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Resumo

VALENCIA, A. O. Estudo da conjugac¢ao da IL-2 com o peptideo apoptético pepS5,
no contexto das doencas autoimunes e inflamatorias. 2021. 210f. Tese (Doutorado) —
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sdao Paulo, 2021.

As doencas autoimunes sao o resultado de falhas da imunotolerancia, em que anticorpos
produzidos pelo sistema imunoldgico atacam as proprias células do organismo com uma
estrita relacdo com as interleucinas. As interleucinas, denominadas também como
citocinas, sdo proteinas secretoras que se ligam a receptores especificos e desempenham
um papel critico na comunicagao intercelular das células do sistema imune. Dentre suas
funcdes, estdo: a ativacdo e supressdo de respostas do sistema imunologico; inducdo a
divisdo celular além da fungdo em células de memoria. A interleucina 2 é uma
glicoproteina monomérica secretora, composta por 149 aminoacidos, com um peptideo
sinal de 20 aminoacidos, classificada na familia das citocinas do tipo I. Esta molécula
apresenta alta afinidade com o receptor de IL-2R e desempenha uma fungdo de
sinalizacdo, que promove a ativagdo de varios subtipos de linfocitos durante o processo
de diferenciagdo celular, como uma resposta imunoldgica ou homeostatica. Existe uma
relacdo entre as IL-2 e as doengas autoimunes, devido a sua interagao com outras citocinas
em processos de respostas imunologicas, sendo elementos chaves no controle e
diminuicdo desse tipo de doengas. Nesse contexto, o objetivo central deste trabalho foi
estudar a conjun¢do da IL-2 com o peptideo apoptotico pepS, através de um PEG
heterobifuncional, e avaliar sua atividade em células T com receptores IL-2R de humano
e camundongo, mastocitos humanos e células leucémicas. Observou-se uma supressao na
linhagem HMC 1.2 de mastdcitos e na linhagem de células T HEK-Blue, a diferenga das
linhagens HMC 1.1 e células leucémicas Jurkat, em que ndo foi confirmado o mesmo
efeito. Os resultados também revelaram a expressdo dos trés receptores para interleucina-
2 (alfa, beta e gama) na linhagem HMC 1.2 e a ativag@o via intracelular JAK/pTATS,

apods estimulacdo com a mesma citocina.

Palavras chaves: Interleucina 2 (IL-2), doengas autoimunes e inflamatoérias, peguilacao,

peptideo apoptotico, supressao



Abstract

VALENCIA, A. O. Study of the conjugation of IL-2 with the apoptotic peptide pep5,
in the context of autoimmune and inflammatory diseases. 2021. 210f. Thesis (Ph.D)
— Faculty of Pharmaceutical Sciences, University of Sao Paulo, Sao Paulo, 2021.

Autoimmune diseases are the result of mistake the immunotolerance where antibodies
produced for the immunologic system attack their cells and organs and by close liaison
with the interleukins. The interleukins also called cytokines, secretory proteins that bind
to specific receptors and play a critical role in the intercellular communication of cells of
the immune system. These cytokines are mainly produced by T lymphocytes,
macrophages, and eosinophils. Among its functions are the activation and suppression of
immune system responses, induction of cell division beyond function in memory cells.
Interleukin 2 is a secretory monomeric glycoprotein composed of 149 amino acids with
a signal peptide of 20 amino acids, classified in the family of type I cytokines. This
molecule exhibits a high affinity for the IL-2R receptor and performs the signaling
function that promotes the activation of various subtypes of lymphocytes during the
process of cell differentiation as an immune or homeostatic response. The specificity of
IL-2 depends on its binding to low, medium, or high-affinity receptors. There is a
relationship between IL-2 and autoimmune diseases due to its interaction with other
cytokines in the processes of immunological responses being key elements in the control
and reduction of this type of disease. In this context, the central objective of this work
was to study the conjunction of IL-2 with the apoptotic peptide pepS through a hetero-
bifunctional PEG and to evaluate its activity in T cells with human and mouse IL-2R
receptors, human mast cells, and leukemic cells. . A suppression was observed in the
HMC 1.2 line of mast cells and the HEK-Blue T cell line, unlike the HMC 1.1 lines and
Jurkat leukemic cells where the same effect was not confirmed. The results also revealed
the expression of the three receptors for interleukin-2 (alpha, beta, and gamma) in the
HMC 1.2 strain and the activation via intracellular JAK / pTATS after stimulation with

the same cytokine.

Keywords: Interleukin 2 (IL-2), inflammatory and autoimmune diseases, pegylation,

apoptotic peptide, suppression
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Figura 1. (A), Estrutura cristalizada da IL-2 publicada em Protein Data Bank
(PDB:1M47), (B) Representagao grafica da formagao do complexo IL-2R quaternario
com as subunidades IL-2Ra, IL-2Rf, yc e a IL-2. Adaptado de (WANG, 2005) e
(OROZCO VALENCIA et al., 2020) 2

Figura 2. Esquema representativo de cromatografia de exclusao molecular (A), sistema
utilizado para cromatografia de exclusdo molecular. (B), cromatograma representativo
mostrando o fracionamento de proteinas e o tempo de eluigdo por tamanho. Fonte:
https://comis.med.uvm.edu/ 20

Figura 3. Representacdo da estrutura secundaria da IL-2. Peptideo sinal na regido N-
terminal (vermelho). Modificagdo pds-transcricional (O-glicosilagdo) em verde.
Aminoacidos polimorficos ou propensos a variagdes (amarelo.) Ponte bissulfeto cisteina
92 e 140 (fluorescente). 21

Figura 4. Alinhamento das sequéncias, IL-2 murina e a IL-2 humana. Sitio de
glicosilacdo (azul). Formacao de ponte bissulfeto entre duas cisteinas (amarelo). Regido
relevante para atividade proteica (quadro vermelho). Cisteina para ligacdo quimica com
o polimero (seta verde) 22

Figura 5. Cédons de frequéncia da linhagem bacteriana K12 de E. coli para a sequéncia
da IL-2 humana (IL-2h) usando o programa de bioinformatica da base de dados do
website www.geneinfinity.org 23

Figura 6. Cédons de frequéncia da linhagem bacteriana K12 de E. coli para a sequéncia
da IL-2 murina (IL-2m) usando o programa de bioinformatica da base de dados do
website www.geneinfinity.org 24

Figura 7. Sequéncias nucleotidicas otimizadas do gene da interleucina-2 murina (IL-2m)
e humana (IL-2h) a partir dos codons de frequéncia da linhagem bacteriana K12 de E.
coli usando o programa de bioinformatica da base de dados do website
www.geneinfinity.org 25

Figura 8. Construgdo de vetores de expressdo para rIL-2m. (A) vetor pET3a, (B) vetor

pET3a com a inser¢do da sequéncia otimizada do gene interleucina-2 humana IL-2h e (C)
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vetor pET3a com a inser¢ao da sequéncia otimizada do gene interleucina-2 murina IL-2h.
27

Figura 9. Gel de poliacrilamida de eletroforese SDS-PAGE para extrato total proteico
bacteriano. (WM) padrao de peso molecular, (1) extrato total proteico da cepa BL21-
E3[pET3a-rIL-2m] com indugdo de 1,0 mM IPTG, (2) extrato total proteico da cepa
BL21-E3[pET3a-rl rIL-2m] com indugdo de 1,0 mM IPTG na fase insoluvel. 28

Figura 10. Cromatogramas correspondentes a inje¢do de 1 mL de extrato proteico total.
(A) cromatograma com faixa de fluxo de 0,75 mL/min com 3 separagdes, representando
a ultima separacao (seta vermelha) a elui¢ao da rIL-2m. (B) cromatograma com faixa de
fluxo de 0,5 mL/min com 2 separagdes, representando a ultima separagao (seta vermelha)
a eluigdo da rIL-2m. (C) cromatograma da inje¢do das fragdes 15 ¢ 16 com faixa de fluxo
de 1 mL/min (seta vermelha) a eluicao da rIL-2m. 29

Figura 11. Gel de poliacrilamida de eletroforese SDS-PAGE das fragdes 15 e 16. (WM)
padrdo de peso molecular, (1) extrato total proteico da cepa BL21-E3[pET3a-rIL-2m]
com indug¢do de 1,0 mM IPTG, (2) extrato total proteico da cepa BL21-E3[pET3a-rIL-
2m] com indug¢do de 1,5 mM IPTG, (3) extrato total proteico da cepa BL21-E3 (controle
negativo) e (4) extrato total proteico da cepa BL21-E3[pET3a-rIL-2m] com indu¢do de
1,0 mM IPTG na fase insolavel. 30

Figura 12. Estrutura quimica do polietileno 6xido (PEO) e o polietileno glicol (PEG).
Fonte (ZIA et al., 2017). 44

Figura 13. Possiveis sitios de peguilagdo quimica em proteinas e suas ligagdes. Adaptado
de (PFISTER; MORBIDELLI, 2014) 45

Figura 14. Esquema representativo do crosslinker entre a IL-2 e o Pep5 utilizando o
método de peguilacdo hetero-bifuncional. Etapa 1, peguilacdo entre (1) o polimero MAL-
PEG-NH2 e o peptideo apoptotico. Etapa 2, peguilacdo entre o (3) MAL-PEG-NH2-pep5
e a IL-2h, seta verde lugar de ligagdo do hbPEG na IL-2 (cisteina-125) da IL-2h. 53
Figura 15. Reacdo da construgdo quimica entre a IL-2 e o Pep5 utilizando o método de
peguilagdo hetero-bifuncional. 54

Figura 16. Estrutura tridimensional de raios X da interleucina-2 humana disponivel na
base de dados de Uniprot PBD, identificado com o cédigo 1IRL (PBD). Em cor roxa, a
cisteina na posi¢ao 125 na quarta alfa hélice, o circulo amarelo o ion sulfidrila do grupo
tiol, o circulo vermelho o ion hidrogénio. 56

Figura 17. Propriedades fisico-quimicas da sequéncia do peptideo pep5 utilizando o

programa de andlise de bioinformatica disponivel online do Innovagen. Os dados
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apresentados sdo peso molecular, coeficiente de extingdo molar, ponto isoelétrico e indice
de solubiliza¢do. As cores embaixo representam o carater hidropatico de cada um dos
residuos. 57

Figura 18. Alinhamento das sequéncias da proteina D2 ciclina humana e murina,
utilizando o programa bioinformatico BLAST-ProSplign da plataforma National Center
for Biotechnology Information NCBI. (Query) sequéncia da proteina D2 ciclina humana
e (Sbjct) sequéncia da proteina D2 ciclina murina. 58

Figura 19. Gel de poliacrilamida de eletroforese SDS-PAGE de verificacdo da
peguilacao da IL-2h humana. (WM) padrao de peso molecular, (1) interleucina-2 humana,
(2) produto peguilado IL-2h-MAL-PEG-NH2 59

Figura 20. (A) esquema representativo da formagdo dos mastdcitos, diferenciacdo e
funcao. (B), vias de transcri¢do a partir do estimulo por IgE (receptor FceRI) ou citocinas
(receptor Kit) e canal de fluxo de ions célcio adaptado de (GERMIC et al., 2019) e
(SIEBENHAAR et al., 2018) 88

Figura 21. Sistema de quantificagdo de células pelo programa CASY. Diferenciagdo de
células vivas, mortas e residuos organicos presentes em uma amostra. Fonte website
http//Casyprogram.com. 100

Figura 22. Formag¢ao do composto de formazan a partir da redu¢ao do XTT. Adaptado
de (SHOKRZADEH; MODANLOO, 2017). 101

Figura 23. O efeito do produto IL-2PEGpepS5, IL-2 e sem na linhagem de mastocitos
HMC 1.1 e o efeito do produto IL-2PEGpep5, IL-2, Ruxolitinib (Ruxo) e sem na
linhagem de mastocitos HMC 1.2. 111

Figura 24. Determinagdo da porcentagem de expressao do receptor CD25 nas linhagens
HMC 1.1 e HMC 1.2. Em linha azul detec¢do de expressao do receptor CD25. Em linha
vermelha porcentagem total de populagao celular. 112

Figura 25. Relacdo dos niveis de expressao de mRNA indicados para os receptores IL-
2R Alfa, IL-2R Beta e IL-2R Gama nas linhagens HMC 1.1 e HMC 1.2. Dados obtidos a
partir da média e desvio padrdo de dois experimentos. 113

Figure 26. Relagdo dos niveis de expressdo de mRNA indicados para os genes CCNDI,
CCND2 e Bcel2-11 na linhagem HMC 1.2. Dados obtidos a partir da média e desvio padrdo
de dois experimentos. 114

Figura 27. Relagdo dos niveis de expressao de mRNA indicados para os genes CCND1,
CCND2 e Bcel2-11 na linhagem HMC 1.2. Dados obtidos a partir da média e desvio padrao

de dois experimentos. 114
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Figura 28. Relagdo dos niveis de expressao de mRNA indicados para os genes CISH e
OSM na linhagem HMC 1.2 sob estimulagdo com IL-2 e Ruxolitinib em 1 hora. Dados
obtidos a partir da média e desvio padrao de dois experimentos. 115

Figura 29. Expressao das proteinas pSTATS e pERK sob estimulagao da interleucina-2
nas HMC 1.1, HMC 1.2, Rosa WT e D816V de mastocitos humanos linhagens, (+)
representa presenca da IL-2 e (-) representa auséncia da IL-2. 116

Figure 30. Expressao das proteinas pSTATS e pERK sob estimulagdo da interleucina-2
em diferentes intervalos de tempo (1°, 5°, 15°, 30’e 60’) minutos da linhagem HMC 1.2.
(Con) amostra controle. 117

Figura 31. O efeito do produto IL-2PEGpep5 nas concentragdes 1ng/mL, 3ng/mL,
10ng/mL, 30ng/mL e 100ng/mL testadas na linhagem leucémica Jurkat ap6s 72 horas de
tratamento. ~ T i T

Figura 32. Detec¢do da expressdo do receptor CD25 induzido pela fito-hemaglutinina
(PHA) nas concentragdes 1pg/mL, Spug/mL e 10pug/mL apds 48 horas de tratamento na
linhagem leucémica Jurkat, utilizando a técnica de citometria FACS. Valor médio de
porcentagem dos valores registrados para trés leituras no citometro de fluxo FACS. 118
Figura 33. Deteccdo de apoptose induzida por fitohemaglutinina (PHA) nas
concentragdes lpg/mL, 2ug/mL, Spg/mL e Sug/mL apds 48 horas de tratamento na
linhagem leucémica Jurkat, utilizando a técnica de citometria FACS. Valor médio de
porcentagem dos valores registrados para trés leituras no citometro de fluxo FACS. 119
Figura 34. Isolamento de linfocitos totais utilizando o método Ficoll-Paque PLUS. (1)
tubo de ensaio contendo 3 mL e 4 mL. (2). Apds primeira centrifugacao se observa
separacao em fases da amostra. (3) Remocao da fase superior para coleta dos linfocitos
totais. (4) Isolamento e lavagem de linfocitos totais. (5) Preservacao de linfocitos totais
em meio RPMI1640. 163

Figura 35. (A) Quantificagdo do niimero de linfocitos totais em isolados de sangue
periférico e bago de camundongo. (B) Microscopia 6tica das amostras isoladas de sangue
periférico e bago de camundongo. 166

Figura 36. Porcentagem de niimero de células T CD8 presentes em culturas celulares de
PBMC:s de bago e do sangue periférico de camundongo. 167

Figura 37. Porcentagem de niimero de células T CDS presentes em culturas celulares de
PBMC:s de bago e do sangue periférico de camundongo apos tratamento de 24 horas com

IL-2PEGpep5 e controle. 168
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Figura 38. Porcentagem de expressao do receptor IL-2 alfa (CD25) em células HEK-
Blue quantificado por meio da marcacdo especifica com anticorpo monoclonal anti-
CD25/PE. 169

Figura 39. (A) quantificacao da viabilidade celular da linhagem HEK-Blue apds 24 horas
de estimulo em diferentes concentragdes de IL-2. (B), quantificagcdo da viabilidade celular
apods 24 horas de incubacdo em diferentes concentragdes de IL-2 e o produto IL-2PEG
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CAPITULO 1

Estudo e Expressao da Interleucina-2 (IL-2)



1. INTRODUCAO

1.1 Interleucina 2 (IL-2)

A IL-2 ¢ uma glicoproteina monomeérica secretora, com atividade pleiotrépica produzida
principalmente por células CD4 " helper (Th) activadas, células T citotoxicas ativadas CD8"
e, sob algumas circunstancias, também produzidas por subtipos de células naturais Killer
(CNK) (“Basic &amp; Clinical Immunology.”, 2013). Esta proteina possui um tamanho de
aproximadamente 15,5 a 16 kDa, classificada na familia das citocinas tipo I. Cada membro
desta familia possui um feixe de quatro alfa hélices (Figura 1). Dentre a familia das
citocinas tipo I, estdo inclusas as interleucinas: IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 e IL-21. A
interleucina 2 esta conformada por 133 aminoacidos em humanos e 169 aminoacidos em
murinos. Com a presenca de um peptideo sinal de 20 aminodcidos (1-20) em ambas as
espécies, no inicio da regido N-terminal da sequéncia proteica, ¢ um solitario ponte de
dissulfeto entre duas cisteinas (58 e 105), sendo esta ligagdo essencial para a atividade
bioldgica desta citocina (SMITH, 1988). Por outro lado, dados experimentais mostram que

44 dos 149 residuos restantes t€m uma fungdo importante na molécula, 21 estruturais e 23

com atividade de interagdo com receptores celulares e separados em diferentes regides da

proteina (ZURAWSKI et al., 1993).

Figura 1. (A), Estrutura cristalizada da IL-2 publicada em Protein Data Bank (PDB:1M47), (B)
Representagdo grafica da formagdo do complexo IL-2R quaternario com as subunidades IL-2Ra, IL-2Rf, yc
e a IL-2. Adaptado de (WANG, 2005) ¢ (OROZCO VALENCIA et al., 2020).



A IL-2 desempenha fun¢des sinalizadoras que influenciam varios subtipos de linfocitos
durante processo de diferenciacdo, respostas imunologicas e homeostase. Sua
especificidade depende da sua ligagdo com receptores de baixa, média ou alta afinidade.
Uma das fungdes principais é a de promover a proliferacdo de células T CD4" ¢ CD8"
(TAGA et al.,, 1991). A proliferacdo induzida por IL-2 ocorre através de sinais
proliferativos dos proto-oncogenes C-myc e C-fos, em combinacdo com sinais anti-
apoptoticos, através de membros da familia Bcl-2 (KAWAHARA et al., 1995). Estudos
recentes mostram que, além dos sinais anti-apoptodticos, a IL-2 também atua sobre o
metabolismo celular no ciclo da glicolise, em que esses tipos de sinais sdo necessarios para
a sobrevivéncia de longo prazo das células T regulatorias (Treg) (ROLLINGS et al., 2018).
Além disso, as IL-2 atuam em algumas células B, via ligagdo especifica ao receptor, como

fator de crescimento e estimulante da produg¢ado de anticorpos (MURAGUCHI et al., 1985).

Por outro lado, estudos relacionados com a atividade da IL-2 mostram ter um papel
importante na diminui¢do das células tumorais. A IL-2 ndo mata as células tumorais
diretamente, como a quimioterapia classica. Em vez disso, a IL-2 ativa e estimula o
crescimento de células imunologicas, principalmente células T, mas também células
“natural killer” (células NK), ambas capazes de destruir diretamente as células cancerigenas

(LEHMANN; ZEIS; UHAREK, 2001).

Outros estudos mostram uma outra fun¢do das IL-2: sua habilidade de inibir a geragao de
células T auxiliares pro-inflamatorias (7 helper) e células T auxiliares foliculares Th17, as
quais sdo o centro de producdo de auto-anticorpos e estdo associadas com os efeitos nas
células regulatdrias (7o) nos tratamentos de doencas autoimunes e inflamatérias (KAISER

et al., 2004).

1.1.2 Receptores de IL-2R

A IL-2 sinaliza por meio de trés diferentes formas de receptores IL-2R, que consistem em
trés subunidades designadas como IL-2Ra, IL-2RP e yc (Figura 1B). Cada uma delas
apresenta baixa, média ou alta afinidade para interagdo com a IL-2 (STAUBER et al.,
2006), (BARCLAY et al., 1997). A cadeia gama ¢ conservada em todos os membros da
familia das citocinas tipo I, que incluem as IL-4, IL-7, IL-9, IL-15, e a IL-21(HE; MALEK,
2012), (LTAO; LIN; LEONARD, 2011). Estudos de interacdo cinética mostraram que os



receptores de alta afinidade, formados pela interacdo das subunidades IL-2Ra, IL-2R, yc
e a IL-2, deve-se a rapida taxa de associagio (Kd,,= 10’M), mas também, a sua lenta taxa
de dissociagdo (Kdor= 10* M). A subunidade IL-2Ra participa na rapida associagdo com
a IL-2, enquanto a subunidade IL-2RP ¢ a encarregada pela lenta dissociagao (WANG,
2004)

Embora a incapacidade da subunidade IL-2Ra em transmitir sinais seja por auséncia de
dominios na regido de transducdo de intracelular (FIG; DRYDEN-EDWARDS;
HOW2STATS, 2015), sua significancia fisiologica constitui uma fun¢ao relevante para as
células TH CD4" (PAPIERNIK et al., 1998). Isto foi demonstrado em estudos realizados
em ratos nocaute do gene que expressa a subunidade IL-2Ra, e em humanos com
deficiéncia genética em receptores CD25 (IL-2Ra), exibindo resultados semelhantes aos
apresentados em experimentos com auséncia de IL-2. Também manifestando que as
concentragdes de IL-2, presentes no meio extracelular, ndo seriam suficientes para ligar-se
ao complexo IL-2Rp, yc (WILLERFORD et al., 1995), (SHARFE et al., 2002). Dados
clinicos em pacientes com deficiéncia de CD25 (IL-2Ra) estdo associados a sintomas que
compreendem as endocrinopatias, eczema, anemia hemolitica, linfadenopatia,
hepatoesplenomegalia e enteropatia, mostrando uma instabilidade da fungao das células T
regulatorias. Contudo, a expressdo constitutiva da subunidade IL-2Ra, em altos niveis em
células CD4"-CD25-FOXP3, permite a rapida resposta para IL-2, levando a uma regulagdo
das respostas imunes (GAMBINERI; TORGERSON, 2012).

A subunidade yc, ou cadeia gama, ¢ um receptor comum para todos os membros da familia
das citocinas tipo I (LIN; LEONARD, 2018). Com efeito biologico de regulagdo na
diferenciagdo, sobrevivéncia, ativacdo de multiplos linhagens linfécitos e controle da
proliferagao de células leucémicas linfoides, que expressam receptores yc (GOH; HONG,
2017). Por outro lado, a enfermidade autossomal recessiva XSCID, ¢ causada pela mutagao
no gene que expressa a subunidade yc (IL2RG) (PUCK JM, 2007). Esta doenca se
caracteriza pela auséncia do desenvolvimento de células T e células naturais Killer,
mostrando uma falha da funcionalidade das células T periféricas (DE SAINT BASILE et
al., 2006).

