina recombinante b2a2BCRABLT em
células eucariontes foi necessaria devido ao tamanho elevado do vetor (>12 kb)
(J. Yang & Yang, 2017).

A linhagem celular HEK 293 T é utilizada como modelo celular para
estudos de diferentes proteinas por possuir o antigeno SV40 T que permite uma
alta taxa de expressao proteica quando do uso dos vetores pcDNA3.1 (Dubridge
et al., 1987; Fatahi, Rahimmanesh, Mirian, Rohani, & Boshtam, 2018; Li, llaria,
Million, Daley, & Etten, 1999; Pear, Nolan, Scott, & Baltimore, 1993). Além disso,
diversos grupos utilizam esta linhagem celular por ela apresentar grande
eficiéncia (50 - 80%) de transfeccdo utilizando-se fosfato de calcio (CaPOa)
(Brondyk, 2009; Gavrilescu & Etten, 2007). Entretando, esta estratégia néo foi
eficaz nas condi¢des utilizadas nesse trabalho. Uma explicagéo plausivel seria

devido ao elevado tamanho desse vetor.

A partir das analises da transfeccao transiente do Pb2a2 em células HEK
293 T padronizadas utilizando a relacdo de 1:2 de DNA plasmidial e a
Lipofectamina 2000 verificou-se que a taxa de eficiéncia de transfecgao se
mostrou relativamente baixa. Diante disto, a quantidade de DNA plasmidial foi
modificada de forma que a relagéo utilizada fosse de 1:1, como recomendado
pelo fabricante do reagente. Entretanto a eficiéncia de transfec¢cado se manteve
baixa mesmo com a utilizagdo de 2 vezes mais quantidade de DNA. Mais uma
vez, é possivel inferir que a dimensao do vetor seja um fator limitante para a
eficacia de transfecgdo. Ainda, os grupos que trabalham com plasmideos
extensos utilizam a técnica de eletroporacdo para transfeccdo em células
(Lesueur, Mir, & André, 2016).
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A estratégia abordada utilizando a marcagéo da proteina b2a2BCR-ABL
pelo ligante NMY-FITC n&o foi satisfatoria. Diante disto, novas formas de
validagao para deteccdo podem ser propostas utilizando outros carreadores,
dentre elas a conjugacao do NMY a moléculas de biotina. O emprego do sistema
biotina-estreptavidina marcada a um fluoréforo apresenta-se como uma boa
alternativa pelo desta favorecer o aumento do sinal para detecgao (Santana et
al., 2018).

Levando-se em conta que a BCR-ABL1 é uma proteina complexa, é
possivel que as regides de fusdo representadas pelos peptideos ndo estado
expostas e sdo de dificil alcance para a ligagao do NMY. Para isso, foi realizada

a avaliagdo a partir da técnica de LI com a adigdo do [-

mercaptoetanol nas amostras para a obtengdo das proteinas em suas

conformacgdes primarias (He et al., 2002; Nagar et al., 2002).

O protocolo utilizado para preparo das amostras na detec¢ao da proteina

recombinante b2a2BCR-ABL1 pelo anticorpo monoclonal anti-b2a2 através do

ensaio de [ [T LI ndo foi satisfatério, decorrente da baixa eficiéncia de

transfeccao (~7%) e consequente expressao desta proteina no extrato celular.
Para melhorar a sensibilidade de deteccdo podem ser utilizadas técnicas de
imunoprecipitacdo para concentrar e/ ou recuperar apenas a proteina BCR-ABL1

a partir do extrato celular (Gao et al., 2017).

Em conclusdo, o [ LI pode ser uma boa alternativa para

obtencao de ligantes peptidicos para métodos diagnésticos (Ahmed, Dhanapala,
Sadli, Barrow, & Suphioglu, 2014; Z. Zhang et al., 2000) e para tratamentos
(Shen, Xie, & Edwards, 2013). Esta técnica ja tem sido aplicada para diagnéstico
de varias doencas (Peng, Shang, Guo, He, & Wang, 2018; Sahin et al., 2018),
marcadores de cancer e até mesmo leucemias (Muchima et al., 2018; Shires et
al., 2014; Yu et al., 2017).

Neste trabalho, a técnica de (1111 [III I foi utilizada para selecionar

fagos com afinidade a outro peptideo, sendo possivel o emprego de peptideos
sintéticos como alvo (Bremnes, Lauvrak, Lindqvist, & Bakke, 1998). A partir desta

estratégia, ligantes peptidicos podem ser identificados para as regides de
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interesse de uma proteina e aplicados no seu estudo, uma vez que estas sejam

miniaturizadas e sintetizadas em sequéncias peptidicas.

Apesar de todo avanco na caracterizagao da LMC e do sucesso da terapia
direcionada molecularmente, ainda ha a necessidade da compreensdo dos
mecanismos envolvidos na doencga, bem como o aprimoramento no tratamento
e no monitoramento dos pacientes que ainda permanecem limitados (Mughal et
al., 2016). Diante disso, neste trabalho desenvolvemos pela primeira vez a
construgdo um plasmideo para a expressdo da proteina BCR-ABL1
correspondente ao transcrito b2a2 (Pb2a2). Este vetor Pb2a2 consiste em uma
poderosa bioferramenta para estudos 11 [1IT] e possibilitara a expressao e facil
obtengdo de uma proteina recombinante b2a2BCR-ABLT que podera ser utilizada
como padrao, seja para estudos de padronizagao e validagao de imunoensaios,
bem como amostra [ 1]TIdestes (11 para validagcdo e certificacdo dos

ensaios.



103

6 CONCLUSAO

A execucgédo deste trabalho permitiu concluir que a tecnologia de 1111
(I foi eficiente na obtencéo de clones reativos frente a um peptideo sintético

utilizado como alvo para direcionar a selegao dos ligantes.

O ligante peptidico sintetizado (NMY) manteve suas propridades de
ligacdo comparaveis a dos clones, mesmo apds sua conjugagao a diferentes

moléculas.

A construgcdo do vetor Pb2a2 foi satisfatoria possibilitando a super
expressdo da proteina recombinante b2a2BCRABLT em um modelo celular

utilizando a linhagem HEK 293 T para transfecgéo.

7 PERSPECTIVAS

- Reconhecimento da proteina recombinante b2a2 BCR-ABL1 pglo NMY

biotinilado e detecgao utilizando estreptavidina-FITC;

- Detecgdo da proteina recombinante b2a2BCR-ABL1 g partir de amostras

obtidas por imunoprecipitacdo dos extratos celulares pelo anticorpo monoclonal

anti-b2a2 e pelo NMY-biotina através do ensaio de [T [T
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