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RESUMO

Oliveira, Guilherme Augusto Piedade. Aspectos Clinicos e Termodinamicos da
Leucemia Mieldide Cronica (LMC). Tese (Mestrado em Ciéncias) — Instituto de
Bioquimica Médica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2009.

A Leucemia Mieldide Cronica (LMC) é uma neoplasia que ocorre em células
tronco hematopoiéticas da medula dssea. As células alteradas possuem um cromossomo
adicional, conhecido como cromossomo Philadelphia (Ph), que ¢ o resultado de uma
translocacdo reciproca entre os genes bcr, presente no cromossomo 22, € o proto-oncogene
c-abl, presente no cromossomo 9. Como resultado desta translocacdo t(9;22), ¢ observada
a presenga de um novo gene quimérico denominado bcr-abl, que codificara a proteina
Bcer-abl, essencial para a patogénese da LMC. O principal tratamento para a LMC consiste
na terapia com Mesilato de Imatinibe (MI), inibidor competitivo capaz de barrar o
fenétipo maligno da LMC pelo controle da atividade cinase da quimera Bcr-abl. A
resisténcia ao MI ¢ muito encontrado em pacientes pos-tratamento devido a aquisicdo de
mutagdes em residuos localizados no sitio de ligacdo do inibidor. Em busca de novos
farmacos capazes de bloquear os efeitos deletérios causados pela LMC e mutacgdes
emergentes, um maior entendimento acerca do dominio cinase SH1 e regides regulatorias
SH2 e SH3 deve ser atingido a nivel termodindmico. Em vista disso, esse trabalho tem
como principais objetivos o estabelecimento de um protocolo de purificagdo das
constru¢des SH3-SH2-SH1 assim como SH2-SHI1 e SH1 em E.coli para posterior
caracterizagdo termodindmica. Além disso buscamos compreender um pouco melhor a
resposta do MI em pacientes pediatricos por monitoramento molecular, citogenético e
iFISH. Os esforgos na obten¢do de um protocolo de purificagdo das construgdes descritas
renderam o estabelecimento de um novo protocolo de expressdo em E.coli e purificagdo
com o uso do detergente dodecil sulfato de sddio. As construgdes foram purificadas em
grande quantidade e em elevado grau de pureza. Duas delas (SH3-SH2-SH1 e SH2-SH1)
foram purificadas em seu estado ativo (fosforiladas) e o dominio SH1 em sua conformagao
inativa (desfosforilada). Todas as construgdes apresentaram atividade biologica frente a
um substrato especifico. A caracterizacdo termodinamica, por sua vez, revelou que a
unidade regulatoria por completo (SH3-SH2-SH1) ¢ mais estavel quando comparada com
as outras constru¢des em ensaios de espectroscopia de fluorescéncia monitorando a sonda
triptofano, e em ensaios por dicroismo circular. O monitoramento molecular dos pacientes
pedidtricos em uso constante de MI demonstrou uma boa resposta clinica e hematologica
frente ao tratamento. A terapia com MI apesar de direcionado a populagdo adulta, se
mostrou eficaz na populacao pediatrica, sendo, portanto uma 6tima op¢do como primeira
linha de tratamento.
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ABSTRACT

Oliveira, Guilherme Augusto Piedade. Thermodynamic and Clinical Aspects from
Chronic Myeloid Leukemia (CML). Tese (Mestrado em Ciéncias) — Instituto de
Bioquimica Médica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2009.

Chronic Myeloid Leukemia (CML) is a neoplasic disease that occurs in
hematopoietic stem cells in bone marrow compartment. These cells have an additional
chromosome known as Philadelphia chromosome (Ph), result of a translocation between
the ber gene, present in chromosome 22, and c-abl oncogene, present in chromosome 9.
As result of this translocation t(9,22), its observed the presence of a new chimeric gene
ber-abl that will encode a Ber-abl protein, essential for the pathogenic of CML. The front
line therapy for CML is the Imatinib Mesylate Therapy, a competitive inhibitor that blocks
the maligne phenotype of CML, by controlling the kinase activity of this protein. Imatinib
resistance can occur in post-treatment patients due to acquisition of mutations in residues
localized in the catalytic pocket. Looking for new drugs that are able to block the effects
of CML and new mutations, a better understanding must be assessed for the SH1 kinase
domain and SH2 and SH3 regulatory units at thermodynamic level. For this propose, this
work has as main objectives the establishment of a new purification protocol for SH3-
SH2-SH1, SH2-SH1 and SH1 domains in E. coli for thermodynamic characterization.
Furthermore, we also tried to understand better the response of Imatinib in pediatric
patients by molecular, citogenetic and iFISH assays. A new expression in E. coli system
and purification with sodium dodecyl sulfate protocol were obtained. All constructs were
obtained in high yield and purity. SH3-SH2-SH1 and SH2-SH1 proteins were obtained in
the active conformation (phosphorylated) and SHI protein in inactive conformation
(dephosphorylated). All proteins had biologic activity for a specific substrate.
Thermodynamic characterization showed that SH3-SH2-SH1 protein was more stable
when compared with the SH2-SH1 or SHI proteins in spectroscopic assays monitoring the
tryptophan and circular dichroism assays. Molecular monitoring of pediatric patients in
constant use of Imatinibe Mesylate showed a good clinic and hematologic response during
the therapy. In spite of treatment with Imatinibe Mesylate be able just for adults in Brazil,
the use with children showed good responses, so it could also be a front-line therapy for
the pediatric population.
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1 Introducao

1.1 Biologia das Leucemias

A Leucemia pode ser definida como a proliferagdo ou expansdo incontrolada de
células hematopoiéticas que nao ret€ém a capacidade de diferenciar-se normalmente em
células maduras do sangue. As leucemias sdo doengas extremamente heterogéneas. No
entanto, uma abordagem bioldgica da natureza dos processos leucémicos permite
delinear caracteristicas comuns a todas elas: origem e expansdo clonal, desregulacio de
funcdes celulares basicas como diferenciagdo, proliferacdo e morte celular, decorrente
da presenca de alteragdes genéticas especificas e evolugdo em multiplas etapas,
mediante acumulacdo progressiva de alteracdes e aquisi¢do de vantagem proliferativa
ou sobrevivéncia diferencial em relacdo as células normais. Em sua grande maioria, as
leucemias ocorrem pela transformagdo de um progenitor com comprometimento para
linhagem linféide ou mieldide. Como consequéncia, as leucemias sdo primariamente
classificadas em mieldides e linfoides, de acordo com o determinado pela morfologia
celular e pelo tipo de marcadores celulares encontrados (FOON e TODD, 1986). Em
termos gerais, as neoplasias do sistema hematopoiético (leucemias e linfomas) parecem
originar-se em trés niveis na sequéncia de diferenciacdo das linhagens: células-tronco

hematopoiéticas, progenitores pluripotentes e células periféricas.

1.2 Consideracoes gerais sobre a Hematopoiese

Um modelo para compreender a origem e progressao das leucemias se baseia em

relacionar os mecanismos leucemogénicos especificos com alteragdes dos mecanismos



homeostaticos normais que regulam a produgao e diferenciagdo de células do sangue. A
hematopoiese é o processo pelo qual sdo formadas e amadurecidas as células e os
elementos figurados do sangue. A integridade do sistema hematopoiético ¢ mantida por
uma populagdo de células-tronco hematopoiéticas pluripotentes e auto-renovaveis, que
possuem a capacidade de originar todos os elementos do sangue: eritrocitos,
granuldcitos, mondcitos, linfocitos e plaquetas (Figura 1). Este é um processo
complexo, hierdrquico e extremamente ordenado, que envolve tanto a autorenovagdo
das células-tronco hematopoiéticas quanto a diferenciacdo, expansdo e morte da prole
destas células.

A progressdo ao longo da cascata de diferenciacdo decorre do desenvolvimento
de um programa de expressdo génica estritamente controlada e orquestrada por um
conjunto de fatores de transcricdo (Figura 1). Este programa se desenvolve de forma
auténoma e pode ser estimulado por sinais resultantes das interagdes celulares entre as

células-tronco hematopoiéticas e células do estroma, assim como da expressdo de

moléculas soluveis (citocinas) ou de superficie (receptores e moléculas de adesao).
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Figura 1. Esquema geral da hematopoiese. O esquema ilustra o processo de hematopoiese.
Todos os elementos do sangue se originam a partir de uma célula-tronco pluripotencial na
medula 6ssea. As diferentes linhagens amadurecem na medula 6ssea, com exce¢do do linfocito
T, que o faz no timo. As diferentes moléculas envolvidas com o processo de diferenciacio das
células estdo representadas em vermelho. Os progenitores intermediarios foram omitidos.



1.3 Consideracoes gerais sobre a diversidade biologica das L.eucemias

As doencas neopldsicas hematopoiéticas podem comprometer linhagens
linféides ou mieldides, os macrofagos e seus precursores ou os mastocitos. As doencas
que comprometem as diversas linhagens diferem ndo apenas quanto ao seu quadro
citomorfologico, mas também quanto ao aspecto clinico, incluindo evolucao e resposta

ao tratamento.

1.3.1 Neoplasias Linféides

Compreendem doengas que apresentam caracteristicas clinicas e morfoldgicas
bastante variaveis. Originam-se de linfocitos das linhagens T, B ou NK que podem estar
em diferentes estagios de maturagdo. Assim, as leucemias agudas originam-se dos
precursores linfoides primitivos, enquanto as leucemias linféides cronicas e o mieloma
multiplo derivam de linfécitos mais diferenciados. Ademais, as neoplasias podem, no
seu inicio, ser localizadas, como ocorre nos linfomas, que comprometem
predominantemente os linfonodos. Alternativamente a infiltracdo neopléasica pode ser
generalizada, desde o seu inicio, como acontece nas leucemias onde existe a infiltracao
da medula dssea e de outros 6rgaos. Do ponto de vista historico, as neoplasias linfoides
originadas da medula d6ssea sdo denominadas leucemias, enquanto as originadas de
qualquer outro 6rgdo linféide sdo identificadas como linfomas.

O linfoma de Hodgkin ¢ definido pela presenca das células malignas de Reed-
Sternberg e células de Hodgkin, em um substrato celular apropriado, e comprometem,
em 80% dos casos, os linfonodos cervicais. Por outro lado, os linfomas ndo-hodgkin sdo

um grupo heterogéneo de doengas clonais das linhagens T, B ou NK que podem



originar-se em qualquer 6rgdo do sistema linféide (linfonodos, timo, bago, pele ou
tecido linfoide associado ao sistema digestivo) ou entdo ter uma origem extralinfoide,
como pulmao, cérebro, tiredide ou gonadas.

Nas leucemias linfoides agudas, a proliferagdo e o acimulo de linfoblastos na
medula 6ssea determinam a supressao da hematopoiese normal, que resulta em anemia,
neutropenia e plaquetopenia. Além disso, a infiltragdo extramedular resulta em
esplenomegalia, hepatomegalia, linfoadenopatia € no comprometimento de meninges e
gonadas. Na leucemia linfocitica cronica, (LLC) a principal caracteristica ¢ o acimulo
de linfécitos B CD5 + na medula 6ssea, sangue periférico e 6érgaos linfoides.

As neoplasias de células plasmocitdrias representam a proliferacdo clonal de
plasmocitos e plasmoblastos e sdo, geralmente, acompanhadas de proteinemia
monoclonal. O mieloma multiplo compromete predominantemente, a medula 6ssea de
forma generalizada, sendo pouco comum que se dissemine, invadindo o sangue
periférico e outros 6rgdos. Ao contrario, a leucemia plasmocitica infiltra desde o seu

inicio a medula 6ssea e o sangue periférico.

1.3.2 Neoplasias Mieloides

As doencas mieloproliferativas clonais resultam de uma mutagdo de uma célula
progenitora pluripotencial que mantém a capacidade, embora de maneira imperfeita, de
diferenciagdo e maturacdo para cada uma das linhagens mieloides. Por outro lado, o
clone neoplésico suprime a multiplicagdo e a diferenciacdo das linhagens normais,
levando habitualmente a anemia, neutropenia e plaquetopenia, que sdo reversiveis. As
sindromes mielodisplasicas compartilham uma propensdo a citopenias, medula

hiperplastica e alteragdes displasicas. Nas leucemias mieldides agudas, os blastos



leucémicos podem ter caracteristicas morfoldgicas e imunofenotipicas das células
eritdides, monociticas megacariociticas, de mieloblastos ou promielocitos. As leucemias
cronicas da linhagem mieldide, incluem a leucemia mieldide cronica classica Ph+, tema
de estudo desta dissertacdo, a leucemia neutrofilica cronica, a leucemia eosinofilica
cronica, a leucemia mielomonocitica juvenil e a leucemia mielomonocitica cronica. A
mielofibrose idiopatica constitui também uma proliferacdo neoplasica da linhagem
mieldéide que apresenta fibrose de medula dssea acompanhada de esplenomegalia. Na
policitemia vera e na trombocitemia essencial, a proliferagdo neoplasica resulta na
formacao de células com caracteristicas morfoldgicas e funcionais muito proximas das
normais, porém em numero excessivo. Uma caracteristica das doencas
mieloproliferativas ¢ a possibilidade de evolugdo de uma doenca para outra e a presenga

de quadros hematologicos mistos.

1.3.3 Neoplasias da linhagem dos mondcitos e macroéfagos

As doengas histiociticas clonais incluem a histiocitose de células de langerhans e
a histiocitose maligna. A histiocitose de células de langerhans pode ser localizada na
pele, ossos, ou em qualquer outro 6rgdo, ou ser generalizada. A histiocitose maligna ¢
usualmente generalizada, comprometendo a medula 6ssea, linfonodos, figado e baco,

podendo ser confundida com linfomas.



1.3.4 Neoplasias de mastocitos

As mastocitoses sdo doengas raras caracterizadas pela infiltracdo anormal de
mastocitos na pele, medula O6ssea, sangue, linfonodos, figado, bago e trato
gastrointestinal. A apresentagdo clinica varia de uma doenca indolente (mastocitose
indolente), passando pelas mastocitoses associadas a doengas hematoldgicas, e
chegando a formas agressivas como a leucemia de mastdcitos e mastocitose agressiva.
Abaixo estdo resumidas as neoplasias hematopoéticas (Quadro 1) descritas brevemente

nesta dissertacao.

Quadro 1
Sumdrio das Neoplasias Hematologicas

Mieldides
Leucemia mieldide aguda: adultos e criangas
Leucemias mieldide cronica
Policitemia Vera
Trombocitemia essencial
Mielofibrose com metaplasia mieldide
Sindromes mielodisplasicas

Doengas de mastocitos



1.4 Aspectos Clinicos e Epidemioldgicos da Leucemia Mieldide Cronica

A Leucemia Mieldide Cronica (LMC) ¢ uma doenga clonal e maligna de células-
tronco hematopoiéticas transformadas, que proliferam na medula oOssea em
compartimentos granulociticos e megacariociticos. O resultado dessa doenca
mieloproliferativa ¢ a expansdo clonal de uma célula primordial com capacidade
transformante, que confere a sua progénie uma maior vantagem proliferativa diante dos
outros elementos hematopoiéticos. A hiperplasia mieléide na medula dssea exclui
gradualmente as células normais do microambiente medular o que leva a um aumento
significativo desses tipos celulares no sangue periférico (GOLDMAN e MELO, 2003).

Estima-se que a incidéncia anual da LMC seja de 1:100.000 na populacio
mundial adulta e 1:1.000.000 em criangas de até 10 anos (GOLDMAN, 1995) sendo a
idade média para a apresentagdo da doenca em torno de 53 anos. Os sintomas tipicos
consistem em: fadiga, anorexia, perda de peso, esplenomegalia e hepatomegalia. A mais
comum anormalidade fisica detectada ¢ a esplenomegalia que afeta 50% dos pacientes
com LMC. Entre os principais achados clinicos no sangue periférico pode-se citar a
elevada contagem de células brancas (acima de 25000/mm”), elevada contagem de
plaquetas entre 30 e 50% dos casos e basofilia. Na medula 6ssea pode-se detectar
hipercelularidade, redu¢do no conteido adiposo, aumento na razdo de células
mieloides/eritrocitos, nimeros aumentados de megacaridcitos e blastos, juntamente com
promielécitos correspondendo a menos de 10% do total de células (SAWYERS, 1999).

A LMC ¢ uma doenga bifasica com uma fase cronica inicial que progride para
aguda, também conhecida como bléstica (REN, 2005). A fase cronica da doenca tem
duracdo média de 3 a 4 anos. Ela ¢ caracterizada por um quadro de trombocitose,

presenca menor do que 10% de blastos, 20% de blastos mais promielocitos e 20% de



basofilos no sangue periférico ¢ medula 6ssea além de nenhum envolvimento
extramedular com exce¢do do figado e do bago (BRANFORD e cols., 2003). Entre a
fase cronica e blastica, segue uma fase de transicdo conhecida como acelerada de
duracdo média de 4 a 6 meses. Esta ¢ caracterizada pela presenga entre 10 a 30% de
blastos no sangue periférico ou medula 6ssea, 20% ou mais de blastos, mais
promielécitos no sangue periférico ou medula oOssea, trombocitopenia menor que
100x10°/L, esplenomegalia progressiva e aquisi¢do de anormalidades cromossdémicas
adicionais (BRANFORD e cols., 2003). A fase aguda da doenga tem duragdo curta entre
3 a 6 meses seguido de oObito. Nessa fase pode ser observado o bloqueio da
diferenciag¢do celular, o que resulta na presenca de mais de 30% de células imaturas
(blastos), no sangue periférico e medula 6ssea (REN, 2005). Essas células adquirem um
aumento na capacidade proliferativa e de sobrevivéncia assim como resisténcia a
apoptose. A presenga de novas anormalidades cromossdmicas e infiltrados
extramedulares sdo marcantes nos estagios mais tardios da doenca (CALABRETTA e

PERROTI, 2004).

1.5 Aspectos Celulares da Leucemia Mieloide Cronica

A LMC ¢ resultado do comprometimento de células da cascata mieldide que
expressam o marcador cromossomal ber-abl. Tanto as células hematopoiéticas imaturas
como aquelas em estagios finais de diferenciagdo mieldide expressam tal marcador
(Figura 2) e a cada ciclo de mielopoiese elas sdo renovadas na circulagdo, dificultando
o combate a neoplasia.

A progressdo da LMC para a fase blastica ¢ amplamente discutida, porém pouco

se sabe dos mecanismos envolvidos em sua aquisicdo. A caracterizagdo dos fenotipos
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celulares nas duas fases da doenca pode trazer uma compreensao significativa, ao nivel
molecular e celular, dos mecanismos envolvidos na aquisicdo do potencial
transformante. Uma das hipodteses discutidas descreve a fase cronica da LMC, como um
evento “pré-leucémico”, que promove uma vantagem proliferativa as células-tronco e
progenitores, mas que carece na habilidade de favorecer o processo de auto-renovacao
em potencial. Tal fato leva os progenitores mieldides da fase cronica a ndo possuirem o
potencial oncogénico por completo. Dentro desse contexto, a crise blastica da LMC
ocorre quando uma célula-tronco hematopoiética “pré-leucémica” ou uma populacao
derivada desta emerge com um novo fenotipo de célula-tronco e adquire a capacidade
de auto-renovagdo (JAMIESON e cols., 2004). No estagio pré-leucémico as células-
tronco e progenitores acabam por adquirir mutagdes, novas anormalidades
cromossOmicas e outros eventos epigenéticos que levam a alteragcdes em vias de
transducdo de sinais e, consequentemente, a progressdo da doenga. Algumas
constatagdes corroboram essa hipotese. Uma delas € a ativacdo da via da B-catenina em
progenitores mieldides comprometidos com a linhagem granulocitica e macrofagica, de
pacientes em crise blastica. Esses pacientes sofrem aumento na atividade de auto-
renovagdo e bloqueia a cascata de diferenciacdo, o que leva ao acumulo de células
imaturas na medula 6ssea que por sua vez povoam o sangue periférico (Figura 2)
(JAMIESON e cols., 2004). Além disso, diversos oncogenes, que sdo ativados em
decorréncia de alteragdes cromossomicas, sdo também capazes de conferir propriedades
de células-tronco a progenitores hematopoiéticos, favorecendo assim a progressdo da

doenga (HUNTLY e cols., 2004).
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LMC - FB PMC

Figura 2. Esquema ilustrando o desenvolvimento da LMC. As C¢lulas-Tronco
Hematopoiéticas (CTH) iniciam na via de diferenciacdo mieléide dando origem aos
Progenitores Mieldides Comuns (PMC). Essas células ddo origem aos Progenitores de
Granuldcitos e Macrofagos (PMG) e aos Progenitores Megacariociticos e Eritrociticos (PEM).
Os progenitores de granuldcitos e macrofagos se diferenciam e dao origem as células em estagio
final de diferenciac¢do: os granulécitos (G), que sofrem expansdo clonal em decorréncia do
marcador ber-abl (fase cronica — LMC-FC), e os macrofagos (M). No decorrer da doenga ocorre
a progressdo para a fase blastica (LMC-FB) com o actimulo de células imaturas. Outras
linhagens representadas: Células Vermelhas do sangue (CVS) e Megacariocitos (MEG).
Adaptado de REN, (2005).

1.6 Aspectos Moleculares da Leucemia Mieloide Cronica

A LMC ¢ o resultado de uma translocagdo reciproca no ADN, sem perda
cromossomal, entre os bracos longos do cromossomo 9 e 22, conhecida como t(9;22)
(q34;q11). Essa justaposi¢ao ocorre, especificamente, entre o proto-oncogene c-abl

(Abelson), localizado no cromossomo 9 e o gene ber (“breakpoint cluster region”),
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localizado no cromossomo 22. O resultado dessa alteragdo ¢ a formacao de um derivado
cromossomico, denominado cromossomo Philadelphia (Ph), o qual € citogeneticamente
visivel como um cromossomo 22 encurtado (Figura 3). O cromossomo Ph foi descrito
como a primeira anormalidade cromossdmica associada a uma neoplasia (NOWELL e
HUNGERFORD, 1960) e ¢ a marca citogenética para a deteccdo da LMC. A
translocagdo t(9;22) ¢ uma fusdo entre as extremidades 5° do gene ber e 3™ do gene c-abl
que dao origem a um gene hibrido denominado bcr-abl, que ¢ transcrito e traduzido em
uma quimera protéica, Ber-abl. Abaixo sdo ilustrados os cromossomos 9 e 22 e os

derivados cromossomicos formados em decorréncia da translocacao t(9;22) (q34;ql1).

=

BCR

ABL
ABL
BCR
9q+

Figura 3. Formacio do cromossomo Philadelphia. A figura mostra os cromossomos 9 ¢ 22
normais e seus derivados cromossomicos apos sofrerem justaposigdo entre os genes ber e c-abl.
O derivado 9q+ recebe um segmento correspondente ao gene bcr, criando o gene abl-ber, que
ndo codifica proteinas e ndo esta envolvido no desenvolvimento da LMC e o derivado Ph, que
recebe um segmento do gene c-abl, gerando o gene quimérico ber-abl, que codifica proteinas
diretamente relacionadas ao desenvolvimento da LMC. As setas indicam os pontos de quebra.
Adaptado da tese de Doutorado de Ivone Beatriz Otaz1.

q34 {
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1.6.1 O Gene ber

O gene ber inteiro possui 130 kb e contém 23 éxons. O primeiro intron que
separa os éxons 1 e 2 possui 68 kb (HEISTERKAMP e cols., 1988) e inclui dois éxons
alternativos, resultados de edi¢do. Dois possiveis transcritos de 4,5 ¢ 7 kb sdo formados
e traduzidos em proteinas de 130 kDa (p130°“%) ¢ 160 kDa (p160°“%), respectivamente,

sendo a pl60°®

predominante. Entretanto, Outras isoformas para a proteina Ber ja
foram descritas (LI e cols., 1989). A fase de leitura corresponde a 3818 nucleotideos e
codifica uma proteina de 1271 aminoéacidos (p160BCR) (LAURENT e cols., 2001). Trés
regides susceptiveis a pontos de quebra foram caracterizadas no gene ber (Figura 4) e
ficaram conhecidas como m-ber (menor-ber ou “Minor breakcluster region’), M-bcer
(maior-ber ou “Major breakcluster region”) e p-ber (micro-ber ou “micro breakcluster
region”) (PANE e cols., 2002).

E interessante que, diversos pseudogenes (ber2, ber3 e berd) relacionados ao ber
foram descritos no cromossomo 22 por hibridizacdo in situ. Esses pseudogenes nao
codificam proteinas e possuem sequéncias na extremidade 3" idénticas as sequéncias do
gene ber funcional (berl). A extremidade 5°, por sua vez ¢ altamente variavel entre eles
(CROCE e cols., 1987). Existe também outro gene relacionado ao bcr, localizado no
cromossomo 17p13.3. Esse gene, conhecido como abr, codifica uma proteina de 98 kDa
e possui 68% de homologia com o gene ber (HEISTERKAMP e cols., 1989).