O papel na imunidade de IL-2Rf ainda é pouco compreendido. Camundongos defectivos
em funcao da subunidade IL-2Rp, portavam diminui¢do de atividade de células efetoras
citotoxicas e autoimunidade severa, além de apresentarem niveis elevados de IgG1, IgE e

autoanticorpos.



Apesar de exibir ativagao e aumento de células com receptores superficiais CD69 e CD25,
as células T de murinos defectivas da fungdo IL-2Rp, falharam em responder a estimulos
de IL-2 e de outras quimiocinas, diminuindo a atividade citotoxica de células T CDS8
quando ativadas, e também a uma reducdo de ntimero de células NK. Esses resultados
sugerem que a auséncia da atividade do receptor IL-2R} em camundongos, pode produzir
uma maior sensibilidade a infec¢do, além de ativagao de outras células T, promovendo a

autoimunidade (TIMMS et al., 2006).

As vias de sinaliza¢do das células T estdo associadas aos receptores de alta afinidade,
embora alguns estudos mostrem que, a associacdo entre as subunidades IL-2Rf e yc,
também pode sinalizar mecanismos de ativacdo de genes envolvidos em respostas do
sistema imune (RUSSELL et al., 2003). Devido a auséncia da atividade catalitica intrinseca
dos receptores para a IL-2, estes dependem da interacdo mediada por proteinas que
interagem com dominios especificos no interior da célula. Este mecanismo permite a
inducdo de vias sinalizadoras intermoleculares. A participagdo inicial da proteina Janus
Kinase (JAK), resulta na ativagao subsequente do fator de transcri¢do STATS, que, por sua
vez, recruta as quinases PI3K e a MAPK, intermedidrias em vias de sinalizagdo
intracelulares. Este complexo sistema de ativagdo, permite a regulacdo constitutiva de
genes vinculados a progressao e sobrevivéncia celular em determinadas respostas imunes

(WANG et al., 1999), (TURKA THOMPSON et al., 2004).

1.1.3 Mecanismos de acdo da Interleucina 2 (IL-2)

Geneticamente, a transcri¢do do gene da IL-2 ¢ controlada por uma regido de 300 pares de
bases nucleotidicas, antes do inicio da sua transcricdo do gene. Esta regido promotora
também regula outros fatores de transcricdo que foram identificados como elementos de
regulagdo positiva das células T (DURAND et al., 1988). A interleucina 2, como um fator
de crescimento dos linfocitos, € requerida para o avanco da fase Gl(sintese proteica) e a
sintese do DNA do ciclo celular. Em humanos, foi evidente que a IL-2 apresentava dois
mecanismos de regulagdo diferentes nas células T periféricas do sangue, estimulando

especificamente os receptores de membrana CD3 e CDS destas células (JUNE et al., 1989).



Estudos desenvolvidos nos Gltimos anos, mostram que a proteina quimérica IL-2 apresenta

uma alta afinidade por receptores IL-2R alfa, presentes na fase inicial de desenvolvimento

dos linfocitos T e B, sendo responsaveis pela transformacdo em linfocitos maduros
(WILLERFORD et al.,, 1995), prevenindo doencas autoimunes e promovendo a
diferenciagdo de certas células T imaturas. Este processo pode, eventualmente, ativar as
células T reguladoras a controlar outros tipos de células T, que atacam as células saudaveis
do corpo (LIAO; LIN; LEONARD, 2011). Desta forma, este mecanismo de repressao

mostra ser um potencial terapéutico contra doengas autoimunes.

1.1.4 A IL-2 e as doencas autoimunes

As doengas autoimunes derivam de alteragdes do sistema imunoldgico. Estes tipos de
alteracdes consistem na quebra da tolerdncia aos antigenos proprios (“self” — “non-self”),
ou seja, o sistema imunologico ¢ induzido a produzir anticorpos que atacam células, tecidos
e orgdos normais, afetando qualquer parte do organismo do préprio individuo (NANCY
GARRICK, 2017). Até o momento, foram identificadas mais de 80 doengas autoimunes,
tais como: esclerose multipla, diabetes tipo 1, artrite reumatoide e lupus. No entanto,
existem outros tipos de doengas autoimunes raras e que sdo de dificil diagndstico

(ZOUALL, 2013).

Por outro lado, uma propriedade importante do sistema imunoldgico ¢ a tolerancia
adquirida. Esta caracteristica permite ao sistema imunoldgico a habilidade de proteger e
prevenir ataques de si mesmo contra suas proprias moléculas. No entanto, quando este
atributo de tolerancia falha, pode promover o desenvolvimento da autoimunogenecidade

(SILVERSTEIN, 2009).

A incidéncia e prevaléncia variam entre as doengas autoimunes. A geoepidemiologia torna-
se mais complexa quando sdo consideradas as variagdes como a idade, gé€nero, etnia,
regides geograficas, entre outras caracteristicas, podendo surgir em qualquer faixa etaria,

mas diferentes doencas t€m sua propria idade caracteristica de comego. (WAHREN-



HERLENIUS; DORNER, 2013).

Estudos mostram que existe uma relacdo entre as IL-2 e as doencgas autoimunes, devido a
sua intera¢do com outras citocinas em processos como ativacao, repressao e diferenciacao
celular (GENG et al., 2012; SCHIMPL et al., 2002). Analises em ratos deficientes de IL-2
e componentes do receptor de alta afinidade, mostram falhas na interagdo ‘célula — célula’.
A consequéncia destas alteracdes ¢ a morte celular, quando o sistema imune responde a um
antigeno em auséncia da funcdo IL-2/IL-2R, incluindo leves alteragdes das células T, mas
afetando diretamente a fungdo das células T auxiliares e regulatorias (CHINEN et al.,

2016).

Foi demonstrado que a IL-2 promove o desenvolvimento ¢ a ativa¢do de subtipos TH1 e
TH2 de células T auxiliares, dependentes da presenga de outras citocinas (RAY et al.,
2015). As células TH1 sao formadas quando a interleucina 12 (IL-12), interferon IFN -y e
IL-2 estdo presentes, enquanto células TH2 formam-se quando a IL-4 e IL-2 estdo
presentes. As células TH1 produzem citocinas, incluindo o IFN—y (DUPAGE;
BLUESTONE, 2016). Esses estudos constatam o papel protagonico da IL-2 na ativagdo

das células auxiliares THCs.

Estudos realizados em pacientes com falhas congénitas nas células regulatorias,
desenvolveram doencas autoimunes ainda na infancia (D’HENNEZEL et al., 2012). As
células regulatorias THCs podem ser identificadas pela presenca de receptores periféricos
como CD4*, CD25" ¢ CD 127". Os receptores CD25" ndo sdo um marcador para as células
regulatdrias, mas sdo importantes para a manutencao e funcao destas células. Essas células,
por sua vez, encontram-se associadas aos marcadores CD122" e CD132", para formar um
receptor de alta afinidade para interleucina 2 (IL-2). Desta forma, o receptor CD25" ¢
constitutivamente expresso em c¢lulas regulatorias, enquanto sua expressao em outras
células T ¢ induzida somente apds a ativacdo. Portanto, as células regulatorias podem
responder melhor a IL-2 do que outras células T em estado estacionario. Foi observado
também que, nas células T e células natural killer (NK), expressam constitutivamente os
receptores CD122" ¢ CD132", que podem responder a altas doses de IL-2, levando a sua
ativacao e destruicao tecidual anormal (TANG et al., 2008). Contudo, a Interleucina-2,
mostra ser uma biomolécula mediadora chave para o tratamento potencial de varias

doengas autoimunes.



1.1.5 Regulagdo das doencas autoimunes mediadas pela interleucina 2 (IL-2)

Nos ultimos anos, a realizagdo de estudos sustenta um papel essencial para a interleucina
2(IL-2) na tolerancia imunologica. Essa ideia ¢ bastante distante do que originalmente se
pensava: que a IL-2 so participava em um papel central para respostas imunes protetoras
(LEE et al., 1986; MOSMANN; COFFMAN, 1989). Esta variacao de pensamento ocorreu
quando foram comprovadas deficiéncias em células T reguladoras, manifestando serem
responsaveis pela autoimunidade letal associada a auséncia de IL-2 / IL-2R (FURTADO
et al., 2002; LAN; SELMI; GERSHWIN, 2008).

Estudos a nivel molecular, em camundongos com dele¢do do gene (IL-2), mostraram ser
mais propensos a desenvolver doencas complexas autoimunes € apresentar maior
deficiéncia em gerar respostas imunes (CTL), apds infeccdo, quando comparados com
camundongos sadios como controle (KUNDIG et al., 1993). Esses resultados ajudam a ter
uma melhor compreensdo do papel na ativacdo de sistemas de resposta imunes a infecgao

in vivo das interleucinas-2 (IL-2).

Estudos também feitos em camundongos deficientes na producdo de IL-2 e no receptor
(IL-2R), desenvolveram uma doenca linfoproliferativa e uma sindrome autoimune letal,
que foi posteriormente denominada: sindrome de deficiéncia IL-2. Esses dados confirmam
que - embora a capacidade de promover a sobrevivéncia e o crescimento de células T
exercido por meio da interleucina 2, e que essas mesmas fungdes possam ser supridas por
outros fatores de crescimento - a interleucina-2 seria uma proteina essencial para a

regulagdo negativa de respostas imunes (KNEITZ et al., 1995; WANG et al., 1996).

A IL-2 também tem sido implicada na patogénese de transtornos neuronais. Estudos
mostraram que camundongos adultos nocautes para IL-2 (KO), exibem patologia septo-
hipocampal por perda marcante e seletiva dos neuronios colinérgicos septais, relacionados
com os déficits comportamentais, quando comparados com os camundongos tipo selvagem
(WT). Essas observagdes levam a postular que a perda de fungdes neuronais ¢ devida a
neurodegeneracao seletiva para as células T, com um aumento dos niveis de autoimunidade

periférica (HUANG et al., 2009).



1.1.6 Imunoterapia associada a interleucinas

As interleucinas (ILs) pertencem ao grupo das citocinas, proteinas secretoras que se ligam
a receptores especificos e desempenham um papel na comunicagao intercelular das células
do sistema imune (DINARELLO; MIER, 1986). Dentre suas fungdes, estdo: a ativagao,
supressdo, inducdo a divisdo celular e formagdo de células de memoria dentro dos
mecanismos efetores da resposta imune, sendo a divisao celular a fun¢ao de maior interesse
no desenvolvimento de novos medicamentos (CAVAILLON, 1990; NETA; SAYERS;
OPPENHEIM, 1992; STONE, 2011).

A imunoterapia ¢ um tipo de tratamento que utiliza as proprias moléculas do sistema
imunoldgico para combater vérios tipos de doencas e, na ultima década, tornou-se
amplamente usado para tratar certos tipos de canceres. A imunoterapia esta baseada em
trés grandes categorias modificadoras das respostas imunoldgicas (FREUND et al., 1992),

anticorpos monoclonais, policlonais (SINGH et al., 2013) e vacinas (WU, 2012).

Os primeiros testes clinicos relacionados com a imunoterapia, utilizando as interleucinas,
foram realizados em varios tipos de metastase de células malignas, mostrando evidéncias
que, pacientes com esses tumores malignos, tiveram uma resposta positiva quando tratados
com a interleucina-2 (IL-2) (ROSENBERG et al.,, 1987) ou interferon-a (IFN- o)
(PYRHONEN et al., 1999). Na década passada, diversas interleucinas - que incluem as IL-
2, IL-7, IL-12, IL-18 e a IL-21 - foram utilizadas em ensaios clinicos em pacientes com
cancer com estagios avancados (LEE; MARGOLIN, 2011), (ELKASSAR; GRESS, 2010)
(LASEK; ZAGOZDZON; JAKOBISIAK, 2014), (JAKOBISIAK; GOLAB; LASEK,
2011), (YEUNG et al., 2013).

Até o momento, foram descritos mais de 36 tipos de ILs. Suas numeragdes acontecem de
acordo com a ordem em que foram descobertas, sendo divididas em familias e subtipos,
dependendo da sua atividade (BROCKER et al., 2010). As ILs sdo assinadas em cada
familia, baseado na homologia da sequéncia, similaridade com a estrutura do seu receptor
ou propriedades funcionais (DINARELLO et al., 2010). Por outro lado, a maioria das
células do sistema imunoldgico, exibem subconjuntos funcionais diferentes e sdo
caracterizadas por receptores de superficie distintos, presentes na superficie das células
como: células T CD4" e CD8+, células B, células linfoides inatas (ILCs), células naturais

killer (NK) e células dendriticas (DCs) (JAY; NADEAU, 2014).
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1.1.7 Imunoterapia associada a interleucina 2 (IL-2)

A interleucina-2 (IL-2) foi descoberta como um fator de crescimento autdcrino, sendo a
primeira citocina clonada e cultivada em 1983 (TANIGUCHI et al., 1983). Os primeiros
estudos moleculares revelaram um papel de molécula sinalizadora, na proliferacao e
geragdo de células T efetoras e células T de memoria. Isto levou a avaliagdo, em ensaios
clinicos, da capacidade da IL-2 em altas doses, estimulando as respostas imunoldgicas
antitumorais em pacientes com melanomas, cancer de rins e outras doengas com presenga
de células anormais (ROSENBERG, 2014) e, nas ultimas décadas, como um terapéutico

no tratamento de pacientes com doengas autoimunes (K.Y, 2002).

A IL-2 foi a primeira interleucina a ser aprovada para tratamento de carcinomas em células
renais, em 1992 (MERCHANT et al., 1992) e 1998 (ROSENBERG et al., 1998), para
metastase de melanomas. Embora o uso de altas doses de interleucina-2 tivesse graves
efeitos colaterais, a formulacdo de IL-2 como imunoterapéutico, em combinag¢do com
outros imunoterapéuticos anticancer, como transferéncia de células, vacinas antigeno-
especifico e antigeno 4, associados a células T citotoxicas, poderiam aumentar a eficiéncia
do tratamento, diminuindo a dosagem da IL-2 e atenuando as reacdes adversas

(WOLCHOK et al., 2010).

Atualmente, foram desenvolvidos 123 estudos clinicos (em fase de conclusdo) associados
a interleucina-2, com enfoque em tratamentos, principalmente, de carcinomas, leucemias
agudas, doengas autoimunes, imunodeficiéncia humana (HIV), entre outras doencas
(https://clinicaltrials.gov/ct2/results/browse?recrs=eh&rslt=With&type=Intr&condterleuk
int+2&brwse=cond_alpha_all). Dentre esses estudos, o tratamento contra a doenga cronica
autoimune dos lupus eritematosos sistémicos (SLE) apresenta resultados significativos. De
acordo com o estudo, um grupo de 40 pacientes tratados com baixas doses de IL-2
recombinante humana, mostraram que, 14 dias apos receberem a dose, tiveram uma

melhoria da anormalidade das células T auxiliadoras (Th).

Por outro lado, estudos experimentais em 29 pacientes, com diferentes leucemias agudas
melanoides (identificacao de 6 diferentes leucemias), foram tratados com Bussulfano (1,4-
butanediol dimethanesulfonate) e Etoposido (4'-demethyl-epipodophyllotoxin 9-[4,6-O-
(R)-ethylidene-beta-D-glucopyranoside], 4' -(dihydrogen phosphate), seguidos de
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transplante de células tronco de sangue periférico e Aldesleucina (interleucina-2
recombinante humana), em baixas doses, em diferentes periodos. Como resultado destes
ensaios clinicos, foi observado que os 29 pacientes foram submetidos a transplante e que
21 desses pacientes, apds o transplante, passaram a receber tratamento com IL-2,
mostrando uma diminuigdo significativa de c€lulas cancerigenas, por meio da estimulagao
da atividade das células T. No entanto, alguns pacientes apresentaram reagoes adversas em
diferentes graus (https://clinicaltrials.gov/ct2/show/  NCT00003875? term=
Interleukin+2&recrs=abeh&rslt=With&cond=%22Leukemia%2C+Myeloid%22 &draw=3
&rank=1).

Nos ultimos anos, estdo sendo desenvolvidas terapias biologicas para tratamento de
diferentes doengas autoimunes, direcionadas as moléculas envolvidas nos mecanismos do
sistema imunoldgico, como sdo as interleucinas como mediadores em processos de
resposta do sistema imunoldgico. Os agentes bioldgicos sdo projetados como terapias
moleculares sitio dirigidas, que incluem anticorpos, receptores ¢ bloqueadores, podendo
ser de origem quimico e parcial, ou totalmente humanizados, considerando estes tltimos
como uma alternativa potencial para substituicdo dos tratamentos ja existentes, utilizados
para o tratamento de doengas autoimunes (medicacdes antirreumaticas e

imunossupressoras) (ROSMAN; SHOENFELD; ZANDMAN-GODDARD, 2013).

1.1.8 Aplicacdo farmacéutica da Interleucina 2 (IL-2)

Atualmente, a administracdo de doses baixas de interleucina 2 (IL-2), suprime respostas
imunes indesejadas em camundongos e humanos, constatando o potencial da IL-2 no
tratamento de doencas autoimunes. A atividade aumentada de células T regulatorias € um
dos possiveis mecanismos potenciais, pelos quais a baixa dose de IL-2 induz a
imunossupressdo. Além disso, dados recentes indicam que a IL-2 pode colaborar para
evasdo de respostas autorreativas indesejadas, evitando o desenvolvimento de células T
auxiliares foliculares, um subconjunto de células com receptores CD4", que se desenvolve

em pacientes com doencas autoimunes e promove respostas efetoras de células B

(BALLESTEROS-TATO, 2014).


https://clinicaltrials.gov/ct2/show/%20NCT00003875?%20term=%20Interleukin+2&recrs=abeh&rslt=With&cond=%22Leukemia%2C+Myeloid%22&draw=3&rank=1
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/%20NCT00003875?%20term=%20Interleukin+2&recrs=abeh&rslt=With&cond=%22Leukemia%2C+Myeloid%22&draw=3&rank=1
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/%20NCT00003875?%20term=%20Interleukin+2&recrs=abeh&rslt=With&cond=%22Leukemia%2C+Myeloid%22&draw=3&rank=1
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Apesar destes métodos serem eficazes no tratamento de doengas autoimunes e de controle
de doengas principalmente derivadas de células tumorais, eles apresentam varias
desvantagens, devido aos efeitos adversos causados pelas doses aplicadas em pacientes
tratados com a IL-2 (VIAL; DESCOTES, 1992), (SCHWARTZ; STOVER; DUTCHER,
2002). Um exemplo claro, apresentado em terapias com altas doses de IL-2, ¢ a
superexpressao de receptores IL-2R em células epiteliais pulmonares (KRIEG et al., 2010).
Esta manifestacao resulta em uma sindrome de vazamento capilar hipovolémico (VLS) e
acumulo de liquidos no espaco extravascular, aumentando a permeabilidade e produzindo
um extravasamento de fluidos dentro dos 6rgdos. Resultados clinicos mostram que a
sindrome do vazamento capilar contribui significativamente para o desenvolvimento de
uma série de eventos patologicos. Entre eles, estdo: a diminuicdo da albumina sérica,
osmolaridade plasmatica, extravasamento de agua e eletrélitos em tecidos, edema
intersticial e falha multipla de 6rgdos. Por outro lado, o edema intersticial caracteriza-se
por duas condicdes especificas: a primeira por apresentar diferentes graus de insuficiéncia
pulmonar e, a segunda, por uma hipovolemia intravascular, causada por vazamento de
fluido para o pulmao, sendo a responsavel pela insuficiéncia cardiovascular e insuficiéncia
respiratoria, requerendo ventilagdo mecanica em pacientes que a padecem (BALUNA;

VITETTA, 1997).

Estas manifestacdes clinicas levam a pensar que ainda sao necessarios diversos estudos
para um melhor entendimento sobre a atividade pleiotropica da IL-2, e como atua em
resposta a tratamentos de doengas autoimunes e células tumorais. Atualmente, estdo sendo
avaliados diferentes tratamentos com o uso da interleucina-2 como adjuvante, quimérica,
ou conjugada com peptideos, que permitem uma maior eficiéncia de a¢do, minimizando os

efeitos colaterais nos tratamentos terapéuticos.

A IL-2 esta sendo utilizada como adjuvante de vacinas em testes clinicos para o tratamento
de doengas cronicas, como o virus da imunodeficiéncia humana e a diabetes tipo |
(HARTEMANN et al., 2013; TINCATL; MONFORTE; MARCHETTI, 2009). A IL-2
também tem uso como elemento associado a proteinas recombinantes de uso farmacéutico.
Um exemplo € o biofarmaco chamado: denileukin diftitox (LITZINGER et al., 2007), que
¢ uma proteina de fusdo recombinante, ligada a interleucina 2 de origem humana. Este
farmaco liga-se aos receptores da IL-2 e coloca a toxina diftérica nas células que expressam

esses tipos de receptores, levando-as a morte celular, sendo também efetivo em outros tipos
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de doengas tumorais, como as leucemias ¢ linfomas, que sdo células malignas que
expressam receptores para a IL-2. A interleucina diftitox foi aprovada pela Food and Drug
Administration (FDA), dos EUA, para o tratamento do Linfoma de Células T cutaneas

(CTCL) no ano de 1999 (FDA, 2008).

Outros estudos realizados com a interleucina 2 mostram a producao de IL-2 como proteinas
quiméricas recombinantes. Neste estudo, como exemplo, avaliam a ligacao da IL-2 com
um peptideo truncado mutante de uma exotoxina de Pseudomonas, denominada IL2-
PE66*"™ como uma molécula sintética capaz de matar células T ativadas, assim como,
linfomas e células leucémicas que expressam receptores para interleucina 2. Foram
realizados testes in vivo em ratos e macacos, em que a IL2- PE66*CM foi injetada de forma
intraperitoneal e intravenosa, respectivamente, mostrando que a IL2- PE66*“! apresenta
uma atividade imunologica contra as células T ativadas, em animais testados, além de
aumento de meia-vida quando comparados com outras moléculas, como a IL2-PE40 ¢ as
moléculas controle. Os resultados deste trabalho indicam que o IL2- PE66*C™ poderia ser
avaliado como um promissor agente imunossupressor, para o tratamento de doencas
imunes humanas que expressam receptores de IL-2 (LORBERBOUM-GALSKI et al.,
1990).

Outros estudos semelhantes foram realizados com o epitopo Bax, conjugado com a [L-2 A
IL2-Bax, ¢ uma nova proteina quimera apoptose-induzivel de alta afinidade para receptores
IL-2R, presentes em células com fibrose pulmonar. Ensaios in vivo desta molécula
mostraram a capacidade de eliminar linfocitos infiltrados em pulmao, em resposta a uma
indugdo por bleomicina, sendo significativamente atenuadas, mas este efeito ndo ¢

acompanhado por diminui¢do da fibrose pulmonar (SIEGEL et al., 2005).