A regido promotora do gene ber tem papel crucial no controle do estado
leucémico, visto que o gene hibrido ber-abl ¢ regulado pelo promotor do ber. Regides
localizadas 5* ao gene bcr, j4 sequenciadas, apontam para um promotor complexo e com
diversos sitios de transativacdo protéica. Desta forma, tem sido sugerido que tal

promotor seja um dos responsaveis pela produc¢do dos transcritos ber-abl aberrantes e
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que essa contribui¢do seja importante na manutengdo da LMC (ZHU e cols., 1990). O
gene ber € expresso em todas as células (gene constitutivo), entretanto, em tecidos de
embrides de galinha, camundongos ¢ humanos, os niveis de ARNm sdo maiores no
cérebro e em células hematopoiéticas (COLLINS e cols., 1987). A proteina codificada
pelo gene ber € expressa nos estagios iniciais da diferenciacdo mieldide e seus niveis
sdo significativamente reduzidos ao longo de sua maturagdo em leucocitos
polimorfonucleares (WETZLER e cols., 1993). As proteinas p130°® ¢ p160®“® podem
ser localizadas no nucleo e no citoplasma das células, entretanto em alguns tipos

BCR
OC

celulares, a isoforma p13 predomina no nucleo, ligada a heterocromatina, enquanto

BCR
OC

que a isoforma pl6 apresenta-se majoritariamente no citoplasma celular

(LAURENT e cols., 2000).

o1 el e2 b2 b3 e19

— » «—p “—p
m-ber M-ber p-ber

Figura 4. Figura esquematica do gene ber. Gene ber dividido em éxons e introns assim como
nas trés regides susceptiveis a pontos de quebra e os dois éxons alternativos resultados de
edi¢do. Os retdngulos representam o posicionamento dos 23 éxons que compdem o gene € 0s
espacos entre eles correspondem as regides intronicas. As regides el’ e €2’ representam os
éxons resultantes da edigdo alternativa do gene e as setas delimitam os intervalos das trés
principais regides de quebra. Os éxons el, b2, b3 e e19 sofrem quebra dentro do m-, M- e p-ber,
respectivamente. Adaptado de DEININGER e cols., 2000.

BCR
0

A funcionalidade da proteina pl6 esta diretamente relacionada com o

direcionamento de sinalizagdes de outras proteinas (DEININGER e cols., 2000). A

associacao da proteina a cromatina e em regidoes pericromossomais durante a mitose,

BCR
0

sugere uma possivel funcao na regulagao do ciclo celular. A p16 juntamente com a
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proteina “Xeroderma pigmentosum group B protein” (XPB) participam na fungao
reparadora do ADN no inicio da transcri¢do. Outras associagdes com proteinas do tipo
14-3-3 na sinalizagdo intracelular confirmam esta func¢do reguladora no ciclo da célula
(DEININGER e cols., 2000).

Diferentes dominios funcionais podem ser identificados na proteina p160°“%. A
regido codificada pelo primeiro éxon apresenta um dominio de oligomerizagdo, um
dominio com atividade serina/treonina cinase e regioes de ligacdo a “Src homology
domain 2” (SH2). A regido central possui dominios com sequéncias homdlogas a varios
“guanyl nucleotide exchange factor” (GEFs), os quais s@o ativadores de proteinas G. A
regido carboxi-terminal da proteina apresenta um dominio GAP (“GTPase activating
protein”) com atividade de GTPase relacionado a proteina RAS com fun¢do ativadora
da cascata de sinalizacio Rac-GAP (DICKMANN e cols., 1995) (Figura 6). Os
dominios correspondentes ao primeiro éxon apresentam crucial importdncia na
patogénese da LMC, uma vez que permanecem em todos os produtos protéicos
derivados da fusdo quimérica ber-abl em leucemias cronicas e agudas.

O dominio de oligomerizagdo compreende a primeira parte da regido amino-
terminal que ¢ formada por diversos residuos hidrofobicos. Sabe-se que a presenca
desse dominio ¢ de crucial importancia para a ativagdo da proteina Bcr-abl. Dentro
desse contexto, possiveis intervengdes terapéuticas poderiam ser criadas utilizando-se
dessa regido para a inibi¢do do cardter oncogénico do Bcer-abl (ZHAO e cols., 2002).
Mutagdes dentro do dominio de oligomerizagdo atenuam a atividade oncogénica do
Bcer-abl e abolem a interagdo da proteina Ber com a Ber-abl (MC WHIRTER e cols.,
1993). Sabe-se também que a delecdo desse dominio resulta em uma diminui¢cdo da
capacidade de ligacdo do Bcr-abl a F-actina, sendo um dos fatores que explicam a

localizagao citoplasmatica do Ber-abl (MC WHIRTER e cols., 1993).
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Vérios dominios de ligacdo a regido regulatoria SH2 da proteina Ber ja foram
caracterizados (LAURENT e cols., 2001). Esses dominios sdo altamente conservados e
participam na montagem de complexos de transdugdo de sinais. Eles permitem que a
regido reguladora SH2 da proteina Abl se ligue a proteina Ber por meio de mecanismos
nao dependentes de fosfotirosinas e sim fosfoserinas e fosfotreoninas, auxiliando na
transformagdo oncogénica do Ber-abl (PENDERGAST e cols., 1991). Outra regido de
ligacdo a SH2, dependente de fosfotirosinas, interage a proteina adaptadora Grb2 com o
Bcer, sendo essencial para a via de transdugdo de sinal Ras (PENDERGAST e cols.,
1993). A proteina Ber além de possuir uma regido de oligomerizagdo em sua por¢ao
amino-terminal, carrega um dominio serina/treonina cinase (MARU e WITTE, 1991).
Esse dominio ¢ capaz de autofosforilar serinas e treoninas, que passam a constituir sitios
de ancoragem para dominios SH2, como o presente na quimera Ber-abl. Acredita-se que
residuos de tirosinas da proteina Ber transfosforilados pelo Ber-abl tenham a capacidade
de reduzir a atividade serina/treonina cinase no Ber (LU e cols., 1993). Tal mecanismo
leva a uma menor atividade de autofosforilagdo por parte do dominio serina/treonina
cinase do Bcer, concomitantemente uma menor taxa de liga¢do do dominio SH2 do Ber-
abl e com isso menor atividade oncogénica. Dentro desse contexto, a proteina Ber ¢é
também conhecida como um regulador negativo da onco-proteina Ber-abl (Figura 5)

(ARLINGHAUS, 2002).
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Figura 5. Figura esquematica ilustrando o mecanismo de regulacio negativa do Ber. A
proteina pl160°® autofosforila serinas nas regides de ligagdo a SH2, (representado pelas
pequenas barras pretas horizontais dentro do dominio serina/treonina cinase), levando a ligacao
no dominio SH2 da p2105°*" & = ») e consequentemente regulando a atividade oncogénica. A
proteina p2105“*®' por sua vez, transfosforila tirosinas na p160°%, mecanismo que diminui sua

autofosforilagdo, representado pelas setas (F——). Esse processo leva a uma menor ligagdo do
p160°® a0 dominio SH2 na p210°*" restabelecendo a atividade oncogénica da quimera.

A regido central e carboxi-terminal da proteina interage com proteinas G. As
proteinas G sdo essenciais nas sinalizagdes intracelulares, organizacdo do citoesqueleto,
crescimento celular e desenvolvimento normal por meio do intercambio de ligagdo do
difosfato de guanosina (GDP) (estado inativo) por trifosfato de guanosina (GTP) (estado
ativo) regulado por GAP e GEFs, respectivamente. Estudos recentes buscaram
demonstrar novas proteinas que pudessem interagir com esses dominios. Usando
sistema de duplo-hibrido em leveduras, foi identificada a XPB, uma proteina de reparo
de ADN, como candidato capaz de se ligar a essa regido. A co-expressdo da XPB com

uma das isoformas mais comuns da proteina Bcr-abl, faz com que a XPB seja



18

fosforilada por Bcr-abl e, a partir desse ponto, se tornar incapaz de corrigir possiveis
erros no ADN (TAKEDA e cols., 1999). Acredita-se que na presenca da proteina Ber-
abl, a interacdo normal entre XPB e a proteina Ber sofram interferéncia, levando a um
defeito no reparo do ADN e, subsequente instabilidade gendmica em células portadoras
da quimera Bcer-abl. Esse mecanismo pode ser uma das explicagdes para a evolugdo

clonal da doenca, de uma fase “benigna” controlada (cronica) para a crise blastica fatal.

Dominio de Oligomerizagac

Dominio

Serina/treonina Dominio Dominio

cinase GEF RacGAP

NHZ l DCOOH
Sitios de ——> wme— o
ligagdo SH2
M-ber
Abl ‘[

y177 fosfc-serma

m-bcr

Figura 6. Figura esquematica da proteina p160°®. O esquema ilustra os principais dominios
da proteina Bcer. As linhas vermelhas representam os pontos de quebra m-ber, M-ber e p-ber
responsaveis pela formacdo das diferentes isoformas da proteina Bcr-abl. Algumas proteinas
que se ligam ao p160°® (Grb2, Abl, Bap-1 ¢ XPB) estio representadas juntamente com seus
sitios de ancoragem. Adaptado de KURZROCK e cols., 2003.
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1.6.2 O gene c-abl

O proto-oncogene celular c-abl é um homoélogo humano do oncogene viral v-abl
que causa a Leucemia Murina de Abelson (ABELSON e RABSTEIN, 1970). Acredita-
se que em algum estagio da evolugdo, o virus da leucemia murina de Abelson (Ab-
MulLV) tenha se inserido no genoma do c-abl de mamiferos. O c-abl ¢ um gene
altamente conservado presente ndo s6 em vertebrados, mas também em Drosophila
(HOFFMAN e cols., 1983). O gene c-abl humano tem tamanho aproximado de 225 kb ¢
seus dois primeiros éxons sdo conhecidos como 1b e la, seguido dos éxons 2 ao 11.
Uma regido intronica longa (200 kb) separa o éxon 1b do éxon la (BERNARDS e cols.,
1987). O gene apresenta dois possiveis transcritos de 6 e 7 kb, formados por edi¢cdo
alternativa dos éxons 1b e la que sdo codificados em duas isoformas distintas de 145
kDa (p145*"%) (SHTIVELMAN e cols., 1986) e com atividade tirosina cinase (LUGO
e cols., 1990). A variante 1b do c-abl ¢ miristoilada na regido amino-terminal, enquanto
a variante la apresenta 19 aminoacidos a menos que a 1b e ndo possui sitios para adi¢ao
de miristoil (HANTSCHEL e SUPERTI-FURGA, 2004) (Figura 7). A condi¢do
necessaria para que ocorra a miristoilacdo € a presenca de um residuo de glicina na
segunda posicao da proteina. Sequéncias consenso para a miristoilagdo apresentam uma

serina na sexta posi¢ao e uma lisina na sétima (FARAZI e cols., 2001).
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Figura 7. Figura esquematica das duas isoformas da proteina p145*®". Os éxons 1b ¢ la
sofrem edigdo alternativa (“splicing”) e resultam em duas variantes da proteina p145°"“. A
diferenca entre elas corresponde a 19 residuos ¢ uma miristoilagdo na variante 1b. Adaptado de
HANTSCHEL e SUPERTI-FURGA, 2004.

A fase de leitura corresponde a 3389 nucleotideos e codifica uma proteina de
1130 aminoacidos (SHTIVELMAN e cols., 1986). O gene c-abl apresenta uma regido
de ponto de quebra localizada na primeira por¢do intrdnica que compreende cerca de
200 kb (Figura 8). Dentro dessa enorme regido, as quebras ocorrem em “clusters” em 3
regides distintas que compreendem intervalos de 30 £ 5, 100 + 13 e 135 + 8 kb (JIANG
e cols., 1990).

ABL

A proteina pl45 pode ser encontrada em diversos compartimentos

subcelulares entre eles nucleo, citoplasma, mitocondria e reticulo endoplasmatico.

Nesses compartimentos, a p145ABL

interage com uma grande variedade de proteinas
celulares que incluem adaptadores celulares, cinases, fosfatases, reguladores do ciclo
celular, fatores de transcricdo e proteinas do citoesqueleto (WETZLER e cols., 1993).
Acreditava-se que a modificacdo por meio da miristoilagdo na variante 1b do c-abl era a
responsavel em direcionar e ancorar a proteina em membranas, discriminando assim as
formas nuclear e citoplasmatica da proteina. Entretanto, evidéncias recentes mostraram
que a miristoilacdo ndo ¢ suficiente para a associagdo com membranas € que outros

mecanismos como acetilagdes e palmitoilagdes seriam necessarios para uma ancoragem

estavel em membranas (HANTSCHEL e SUPERTI-FURGA, 2004).
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Figura 8. Figura esquematica do gene c-abl. Os retangulos representam o posicionamento dos
11 éxons que compdem o gene € 0s espacos entre eles correspondem as regides intronicas. As
regides 1b e la representam os éxons que sofrem a edi¢do alternativa do gene e a seta mostra a
primeira regido intrénica que ¢ o principal ponto de quebra do gene. Adaptado de DEININGER
e cols., 2000.

A funcionalidade da proteina p145°""

estd relacionada a muitos processos
celulares que incluem regulacdo da sobrevivéncia, crescimento celular, estresse
oxidativo, resposta a danos no ADN (genotoxicidade), dindmica de mobilizagdo do
citoesqueleto por meio da F-actina e migracao celular.

Diversos dominios funcionais ja foram descritos na proteina Abl como os
dominios SH3, SH2, dominio catalitico com atividade tirosina cinase (SH1), dominio de
ligacdo ao ADN, sequéncias ricas em prolina (PxxP) e dominio de ligacdo a F-actina
(Figura 9). O dominio SH3 caracteriza-se por uma atividade regulatoria negativa na
transformag¢do maligna. Observou-se que mutagdes nesse dominio alteram a
conformacdo da proteina e bloqueia a unido de ligantes com sequéncias ricas em prolina
dessa regido, o que leva a ativacdo do potencial de transforma¢do do Abl (MAYER e
BALTIMORE, 1994). Na regido central da proteina existem sequéncias ricas em prolina
que sdo capazes de interagir com dominios SH3 de outras proteinas. Entre essas
sequéncias estdo presentes os sinais de localizagdo nuclear (NLS), que direcionam a
proteina para o ntcleo (VAN ETTEN e cols., 1989). O dominio tirosina cinase do Abl

promove a transferéncia de um grupo terminal de fosforil do trifosfato de adenosina

(ATP) para um residuo de tirosina de um substrato aceptor. A perda no controle da
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atividade tirosina cinase ¢ um fator chave para o incremento do potencial oncogénico da
quimera Bcer-abl. A maior parte da proteina Abl citoplasmatica estd associada a
filamentos de actina (VAN ETTEN e cols., 1994). Ja foi visto que a atividade tirosina
cinase do Abl ¢ inibida por meio de filamentos de actina (WOODRING e cols., 2001 e
HANTSCHEL e cols., 2005). A proteina Abl possui também a capacidade de se ligar ao
ADN (HELENE e cols., 1997) e acredita-se que ela possua um papel no reparo do
ADN, uma vez que a proteina € capaz de interagir com outras proteinas que participam
desse processo como a ATM (“ataxia telangiectasia mutated”). As principais
caracteristicas dos genes ber e c-abl descritas acima estdo sumarizadas na Tabela 1.

Sitio
Miristoilagéo
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Dominio tirosina Dominios ligagédo ao
cinase ADN, F-actina e NLS

Figura 9. Figura esquemitica da proteina p145*®"“. O esquema ilustra os principais dominios
presentes na proteina Abl. A linha vermelha representa o ponto de quebra mais comum na
formacdo da quimera Bcr-abl. Diversas proteinas representadas na figura sdo fosforiladas e
interagem com Abl ativando inimeras vias de transducdo de sinais. Adaptado de KURZROCK
e cols., 2003.
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Tabela 1. Caracteristicas bere c-abl

ber c-abl
Localizagdo 22q11 9q34
Tamanho gene 130 Kb =230 Kb
Namero éxons 23 exons 11 éxons
Tamanho transcritos 45kb e 7 kb Gkbe T kb
Expressdo Constitutiva Constitutiva
ORF 3818 nucleots. 3389 nucleots.
Aminoacidos 1271 residuos 1130 residuos
Nome proteina p160=cs pl45aE
Tamanho proteina 160 KDa 145 KDa
Genes relacionados ber2, ber3, berd (22g11) eabr (17p13.3) -
Dominios protéicos Dominio de oligomerizagio Dominio SH3

Dominio Serina'trecnina cinase Dominio 5H2

Fungies

Regides deligagdo a SH2
Dominio de homologiaa GEFs
Dominio de homologiaa GAP

Direcionamento de sinalizagies
Associagio com heterocromatina
Regulagdo do ciclo celular
Reparodo ADN

Dominio SH1 (cinase)
Regites ricas em Pro (PxxP)
Sinal de Localizagdo Muclear (NLS)
Dominio Ligagdo Actina
Dominio Ligagdo ADN
Sobrevivéncia celular
Crescimento celular
Estresse Oxidativo
Respostas a danos no ADN
Mobilizagdo citoesqueleto
Migragdo celular

1.6.3 O gene quimérico bcr-abl

A justaposi¢do formada entre os genes ber e abl resulta na formagdo do gene
quimérico ber-abl, que por sua vez ird ser transcrito e traduzido em diferentes isoformas
protéicas, dependendo de onde ocorreram as quebras nos genes envolvidos. Os pontos
de quebra no ber estdo agrupados em trés regides ja descritas como m-bcr, M-ber e p-
ber. A regido do M-ber ¢ detectada em mais de 95% dos casos de LMC e compreende
uma regido cromossomal de 5,8 kb, composta pelos éxons 12 a 16 do ber, inicialmente
descritos como b1-b5 (HEISTERKAMP e cols., 1985). As quebras mais comuns dessa
regido unem o bcr, até o éxon 13 ou 14, (b2 ou b3), com o c-abl a partir do éxon a2, até
o final do gene. Essas fusdes geram transcritos conhecidos como b2-a2 ou b3-a2 de 8,5

kb que codificam uma proteina de 210 kDa chamada p210°*"" (Figura 10). Duas
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variantes (b2-a2 e b3-a2) dessa proteina podem ser geradas em decorréncia da quebra
no ber ser mais centromérica ou mais telomérica ao éxon 14 (b3). Dessa forma a
proteina p2105***" pode ou ndo conter os 25 aminoacidos que correspondem a
sequéncia codificada pelo éxon 14 (b3) (KURZROCK e cols., 1987). Diversos pacientes
diagnosticados como LMC apresentam a expressdo concomitante dos transcritos b2-a2 e
b3-a2 (MELO, 1996).

Em 70-80% dos casos de Leucemia Linféide Aguda (LLA), Philadelphia
positivo, (GLEISSNER e cols., 2002) e em raros casos de Leucemia Mielodide Cronica
(MELO e cols., 1994), a quebra no bcr ocorre em uma regido intronica que compreende
uma sequéncia de 55 kb (m-bcr) entre os éxons €2’ e e2. A quebra mais comum nessa
regido une o éxon el do ber, com o c-abl a partir do éxon a2, até o final do gene. Essa
fusdo gera o transcrito conhecido como el-a2 de 7,4 kb que ¢ traduzido em uma
proteina de 185 kDa conhecida como pl190°°*" (CLARK e cols., 1987) também
chamada de p185%“** por alguns investigadores (Figura 10).

A tultima regido susceptivel a pontos de quebras foi localizado na por¢ao 3°
terminal do gene ber na regido intronica entre os éxons 19 e 20 (u-ber) (SAGLIO e
cols., 1990). A quebra mais comum nessa regido une o éxon €19 do bcr, com o c-abl a
partir do éxon e2, até o final do gene. Essa fusdo gera o transcrito e19-a2 de 10 kb que ¢
traduzido em uma proteina de 230 kDa conhecida como p23OB°r'Abl (Figura 10).
Pacientes portadores desse transcrito apresentam uma forma distinta de doenca
mieloproliferativa, menos agressiva, conhecida como Leucemia Mieldide Cronica
Neutrofilica (LMC-N) (PANE e cols., 1996b).

A expressdo de cada transcrito bcr-abl produzida pelos diferentes pontos de
quebra no gene bcr, assim como a expressao simultdnea de mais de um transcrito e as

variagdes nos niveis de expressdo destes clones, mostram uma correlagio com os
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fenotipos hematologicos e clinicos de diferentes leucemias Philadelphia positivo (Ph+)
(DEININGER e cols., 2000). As leucemias Ph+ que expressam proteinas como p1905"
AL 2108 A ¢ p230B AP foram associadas com fendtipos mieldides, geralmente
comprometendo a expansdo, o grau de diferenciagdo ¢ a maturagdo de progenitores

granulociticos. Como exemplo, LMC expressando proteinas p23054"!

comprometem
com menor intensidade o processo normal de diferenciagdo granulocitica em
comparagdo a expressao de pZIOBcr'Abl. Do mesmo modo, diferengas fenotipicas na
clinica foram observadas entre pl190°™APL p210BA ¢ p230BAP sendo menos
agressiva a doenga quando a maioria dos éxons do ber € mantida no transcrito quimérico
(QUACKENBUSH e cols., 2000). Outros pontos de quebra ocorrem em nao mais de 1-
2% dos casos de leucemias ber-abl positivas associados a LMC e LLA e incluem as
isoformas b3-a3 (LAURENT e cols., 2001), e6-a2 (HOCHHAUS ¢ cols., 1996), e2al
(LAURENT e cols., 2001), el-a3 (SOEKARMAN e cols., 1990), e8-a2 (BRANFORD ¢
cols., 2000), el13a2 (KAWASAKI e cols., 1988), e13-a3 (OTAZU e cols., 2002) entre

outras (Tabela 2). As principais caracteristicas das diferentes isoformas formadas pela

associacdo dos genes ber e c-abl estdo sumarizadas na Tabela 3.
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Figura 10. Figura esquemitica das proteinas p190®“*" p210®"*" e p230®"*"". O esquema
representa o resultado da fusdo entre o gene ber e c-abl de acordo com os pontos de quebra mais
comuns no bcr (m-ber, M-ber e p-ber), respectivamente. O conteudo de éxons do ber que
formam essas quimeras aumenta na propor¢do que a quebra ocorre mais 3" terminal ao gene
enquanto o contetido de éxons do gene c-abl se mantém constante nas trés isoformas. Adaptado

de KURZROCK e cols., 2003.

Tabela 2. Pontos de quebra incomuns no ber e c-abl

Quebras
ber c-abl Referéncias Transcrito Proteina KDa
ber - - [= ) [—— 160
c-abl - - TR o 145
“e1a2 m-ber intron 1 53 —=aEmImr ) e — 185
"b3a2  Mber  Exonid 49 e = oy 210
"b2a2 Mber  Exon13 49 srmmmmmc =i ) — 210
“e19a2  p-ber intron 1 55 crmsmmmen 3 ) 230
b3a3 ? ? 14 Y - () ) ?
e6a2  introné intron 1 56 oy f - ine— 195
e2al ? ? 14 R ) [ mwsmm— ?
elal m-ber intron 2 57 - [ o | 180
eBa2 ? ? 58 R —) o) 1975
e13a2  M-ber intron 1 59 Y S TR ETIT) e 210
e13a3  M-ber intron 2 60 L Tt — ey 203

*Correspondem a 99% das Leucemias
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Tabela 3. Caracteristicas Ber-abl
p190BCRABL p210BCRABL p230BCR-ABL

Quebrabcr m-bcr (55 Kb) M-bcr (5,8 Kb) u-ber
Quebra c-abl intron 1 intron 1 intron 1
Nome transcritos ela2 b3a2/b2a2 e19a2
Tamanho transcritos 7,4Kb 8,5Kb 10Kb
Nome proteina p190Q8er-Anl p21(QBecr-Abl p23(Q8er-Abl
Tamanho proteina 185KDa 210KDa 230KDa
Doenga LMC,LLA LMC,LLA LMC-N

1.7 Estrutura e catalise do dominio catalitico (SH1) da cinase Abl

A compreensdo dos mecanismos moleculares implicados na patogénese da
Leucemia Mieloide Cronica, por parte da expressdo da proteina Ber-abl, cuja atividade
tirosina cinase se encontra desregulada na célula, desperta o interesse para o
entendimento de como essa proteina fosforila seus substratos a nivel estrutural. E sabido
que o genoma humano codifica 518 cinases, constituindo 2% de todos os genes
(COWAN-JACOB, 2006). Todas essas cinases apresentam o dominio catalitico (SHI)
altamente conservado, com aproximadamente 300 residuos e sdo capazes de transferir o
fosfato y de uma molécula de ATP para grupos hidroxila de residuos de serina, treonina
e tirosina de peptideos substratos.

O dominio SH1 das cinases ¢ bilobular. Ele ¢ dividido em dois subdominios ou
l6bulos conhecidos por 16bulo-N ou pequeno e 16bulo-C ou maior. O lobulo-N ¢
formado por 5 folhas-f orientadas de maneira antiparalela e uma a-hélice proeminente
conhecida como hélice aC. Por outro lado, o 16bulo-C ¢ constituido basicamente por o-
hélices (HANTSCHEL e SUPERTI-FURGA, 2004) (Figura 11). A fenda de ligagao do
ATP fica situada em um bolsdo hidrofobico entre os l6bulos. A conformacgao adotada

pelo dominio SH1 das cinases em sua forma ativa e inativa apresenta diferencas em
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algumas regides extremamente flexiveis e conservadas. Um dos loops conservados,
conhecido como Loop-P (loop de ligagdo ao fosfato), fica localizado entre a folha 1 e
B2 do 16bulo-N e forma a cobertura do sitio ativo da cinase, contribuindo para coordenar
o fosfato y da molécula de ATP ligada (HANTSCHEL e SUPERTI-FURGA, 2004). O
grupo adenina da molécula de ATP, por sua vez, realiza duas ligagdes de hidrogénio
com atomos da cadeia de peptideos que conectam os lobulos N e C (NAGAR e cols.,
2002). O grupo amino extra ciclico do ATP compartilha uma ligacdo de hidrogénio com
o oxigénio da carbonila do residuo E316 e o nitrogénio 1 do anel da purina compartilha
a outra ligacdo de hidrogénio com o nitrogénio amida do residuo M318 (NAGAR e
cols., 2002). O loop-P quando na conformacao inativa, adota uma estrutura compacta.
Outras regides como a hélice aC e os lobulos N e C, sofrem alteragdes na orientagdo
quando as cinases transitam entre a conformacao ativa e inativa.