Embora o panorama mostrado pela utiliza¢do de interleucina-2 como proteina quimérica
ou conjugada com compostos de origem bacteriana, mostra ter uma alta capacidade de
supressao celular via necrose ou apoptose celular, principalmente em células T leucémicas,
ou em outras células anormais, causadoras de algum tipo de afe¢do cronica, em razao a sua
resposta imunologica. Elas ainda representam um alto risco, devido a presenca de epitopos
de carater antigénico bacteriano e podem, eventualmente, desencadear um fluxo de
respostas imunologicas e processos inflamatdrios, comprometendo a satide dos pacientes

tratados com estes tipos de medicamentos. Nesse cenario, nossa proposta de estudo ¢ a
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constru¢do de um Crosslinker entre a interleucina 2 (IL-2) e um peptideo apoptotico
intracelular (pep5) derivado de célula humana. Estudos prévios sobre este peptideo
intracelular derivado da linhagem célular Hela, mostrou ter uma atividade biologica
deletéria em 8 diferentes linhagens celulares humanas, quando ligado a um peptideo

penetrador TAT e encubado apos 24 horas de tratamento (DE ARAUIJO et al., 2014).
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

® Produgdo da interleucina-2 murina ¢ humana, utilizando o sistema de expressao
bacteriano E. coli BL21-DE3.

1.2.2. Objetivos Especificos

e Construcdo de plasmideo, portando os genes codificando os produtos interleucina-
2 murina (IL-2m) e humana (IL-2h);

e Expressdo da proteina interleucina -2 murina (IL-2), utilizando o modelo bacteriano
E.coli BL21-DES3;

e Purificacdo da proteina interleucina -2 murina a partir do extrato total bacteriano.



16

1.3 MATERIAL E METODOS

1.3.1 Otimizacdo da sequéncia genética da interleucina-2 murina e humana

A partir das sequéncias genéticas da interleucina-2 murina (IL-2m) e humana (IL-2h),
identificadas com os codigos P04351 e P60568, respectivamente, plotadas no banco de
dados da Uniprot, foi realizada uma analise de bioinformatica, para obter as sequéncias
genéticas mais adequadas para a expressdo de proteinas recombinantes de origem
eucariontes, utilizando modelos de expressdo bacterianos. Para esta avaliagao, foi utilizada
a base de dados acessivel do sitio web da SIB Swiss Institute of Bioinformatics. Esta
ferramenta, disponivel online, nos permitiu construir a sequéncia codificante (RNA),
correspondente a proteina codificada para os genes da interleucina-2 murina e humana.
Logo apds este processo, as sequéncias foram alinhadas com sequéncias da interleucina-2,
reportadas em empresas de sintese de proteinas recombinantes, para observar o grau de
identidade e similaridade de nossa sequéncia codificante. Finalmente, para a verificagdo
correta do produto codificado nesta sequéncia, foi utilizada a ferramenta de traducao génica

o sitio web (Expasy.org/translate/) e o software de bioinformatica SnapGENE.

1.3.2 Construcgdio de plasmideos com inser¢io da sequéncia da interleucina-2 murina e

humana

Para a expressdo das proteinas da interleucina-2 murina e humana, foi utilizada a cepa
bacteriana BL-21 E3, derivada da E. coli. O primeiro passo foi a selecdo do plasmideo
adequado para a expressao das proteinas. Para tal fim, utilizamos o vetor plasmidial pTE3a.
Este vetor inclui trés regides essenciais para uma correta expressao de proteinas: a regido
origem de replicagdo (ORI); uma regido de multiplo clonagem MCS (multiple cloning site);
e uma regido promotora T7, seguido de um sitio de ligagdo com o ribossomo (RBS). Este
vetor também porta o gene (amp®) que codifica a enzima B-lactamase, que confere
resisténcia a ampicilina como marca de selecdo de cepas positivas. Assim, a sequéncia
otimizada do gene da interleucina-2 (IL-2), foi inserida na regido de multiplo clonagem,
proxima da regido promotora T7, cuja caracteristica particular € sua indugdo a expressao,
utilizando o composto isopropil-b-D-galactosideo (IPTG) como indutor artificial do operon
Lac. Por ultimo, os vetores portando os genes das proteinas da IL-2 murina e humana,
pTE3a IL-2m e pTE3 IL-2h, respectivamente, foram sintetizados pela empresa brasileira

GenOne®.
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1.3.3 Sistema de expressdo bacteriano e condigoes de crescimento

Para realizar a amplificacdo e clonagem do plasmideo pTE3a rIL-2m, utilizamos a
linhagem bacteriana quimiocompetente DH-5a de E. coli. Assim, de forma resumida,
colocamos 2uL. da solucdo, contendo uma concentragdo de 374,48 ng/uL de DNA
plasmidial, em 50 uL de suspensao bacteriana da linhagem DH-5a. Apos este processo, a
mistura foi incubada em gelo por 10 minutos e, em seguida, colocada em banho quente a
42°C (graus célsius), por 2 minutos. Posteriormente, a mistura foi retirada e transferida para
uma placa com meio solido LB, contendo Img/mL de concentracdo do antibidtico
ampicilina para selecdo das colonias. Como controle da transformagdo, foi realizado o
mesmo processo descrito anteriormente, utilizando a linhagem DH-50, mas, neste caso,
sem o DNA plasmidial. Para verificagdo das colonias positivas, realizou- se uma segunda
transferéncia, selecionando as colonias crescidas na primeira placa e transferindo-as para
uma segunda placa, contendo o meio sélido LB e uma concentragdo de 1mg/mL de
ampicilina. O préximo passo foi o crescimento de uma cultura, a partir de uma colonia

transformada e portadora do plasmideo pTE3a_rIL-2m para isolamento do vetor.

Assim, esta colonia foi crescida em meio liquido LB e uma concentracdo de 1mg/mL de
ampicilina overnight, a uma temperatura de 37°C, a 120 rpm, sob agitacao constante. Apos
este crescimento, a cultura bacteriana foi isolada pelo método de centrifugacdo, a 25°C, a
4000 rpm, por 10 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi
coletado, para posterior isolamento do DNA plasmidial. Para purificacio do vetor
pTE3a rlIL-2m, utilizamos o kit The PureLink® Quick Plasmid Miniprep Kit, identificado
com o codigo K210010, da empresa INVITROGEN®, obtendo assim, nosso vetor
pTE3a rIL-2m em uma alta concentragdo. O seguinte passo foi a expressdo da proteina da
interleucina-2 murina, utilizando como sistema de expressao a linhagem bacteriana BL21-

DE3 de E. coli.

A partir do vetor pTE3a_rIL-2m isolado, realizamos novamente a transformagao, mas neste
caso, utilizando a linhagem bacteriana BL21-DE3 de E. coli. Esta cepa contém o proéfago
lambda DE3, que carrega o gene da RNA polimerase T7 e, sob o controle do promotor
lacUVS5, permite que a expressao da RNA polimerase T7 seja induzida com o composto
IPTG. Também a cepa apresenta um baixo nivel de producdo de proteases, o que permite

ter uma alta capacidade de expressao de proteina exogenas (JEONG et al., 2009).
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Assim, de forma resumida, colocamos 2puL da solugdo, contendo uma concentracao de 832
ng/uL. de DNA plasmidial, em 50 pL de suspensdo bacteriano da linhagem BL21-DE3.
ApOs este processo, a mistura foi incubada em gelo por 10 minutos, em seguida, colocada
em banho quente, a 42°C (graus célsius), por 2 minutos. Posteriormente, a mistura foi
retirada e transferida para uma placa com meio solido LB, contendo 1mg/mL de
concentracdo do antibidtico ampicilina, para sele¢cdo das colonias. Como controle da
transformagdo, foi realizado o mesmo processo descrito anteriormente, utilizando a
linhagem BL21-DE3, mas, neste caso, sem o DNA plasmidial. Para verificacdo das
colonias positivas, realizou-se uma segunda transferéncia, selecionando as coldnias
crescidas na primeira placa e transferindo-as para uma segunda placa, contendo o meio

solido LB e uma concentragdo de 1mg/mL de ampicilina.

1.3.4 Obtencdo de proteinas totais a partir da linhagem BL21-DE3

O proximo passo foi o crescimento de uma cultura, a partir de uma colonia transformada e
portadora do plasmideo pTE3a rIL-2m, para a expressdo da proteina da interleucina-2
murina. Assim, esta colonia foi crescida em meio liquido LB com ampicilina, com uma
concentracdo de Img/mL, a uma temperatura de 37°C e uma agitacdo constante de 120
rpm, por minuto, até atingir uma DO de 0,4-0,5 nm. Este valor foi estimado na absorbancia
de 600 nm, com um comprimento de onda em um espectrofotometro. Logo apds este
processo, colocou-se uma concentragdo final de ImM de IPTG no meio de cultura, para
indugdo da expressdo da proteina na bactéria, com tempo maximo de crescimento de 15
horas. Logo ap0s este periodo, o pellet bacteriano foi isolado pelo método de centrifugacao,
a 25°C, a 4000 rpm, por 10 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi descartado, o pellet
coletado e ressuspendido em solucdo BugBuster® de lises celular, para extracdo de
proteinas totais, identificado com o codigo 70584 e fornecido pela empresa Merck©. A
incubag¢do com a solucdo de lise celular ficou, durante 1 hora, em agitagdo horizontal
constante, a 25°C. Logo ap0s este tempo, o lisado bacteriano foi centrifugado, a 11000 rpm,

por 10 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi coletado e separado do precipitado.
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1.3.5 Verificacao da expressao da proteina IL-2m pelo método de eletroforese SDS-
PAGE

Para determinar a expressao da proteina IL-2m, utilizamos o método de eletroforese, com
gel desnaturante SDS-PAGE redutor; 5 pL da fracao soluvel e 5 uL insolavel, coletadas
do lisado bacteriano BL21-DE3-pTE3a rIL-2m e BL21-DE3, como controle. Assim, as
amostras foram colocadas em tubos eppendorf, adicionando 2,5 uL. de tampao de amostra,
aquecidas a 95 °C, por 5 minutos. Posteriormente, as amostras preparadas foram
transferidas para pocos individuais, em gel SDS-PAGE, formado pelos seguintes
compostos: Primeira fase (gel de separacdo 15%) 2 mL de dH»O, 4 mL Tris-HCl 1M pH
8,8, 6,3 mL Acrilamida 30%, 120 uL. PSA 10% , 160 uL de SDS 10% ¢ 8uL. TEMED
(N,N,N',N'-tetrametil-etano-1,2-diamina; Segunda fase (gel de empacotamento): 2 mL de
dH>0, 4 mL Tris-HC1 1M pH 6,8, 3,0 mL acrilamida 30%, 50 uL PSA 10% e 10 puL
TEMED (N,N,N',N'-tetrametil-etano-1,2-diamina) e 2,5 mL H20 destilada.

Para a corrida do gel, foi utilizado o equipamento Power Pac Basic 300V da BioRad,
utilizando os seguintes parametros: 130 Volts, por 60-90 min. Logo apo6s a eletroforese, o
gel foi corado com solugdo corante de azul de coomassie (metanol 30%, acido acético 10%,
Comassie Blue G-250 0,5% e H>O destilada 10%) overnight, e depois, tratado com tampao
descorante (metanol 10%, 4cido acético 10% e H>O destilada 80 %).

1.3.6 Purificacdo da proteina IL-2m por cromatografia de exclusao molecular (SEC)

Para separacdo da proteina interleucina-2, utilizou-se o método de exclusdo de tamanho
proteico (Size Exclusion Chromatography -SEC). Esta técnica por biocromatografia,
fraciona as proteinas de acordo com a sua dimensao molecular, utilizando uma coluna com
matriz de resina, com diferentes tamanhos de poros, que determinam a faixa de peso
molecular das proteinas que podem ser separadas na cromatografia (Figura 2) (HALL,
2018; KUNJI et al., 2008). Assim, as proteinas de maior tamanho (agregados maiores), sao
eluidas primeiro, enquanto as proteinas menores (dimero € monomeros), permeiam pelos

poros da coluna, eluindo ao final do fluxo continuo da corrida cromatografica.
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Figura 2. Esquema representativo de cromatografia de exclusdo molecular (A), sistema utilizado para
cromatografia de exclusdo molecular. (B), cromatograma representativo mostrando o fracionamento de
proteinas e o tempo de eluicdo por tamanho. Fonte: https.//comis.med.uvm.edu/

A cromatografia de exclusdo por tamanho, iniciou-se injetando 1 mL do extrato original,
até completar 7 mL de amostra total, no sistema FPLC, usando o aparelho AKTApurifier
FPLC systems da GE Healthcare®, para realizagdo do processo de dessalinizagdo e troca
de solugdo tamponante, com a fase movel de tampao fosfato 0,1 M, KH,PO4 0,1 M,
K>2HPO4 0,1 M e com pH de 7,6, na coluna HiTrap® Desalting Columns, de 5 x 5 mL.
Logo apds este passo, utilizamos a coluna de resina super sephadex G-50 (Sigma ®), de
1,5 x 20 cm, para a separagao das proteinas do extrato original bacteriano. Assim, a coluna
super sephadex G-50, foi pré-lavada e equilibrada com o tampao fosfato 0,1 M, KH>PO4
0,1 M, K;HPO4 0,1 M e com pH de 7,6. Em seguida, foram injetados 7 mL - injetando 1
mL de amostra de cada vez - no sistema FPLC. Finalmente, as fracdes 15, 16 ¢ 17 foram
coletadas, nas quais a proteina IL-2 foi eluida e detectada (tamanho 17,7-18 kD), a partir
da curva de absorbancia (UV), a 280 nm. Para a concentra¢do total da proteina IL-2
presente nas fragdes coletadas, foram precipitadas utilizando o programa de 30°C, a 11000
rpm, de 10 a 12 horas, no concentrador a vacuo rotativo (5301 Vacuumconcentrator ®), da
marca Eppendorf ©. Por Gltimo, as amostras foram concentradas para um volume final de
0,6 mL, e dialisadas em meio aquoso PBS 1X com pH 7,4, para posterior avalia¢do por

eletroforese SDS-PAGE.
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1.4 RESULTADOS

1.4.1 Avaliacdo estrutural da proteina IL-2 murina

Utilizando como ferramenta a plataforma de bioinformatica Uniprot e o programa Protter,
para a analise estrutural da interleucina -2 (IL-2) de Mus musculus, caracterizada por
cromatografia de raios x, com o cddigo P04351 em UniProtKB, constatamos o0s
aminoacidos efetivos para a atividade da molécula. Como observado na (Figura 3),
evidenciaram-se as seguintes caracteristicas moleculares: um peptideo sinal de 20
aminoacidos (1-20), localizado no inicio da regido N- terminal; uma modificagdo pds-
transcricional (O-glicosilagdo), na treonina na posi¢do 23; também se evidenciou uma
regido polimorfica de 12 glutaminas, que compreende a extensdo dos aminoécidos 35-46,
sendo esta regido presente na IL-2 murina, mas ausente em outras IL-2, incluindo a
humana; presenca de trés cisteinas, duas das quais estdo ligadas por uma ponte de bissulfeto
(92 -140). Por outro lado, a estrutura desta glicoproteina apresenta 10 aminoacidos
polimorficos naturais (posi¢ao 26, 30 e 32-39), ou seja, ndo conservados entre as familias

das citocinas.
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Figura 3. Representacdo da estrutura secundaria da IL-2. Peptideo sinal na regido N-terminal (vermelho).
Modificacdo pos-transcricional (O-glicosilagdo) em verde. Aminodcidos polimorficos ou propensos a
varia¢des (amarelo.) Ponte bissulfeto cisteina 92 ¢ 140 (fluorescente).
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Nas analises posteriores de alinhamento de sequéncias peptidicas, com o programa
bioinformatica ClustalW2 de EMBL-EBI, comparando a IL-2 murina com a IL-2 humana,
foram observadas uma identidade de 57,8% e uma similaridade de 72,3% entre as
sequéncias. Dentre as regioes conservadas, estd presente o peptideo sinal na extremidade
amino terminal, uma treonina na posi¢ao 23, uma ponte de bissulfeto entre duas cisteinas
92-140 na IL-2 murina, e 78 -155 cisteinas na IL-2 humana (Figura 4). Este estudo se
relaciona com dados experimentais reportados na IL-2 humana (JU et al., 1987), em que se
demonstrou que existem trés regides de importancia para a atividade bioldgica da molécula,
constituindo estas regioes: aminoacidos 1 a 20 (peptideo sinal), aminoacidos de 121 a 131

e as cisteinas 92 e 140, elementos vitais para a interagao com receptores IL-2R.
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136 EFLNRWITFCQSIIST 151

Figura 4. Alinhamento das sequéncias, IL-2 murina ¢ a IL-2 humana. Sitio de glicosilagdo (azul).
Formagdo de ponte bissulfeto entre duas cisteinas (Amarelo). Regido relevante para atividade proteica
(quadro vermelho). Cisteina para ligagdo quimica com o polimero (seta verde)

Considerando que a interleucina-2 apresenta uma atividade pleiotropica, ¢ de vital
importancia analises na sua estrutura para conhecer os sitios adequados de ligagdo com
outras moléculas, de forma que ndo afete a integridade da proteina e sua atividade. Os
estudos de topologia e alinhamento, nos permitiu visualizar a fracdo mais apropriada para

acoplamento quimico com o polimero hetero-bifuncional (mPEG).

A cisteina na posi¢ao 160 da sequéncia peptidica, na IL-2 murina, e a posi¢ao 145, na IL-
2 humana, esta associada com estudos de mutagénese sitio especifica, onde se exibe que

este aminoacido proximo a regido carboxila terminal, encontra-se em uma fracdo nado
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essencial para a proteina (JU et al., 1987), razao pela qual foi considerada como o lugar
adequado para a conjugacgdo. Por outro lado, a cisteina contém um grupo SH (também
chamado Grupo tiol), caracterizado por ser grupo reativo para uma das suas extremidades

do polietilenoglicol (mPEG), formando a peguilag¢do de IL-2-mPEG.

1.4.2 Mapa de traducgdo de codons de frequéncias de E. coli K12 para genes IL-2m e IL-

2m

1 MetTyrArgMetGln LeuleuSerCysIle AlaleuSerLeuAla LeuValThrAsnSer
1 ATGTATAGGATGCAG TTGTTGAGGTGTATA GCGTTGAGGTTGGCG TTGGTGACGAATAGG
cC A A C AC ATCA C T AC ATCACA A CA A A CTCA
T T T T C T T T T T T T T T
C c_c c c _c c c c c_c c C
21 AlaProThrSerSer SerThrLysLysThr GlnLeuGlnLeuGlu HisLeuLeulLeuAsp
61 GCGCCGACGAGGAGG AGGACGAAGAAGACG CAGTTGCAGTTGGAG CATTTGTTGTTGGAT
A A ATCATCA TCA A A A A AC A ACA A CC AC AC A C

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

c c Cc C cC c C C C C c Cc ¢C
41 LeuGlnMetIlelLeu AsnGlyIleAsnAsn TyrLysAsnProlLys LeuThrArgMetLeu
121 TTGCAGATGATATTG AATGGGATAAATAAT TATAAGAATCCGAAG TTGACGAGGATGTTG
CA A TC A c A T C C c A C A ACA ACA C A
T cC T T C T T T T T
C C C C cC C C C
61 ThrPheLysPheTyr MetProlLysLysAla ThrGluLeulysHis LeuGlnCysLeuGlu
181 ACGTTTAAGTTTTAT ATGCCGAAGAAGGCG ACGGAGTTGAAGCAT TTGCAGTGTTTGGAG
A C A C C A A A A A ACA A CCA A CCA A

T T T T T T T

C C C C C C C

81 GluGlulLeulysPro LeuGluGluValleu AsnleuAlatlnSer LysAsnPheHisLeu

241 GAGGAGTTGAAGCCG TTGGAGGAGGTGTTG AATTTGGCGCAGAGG AAGAATTTTCATTTG
A ACA A ACA A A ACA CC A A ATCA A C C CCA
T T T T T T T T T
a) a) a) c_C c_C a) a)

| 101 ArgProArgAspleu IleSerAsnlleAsn VallleValleuGlu LeulysGlySerGlu
301 AGGCCGAGGGATTTG ATAAGGAATATAAAT GTGATAGTGTTGGAG TTGAAGGGGAGGGAG

CA ACA CCA TTCA C T C A T ACA ACA A ATCA A
T T T T c T C T C T T T T T
c _¢Cc _¢C C C C c_¢C C c_¢C

121 ThrThrPheMetCys GluTyrAlaAspGlu ThrAlaThrIleVal GluPheleuAsnArqg
361 ACGACGTTTATGTGT GAGTATGCGGATGAG ACGGCGACGATAGTG GAGTTTTTGAATAGG

A A C C A C A C A A A A T A A CC A CCA

T T T T T T C T T T

C C C C C C C C C
41 TrplleThrPheCys GlnSerTleTlleSer ThrleuThr
421 TGGATAACGTTTTGT CAGAGGATAATAAGG ACGTTGACG
T A C C ATCA T TTCA AC A A
c T T C C T T T T
C C C c _cCc c

Figura 5. Codons de frequéncia da linhagem bacteriana K12 de E. coli para a sequéncia da IL-2 humana
(IL-2h) usando o programa de bioinformatica da base de dados do website www.geneinfinity.org



1 MetTyrSerMetGln LeuAlaSerCysVal

ThrLeuThrLeuVal

LeulLeuValAsnSer

1 ATGTATAGGATGCAG TTGGCGAGGTGTGTG

ACGTTGACGTTGGTG

TTGTTGGTGAATAGG

CA C ACA CCA A ATCA A
T T T T T T
C c _C c _C C

TCA C AC A A
T T
C C

CTCA A CA ATCA C A AC A ACA ACACA A cCTCA
T T T T T T T T T T T T T T
C cC C C C cC C C C C cC C C C
21 AlaProThrSerSer SerThrSerSerSer ThrAlaGluAlaGln GlnGlnGlnGlnGln
61 GCGCCGACGAGGAGG AGGACGAGGAGGAGG ACGGCGGAGGCGCAG CAGCAGCAGCAGCAG
A A ATCATCA TCA ATCATCATCA A A A A A A A A A A

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

c CcC C C ¢C c CcC C C cC c cC C
41 GlnGlnGlnGlnGln GlnHisLeuGluGln LeulLeuMetAsplLeu GlnGluLeuleuSer
121 CAGCAGCAGCAGCAG CAGCATTTGGAGCAG TTGTTGATGGATTTG CAGGAGTTGTTGAGG
A A A A A A CCA A ACACA CcC A A AC AC ATCA
T T T T T T T
C cC C C cC C cC
61 ArgMetGluAsnTyr ArgAsnleulysLeu ProArgMetLeuThr PheLysPheTyrLeu
181 AGGATGGAGAATTAT AGGAATTTGAAGTTG CCGAGGATGTTGACG TTTAAGTTTTATTTG
C A A C CCA CCA ACA AC A CA A cC A C CCA
T T T T T T T T T
C C C C C C C C C
81 ProlLysGlnAlaThr GluleulysAspleu GlnCysLeuGluAsp GluLeuGlyProLeu
241 CCGAAGCAGGCGACG GAGTTGAAGGATTTG CAGTGTTTGGAGGAT GAGTTGGGGCCGTTG
A A A A A AC A A CCA A CCA A C AC A A AC A
T T T T T T T T T T
C C C C C C C C C C
101 ArgHisVall LeuThrGlnSerL rPheGlnlL lu AspAlaGl nPh

301 AGGCATGTGTTGGAT TTGACGCAGAGGAAG AGGTTTCAGTTGGAG GATGCGGAGAATTTT

cC A A C C
T
C

121 IleSerAsnIleArqg ValThrValVallys LeulysGlySerAsp AsnThrPheGluCys

TTCA C TC A A A A A A
c T c T T T T T
C C c c c ¢

CA A ATCA C
T T T
C c _C

361 ATAAGGAATATAAGG GTGACGGTGGTGAAG TTGAAGGGGAGGGAT AATACGTTTGAGTGT

cC A C A C

/ N PDASD erA hrValVa

) pPhel.e AragAra

421 CAGTTTGATGATGAG AGGGCGACGGTGGTG GATTTTTTGAGGAGG TGGATAGCGTTTTGT

e al

A C C C ATCA A A A A C CC AC AC A T A C C
T T T T T T T T c T
c _c ¢ ¢ ¢ c _cCc _¢C C

161 GlnSerIleIleSer ThrSerProGln

481 CAGAGGATAATAAGG ACGAGGCCGCAG
ATCA T TTCA ATCA A A

T C C T T T T

C C cC C C

Figura 6. Codons de frequéncia da linhagem bacteriana K12 de E. coli para a sequéncia da IL-2 murina (IL-

2m) usando o programa de bioinformatica da base de dados do website www.geneinfinity.org
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1.4.3 Otimizacdo das sequéncias nucleotidicas dos genes IL-2m e IL-2h para expressdo

em Bactéria

Devido as origens eucariontes dos genes da interleucina-2 murina (IL-2m) e da
interleucina-2 humana (IL-2h), foram otimizados os cédons de nucleotideos destes genes.
O programa da base de dados da geneinfinity.org, nos permitiu realizar as analises das
sequéncias, por meio da tradugdo e comparagao dos codigos codificantes destes genes, com
coddons de frequéncia da linhagem bacteriana K12, derivada de E. coli. Na figura 5,
observamos a sequéncia nucleotidica para o gene da interleucina-2 humana (IL-2h), que
compreende um total de 459 pares de base, codificando uma sequéncia peptidica de 153
aminoacidos. Podemos ressaltar também, as possiveis trocas de nucleotideos nos cédons
para cada trés pares de bases no fragmento total de DNA. Identificamos também, na
sequéncia peptidica, a cisteina livre na posi¢do 131, como alvo especifico para peguilacdo

nesta proteina.

Interleukin 2 (IT.-2) HUMAN

ES€ TaoT Acc ATG CAG TTG TTG AGG TGT ATA GCG TTE AGG TTG GCG
TTG GTG ACG AAT AGE GCG CCG ACG AGG AGG AGG ACG AAG AAG ACG
CAG TTG CAG TTG GAG CAT TTG TTG TTG GAT TTG CAG ATG ATA TTG
AAT GGG ATA AAT AAT TAT AAG AAT CCG AAG TTG ACGE AGG ATG TTG
ACG TTT AAG TTT TAT ATE CCG AAG AAG GCG ACG GAG TTG AAG CAT
TTG CAG TGT TTG GAG GAG GAG TTG AAG CCG TTG GAG GAG GTG TTG
AAT TTGE GCE CAG AGE RAAG AAT TTT CAT TTG RAGG CCGE AGGE GAT TTG
ATA AGG AAT ATA AAT GTG ATA GTG TTG GAG TTG AAG GGG AGGE GAG
ACG ACG{ TTT ATG TGT GAG TAT GCG GAT GAG ACG GCE ACG ATA GTG
GAG TTT TTE AAT AGE TGG ATA ACG TTT TGT CAG AGG ATA ATA AGG
ace TTG acc [ER

Interleukin 2 (IL-2) MURINE

BEE T2T AGC ATG CAG CTG GCG AGC TGC GTG ACC CTG ACC CTG GTG
CTE TG ETE AAC AGC GO CCGE ACC AGC AGC AGD ACC AGC AGC AGC
ACC GCG GAA GCG CACGC CAG CAG CAG CAG CAG CAG CAG CAG CAG CAG
CAG CAT CTG GAAR CAG CTG CTG ATG GAT CTG CAG GAR CTG CTG AGC
CGC ATG GAA AAC TAT CGC AAC CTG AAR CTG CCG CGC ATG CTG ACC
TTT BAAR TTT TAT CTG CCG AAA CAG GCG ACC GAR CTG AAA GAT CTG
CAG TEC CTE GALR GAT GAR CTGE GGC CCE CTE COGC CAT GTE CTGE GAT
CTG ACC CAG AGC AARA AGC TTT CAG CTG GAA GAT GCG GAA AAC TTT
ATT AGC ARAC ATT CGC GTG ACC GTG GTG ARA CTG RAR GGC AGC GAT
AAC RCC TTT GAZR TEC CRAC TTT GAT GAT GAR AGC GCE ACC ETGE GTCG
AT TTT CTE CEC CEC TG ATT GCG TTT TGS CAG AGC ATT ATT AGC
ACC AGC CCG CAG -

Figura 7. Sequéncias nucleotidicas otimizadas do gene da interleucina-2 murina (IL-2m) e humana (IL-
2h) a partir dos codons de frequéncia da linhagem bacteriana K12 de E. coli usando o programa de
bioinformatica da base de dados do website www.geneinfinity.org
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Por outro lado, na Figura 6, observamos a sequéncia nucleotidica do gene que codifica a
interleucina-2 murina (IL-2h), que compreende um total de 507 pares de bases, codificando
uma sequéncia peptidica de 169 aminoacidos. Podemos ressaltar também, as possiveis
trocas de nucleotideos nos cddons, para cada trés pares de bases, no fragmento total de
DNA. Identificamos também, na sequéncia peptidica, a cisteina livre na posi¢ao 141, como

alvo especifico para peguilagdo nesta proteina.

Desta forma, obtivemos uma sequéncia otimizada do DNA derivado dos genes originais
eucariontes, dos genes murino e humano da interleucina-2. Na Figura 7, podemos observar
um total de 169 cddons para o fragmento codificante do gene otimizado para interleucina-
2 murina, e 153 codons para o fragmento codificante para o gene otimizado da interleucina-
2 humana, adequados para a inser¢do no vetor de expressao selecionado, mostrando o

c6don de iniciacdo e cddon de terminagdo para cada uma das sequéncias.

1.4.4 Construcgdo dos vetores pET3a_rIL-2m e pET3a_rIL-2h

O vetor pET3a compreende um DNA circular de 4640 pares de bases, contendo uma regidao
de origem da replicacao entre as bases 2813 e 3401, para um total de 589 pb (5°—3’); um
sitio codificante do gene Rop, entre as bases 2192 e 2383 (192 pb), expressando uma
proteina de 7 kDa; um sitio codificante, incluindo sua regido promotora do gene AmpR,
entre as bases 3572 e 4537 (966pb), expressando a enzima B-lactamase; a regido promotora
da RNA polimerase T7, localizada entre as bases 613 e 631 (19 pb) e o sitio de ligagdo de
ribossomo (RBS), localizado entre as bases 560 e 565 (6 pb) (Figura 8*). O fragmento do
gene otimizado da interleucina-2 murina, foi inserido entre as bases 36 e 485 do vetor
pET3a, em frente ao sitio de ligacdo do ribossomo (Figura 8B). Da mesma forma, o
fragmento do gene otimizado da interleucina-2 humana, foi inserido entre as bases 36 e

437 do vetor pET3a., gerando proteinas de tamanho molecular de 17,3 e 15,5 kDa.
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Insercio da sequencia otimizada
dos genes I-zm & IL-zh

pET3a_IL-2_Mouse
4616 by

Figura 8. Construgdo de vetores de expressdo para rIL-2m. (A) vetor pET3a, (B) vetor pET3a com a insergéo
da sequéncia otimizada do gene interleucina-2 humana IL-2h e (C) vetor pET3a com a inser¢do da sequéncia
otimizada do gene interleucina-2 murina IL-2h.

1.4.5 Expressao da proteina recombinante interleucina -2 murina (rIL-2m) na cepa
BL21-DE3
Apos extracdo das proteinas totais, presentes no crescimento bacteriano da cepa BL21-
DE3, portando o plasmideo pET3a-rIL-2m, verificamos, por meio de gel de poliacrilamida
em eletroforese SDS-PAGE, a fra¢do de banda correspondente a expressao da proteina
interleucina-2 murina (rIL-2m). Na Figura 9, observamos 4 amostras corridas, onde as
colunas 1 e 2 do gel correspondem ao extrato de proteinas totais da cepa BL21-DES3,
portando o plasmideo pET3a-rIL-2m, induzida com IPTG 1,0 e 1,5 mM, respectivamente.
Nestas duas colunas, detectamos a expressao da proteina rIL-2m na fragdo proxima aos 20
kDa, indicado pelo padrdo de peso molecular (WM). Entretanto, na coluna 3, observamos
o extrato de proteinas totais da cepa BL21-DE3 sem o plasmideo como controle negativo
(sem expressdao da banda desejada). Por outro lado, na coluna 4 do gel, observamos o
extrato de proteinas totais da fase insoluvel, onde notamos, também, a presenca da fragao

correspondente a expressdo da proteina rIL-2m em uma alta proporg¢ao.
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18 kDa 18 kDa

Figura 9. Gel de poliacrilamida de eletroforese SDS-PAGE para extrato total proteico bacteriano. (WM)
padrdo de peso molecular, (1) extrato total proteico da cepa BL21-E3[pET3a-rIL-2m] com indugéo de 1,0
mM IPTG, (2) extrato total proteico da cepa BL21-E3[pET3a-rI rIL-2m] com indugdo de 1,5 mM IPTG . (3)
extrato total proteico da cepa BL21-E3 (controle negativo) e (4) extrato total proteico da cepa BL21-
E3[pET3a-rIL-2m] com inducao de 1,0 mM IPTG na fase insoluvel.

1.4.6 Purificagdo da proteina recombinante interleucina -2 murina (rIL-2m)

Apos identificacdo da expressdo da interleucina-2 murina no extrato total bacteriano,
realizamos o processo de separagdo e purificagdo da proteina interleucina-2 murina, pelo
método de exclusdo por tamanho molecular SEC. Na figura 10, podemos observar 3
cromatogramas, que identificam as fracdes eluidas apds corrida cromatografica. No
primeiro grafico (Figura 10A), obtivemos a separacdo das proteinas totais de um 1 mL
injetado na fase movel tampao fosfato 0,1M, KH2PO4 0,1 M, KoHPO4 0,1 M, com pH de
7,6, com uma faixa de fluxo 0,75 mL/min e uma detec¢do de comprimento de onda UV
(280 nm). Na primeira corrida, foram eluidas 3 separagdes: o pico de 499,797 mAU,
fragdes 2,3 e 4; o pico 1790,023 mAU, fragdes 7-13 como agregados maiores; € o pico de
1099,954 mAU, fragdes 15 e 16, correspondendo a nossa proteina de interesse (rIL-2m). O
grau de pureza obtido foi de 21,29%, com retencao de 15,98 min, e uma resolugdo de 0,87

para a rIL-2m.
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Figura 10. Cromatogramas correspondentes a injecdo de 1 mL de extrato proteico total. (A) cromatograma
com faixa de fluxo de 0,75 mL/min com 3 separacdes, representando a ultima separagdo (seta vermelha) a
eluicdo da rIL-2m. (B) cromatograma com faixa de fluxo de 0,5 mL/min com 2 separagdes, representando a
ultima separacao (seta vermelha) a elui¢cdo da rIL-2m. (C) cromatograma da inje¢ao das fragdes 15 e 16 com
faixa de fluxo de 1 mL/min (seta vermelha) a eluigdo da rIL-2m.

Da mesma forma, no cromatograma (Figura 10B), observamos a separacao das proteinas
totais de um 1 mL injetado na fase movel tampao fosfato 0,1M, KH,PO4 0,1 M, KoHPO4
0,1 M, com pH de 7,6, com uma faixa de fluxo 0,5 mL/min e uma detec¢do de comprimento
de onda UV (280 nm). Nesta corrida, detectamos 3 separacdes, que representam também
agregados maiores: no pico 1726,968 mAU, as fragdes 7-12: o pico 1726,968 mAU, as
fracdes 13-14; e o pico de 988,761 mAU, as fracdes 15 e 16, sendo estas ultimas fracdes,
a elui¢do da nossa proteina de interesse (rIL-2m). O grau de pureza obtido foi de 18,21%,

com retencao de 15,98 min, e uma resolugdo de 1,63 para a rIL-2m.

No grafico 9C, foi realizada uma segunda corrida apds inje¢ao das fragcdes 15 e 16, com
uma faixa de fluxo de 1 mL/min, onde obtivemos um valor de 574,32 mAU, que
corresponde a um grau de pureza de 93,85%, com retengdao de 17,26 min, e resolucdo de

1,82 para a interleucina -2 recombinante murina.
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1.4.7 Verificagdo da purificagdo da proteina rIL-2m

O seguinte passo, foi confirmar por meio da eletroforese de SDS-PAGE as fragoes f15 e
f16 eluidas na cromatografia os niveis de pureza das amostras. Na figura 11, observamos
duas colunas, contendo as amostras da proteina interleucina-2 murina eluida tanto na fragao
15 como na fragdo 16. Este grafico assim, permite constatar os niveis baixos de pureza apos
a primeira corrida cromatografica. Por outro lado, notamos também uma perda proteica
alta, aproximada a mais do que o 50% presente na amostra quando comparada com o estrato
total inicial, sendo necessario a realizacdo de uma segunda corrida cromatografica para

obtenc¢ao de um maior grau de pureza.

Figura 11. Gel de poliacrilamida de eletroforese SDS-PAGE das fragdes 15 ¢ 16. (WM) padrdo de peso
molecular, (1) fragdo 15 coletada na primeira corrida cromatografica com fluxo de 1 mL/min, (2) fracdo 16
coletada na primeira corrida cromatografica com fluxo de 1 mL/min.
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1.5 DISCUSSOES

O conhecimento prévio das estruturas de proteinas serve como base fundamental na
identificacdo das propriedades exibidas para determinada func¢do bioldgica. Nesse sentido,
a avaliagdo alcangada através da andlise in silico da sequéncia peptidica da interleucina-2
murina, nos permite analisar diferencas estruturais ao longo da isomorfa proteica, na qual
destacamos a presenca de um peptideo sinal no comeco da por¢do N-terminal (20
aminoacidos), uma O-glicosilagdo na posi¢ao 23, caracteristica importante em moléculas
moduladoras de vias de sinalizacdo em células do sistema imunoldgico (FERREIRA et al.,
2018; J., 2012; TIAN; HOFFMAN; TEN HAGEN, 2012). Também foi identificada uma
regido de poli- L-glutaminas (12 glutaminas de extensdo), sendo esta regido, presente na
IL-2 murina, entretanto, ausente em outras IL-2, incluindo a humana. E interessante notar
que as regides ricas em glutaminas estariam associadas a interagdo com fatores de
transcrigdo, favorecendo um alto nivel de afinidade por este tipo de proteinas (STOTT et
al., 1995). Esta caracteristica, anteriormente mencionada, ¢ o 57,8% de identidade da
proteina, comparada com a proteina IL-2 humana, explicaria, em certo ponto, a atividade
cruzada mostrada por a IL-2 murina em alguns estudos, sendo ainda um assunto pouco

compreendido (MOSMANN et al., 1987).

Dentre as andlises de topologia e alinhamento entre a IL-2 murina e IL-2 humana,
identificamos a presenca de trés cisteinas, em ambas as sequéncias. Duas destas cisteinas
encontram-se, formando parte de uma ligacdo de ponte de bissulfeto entre elas. Na IL-2
murina, na posi¢ao 92-140, e na IL-2 humana, na posi¢ao78-155 da sequéncia peptidica. A
terceira cisteina ndo mostrou ter um carater essencial nas propriedades funcionais da
molécula. Tanto para IL-2 murina, quanto como para a IL-2 humana, este aminoacido
representa um lugar potencial para realizar uma conjugacao quimica. Isto se deve ao fato
que a cisteina apresenta um grupo tiol (-SH) na sua cadeia molecular, o qual reage de forma
similar ao grupo funcional sulfeto de hidrogénio (H2S) com aminas aromadticas p-
substituidas, favorecendo a adicdo de outras estruturas moleculares na sua propria
molécula, a partir da interagdo com este grupo quimico (LEICHERT; JAKOB, 2004;
POOLE, 2015; ROY, 2000).
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Como estratégia de producao das proteinas IL-2 murina e IL-2 humana, ativas em sistemas
de expressao bacterianos, devemos considerar a otimizagdo da sua sequéncia original, em
funcdo das diferengas dos processos de transcri¢ao, transducgdo, formagao e a obtengao das
proteinas alvo, sejam funcional e estruturalmente analogas (MAURO, 2018; SAHDEV;
KHATTAR; SAINI, 2008). Em nossos estudos, fizemos uma analise, na qual avaliamos a
sequéncia de aminoacidos original das proteinas IL-2 murina e a IL-2 humana, de modo a
conferir os cddons correspondentes para cada aminoacido do total da sequéncia peptidica.
Assim, através de uma transducao reversa da sequéncia original, examinamos os codons
gerados (¢cDNA) no programa de bioinformatica, ¢ os comparamos com o mapa de
frequéncia de cddons (online), para expressdo em bactéria, utilizando como modelo a
linhagem bacteriana K12 de E. coli, onde valoramos a combinacdo de cddons mais
adequada (Figura 7), para a expressao das proteinas recombinantes no sistema bacteriano
BL21-DE3, obtendo 462 pb (154 cddons) para a IL-2 murina ¢ 510 pb (170 cédons) para
a IL-2 humana. Estas sequéncias foram finalmente inseridas no vetor plasmidial pET3a
como veiculo de expressdo. Estudos prévios, a partir do uso deste vetor, obtiveram uma
super expressdo de interferon-gama humano recombinante na linhagem bacteriana BL21-

DE3 (KHALILZADEH et al., 2003).

Entretanto, em outros estudos, mostraram também ter uma alta taxa de producdo de
proteina de membrana, utilizando o mesmo modelo bacteriano (DILWORTH et al., 2018).
Em contraste, a nossa produ¢ao de IL-2 murina foi limitada (0,035 mg/mL). Isto devido a
uma sobre expressdo proteica € a uma baixa capacidade de densidade celular, levando a
formagao a altos niveis de corpos de inclusdo da proteina (fase insolivel) - como observado
na Figura 9 - apos 15 horas de crescimento microbiano, impedindo um maior rendimento
de produgdo da proteina em fase soluvel. Estes resultados foram semelhantes aos obtidos
em estudos, nos quais usaram como modelo de expressdo a linhagem bacteriana BL21-
DE3, mostrando que a toxicidade de proteinas exdgenas e a propensdo a agregacao seriam
fatores determinantes que influenciariam os niveis de dobramento, favorecendo, assim, a

formacao de agregados em esta bactéria (KOPP et al., 2019; RAMKUMAR et al., 2017).

Por outro lado, o perfil cromatografico para a rIL-2m, obtido através da primeira corrida

do extrato total de proteinas, na coluna sepharose G-50, com uma faixa de fluxo de 0,75
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mL/min, mostrou um grau de pureza de 21,29%, com retengdo de 15,98 min e resolugdo
de 0,87, enquanto, para faixa de fluxo de 0,75 mL/min, mostrou ter um grau de pureza de
18,21%, com retencdo de 15,98 min e resolugdo de 1,63. Teve uma diferenca da pureza da
primeira cromatografia, utilizando duas faixas de fluxos diferentes, para a segunda
cromatografia, utilizando unicamente as fragdes 15 e 16, ja que nesta Gltima o grau de
pureza foi de 93,85%, com retencdo de 17,26 min e uma resolucdo de 1,82 no
fracionamento da proteina IL-2 murina. Portanto, consideramos que este ultimo método,
pode ser determinante na obtencao de um alto grau de pureza ¢ uma maior resolucdo da

separa¢ao da interleucina-2 recombinante murina.
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1.6 CONCLUSOES

Foram obtidas as sequéncias nucleotidicas 462 pb (154 codons) para a interleucina-
2 murina, e 510 pb (170 c6dons) para a interleucina-2 humana, para expressao de
proteinas recombinantes, com sequéncias otimizadas sistema bacteriano BL21-
DE3 derivada de E. coli, a partir da avaliacdo em analises de bioinformatica e,

finalmente, inseridas no vetor plasmidial pET3a como veiculo de expressao.

Identificamos uma cisteina na posicdo 141 da sequéncia peptidica do gene da
interleucina-2 murina, e cisteina na posi¢cao 131 da sequéncia peptidica do gene da
interleucina-2 humana. Este aminoécido representou o lugar adequado para realizar
a conjugagdo quimica com o grupo maleimide, presente no polimero MAL-PEG-

NH2, em ambas moléculas.

A nossa producao de IL-2 murina foi limitada (0,035 mg/mL). Isto se deve a uma
sobre expressdo proteica ¢ uma baixa capacidade de densidade celular, levando a
formagdo de corpos de inclusdo (fase insoluvel) em altos niveis da proteina, apos
15 horas de crescimento microbiano, impedindo um maior rendimento de produgao

da proteina em fase soluvel.

O perfil cromatografico da primeira corrida para a rIL-2 murina, foi de
21,29% e 18,21% de grau de pureza, obtido através dos fluxos 0,75mL/min e 0,50
mL/min do extrato total de proteinas na coluna sepharose G-50. Na segunda corrida,
injetado 1 mL das fragdes 15 e 16 obtidas na primeira corrida, obteve-se um grau
de pureza de 93,85%, com faixa de fluxo de ImL/min e tempo de retengdo de 17,26

min.
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2. INTRODUCAO

2.1.1 Peguilagao

As modificagdes pos-traducionais (PTMs) s3o reagdes enzimaticas caracterizadas por
atingir modificagdes quimicas covalentes em proteinas e transcorrem especialmente depois
da tradu¢ao dos RNA mensageiros (mRNAs) (MANN; JENSEN, 2003). Essas
modificagdes sdo relevantes pois podem alterar potencialmente as propriedades quimicas,
fisicas, funcionais ou de localizacdo de uma proteina (PRUS et al., 2019; VIRAG et al.,
2020). Desta forma, as variagdes pds-traducionais exercem papéis importantes em distintas
funcdes celulares, como a regulacdo da estabilidade da proteina representada, como a
ubiquitinag¢do, a regulacdo da transcri¢do pela acetilagio ou metilacdo de histonas, a
sinalizacdo intracelular por meio da fosforilagdo ou a desfosforilagdo e a sinalizagdo na
superficie das células (glicosilacdo) (BAH; FORMAN-KAY, 2016; KARLAFTIS et al.,
2016). Por outro lado, estas alteragdes permitem superar certas limitagdes naturais exibidas
pelas moléculas, como vidas circulantes curtas, baixa estabilidade, degradagao proteolitica
in vivo e rapida eliminagdo do corpo via filtragdao glomerular (WALSH; JEFFERIS, 2006).
Assim, estas modificagdes pos-traducionais tornaram-se processos inovadores de rapido
crescimento biotecnoldgico, significando um aumento substancial de inimeros produtos
biologicos nas ultimas décadas (HOFFMAN, 2016; RAVIKIRAN; MAHALAKSHMI,
2014).