Uma das regides mais conservadas de proteinas cinases compreende o loop de
ativacao (loop-A). Essa regido ¢ altamente flexivel e tem tamanho aproximado de 20 a
30 residuos. Na forma ativa, o loop-A adota uma conformacdo estendida. Dois
importantes aspectos ocorrem para a manuten¢do da conformacdo estendida dessa
regido. Na primeira delas, o residuo D381, que compde o motivo DFG (Asp-Phe-Gly)
localizado na base N-terminal do loop-A, ¢ posicionado de forma a interagir
diretamente com um ifon de magnésio que coordena os grupos fosfatos do ATP
(NAGAR e cols., 2002). O segundo aspecto, por sua vez, compreende a fosforilagcdo do
residuo de tirosina do loop-A (ex: Y412 na proteina Abl) que mantém o resto do loop-A
posicionado para fora do centro catalitico, formando assim uma plataforma de ligacao
ao substrato (NAGAR ¢ cols., 2002). Por outro lado, na conformagao inativa, 0 motivo
DFG do loop-A esté rotacionado drasticamente quando comparado a conformagao ativa,

e dessa maneira a F382 fica voltada para dentro do sitio de ligagdo do ATP e ndo mais o
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residuo D381. O resto do loop-A adota uma conformag¢do que mimetiza um substrato

ligado a enzima, dessa forma bloqueando o sitio ativo da mesma.

Lck ativa (aberta) Srcinativa (fechada)

Lobulo N

Lobulo C

Figura 11. Estrutura de proteinas cinases na conformacio ativa e inativa. A figura
representa as principais alteragdes que ocorrem no dominio SH1 de cinases quando elas
transitam entre a conformacdo ativa e inativa. A esquerda a cinase Lck (YAMAGUCHI e
HENDRICKSON, 1996) em sua conformacdo aberta e a direita a cinase Src (XU e cols., 1997)
em sua conformagdo fechada. Lébulo N em azul, 16bulo C em magenta, hélice aC em laranja,
loop-P em amarelo, loop-A em verde e tirosina do loop-A representada na forma de bastdo,
fosforilada a esquerda e desfosforilada a direita. Adaptado de HANTSCHEL e SUPERTI-
FURGA, 2004.

1.8 Mecanismos de Regulacio do Abl e do Ber-abl

Muitos avangos relacionados aos mecanismos envolvidos na regulagdo de
tirosinas cinases puderam ser esclarecidos nos ultimos anos. A elucidagdo estrutural dos
dominios que compdem a unidade catalitica SH3 (GOSSER e cols., 1995), SH2

(OVERDUIN e cols., 1992) e SH1 (NAGAR e cols., 2002) por meio das técnicas de
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espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e Cristalografia por Raios-X
permitiu uma melhor compreensdo desses mecanismos. A atividade tirosina cinase da
proteina Abl, modelo de estudo, ¢ estritamente regulada na célula. Esse controle ¢
alcangado por meio da capacidade de auto-inibi¢do da proteina (PLUK e cols., 2002)
que envolve complexas interagdes intramoleculares entre a unidade catalitica da tirosina
cinase (SH1), os dominios regulatérios SH2 ¢ SH3 (SMITH e cols., 2003 e NAGAR ¢
cols., 2003) e outros segmentos como o proprio grupo miristoil, o conector SH3/SH2 e
o conector SH2/SH1 (HANTSCHEL e cols., 2003). O complexo mecanismo de
regulagdo desta cinase estd diretamente relacionado com a manutengdo de seu estado
inativo, sendo, portanto um controle para o correto funcionamento das vias de
sinalizacdo no interior da célula. A perda desses mecanismos de regulagdo, fendmeno
que ocorre durante o estado leucémico, em vista da oligomerizagao da proteina Bcer-abl
(MCWHIRTER e cols., 1993 ¢ SMITH e cols., 2003), leva ao descontrole da atividade
tirosina cinase e a ativagdo de importantes vias de sinalizacdo na célula. A fosforilagao
descontrolada, pelo Ber-abl, de substratos envolvidos em vias tais quais MAP cinases,
Jak-Stat, PI3-cinase e Myc cinase (DEININGER e cols., 2000 e STEELMAN e cols.,
2004) levam a ativacdo constitutiva da sinalizacdo mitogénica. Por sua vez, a
fosforilagdo de diversos outros substratos, como a proteina Crkl, envolvida na
regula¢do da motilidade celular e na adesdo celular mediada por integrinas (SATTLER
cols., 1996), assim como a fosforilagdo da proteina pro-apoptdtica Bad, levam a outros
mecanismos implicados na transformacdo oncogénica entre eles: adesdo alterada ao
estroma medular e matriz extracelular e a reducao do processo de apoptose. Em suma, o
desenvolvimento do fendtipo maligno da Leucemia Mieldide Cronica ¢ baseado na
intensa ativacdo mitogénica, adesdo alterada ao estroma e matriz extracelular e inibig¢do

da apoptose. Recentemente, um novo mecanismo envolvido no potencial transformante
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da proteina Bcer-abl vem sendo discutido e se baseia na degradagdo de proteinas
inibitdrias da proteina Abl por meio da ativagdo do complexo protéico do proteassoma
(DAI e cols., 1998).

Os principais mecanismos estruturais envolvidos na regulacdo do Abl ja foram
elucidados, em contra partida, a sinalizacdo inicial para que a cinase Abl, inativa dentro
da célula, seja ativada e exerga uma determinada funcdo fisiologica ainda ndo ¢
compreendida. Uma das hipoteses sugere que apds um estimulo externo, possiveis
inibidores, tais como Pag/Msp23 (WEN e cols., 1997) ancorados na unidade catalitica
se dissociem da mesma, permitindo a cascata de eventos que levardo a ativagdo
completa da cinase. Os eventos posteriores a dissociacdo de possiveis inibidores da
cinase, compreendem a autofosforilagdo de duas tirosinas especificas (Y412 no loop de
ativacao e Y245 no conector SH2-SH1), o desacoplamento do dominio regulatério SH3,
o desacoplamento da molécula de acido miristico do dominio SH1, o desacoplamento
do dominio regulatério SH2 e a consequente ligacdo de pequenos fosfopeptideos em
motivos especificos do dominio SH2 antes ocluidos pelo dominio SH1. Todos esses
eventos estdo muito bem caracterizados a nivel estrutural e possivelmente ocorrem de

forma cronoldgica e por meio de um mecanismo de causa e efeito.

1.8.1 Primeiro evento - Autofosforilagao do Abl

O primeiro mecanismo investigado e relacionado com o aumento da atividade
catalitica da proteina Abl ¢ a fosforilagdo de residuos de tirosina dentro da unidade
catalitica (SH3-SH2-SH1). E sabido que a proteina Abl na célula se mantém em sua
conformacao inativa, ndo apresentando quaisquer fosforilagdes (FRANZ e cols., 1989).

Entretanto quando os mecanismos de autoinibi¢do sdo rompidos por meio de mutagdes,
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essas formas ativas da proteina passam a apresentar diversos residuos de tirosina
fosforilados. (FRANZ e cols., 1989; JACKSON ¢ BALTIMORE, 1989). Dentro desse
contexto, torna-se evidente uma forte correlagdo entre o processo de fosforilagdo da
cinase ¢ sua ativagdo. Diversos trabalhos buscam a descoberta de novos sitios alvos de
fosforilacdo dentro da proteina Abl, com o objetivo de mapear os residuos essenciais
para a ativagdo da cinase (REYNOLDS e cols., 1982; STEEN e cols., 2003;
SALOMON e cols., 2003). O primeiro relato de sitios de fosforilagao foi identificado
em dois peptideos tripticos obtidos do Virus da Leucemia Murina de Abelson (MuLV)
(REYNOLDS e cols., 1982). Trabalhos mais recentes foram capazes de mapear diversos
outros sitios alvos de fosforilagdo dentro da unidade catalitica da proteina Bcr-abl
(STEEN e cols., 2003; SALOMON e cols., 2003) (Figura 12 e Tabela 5) e em outras
regides da proteina Ber (HE e cols., 2002). Andlises de mutagénese identificaram que os
residuos Y412, localizado no loop de ativagdo e Y245, que fica na regido de ligacdo
entre o dominio SH2 e o SHI1, quando fosforilados, sdo cruciais para a ativagdo da
proteina Abl. A substituicdo da Y245 por fenilalanina inibe a ativagdo do Abl induzida
por fosforilacdo em 50%, enquanto que a proteina portando o duplo mutante Y245F e
Y412F ¢ minimamente ativada por meio de autofosforilagdo (BRASHER e cols., 2000).
Tais evidéncias revelam que a fosforilagdo dessas tirosinas sdo de crucial importancia
para a ativacdo da cinase e que elas ocorrem de maneira sequencial.

Apos a identificagdo de diversos sitios alvos de fosforilacdo e o mapeamento dos
residuos de maior importidncia para a ativagdo da cinase, outro ponto de crucial
importancia passou a ser questionado: Por quais mecanismos ocorre a autofosforilagdo
da proteina Abl? Dentro desse questionamento foi possivel identificar que a proteina
poderia ser fosforilada por meio de estimulos de fatores de transcri¢cao, como o fator de

crescimento derivado de plaquetas (PDGF), que leva a ativagdo de grupos de cinases
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como as pertencentes a familia Src, que por sua vez sdo capazes de fosforilar a cinase
Abl (PLATTNER e cols., 1999). Outro mecanismo proposto atualmente ¢ a capacidade
da proteina Abl por si mesma, se autofosforilar. Experimentos realizados in vitro,
identificaram que a atividade cinase, frente a um substrato especifico da Abl, é dose
dependente (BRASHER e cols., 2000). Tal constatacio sugere fortemente que a
autofosforilagdo da cinase Abl ocorra por meio de um mecanismo intermolecular.
Analises estruturais facilitaram ainda mais a compreensdo e a importancia da
fosforilagdo para a ativacdo da proteina Abl. Acredita-se que a fosforilagdo do residuo
de Y412 no loop de ativacdo da Abl e de diversas outras cinases, seja de crucial
importancia para estabilizar a conformagao ativa da mesma e dessa forma permitindo a
ligagdo do substrato e a consequente catalise (HANTSCHEL e SUPERTI-FURGA,

2004) (Figura 12).
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Figura 12. Sitios de fosforilagdo no Abl. Residuos que sdo fosforilados na forma ativa da
proteina Abl. Os residuos foram mapeados na estrutura regulada do Abl (codigo do pdb: 10PK).
Os sitios de fosforilagdo estdo representados por bastdes verdes, o dominio SH3, em tragado
amarelo, o conector SH3-SH2 em roxo, o dominio SH2 em verde, o conector SH2-SH1 em
vermelho e o dominio SH1 em azul. Loop-P ¢ loop de ativagdo estdo representados em amarelo
e verde, respectivamente. Adaptado de HANTSCHEL e SUPERTI-FURGA, 2004.

Tabela 4. Sitios de fosforilagdo mapeados no Abl (adaptado de Ref. 38

Residuo fosforilado Ref. 78 Ref. 79 Localizagdo Sequéncia
594 n.d. n.d. dominio SH3 {Loop RT) DFVApSGDNT
Y134 s. nd.  dominio SH3 (superficie de ligag3o a ligante) VPSNpYITPV
Y204 S. S. dominio SH2 (face sul) DGKLpYVSSE
Y245 s, 5. Linker SH2-5H1 KPTVpYGVSP
Y251 8. n.d. Linker SH2-5H1 VSPNpYDKWE
Y272 s 5 dominio SH1 {loop-P / contato com STI-571) GGGApYGVY
Y276 s 5 dominio SH1 (I6bulo N) YGEVpYEGVW
Y283 5. 5. dominio SH1 (Iébulo N / interface SH3) VWEKKpYSLTV
Y412 5. 5. Loop de ativacdo TGDTpYTAHA
T413 n.d. s, Loop de ativacdo GDTYpTAHAG
Ya8s n.d. 5. dominio SH1 (l6bulo C/ face sul) PEKVpYELMR

p(S/T/Y) designa os residuos fosforilados, n.d. — ndo determinado e s. — sitio de fosforilagao identificado.
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1.8.2 Segundo evento — Desacoplamento do dominio SH3

O segundo evento de ativagdo da complexa cascata de regulagdo da cinase Abl
compreende o desacoplamento do dominio regulatorio SH3. As primeiras evidéncias de
que essa regido estaria envolvida na regulacdo da proteina Abl surgiram com os estudos
de mutagénese (JACKSON ¢ BALTIMORE, 1989) e deple¢do de regides N-terminal
(FRANZ e cols., 1989) da cinase. Essas proteinas truncadas possuem o potencial
oncogénico. Trabalhos posteriores evidenciaram que o dominio SH3 se mantém ligado a
uma prolina no linker SH2-SH1 (P242) e que uma mutagdo nesse residuo ou em
residuos do SH3 que fazem parte da regido de ligacdo sdo capazes de desregular a
atividade da cinase in vivo e in vitro (BARILA ¢ SUPERTI-FURGA, 1998). Como ja
discutido anteriormente a fosforilagdo da Y412 no Abl leva a um aumento da atividade
cinase da proteina e a uma rapida fosforilacao no residuo Y245. A fosforilagdo da Y245
desacopla o dominio SH3 ligado a P242 e consequentemente aumenta ainda mais a

atividade cinase.

1.8.3 Terceiro evento - Desacoplamento da molécula de 4cido miristico

A miristoilagdo ¢ uma modificacdo co-traducional comum que ocorre por meio
da ligacdo covalente de uma molécula de miristato, acido graxo saturado de 14
carbonos, a regides consensos de proteinas. A reagdo ¢ catalisada pela N-miristoil
transferase que apds reconhecer regides consensos na proteina, transfere o miristato,
provindo do miristoil-CoA para o grupo amino da glicina N-terminal. Essa enzima atua
co-traducionalmente, ap6s a remoc¢do do residuo de metionina iniciador. O Unico

residuo necessario para que ocorra a miristoilagdo ¢ a presenca da glicina na segunda
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posicilo (HANTSCHEL e SUPERTI-FURGA, 2004), entretanto outras regides
consensos Otimas para tal modificacdo ja foram identificadas (FARAZI e cols., 2001). A
miristoilacdo estava diretamente relacionada com o processo de ancoramento de
proteinas em membranas (HANTSCHEL e SUPERTI-FURGA, 2004). Porém,
evidéncias recentes mostram que essa modificacdo ndo ¢ suficiente para exercer tal
processo, sendo necessarias modificagdes adicionais como palmitoilagdes para uma
ancoragem estavel (RESH, 1999). No caso especifico da proteina Abl, a miristoilagao
estd envolvida com um dos mecanismos de regulacdo da atividade da cinase. A
molécula de miristato se liga a uma fenda hidrofobica localizada no 16bulo C do
dominio SH1. Essa ligacdo provoca uma distor¢ao na ultima a-hélice do dominio SH1,
a hélice al. A hélice al impede a ligagdo do dominio SH2 ao dominio SHI1. A liga¢ao
do miristato quebra a hélice al em uma nova hélice al’, que se mantém posicionada
como uma tampa para o sitio de ligacdo a molécula de miristato e consequentemente
permite a ancoragem do dominio SH2 ao dominio SH1 (Figura 13). Dessa maneira, a
ligagdo do miristato parece ser essencial para a manuten¢do da conformagdo auto-
inibida da unidade catalitica, uma vez que estudos avaliando a participagdo dessa
molécula na ativagdo do Abl mostraram que sua retirada aumenta constitutivamente a
atividade da cinase (NAGAR ¢ cols., 2003; HANTSCHEL e cols., 2003). Entretanto,
estudos contraditérios a esse mecanismo avaliaram a isoforma la da proteina Abl, que
ndo ¢ miristoilada. Tanto a isoforma la como a isoforma miristoilada 1b foram capazes
de recuperar os efeitos deletérios causados pelo silenciamento do gene Abl em modelo
murino (HARDIN e cols., 1996), evidenciando que a miristoilacdo ndo apresenta uma
fun¢do crucial para a atividade celular do Abl apesar de participar da ativacdo da

mesma.
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Como mencionado anteriormente, a miristoilacdo ¢ realizada por meio da
ligacdo covalente de uma molécula de miristato ao residuo de glicina na segunda
posicdo. Na cinase Abl, a miristoilagdo ¢ realizada no residuo G2, localizado na regido
N-terminal ao dominio SH3, também conhecida como o Cap N-terminal. Essa regido do
Cap compreende cerca de 80 residuos e recentemente foi também identificada como
uma regido que participa da regulacdo da cinase Abl, uma vez que sua dele¢do aumenta
os niveis de fosfotirosinas totais na célula, aumenta a autofosforilagdo e a atividade
cinase “in vitro” (HANTSCHEL e cols., 2003). Apesar da participacdo do Cap na
regulacdo da cinase Abl, muito se questionou sobre o mecanismo pelo qual essa regido
regula a proteina. Até hoje ¢ questiondvel se o Cap funciona apenas como uma regido
N-terminal que apresenta a molécula de miristato ao dominio SH1, ou se residuos
especificos que compdem o Cap sdo capazes de interagir com os dominios SH3, SH2 e
SH1 e promover a manutencdo da forma auto-inibida. A partir desse questionamento,
estudos buscaram evidenciar possiveis sitios de interacdo entre o Cap e os dominios
regulatorios (PLUK e cols.,, 2002; HANTSCHEL e cols.,, 2003). A mutacdo de
determinados residuos do Cap, como a K70, juntamente com mutagdo no residuo G2,
que impede a miristoilagdo, causam um aumento ainda maior da atividade cinase
quando comparado apenas a mutagdo do residuo G2 (HANTSCHEL e cols., 2003).
Evidéncias como essa sugerem fortemente que a funcionalidade da regido do Cap ndo se
estende a apenas apresentar a molécula de miristato. O mapeamento completo da regido
do Cap definiu que apenas 15 a 20 residuos sdo importantes para a regulagdo da
atividade da cinase Abl, sendo a regido central desnecessaria para tal mecanismo de

regulagdo.
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Figura 13. Regulacio da cinase Abl pela molécula de miristoil. (A) corte de um mapa de
superficie evidenciando a fenda hidrofébica na qual a molécula de miristoil esta inserida. (B)
detalhes da distor¢do que ocorre na hélice al (cinza) e a formacdo da nova hélice al’ (roxo) na
regido C-terminal do dominio SH1 apds ancoramento do grupamento de miristoil (amarelo).
Outras hélices-a do dominio SH1 (aE, oF e aH) estdo representadas em azul. (C) Visualizagdes
da hélice ol em vermelho mostrando a cinase desligada do miristoil e consequentemente
impossibilitando o ancoramento do dominio SH2. Apds a ligagdo do miristoil (hélice al’ em
azul) é possivel o ancoramento do dominio SH2 a residuos do dominio SH1. Adaptado de
NAGAR e cols., 2003.

1.8.4 Quarto evento - Desacoplamento do dominio SH2 e ligacao de

fosfopeptideos

Como mencionado anteriormente, o dominio SH2 ¢ uma regido de grande
importancia na regulacdo da unidade catalitica da proteina Abl. Esse dominio ¢ capaz de
interagir na forma auto-inibida da cinase, com diversos residuos do dominio SH1 por

meio de ligagdes de hidrogénio. Tal interacdo s6 ¢ possivel uma vez que a ligacao do
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miristato ao l6bulo C do SH1 provoca a distor¢do da hélice al, permitindo assim a
aproximacao do dominio SH2 aos residuos do dominio catalitico. O residuo S152,
localizado na regido N-terminal da hélice aSH2A faz uma ligagdo de hidrogénio com a
E513 do dominio SHI1. O residuo R153, que faz parte do motivo que interage com
residuos de fosfotirosina de peptideos substratos, faz duas ligagdes de hidrogénio com
os grupos carbonila dos residuos F516 e Q517, localizados no loop I-I" gerado pela
quebra da hélice al. O residuo N154 faz uma ligacdo de hidrogénio com o grupo
carbonila do E513. Uma série de interagdes ¢ formada entre a Y158 do dominio SH2, o
anel aromatico da Y361, da hélice oE do dominio SH1 ¢ os residuos N393, do dominio
SH1 e N290 do linker SH2-SH1 (Figura 14). Como ja mencionado anteriormente, a
saida do miristato desfaz todas essas interacdes e afasta o dominio SH2 para longe do
SH1. O desacoplamento do dominio SH2 acaba por expor um motivo (FLVR), antes
ocluido pelo dominio SHI, que compreende um sitio de ligacdo a fosfotirosinas.
Diversas investigacdes mostram que a exposi¢do desse motivo e a consequente ligacao
de fosfopeptideos subtratos sdo também capazes de aumentar a atividade cinase da
proteina Abl, sendo, portanto mais um mecanismo de regulagdo da enzima

(HANTSCHEL e cols., 2003).
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Figura 14. Interagoes SH2-SH1 na forma inativa da cinase Abl. A figura representa as
diversas ligagdes de hidrogénio (pontilhados em vermelho) que ocorrem entre os residuos do
SH2 e SH1 do Abl na forma ligada a molécula de miristoil (amarelo). Hélice SH2aA em verde,
hélice aE em azul escuro ¢ hélice al-I' em azul claro. Os residuos que participam das ligagdes
de hidrogénio estdo representados na forma de bastdes. Essas interacdes sdo perdidas no
momento em que a molécula de miristoil ¢ desligada da cinase. Adaptado de NAGAR e cols.,
2003.

1.8.5 Mecanismos de regulagao perdidos no Ber-abl

A proteina Abl, como ja discutido, ¢ regulada pelo grupamento miristoil, e os
dominios SH3 e SH2 juntamente com fosforilagdes. Esses diversos mecanismos de
regulagdo mostram que diversas rotas de ativacdo da proteina “in vivo” podem ocorrer
até que ela se encontre totalmente ativada. Dentro do contexto dos mecanismos que
envolvem a regulagdo da proteina Abl, muitos estudos vem buscando um melhor
entendimento de como esses mecanismos sdo perdidos em células leucémicas que

expressam a proteina quimérica Bcer-abl. Como ja discutido anteriormente, a
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translocagdo entre o gene ber e o gene c-abl produz um gene quimérico ber-abl regulado
pelo promotor do gene ber. O primeiro possivel mecanismo envolvido com a perda da
regulacdo na atividade tirosina cinase da proteina Ber-abl, pode ser explicado a nivel
genomico, onde o gene c-abl passa a ser controlado pelo promotor do gene ber e nao
mais pelo seu promotor especifico. Essa alteragdo pode levar a diferentes niveis de
expressdo génica da quimera e consequentemente a perda da regulagao a nivel protéico.
Estudos enfatizando a caracterizagdo do promotor do gene bcr podem evidenciar
importantes regides de regulagdo génica do gene ber normal e a partir dai inferir um
possivel mecanismo de regulacdo da quimera ber-abl que reflita na perda do controle na
atividade da cinase (ZHU e cols., 1990). Outro ponto de intensa discussdo a nivel
génico ¢ a deplecdo do primeiro éxon do gene c-abl durante o mecanismo de
translocagdo com o gene bcr (SMITH e cols., 2003). A saida do primeiro éxon
corresponde exatamente a regido do Cap N-terminal na proteina quimérica Ber-abl. A
perda do Cap na quimera protéica implica na auséncia de um dos mecanismos de
regulacdo discutidos anteriormente, ou seja, a proteina Bcr-abl ndo apresenta o
grupamento miristoil ancorado no dominio SH1, em vista da auséncia do Cap, e dessa
forma o dominio SH2 estd sempre em sua conformacdo aberta. A perda desse
mecanismo de regulacdo pode estar diretamente relacionada com a atividade cinase
descontrolada da quimera.

Outro importante ponto de discussdo acerca do descontrole da atividade cinase
da quimera Bcr-abl esta relacionado com o ganho de importantes dominios da proteina
Bcer. Dentro desse contexto, ganha destaque o dominio de oligomerizagdo da proteina
Ber. A dele¢do do dominio de oligomerizagdo da proteina Ber-abl diminui a atividade
cinase da mesma e seu poder de transformacdo oncogénica (MCWHIRTER e cols.,

1993). Por meio de mutagénese do dominio de oligomerizacdo foi possivel evidenciar
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que o principal mecanismo de ativagdo da fungdo cinase corresponde a oligomerizagao
das proteinas Ber-abl (SMITH e cols., 2003). A partir dessas descobertas, foi possivel
sugerir um modelo simples de oligomerizagdo das proteinas Bcr-abl e sua participagdo

no incremento ¢ manutenc¢ao da desregulacdo da atividade cinase (Figura 15).