Dentre os processos de variacdes quimicas, a peguilagdo representa uma estratégia
potencial que atribui, principalmente, uma alta especificidade, um rapido inicio de a¢do ou
um aumento da meia-vida das biomoléculas para aplicagdes farmacéuticas
(HERMANSON, 2013; PARAMBATH, 2018). O primeiro passo quimico na peguilacao
foi desenvolvido, pela primeira vez, por Frank Davis e colegas, no final da década dos anos
70, sendo seu principal interesse, o uso desta metodologia para aumentar a disponibilidade
de moléculas terapéuticas (DAVIS et al., 1978). Também, através destes estudos, o grupo
de pesquisa demonstrou poder alterar a farmacocinética e a farmacodinamica da albumina
como molécula terapéutica, sem as limitagdes apresentadas pelos lipossomas tradicionais

como molécula carreadora (DAVIS et al., 1977).
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A peguilagdo ¢ considerada como um processo através do qual uma cadeia do polimero
polietileno glicol (PEG) se acopla, por ligagdo quimica covalente, a macromoléculas como
proteinas, peptideos ou outros tipos de entidades quimicas (DAMODARAN, 2010). O
polimero PEG estd formado por uma sequéncia repetida de polietileno glicol
(H—-(O—CH2—CH2)n—OH) (Figura 12), sendo uma caracteristica particular destas unidades
estruturais a sua capacidade de solubilizar em meio aquoso, tanto organico como
inorganico (JM; RB., 2003). Assim, o grupo funcional etileno, presente no polimero,
confere um efeito de hidrofobicidade, enquanto os atomos de oxigénio disponiveis
permitem a formagao de fortes ligacdes com a molécula de dgua, podendo adicionar a sua
cadeia até 7 moléculas de 4gua, levando a um aumento de tamanho, aproximadamente, 10

vezes maior do que o peso molecular equivalente da molécula original (G.; F.M., 2012).

] ]
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Figura 12. Estrutura quimica do poli etileno 6xido (PEO) e o polietileno glicol (PEG). Fonte (ZIA et
al., 2017).

Existem dois tipos de funcionalidade do polimero PEG. A primeira ¢ o monofuncional, que
inclui o polietileno glicol éter metilico e o polietileno glicol éter vinilico, cuja terminagao
tem uma substituicdo por um grupo éter metilico reativo, ou um éter vanilico reativo (M-
PEG ou V-PEG) (BARMAN; CHAMPION; SJOBERG, 2009). A segunda seria o polimero
PEG hetero-funcional, que permite a adi¢ao de duas moléculas em ambas terminagdes da
cadeia (crosslinker), utilizando o mesmo (X-PEG-X) ou diferente grupo reativo nas

terminacgdes (X-PEG-Y) (PASUT; VERONESE, 2012).

Estas condi¢des versateis permitem, com maior facilidade, a fixacdo de um exclusivo ponto

do polimero a alvos, por meio de uma ligacdo a um Unico grupo reativo, atuando como
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agentes de articulacdo, ou espacadores entre duas entidades quimicas, ou evitando reagdes
de ponte que podem ocorrer entre a interagdo das moléculas e que possam afetar a sua

integridade. Ou, simplesmente, como um carreador especifico protetor e soluvel.

2.2 Tipos de peguilagdo

Existem varias estratégias utilizando o PEG como conjugado em outras unidades
estruturais. Dentre os métodos de peguilagdo, encontram-se os de ligacao nao especifica,
ligacdo sitio especifica, ligagdo enzimatica e de ligagdo ndo covalente (SANTOS et al.,
2018). A peguilagdo ndo especifica se da principalmente em proteinas, por meio de reagdes
com 0s grupos amino presentes, tanto na cadeia lateral dos residuos de lisinas como na
regido N-terminal. Apesar deste método ser apropriado para a formacdo dos conjugados
através da peguilacdo de proteinas, em alguns casos pode levar a uma mistura heterogénea
de material Peguilado com cada conjugado PEG, mudando tanto sua atividade como suas
propriedades fisico-quimicas da proteina (PANDEY et al., 2013). Um exemplo claro
sucede com a peguilagdo do interferon alfa (INF-a2a), devido a sua estrutura que possui 8
residuos de lisina. Assim, a interagdo com estas lisinas permitem a formacdo de 8
diferentes isomorfas peguilhadas, por meio da ligacdo com cada um dos 8 residuos de lisina
da cadeia lateral, reduzindo de forma consideravel a atividade da proteina (FOSER et al.,

2003).

Peguilacio
Carbexila terminal

Peguilacio
Transglutaminase

Peguilaciio
Amina

TPeguilag::"m
Nio covalente

N- terminal
Cys
. Peguilacio

Sitio-especifica

Figura 13. Possiveis sitios de peguilagdo quimica em proteinas e suas ligagdes. Adaptado de (PFISTER;
MORBIDELLI, 2014)
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Recentemente, a peguilagao sitio especifica foi vista como um esforco sintético que visa
proporcionar métodos quimicos para o direcionamento quimiosseletivo de aminoacidos

canoOnicos, presentes na topografia dos peptideos e proteinas terapéuticas, resultando no

melhoramento da farmacocinética da molécula (Figura 13). Portanto, sob determinadas
condi¢des de reacdo, pode-se favorecer a exclusividade de adicao dos polimeros (PEGs) a
grupos funcionais que formam parte estrutural de proteinas e peptideos (DOZIER;
DISTEFANO, 2015). No caso do PEG com terminacdo em grupos aldeidos, promove
aumentar a seletividade em relagdo as aminas N-terminais dos polipeptideos (LEE et al.,
2003). Os aldeidos sdo compostos organicos que se caracterizam por ter um agrupamento
carbonila (-CHO) na extremidade da cadeia. Desta forma, aminas secundérias reagem com
o grupo carbonila do aldeido formando iminas, sendo necessaria a presenga de um
catalizador acido (pH 4-6) para que a reagdo ocorra mais rapidamente (KUYKENDALL;
KUYKENDALL, 2018; SPRUNG, 1940). Além disso, o meio acido favorece a
exclusividade de adicdo a este sitio (N- terminal), dado que apresenta um menor pKa
quando comparado com o pKa das aminas presentes em outros residuos da cadeia (ZHU et
al., 1995). Por outro lado, grupos tiol presentes nos residuos de cisteina, exibem uma
excelente seletividade quimica para grupos maleimida (LI et al., 2010). O grupo maleimida
reage especificamente com a sulfidrila do grupo tiol, presente no residuo da cisteina em
condi¢des de pH entre 6,5 e 7,5, resultando em uma ligagdo tioéter estdvel ndo reversivel.
Esta reagdo sitio seletiva ¢ também conhecida como a adi¢do de Michael (HUANG et al.,
2019; NAIR et al., 2014). Embora a localizacao da cisteina na unidade estrutural esteja em
sitios hidrofobicos e de baixa acessibilidade, analises in silico sdo necessarias para que a

peguilacdo no grupo tiol seja bem-sucedida, permitindo a conjugagdo da molécula.

Existem outras estratégias de peguilagdo, como a enzimadtica. Ao contrario das outras

conjugacdes quimicas descritas, este tipo de peguilagdo se produz pela atividade catalitica

e especifica da enzima da transglutaminase (FONTANA et al., 2008). Esta proteina catalisa

uma reacao, adicionando o polimero PEG-amina a um grupo acila, presente no residuo da
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glutamina (MERO et al., 2011). O sucesso da reacao depende no nimero de glutaminas
presentes na molécula conjugada e do acesso desta enzima ao sitio da glutamina na
estrutura, sendo uma limitante a atividade da transglutaminase (KAARTINEN et al., 2005).
Nao obstante, apesar dos processos anteriores melhorarem notavelmente, as propriedades
fisico-quimicas e a estabilidade das moléculas ainda apresentam algumas limitagdes, como
a perda de algumas das fun¢des, dado o numero de ligantes que podem ser adicionados na
sua estrutura. Assim, com o objetivo de superar a perda de atividade bioldgica resultante
da peguilagdo covalente tradicional, a peguilagdo por ligagdo ndo covalente oferece uma
alternativa, tentando ultrapassar esta limitacdo ¢ mantendo a meia-vida prolongada

decorrente da peguilagao.

2.2.3 A Peguilagdo e o uso farmacéutico

Em mar¢o de 1990, a FDA aprovou a primeira proteina conjugada derivada da peguilagao
entre um mono-PEG e a enzima bovina adenosina desaminase (PEG-ADA)
(HERSHFIELD et al., 1987). A doenca de imunodeficiéncia combinada grave (SCID) ¢
uma desordem autossomal recessiva, que causa a deficiéncia da enzima adenosina
desaminase no organismo (CANDOTTTI et al., 2012; GENNERY; CANT, 2001). Desta
forma, a peguilagio PEG-ADA mostrou ter resultados satisfatorios no tratamento de
pacientes com esta doenca (CHAN et al., 2005; HERSHFIELD, 1995). A partir desse
momento, um grande nimero de novos produtos farmacéuticos peguilados foram
introduzidos no mercado, principalmente a utilizagdo do PEG como carreador ou base de
alimentos, cosméticos € medicamentos, incluindo formulacdes injetavel, uso topico, nasal

ou retal.

A atividade bioldgica in vivo dos conjugados PEG-proteina mostrou ter caracteristicas
importantes, como o aumento do tempo de reten¢ado, reducao da imunogenicidade, aumento
da estabilidade dos farmacos a serem metabolizados por enzimas dependentes do niimero
de polimeros (PEG) ligados e do peso molecular. Distintas classes de medicamentos para
tratamentos como citocinas, anticorpos € enzimas, tiveram um melhoramento significativo

utilizando a técnica de peguilacao.

Estudos feitos utilizando o interferon alfa (a) peguilado com o polimero PEG2-NHS,

alcancaram resultados satisfatorios, uma vez que, apos conjugacao e aumento do tamanho
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da molécula de 19.000 a 40.000 kDa, solucionou o problema da baixa concentragdo da
proteina sinalizadora no sangue. Isto foi demonstrado quando animais utilizados como
modelo de estudo, que foram injetados com o bioproduto, mantiveram valores constantes
de concentracdo no sangue, quando comparados com o grupo placebo, necessitando apenas
de injecdes subcutaneas uma vez por semana. Assim, o peguilado PEG2-NHS diminui a
taxa de depuragao em 100 vezes com relacdo interferon alfa nativo, incrementando sua
meia-vida, passando de uma eliminagao de 5 horas a 77 horas (KOZLOWSKI; MILTON
HARRIS, 2001). Em ensaios clinicos fase III, a peguilacdo da enzima adenosina
desaminase (ADA) evidenciou ser uma melhor isoforma terapéutica para o tratamento
contra neoplasias malignas. Nestes ensaios, o peguilado PEG20-ADA mostrou ter melhor
eficiéncia em termos de atividade antimoral quando comparado ao grupo controle
(HOLTSBERG et al., 2002). Atualmente, estes estudos encontram-se em ensaios clinicos
fase III, para tratamento de carcinomas hepaticos; fase I, para leucemias mieloides agudas
(GLAZER et al., 2010); e, na fase I, para melanomas metastaticos (ASCIERTO et al.,
2005). Existem outros produtos peguilados derivados de farmacos disponiveis
comercialmente, como ¢ o caso de biofarmaco PEG-SN38 (EZN-2208) (ZHAO et al.,
2008). O SN38 ¢ uma fra¢do do farmaco CPT-11 (Camptosar®-irinotecan), um potente
inibidor da enzima topoisomerase I. Este fragmento foi acoplado com um PEG de 40 kDa
(PEG-SN38) e foi capaz de aumentar a solubilidade de SN38 em cerca de 1000 vezes,
quando comparado com o CPT-11 em camundongos tratados, resultando em uma maior
exposicao da fragdo SN38 em compara¢do com o composto original CPT-11, mostrando

uma promissoria na atividade antitumoral, tanto in vitro como in vivo (SAPRA et al., 2008).

Apesar deste processo melhorar os atributos da molécula, uma limitante sdo os niveis de
viscosidade apresentados. Atualmente, os polimeros PEG ramificados foram
desenvolvidos para estender a meia-vida em circulagdo in vivo das moléculas conjugadas,
sem o problema da viscosidade (SHATZ et al., 2018; SOLMS et al., 2020). Estudos
baseados usando este método, indicam que as propriedades adquiridas através da
conjugacao com PEG ramificados sdo altamente eficientes em varias aplicagdes, incluindo
absorcdo celular, eficicia de regulacdo de genes, bidistribuicdo e ligagdo com

oligonucleotideos (LU; ZHANG, 2018; PLESNER, 2010).
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Embora possiveis efeitos colaterais e complicagdes tenham sido encontrados a partir do
acumulo de moléculas terapéuticas peguiladas metabolizadas em varios tecidos, considera-
se pertinente uma avaliagdo meticulosa na construg¢do de moléculas terapéuticas, dosagem
€ ensaios, sobre os quais se consiga visualizar os niveis apropriados dos bioprodutos para
novos tratamentos, com objetivo de minimizar os riscos, tendo como foco critico a
caracterizacdo da hipersensibilidade, toxicidade, possiveis alteragdes inesperadas no
comportamento farmacocinético e antagonismo da degradacdo por estresse mecanico no

organismo.

2.2.4 Peptideos Intracelulares

Durante o ciclo celular, as células eucariotas apresentam mecanismos de manutengao de
seus componentes, controlando o tempo de vida da maioria de suas proteinas, incluindo
proteinas regulatorias (HATFIELD; VIERSTRA, 1997). Estes mecanismos envolvem a
participagdo dos proteossomos, complexos proteicos dependentes de ATP, constituidos por
um conjunto de subunidades que tem, como acdo catalitica, a clivagem de proteinas
marcadas para a sua degradacdo através de ligagdes de cadeias de poli-ubiquitinas
(GOLDBERG, 2003; SOROKIN; KIM; OVCHINNIKOV, 2010). Gerando, desta forma,
peptideos pequenos entre 2 a 20 aminodcidos (KISSELEV et al., 1999). Assim, os
peptideos gerados a partir desta degradacdo proteossomal, sdo utilizados pelas células em
processos regulatérios, incluindo: o reconhecimento antigénico (MHC), biogénese, divisdo
celular, resposta imune e inflamacdo, resposta a estresse, infec¢do viral, apoptose, entre
outros (CLARK et al., 2010; HAWIGER, 1997; KALENIK; GORA-SOCHACKA;
SIRKO, 2018; KESSLER; GLAS; PLOEGH, 2002), sendo alguns desses sistemas

complexos e ainda pouco compreendidos.

Nos ultimos anos, vém sendo realizados estudos com base na geracdo de peptideos
intracelulares para avaliar suas possiveis funcdes. Estudos recentes, abordando a fun¢do do
proteossomo e seus ativadores, mostraram uma melhor compreensdo do processamento
citosolico de peptideos. Transportadores associados ao processamento de antigenos
(TAPs), translocam esses peptideos para o reticulo endoplasmatico, onde moléculas MHC

I sdo retidas em complexos formados por chaperonas e TAPs, esperando para interagir. A
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especificidade da sequéncia e a preferéncia pelo tamanho do peptideo TAPs, atendem os
requerimentos moleculares para a interagdo com moléculas MHC I em diferentes espécies,
sugerindo uma forma evolutiva da especificidade dos peptideos TAPs (KOOPMANN;
HAMMERLING; MOMBURG, 1997).

A doenga de Alzheimer ¢ uma patologia causada pela disposi¢ao extracelular do peptideo
AP42, que, por sua vez, deriva da degradacao da proteina ABPP. Estudos sobre esta doenga
identificaram um dominio COOH- terminal, denominado AID, em tecido cerebral, que
encontra-se ligado ao peptideo AP42 (AID- AP42). Este agrupamento atua como um
regulador positivo de apoptose e, quando super expresso (peptideo AB42), pode causar

efeitos toxicos, acelerando a neurodegeneracao (PASSER et al., 2000).

Outros estudos experimentais in vivo mostraram um epitopo peptidico, derivado de
antigenos de diferenciagdo de linhagem celular de melanocitos Melan A/MART-1, em
humanos. Este epitopo peptidico foi identificado, caracterizado e, posteriormente,
sintetizado para a determinacao da resposta em células T citotoxicas em pacientes com
melanomas. Assim, este epitopo peptidico, associado e derivado de melandcitos Melan
A/MART-1, foi injetado semanalmente, durante 4 semanas, via intradérmica, em pacientes
que apresentavam melanomas em estado critico. Como controle dos experimentos, também
foi injetado em pacientes saudaveis. Como resultado, foi observado que houve uma
ativacdo apropriada imunogénica, aumentando a reatividade contra este tipo de peptideo,
tanto em pacientes com a doenga, como em pacientes do grupo placebo (JAEGER et al.,
1996). Estes experimentos foram positivos para testes experimentais em humanos,

mostrando uma resposta eficiente das células T citotoxicas.

Contudo, a identificagdo destes peptideos e seu papel, desempenham alternativas
potenciais como métodos terapéuticos (GUPTA; LEVCHENKO; TORCHILIN, 2005;
LAU; DUNN, 2018; VERDINE; HILINSKI, 2012) no tratamento das diferentes doencas
causadas por falhas nos processos regulatorios (MUNZ, 2016; XU et al., 2001;
ZOLOTAREVSKY et al., 2002).
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2.2.5 Peptideo apoptdtico pep5

A partir de culturas de linhagens celulares de Hela, células derivadas de um carcinoma
cervical humano imortalizadas (LANDRY et al., 2013; LYAPUN; ANDRYUKOV;
BYNINA, 2019), que possuem a capacidade de manter sobrevivéncia continua celular
(utilizada para fins cientificos), foram cultivadas e sincronizadas em diferentes fases de
ciclo celular (G1, S e G2/M). Apos crescimento nas diferentes fases celulares, foram
isolados e quantificados os peptideos presentes, identificando um total de 19 peptideos, por
meio do método de espectrofotometria de massa e, posteriormente, sequenciados e
avaliados. Dos 19 fragmentos peptidicos isolados e identificados, os peptideos 3 e 5,
mostraram ter uma alteragdo nas fases especificas G1 e S do ciclo celular. Desta forma,
para avaliar a atividade biologica destes dois peptideos, os fragmentos foram sintetizados
e acoplados a outro peptideo penetrador de célula TAT 47-57 (DE ARAUJO et al., 2014;
ZIEGLER et al., 2005). Como resultado destes testes, o peptideo apoptotico acoplado ao
peptideo TAT (peptideo-5-TAT), demonstrou ter uma alta eficacia na indugdo da morte
celular, conforme observado nos oito tipos diferentes de linhagens de células humanas
tratadas ( Hela, SKRB, SK-MEL-28, MEL-85, SBCI-2, TPC-1, Nthy-ori3-1 ¢ KTC-2),
onde aproximadamente 90% destas células foram induzidas a supressdo celular via morte
programada apoptose in vitro, sendo que esse valor de taxa de mortalidade foi encontrado
quando a regido N- terminal do peptideo 5 estava livre (DE ARAUJO et al., 2014). Nesse
contexto, a ideia central deste trabalho foi desenvolver a constru¢do quimica entre a
interleucina-2 humana e murina com o peptideo-5 (pepS5), para avaliar seu potencial e
eficicia na supressdo celular via apoptose em linhagens celulares causadoras do
aparecimento de doengas autoimunes e inflamatorias, como sdao as T CD8 +, leucémicas e
células mastocitarias, cuja especificidade seja por afinidade da interleucina-2 (IL-2) com

os receptores IL-2R™ ( beta CD122 / gama CD132 e alfa CD25).
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2.3 OBJETIVOS

2.3.1 Objetivo Geral

e Desenvolver um produto alternativo peguilado para prova de conceito em doencas
autoimunes inflamatoérias e leucemias.

2.3.2.0bjetivos Especificos

e Avaliar o sitio de conjugacdo da interleucina -2 humana in silico;

e Avaliar o peptideo apoptotico pep5 in silico;

e Realizar a construgdo quimica “crosslinker” entre a 1L-2 humana e o peptideo
apoptdtico pep5, através da ligacdo com o PEG MAL-PEG-NH2;
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2.4 MATERIAL E METODOS

2.4.1 Determinacao estrutural in silico do sitio de ligacdo da interleucina-2 humana

2.4.1.1 Determinacdo estrutural in silico do peptideo apoptdtico pep5

O seguinte passo foi a realizagdo de um alinhamento do peptideo pep5, comparando a
sequéncia peptidica dos 9 aminodcidos com as sequéncias peptidicas de proteinas
reportadas no The National Center for Biotechnology Information NCBI, acessando no
banco de dados de informagdo gendmica disponivel, utilizando como ferramenta o software

BLAST-ProSplign para sequéncias individuais.

2.4.1.2 Construgdo quimica através da peguilacdo da IL-2 e o peptideo apoptotico pep5

Neste estudo, realizamos a conjugagdo da interleucina-2 humana (IL-2h) fornecida pela
empresa Biosytems® Acro, identificada com o codigo do produto IL-2-H4113 e o peptideo
pep5, sintetizado pela empresa GenScript® Biotech, utilizando o polimero hetero-
bifuncional MAL-PEG-NH2 (2 kDa), identificado com o c6digo A5005-1 e fornecido pela
empresa JenKem Technology® USA. Este polimero nos permite ligar na fragdo amina do
polimero com o grupo carboxila livre do peptideo pepS, e, por outro lado, a fragdo
Maleimide do polimero permite a ligagdo especifica com o grupo tiol no residuo da cisteina

presente na estrutura da interleucina-2 humana (Figura 14).

Etapal
2
. “COOH-LKGLVVLEW]-5iH,
"lﬁ“
Peguilagioentre o
polimero (1) MAL-PEG- Peguilaglo
NH2 e o (2) peptideo do (3) MAL-PEG-NH2-
apoptético pepSeoa (4)IL-2h

Figura 14. Esquema representativo do crosslinker entre a IL-2 e o Pep5 utilizando o método de peguilagao
hetero-bifuncional. Etapa 1, peguilagdo entre (1) o polimero MAL-PEG-NH2 e o peptideo apoptdtico. Etapa
2, peguilagdo entre o (3) MAL-PEG-NH2-pep5 e a IL-2h, seta verde lugar de ligagdo do hbPEG na IL-2
(cisteina-125) da IL-2h.



54

Desta forma, o passo inicial na obtengdao do produto conjugado foi realizar analises
preliminares da estrutura da interleucina-2 humana, para identificar o residuo de cisteina
para a ligacdo com fragdo terminal Maleimide do polimero PEG, que ndo interferisse com
os sitios de interagdo da molécula e seu receptor. ApoOs este processo, a constru¢ao quimica
foi realizada em duas etapas. A primeira foi a reacao do polimero MAL-PEG-NH2 com
uma concentracgao final de 15 mM, o peptideo pep5 com uma concentragao de 30 mM na
propor¢ao 1:2, respectivamente, em meio aquoso tampao fosfato 1x com pH de 7.4,
encubado, a temperatura ambiente, sob agitacdo constante a 70 rpm/min, durante 6 horas.
Previamente, o peptideo pep5 foi tratado com a solugio DMSO 80% e dH2O 20% para
solubilizacdo do composto. A segunda etapa consistiu na reagdo entre a IL-2h e o peguilado
MAL-PEG-NH2-pep5 na propor¢do 1:2. Desse modo, foi utilizado um volume de 100uL
da IL-2h na concentracdo de 40ug/mL e 5 pL do peguilado MAL-PEG-NH2-pep5 na
concentracdo de 50pg/mL, encubado a temperatura ambiente, sob agitacao constante a 70

rpm/min, durante 8 horas (Figura 15).

Reacfo de solubllizaclio Primeira etapa

S . Y

Reagio[1:2) — I
1mLdePBS1x

15 mM deMAL-PEG-NH2 e Wmc
SmL + > 6 Hovas
DMSOB0% - 205 d1,0 30mM do pops
30 mi de pep5 /
Segunda etapa
Q\ y EncubacSo
TOrpmx252C

ReagSo(1:2) & Horas

1ml PBSIx ——l

100pl da i-2h [ 40pg/mi) —
-+ -~
S L [SOpg/mi] de MAL-PEG-NH2-peps 6

Figura 15. Reagdo da constru¢do quimica entre a IL-2 e o Pep5 utilizando o método de peguilagcdo hetero-
bifuncional.
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2.4.1.3 Eletroforese para verificacdo da peguilacdo entre a IL-2 humana e o peptideo

apoptético pep5

Para verificar a construgao quimica IL-2h-MALPEGNH2-pep5, utilizamos o método de
eletroforese com gel desnaturante SDS-PAGE redutor. Utilizamos 10 pL do produto
peguilado e 10 pL da IL-2h como controle para corrida da eletroforese SDS-PAGE. Assim,
as amostras foram colocadas em tubos eppendorf, adicionando 5 pL de tampao de amostra
e aquecidas a 95 °C, por 5 min. Posteriormente, as amostras foram transferidas para pogos
individuais em gel SDS-PAGE, formado pelos seguintes compostos: Primeira fase (gel de
separagao 17,5%), 2 mL de dH»0, 4 mL Tris-HCI 1M pH 8,8, 6,3 mL Acrilamida 30%,
120 uL PSA 10% , 160 uL de SDS 10% e 8uL TEMED (N,N,N',N'-tetrametil-etano-1,2-
diamina; Segunda fase (gel de empacotamento 4% ), 2 mL de dH>O, 4 mL Tris-HCI 1M
pH 6.8, 3,0 mL acrilamida 30%, 50 uL PSA 10% e 10 uL TEMED (N,N,N',N'-tetrametil-
etano-1,2-diamina) e 2,5 mL H20 destilada.

Para a corrida do gel foi utilizado o equipamento Power Pac Basic 300V da BioRad,
utilizando os seguintes parametros: 130 Volts, por 60-90 min. Logo ap6s a eletroforese, o
gel foi corado com solugdo corante de azul de coomassie (metanol 30%, acido acético 10%,
Comassie Blue G-250 0,5% e H>O destilada 10%) overnight e depois tratado com tampao
descorante (metanol 10%, 4cido acético 10% e H>O destilada 80 %).
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2.5 RESULTADOS

2.5.1 Avaliacdo in silico do sitio de ligagdo da IL-2h e o polimero MAL-PEG-NH?2

Utilizando a ferramenta de bioinformatica da base de dados de Uniprot, através da
cristalografia de raio X, realizamos a andlise tridimensional estrutural da interleucina-2
humana, identificado na base de dados PBD com o cdédigo 1IRL. Especificamente,
analisamos a cisteina na posicao 125 da sequéncia peptidica da molécula. Esta proteina
consiste em 3 loops que atuam como espagadores, 3 folhas beta e 4 alfa hélice, sendo que
o residuo da cisteina em estudo, encontra-se localizado na quarta alfa hélice da estrutura,
compreendendo uma regido hidrofobica, dado que ¢ um sitio de interagdo com o receptor
gama (IL-2Rg). O espagamento entre alfa hélice 3 e 4 apresenta um valor aproximado de

3,6 A (0, 36 nandmetros), com disposi¢do estereoquimica do grupo tiol (-SH) (Figura 16).

.(...

Figura 16. Estrutura tridimensional de raios X da interleucina-2 humana disponivel na base de dados de Uniprot PBD,
identificado com o codigo 1IRL (PBD). Em cor roxa, a cisteina na posi¢do 125 na quarta alfa hélice, o circulo amarelo
o ion sulfidrila do grupo tiol, o circulo vermelho o ion hidrogénio.
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2.5.2 Estudo in silico do peptideo apoptotico pep5

Através do programa de analise de bioinformatica Innovagen, realizamos o calculo das
propriedades quimicas do peptideo apoptotico. Este peptideo consiste em um fragmento de
9 amino4cidos, seguindo a ordem, comecando pela regido N-terminal: triptofano,
glutamina, leucina, valina, valina, leucina, glicina, lisina e leucina. Dentre os resultados,
confirmamos o tamanho molecular de 1056,3 kDa, compreendendo o total dos 9
aminoacidos, um ponto isoelétrico de 6,73 de pH e um coeficiente de extingdo molar de
5690 M-'em!, mostrando a capacidade de absor¢do de luz em determinado comprimento
de onda. Do total dos 9 aminoécidos, 5 residuos s@o alifaticos (3 leucinas e 2 valinas), 1
acido (glutamina), 1 basico (lisina), 1 aromadtico (triptofano) e 1 neutro (glicina). A soma
de todas as hidropatias dos aminoacidos mostra um indice de carater hidrofobico (baixa

solubilidade em agua) (Figura 17).

Sequence interpretation
Single latter code: MNH2- WELWVLGKL -COOH
Triple letter code: MH2- Trp - Glu - Leu - Val - Val - Leu - Gly - Lys - Leu -COOH
Physiochemical properties Net charge vs pH
MNumber of residues: 9 4
Molecular weight: 1056.3 g/mal notes on MW 4
Extinction coefficient: 5690 M 'em notes on Ext. Coefficient

e q
|sc-electric point: pHBET3 notes on pl °
Met charge at pH 7: 0 notes on net charge .q:

Estimated solubility: Foor water solubility. notes on sofubility .
Hydropathy Hopp & Woods
o > ] — — ] =2 w >
C — I [l i I — = o
= L] | = = — L] J 1

Top is hydrophilic
Bottom is hydrophobic
Caolor codes: Basic Polar

Figure 17. Propriedades fisico-quimicas da sequéncia do peptideo pep5 utilizando o programa de analise de
bioinformatica disponivel online do Innovagen. Os dados apresentados sdo peso molecular, coeficiente de
extingao molar, ponto isoelétrico e indice de solubilizagdo. As cores embaixo representam o carater hidropatico
de cada um dos residuos.
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Comparamos, especificamente, sequéncias proteicas do género Homo sapiens ¢ Mus
musculus. Como resultado do alinhamento peptideo-proteina, observamos que o peptideo
WELVVLGKL apresenta uma identidade de 100%, com 24 proteinas no género Homo
sapiens, compreendendo, entre essas proteinas: a ciclina D2; ciclina D3 com 4 isoformas;
a proteina de ligacdo ao RNA com 4 isoformas; a proteina PHD Finger com 5 isoformas;
a proteina DENN6A com 3 isoformas; e, por ultimo, a proteina Heat repeat containing
com 2 isoformas. No caso do género Mus musculus, o resultado mostrou uma identidade
de 100% para um total de 12 sequéncias proteicas do mesmo género, compreendendo: a
proteina ciclina D2 com 2 isoformas; ciclina D3; a proteina de ligagdo ao RNA; a proteina

PHD Finger com 3 isoformas; e a proteina DENN6A (NCBI-Blast).

Score Expect Method Identities Positives

543 bits(1400) 0.0 Compositional matrix adjust.| 266/290(92%) 282/290(97%)

Query 1 MELLCHEVDPVRRAVRDRNLLRDDRVLQNLLTIEERYLPQCSYFKCVQKDIQ
MELLC EVDPVRRAV DRNLL +DRVLQNLLTIEERYLPQCSYFKCVQKDIQ
Shijet: .1 MELLCCEVDPVRRAVPDRNLL-EDRVLQNLLTIEERYLPQCSYFKCVQKDIQ

Query 61 TWMLEVCEEQKCEEEVFPLAMNYLDRFLAGVPTPKSHLQLLGAVCMFLASKL
TWMLEVCEEQKCEEEVFPLAMNYLDRFLAGVPTPK+HLQLLGAVCMFLASKL
Sbjct 60 TWMLEVCEEQKCEEEVFPLAMNYLDRFLAGVPTPKTHLQLLGAVCMFLASKL

Query 121 EKLCIYTDNSIKPQELLEWELVWLGKLKWNLAAVTPHDFIEHILRKLPQQRE
EKLCIYTDNS+KPQELLEWELVVLGKLKWNLAAVTPHDFIEHILRKLPQQ+E
Sbjct 120 EKLCIYTDNSVKPQELLEWELVVLGKLKWNLAAVTPHDFIEHILRKLPQQKE

Query 181 AQTFIALCATDFKFAMYPPSMIATGSVGAAICGLQQDEEVSSLTCDALTELL
AQTFIALCATDFKFAMYPPSMIATGSVGAAICGLQQD+EV++LTCDALTELL
Sbjct 188 AQTFIALCATDFKFAMYPPSMIATGSVGAAICGLQQDDEVNTLTCDALTELL

Query 241 DCLKACQEQIEAVLLNSLQQYRQDQRD-GSKSEDELDQASTPTDVRDIDL
DCLKACQEQIEA+LLNSLQQ+RQ+Q + GSKS ++ DQA+TPTDVRD+DL
Sbjct 240 DCLKACQEQIEALLLNSLQQFRQEQHNAGSKSVEDPDQATTPTDVRDVDL

Figura 18. Alinhamento das sequéncias da proteina D2 ciclina humana e murina utilizando o programa
bioinformatico BLAST-ProSplign da plataforma National Center for Biotechnology Information
NCBI. (Query) sequéncia da proteina D2 ciclina humana e (Sbjct) sequéncia da proteina D2 ciclina
murina.

Por outro lado, o alinhamento entre as sequéncias peptidicas entre a proteina ciclina D2
humana e a proteina ciclina D2 murina, mostrou uma identidade de 92% (266/290) e
similaridade de (282/290), com regides varidveis tanto na fracdo N-terminal como na
fracdo carboxila terminal. Localizamos o fragmento correspondente a WELVVLGKL
(pep5) na posic¢ao entre os residuos 139 a 147 na sequéncia de ciclina D2 humana, enquanto
na ciclina D2 murina, encontra-se entre os residuos 138 a 146, mudando a posi¢do em s6

um residuo.
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Também observamos que o fragmento do pep5 se mantém em uma regido conservada de

ambas proteinas. Esta regido compreende uma sequéncia de 39 residuos (Figura 18).

2.5.3 Verificacdo da construciao quimica entre a IL-2 humana e o peptideo apoptotico

peps

Para confirmar a correta conjugacao entre a interleucina-2 humana (IL-2h) e o peptideo
apoptoético pep5, tomamos uma aliquota apds reacao da segunda etapa da peguilacio ¢ a
comparamos com uma aliquota da IL-2h em solitdrio como controle. A interleucina -2
humana livre de His-tag foi detectada abaixo do padrdo de peso molecular de 18 kDa,
confirmado assim, o tamanho molecular de 15,4 kDa descrito pela empresa fornecedora.
Da mesma forma, detectamos o produto peguilado entre IL-2h e peptideo apoptotico acima
do padrao de peso molecular de 18 kDa, exibindo um valor de aproximadamente 21 kDa.
Cabe ressaltar que a conjuga¢do quimica entre as duas moléculas (IL-2h e o pep5) se daria
em um valor correspondente a essa fragdo de peso molecular, ja que o valor entre polimero
MAL-PEG-NH2 e o peptideo apoptotico ¢ de 3 kDa, somaria um total de 21,4 kDa (Figura
19).

Figura 19. Gel de poliacrilamida de eletroforese SDS-PAGE de verificagdo da peguilacdo da IL-2h humana.
(WM) padrio de peso molecular, (1) interleucina-2 humana, (2) produto peguilado IL-2h-MAL-PEG-NH2
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2.6 DISCUSSOES

O polimero hetero-bifuncional MAL-PEG-NH2 mostrou ser um adequado veiculo
carreador, oferecendo a possibilidade de conjugar a proteina IL-2 humana e o peptideo
apoptotico, permitindo direcionar a atividade mostrada por este peptideo, mas com
especificidade para células com receptores IL-2R e afinidade pela interleucina-2, embora
estudos das propriedades fisico-quimicas, farmacocinética ¢ da farmacodindmica sejam
necessarios para confirmar sua estabilidade, degradacdo e tempo em circulacao in vitro e

in vivo como futuras investigacdes.

A peguilacdo em duas etapas de reagdo mostrou ser um processo eficiente, dado que a
molécula da interleucina-2 apresenta uma regido carboxila terminal em estado livre (-
COOH), podendo agir com grupos quimicos funcionais presentes na solugdo. Desta forma,
consideramos conveniente realizar uma prévia reacdo, conjugando, primeiro, o grupo
amina reativo presente no polimero, com o grupo carboxila livre na sequéncia peptidica do
peptideo apoptdtico pep5S, bloqueando futuras reagdes neste grupo e facilitando uma
segunda reacao especifica, entre o grupo tiol presente no residuo da cisteina e o grupo
Maleimide do polimero. Foi apropriado considerar a fragdo n-terminal do peptideo pepS
como regido ndo conjugavel, visto que os estudos relacionados com acdo deste peptideo
revelaram uma efetividade na indugdo de morte celular quando esta fragao se encontra em

estado livre (DE ARAUJO et al., 2014).

Estudos relacionados, nos quais desenvolveram um sistema inovador de selecdo para
peptideos funcionais intracelulares derivados da sequéncia peptidica WELVVLGKL,
combinados com um sistema de dissociagao de um dimero pela clivagem de uma ponte de
bissulfeto, que possibilita a liberagao do peptideo dentro da célula, mostrou que trocas de
aminodcidos na sequéncia original do peptideo exibem uma maior atividade, quando
comparado com a sequéncia nativa, reportando um total de 6 combinacdes diferentes
peptidicas com um alto potencial apoptdtico (KOZAKI; SHIMIZU; HONDA, 2020). Estes

dados sugerem que mudangas de residuos na sequéncia original do peptideo pepS podem
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ser consideradas como moléculas alternativas e base para bioprodutos em testes para novos

tratamentos terapéuticos.

O fragmento de 9 aminoacidos, que compreendem os residuos WELVVLGKL e derivado
da proteina ciclina D2, consideramos de vital importancia a andlise in silico através da
comparagdo ¢ alinhamento da sua estrutura primaria com proteinas reportadas na base de
dados (NCBI). Dentre estas analises, foi confirmada a presenga do fragmento na sequéncia
peptidica da proteina ciclina D2, localizada em uma regido conservada da proteina. Como
relatado em alguns estudos, a proteina ciclina D2 cumpre um papel essencial na
diferenciagdo celular, principalmente na transicdo de fase G1/S, atuando como molécula
reguladora na progressdo do ciclo celular principalmente detectada em células tumorais

(KOYAMA-NASU et al., 2013).

Do mesmo modo, estas analises nos permitiram observar a homologia (identidade de 92%)
da proteina ciclina D2 humana com a murina. Possivelmente, o fragmento peptidico pep5
desenvolva o mesmo efeito apoptdtico em células de origem murina, abrindo a
possibilidade de testes em camundongos como modelo animal e avaliando sua atividade
supressora. Por outro lado, podemos observar também uma frequéncia da sequéncia
peptidica WELVVLGKL em outras proteinas, como ciclina 1 e 3, a proteina de ligacao ao
RNA, proteina PHD Finger, proteina DENNGA e a proteina Heat repeat containing, todas
descritas moléculas mediadoras nos processos de regulacdo da transi¢do do ciclo celular e
a jungdo célula-célula (DE FRANCESCHI et al., 2014; GOZANI et al., 2003; LIU et al.,
2018; YOSHIMURA; HIRANO, 2016).
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2.7 CONCLUSOES

Podemos concluir que a peguilagdo ¢ um processo quimico eficiente, mostrando
um acoplamento por meio de ligacdo quimica covalente, ou ndo, com grupos
funcionais presentes nas moléculas com alta especificidade. Podemos considerar
este método adequado para a jungdo das moléculas interleucina-2 humana e o
peptideo apoptdtico pepS, sendo uma reacao de duas etapas para um acoplamento

correto entre as duas moléculas e o polimero (MAL-PEG-NH2).

Estudos preliminares, utilizando como base os programas de analises estruturais
das proteinas, nos auxiliaram para a escolha do sitio de ligacdo na proteina IL-2h ,
especificamente, na cisteina, na posi¢do 125 da sequéncia peptidica.
Adicionalmente, foram determinantes também estes tipos de analises, para a
selecdo do polimero especifico para ligagdo com o grupo tiol presente na cisteina,
considerando que este grupo reage pela hidrolise com outras entidades quimicas,

com o composto Maleimide, localizado na extremidade do polimero.

Através das andlises de alinhamento e comparagdao de sequéncias, podemos
concluir que o peptideo pep 5 ¢ um fragmento proveniente de uma regido
conservada da proteina ciclina D2 humana, com alta homologia com a proteina
ciclina D2 de origem murina, além de outros organismos, mantendo sua identidade

em outras proteinas funcionais destas duas espécies.
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3. INTRODUCAO

3.1. Os mastocitos (MCs)

O bidlogo Alemao Paul Ehrlich foi o primeiro a descrever os mastocitos, no ano de 1978,
reportando como células granulares e as maiores responsaveis pelos altos niveis de
histamina no corpo, que participavam nas patologias dos processos alérgicos e
inflamatoérios nos tecidos (EHRLICH, 1877). Logo apds este tempo, os mastocitos (ou
também denominados como os MCs) foram mais claramente caracterizados como um
membro importante das células imuno-associadas, chaves iniciadoras na resposta imune
que participam como moduladores alérgicos, anafilaticos e células efetoras na fase inicial
aguda das reagdes inflamatorias da hipersensibilidade tipo I, em humanos, igual como em

outros mamiferos (AMIN, 2012; DA SILVA; JAMUR; OLIVER, 2014).

Sob condig¢des fisioldgicas normais, as fungdes dos MCs incluem a regulagdo da secrecdo
e permeabilidade epitelial-vascular, peristaltismo e bronco-constri¢ao, fluxo sanguineo e
coagulagdo (KRYSTEL-WHITTEMORE; DILEEPAN; WOOD, 2016; MAURER et al.,
2003). Entre os ja caracterizados processos de resposta imunologica a partir dos MCs, se
destacam o papel fundamental do recrutamento e ativacdo de globulos brancos como
linfécitos, eosinofilos, neutrdfilos, e sua participagdo das interagdes neuro-imunes € em
fungdes de reparo tecidual, como a cicatrizagao de feridas e alguns tipos de fibroses (CHEN

etal., 2001; HENZ et al., 2001; HUGHES et al., 2017; ORINSKA et al., 2005).

O mecanismo de resposta imune a partir dos MCs depende de um alto rango de receptores
superficiais presentes na sua membrana externa, permitindo assim, gerar respostas a
diferentes estimulos. Deste modo, a formagdo dos MCs comeca na medula dssea, a partir
das células hematopoiéticas imaturas, como o primeiro passo, logo e em resposta a
sinalizagdo do fator de células-tronco (c-kit), os MCs sao ativados. Outra caracteristica
importante ¢ a alta afinidade da ligacdo com a imunoglobulina E (IgE) com o receptor
FceRI, que ¢ um forte indutor a respostas imunologicas (DRABER et al., 2016; GALLI et
al., 2005), embora a sua fun¢do de crescimento e expansdo celular seja regulada pela
expressdo do receptor tirosina quinasa trans-membrana Kit (CD117) (BABOLEWSKA;
BRZEZINSKA-BLASZCZYK, 2012).
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Estes tipos de células derivam exclusivamente de um unico progenitor ou linhagem celular
especifica para a sua viabilidade (GURISH; AUSTEN, 2012; HORNY; SOTLAR;
VALENT, 2014; PLUM et al., 2020; VALENT et al., 2020), sendo nao dependente de uma
divisdo celular (CHEN et al., 2005; KITAMURA; ITO, 2005; SCHMETZER et al., 2016).
Os MCs também podem ser ativados pela via de sinal dos receptores Toll-Like (TLRs)
presentes na membrana, ou pela presenga de neuropeptideos, proteases ou citocinas. Um
certo niamero de citocinas presentes no meio extracelular, como sao IL-2, IL-3, IL-4, IL-
13 e IL-33, podem atuar como moléculas sinalizadoras nos processos regulatorios,
promovendo estimulos no desenvolvimento da resposta imune (HERSHKO et al., 2011;
KELLY-WELCH et al., 2003; YU et al., 2016). Do mesmo modo, os MCs podem ser
acionados por outro tipo de mediadores presentes no microambiente, como € o caso da
histamina. Além deste composto organico, as modificagcdes epigenéticas do DNA podem
induzir, na maioria dos casos, as alteragdes do fenotipo celular e influenciar na sua fungao,
seja como amplificadores ou supressores da resposta imune inata e/ou adquirida

(DURAND et al., 1994; GALLI; TSAI 2010; MUKAI et al., 2018; SALUJA et al., 2015).