Dominio de
oligomerizagdo
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Figura 15. Modelo de ativacdo da cinase Ber-abl. Na forma monomérica, a proteina Ber-abl
se encontra em seu estado inativo e desfosforilada. Apds oligomeriza¢ao por meio do dominio
de oligomerizagdo do Bcr, ocorre uma autofosforilagdo primaria na Y412 seguido da Y245.
Essas fosforilagdes levam a cascata de eventos discutidos anteriormente € a consequente
ativagdo da cinase Bcr-abl. Em cinza proteina Ber, em verde o dominio SH3, em amarelo o
dominio SH2 ¢ em azul o dominio SH1. Adaptado de SMITH e cols., 2003.

1.9 Opcoes de tratamento para a LMC

O tratamento para a LMC evoluiu lentamente de inicio, mas no decorrer dos
ultimos 20 anos, novos medicamentos surgiram como op¢des de tratamento. Diversos
citoredutivos como Busulfan e hidroxyuréia surgiram como alternativas ao combate
paliativo a neoplasia. Até recentemente, acreditava-se que o melhor tratamento para

interromper o estado leucémico era o uso exclusivo de a-interferon, capaz de ativar
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células “natural killers”, ou conjugado a cytarabina (GUILHOT e cols., 1997). O tnico
tratamento considerado curativo para a LMC ¢ o transplante de medula 6ssea alogeneico
(TMO) HLA-compativel. Apesar de ser considerado o unico tratamento capaz de
erradicar a leucemia, o TMO possui apreciavel taxa de mortalidade ¢ morbidade.
Proximo do ano de 1990, muito desse quadro mudou com o advento do Mesilato de
Imatinibe.

Sabendo-se que a atividade cinase desregulada do Bcr-abl apresenta papel
crucial na patogénese da LMC, Druker, e colaboradores, se engajaram no proposito de
encontrar uma pequena molécula capaz de inibir a atividade tirosina cinase do Bcr-abl
(DRUKER, 2002). Esse esfor¢o rendeu a descoberta de uma fenilaminopirimidina,
nomeada inicialmente por CGP 57148B (também conhecida como Mesilato de
Imatinibe ou STI-571, e comercializado como Glivec), a qual é capaz de ocupar o sitio
de ligacdo do ATP no bolso catalitico da cinase, impedindo o acesso do mesmo (Figura
16) e, consequentemente, a fosforilagdo de quaisquer substratos. Ensaios pré-clinicos
mostraram que a molécula era altamente eficaz no bloqueio da atividade cinase do Abl,
no receptor do fator de células-tronco c-Kit e no receptor do fator de crescimento
derivado de plaquetas PDGF-R, entretanto era pouco eficaz para outras cinases
(BUCHDUNGER e cols., 2000).

Resultados encorajadores levaram Druker a realizar em 1998, ensaios clinicos
com 83 pacientes portadores de LMC em fase cronica (DRUKER e cols., 2001a) e 58
em crise blastica (DRUKER ¢ cols., 2001b). Os resultados desses ensaios mostraram
que a molécula, agora renomeada como STI-571 (“signal transduction inhibitor”) foi
capaz de reverter rapidamente as anormalidades clinicas e hematoldgicas da fase
cronica da LMC e reduzir os niveis de células Ph+ na medula 6ssea. O perfil toxico da

molécula foi considerado suave para o grau de poténcia alcan¢ado pela droga. A droga
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em pouco tempo ganhou o status de melhor agente terapéutico no combate a LMC. O
sucesso alcancado pelo STI-571 no combate a fase cronica da LMC, foi também
alcancado em fases mais tardias da doenga. O medicamento se mostrou eficaz no
tratamento de pacientes na fase acelerada (TALPAZ e cols.,, 2002) e blastica
(SAWYERS e cols., 2002) da LMC, levando a respostas citogenéticas e hematologicas
duraveis.

A estrutura cristalografica do dominio SH1 juntamente com o Glivec evidenciou
que essa molécula recém descoberta s era capaz de se ligar na conformagdo inativa da
cinase Abl (NAGAR e cols., 2002). A elucidacdo dessa estrutura levantou o
questionamento de como células leucémicas Bcr-abl positivas poderiam ser inibidas
pelo Glivec, tendo em vista que a proteina Bcr-abl nessas células se encontra
constantemente fosforiladas na sua conformacao ativa e como o Glivec seria capaz de se
ligar a tal estrutura. Uma das hipdteses aceitas ¢ a de que a fosforilagdo do loop de
ativacdo na cinase Abl seria um mecanismo dindmico. A a¢do de fosfatases celulares
manteria o complexo Bcr-abl transientemente desfosforilado, permitindo assim uma
possivel ligacdo do inibidor e inativacdo da cinase (NAGAR e cols., 2002). Outra
hipdtese aceita seria a de que o inibidor seria capaz de sequestrar moléculas protéicas do
Bcer-abl recém sintetizadas impossibilitando sua posterior fosforilagdo (NAGAR e cols.,
2002).

Apesar de o tratamento ter se mostrado eficaz em todas as fases da doenga, em
muitos casos a terapia com o inibidor apresenta baixa responsividade dentro de um
intervalo de tempo pos-terapia. A auséncia de resposta na fase aguda da doenca ¢é
tipicamente devido a emergéncia de mutacdes na proteina Ber-abl que a fazem ndo ser
responsivas ao inibidor. Alguns investigadores acreditam que o processo de aquisi¢ao

de mutacdes seja seletivo, onde as mutagdes ja fazem parte do genoma das quimeras em
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células primitivas (LESTIENNE e cols., 2002). Ja foi visto que o inibidor ¢ insensivel
as células-tronco hematopoiéticas Ph+ “in vitro” (GRAHAM e cols., 2002), fato que
reforca a hipdtese de que a aquisicdo de mutagdes ao longo do tratamento seja um
processo seletivo. Nos ultimos anos, novos inibidores, mais potentes e que conseguem
responder as mutagdes conferidas pelo STI-571, foram desenvolvidos entre eles o
AMNI107 (WEISBERG e cols., 2005) ¢ o BMS-354825 (SHAH e cols., 2004;
TOKARSKI e cols., 2006). Novas classes de inibidores, capazes de atuar por meio de
mecanismos alostéricos ¢ ndao mais no alvo de ligagdo ao ATP, vem sendo
desenvolvidos e acredita-se que essa estratégia possa resultar em grandes avancos no

tratamento das leucemias (ADRIAN e cols., 2006).

Figura 16. Modelo de atuacdo do STI-571. A droga conhecida atualmente pelo nome de
Glivec® ¢ um inibidor competitivo pelo sitio de ligagdo da molécula trifosfato de adenosina
(ATP). Em (A) o ATP se ancora no Bcr-abl e transfere um de seus fosfatos a proteinas alvos.
Em (B) a situagdo na presenga do inibidor, inviabilizando o acesso do ATP. Em (C) a estrutura
cristalizada do dominio catalitico cinase (SH1) obtido quando complexado ao Glivec. Em azul
claro o “loop” de ativacdo, em dourado o motivo DFG e em verde escuro a hélice aC e o
conector entre os lobulos do dominio SH1. Adaptado de NAGAR e cols., 2002.
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2 Objetivos

2.1 Objetivos Gerais

- Melhor compreensdo dos diferentes métodos de diagndstico molecular, citogenético e
citolégico e monitoramento molecular na Leucemia Mieldide Cronica (LMC) assim
como avaliacdo termodindmica e estrutural dos dominios regulatérios SH3 e SH2 e

catalitico SH1 envolvidos na patogénese da LMC.

2.2 Objetivos especificos

- Monitoramento de dois pacientes pediatricos portadores de LMC em tratamento com
Mesilato de Imatinibe a fim de compreender melhor a dindmica de aquisi¢do da doenca

residual minima e responsividade a droga na populacao infantil.

- Expressdo e purificacao da unidade regulatéria SH3-SH2-SH1, SH2-SH1 e SH1 da
proteina Bcr-abl em sistema heterélogo (E.coli) a fim de facilitar estudos estruturais e

biofisicos com tais dominios.

- Caracterizacao termodinamica das construgdes supracitadas a fim de compreender a
participacdo dos dominios regulatorios SH3 e SH2 frente ao dominio SH1 e suas

estabilidades dentro da unidade regulatéria SH3-SH2-SHI1.
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3 Materiais e Métodos

3.1 Aquisicao de amostras

A populacdo em estudo foi composta por amostras de medula dssea e sangue
periférico de 2 pacientes com suspeitas de LMC; um dos pacientes faz parte do Servigo
de Hematologia do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho (HUCFF) e o outro ¢
paciente do Instituto de Pediatria e Puericultura Martagdo Gesteira (IPPMG). Foram
utilizados também bolsas de “buffy coat” (concentrado de leucocitos) de 5 doadores do
Banco de Sangue do HUCFF. Todas as amostras foram obtidas apds assinatura do
termo de consentimento livre e esclarecido dos responsdveis e o projeto pode ser

realizado apos aprovagdo pelo Comité de Etica em Pesquisa do IPPMG (anexo).

3.2 Isolamento de células mononucleares da medula 0ssea ou sangue

periférico

Foram utilizados entre 5 e 10 mL de sangue periférico ou medula dssea para
cada estudo. As amostras foram diluidas na propor¢do de 1:1 com PBS e submetidas a
gradiente de densidade com Hespan®. Para cada 6 mL de amostra utilizou-se 1 mL de
Hespan. Apoés precipitacdo dos eritrocitos, o sobrenadante das células brancas foi
retirado, misturado com PBS na proporg¢do 1:1 e lavado por meio de centrifugacdo por
10 minutos a 1500 rpm a 4 °C. Apds centrifugagdo, o sedimento celular foi solubilizado

em 1 mL de PBS e submetido a contagem em camara de Neubauer.
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3.3 Contagem de Células

A contagem de células viaveis foi realizada com uma suspensao celular diluida
na propor¢ao de 1:10 em Trypan blue 0,4%. Foi utilizado também Liquido de Turk para
a contagem das células com exclusdo de hemaécias. De acordo com a quantidade de
células obtidas, procedimentos alternativos foram utilizados para o isolamento de ARN,
segundo estimativas do numero de células previamente isoladas. Amostras contendo 10’
células ou mais foram congeladas em Trizol® (1 mL de Trizol para cada 10" células).
Amostras contendo entre 2x10° e 5x10° células foram congeladas com Tiocianato de

Guanidina (0,5 mL de guanidina para cada 2x10° células).

3.4 Isolamento de ARN

Para o procedimento de extragdo de ARN, todos os cuidados necessarios foram
tomados, a fim de evitar possiveis degradagdes do material isolado: Foi utilizado agua
estéril previamente tratada com Dietil pirocarbonato (DEPC) e as bancadas, vidraria e

micropipetas foram limpas com RNAse away (Invitrogene n° cat- 10328011).

3.4.1 Método de Isolamento de ARN com Trizol

O protocolo de extracdo de ARN a partir do Trizol (Invitrogene n° cat -
15596026) foi seguido de acordo com o recomendado. Brevemente, os lisados foram
retirados do congelamento e mantidos em temperatura ambiente durante 5 minutos,
adicionando-se em seguida 0,2 mL de cloroférmio para cada mL de trizol previamente

colocado. Os volumes finais foram agitados vigorosamente por 2 minutos e
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posteriormente centrifugados a 4 °C, 12500 rpm por 15 minutos. Um controle negativo
da reacdo foi realizado colocando-se agua tratada previamente com DEPC no lugar da
suspensdo celular. Apos centrifugagdo e formacdo do gradiente, o sobrenadante foi
retirado com micropipeta. O ARN foi precipitado por meio da adicdo de 0,5 mL de
isopropanol, sendo esse volume proporcional a cada 1 mL de Trizol utilizado
inicialmente. Passados 10 minutos a temperatura ambiente, o ARN foi sedimentado por
centrifugacdo 12500 rpm, 4 °C por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
sedimento lavado em etanol 75% e, posteriormente, diluido em 20 pL de agua estéril

previamente tratada com DEPC.

3.4.2 Método de isolamento de ARN com Tiocianato de Guanidina

(CHOMCZYNSKI e cols., 1987)

Os lisados foram descongelados a temperatura ambiente. De acordo com a
propor¢do de guanidina inicial, foram adicionados 50 pL de acetato de s6dio 2 M pH 4
e 300 pL de solu¢dao fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (12:1:1), misturando-se
gentilmente as solucdes. Posteriormente, os tubos foram resfriados a 4 °C por 15
minutos e centrifugados a 12500 rpm durante 15 minutos. Apos centrifugagdo, pode ser
observada a formagdo de duas fases. O sobrenadante foi retirado com micropipeta. O
ARN foi precipitado com a adi¢do de 0,5 mL de isopropanol. Os tubos foram mantidos
a -20 °C por 90 minutos ou a -80 °C por 10 minutos, sendo o ARN posteriormente,
centrifugado a 12500 rpm por 15 minutos a 4 °C. A seguir, o sobrenadante foi
descartado e o ARN lavado com etanol 70%. O material foi seco em estufa 37 °C e

diluido em 20 pL de 4gua estéril previamente tratada com DEPC.
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3.5 Quantificacao do ARN por espectrofotometria

O ARN foi diluido em agua MilliQ na propor¢do de 1:300 e as absorbancias
(abs) foram lidas nos comprimentos de onda de 260 e 280 nm. A quantificagdo de ARN
foi realizada por meio da seguinte equacdo: abs 260 nm x 40 x fator de diluigdo. A
quantificagdo de contaminantes protéicos na amostra isolada foi calculada pela equagao:
abs 280 nm x 50 x fator de dilui¢do. O razdo de pureza (abs 260 nm/ abs 280 nm) ¢
considerado um indicador da qualidade do isolamento. Consideraram-se aceitaveis
valores de razdo de pureza Ajsons0 entre 1,6 a 2. As concentracdes foram calculadas na

unidade de pg/pL. O espectrofotdmetro utilizado foi um Beckman Coulter DU 800.

3.6 Avaliacio da integridade do ARN

Géis de agarose 0,8% em tampao TAE foram realizados para avaliar a
integridade do ARN por meio de corridas eletroforéticas. As amostras foram aplicadas
no gel misturando-se 1 plL da solugdo de ARN com 2 pL de solugdo de aplicacdo de
ARN. Foram consideradas aceitdveis amostras que apresentaram um padrao de bandas
caracteristico de ARN, onde se ¢ possivel detectar 2 bandas discretas, correspondentes

ao ARNr 28S e 18S de aproximadamente 5 kb e 2 kb.

3.7 Sintese do ADNc pela transcriptase reversa

De acordo com a quantidade de ARN obtida no isolamento, foram utilizadas
entre 1 e 2 pg de ARN para um volume final de 20 pL. de ADNc ou 3 e 4 pg de ARN

para um volume final de 40 pL. de ADNc. As amostras de ARN foram diluidas em 4gua
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tratada com DEPC para volumes de 10,2 uL ou 20,4 pL, respectivamente. Essas
solugdes foram aquecidas a 65 °C durante 10 minutos de forma a eliminar estruturas
secundarias e apos esse tempo, os tubos foram imediatamente colocados em gelo.

Adiante (Tabela 5) ¢ possivel identificar os volumes dos reagentes necessarios para a

sintese do ADNc.

Tabela 5. Sintese do ADNc

Vol.Final de ADNc

Reagentes
20 uL 40 pL
Solugdo 25 mMMDNTPs * 0,8uL 1,6 uL
Tampéo dereagdo 5x 2uL 4uL
Iniciadores randémicos (50 pmol/ uL) Tul 2L
RNAse inhibtor (5000 U/pL) 1uL 2L
Transcriptasereversa (200 U/pL) 1pL 2L

*Esta solugdo de deoxinucleotideos trifosfatos (dNTPs) contém proporgoes
iguais de dATP,dTTP,dCTP e dGTP

Apoés mistura dos reagentes para sintese do ADNc, estes foram adicionados a
respectiva solugdo de ARN previamente mantida em gelo de forma a completar o
volume de 20 pL ou 40 puL dependendo da quantidade de ARN obtida na extracdo. As
misturas finais foram mantidas por 10 minutos a temperatura ambiente para iniciar a
reagdo enzimatica e incubadas logo em seguida a 42 °C por 50 minutos. Finalmente, os
tubos foram aquecidos a 70 °C durante 5 minutos para a finalizacdo da reagdo por
inativagdo enzimatica. Nessa etapa de sintese do ADNc, também foram realizados

controles negativos. Os controles consistiam na utiliza¢do da totalidade dos reagentes
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sem 0o ARN (cRT) e com o controle negativo da extragdo do ARN (cARN). Foram
feitos também controles positivos que consistiam da sintese de ADNc a partir do ARN

das linhagens leucémicas K562, SUP-B15 ¢ de doadores.

3.8 Amplificacio do ADNc para os transcritos bcer-abl por meio do RT-

Foram utilizados diferentes protocolos de RT-PCR para o estudo dos pacientes.
Primeiramente, foi amplificado um gene constitutivamente expresso GAPDH
(gliceraldeido-3-fosfato-desidrognase), senso: 5'-ATCACCATCTTCCAGGAGCG-3" e
antisenso: 5-CCTGCTTCACCACCTTCTTG-3", de forma a verificar a integridade da
sintese do ADNc. Para isso, cada tubo continha 2 pL. de ADNc da amostra, somado a 20
pL dos reagentes para GAPDH (Tampao 10x, MgCl,, dNTPs e iniciadores) e 0,5 pL de
Taq polimerase (5 U/uL). Apos amplificacdo o produto era visualizado em corridas
eletroforéticas com gel de agarose 1,4% corados com brometo de etideo na
concentragdo de 1 pg/pul. Verificado a eficiéncia do ADNc, foi iniciado um RT-PCR
qualitativo chamado Multiplex, de baixa sensibilidade, de forma a diagnosticar os tipos
de transcritos leucémicos expressos na populagdo em estudo. Caso o resultado do
Multiplex mostrasse negatividade, um protocolo de RT-PCR Nested, mais sensivel, que
consiste em duas etapas de amplificacdo, era realizado. Outra analise realizada na
populacdo consistia na quantificagdo dos transcritos leucémicos e para isso foi utilizado
o protocolo de RT-PCR competitivo, que se baseia no protocolo de Nested, porém com

os competidores pNC21054! ¢ pNC190P4°,
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3.8.1 RT-PCR Multiplex

A presenga dos diferentes transcritos ber-abl (b3a2, b2a2 ou ela2) foi testada
mediante RT-PCR Multiplex (OTAZU e cols., 2000), que apresenta uma sensibilidade
de deteccdo de 1 célula tumoral em 10° células analisadas. Nessa mesma reacdo, tem-se
a possibilidade de amplificar um controle interno da sintese do ADNc. Para a realizagao
desse protocolo sdo utilizados quatro iniciadores em uma mesma reagdo de
amplificagdo.

Quando os iniciadores B2B e CA3- (Tabela 6) foram utilizados, amplificou-se
uma sequéncia compreendida entre o éxon 13 do gene ber e 0 éxon 3 do gene c-abl com
tamanhos de 385 e 310 pb, correspondentes aos transcritos b3a2 e b2a2,
respectivamente. Quando pacientes apresentam co-expressdo dos transcritos b3a2 e
b2a2, esse protocolo ¢ capaz de amplificar ambas as isoformas. Com os iniciadores
BCR-C e CA3- (Tabela 6), amplificou-se uma sequéncia compreendida entre o éxon 1
do gene ber e o éxon 3 do gene c-abl, com tamanho de 481 pb correspondente ao
transcrito ela2. Como controle interno da sintese do ADNc, foram utilizados os
iniciadores B2B e C5e- (Tabela 6) que amplificam uma sequéncia compreendida entre
os éxons 13 e 16 do gene ber (Figura 17). A presenca desse produto (808 pb),
juntamente com o produto do GAPDH (666 pb) nos permitiu descartar resultados falsos
negativos para o ber-abl.

Em cada tubo, excetuando-se os utilizados para controles negativos, foram
misturados 2 pL. de ADNc com 21 pL dos reagentes para Multiplex, (Tabela 7). Em
seguida, 0,5 pL de Taq Polimerase (5 U/uL) foram adicionados ao tubo. Os tubos foram

submetidos aos ciclos descritos na Tabela 8 e seus produtos foram visualizados em géis
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de agarose 1,4% corados com brometo de etideo (1 pg/ul) apods corridas eletroforéticas

em tampao TAE.

310 pb
BCR-C B2B
— —

Figura 17. Esquema do RT-PCR Multiplex. O esquema representa o gene ber e os transcritos
leucémicos b2a2, b3a2 e ela2. As setas vermelhas indicam os iniciadores utilizados para
amplificar cada um dos transcritos assim como o controle interno da sintese de ADNc. O
tamanho do produto amplificado ¢ representado pelas barras pretas. Gene ber em azul e gene c-
abl em laranja.



Tabela 6. Iniciadores e condigdes experimentais de RT-PCR qualitativo e competitivo Ber-abl

TipodeRT-PCR

Iniciadores

Sequéncias 5-3

Ciclagem

Multiplex

Nested 1° etapa

(qualitativo e
competitivo)

Nested 2° etapa

(qualitativo e
competitivo)

Amplificagdo Abl

(competitivo)

BCR-C
B2B
Cbhe -
CA3-

BCR1+
NB1+
Abl 3 -

E1N +
B2A

CA3 -

A2N
Ad -

ACCGCATGTTCCGGGACAAAAG
ACAGAATTCCGC TGACCATCAATAAG
ATAGGATCCTTTGCAACCGGGTCT GAA
TGTTGACTGGCGTGATGTAGTTGCTTGG

GAACTCGCAACAGTCCTTCGAC
GAG CGTGCAGAG TGGAGG GAG AACA
GGTACCAGGAGTGTTTCTCCAGAC TG

AGATCTGGCCCAACGATGACGA
TTCAGAAGC TTCTCCCTGACAT
TGTTGACTGGCGTGATGTAGTTGCTTGG

CCCAACCTTTTCGTTGCACTGT
CGGCTC TCGGAGGAGACGATGA

1 ciclo de 99° (107"), 96° (1), 61° (3),
72°(27), 99° (57°), 97° (2077), 60° (307),
61° (257), 78° (107), 73° (507°), 31
ciclos de 96° (17), 61° (3°), 72° (27), 1
ciclo de extensédo final de 73°(10°).

1 ciclo de 99° (57°), 96° (17), 70°(257),
73°(1°), 31 ciclos de 96°(1°), 70° (257),
73° (1°), 1 ciclo de extenséo final de
73°(10°).

1 ciclo de 99° (57), 97° (1), 65° (3),
72°(27), 99° (57), 97° (307), 63° (307),
65° (407°), 78° (107), 73° (5077), 31
ciclos de 96° (17), 65° (3°), 72° (27), 1
ciclo de extenséo final de 73°(10°).

1 ciclo de 99° (107"), 96°(1°), 65° (37),
72°(27),99° (1077), 97° (307"), 63° (3077),
65° (2577), 78° (107"), 73° (507"), 31
ciclos de 96° (1°), 65° (37), 72° (27), 1
ciclo de extenséao final de 73°(10°).




Tabela 7. Reagentes para RT-PCR bcr-abl

MULTIPLEX NESTED NESTED NESTED NESTED ABL
P210 1° etapa | P210 2° etapa | P190 1° etapa | P190 2° etapa
Tampio 10x 120 pL 125 L 100 L 125 uL 125 L 125 uL
MgCl, 50 mM 45 uL 62,5 uL 35ul 45 uL 35ul 44 uL
DNTPs 25 mM 9.6 L 10 pL SuL 10 uL 8 uL 10 L
Iniciador 1 5,6 uL 52 uL 4,6 uL 4,5puL 4,6 uL 4,5uL
CA3 NBI1+ CA3 BCRI1+ CA3 Ad
Iniciador 2 53l 54 ul 3.6 uL 5.4 pL 36ul 45uL
cSe aBL3 B2A aBL3 EIN+ A2N
Iniciador 3 SuL _ _ _ _ _
B2B
Iniciador 4 44 pL _ _ _ _ _
BCR-C
Agua Milig 805 ulL 792 ulL 849 ulL S10 uL 849 uL 812 uL

56
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3.8.2 RT-PC Nested

Quando o RT-PCR Multiplex apresentava resultado negativo, o ADNc do
paciente era submetido a um protocolo de RT-PCR mais sensivel, capaz de detectar 1
célula tumoral em 10° células analisadas. Esse protocolo consiste de duas etapas
sucessivas de amplificagdo (OTAZU e cols., 1999). A primeira etapa ¢ realizada com
iniciadores mais distantes (externos) ao ponto de fusdo do ber-abl e a segunda etapa
com um par de iniciadores mais proéximos (internos) ao ponto de fusao.

Na primeira etapa para amplificar os ADNc dos transcritos b3a2, b2a2 foram
utilizados os iniciadores mais externos NB1+ ¢ ABL3- (Tabela 6), que amplificam uma
sequéncia compreendida entre o éxon 12 do gene ber e o éxon 3 do gene c-abl (Figura
18). Para isso, foram misturados em cada tubo, 5 uL. de ADNc da amostra, 20 pL dos
reagentes para Nested 1° etapa (Tabela 7) e 0,5 uL de Taq Polimerase (5 U/uL). Apos
amplificagdo, uma segunda etapa de amplificacdo ¢ realizada como os iniciadores mais
internos B2A e CA3- (Tabela 6), que amplificam uma sequéncia compreendida entre o
éxon 13 do gene ber e o éxon 3 do gene c-abl (Figura 18). Para isso, cada tubo da
segunda etapa continha, 1 pL do produto amplificado da primeira etapa somado a 19 pL
dos reagentes para Nested 2° etapa (Tabela 7) e 0,5 pL. de Taq Polimerase (5 U/uL).

Da mesma forma, para a amplificacio do ADNc do transcrito ela2, foram
usados os iniciadores BCR1+ e ABL3- (Tabela 6) na primeira etapa de reagdo, que
amplifica uma sequéncia compreendida entre o éxon 1 do gene ber e o éxon 3 do gene
c-abl. A segunda etapa foi realizada com os iniciadores EIN+ ¢ CA3- (Tabela 6) mais
internos. Esses permitiram a amplificacdo de uma sequéncia mais interna ao éxon 1 do
gene ber e o éxon 3 do gene c-abl (Figura 18). Os produtos da segunda etapa de

amplificagdo tanto para os transcritos b2a2, b3a2 e ela2 eram visualizados ap6s corridas
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eletroforéticas em Tampao TAE e gel de agarose 1,4% corados com brometo de etideo.
Os produtos da segunda etapa apresentam tamanhos de 383, 458 e 325 pb,

respectivamente.

NB1+ ABL3 -
B2A CA3 -
' 383 pb '
N W 2 2 B R ;
—
NB1+ ABL3 -
B2A CA3 -
' 458 pb '
<2 IS ;
—_— —
BCR1 + ABL3 -
_} ‘—
E1N + CA3 -
' 325 pb '

Figura 18. Esquema do RT-PCR Nested. O esquema representa os pontos de quebra dos
transcritos b2a2, b3a2 e ela2. As setas vermelhas correspondem as posigoes dos iniciadores
utilizados na 1° e 2° etapa do protocolo de Nested para cada um dos transcritos e o tamanho dos
fragmentos sdo representados pelas barras pretas. Gene ber em azul e gene c-abl em laranja.

3.8.3 RT-PCR competitivo

3.8.3.1 RT-PCR p210°" ¢ p190°*"!

O RT-PCR competitivo foi realizado com o objetivo de estimar a carga tumoral

da populagdo de estudo. Esse RT-PCR foi realizado mediante duas etapas de

amplificagdo. Os competidores dos ADNc b3a2 e ela2 foram construidos a partir do
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ADNCc de cada transcrito, nos quais, foi inserido um fragmento de 101 pb entre a regido
3" do éxon 2 e a regido 5° do éxon 3 do gene c-abl (OTAZU e cols., 2002; CROSS ¢
cols., 1993). Cada competidor foi inserido em um plasmideo, sendo nomeados
pNC210% ¢ pNC1905"*" para b3a2 e ela2, respectivamente (Figura 19).
Posteriormente, os plasmideos foram linearizados e quantificados, obtendo-se uma
concentracdo de 10° moléculas de competidor para cada 2,5 pL de solug¢io contendo 1
mM Tris pH 7,5 ¢ 0,1 mM EDTA. Dilui¢cdes em série foram realizadas, obtendo-se
concentracdes entre 10’ e 10' moléculas para cada 2,5 pL de competidor. As
concentragdes estoque de ambos os plasmideos foram mantidas em -70 °C e as dilui¢gdes
foram usadas para os ensaios competitivos. O protocolo e os iniciadores utilizados
foram os mesmos utilizados no RT-PCR Nested (Tabela 7 e Figura 20).

Para quantificagdo dos transcritos b3a2 e b2a2 utilizou-se o competidor

Ber-Abl A
07" Trés

pNC2105*! ¢ para quantificagdo do transcrito ela2 o competidor pNC19
tubos de reagdo de RT-PCR com diferentes dilui¢des do competidor (por exemplo, 10°,
10°, 10*) foram preparados para cada paciente quando a presenga do transcrito ber-abl
tenha sido detectada previamente por Multiplex. Do mesmo modo, diluigdes entre 10° ¢
10" moléculas foram utilizadas quando a detecgio foi feita por RT-PCR Nested.

Na primeira etapa do RT-PCR, o competidor foi co-amplificado com a amostra
do paciente, misturando-se 2,5 uL. do ADNc da amostra, com 2,5 pL. do competidor,
juntamente com 20 pL dos reagentes para Nested 1° etapa (Tabela 7) e 0,5 uL de Taq
Polimerase (5 U/uL). O produto da primeira amplificagdo foi novamente amplificado na
segunda etapa. Nessa etapa, 2 uL do produto da primeira amplificagdo foram diluidos
em 400 pL de 4agua. Em seguida, 1 puL dessa diluicdo foi acrescido a 19 pL dos

reagentes para Nested 2° etapa (Tabela 7) juntamente com 0,5 uL de Taq Polimerase (5

U/uL).
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Os produtos da segunda etapa foram visualizados em corridas eletroforéticas em
tampao TAE com géis de agarose 1,4% corados com brometo de etideo (1 pg/ulL). O

produto correspondente ao competidor pNCZIOB"r'abl

apresentou uma banda de 559 pb,
enquanto que os produtos das amostras amplificadas apresentaram tamanhos de 458 pb
para b3a2 e 383 pb para b2a2. Quando o competidor pNC1905 ! foi utilizado, a banda
correspondente apresentou 426 pb ¢ o produto amplificado para ela2 foi de 325 pb
(Figura 20). A estimativa da quantificagdo dos transcritos foi realizada quando ambas

as bandas (competidor e amostra) apresentaram-se com igual intensidade quando

submetidas a analise em transluminador.

Competidor pNC2108er-abl

Hindlll Bal | Bal | Kpn | EcoRl
' | ' ' }
--- - I = [ weo [ = e Te)---
i
: Ber : .
y Abl 1
Competidor pNC1908cr-b!
Bal Il Ball Bal | Kpn | EcoRl
| | '
- R [ e | e e el
. i
Ber . ,
' Abl !

Figura 19. Desenho dos competidores pNC210%" ' ¢ pNC190*"*", O esquema ilustra a
estratégia utilizada na montagem dos competidores utilizados no RT-PCR competitivo. As setas
verticais indicam os diferentes sitios de clivagem por enzimas de restri¢do utilizadas para as
construgdes. Ambos os competidores apresentam uma inser¢ao no éxon €2 do gene c-abl de um
fragmento de 101 pb.
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3.8.3.2 RT-PCR para transcritos abl

A quantificagdo de transcritos c-abl por RT-PCR competitivo permite
estabelecer um controle interno da quantificagdo dos transcritos ber-abl. Paralelamente,
foi possivel estimar a carga tumoral dos pacientes utilizando a razio BCR-ABL/ABL.
Com os iniciadores A2N e A4 — (Tabela 6), que amplificam uma regido compreendida
entre os éxons 2 ¢ 3 do gene c-abl, o competidor apresentou um tamanho de 486 pb
enquanto o ADNc do transcrito c-abl normal apresentou tamanho de 385 pb (Figura
20). Em cada tubo, com exce¢do dos controles negativos foram misturados 2,5 pL. do
competidor e 2,5 pL. do ADNc em 21 pL dos reagentes para Abl (Tabela 7) e 0,5 pL de
Taq Polimerase (5 U/uL). Os produtos foram visualizados em corridas eletroforéticas

como descrito anteriormente.
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Figura 20. Produtos amplificados por RT-PCR competitivo. Em (A) ¢ (B) sdo ilustrados,
respectivamente, os diferentes rearranjos p210°“**' ¢ p190®*"' juntamente com o competidor
pNC210%* ¢ pNC190°"*' ¢ os iniciadores utilizados no RT-PCR competitivo. As caixas
indicam os éxons e as setas indicam os iniciadores utilizados no protocolo de RT-PCR
competitivo para pl90 e p210. As cores das setas indicam os jogos de iniciadores
correspondentes a primeira etapa (vermelho), segunda etapa (verde) e c-abl (azul). O tamanho
dos produtos amplificados tanto para os competidores, como para os transcritos bcr-abl e abl
estdo representados pelas barras pretas. Gene ber em azul e gene c-abl em laranja.
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3.9 Criacao de células competentes para choque térmico e transformacao

O protocolo utilizado para criagdo de células competentes para choque térmico
consistiu no crescimento das cepas de interesse com os respectivos antibidticos, caso
necessario, em 25 mL de meio LB durante 16 horas a 37 °C. Transcorrido o tempo,
quatro novas culturas de 25 mL em meio LB foram realizadas, adicionando-se 0,5 mL
da cultura original. Essas novas culturas foram mantidas em crescimento a 37 °C e suas
densidades oticas (D.O.) foram monitoradas até alcancarem 0,4 - 0,6. Ap6s o tempo, as
culturas foram centrifugadas em tubos de 50 mL a 7000 rpm por 10 minutos a 4 °C.
Ap6s retirada do sobrenadante, o precipitado de células foi solubilizado em 10 mL da
solugdo de 60 mM de Cloreto de Calcio e 20 mM de acetato de Sédio pH 6,5 e mantidos
em gelo por 30 minutos. Transcorrido o tempo, o material foi novamente centrifugado.
O precipitado formado foi novamente solubilizado em 3,2 mL do mesmo tampao
anterior somado a 0,8 mL de glicerol 100%. Aliquotas de 70 pL foram feitas para
posterior transformagao e mantidas em -80 °C por tempo indeterminado.

Para transformacdo, aliquotas de 70 puL da cepa de interesse competente para
choque térmico foram retiradas do -80 °C e mantidas em gelo. 5 uL do vetor de
interesse foi misturado aos 70 pL da célula competente e mantido por 30 minutos no
gelo. Transcorrido o tempo, as amostras foram mantidas por 1 minuto em temperatura
entre 37 e 42 °C e imediatamente transferidas para o gelo por 5 minutos. Apods esse
tempo, todo o volume era plaqueado em placas contendo LB semi-solido com o
antibidtico correspondente e mantido em estufa a 37 °C por 16 horas. Para a produgao
da proteina p210-SH321 em sua conformacdo inativa (desfosforilada), 5 pL do
plasmideo pCDF.Duet com a sequéncia codificadora da fosfatase YopH de Yersinia

(SEELIGER e cols., 2005), gentilmente cedido pelo grupo do Dr. John Kuriyan da
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Universidade da California, foi co-transfectado com 5 pL do plasmideo pET29a
contendo a sequéncia codificadora da unidade regulatéria SH3-SH2-SH1. O protocolo

de transformacao foi mantido o mesmo descrito acima.

3.10 Clonagem em E. coli

O dominio tirosina cinase do c-abl (SH1) foi clonado em bactérias Escherichia
coli sozinho (p210-ASH3/SH2) ou juntamente com as regides regulatorias SH2
(constru¢do p210-ASH3) ou SH2 e SH3 (constru¢do p210-SH321). Para isso,
iniciadores especificos para cada regido foram criados com sequéncias reconhecidas por
endonucleases de restricdo que ndo cortam em nenhum ponto dessas regides (Figura
21). O protocolo de PCR utilizado para amplificagdo dessas regides especificas
consistiu de Nested, onde na primeira etapa foram utilizados os iniciadores Bcrabl-
2607-F (5°-ACGTCTTCCTGTTCACCGACC-3") e Bcrabl-4788-R (5-
GCTCTCTCCCTGGCCCTTGG- 3'). Na segunda etapa, os iniciadores utilizados estdo
representados na Figura 21. Na primeira rea¢do, 2 pL de ADNc do paciente foram
misturados com 20 pL dos reagentes (1,5 mM MgCl, e 0,15 mM dNTPs) com os
iniciadores especificos e 0,5 uL de Taq de alta fidelidade (Platinun - Invitrogen). O
produto de PCR foi submetido a purificagdo e utilizado como molde para a segunda
reacdo com os iniciadores especificos para cada constru¢do. Foram utilizados 2 pL do
produto purificado da primeira etapa somado a 20 uL dos reagentes (2 mM MgCl, e
0,15 mM dNTPs) com os iniciadores especificos e 0,5 pL. Taq de alta fidelidade
(Platinun - Invitrogen). Ao final do protocolo de Nested, o material foi novamente
purificado. O sistema de vetores pET foi utilizado para posterior clonagem.

Inicialmente, as constru¢des p210-SH321, p210-ASH3 p210-ASH2/SH3 foram inseridas
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no vetor pGEM-T por meio de ligagdo com T4 ADN ligase a 16 °C. Cada um dos
vetores pGEM-T contendo as constru¢des foram clivados com as enzimas Ndel e
BamHI por um periodo de 12 horas a 37 °C a fim de liberar os fragmentos
correspondentes. As sequéncias liberadas foram purificadas, inseridas no vetor pET29a
que confere resisténcia ao antibiotico kanamicina (25 pg/mL) e transformadas em
cé¢lulas DH5a competentes por choque térmico. Os clones resistentes foram verificados
por PCR usando iniciadores especificos e os que continham as construgdes de interesse
foram congelados em glicerol 15% e utilizados para a obtengdo de plasmideos
purificados contendo as construgdes por meio de minipreparacdes. Os plasmideos
pET29a.p210-SH321, pET29a.p210-ASH3 e pET29ap210-ASH3/SH2 foram novamente
transformados em células de expressao Rosetta (DE3) que apresentam plasmideos para
alguns ARNSs transportadores, capacitando-as no reconhecimento de cédons raros para o
genoma bacteriano. As proteinas foram produzidas em meio seletivo contendo os

antibioticos kanamicina e cloranfenicol (34 pg/mL).



66

BCR  ABL

P210-ASH3
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Figura 21. Estratégia de clonagem das construcées em estudo. O esquema mostra a
estratégia de clonagem das construgdes p210-SH321, p210-ASH3 e p210ASH3/SH2. Os
iniciadores receberam sitios para as enzimas de restricdo Ndel e BamHI. Os iniciadores foram
estrategicamente criados fora das regides codificadoras de cada um dos dominios de interesse a
fim de facilitar o correto enovelamento protéico durante a tradugdo. As regides entre dominios
foram mantidas como na sequéncia original.

3.11 Obtencao de plasmideos por minipreparacoes

A obtencdo de plasmideos por meio das minipreparacdes foi realizada por meio
do Kit (Wizard Plus SV Minipreps — Promega — A1460). Inicialmente, precipitados
bacterianos provenientes de 5 mL de cultura em fase estaciondria foram solubilizados
em 250 uL de 50 mM Tris-Cl pH 7,5; 10 mM EDTA e 100 ug/mL de RNAse A. Apoés

solubilizagdo, as células foram lisadas com 250 uLL de 200 mM NaOH e 1% SDS. Em

TZEHS-0TzZd
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seguida, foram adicionados 350 pL de 4,09 M de hidrocloreto de guanidina, 0,759 M de
acetato de potassio e 2,12 M de acido acético glacial para neutralizagdo do pH. Apos
formagao de precipitados esbranquicados, as amostras foram centrifugadas a 14000 rpm
por 10 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi transferido para colunas
fornecidas pelo kit e novamente centrifugadas a 14000 rpm por 1 minuto. Apos lavagem
das colunas com 162,8 mM de acetato de potéssio, 22,6 mM de Tris-Cl pH 7,5 ¢ 0,109
mM de EDTA somado a etanol 95%, os plasmideos foram eluidos em agua milliQ e

analisados por géis de agarose 1% corados com brometo de etideo.

3.12 Sequenciamento de ADN

As amostras clonadas tiveram suas sequéncias confirmadas por meio de
sequenciamento. Para tal, os plasmideos obtidos foram utilizados como molde para
reagoes de PCR com os mesmos iniciadores utilizados na Figura 21. Ap6s amplificacdo
das sequéncias por PCR, o material foi purificado (QIAquick PCR purification Kit —
Qiagen - 28104) e quantificado em Nanodrop. Os produtos de PCR foram sequenciados
utilizando o MegaBACE 1000, um sistema de analise de DNA de 96 capilares com a
tecnologia GE Healthcare. As reagdes de sequenciamento foram realizadas de acordo
com o protocolo para o0 MegaBACE 1000, utilizando o DYEnamic ET Dye terminator
kit (com Thermo Sequenase II DNA polimerase — US81090). As sequéncias foram
analisadas pelo software Chromas 3.12 e alinhadas pelo programa de alinhamento da

invitrogene Vector NTI Advance 9.1.



68

3.13 Processamento das células e purificacio das proteinas

Apés clonagem, amplificagdo dos plasmideos por minipreparacdes e
confirmagdo por sequenciamento, as constru¢cdes foram expressas na cepa de
Escherichia coli Rosetta (DE3). Diversos testes foram realizados a fim de determinar a
condicdo na qual as construgdes se mantivessem na parte soluvel e em sua forma nativa
e ndo formassem corpusculos de inclusdo. Foram testados diferentes densidades oticas
(D.O.) de indugdo com IPTG ou lactose, diferentes concentragdes de IPTG ou lactose,
diferentes temperaturas de crescimento e inducdo, diferentes tempos de indugdo e
diferentes protocolos de processamento das células por meio do uso de diferentes tipos
de detergentes, lisozima, inibidores de proteases, agentes desnaturantes e glicerol. Em
uma das condi¢des testadas boa parte da proteina foi recuperada para a fragdo soluvel.
Esse protocolo foi repetido diversas vezes e 0 mesmo padrdo foi observado.

O protocolo foi estabelecido de acordo com as seguintes etapas: 5 pL do
plasmideo contendo a construgdo de interesse (p210-SH321, p210-ASH3 ou p210-
ASH3/SH2) foi transformado isoladamente ou juntamente com 5 pL do plasmideo
contendo a fosfatase YopH em 70 pL de células Rosetta (DE3) competentes para
choque térmico, ou BL21 (DE3) no caso de co-expressdo com a fosfatase. Apos
transformag¢do o volume total foi plaqueado em placas contendo meio LB com
kanamicina e cloranfenicol para a cepa Rosetta (DE3) ou kanamicina e streptomicina
(50 pg/mL) para a cepa BL21 (DE3) e mantidos em crescimento por 16 hrs a 37 °C.
Apods o tempo de crescimento, colonias da placa foram transferidas para 25 mL de LB
liquido contendo os mesmos antibidticos e crescido por mais 16 hrs a 37 °C. Apos esse
procedimento, os 25mL de meio contendo as bactérias transformadas na fase

estacionaria, foram transferidos para 800 mL de LB com os respectivos antibidticos. O
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crescimento foi feito a 37 °C até a D.O. aproximada de 0,8. A inducdo foi realizada com
1 mM de IPTG ou 20 mM de lactose por 2 horas na mesma temperatura. Apos o
transcorrer desse tempo, os 800 mL foram centrifugados a 7000 rpm, por 10 minutos a 4
°C em quatro tubos distintos e estéreis, de forma a obter precipitados bacterianos
provindos de 200 mL de cultura. Cada precipitato de 200 mL de cultura foi misturado
com 15 mL de tampao de lise (20 mM de tampao fosfato, pH 8,0 contendo 1 mg/mL de
lisozima, 1 mM PMSF, 5 mM de pB-mercapoetanol e 5% de glicerol). Apods
solubilizacdo das células, as mesmas foram sonicadas em 4 ciclos de 20 segundos e
centrifugadas a 7000 rpm. Sucessivas novas lavagens foram realizadas ao precipitado
formado a partir dessa primeira lavagem com tampao de lise (corpusculos de inclusdo),
com 15 mL de Tampao fosfato pH 8,0 contendo 0,05% do detergente dodecil sulfato de
sodio (SDS). Dependendo da construgcdo expressa o numero de lavagens sucessivas
variava sendo: 2 lavagens para a constru¢do p210-SH321 com ou sem a fosfatase
YopH, 5 lavangens para a construgao p210-ASH3 e 3 lavagens para a construgdo p210-
ASH3/SH2. Entre cada lavagem as amostras eram novamente submetidas a
centrifugagdo a 7000 rpm, por 10 minutos a 4 °C. Apoés cada etapa de centrifugagdo os
sobrenadantes das mesmas foram coletados para posterior andlise eletroforética em gel
de SDS-PAGE. As fragdes puras foram submetidas imediatamente a gel filtragdo na
coluna GPC 300 para confirmacdo de pureza e posteriormente foram dialisadas para
retirada do detergente SDS. Essa estratégia permitiu que grande parte da proteina de
interesse retida na frag¢do insoltvel (corptsculos de inclusdo) fosse para a parte solivel

em sua conformagdo nativa e com elevado grau de pureza.
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3.14 Gel Filtracao das amostras purificadas

Ap6s purificagdo das proteinas, corridas analiticas por gel fitragdo em GPC 300
foram realizadas em sistema Akta (Pharmacia). A coluna foi equilibrada com o tampao
20 mM fosfato de sodio pH 8,0. O fluxo utilizado foi de 0,5 mL/minuto. Eluicao das

amostras foi monitorada pela absorbancia em 280 nm.

3.15 Dosagem de Dodecil Sulfato de Sodio (SDS)

Apo6s as amostras purificadas serem dialisadas contra 4 litros de 20 mM tampao
fosfato de sodio pH 8,0, elas foram submetidas a dosagem de SDS residual por meio de
um protocolo colorimétrico (RUSCONI e cols., 2001). Resumidamente, o protocolo
utilizado baseia-se na utilizagdo do corante Stain-all (Sigma), capaz de se ligar a
moléculas de SDS, e alterar sua coloragdo de flicsia para amarelo a medida que o
detergente ¢ adicionado. A quantidade de SDS, normalmente utilizada em analises
bioquimicas ¢ facilmente detectada por esse protocolo, a partir de uma varredura em
espectrofotometro entre 400 a 750 nm. O pico de absor¢do caracteristico do corante
stain-all ocorre em 510 nm, sendo que com a adi¢do de SDS, esse pico diminui € um
novo pico aparece em 453 nm juntamente com um ombro em 438 nm. A absorbancia
em 438 nm aumenta linearmente com a adi¢do de SDS, sendo portanto utilizada para a
curva de calibracdo assim como para as medidas das amostras. Para mensurar a
quantidade de SDS residual nas amostras purificadas, uma solugao estoque (1,8 mM) de
Stain-all foi preparada solubilizando 1 mg de Stain-all em 1 mL de isopropanol:agua
50:50 (v/v) e armazenada ao abrigo da luz a 4 °C. Dessa solucdo estoque, foi preparada

uma soluc¢do intermediaria (90 pM) misturando-se 1 mL da solucdo estoque com 1 mL
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de formamida e 18 mL de agua milliQ. Essa solucdo intermedidria foi novamente
diluida para uma concentragdo final de 56,25 pM, concentragdo utilizada para a curva
de calibragdo assim como para a medida das amostras. A curva de calibragdo foi
realizada adicionando concentracdes crescentes de SDS a 1 mL da solug¢do de Stain-all
(56,25 uM). Os pontos estabelecidos de SDS para a curva de calibragdo foram de 0, 0,8,
1,2, 4,6, 8,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 e 18 uM de SDS. Para esses valores foi
preparada uma solug¢do de SDS a 2 mM, de forma a utilizar apenas volumes entre 0,5-1
uL, sendo portanto desprezivel o volume final de SDS adicionado ao stain-all. Apos
realizada a regressdo linear, e estabelecimento da equacgdo da reta, foram realizadas as
medidas com as proteinas purificadas adicionando-se 1 pL da proteina a 1 mL de stain-
all (56,25 uM). Pela equacdo da reta e as medidas de D.O. a 438 nm foi possivel

mensurar a quantidade residual de SDS em cada amostra.

3.16 Espectometria de massa

As construgdes apos purificagdo, foram cortadas dos geis de SDS-PAGE e
processadas para analises de espectometria de massa. Inicialmente, as bandas foram
cortadas e descoradas com solugdo de Acetonitrila (ACN) 50% em NH4HCO; 25 mM.
Uma vez descoradas, as pontes dissulfeto eram reduzidas com DTT 10 mM em
NH4HCO; por 1 hora a 56 °C. Posteriormente, cisteinas livres eram alquiladas com
iodoacetamina (IAA) 55 mM em NH4HCO; por 45 minutos ao abrigo da luz. Apds
alquilacdo o gel era desidratado com ACN 100% e tripsinizado (0,01 pg/uL) por um
periodo de 24 horas a 37 °C. Apos tripsinizagdo a extragdo dos peptideos era realizada

utilizando-se vortex com ACN 50% e TFA 5% e finalmente as amostras eram
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explotadas em placas para andlise no espectdmetro de massa tipo ion trap HCTultra

ETD (Bruker Daltonics) com fonte de electrospray.

3.17 Atividade cinase

As amostras puras foram submetidas a ensaio para mensurar a atividade cinase
“in vitro”. Para isso foi utilizado o kit Z" Lyte kinase assay kit — Tyr 2 peptide (Cat. N°.
PV3191 — Invitrogene). Esse kit aplica o fendmeno de FRET (transferéncia de energia
ressonante por fluorescéncia). Resumidamente, esse fendmeno ocorre quando o espectro
de emissdao de um determinado fluoréforo, conhecido como doador, se sobrepoe ao
espectro de absor¢do de uma outra molécula, conhecida como aceptor. Quando o par
doador-aceptor estdo proximos espacialmente ¢ possivel que ocorra a transferéncia de
energia no estado excitado do doador para o aceptor. O peptideo 6timo para a cinase
Abl estd marcado em suas extremidades com fluoresceina (aceptor) e coumaraina
(doador). Com essa técnica ¢ possivel captar, por exemplo, a diferenca de sensibilidade
de peptideos fosforilados e ndo fosforilados quando submetidos a quebra proteolitica.
Na primeira reagdo, a cinase transfere um dos fosfatos y para o peptideo. Na segunda
reacdo, uma protease sitio-especifica reconhece e cliva os peptideos ndo fosforilados,
enquanto que os peptideos fosforilados ndo sofrem clivagem pela protease, mantendo
portanto o par doador-aceptor no estado FRET. Por meio do célculo da taxa de emissdao
entre a coumaraina e a fluoresceina € possivel estimar a porcentagem de fosforilacdo da

reacdo. A Figura 22 ilustra o principio da técnica.
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Figura 22. Diagrama esquematico do ensaio de atividade cinase. A reagdo 1 compreende a
reacdo onde a cinase ¢ colocada em contato com o peptideo substrato e o ATP, a reagdo 2
corresponde a adicdo da protease sensivel a fosforilagdo dos peptideos e a deteccdo ¢ feita
monitorando as taxas de emissdo da coumaraina (445 nm) e fluoresceina (520 nm).