Posterior a maduragao dos mastocitos, as células sdo realocadas através do sistema
cardiovascular para os diferentes tecidos e Orgdos, como sdao o pulmio e sistema
gastrointestinal, constituindo assim, uma das cé€lulas participantes na primeira linha de
defesa do organismo (DAHLIN; HALLGREN, 2015; YANG et al., 2018). Como
caracteristica importante também a ser considerada, sdo as propriedades biologicas dos
MCs e sua capacidade de contribuir com uma infinidade de eventos de protegdo e geragao
de respostas contra processos de angiogénese e exacerbacao da inflamacao, incluindo
infecgdes por patogenos, devido a sua grande distribuicdo ao longo do organismo
(COLLINGTON; WILLIAMS; WELLER, 2011). Por outro lado, uma outra fungao
mencionada para os MCs se d4 pela estimulacdo de diversas atividades em outros grupos
de células do sistema imunologico, como sdo as células monocleares, macrofagos e células
dendriticas ( KRYSTEL-WHITTEMORE; DILEEPAN; WOOD, 2016). No entanto,
devido a sua funcionalidade versatil, os MCs podem tornar-se precursores no
desenvolvimento das doengas autoimunes e patologias de carater alérgico e inflamatorio

(WALKER; HATFIELD; BROWN, 2012).
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Outro aspecto importante na ativacdo dos mastocitos procede na secrecdo de granulos pré-
formados, processo denominado como a desgranulagdo. Estes granulos podem ser
estocados no citoplasma de 50 a 200 por célula (KRYSTEL-WHITTEMORE;
DILEEPAN; WOOD, 2016). Assim, o processo de exocitose granular desencadeia ativagao
e a presenca de precursores como a histamina, incluindo proteases, vasoativos
intermedidrios, acompanhados por outros mediadores imunoldgicos, como citocinas
inflamatoérias que, por sua vez, podem ser pré-armazenadas ou sintetizadas pelas proprias
células. Este mecanismo metabdlico ¢ frequentemente seguido por um influxo extracelular
de ions de calcio Ca**, como elemento essencial do processo. Alguns estudos reportam que
os fons de célcio Ca" estdo associados ao deslocamento e regulacio da funcdo celular dos
mastocitos e, além disso, foi demostrado que o influxo dos ions de célcio Ca®" para o
exterior da célula permite modular a mobilidade espontanea em dire¢do aos estimulos

mediados por antigenos (Figura 20).
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Figura 20. (A) esquema representativo da formag&o dos mastdcitos, diferenciagio e funcdo. (B), vias de transcrigdo
a partir do estimulo por IgE (receptor FceRI) ou citocinas (receptor Kit) e canal de fluxo de ions célcio adaptado
de (GERMIC et al., 2019) e (SIEBENHAAR et al., 2018)

3.1.1 Patologias alérgicas e inflamatorias formadas a partir dos MCs

Nas ultimas décadas, os mastocitos foram considerados como células com um alto

potencial reativo e que expressam um grande niimero de receptores com especificidade
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para varios tipos de estimulos, contribuindo tanto para homeostases quanto para a

manifestagdo de patologias imunoldgicas nos humanos.

Estudos realizados em linhagens de camundongos nocaute com deficiéncia na sinalizagao
no receptor c-kit (KIT" KIT""V e CSTBL KIT" KIT"*""-h ) (TSAI et al., 2005),
mostraram ter um bloqueio permanente no desenvolvimento dos MCs, limitando sua
presenca nos tecidos quando comparados com a linhagem parental. Em outros estudos
relacionados utilizando a linhagem WBB6F1-Kit"””"" de camundongo como modelo, que
possui uma proteina truncada Kit ndo expressa na superficie celular, foi observado um
numero reduzido de neutrofilos e baséfilos (CHERVENICK; BOGGS, 1969; DOENER et
al.,2013; NIGROVIC et al., 2008; ZHOU et al., 2007). Em contraste, a linhagem C57BL/6-
KIT"s"W=sh " que possui uma mutacdo pontual na sua estrutura proteica, apresentou um
aumento no numero, tanto dos neutrofilos como dos basofilos, causando uma desordem
autoimune (GRIMBALDESTON et al., 2005). Também em outros estudos, se tem
mostrado uma importante funcdo do fator de transcricdo GATA-1 na maturagdo e
desgranulacdo dos MCs. O GATA-1 tem sido descrito como uma proteina associada com
o receptor FceRl, sinalizando uma via intracelular, ap6s ligacdo com a proteina IgE e em
resposta aos processos pré-inflamatorios. Assim, nestes estudos, a diminuicao da atividade
do GATA-1 leva a uma redugao da proliferagdo, expressao e desgranulagdo dos mastocitos
in vitro, assim como uma redu¢do da expressdo do receptor FceRla. Entretanto, os
resultados in vivo mostraram que a diminuigdo do GATA-1 manteve os niveis normais de
mastdcitos no tecido homeostético, aumentando a presenga de outras células imunes, como
as CD4 + Th2 e iMMC9, induzidas por antigeno e aumento das reagdes mediadas por
mastocitos dependentes de IgE (SHARMA et al., 2019). Sob esse cendrio, 0s mastocitos
vém revelando um papel protagonico na formacdo, distribui¢ao celular e no recrutamento

de outras c€lulas que atuam nas respostas anafilaticas e pro-inflamatorias.

Também se pode descrever que a ativacdo dos mastocitos pode ser altamente variavel e
dependente dos fatores intrinsecos ou extrinsecos (WOODFOLK; PLATTS-MILLS,
2002). Dentro dos fatores intrinsecos, encontram-se as altera¢des de caracteristica

biologica e funcional dos MCs, causados principalmente pelas descontroladas respostas
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celulares, denominadas como a sindrome de ativacdo de mastocitos (MCAS) (AFRIN et
al., 2017). Além disso, uma excessiva proliferagdo celular pode resultar em outras
patologias cronicas, como a mastocitose sist€émica (SM) ou cutanea (CM) (ABID;
MALONE; CURCI, 2016; LE et al., 2017). No caso dos fatores extrinsecos, estes sao
mediados pela interacdo da imunoglobulina E (IgE) com o receptor FceRI (POULSEN et
al., 2017), deficiéncias ou alteragdes estruturais neste marcador molecular nos mastocitos
podem eventualmente ser traduzidos em sinais incorretos, através de vias especificas e
dependentes da imunoglobulina IgE, conduzindo assim, ao desenvolvimento inadequado
das reacdes alérgicas (YAMASAKI; SAITO, 2008). Por ultimo, os elementos exdgenos,
como antigenos e os ambientais indcuos, jogam um papel importante como os fatores que
promovem a ativacdo deste tipo de respostas imunologicas indesejaveis (REBER et al.,

2015; TSAIL; GRIMBALDESTON; GALLI 2011).

O desenvolvimento dos mastdcitos anormais pode ser classificado como primario ou
secundario, dependendo de sua forma de ativagao (AKIN, 2014; PETRA et al., 2014). Por
um lado, a ativacdo primdria acontece por alteracdes genéticas nas células existentes,
principalmente em seus receptores, induzindo a uma excessiva expansdo clonal ou
proliferagao dos MCs, levando a um acumulo irregular nos tecidos, incluindo a pele,
medula Ossea e o trato gastrointestinal. Por outro lado, a ativagao secundaria pode ocorrer
como um resultado indireto, decorrente da presenca de outro tipo de doencas ou condicao
fisiologica negativa. Em humanos, podem levar facilmente a reacdes alérgicas iniciadas
pela simples interagdo da imunoglobulina IgE e o receptor FceRI, presente na membrana
dos MCs e dependente de ativacdo (AKIN, 2017; COOKSON; GRATTAN, 2016;
VARRICCHI et al., 2019). Existe também uma outra classe patologica denominada
sindrome de ativacao idiopatica de mastdcitos, causada pela ativagdo irregular nao clonal
dos mastdcitos, cujo diagndstico tem sido reportado em pacientes com frequentes e
recorrentes episodios de alguns sintomas como a diminui¢cdo da pressdo sanguinea,
urticaria, inchaco, problemas respiratorios, alérgicos e anafilaticos (AKIN; VALENT;

METCALFE, 2010; CARDET; CASTELLS; HAMILTON, 2013; FRIERI, 2018).
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3.1.2 Ativacdo Primaria

3.1.2.1 Mastocitose

Por muitos anos, acreditou-se que a mastocitose era uma doenca da pele. No entanto,
(ELLIS, 1949) descreveu o primeiro caso de mastocitose e, nas proximas décadas,
diferentes sub variantes de mastocitose foram reportadas, mostrando certas diferengas em
casos clinicos e apresentando diferentes sintomas. A mastocitose pode ser apontada como
um grupo heterogéneo de condi¢des neoplasicas, caracterizadas pela expansdo e acuimulo
de mastocitos clonais com manifestacdes cutaneas ou sistémicas. Com base na
classificacdo atual da Organizagdo Mundial da Saude (OMS), a mastocitose pode ser
dividida em sete subtipos: a mastocitose cutanea (CM); a mastocitose sistémica indolente
(ISM); a mastocitose sistémica agressiva (ASM); a leucemia de mastocitos (MCL); o
mastocitoma extra cutaneo e sarcoma de mastocitos; e, por ultimo, a mastocitose sistémica,
como uma doenca de linhagem hematologica clonal ndo mastocitaria associada (SM-

AHNMD), (AKIN; VALENT; METCALFE, 2010).

Como caracteristica clinica, os eventos cutdneos apresentam-se unicamente no tecido
epidérmico, sendo mais frequente em criangas, com algumas lesdes vermelhas ou marrons,
coceira e, em alguns casos, alto risco de reacdes alérgicas agudas (MATITO; CARTER,
2015). As mais comuns afecdoes dentro da mastocitose cutanea incluem a urticaria
pigmentosa, mastocitose cutanea difusa, mastocitoma e telangiectasia macularis eruptiva,
principalmente nos adultos (BROCKOW, 2004; COSTA etal., 2011; LANGE et al., 2012;
PARDANANI, 2019). Por outro lado, a mastocitose sist€émica caracteriza-se por afetar
alguns orgaos, devido a um elevado nimero de acimulo de mastocitos em determinados
tecidos, como a medula dssea e os intestinos, desencadeando fortes respostas inflamatorias,
sendo esta a sindrome mais frequente dentre a populagdo adulta. Na maioria dos casos
reportados em adultos, aproximadamente mais de 90% apresentou algum tipo de alteragao
autossomal a partir de mutagdes na regido codificante do gene KIT (CD117), que expressa
o receptor superficial tirosina quinasa trans-membrana (CRUSE; METCALFE,;
OLIVERA, 2014). A mutagdo genética mais comum ¢ a alteracdo pontual D816V,
identificada dentro do exon 17 da sequéncia do gene KIT (AROCK et al., 2015). Por outro
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lado, existem outros marcadores de superficie celular das populagdes de mastdcitos
monoclonais detectados em testes de diagnodstico, como sdo o CD2 e CD25, em conjunto
com a expressdo do CD117. Assim, a co-expressdo destes dois receptores pode ser
considerada como um critério na identificagdo de distarbios derivados da proliferacao
clonal com atipica e morfologia pela ativacao primaria de mastocitos (CHERIAN et al.,

2016; LANGE et al., 2014; SOTLAR et al., 2004).

3.1.3 Ativacdo secundaria

3.1.3.1 Manifestacoes reativas

A sindrome de ativacdo secundaria ou reativa dos mastdcitos, por ser mediada pela
presenga da imunoglobulina E (IgE) especifica decorrente de varios estimulos externos
como fisicos, estresse, infecdes agudas ou cronicas; venenos ou por outra afecdo
inflamatoria subjacente envolvendo mastocitos ou neoplasias (BONAMICHI-SANTOS;
CASTELLS, 2016; VALENT, 2013). Geralmente, os pacientes com este tipo de patologia
apresentam nimeros normais de mastocitos nos tecidos. No entanto, o aumento dos niveis
observados em alguns pacientes seja causado por outro tipo de resposta de hiperplasia
mastocitaria (FRIERI, 2018; FRIERI; PATEL; CELESTIN, 2013). A acdo comega através
do receptor policationico MRGPRX2 ancorado na membrana dos mastocitos, pelo qual ¢
possivel detectar e responder a uma variedade de estimulos como os neuropeptideos,
opioides (morfinas) e os farmacos cationicos (LAFLEUR et al., 2020; MEIXIONG et al.,
2019; NAVINES-FERRER et al., 2018). O receptor MRGPRX2, ou também conhecido
como o receptor acoplado a proteina G relacionada dos mastdcitos, € um receptor trans-
membrana de sete dominios (heptahelicoidal), que pertence a familia rodopsina classe A
presentes nos humanos (PALCZEWSKI, 2006; THAL et al., 2018; ZHANG; ZHAO; WU,
2015). Assim, este receptor, apos ser ativado por estimulo, serd capaz de induzir a
desgranulacao direta e reagdes anafilaticas. Estudos mostraram que o RNA mensageiro do
MRGPRX?2 estd presente em diferentes tecidos que compreendem: adiposo, esofago,
pulmdes, trato urinario e em altos niveis na epiderme, ausente em outros tipos de 6rgaos
como o rim, figado, ovario ou o pancreas (FAGERBERG et al., 2014). Da mesma forma,
os mastocitos também possuem receptores de reconhecimento a diferentes padrdes de
antigenos, como os receptores complemento e os receptores IgG trans-membrana, que

podem agir em determinado momento como sentinelas circundantes prestes a ativar algum
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processo inflamatdrio no organismo (MALBEC; DAERON, 2007; TKACZYK et al.,
2002).

Em um contexto geral, os mastdcitos sdo células granulares secretoras multifuncionais que
exercem sua atividade bioldgica como unidades imunomediadoras positivas ou negativas,
contribuindo tanto no sistema homeostatico imunologico como no efeito na geragao de
respostas nos processos alérgicos e inflamatorios (BULFONE-PAUS et al., 2017). A
maiorias destas agdes corresponde a expressdo e sinalizacdo de um determinado ntimero
de receptores presentes na membrana celular, sendo estes dependentes ou/e independentes
da ativagdo das células mastocitarias (HSU; NEILSEN; BRYCE, 2010; SIBILANO;
FROSSI; PUCILLO, 2014).

Assim, a diversidade de expressdo de diferentes receptores nos mastocitos, podem ser
consideradas como moléculas que cumprem um papel essencial, podendo ser alvos
especificos a serem explorados para futuros tratamentos terapéuticos, direcionados a
modular tanto a ativagdo como impedindo a agdo celular incorreta resultante da fungdo dos
MCs. Atualmente, existem vdarios produtos farmacoldgicos utilizados que acredita-se ter
um efeito na estabilidade dos mastocitos, que podem ser orientados para uso em
tratamentos clinicos para certos tipos de doengas cronicas inflamatérias (MOLDERINGS
et al.,, 2016). O uso de anti-histaminicos como sdo zatadina, cetirizina, mizolastina; e
medicamentos de nova geracdo como desloratadina, fexofenadina e levocetirizina,
evidenciaram ter propriedades antialérgicas e anti-inflamatorias, além de estabilizadoras
dos MCs (TATARKIEWICZ et al., 2019; WALSH, 2005). Esta medicagcdo atua como
antagonista do receptor de membrana HI, interferindo na recep¢dao da histamina nas
células, atenuando os sintomas (CATALDI et al., 2014; NURMATOV et al., 2015). Por
outro lado, existem farmacos que interferem tanto na ativacdo como na proliferacdo e
viabilidade dos mastdcitos, tais como o fumarato de cetotifeno, imatinibe e cladribina (este
ultimo comumente utilizado para tratar algumas leucemias), podem ser considerados como
os mais proximos na reducdo das afecdes ocasionadas pelas patologias mastocitarias
(DROOGENDIJK et al., 2006; PARDANANI et al., 2004; SCHOCH, 2003). H4 outras
alternativas e um exemplo claro sdo os tratamentos fisicos, como uso da luz ultravioleta B
de banda estreita e psoraleno que, combinados, resultam em uma fototerapia ultravioleta

A, em que pacientes com mastocitose cutanea tratados com este tipo de método mostram
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ter uma melhora principalmente na aparéncia dos sintomas cutaneos, a reducao da coceira,
embora sejam em curtos periodos, ja que um tempo depois das terapias as lesdes aparecem

de forma gradual, reincidindo novamente os sintomas (BRAZZELLI et al., 2016).

Apesar de, hoje em dia, existirem estas alternativas para tratar as doencas derivadas das
desordens dos mastdcitos, esses tipos de tratamento tém sido pouco satisfatdrios para tratar
lesdes causadas pela doenga da mastocitose (CARTER et al., 2019; ROSSIGNOL et al.,
2019) e ainda estamos longe de um tratamento realmente efetivo, que esteja disponivel para
o tratamento contra as doengas autoimunes ¢ inflamatorias, sendo que os pré-existentes
ajudam a ter um controle das doengas. No entanto, reacdes adversas dos medicamentos e
tratamentos afetam bastante a qualidade de vida dos pacientes diagnosticados com algum

tipo destas doencas mastocitarias (REITER; GEORGE; GOTLIB, 2020).

Nesse contexto, temos como foco principal o desenvolvimento de uma prova de conceito
para uma constru¢ao bioquimica, na qual ligamos a interleucina 2 (IL-2) com o peptideo
apoptotico pepS, como descrito no item 2.3 do capitulo 2, utilizando como receptor o
marcador IL-2R alfa (CD25), que apresenta afinidade para a interleucina 2 (IL-2) presente
nas cé¢lulas granulares mastocitarias. Estudos mostram que este receptor ¢ expresso em 93%
dos pacientes diagnosticados com mastocitose sistémica (TEODOSIO et al., 2010), embora
seu papel ainda ndo esteja bem definido nestas células secretoras. Assim, baseados nestes
diagnosticos clinicos, nds podemos utilizar esse tipo de receptor como ferramenta para
selecionar exclusivamente estas células granulares mastocitarias com alteragdes

genomicas, de modo a produzir um efeito de deplegao celular.
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3.2 OBJETIVOS

3.2.1 Objetivo Geral

e Avaliar o efeito da construgdo quimica da interleucina-2 humana IL-2PEGpep5 em
mastodcitos e célula leucémica.

3.2.2 Objetivos Especificos

Determinar o efeito da constru¢do quimica da interleucina-2 humana IL-2PEGpep5
em linhagens HMC 1.1, HMC 1.2 e a célula leucémica Jurkat;

e Determinar os niveis de expressdo dos receptores IL-2R, alfa beta e gama em
linhagens HMC 1.1, HMC 1.2 e a célula leucémica Jurkat;

e Determinar os niveis de expressdo dos genes, CCND1, CCND2, Bal2-I, CISH e
OSM nas linhagens HMC 1.1, HMC 1.2;

e Determinar a ativagao da proteina pTATS e Erk apds estimulo com IL-2.
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3.3 MATERIAL E METODOS

3.3.1 Linhagens celulares Mastocitarias

3.3.1.1 Linhagem Celular Humana de Mastécitos HMC 1.1 e HMC 1.2

A linhagem celular humana de mastocitos, referenciada como a HMC-1, ¢ uma linha de
mastdcitos derivada a partir de um paciente diagnosticado com leucemia MC. Este tipo
celular ¢ considerado como uma célula independente de fator de crescimento, devido as
alteragdes na sequéncia peptidica do receptor tirosina quinase (KIT), que convertem esta
molécula sinalizadora num estado constitutivamente fosforilado e ativo, levando a
proliferacdo e crescimento rapido celular e independente do fator de crescimento. Como
caracteristicas chaves desta linhagem de mastdcitos também sdo capazes de produzir
histamina, triptase, heparina e perfil de antigeno de superficie celular. Foram reportados
dois tipos de subclones com base nos mastocitos HMC-1, que sao o HMC-1.1 e HMC-1.2,
caracterizados por apresentar mutacdes pontuais diferentes no receptor KIT. O HMC-1.1
tem uma mutacdo KIT V560G, enquanto o HMC-1.2 tem duas mutacdes KIT (V560G e
D816V). As células HMC-1 apresentam muitas outras anormalidades moleculares, mas
principalmente limitagdes na sinaliza¢do pela auséncia de expressao do receptor FceRI e

sua escassez de granulos.

Para determinar a atividade e efeito do IL-2PEGpep5 em nossos experimentos, utilizamos,
entdo, as linhagens de mastdcitos identificadas como HMC-1.1 (SCC067) e HMC-1.2
(SCC062) da empresa Merck Millipore®. Brevemente, estas linhagens celulares foram
mantidas em 30 mL de meio de cultura RPMI 1640 (Gibco, Carlsbad, CA), suplementado
com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) (Gibco, Carlsbad, CA) e estreptomicina com uma
concentracdo final de 25ug/mL Fungizone® (Gibco, Carlsbad, CA), para evitar
contaminag¢io com micoplasma, logo incubadas em estufa suplementada com o 5% de CO?
a 37°C. O meio foi removido e trocado com o meio fresco, a cada 2 a 3 dias, mantendo uma
viabilidade de 2 x10° células/mL até seu uso. Estas células foram fornecidas pelo
Departament of Biochemestry and Molecular Immunology da Uniklink RWTH Aachen

University, onde também foram realizados os experimentos.
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3.3.1.2 Linhagem Celular Humana de Mastocitos Rosa (wt) e D816V

Além das linhagens celulares mastocitarias, previamente descritas no item 3.3.1.1,
utilizamos também as linhagens identificadas como Rosa KIT" e KIT D816V. A célula
Rosa KIT" é uma unidade derivada da linhagem de mastocitos humanos, dependente do
fator de células tronco (CD117), que expressa um completo e funcional receptor para
imunoglobulina E (IgE) a diferenca das células HMC-1. Por outro lado, a linhagem D816V
¢ um clone transfectado da linhagem parental Rosa KIT" humana, que permite que esta
célula seja independente de ativacdo pela via do receptor do fator de células tronco
(CD117). A linhagem D816V possui um tipo de mutacdo especifica que constitui uma troca
de um acido aspartico por uma valina, na posi¢ao 816 da sequéncia peptidica do receptor
KIT, permitindo assim, uma sinalizagdo constitutivamente ativa, levando a altos niveis de

proliferacao celular.

Para determinar a ativagdo a partir do estimulo com IL-2 em células mastocitarias,
utilizamos, entdo, as linhagens Rosa (wt) e D816V. Brevemente, estas linhagens celulares
foram mantidas em 30 mL de meio de cultura RPMI 1640 (Gibco, Carlsbad, CA)
suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) (Gibco, Carlsbad, CA) e
estreptomicina com uma concentragdo final de 25ug/mL Fungizone® (Gibco, Carlsbad,
CA), para evitar contaminacdo por micoplasma, logo em seguida, foram incubadas em
estufa suplementada com o 5% de CO? a 37°C. O meio foi removido e trocado com meio
fresco, a cada 2 ou 3 dias, mantendo uma viabilidade de 2 x10° células/mL até seu uso.
Estas células foram fornecidas pelo Departament of Biochemestry and Molecular
Immunology da Uniklink RWTH Aachen University, onde também foram realizados os

experimentos.

3.3.2.1 Linhagem Celular Leucémicas Humanas

A K562 ¢ uma linhagem celular estabelecida in vitro isolada de um paciente diagnosticado
com a doenga de leucemia mieloide cronica. Como principal fenotipo desta célula € a

auséncia dos marcadores da imunoglobulina B e receptores para o virus Epstein-Barr
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(EBV). Estas células, também em estdgio inicial, podem desenvolver caracteristicas
parecidas aos eritrocitos, granulocitos e monoécitos. De outra parte, as células Jurkat
correspondem a um tipo de célula T derivadas de linfomas celulares, isolada a partir do
sangue periférico de um paciente de 14 anos, identificado com leucemia linfoblastica
aguda. Um atributo fundamental desta linhagem celular ¢ sua capacidade de produzir a

interleucina-2 para sua propria ativagao.