3.18 Western-blot

Andlises de auto-fosforilacdo por Western-blot foram realizadas nas proteinas
logo apds purificagdo com anticorpo primario monoclonal anti-fosfo-tirosina (Santa
Cruz PY99). As amostras protéicas foram carregadas em géis de SDS-PAGE e corridas
com amperagem constante em 30 mA por 90 minutos. Apos corrida eletroforética, as
proteinas foram transferidas para membrana de PVDF (Thermo Scientific - #88518)
com o sistema de transferéncia X-Cell II Blot Module (E19051 - Invitrogene). Apos
montagem do sistema e ativagdo da membrana de PVDF com metanol 100% por 1
minuto, a transferéncia foi feita com o sistema imerso em agua pelo lado externo e
tampao de transferéncia do lado interno (25 mM Tris-Cl pH 8,3; 192 mM glicina) por
90 minutos a 180 mA e 25 V. Apos transferéncia, a membrana foi mantida em bloqueio
por 2 horas sob agitacdo no tampao TBS (10 mM Tris-CI pH 8,0 e 150 mM NaCl)
contendo 0,1% Tween 20 e 2% de leite em p6 desnatado. Passado o tempo, o tampao de

bloqueio foi descartado e a membrana foi incubada por um periodo de 16 horas sob
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agitacdo com o anticorpo primario (Santa Cruz PY99) anti-fofo-tirosina na dilui¢do de
1:5000 no mesmo tampao de bloqueio (TBS-tween-molico). Posteriormente, a
membrana foi lavada 3 vezes com TBS-Tween por cinco minutos. Apos as lavagens a
membrana foi incubada por 2 horas sob agitagdo com o anticorpo secundario IgG
conjugado a peroxidase na dilui¢cdo de 1:10000 no tampao TBS-Tween. Apos o tempo,
a membrana foi novamente lavada 3 vezes com TBS-Tween por 5 minutos e mantida
nesse tampao até o momento da revelagcdo. A revelagdo foi feita por meio do Kit de

ECL Western Blotting Analysis System (RPN2108 - GE Healthcare).

3.19 Analises espectroscopicas

As andlises de fluorescéncia foram realizadas em um espectrofluorimetro do tipo
ISSK2 (ISS Inc., Champaign, IL) e as andlises de dicroismo circular foram realizadas

em um espectropolarimetro JASCO, modelo J-715 1505.

3.19.1 Espectro de triptofano

A grande maioria das amostras bioldgicas apresenta moléculas conhecidas como
fluoréforos intrinsecos, capazes de emitir luz quando excitadas com luz de determinado
comprimento de onda. Em proteinas, o principal fluor6foro encontrado ¢ representado
pelo grupamento inddlico presente em residuos de triptofano. O espectro de emissao
desse grupamento ¢ altamente sensivel a polaridade do solvente, sendo que ele absorve
proximo do comprimento de onda de 280 nm e emite proximo a 340 nm. Uma avalia¢do
simples e confidvel para avaliar o estado estrutural de uma determinada proteina pode

ser realizada por meio do espectro de fluorescéncia da molécula de triptofano. A
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emissdo do grupamento inddlico estard desviada para comprimentos de onda menores
ou para a regido do azul do espectro eletromagnético em situacdes em que as moléculas
de triptofano estdo devidamente escondidas em proteinas em seu estado nativo e
deslocadas para comprimentos de onda maiores ou para a regido do vermelho em
proteinas em estado desnaturado. Nos experimentos realizados com as proteinas em
estudo, as amostras foram utilizadas na concentragdo de 1 uM, excitadas em 280 nm e a
emissao foi monitorada entre os comprimentos de 300 a 400 nm. As fendas utilizadas na

excitacao e emissao dos polarizadores foram de 1 mm.

3.19.2 Desnaturagdo quimica

Pelo monitoramento do espectro de emissdo de fluorescéncia de triptofano ¢é
possivel acompanhar a desnaturagio de proteinas por agentes desnaturantes como Uréia
e Hidrocloreto de Guanidina. Esses agentes desnaturantes promovem a ruptura entre as
diversas interacdes que estabilizam a estrutura tridimensional da proteina, levando ao
seu estado desnaturado. Por meio do célculo do centro de massa espectral de emissdo de
fluorescéncia de triptofano, em diferentes concentragdes desses agentes, ¢ possivel obter
alguns parametros termodinamicos como variagdo de energia livre de Gibbs (AG) e
coeficiente de acessibilidade ao solvente (m). Nos experimentos realizados com as
proteinas em estudo, diversas amostras foram preparadas na concentragdo de 1 uM com
diferentes concentragdes de uréia (0 — 9 M) e Hidrocloreto de guanidina (0 — 7 M). As
amostras foram mantidas em repouso por 2 horas para equilibrio e transcorrido o tempo
foram medidos espectros de triptofano como descrito acima. Para as andlises

termodinamicas, o coeficiente de dissociacao (o) foi calculado pela seguinte formula:
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a = [cmuwe] —cme

CImrs— CIMz

O coeficiente de dissociacdo fornece valores de 0 (proteina em seu estado
nativo) a 1 (estado desnaturado) por meio da divisdao entre os valores de centro de massa
para cada concentragdo de uréia ou guanidina testada ([cmy/|) menos o valor de centro
de massa inicial (cmy) dividido pelo centro de massa final (cmg) menos o centro de
massa inicial. Ap6s o calculo do coeficiente de dissociacao (o), € possivel por meio da
equagao de Gibbs, descrita abaixo, calcular a energia livre envolvida no processo de
desnaturagdao da proteina em estudo, assim como o coeficiente de acessibilidade ao

solvente.

AG=-RTIn _«

Nessa formula, a variacdo de energia livre envolvida na transicdo do estado
nativo para o desnaturado da proteina ¢ representado por AG, a constante de Boltzmann
por R, a temperatura em Kelvin por T e a constante de dissociagdo por o/1-a. Todos os
experimentos foram realizados a 25 °C e os dados foram processados no programa

Origin 7.0.
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3.19.3 Espectros de bis-ANS

Alguns corantes aromaticos, ndo fluorescentes em solucdo aquosa, se tornam
altamente fluorescentes em solventes ndo aquosos ou ligados a sitios hidrofobicos em
proteinas. A molécula de bis-ANS (1-anilino-8-naftaleno sulfonato) (ROSEN e cols.,
1969) tem a capacidade de ao se ligar em regides hidrofobicas de proteinas emitir
fluorescéncia. Dessa maneira, essa molécula se tornou muito util em estudos de
interacdo proteina-ligante e sitios de ligacdo em proteinas. Para os experimentos
realizados com bis-ANS as amostras de proteinas foram utilizadas na concentragao de 1
uM, excitadas em 360 nm e a emissdo monitorada entre os comprimentos de 400 a 600

nm. As fendas utilizadas na excitagcdo e emissao dos polarizadores foram de 1 mm.

3.19.4 Dicroismo Circular

O conteudo de estrutura secundaria das proteinas em estudo foi obtido com
amostras de proteina na concentracao aproximada de 20 pM em tampao 20 mM fosfato
de sodio pH 8,0 com cubeta redonda de caminho 6tico de 0,002 cm. O espectro final foi
o resultado de 3 varreduras na velocidade de 50 nm/minuto. A regido analisada foi de
260 nm a 190 nm (UV - distante). Para as andlises de deconvolu¢cdo dos dados e
predi¢do do contetido das estruturas secundarias, foram utilizados os programas Selcon3
(SREEREMA e WOODY, 1993; SREEREMA ¢ cols.,, 1999), Continll
(PROVENCHER e GLOCKNER, 1981; VAN STOKKUM e cols., 1990) e CDSSTR

(COMPTON e JOHNSON, 1986; MANAVALAN e JOHSON, 1987).
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4 Resultados

4.1 Monitoramento de pacientes pediatricos em tratamento com Mesiltato

de Imatinibe

A primeira parte do trabalho teve como alvo principal o monitoramento de dois
pacientes pedidtricos portadores de Leucemia Mieldide Cronica em tratamento com
Mesilato de Imatinibe por meio de técnicas moleculares como RT-PCR Multiplex,
Nested e Competitivo. A deteccdo dos transcritos leucémicos, caracteristicos da LMC
foram também identificados por Hibridizacdo in situ por fluorescéncia (iFISH). O
monitoramento dos pacientes por diferentes técnicas citomoleculares ¢ de grande
importancia para um maior entendimento da resposta ao Mesilato de Imatinibe dentro
da populagdo pediatrica. O uso do medicamento em criancas ndo ¢ aprovado no Brasil
apesar de alguns trabalhos internacionais ja terem mostrado boas respostas ao inibidor
nessa populacdo. O Trabalho apresentado abaixo reafirma a boa resposta clinica,
hematologica de pacientes pediatricos e espera servir como forma de incentivo para a

aprovagao da terapia no Brasil.
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ABSTRACT

Chronic myelogenous leukaemia is rare in the pediatric population, accounting
for 2-3% of childhood leukaemia cases, with an annual incidence of one case per
million children. The low toxicity profile of Imatinib Mesylate has led to its approval as
a front-line therapy in children for whom Interferon treatment has failed or who have
relapsed after allogenic transplantation. We describe the positive responses of two
children with Philadelphia-positive chromosome CML treated with Imatinib for up to
28 months, as evaluated by morphological, cytogenetic, and molecular approaches. Our
patients are still alive, in the chronic phase, and are in continuous morphological

complete remission (mCR).
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INTRODUCTION

Chronic myelocytic leukaemia (Ph+ CML) is a rare childhood condition. The
only known curative therapy for these children is allogeneic stem cell transplantation
(SCT). When there are no matched donors for SCT, therapy with alpha-interferon (a-
IFN) either alone or in combination with cytarabine results in a cytogenetic complete
response (CCR) [1], with an outcome similar to that seen in adults [2]. Recently,
therapy with Imatinib Mesylate, was more effective in treating newly diagnosed adults
in the chronic phase (CML-CP) than o-IFN, leading to a complete haematological
remission and CCR in almost all cases [3]. However, detection of kinase domain
mutations by direct sequencing techniques was almost always associated with Imatinib
resistance and poor prognoses [4, 5]. To date, few studies have reported the effects of
Imatinib in childhood Ph+ CML [6, 7]. This study reports on two cases of children with
Ph+BCR/ABL+CML followed for up to 28 months after treatment with Imatinib. The
patients showed favourable clinical and haematological responses, as demonstrated by
the trends observed using Interphase Fluorescence In Situ Hybridisation (iFISH), RT-
PCR, and sequencing.
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PATIENT PRESENTATION

Case 1 - In May 2005, a 7-year-old male with splenomegaly was admitted to our
hospital. His white blood count (WBC) was 99.7x10°/L with granulocytosis and
immature precursors. Haemoglobin levels (Hb) were 11.9 g/dL, and his platelet count
(PC) was 350x10°/L. Thorax radiography was normal. Abdominal ultrasonography
showed splenomegaly (11.6cm). BM evaluation revealed hypercellularity consistent
with CML-CP. Karyotype was 46, XY, t(9;22)(q34;q11) in 20 metaphases. According
to conventional cytogenetics, iIFISH, which allows for distinction between Mbcr and
mber gene rearrangements, revealed one clone (88.5%) with Mbcr/abl gene
rearrangements. The occurrence of Mbcr (b3a2) instead of mBCR rearrangements was
confirmed by multiplex and nested-PCR (Figure 1A). In addition, bcr-abl/abl ratios
showed high levels (up to a 100% increase) in the tumour (Figure 1B). Initially,
hydroxyurea cytoreduction (1g/day) resulted in a decrease of the WBC to 4.6x10°/L. a-
IFN treatment (5x10°U/d) was then started. High and persistent percentages of Mbcr/abl
gene rearrangements were determined by iFISH (up to 74%). In the 18" week of
treatment, an abrupt increase of WBC to 247x10°/L occurred. With no matched donors
for SCT, a-IFN was changed to Imatinib, 300 mg/day, and the patient achieved normal
levels of WBC without any adverse side effects (Figure 1C). Concomitantly, the
response to Imatinib was followed by different cytomolecular assays (pre-Imatinib and
1,5,8,12, 16, 19, 22, 25, and 28 months after Imatinib). A favourable decrease to <5%
of cells with Mbcr/abl gene rearrangement by iFISH was observed after 5 months of
Imatinib, coexisting with bcr-abl/abl levels below 10%, presenting b3a2 isoform
(Figures 1A and 1B). Nested PCR still detects residual bcer-abl transcript 28 months
after the beginning of therapy. Nevertheless, iFISH no longer detected Mbcr/abl gene
rearrangement after 19 months of therapy. Finally, direct sequencing of products was
performed using five healthy individuals as controls (Figure 2). We did not detect any
point substitutions or conflicting sites in any samples from our patients. Previously,
nested RT-PCR was performed in the control samples, and negative bcr-abl findings
were demonstrated. In fact, there was a clear positive correlation between a favourable

clinical-haematological remission and an observed trend towards cytomolecular

procedures.
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Case 2 - In June 2006, a 5-year-old female was admitted with bone pain. WBC was
155x10°/L with granulocytosis and immature precursors. Hb was 10.8g/dL, and PC was
559x10°/L. Thorax radiography and abdominal ultrasonography were normal. BM
evaluation revealed hypercellularity consistent with CML-CP. Karyotype showed a
t(9;22)(q34;q11) translocation coinciding with 89% Mbcr/abl hybridisation by iFISH
and b2a2 fusion transcripts by Multiplex-PCR. Initially, hydroxyurea cytoreduction
(0.5g/day) decreased WBC count to 4.6x10°/L. With no matched donors for SCT, the
patient was treated with a-IFN 5x10°U/d. On the 8" day of treatment, the patient
presented with fever, monoarthritis, epistaxis, thrombocytopaenia, and megakaryocytic
hyperplasia in BM. o-IFN therapy was changed to prednisone. PC recovered, and the
symptoms disappeared. Mbcr/abl gene rearrangements decreased to 48% by iFISH,
coexisting with b2a2 transcript by Multiplex-PCR (Figure 1A). After that, Imatinib was
initiated (300 mg/day), and haematological remission was maintained (Figure 1C). No
side effects were observed except an evanescent cutaneous rash. Cytomolecular results
were analysed (pre-Imatinib and 6, 9, 12, 15, and 20 months after Imatinib). Similarly to
the first case, while residual b2a2 transcripts remain as determined by nested-PCR,
iFISH results have been negative starting at 15 months after therapy. Other than that
finding, we did not find any substitution or conflicting sites related to resistance in two
samples studied (pre-imatinib and after 20 months therapy). In fact, the patient remains

in clinical/haematological remission.
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DISCUSSION

While many adult cases of Ph+ CML have been successfully treated with
Imatinib [11], it remains unclear whether Imatinib should be used as a front-line
treatment for children with Ph+ CML. Nevertheless, a phase I study recently reported
that Imatinib was well tolerated in Ph+ children at doses ranging from 260 mg/m2 to
570 mg/m2 [6]. However, 60% of children in a phase II study with children in cryptic
CP achieved CCR, while only 27% achieved molecular remission [7]. Our current
report shows that 2 children with Ph+ CML had a good response to Imatinib. In both
patients, an obvious association was found between a favourable -clinical-
haematological outcome and cytomolecular remission. While RT-PCR still detected
residual BCR-ABL+ cells, they were not detected by iFISH 19 months (case 2) and 15
months (case 1) after the beginning of treatment. Patients with mCR usually exhibit
residual BCR-ABL by RT-PCR after Imatinib treatment applied after the failure of a-
IFN protocols. The presence of this residual has been associated with leukaemic relapse
[12]. However, this was apparently not the case for the patients in our study.

In fact, the various methods and haematologic data described in this paper are
well defined tools for residual disease assessment [11]. The simultaneous use of these
assays is of great relevance for front-line monitoring of Imatinib-based treatments [4,
11, 12]. We have already analysed drug resistance due to kinase mutations by
sequencing and could not correlate the presence of Imatinib resistance in both patients,
unlike results seen in other studies [4] . As we expected, the positive drug response seen
by iFISH evaluations was confirmed by the sequenced regions, in which the alignment
of different donors and our patients did not show any point substitutions at least up to
28 months into Imatinib treatment. This is good evidence that patients who achieved
negative results by iFISH and sequencing after Imatinib treatment are truly in
continuous remission. We used two sequences of c-abl (GenBank accession no.
M14752 and X16416) in our analysis. Curiously, sequence M14752 [13] showed a
number of nucleotides that differed from other published sequences of c-abl, including
X16416 and the sequence found in our patients and donors. These conflicting sites were
also reported by others. Most interestingly, a point substitution (1375G>A) was seen in
one of these discrepant nucleotides after Imatinib treatment [5]. One possible

explanation for this is that the conflicting nucleotides in the M14752 sequence could
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have originated from mutated residual clones. This observation supports the theory of
pre-existing mutated clones that expand due to drug selection [14]. These clones likely
appear in low frequency in patients as is now seen for 1375G>A [5, 15]. In our patients,
these conflicting sites were not detected, nor were the substitutions related to Imatinib
resistance.

In summary, even though there is recent evidence [7] that children with Ph+-
BCR-ABL+CML show positive responses to treatment with Imatinib, this paper is the
first work to support this observation based on the use of multiple cytomolecular
methods. Interestingly, the cases reported here did not show mutations in the abl kinase
domain of the bcr-abl allele that were previously found to be associated with a poor
prognosis. Instead, CCR and mCR were obtained, and these patients have remained in
continuous remission for more than 28 (case 1) and 20 months (case 2).

Our intent was to show that sequence analysis and detection of residual tumour
tissue by different cytomolecular assays should be used to monitor the risk for relapse,

and these results should be taken into account when considering alternative treatments.
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Legends

Figure 1. Analysis of haematological responses to treatment in two children with
CML and molecular analysis: (A) Multiplex and Nested PCR for case 1 and 2.
Negative samples for Multiplex were assessed for Nested b3a2 / b2a2 (p210) and ela2
(p190). K562 cells were used as positive controls for Multiplex and Nested b3a2 and
SUPBI15 for Nested ela2. Samples were classified in months as pre-imatinib (-) and
post-imatinib (+) treatment. (B) Competitive assays for bc-abl transcripts in case 1;
quality control for competitor template in the different dilutions used in the assays is
shown on the top of Panel B. (C) Result are shown from the beginning of treatment for
cases 1 and 2. Squares and circles represent WBC and platelet counts respectively. The
squares are represented filled to indicate when bone marrow samples were also
obtained. Numbered solid lines show the time of each treatment with hydroxyurea (1),
a-IFN (2), and STI571 (3) for case 1 and hydroxyurea (1), a-IFN (2), prednisone (3),
and STI571 (4) for case 2. The inset shows the percentage of bcr-abl/abl during

Imatinib treatment.

Figure 2. Sequence analysis of kinase regulatory domains (SH1 and SH2) at different
times during treatment with Imatinib did not detect substitutions before or after the
therapy. Our results were aligned with the abl sequences from Genbank (accession
numbers X16416 and M14752). Samples from our patient are indicated by the *, and

samples from different donors used as a positive control are indicated by D1 — D5.
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4.2 Expressao e purificacao da unidade regulatoria da proteina Ber-abl

A segunda parte do trabalho se deteve no estabelecimento de um protocolo de
purificacao das construgdes p210-SH321, p210-ASH3 e p210-ASH3/SH2 em sistema de
E.coli como forma de obter quantidades suficientes das proteinas em seu estado ativo
para posterior investigagdo estrutural e termodinamica. Dentro desse contexto, as
construgdes foram inicialmente amplificadas por PCR (Figura 23a) e clonadas no vetor
pET29a. Uma eletroforese em gel de agarose das amostras pET29a contendo os insertos
que foram digeridos com Ndel e BamHI foi feito para confirmar inicialmente o sucesso

da clonagem (Figura 23b).

+——1331pb
+— 1146 ph

+—— E14 ph

Figura 23. Géis da amplificacdo das regides de interesse e clonagem. (A) gel ilustrando as
amplificagdes por PCR das regides de interesse. 1 ¢ 7 — marcador molecular, 2 — fragmento
amplificado da primeira reagdo de PCR com os iniciadores Bcrabl-2607-F e Bcrabl-4788-R, 3 —
regido correspondente a constru¢ao p210-SH321, 4 — regido correspondente a construgdo p210-
ASH3, 5 — regido correspondente a constru¢do p210-ASH3/SH2 e 6 — controle negativo da
reacdo de PCR. (B) gel ilustrando a clonagem dos fragmentos de interesse no vetor pET29a. 1 ¢
8 — marcador molecular, 2 - regido correspondente a construgdo p210-ASH3/SH2, 3 - regido
correspondente a construgdo p210-ASH3, 4 - regido correspondente a constru¢ao p210-SH321,
5 — pET29a contendo a sequéncia p210-ASH3/SH2, 6 - pET29a contendo a sequéncia p210-
ASH3 e 7 - pET29a contendo a sequéncia p210-SH321. As amostras 5, 6 ¢ 7 representam o
plasmideo pET29a com as respectivas construgdes apos digestdo com as endonucleases Ndel e
BamHI por 2 horas a 37 °C. Géis de agarose 1,4% corados com brometo de etideo.
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Apos clonagem das construgdes p210-SH321, p210-ASH3 e p210-ASH3/SH2 no
vetor pET29a, reagdes de PCR foram realizadas tendo como molde os plasmideos
clonados e os mesmos iniciadores utilizados para amplificar as regides de interesse.
Ap6s amplifica¢do das regides correspondentes ao dominio SH3-SH2-SH1, SH2-SH1 e
SH1, os fragmentos foram purificados e submetidos a sequenciamento como forma de
verificagdo das sequéncias clonadas. A andlise das regides sequenciadas foi alinhada
com duas sequéncias do c-abl, M14752 (SHTIVELMAN e cols., 1986) e X16416
(FAINSTEIN e cols., 1989). Todas as regides sequenciadas foram feitas com reagdes
em triplicata. A andlise do alinhamento das duas sequéncias do c-abl juntamente com as
regides sequenciadas correspondentes ao dominio cinase SH1 evidenciou trés diferencas
pontuais na sequéncia publicada M14752 (Figura 24). A primeira diferenga
correspondeu a uma mutacado silenciosa do codon CTA para CTG. A segunda diferenca,
por sua vez, correspondeu a troca CGT para CTG, que codifica o aminoacido arginina e
leucina, respectivamente. A ultima diferenga identificada se apresentou no codon AAG
que ¢ representado por GAG na sequéncia M14752 que codifica lisina e acido
glutdmico, respectivamente. A andlise da sequéncia X16416 com as regides
sequenciadas, por sua vez, ndo apresentou quaisquer alteracdes nucleotidicas
condizentes com mutacdes. A posterior andlise de outras sequéncias publicadas do c-abl
confirmou que as regides clonadas no vetor pET29a ndo apresentavam quaisquer
alteracdes nucleotidicas. A andlise das regides sequenciadas correspondentes aos
dominios regulatérios SH3 e SH2 juntamente com as sequéncias M14752 e X16416 ndo

identificaram quaisquer mutagdes.
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Figura 24. Verificacdo das sequéncias clonadas. As trés substituicdes encontradas na
sequéncia M 14752 estdo representadas pelo alinhamento com as regides sequenciadas (1x, 2x e
3x) e com a sequéncia X16416. Os cromatogramas representados correspondem as regides
sequenciadas.

Apoés confirmagdo das sequéncias nucleotidicas clonadas, os plasmideos
correspondentes foram inseridos em cepa de E.coli DH50 competentes para choque
térmico e posteriormente crescido em meio LB liquido até a fase estacionaria para a
obtencdo de grandes quantidades dos mesmos por meio de minipreparagdes. ApoOs
estocagem dos plasmideos obtidos em -20 °C, diversos testes foram realizados com o
objetivo de estabelecer um novo protocolo de purificacdo para tais construgdes como
descrito na secao Materiais e Métodos. Inicialmente, foi estabelecido que apds 2 horas
de inducdo, com 1 mM de IPTG, a quantidade da proteina de interesse produzida pela
bactéria ndo teve aumento significativo. Dessa forma, foi estabelecido o tempo de
inducdo por 2 horas. Em seguida, foi investigada uma condi¢do 6tima na qual as
proteinas fossem solubilizadas. A lise das bactérias com tampao fosfato pH 8,0
contendo glicerol, B-mercaptoetanol, lisozima ¢ PMSF e ciclos de ultra-som, nao foi

capaz de solubilizar a proteina de interesse. Uma consideravel parte das proteinas se

manteve na fragdo insoluvel, formando corptsculos de inclusdo (Figura 25A). Essa
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constatagdo foi possivel apds comparagdo com extratos tratados com 8 M de uréia. Apos
essa analise, foi realizado um teste com diferentes tipos de detergentes (SDS, CHAPs,
Octil e Triton) para averiguar se algum deles seria capaz de solubilizar as construgdes
expressas. Entre os detergentes testados, apenas o SDS foi capaz de solubilizar grande
parte da proteina de interesse (Figura 25B). A partir desse resultado, foram realizados
testes com diferentes concentragcdes de SDS para averiguar qual quantidade de SDS
seria capaz de solubilizar maior quantidade da proteina de interesse (Figura 25C e

25D).
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Figura 25. Varredura de condicoes de expressio e processamento das construcdes de
interesse. (A) 1 e 2 — fragdo solubilizada com 8 M de uréia das construgdes p210-ASH3 e p210-
SH321 apds 2 horas de indugdo; 3 ¢ 4 — proteinas solubilizadas da constru¢ao p210-ASH3 antes
e apos 2 horas de indugdo; 5 ¢ 6 - proteinas solubilizadas da construgdo p210-SH321 antes e
apos 2 horas de indugdo; 7 ¢ 8 — proteinas mantidas insoluveis da construcdo p210-ASH3 antes
e ap6s 2 horas de indugdo e 9 e 10 - proteinas mantidas insoluveis da construgdo p210-SH321
antes ¢ apos 2 horas de indugdo. (B) teste com diferentes detergentes. 1 — Construgdo p210-
SH321 antes de induzir, 2 ¢ 6 — proteinas solubilizadas e insoliveis da construgdo p210-SH321
apos tratamento com detergente CHAPs, 3 e 7 - proteinas solubilizadas e insoluveis da
construgdo p210-SH321 apos tratamento com detergente n-octil, 4 e 8 - proteinas solubilizadas
e insoluveis da construgdo p210-SH321 apods tratamento com detergente Triton X 100 e 5S¢ 9 -
proteinas solubilizadas e insoliveis da construgdo p210-SH321 apds tratamento com detergente
SDS. (C) e (D) Teste com diferentes concentragdes de SDS para a constru¢do p210-ASH3 e
p210-SH321. 1 — antes de induzir, 2 a0 9 — ap6s duas horas de indugdo. 2 ¢ 3 — proteinas
solubilizadas e insoluveis sem adigdo de SDS, 4 e 5 - proteinas solubilizadas e insoluveis com
0,1% de SDS, 6 e 7 - proteinas solubilizadas e insoluveis com 0,5% de SDS e 8 e 9 - proteinas
solubilizadas e insolaveis com 1% de SDS. Géis de SDS-PAGE 12,5% corados com Comassie
Brillant Blue G-250.
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Apo6s verificar que 1% de SDS seria capaz de solubilizar grande parte da
proteina alvo, demos inicio a um protocolo de purificagdo capaz de minimizar a
quantidade de SDS e ao mesmo tempo obter a proteina em grau de pureza satisfatorio.
Para isso, multiplas lavagens do corptsculo de inclusdo foram realizadas com uma
pequena concentragao de SDS (0,05%) como forma de desestabilizar as interagdes entre
as proteinas e dessa forma solubiliza-las. A partir desses testes, foi evidenciado que as
primeiras lavagens de SDS eram capazes de separar grande parte das proteinas
contaminantes da proteina de interesse. A partir de certo nimero de lavagem, a proteina
mantida no corpusculo era majoritariamente a proteina alvo, que por desestabiliza¢dao do

mesmo era solubilizada (Figura 26).
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Figura 26. Protocolo de purificagio das construcées em estudo. (A), (B) e (C). Geis de SDS-
PAGE 12,5% corados com Comassie Brillant Blue G-250 da purificacdo das proteinas p210-
ASH3/SH2, p210-ASH2 e p210-SH321, respectivamente. 1 — 1° lavagem com tampao de lise
(15 mL tampao fosfato de sodio pH 8,0 contendo 1mg/mL de lisozima, 1| mM PMSF, 5 mM B-
mercaptoetanol e 5% glicerol), 2 — 2° lavagem com 15 mL de tampao fosfato de sodio pH 8,0, 3
— 3° lavagem com 15 mL de tampao fosfato de s6dio pH 8,0 contendo 0,05% SDS, 4 — 4°
lavagem com 15 mL de tampao fosfato de sédio pH 8,0 contendo 0,05% SDS 5 — 5° lavagem
com 15 mL de tampao fosfato de soédio pH 8,0 contendo 0,05% SDS, 6 — 6° lavagem com 15
mL de tampao fosfato de sédio pH 8,0 contendo 0,05% SDS e 7 — 7° lavagem com 15 mL de
tampao fosfato de sodio pH 8,0 contendo 0,05% SDS.
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Apos estabelecimento do protocolo de purificagdo, as fragdes com proteinas em
elevado grau de pureza foram submetidas a andlise por gel filtragdo na coluna analitica
GPC 300. As amostras injetadas com SDS e apds retirada de SDS por didlise
apresentaram o mesmo perfil de elui¢do, sendo a proteina p210-SH321 eluida em 6,21
minutos, a proteina p210-ASH3 em 7,51 minutos e a proteina p210-ASH3/SH2 em 7,86
minutos (Figura 27), condizente com o perfil esperado e de acordo com o peso

molecular de cada uma das proteinas.
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Figura 27. Analise das proteinas por gel filtracdo. Corridas analiticas em coluna GPC 300
monitorada em 280 nm para cada uma das proteinas indicadas pelas linhas coloridas.
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As amostras purificadas foram submetidas a dialise e posteriormente mensuradas
para a quantidade de SDS residual por meio do protocolo colorimétrico com Stain-all
(Figura 28). Para tal, foi estabelecida uma curva de calibragdo e a partir da equagdo de
reta gerada, foi possivel estimar a quantidade de SDS presente nas amostras de acordo
com a D.O. em 438 nm. Todas as amostras foram submetidas a dialises de 1 L com 20
mM tampao fosfato pH 8,0. O tampao de didlise foi trocado 4 vezes de 2 em 2 horas. A

quantidade de SDS apds a didlise foi reduzida de 0,05% (1730 uM) para 3,8 uM.
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Figura 28. Dosagem de SDS. O grafico representa a curva padrao de SDS. O acréscimo de
SDS desloca o pico de absorgdo do stain-all de 510 nm para 453 nm e 438 nm. A linearidade ¢
mantida em 438 nm & medida que se adiciona SDS, como representado no grafico menor. A
partir da obtencao da equagdo da reta, € possivel estimar a concentragdo de SDS presente nas
proteinas em estudo apds dialise, representado pela curva em vermelho.
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As proteinas purificadas foram submetidas a protocolo de tripsiniza¢do e suas

identidades foram confirmadas por espectometria de massa (Figura 29). Todos os

peptideos tripticos que obtiveram sinal foram mapeados nas sequéncias das proteinas

correspondentes ao dominio cinase do Abl ou regides regulatérias. Andlises posteriores

por Western-blot com anticorpo anti-fosfo-tirosina revelaram que as proteinas p210-

SH321 e p210-ASH3 sofreram fosforilagdes durante a sintese na bactéria,

diferentemente da proteina p210-ASH3/SH2, que nao foi reconhecida pelo anticorpo.

(Figura 30).
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Figura 29. Espectometria de massa das proteinas em estudo. Os graficos representam as
intensidades por massa/carga dos peptideos gerados a partir da digestdo das amostras com
tripsina. Abaixo sdo representados os assinalamentos dos peptideos em vermelho identificados
nas sequéncias correspondentes das construgoes p210-SH321 e p210-ASH3. Residuos em preto

correspondem a sequéncia clonada.
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Figura 30. Western-blot das proteinas em estudo. A figura representa analises com anticorpo
anti-fosfo-tirosina das proteinas 1 - p210-ASH3/SH2, 2 - p210-ASH3 e 3 - p210-SH321.

O nao reconhecimento do anticorpo nas analises por western-blot na construgao
p210-ASH3/SH2 nos levaram a conclusdo de que o dominio catalitico SHI ndo estava
sendo fosforilado durante sua sintese na bactéria. As fosforilagdes detectadas nas outras
construgdes nos levaram a conclusdo de que essas proteinas ndo estavam em sua
conformacdo inativa, uma vez que o processo de fosforilagdo corresponde ao primeiro
evento para a ativagdo da cinase Abl. A partir desse resultado, decidimos co-transfectar
a proteina p210-SH321 juntamente com a fosfatase YopH para verificar se poderiamos
obter a proteina em seu estado inativo (desfosforilado). O protocolo de expressdo e
purificacdo estabelecido para as construcdes anteriores foi testado apods co-transfec¢ao
com ambos os plasmideos, se mantendo reprodutivel mesmo com a incorporacdo do
plasmideo para YopH (Figura 31A). Analise em coluna analitica GPC 300 da
construgdo p210-SH321 co-transfectada com o plasmideo que codifica para YopH nos
evidenciou seu perfil de pureza (Figura 31B). Posterior analise por Western-blot com
anticorpo anti-fosfo-tirosina nos evidenciaram que a construcdo p210-SH321 co-
transfectada com o plasmideo para YopH se manteve agora desfosforilada e portanto em

sua conformacgao inativa (Figura 31C). A co-transfec¢ao da sequéncia de interesse com
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a fosfatase YopH se mostrou portanto um bom modelo para a obten¢do da proteina em

seu estado desfosforilado.
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Figura 31. Analises da co-expressdo da p210-SH321 com a fosfatase YopH. (A) protocolo
de expressao e purificagdo da p210-SH321 em seu estado inativo. 1 — amostra antes de inducao,
2 — ap6s 2 horas de indugdo, 3 — primeira lavagem com tampao de lise, 4 — segunda lavagem
sem SDS, 5§ — terceira lavagem com 0,05% SDS, 6 — solubilizagdo do precipitado formado com
8 M de uréia, 7 — padrao de peso molecular. (B) perfil obtido apds purificagio e dialise em gel
filtracdo com a coluna GPC 300. (C) analise por western-blot com anticorpo anti-fosfo-tirosina,
evidenciando em 1 — p210-SH321 na conformag@o ativa e em 2 — p210-SH321 expressa na
presenca da fosfatase YopH.

Por ultima analise, a atividade bioldgica da construcdo p210-ASH3/SH2 foi
testada. Para isso foi utilizado um kit (ver materiais ¢ métodos) contendo um peptideo
especifico para a proteina Abl. A incubacdo da constru¢do p210-ASH3/SH2 com o
peptideo e ATP por 1 hora permitiu a fosforilagdo do substrato. Apds incubagdo por
mais 1 hora com a protease sensivel apenas aos peptideos que ndo foram fosforilados
pela cinase e leitura das placas em leitor de fluorescéncia, fomos capazes de estimar a

porcentagem de fosforilagdo de nossa cinase (Figura 32).
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Figura 32. Atividade cinase por um substrato especifico. O grafico representa a taxa de
emissdo entre a coumaraina e fluoresceina frente a concentragdes crescentes de ATP. O grafico
menor representa a porcentagem de fosforilagdo da cinase pelo substrato especifico.
Concentragdo de proteina utilizada 1 pM.

4.3 Inicio da caracterizacio termodinamica das construcées p210-SH321,

p210-ASH3 e p210-ASH3/SH2

A terceira parte do trabalho consistiu em experimentos preliminares de
caracterizagdo termodinamica das trés proteinas. Inicialmente, os espectros de triptofano
sugeriram que todas as proteinas estavam enoveladas, sendo cada uma delas
apresentando os seguintes centros de massa espectral: 29633,755 cm™ para p210-
SH321, 29560,146 cm’! para p210-ASH3 e 29622,969 cm’! para p210-ASH3/SH2
(Figura 33A). O mapeamento dos residuos de triptofano na estrutura da unidade
regulatoria (SH3-SH2-SH1) revelaram a presenca de 2 residuos de triptofano no

dominio SH3, 1 residuo no dominio SH2 e 7 residuos no dominio catalitico SH1. Pela
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estrutura foi possivel perceber que a grande maioria desses residuos estdo internalizados
na estrutura protéica (Figura 33B), condizendo portanto com os centros de massa

deslocados para a regido do azul no espectro de triptofano.
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Figura 33. Espectros de fluorescéncia de triptofanos das proteinas em estudo. (A) espectro
de triptofano da unidade regulatéria completa p210-SH321, p210-ASH3 e p210-ASH3/SH2. (B)
estrutura cristalografica (PDB: lopk) da unidade regulatéria completa com residuos de
triptofano mapeadas (bastoes verdes). Andlise dos triptofanos revela que quase todas as
moléculas encontram-se internalizadas na estrutura protéica.

A partir da obtencao dos espectros de triptofano das proteinas em estudo, foi
avaliado o primeiro parametro de estabilidade, baseado na variagdo do centro de massa
espectral das proteinas quando submetidas a tratamento com agente desnaturante. Com
tratamento a 8 M de uréia os espectros de triptofano das proteinas foram deslocados
para regides do vermelho do espectro eletromagnético (Figura 34). Tal resultado sugere
que as proteinas sofreram desnaturacdo. O tratamento com uréia foi realizado sem
quaisquer variaveis de concentragdo entre as proteinas assim como durante o
experimento, 0 que nos permitiu a comparagdo dos centros de massa antes e apos o
tratamento com uréia para cada uma das construcdes. A proteina p210-SH321 sofreu
variagdo do centro de massa em 437,2 cm™', enquanto que a proteina p210-ASH3 variou

572,7 cm’ e a p210-ASH3/SH2 variou 579,6 cm™.
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Figura 34. Espectros de triptofanos apos tratamento com uréia. Os espectros mostram a
varia¢do do centro de massa espectral das trés proteinas em estudo na auséncia (linha cheia) e na
presenca (linha pontilhada) de 8 M de uréia. Como representado no grafico a construgdo p210-
SH321 sofreu menor influéncia do agente desnaturante frente as outras construcdes.
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A menor variagdo no centro de massa para a constru¢dao p210-SH321 nos sugere
fortemente que a unidade regulatoria completa (SH3-SH2-SHI1) possui maior
estabilidade frente ao tratamento com uréia quando comparado com as outras
construgdes p210-ASH3 e p210-ASH3/SH2. Anélises posteriores por dicroismo circular
nos permitiram mensurar o contetido de estrutura secundéria das proteinas em questao.
O perfil de estrutura secundéaria de todas as proteinas foi caracteristico de hélices
(Figura 35), condizente com as estruturas cristalograficas ja publicadas. Apesar de as
proteinas em estudo apresentarem também folhas-f3, a desconvolugdo dos dados obtidos,
pela andlise nos programas Selcon3, ContinLL e CDSSTR, ndo evidenciaram grande

conteudo destas estruturas secundarias, sendo uma limitagdo a analise.
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Figura 35. Analises por Dicroismo circular. (A) perfil dos espectros das proteinas p210-
SH321, p210-ASH3 e p210-ASH3/SH2 monitorados no UV-distante. Os picos negativos em 208
e 222 nm sdo caracteristicos de proteinas com grande contetido de hélices. (B), (C) e (D)
graficos de fragdes de estrutura secundaria apds desconvolucdo dos dados obtidos nos espectros
em (A). Para essa analise foram utilizados os programas Selcon3, ContinLL e CDSSTR. As
analises em todos os programas, com diferentes bancos de dados, revelaram perfis semelhantes
entre as proteinas em estudo.

Outro parametro de estabilidade utilizado na caracterizagdo termodinamica das
proteinas foi obtido a partir de curvas de desnaturacdo com os agentes desnaturantes
uréia e guanidina, por meio do monitoramento do residuo de triptofano. A partir do
perfil obtido nas curvas, € possivel a obtencdo de alguns pardmetros termodinamicos,
indicativos da estabilidade protéica, como variacdo da energia livre de Gibbs (AG)

assim como coeficiente de acessibilidade ao solvente (m) (Figura 36).
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Figura 36. Curvas de centro de massa espectral com agentes desnaturantes. Os graficos
representam os centros de massa em diferentes concentragdes de uréia e guanidina das proteinas
em estudo; p210-SH321 em verde, p210-ASH3 em vermelho e p210-ASH3/SH2 em preto.
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A partir dos dados obtidos foi possivel concluir que o processo de desnaturacao
das construgdes em estudo por meio dos agentes uréia e Hidroclorato de Guanidina
ocorrem de maneira pouco cooperativa. O parametro de cooperatividade nos da a
informagdo de como ocorre o processo de desnaturacdo, sendo que em um processo
muito cooperativo a transicdo do estado nativo para o estado desnaturado ocorre
rapidamente, ou seja, em determinada concentra¢do de agente desnaturante, temos a
proteina como um todo perdendo estrutura. Por outro lado, em um processo pouco
cooperativo, onde temos, por exemplo, dominios protéicos envolvidos, o processo de
desnatura¢do ndo ocorre na proteina como um todo. No caso das construgdes em estudo
¢ possivel perceber que o dominio SH1 ¢ mais afetado pelos agentes quando comparado
aos outros dominios, o que nos leva a crer que os outros dominios influenciam na
estabilidade da unidade SH3-SH2-SHI1 e torna o processo de desnaturagdo pouco
cooperativo. Apos avaliagdo da estabilidade das proteinas por agentes desnaturantes, foi
investigada por dicroismo circular, a perda de estrutura secundaria das proteinas frente
ao aumento de temperatura (Figura 37). A unidade regulatoria completa (p210-SH321)
se mostrou mais resistente a desnaturacdo térmica, quando comparado a proteina p210-

ASH3.
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Figura 37. Curva de desnaturaciio térmica. O grafico representa variagdo de temperatura
entre 20 a 90 °C em dicroismo circular monitorado a 222 nm das proteinas p210-SH321 (linha
cheia) e p210-ASH3 (linha pontilhada). O ponto de inicio de perda de estrutura se deu em
aproximadamente 40 °C para p210-ASH3 e 60 °C para p210-SH321.

A tultima andlise espectroscopica realizada nas proteinas correspondeu a
espectros de ligacdo a bis-ANS. A ligacdo da molécula de bis-ANS em regides
hidrofobicas leva a um incremento da fluorescéncia da sonda, sendo, portanto possivel
monitorar sitios hidrofébicos na proteina por andlises estequiométricas. Dessa maneira
foram realizadas curvas de ligagc@o a bis-ANS adicionando-se concentracdes crescentes
do mesmo a 1 uM de proteina e coletando-se os valores da 4rea espectral da sonda

(Figura 38).
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Figura 38. Curva de ligacao a bis-ANS. (A) grafico representa curva de ligacdo das proteinas
p210-SH321, p210-ASH3 e p210-ASH3/SH2 em escala logaritmica. As amostras foram
excitadas em 360 nm e varridas de 400 a 600 nm. O aumento da intensidade foi monitorado
pelo célculo da area espectral do bis-ANS. (B) mapa de superficie da unidade regulatoria
completa (SH3-SH2-SH1) evidenciando os residuos mais hidrofébicos em tons de vermelho e
mais hidrofilicos em tons de azul.

A analise dos dados nos revelou que a sonda foi capaz de emitir maior
fluorescéncia durante a ligacdo ao dominio SH1, quando comparado as outras duas
construgdes. A possivel explicacdo para tal fato seria que novas regioes hidrofobicas
estariam sendo expostas na interface entre os dominios SH3, SH2 e o SHI, antes

ocluidas por esses dominios, permitindo dessa forma, maior ligagdo a sonda bis-ANS.
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5 Discussao

A compreensao dos diversos mecanismos envolvidos na patogénese das doengas
neoplasicas exige uma grande comunicagao entre a pesquisa basica e aplicada. No caso
da Leucemia Mielodide Cronica (LMC), sua patogénese estd relacionada a expressao do
produto protéico do gene quimérico bcr-abl, que ¢ resultado de uma troca génica, sem
perda cromossomal entre o gene c-abl localizado no cromossomo 9 e o gene bcr
localizado no cromossomo 22 (LAURENT e cols., 2001). Essa translocacao génica
reciproca forma um derivado cromossdmico conhecido como cromossomo Philadelphia
(NOWELL e HUNGERFORD, 1960), portando a quimera bcr-abl. A expressdo da
quimera protéica Bcr-abl, provoca a célula diversas modificagdes entre elas intensa
ativacdo mitogénica, adesdo alterada ao estroma medular e inibi¢do do processo de
apoptose (DEININGER e cols., 2000). A doenca adota um curso cronico de 3 a 4 anos,
podendo evoluir para uma doenga aguda seguido de 6bito (SAWYERS, 1999). Ainda
nao ¢ totalmente compreendido os mecanismos envolvidos para a evolucao da doenga
de um curso cronico estavel, para uma doenga aguda, apesar de algumas hipoteses ja
terem sido levantadas (JAMIESON e cols., 2004). O principal tratamento curativo para
a LMC compreende o transplante de medula 6ssea, entretanto a terapia com o inibidor
Mesilato de Imatinibe adota a linha de frente para a maioria dos casos de LMC
(DRUKER ¢ cols., 2001a; DRUKER e cols., 2001b), sendo muito mais eficaz em
periodos iniciais da doenga (fase cronica), logo apos confirmagao do diagndstico.

Dentro desse contexto, a implementacao de técnicas de diagndstico rapido para a
identificacdo do cromossomo Philadelphia ou a quebra cromossomal entre os genes ber
e c-abl sdo fundamentais para o direcionamento do tratamento com o Mesilato de

Imatinibe. O monitoramento pos-tratamento também é uma importante ferramenta para
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avaliacdo do curso da doenca. A pesquisa aplicada na area de diagndstico para LMC,
conta com uma grande variedade de técnicas moleculares, citogenéticas e citologicas
para a identificagdo do gene quimérico ber-abl e ou o cromossomo Philadelphia.
Diferentes tipos de RT-PCR podem ser empregados a partir de pequenas quantidades de
sangue periférico ou medula ¢ssea de pacientes com suspeitas de LMC. A extragdo de
ARN dessas amostras, seguido da sintese do ADNc (ADNcomplementar) com a enzima
transcriptase reversa permite, por meio de protocolos de reagdao em cadeia da polimerase
(PCR), a identificagdo das quebras génicas envolvidas no desenvolvimento da LMC
dentro da biblioteca génica de ADNc. O PCR inicial utilizado para a identificacdo da
quebra génica compreende o protocolo de PCR Multiplex. Esse protocolo permite a
identificagdo dos trés principais transcritos leucémicos envolvidos na LMC (OTAZU e
cols., 2000) assim como a amplificagdo de um segmento de um gene normal como
controle da sintese da biblioteca de ADNc. A negatividade em protocolos de PCR
multiplex, leva a uma andlise mais especifica da regido de quebra. Para tal, o protocolo
de PCR Nested ¢ empregado. Nesse PCR, duas etapas de amplificacdo sdo realizadas,
com dois jogos de iniciadores distintos, um deles mais externo a sequéncia de interesse
e o outro mais interno a sequéncia de interesse (OTAZU e cols., 1999). Com esse
protocolo ¢ possivel selecionar com mais fidelidade a sequéncia de quebra dentro da
biblioteca génica de ADNc. Outro protocolo ainda utilizado, mas que esta sendo
substituido pelo PCR em tempo real, ¢ o protocolo de PCR competitivo (CROSS e cols.,
1993). Nesse protocolo € possivel juntamente com um competidor e dilui¢des seriadas
do mesmo e de sua biblioteca de ADNc, estimar a carga tumoral de determinado
paciente, ou seja, quantos transcritos leucémicos sdo identificados dentro de uma
determinada amostragem e dessa forma ¢ possivel monitorar a evolugcdo de pacientes

submetidos a um determinado tratamento (OTAZU e cols., 2002). O sequenciamento de
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ADN, por sua vez, também representa uma importante ferramenta e muito utilizada em
terapias longas ou em estagios de recaida molecular. A perda de responsividade por um
determinado tratamento, como por exemplo, com o Mesilato de Imatinibe, ¢ muitas
vezes recorrente € pode ocorrer devido, entre outros fatores (HOCHHAUS e cols.,
2002), a aquisi¢ao de mutacdes dentro do sitio de ligacdo do inibidor, inviabilizando,
portanto sua ligacdo e seu consequente efeito. Em vista disso, a técnica de
sequenciamento de ADN, permite a identificacdo e classificagdo de mutacdes
envolvidas com a perda de responsividade por determinado medicamento. No caso do
Mesilato de Imatinibe, uma série de mutagdes ja foram identificadas e associadas a
resisténcia molecular ao farmaco e relacionadas com recaida molecular e clinica da
doenga (BRANFORD ¢ cols., 2003; GORRE e cols., 2001, BUBNOFF e cols., 2002;
ROUMIANTSEY e cols., 2002; BRANFORD e cols., 2004; BRANFORD e cols., 2002;
CHU e cols., 2005 e JABBOUR e cols., 2006). Com a técnica de sequenciamento e a
identificacdo das mutagdes condizentes com resisténcia ao Mesilato de Imatinibe,
muitos trabalhos de pesquisa basica voltados para a criacdo de drogas foram iniciados
(WEISBERG e cols., 2005; TOKARSKI ¢ cols., 2006). A busca de novos farmacos
capazes de responder as diversas mutagdes ja encontradas em pacientes resistentes ao
Mesilato de Imatinibe vem ganhando muita forga recentemente. Dessa forma, ao longo
dos anos, segundas (WEISBERG e cols., 2005) e terceiras (TOKARSKI e cols., 2006)
geracdes de inibidores de tirosinas cinases foram surgindo no mercado, capazes de
barrar o fen6tipo maligno da LMC mesmo nas quimeras protéicas portando mutagdes.
Em contra partida, muitas mutacdes ja descritas em pacientes ndo possuem inibidores
capazes de barrar os efeitos deletérios gerados por tais alteracdes, como ¢ o caso da
mutacao T3151 (GORRE e cols., 2001). Essa mutacdo ocorre em grande frequéncia em

pacientes com LMC e se localiza dentro do sitio de ligacdo do Mesilato de Imatinibe
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(GORRE e cols., 2001). Recentemente, foi possivel a obten¢do da estrutura
cristalografica do dominio SH1 da quimera protéica Ber-abl, portando a mutagao T315I
(ZHOU e cols., 2007), o que fornece um grande avango para futuros estudos na
formulagcdo de drogas que inibam o efeito desse mutante. Muito recentemente, uma
nova tendéncia de inibidores vem surgindo como alternativa para barrar os efeitos
deletérios causado pela cinase Ber-abl (QUINTAS-CARDAMA e cols., 2007). Esses
inibidores ndo focam mais o sitio catalitico da quimera, como o caso do Mesilato de
Imatinibe (DRUKER ¢ cols., 2001A; DRUKER e cols., 2001b), o AMNI07
(WEISBERG e cols., 2005) e o BMS-354825 (TOKARSKI ¢ cols., 2006), mas sim
regides alostéricas da proteina que estejam envolvidas com algum dos mecanismos de
regulacdo da cinase. Um desses inibidores, conhecido como GNF-2 (ADRIAN e cols.,
20006) se liga no sitio de ligagdo da molécula de miristoil, envolvido diretamente em um
dos mecanismos de regulacdo do Ber-abl.

O diagnostico citogenético, por sua vez, apesar de muito menos sensivel que as
técnicas moleculares descritas acima, serve também como importante recurso para a
identificacdo de translocacdes cromossomicas envolvidas em neoplasias. No caso da
LMC, o cromossomo Philadelphia pode ser facilmente identificado a partir da técnica
de bandeamento G. Os mapas cromossdmicos gerados pelo bandeamento G, permitem a
identificacdo dos derivados cromossdmicos 9 e 22 em amostras de pacientes portadores
de LMC. Com o mesmo procedimento realizado para o diagnostico citogenético, ¢
possivel avaliar pela técnica de Hibridizagdo de fluorescéncia in situ na interfase
(1FISH) a presenca do cromossomo Philadelphia. Nessa técnica, sondas fluorescentes
especificas sdo capazes de hibridizar com segmentos do gene ber € com segmentos do

gene c-abl e a partir de andlises em microscopio de fluorescéncia, ¢ possivel a
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identificacdo e quantificacdo dos pontos de quebra caracteristicos da LMC (PRIMO e
cols., 2003).

A utilizagdo dessas técnicas estd bem difundida na literatura e sdo empregadas
corriqueiramente para o diagndstico em casos de suspeita de LMC. Dentro desse
contexto, na primeira parte do trabalho, as diferentes técnicas aqui descritas, foram
utilizadas para diagndstico e monitoramento de dois pacientes pediatricos portando
LMC em tratamento com Mesilato de Imatinibe. A incidéncia anual de LMC em
criancas ¢ muito baixa (1:1000000), e dessa forma os critérios de tratamento ainda nao
estdo muito bem definidos. Apesar de o tratamento com Mesilato de Imatinibe estar
direcionado a populagao adulta, alguns poucos trabalhos ja buscaram avaliar o efeito do
inibidor na populacdo infantil (MILLOT e cols., 2006). Esses trabalhos estimam a
dosagem oOtima para o tratamento em criangas (CHAMPAGNE e cols., 2004) assim
como boas respostas frente ao tratamento com o inibidor. Em 2001 o tratamento com o
inibidor foi aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration) para uso adulto

(http://www.fda.gov/bbs/topics/NEWS/2001/NEWO00759.html) e em 2003 para uso na

pediatria  (http://www.fda.gov/bbs/topics/news/2003/new00909.html). No Brasil, o

Ministério da Saude ndo aprova o uso do Mesilato de Imatinibe para a populacdo
infantil, sendo, portanto um impedimento ao aumento da sobrevida desses pacientes
pediatricos. O trabalho aqui apresentado, relata o monitoramento molecular de dois
pacientes pediatricos em uso constante com Mesilato de Imatinibe por meio de RT-PCR
Multiplex, Nested, competitivo e sequenciamento, juntamente com as técnicas de
bandeamento G e iFISH. Ambos os pacientes apresentaram uma boa resposta clinica e
hematologica ao tratamento, confirmados pelas técnicas moleculares empregadas. Esse
trabalho confirma que o uso do inibidor na populag¢do pedidtrica ¢ eficaz e promissor

aos pacientes. Trabalhos como esse, apesar de ndo fornecerem dados inovadores na
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literatura internacional da leucemia infantil, devem ser levados em consideracdo na
visdo nacional, como forma de incentivo as autoridades responsaveis do Ministério da
Saude a aprovarem sua utilizagdo na pediatria. De forma a corroborar os dados da
literatura, o tratamento dos dois pacientes mostraram grandes perspectivas para o
aumento da sobrevida dos mesmos.

O monitoramento molecular desses pacientes langou uma nova proposta de
estudo a nivel protedmico, facilitando assim a comunicag¢do entre pesquisa aplicada e
pesquisa basica. Apesar de os pacientes em estudo terem se mostrado responsivos ao
tratamento com Mesilato de Imatinibe, muitos casos de resisténcia a terapia sao
descritos, em vista da aquisi¢do ou sele¢do de mutacdes no sitio catalitico da enzima. A
criagdo de novas terapias para o tratamento da LMC se faz necessério e dessa forma, o
estudo a nivel basico, por meio do estabelecimento de novos protocolos de obtencao da
enzima “in vitro” para estudos estruturais e biofisicos sdo de fundamental importancia.
Dentro desse contexto, a segunda parte do trabalho se engajou na obten¢do de um novo
protocolo de expressdo e purificagdo da unidade regulatoria (SH3-SH2-SH1) e outras
construgdes como SH2-SH1 e SHI1. A investigagdo de protocolos de expressdo e
purificacdo ja& estabelecidos para essas regides da cinase Abl revelou a grande
dificuldade que existe em se obter grandes quantidades da proteina em elevado grau de
pureza e baixo custo. Alguns protocolos ja estabelecidos utilizam sistemas simples de
transfec¢do com fosfato de calcio em linhagens eucaridticas, como 293T (PLUK e cols.,
2002; SMITH e cols., 2003; HANTSCHEL e cols., 2003; FRANZ e cols., 1989 STEEN
e cols., 2003; BRASHER e cols., 2000) e sistemas de baculovirus com células de inseto
SF9 (Spodoptera frugiperda) (NAGAR e cols., 2003; CHEN e cols., 2008). Atualmente,
o uso de sistemas heter6logos em cepas de E.coli para expressdo de proteinas

recombinantes estd ganhando destaque. Alguns poucos protocolos ja foram
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estabelecidos para a unidade regulatoria completa ou os dominios (SH3, SH2 e SH1)
isolados do Abl em sistema procarioto (GOSSER e cols., 1995; SEELIGER e cols.,
2005; NAM e cols., 1996 ; CHEN e cols., 2007) e muitos deles se utilizam de
sequéncias ou proteinas auxiliares para purificagdo por afinidade (COWAN-JACOB,
2006). Outra grande problematica encontrada nos protocolos de purificacdo da unidade
catalitica completa da cinase Abl e outras cinases em cepas de E.coli consistem na
dificuldade em se obter a proteina alvo soluvel. Estima-se que nesse sistema, apenas 5-
10% da proteina seja solubilizada, sendo que os 90-95% restantes sdo mantidos
insoliveis em aglomerados protéicos conhecidos por corplisculos de inclusdo
(SEELIGER e cols., 2005). Algumas estratégias como o uso de proteinas grandes
auxiliares sdo também utilizadas como forma de se obter maior quantidade da proteina
de interesse solivel (COWAN-JACOB, 2006). Outro ponto ainda questionavel ¢ a
expressdo de grandes quantidades de certas cinases em sua conformagao ativa. Grande
parte das cinases expressas em E.coli na conformagdo ativa (fosforiladas) apresenta
efeito toxico para a célula (COWAN-JACOB, 2006), e acabam diminuindo o
rendimento de produgdo. Para isso, alguns protocolos ja realizam co-transfeccdo de
fosfatases juntamente com a cinase de interesse como forma de diminuir sua toxicidade
e produzi-la em seu estado inativo (desfosforilado) (SEELIGER e cols., 2005).

Os mecanismos de regulagao de tirosinas cinases ja estdo bem elucidados a nivel
estrutural. A cinase Abl se mantém em sua conformacgao inativa “in vivo”. Os diversos
mecanismos de regulacdo dessas cinases sdo perdidos quando sua funcionalidade ¢
requerida pela célula. Para a ativacdo completa do Abl, uma série de eventos estruturais
ocorre ¢ compreendem: a possivel dissociagdo de inibidores celulares do dominio
regulatorio SH3 (WEN e VAN, 1997), a fosforilagdo sequencial das tirosinas Y412 e

Y245 (HANTSCHEL e cols., 2004; BRASHER e cols., 2000), o desacoplamento do
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dominio regulatério SH3 do conector SH2-SH1 (BRASHER e cols., 2000), o
desacoplamento da molécula de miristoil do bolso C-terminal do SH1 (NAGAR e cols.,
2003; HANTSCHEL e cols., 2003) com o consequente desacoplamento do dominio
regulatorio SH2 e por fim a ligagdo de fosfopeptideos ao dominio SH2 (HANTSCHEL
e cols., 2003). Uma vez que o Abl é o responsavel por fosforilar diversos substratos,
envolvidos em importantes vias de sinaliza¢cdo e que levam a proliferacdo, migracdo e
sobrevivéncia celular, esses diversos mecanismos de regulacdo garantem que a cinase
seja estritamente regulada na célula, servindo como importante controle para o bloqueio
do processo leuceminogénico.

Células leucémicas, portadoras da translocacdo bcr-abl e a consequente
expressdo da quimera protéica Ber-abl, fazem com que parte desses mecanismos sejam
perdidos e, portanto as células passam a apresentar proteinas Ber-abl em estado sempre
ativo, com atividade tirosina cinase desregulada. Apesar de boa parte dos mecanismos
de regulacdo do Abl ja terem sido elucidados a nivel estrutural, pouco se sabe com
respeito a participacdo termodindmica das unidades regulatorias SH3 e SH2 frente ao
dominio cinase SHI. Avaliagdes de estabilidade e cooperatividade da unidade
regulatdria completa, assim como das constru¢des SH2-SH1 e apenas do dominio SH1
seriam de grande importancia para o maior entendimento da interface entre os dominios
regulatorios SH3-SH2 e o dominio cinase SH1 a nivel termodinamico e possivelmente
auxiliariam na descoberta de possiveis sitios adjacentes ao sitio catalitico como alvos
para a sintese de novas drogas anti-cancer. Em vista disso, a partir de amostras de
sangue periférico, foram amplificadas por PCR Nested as sequéncias correspondentes
aos dominios SH3-SH2-SH1, SH2-SH1 e SHI. Apos purificagdo das regides, as
mesmas foram clonadas no vetor pET29a para posterior expressao na cepa Rosetta DE3.

Apos estabelecimento da densidade 6tica, concentracao de indutor e tempo de indugdo
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ideais, foram realizados diversos testes na etapa de solubilizagdo a fim de obter grande
parte da proteina soliivel. A tnica condi¢cdo encontrada capaz de solubilizar grande parte
da proteina de interesse, ndo mantendo a proteina em corpusculos de inclusdo, foi por
meio de tratamento com o detergente anidnico dodecil sulfato de sédio (SDS). Como
estaivamos engajados em um protocolo capaz de recuperar grande quantidade de
proteina da fracdo insoluvel, foi investido um maior esfor¢o no tratamento com SDS e
ndo em protocolos usuais de purificagdo por colunas cromatograficas. Portanto, a
constatacdo de que 1% de SDS era capaz de solubilizar grande parte da proteina,
enquanto que 0,1% ndo era capaz de solubilizar a proteina de interesse, nos levou a
adotar a estratégia de lavar o corptsculo de inclusdo sucessivamente com pequenas
quantidades de SDS (0,05%) em tampao fosfato pH 8,0. Apds diversos testes com
diferentes volumes de lavagem e com diferentes quantidades de corpusculo de inclusdo,
foi possivel separar grande parte dos contaminantes da proteina de interesse. O perfil de
lavagem entre as construgdes se mostrou distinto, sendo necessarias duas lavagens com
SDS para a construgdao p210-SH321, 5 lavagens para p210-ASH3 e 3 para p210-
ASH3/SH2. Apesar de as analises termodinamicas terem indicado a construgao p210-
SH321 como sendo a mais estavel entre as analisadas, a facilidade para solubiliza¢do da
mesma pode ser devido a diferentes regides expostas na superficie da proteina quando
comparado as outras construgdes. A proteina p210-ASH3 por ter apresentado maior
resisténcia a solubilizacdo, sendo necessarias cinco lavagens, provavelmente apresenta
regides expostas no corpusculo de inclusdo antes ocluidas pela presenca do dominio
SH3.

Apds estabelecimento do protocolo de purificagdo, as proteinas foram
submetidas a cromatografia por gel filtragcdo. O perfil obtido em cada corrida mostrou

possiveis contaminantes na amostra, ndo detectados por SDS-PAGE. Nao foi possivel
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identificar, dentro da sensibilidade da coloracdo por prata, os possiveis contaminantes
identificados durante a corrida por gel filtragdo. Uma possivel explica¢do para o perfil
obtido seria a interagdo de outras proteinas com as unidades regulatorias SH3 e SH2 das
construgdes, que por SDS-PAGE migrariam juntamente com a proteina de interesse.
Entretanto as analises de espectometria de massa das amostras extraidas do SDS-PAGE
revelaram peptideos apenas condizentes com a sequéncia das proteinas alvo. Outra
possivel explicacdo para o perfil encontrado seria a formacao de possiveis oligdbmeros
em solucdo (SEELIGER e cols., 2005). A tentativa de corrida em géis nativos nao foi
bem sucedida, uma vez que em condi¢des nativas as proteinas purificadas ndo eram
capazes de entrar no gel, fato que poderia corroborar a formagdo de possiveis
oligdbmeros em solugao.

Apo6s confirmacdo da identidade das proteinas por espectometria de massa e
atividade cinase por um substrato especifico, as proteinas foram submetidas a andlise
por western-blot com anticorpo anti-fosfo-tirosina. A andlise revelou que as proteinas
p210-SH321 e p210-ASH3 sofreram fosforilagdes durante a sintese na célula bacteriana.
Esse resultado sugere que ao longo da sintese as proteinas poderiam estar se
autofosforilando por um mecanismo intermolecular, como ja sugerido em outros
trabalhos (BRASHER e cols., 2000) ou que possivelmente outras proteinas cinases
produzidas pela bactéria estariam transfosforilando a cinase Abl. Curiosamente a
producdo da proteina p210-ASH3/SH2, expressa com o mesmo protocolo utilizado para
as outras construgdes que sofreram fosforilagdes, ndo identificou quaisquer
fosforilagdes. Essa observacao sugere que o mecanismo de fosforilagdo das proteinas na
bactéria possivelmente ndo ocorreu por um mecanismo de transfosforilagdo por outra
cinase bacteriana, caso contrario, a proteina p210-ASH3/SH2 também deveria ter sido

fosforilada durante sua sintese na célula bacteriana. Dessa forma, acredita-se que a
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fosforilagdo das proteinas em estudo tenha ocorrido por um mecanismo de
autofosforilacdo intermolecular e que possivelmente as unidades regulatorias SH3 e
SH2 isoladamente, possam participar desse mecanismo de transferéncia de grupamentos
fosfato.

Uma tltima andlise realizada com as proteinas purificadas consistiu em
experimentos de fluorescéncia intrinseca de triptofano, que permite avaliar o
enovelamento protéico, e analises por dicroismo circular, que permite estimar o
contetdo de estruturas secundarias. Os espectros de fluorescéncia obtidos para cada
uma das construgdes revelaram que as proteinas estavam estruturadas. A andlise por
dicroismo circular das proteinas revelou perfil caracteristico de estruturas em hélices- a
e folhas B, em menor escala, como ocorre de fato nas proteinas em estudo.

A purificagdo da unidade catalitica completa (SH3-SH2-SH1) em sua
conformacdo ativa (fosforilada) levantou um questionamento para o protocolo de
expressdo e purificagdo com SDS. Serd que o protocolo com SDS seria reprodutivel
para a purificacdo da unidade catalitica completa em sua conformagdo inativa
(desfosforilada)? Para confirmar essa hipotese, foi realizado uma co-expressao com a
fosfatase YopH obtida de Yersinia (SEELIGER e cols., 2005), juntamente com o
plasmideo contendo a constru¢do p210-SH321 em células BL21 DE3. O mesmo
protocolo de expressdo e purificagdo estabelecido para a constru¢do p210-SH321 em
sua forma ativa foi realizado e ao fim foi possivel purificar a proteina em sua forma
desfosforilada. Os resultados por gel filtragdo e western-blot garantiram sua pureza e a
auséncia de quaisquer fosforilacdes em residuos de tirosina.

Apbs o estabelecimento de um novo protocolo para a producdo de proteinas
recombinantes dos dominios SH3-SH2-SH1, SH2-SH1 ¢ SH1 em suas conformagdes

ativas e inativas, foi dado inicio a estudos espectroscopicos de estabilidade das
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construgdes obtidas. Inicialmente, avaliando a fluorescéncia da sonda de triptofano, foi
possivel, por meio do tratamento com o agente desnaturante uréia, comparar a
estabilidade entre as construgdes em estudo. Apds a obtengdo dos espectros
normalizados de fluorescéncia de triptofano das proteinas sem e com tratamento por
uréia, foi possivel observar que a constru¢ao p210-SH321 teve uma menor variagdo do
centro de massa espectral quando comparado com a constru¢ao p210-ASH3 que por sua
vez teve menor variagdo quando comparado com a constru¢do p210-ASH3/SH2. Essa
observacao sugere fortemente que a unidade catalitica completa (SH3-SH2-SH1)
apresenta maior estabilidade frente ao tratamento com uréia e que a deplecdo dos
dominios regulatorios SH3 e SH2 diminui a estabilidade do complexo. Posteriores
analises por desnaturag¢do térmica, monitoradas por dicroismo circular, evidenciaram
que a proteina p210-SH321 ¢ mais estdvel a desnaturacdo térmica quando comparado a
proteina p210-ASH3. O ponto de transicdo em que a proteina p210-SH321 passou a
perder estrutura secundéria se deu em aproximadamente 60 °C, enquanto que a proteina
p210-ASH3 teve seu ponto de transi¢do em torno de 40 °C, confirmando novamente que
a unidade catalitica completa (SH3-SH2-SH1) ¢ mais estavel e que a deplecdo dos
dominios regulatorios afetam a estabilidade da proteina truncada. Esses dados de
estabilidade foram também confirmados por curvas de desnaturacdo com agentes
desnaturantes entre eles uréia e o hidrocloreto de guanidina. Novamente, a proteina
p210-ASH3/SH2 se mostrou mais sensivel ao tratamento com os agentes quando
comparado as outras proteinas portando os dominios regulatdrios SH2 ou SH2 e SH3.
Outra avaliacdo espectroscopica realizada nas proteinas em estudo foram curvas de
ligagdo a sonda bis-ANS. Como ja discutido, essa sonda ao se inserir em bolsas
hidrofobicas emite fluorescéncia. Nesse ensaio, curiosamente a proteina p210-

ASH3/SH2 teve maior incremento de fluorescéncia, com o acréscimo do bis-ANS,
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quando comparado com as outras proteinas. Esse resultado sugere fortemente que a
maior ligacdo de bis-ANS ao dominio SH1 ocorre devido a exposi¢do de novas regides
hidrofébicas antes ocluidas pela presenca das unidades regulatérias SH3 e SH2. Esse
resultado lanca uma nova alternativa para a criagdo de possiveis agentes para o
tratamento da LMC. A presenca de novos sitios alvos na interface SH3-SH2 com SH1
assim como o desenho de novas drogas capazes de atuar nesses sitios seria de grande
importancia para a manuten¢ao da cinase em sua conformagdo inativa em células Ber-
abl positivas. Como j4 se sabe a ligagdo do Mesilato de Imatinibe ocorre apenas com a
cinase em seu estado inativo (NAGAR e cols., 2002). A dinamica das proteinas cinases,
por meio da ativagdo e desativacdo transiente por fosfatases seria de grande valia nesse
tipo de estratégia (NAGAR e cols., 2002). Durante o tempo em que a cinase estivesse
em sua conformacao ativada, possiveis novas drogas se ligariam na interface SH3-SH2
com SH1 e ao tempo em que a cinase voltasse para sua conformagdo inativa (por
atuacdo de fosfatases) a ligagcdo do inibidor seria capaz de promover manuten¢do desse

estado inativo.
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6 Conclusao

Dentro dos esforgos em se obter uma maior compreensdo dos mecanismos
moleculares da Leucemia Mieloide Cronica em pacientes pedidtricos assim como a
resposta desses ao tratamento com o inibidor Mesilato de Imatinibe, foram realizados
monitoramentos clinicos, hematologicos e moleculares de dois pacientes pediatricos
diagnosticados com LMC e em tratamento com o inibidor. A avaliagdo molecular
evidenciou uma boa resposta desses pacientes ao longo do tratamento o que reafirma a
utilizagdo desse medicamento para uso na pediatria. Acreditamos que trabalhos desse
tipo auxiliem na mobilizagdo do Ministério da Saude a liberar o medicamento para a
administragao pediatrica.

Por outro lado, com os esfor¢os em se obter um protocolo facil e eficiente de
purificacdo da unidade catalitica completa assim como de outras constru¢des da cinase
Abl, foi possivel estabelecer um protocolo de purificagdo com o detergente anidnico
SDS. Nesse protocolo, as proteinas foram obtidas sem o uso de colunas cromatograficas
e em elevado grau de pureza. A pequena quantidade de SDS utilizada como estratégia
de purificacdo ndo foi capaz de alterar a estrutura das proteinas, como demonstrado nos
dados de fluorescéncia e dicroismo circular assim como sua atividade biologica. Duas
das trés proteinas em estudo foram produzidas em sua conformagdo ativa (fosforiladas)
dentro da célula, entretanto ndo apresentaram qualquer perfil de toxicidade as células
bacterianas, como ocorre em muitos casos de expressdo de cinase ativas (COWAN-
JACOB, 2006). Dessa forma, acreditamos que o protocolo aqui estabelecido possa
contribuir para a obten¢do de grandes quantidades de proteina de maneira pratica e

rapida para futuros estudos na area estrutural e biofisica.
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Somado a isso, com os esfor¢cos em se obter um maior conhecimento a nivel de
estabilidade dos dominios regulatorios SH3 e SH2 frente ao dominio SH1, foi possivel
avaliar que a deplecdo desses dominios afeta a estabilidade da unidade catalitica
completa e que a deplecdo desses dominios expde novas regides alvo para a sintese de
agentes anti-cancer para o tratamento da LMC dentro da interface SH3SH2 com o

dominio catalitico.
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2005 - 2005 Clonagem e Expressdo da Proteina Hungtintina

Descrigdo: Buscamos estabelecer o protocolo de clonagem, expressdo e purificaco de dois mutantes da
proteina Hungtintina envelvida na doenca de Hungtinton..

Situagdo: Concluido; Natureza: Pesquisa.

Alunos envolvidos: Graduagdo ( 1)/ Especializagdo ( 0) ! Mestrado académico ( 0) ! Mestrado
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Descrigdo: Buscamos a andlise da expressdo de diferentes metaloproteinases entre elas MMP-1, -2, -9, -13 e
seus inibidores teciduais TIMP-1, -2 pela técnica de RT-PCR em diferentes deencas odontoldgicas entre elas
Perindontite Agressiva & Crénica, Gengivite & em um grupo centrole. Os rezuftados moleculares foram
posteriormente correlacionados com os dados clinicos de cada paciente..

Sitwagéo: Concluido; Natureza: Pesquisa.
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2004 - 2004 Significado da Expressdo do Gene BCR-ABL £ da doenca residual minima em diferentes malignidades
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Descrigéo; Buscamos por RT-PCRs qualitatives e quantitativos estimar a carga tumoral de pacientes portadores
de Leucemia Mieloide Crinica submetidos a diferentes tratamentos como uso de Glivec & transplante de medula
dssea..

Situsgdo: Concluido; Matureza: Pesquisa.
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Areas de atuagiio

1. Grande drea: Ciéncias Bioldgicas / Area: Bioguimica / Subdrea: Biologia Molecular.

2. Grande érea: Ciéncias Bioldgicas / Area: Bioquimica.

Idiomas

Espanhol Compreende Bem, Fala Razoavelmente, L& Bem, Ezcreve Bem.
Inglés Compreende Bem, Fala Razoavelmente, L& Bem, Escreve Bem.
Portugués Compreende Bem, Fala Bem, L& Bem, Ezcreve Bem.

Alemao Compreende Pouco, Fala Pouco, L& Pouco, Ezcreve Pouco.
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