Para determinar a atividade e efeito da constru¢do IL-2PEGpep5 em células leucémicas,
utilizamos, entdo, as linhagens identificadas como K-562 (CCL-243) e Jurkat-Clone E6-1
na empresa ATCC®. Brevemente, estas linhagens celulares foram mantidas em 30 mL de
meio de cultura RPMI 1640 (Gibco, Carlsbad, CA) suplementado com 10% de Soro Fetal
Bovino (SFB) (Gibco, Carlsbad, CA) e estreptomicina com uma concentragao final de
25pug/mL Fungizone® (Gibco, Carlsbad, CA), para evitar contaminagdo por micoplasma,
logo em seguida, foram incubadas em estufa suplementada com o 5% de CO? a 37°C. O
meio foi removido e trocado com meio fresco, a cada 2 ou 3 dias, mantendo uma
viabilidade de 2 x10° células/mL até seu uso. Estas células foram fornecidas pelo
Departament of Biochemestry and Molecular Immunology da Uniklink RWTH Aachen

University, onde também foram realizados os experimentos.

3.3.2. Determinagdo dos niveis de expressio do receptor CD25 (a) por Citometria de

fluxo-FACS

Para determinar os niveis de expressao dos receptores com afinidade para a interleucinas-
2 (IL-2), foram quantificados valores para o marcador CD25 (a), nas linhagens HMC 1.1,
HMC 1.2 e célula Jurkat. Desta forma, para as duas linhagens utilizadas nesta analise,
foram crescidas de modo a atingir uma densidade celular de 3,5 x 10 células/mL ao inicio
dos experimentos. Assim, logo ap6s crescimento de 48 horas, 50 pL de cultura celular foi
colocado em 5mL de PBS 1%. Logo, as amostras foram quantificadas utilizando o
programa de andlise de viabilidade celular (CASY), que utiliza como método um sistema
de contagem de células multicanal de campo elétrico. Apds medicdo, as culturas foram

diluidas até atingir uma densidade celular de 3,5 x 10° células/mL para cada cultura.
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Posteriormente, foram crescidas até 48 horas. Em seguida, 0,4 mL das culturas foram
colocadas em 4 mL de FACS buffer, continuando com a centrifugacao usando os
parametros de 1000 rpm a 4°C, durante 5 minutos. O pellet formado entdo foi
ressuspendido em 45puL de anti-CD25- PE identificado com o coédigo (PC61.5)
eBioscience™ da companhia Thermo Fisher Scientific. Em seguida, as amostras contendo
o0 anticorpo, foram incubadas por 30 minutos a 16 °C. Logo apos este tempo, as amostras
foram lavadas com 4 mL de FACS buffer e centrifugadas a 1000 rpm a 4°C, por 5 minutos.
Finalmente, o pellet formado foi ressuspendido em 200 puL. de FACS buffer, para posterior

leitura no citdbmetro.

Por outro lado, para a cultura celular leucémica Jurkat, foi também avaliada a utiliza¢ao do
composto Fitohemaglutinina (PHA) como indutor da expressdo do receptor IL-2Ra
(CD25). A Fito-hemaglutinina, ou também denominado PHA, ¢ uma glicoproteina que
apresenta uma potente atividade de aglutinacdo celular mitogénica. Esta proteina pode
ligar-se @ membrana das células T, promovendo determinadas atividades metabdlicas,
incluindo a divisdo celular (NOWELL, 1960; SARV; HORAK, 2009), constituindo um
estimulante adequado para a indu¢do da expressao de receptores celulares IL-2R (CD25)

(SHATROVA et al., 2015).

3.3.3 Determinacdo da Viabilidade celular pelo programa CASY

Para determinar o nimero de células viaveis, apds tratamento de 72 horas com a construgao
IL-2PEGpepS5, utilizamos o programa de andlise de viabilidade de celular (CASY) que
utiliza um sistema de contagem de células multicanal de campo elétrico. O programa
CASY quantifica células que passam através de um poro de medi¢ao exposto em um campo
elétrico de baixa tensdo. Com base no tamanho e na condutividade das células conhecidas,
um sinal de resisténcia ¢ gerado e anotado no sistema. Por conseguinte, as células vivas
geram sinais de alta resisténcia causados por sua estrutura de membrana celular inalterada
e, as c¢lulas depletadas, originam resisténcia menor por ag¢do do aumento da

permeabilidade da membrana. Assim, estas células podem ser medidas pelo tamanho de
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seus nucleos. Portanto, este método permite discriminar de forma precisa entre as células

vivas, mortas e residuos organicos presentes em uma amostra (Fig. 21).

De forma resumida, os experimentos comegaram utilizando as linhagens HMC 1.1 e HMC
1.2, assim, estas linhagens foram crescidas por 48 horas e, posteriormente, foram diluidas
de modo a obter uma densidade celular de 3,5 x 10° células/mL para cada cultura. Logo
apos diluicdo, as culturas foram distribuidas em placas de 98 wells em aliquotas de 100pL
de cultura em triplicata da seguinte forma: amostra 1-controle, amostra 2- cultura +

200ng/uL de IL-2 e amostra 3- cultura + 200ng/uL de IL-2PEGpep5.

No caso da linhagem HMC 1.2, foi testada mais uma amostra utilizando um inibidor celular
conhecido (Ruxolitinib) em uma concentragao final de ImM, para comparar a deplecao de
nossa construcdo. Estes experimentos assim foram repetidos trés vezes, para obtencgdo de

uma significancia cientifica.
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Figura 21. Sistema de quantificagdo de células pelo programa CASY. Diferenciacdo de células vivas,
mortas e residuos organicos presentes em uma amostra. Fonte website http//Casyprogram.com.

3.3.4 Determinagdo da viabilidade celular pelo método do Ensaio de Citotoxicidade XTT

Para determinar o numero de células vidveis, apds tratamento de 72 horas com a construgao
IL-2PEGpepS5, utilizamos o kit do teste de proliferacdo celular XTT identificado com o

nimero de catalogo (30-1011K) fornecido pela empresa ATCC™. Este ensaio de
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proliferagao celular ¢ um método eficiente que mede a sensibilidade de diferentes linhagens
celulares apo6s exposi¢do a algum tipo composto. O XTT é um composto quimico que
apresenta uma coloracdo ligeiramente amarela que, quando reduzido, torna-se de cor
laranja brilhante, devido a formagdao do produto formazan, um composto derivado da

redugdo do XTT a partir da atividade metabdlica celular (Figura 22).

De forma resumida, os experimentos comegaram utilizando a linhagem Jurkat-Clone E6-
1, crescida por 48 horas, com uma dilui¢do de 1 a 10° células/mL. Logo ap6s 24 horas de
crescimento, os reagentes A e B do kit de proliferacao celular XTT foram misturados em
uma propor¢ao de 1:50. Apds mistura, foram colocados 50 pL deste composto para cada
pogo das amostras presentes na placa. Entdo, a placa contendo as amostras foi incubada
durante 2 horas, a 37°C, em estufa suplementada com 5% de CO,. Apos este tempo,
tomaram-se as leituras do espectro de absorvéncia, utilizando um espectrofotometro com
um comprimento de onda de 576nm. A diferenga das linhagens HMC 1.1 e HMC 1.2 a
linhagem leucémica Jurkat-Clone E6-1 foi medida por este método, devido a sua alta
capacidade de proliferacdo, sendo requerido um método mais sensivel para observar

diferencas entres as amostras tratadas ¢ nao tratadas.
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Figura 22. Formagdo do composto de formazan a partir da redu¢do do XTT. Adaptado de
(SHOKRZADEH; MODANLOO, 2017).

3.3.5 Determinacao de niveis de expressao dos genes para os receptores IL-2Ra, IL-2Rb
e IL-2Rg pelo método de reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-

¢PCR)

De modo a conferir a presenca dos receptores trans-membrana com afinidade para
interleucina-2 (IL-2) nas linhagens celulares HMC 1.1, HMC 1.2 e Jurkat-Clone E6-1,
utilizamos o método de cadeia da polimerase quantitativa em Tempo Real (RT-qPCR).

Este método estd desenvolvido em duas etapas. A primeira etapa consiste em uma reagao
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de transcricdo de fase reversa, onde serdo selecionados RNAs com poliadenilagdo como
iniciadores na formagdo da cadeia de DNA complementar (cDNAs). E a segunda etapa
incide em uma reagdo em cadeia da polimerase quantitativa em Tempo Real (RT-qPCR)
para amplificacdo do cDNA- alvo. O resultado pode ser visualizado em forma de gréafica
em tempo real, dispensando assim, o uso da eletroforese. Os dados sdo apresentados em
valores numéricos, estimando os niveis de expressdao genomica de genes alvo presentes nas

amostras avaliadas.

Para inicio dos experimentos, foram utilizadas as linhagens celulares HMC 1.1 e HMC 1.2.
Estas linhagens, entdo, foram crescidas em meio de cultura RPMI 1640 (Gibco, Carlsbad,
CA), suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) (Gibco, Carlsbad, CA) e
estreptomicina com uma concentragao final de 25ug/mL Fungizone® (Gibco, Carlsbad,
CA), por 48 horas, até atingir uma densidade de 6 x10° células/mL. Apos, as linhagens
foram colocadas em incubagio a 37°C, em estufa suplementada com 5% de CO?. Depois
deste tempo, o pellet celular das linhagens HMC 1.1 e HMC 1.2 foi coletado através de
centrifugacao, utilizando os parametros de 1000 rpm, 5 minutos a 4 °C. Posteriormente, as
amostras foram tratadas com o Kit de reagentes para purificagio de RNA miRNeasy,

fornecido pela empresa Qiagen© para o isolamento dos RNAs totais.

A partir do RNAs totais purificados das amostras das linhagens HMC 1.1 e HMC 1.2, logo
apos crescimento de 48 horas, procedeu-se a obten¢do da cadeia de DNA complementar
(cDNA) pelo método de reagdo em cadeia da polimerase de fase reversa RT-PCR para
sintese de cDNA de fita simple (Omniscript Reverse Transcriptase). Assim, esta reacao de
transcricdo foi realizada usando os seguintes parametros de reacdo: 14uL de RNA
purificado +H20 normalizado para uma quantidade de RNA de 1000ng/puL, 2 uLL de tampao
10x-RT, 1 pL de mix de dNTPs 5 mM, 1 pL de oligo-randémico para anelamento em
caudas com poli A e 1 pL de enzima Omniscript Reverse Transcriptase para um volume
final de 20 uL. Como instrumento para incubar a reagao, utilizou-se o termociclador com
gradiente da marca Eppendorf AG Mastercycler® Nexus, utilizando os seguintes

parametros: 1 ciclo de aquecimento 3 minutos a 95°C, 40 ciclos de desnaturagdo 15
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segundos a 95°C, anelamento e extensdao 60 segundos a 72 °C e 1 ciclo de esfriamento

tempo indefinido a 4 °C.

Logo e a partir das cadeias de DNA complementar (cDNAs) obtidos, procedeu-se a
amplificacdo e quantificacdo dos mesmos através da reacdo em cadeia da polimerase
quantitativa em Tempo Real (RT-qPCR), utilizando oligonucleotideos especificos para
amplificacdo das sequéncias gendmicas dos genes: IL-2Ra, IL-2b e IL-2g. Estes
oligonucleotideos foram desenhados (direto e reverso) a partir das sequéncias codificantes
reportadas no banco de dados Uniprot com os codigos P01589, P14784 e P31785 para os
genes [L-2Ra, IL-2b e IL-2g, respectivamente, cuja sequéncia nucleotidica estd descrita na
Tabela 1. Assim, os cDNAs purificados obtidos na primeira reagdo foram utilizados para
esta segunda reacdo, usando os seguintes parametros: 2uL. de cDNAs, 1uL de iniciador
direto (Foward), 1 pL do iniciador recerso (reverse) e 6 nL do kit Tag PCR Master Mix

fornecido pela empresa Qiagen®©.

Tabela 1. Sequéncias nucleotidicas dos oligonucleotideos para reagdo em cadeia da polimerase
quantitativa em Tempo Real (RT-qPCR).

Nome do | Iniciadores direto (Forward )(5°—3’) Iniciadores reverso ( Reverse) (5°—3°) Tamanho
gene (pb)
IL-2Re. | GTGGGGACTGCTCACGTTC CCCGCTTTTTATTCTGCGGAA 19-21
IL-2RB | CAGCGGTGAATGGCACTTC GGCATGGACTTGGCAGGAA 19-19
IL-2y GTGCAGCCACTATCTATTCTCTG | GTGAAGTGTTAGGTTCTCTGGAG 23-23
CCND1 | GCCCTCGGTGTCCTACTTC AGGAAGCGGTCCAGGTAGTT 19-20
CCND2 | ACCTTCCGCAGTGCTCC CCCAGCCAAGAAACGGT 17-17
Bel2-11 ACTCTTCCGGGATGGGGTAA AGGTAAGTGGCCATCCAAGC 20-20
CISH GCTGTGCATAGCCAAGACCTT CTGGCATCTTCTGCAGGTGTT 21-21
OSM GCTGCTCAGTCTGGTCCTTG CCCTGCAGTGCTCTCTCAGT 20-20




104

Como instrumento para incubar a reacdo, utilizou-se o termociclador para PCR em tempo
real, da marca Rotor-Gene Q MDx, da empresa Qiagen©, utilizando os seguintes
parametros: 1 ciclo de aquecimento de 5 minutos a 95°C, 40 ciclos de desnaturagdo 30
segundos a 95°C, anelamento e extensdao de 2 minutos a 72 °C e 1 ciclo de esfriamento
tempo indefinido a 4 °C. Por ultimo, os dados obtidos a partir da amplificacdo dos genes
dos receptores IL-2Ra, IL-2b e IL-2g, foram normalizados utilizando o gene da enzima
glyceraldeyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), que mantém uma expressao

constitutiva como controle para uma correta medi¢cao de expressao.

3.3.6 Determinacgdo de niveis de expressio dos genes CCND1, CCND2, BcL2, CISH e
OSM pelo método de reacio em cadeia da polimerase em tempo real (RT-qPCR)

Para tentar elucidar se existe ativagao de vias moleculares induzidas, ap6s tratamento com
interleucina-2 (IL-2) nas linhagens HMC 1.1 e HMC 1.2, n6s utilizamos a técnica de reag@o
em cadeia de quantificagdo de DNA em tempo real, para avaliar os niveis de expressao dos
genes CCND1, CCND2, BcL2, CISH e OSM. Por um lado, o produto dos genes CCND1
e CCND2 estdo envolvidos na regulacdo durante a transicdo G1/S do ciclo celular,
enquanto, o produto do gene BcL2 esta envolvido na regulagdo da morte celular,
especificamente na inibi¢do da ativacdo das proteinas que induz a apoptose como as
caspases. O produto do gene CISH participa na regulagdo negativa de citocinas que
sinalizam através da via JAK-STATS, e o produto do gene e OSM ¢ a oncostatin M, uma
citocina multifuncional que faz parte da subfamilia da interleucina-6 produzida pelas
células T ativadas e macrofagos. Estudos reportam que a citocina (OSM) esta envolvida no
aparecimento tanto na fase aguda como na fase cronica das doencas inflamatorias,
exercendo principalmente uma atividade de supressdo em células leucémicas, bloqueando

o fator inibidor de leucemia (LIF) (TAWARA et al., 2019).

Para inicio dos experimentos, utilizaram-se as linhagens celulares HMC 1.1 e HMC 1.2.
Estas linhagens, entdo, foram crescidas em meio de cultura RPMI 1640 (Gibco, Carlsbad,

CA), suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) (Gibco, Carlsbad, CA) e
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estreptomicina com uma concentragdo final de 25ug/mL Fungizone® (Gibco, Carlsbad,
CA), por 48 horas, até atingir uma densidade de 4~5 x10° células/mL. Apés, as linhagens
foram colocadas em incubagio a 37°C, em estufa suplementada com 5% de CO?. Depois
deste tempo, o pellet celular das linhagens HMC 1.1 e HMC 1.2 foi coletado através de
centrifugacao, utilizando os parametros de 1000 rpm, 5 minutos a 4 °C. Posteriormente, as
amostras foram tratadas com o Kit de reagentes para purificacdo de RNA miRNeasy

fornecido pela empresa Qiagen© para o isolamento dos RNAs totais.

A partir do RNAs totais purificados das amostras das linhagens HMC 1.1 e HMC 1.2 e
logo apods crescimento de 48 horas, procedeu-se a obtencdo da cadeia de DNA
complementar (cDNA) pelo método de reagdo em cadeia da polimerase de fase reversa RT-
PCR para sintese de cDNA de fita simple (Omniscript Reverse Transcriptase). Assim, esta
reacdo de transcricdo foi realizada usando os seguintes parametros de reacdo: 14uL de
RNA purificado +H>O normalizado para uma quantidade de RNA de 1000ng/pL, 2 pL de
tampao 10x-RT, 1 pL de mix de ANTPs 5 mM, 1 pL de oligo-randdémico para anelamento
em caudas com poli A e 1 uL de enzima Omniscript Reverse Transcriptase para um volume
final de 20 uL. Como instrumento para incubar a reagao, utilizou-se o termociclador com
gradiente da marca Eppendorf AG Mastercycler® Nexus, utilizando os seguintes
parametros: 1 ciclo de aquecimento 3 minutos a 95°C, 40 ciclos de desnaturacdo 15
segundos a 95°C, anelamento e extensdo 60 segundos a 72 °C e 1 ciclo de esfriamento

tempo indefinido a 4 °C.

Logo e a partir das cadeias de DNA complementar (cDNAs) obtidos, procedeu-se a
amplificacdo e quantificacdo dos mesmos, através da reacdo em cadeia da polimerase
quantitativa em Tempo Real (RT-qPCR), utilizando oligonucleotideos especificos para
amplificacao das sequéncias gendmicas dos genes CCND1, CCND2, BcL2, CISH e OSM.
Estes oligonucleotideos foram desenhados (direto e reverso) a partir das sequéncias
codificantes reportadas no banco de dados Uniprot com os codigos P24385, P30279,
Q92934, Q9NSE2 e P13725 para os genes CCNDI1, CCND2, BcL2, CISH e OSM,
respectivamente, cuja sequéncia nucleotidica estd descrita na Tabela 1. Assim, os cDNAs

purificados obtidos na primeira reagdo foram utilizados para esta segunda reagdao usando
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os seguintes parametros: 2ul. de cDNAs, 1uL de iniciador Foward, 1 pL do iniciador
Reverse e 6 nL do kit Tag PCR Master Mix fornecido pela empresa Qiagen© por cada pogo

em triplicata.

Como instrumento para incubar a reacgao, utilizou-se o termociclador para PCR em tempo
real, da marca Rotor-Gene Q MDx, da empresa Qiagen©, utilizando os seguintes
parametros: 1 ciclo de aquecimento de 5 minutos a 95°C, 40 ciclos de desnaturagdo 30
segundos a 95°C, anelamento e extensdao de 2 minutos a 72 °C e 1 ciclo de esfriamento
tempo indefinido a 4 °C. Por Ultimo, os dados obtidos a partir da amplificacdo dos genes
dos receptores IL-2Ra, IL-2b e IL-2g, foram normalizados, utilizando o gene da enzima
glyceraldeyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) que mantém uma expressiao

constitutiva como controle para uma correta medi¢ao de expressao.

3.3.6 Determinacdo da ativacio da proteina pSTATS apdos tratamento com a interleucina

-2 (IL-2) pelo método de Western Blotting

De modo a conferir a ativacdo via interacdo interleucina-2 (IL-2) - receptor na linhagem
HMC 1.2, em um periodo de 1 hora, nds utilizamos o método qualitativo de determinagao
proteinas Western Blotting, para avaliar sua possivel sinalizagdo pela fosforilacdo da

proteina pSTATS.

Entdo, para este experimento, utilizou-se a linhagem celular HMC 1.2, que foi crescida em
meio de cultura RPMI 1640 (Gibco, Carlsbad, CA) suplementado com 10% de Soro Fetal
Bovino (SFB) (Gibco, Carlsbad, CA) e estreptomicina com uma concentragdo final de
25ug/mL Fungizone® (Gibco, Carlsbad, CA), por 48 horas, até atingir uma densidade de
6 x10° células/mL e incubada a 37°C, em estufa suplementada com 5% de CO?. Posterior
a este tempo, a linhagem HMC 1.2 foi diluida até atingir uma densidade de 1 x 10°
células/mL para ser tratada com a interleucina -2 (IL-2) em diferentes tempos, até alcangar

1 hora de tratamento, como descrito na Tabela 2.
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Tabela 2. Periodos de incubacao da linhagem HMC 1.2 com interleucina-2 (IL-2).

Tempo | Amostra Tempo de
let
(Minuto) coreta
(Minuto)
0 Controle 60
1 IL-2-1hora 60
2 IL-2-30 32
Min
3 IL-2-15 18
Min
4 IL-2-5 9
Min
6 IL-2-1 Min 7

Assim, o pellet celular de cada amostra foi coletado através de spining, por 15 segundos,
em microcentrifuga e ressuspendido em 40 pL de tampao de lise celular, contendo os
seguintes compostos: 909,7 uL de tampao PSB, 50 uL de NP4O 10%, 10 pL de Na-Doc
10%, 20 pL de NaVOs, 10 uLL de PMSF, 0,5 uL de Aprotinih Blue e 2 pL de Leupeptin
Green para um volume final de 1000 pL. Logo apds, colocou-se 10 puL de tampdo de

amostra para eletroforese de SDS-PAGE, seguido de aquecimento a 95°C, por 5 minutos.

Para determinar a fragdo das proteinas detectadas nas amostras, foi utilizado o gel de
poliacrilamida de duas fases. Para a preparagdo do gel, utilizamos os seguintes parametros
para a fase inferior: 6,7mL de acrilamida/bis 30%, 5 mL de tampao Tris-HCI 1,5 M com
pH de 8,8, 8,01 mL de 4gua destilada, 200 pL de SDS 10%, 100 uL de PSA 10% e 20 pL
de TEMED para um volume final de 20 mL e uma concentracdo de 10% de poliacrilamida.
Para a fase superior, foram utilizados: 1,32 mL de acrilamida/bis 30%, 2,52 mL de tampao
Tris-HCI 1,5 M com pH de 6,8, 6 mL de agua destilada, 100 uL de SDS 10%, 50 pL de
PSA 10% e 20 uL. de TEMED para um volume final de 10 mL e uma concentragdo de 4%
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de poliacrilamida. Posterior a este processo, procedeu-se a deteccdo das proteinas alvo
utilizando o método de Western Blotting. Para tal fim, as proteinas presentes no gel da
eletroforese foram transferidas para uma membrana de PVDF, da seguinte forma: primeiro
foi tomar um fragmento da membrana PVDF de 8,5 por 6,5 cm de dimensdo e seis
fragmentos de papel Whatmann, com as mesmas dimensoes (8,5 x 6,5 cm). Logo apos, o
fragmento da membrana PVDF foi incubado em metanol e os seis fragmentos de papel
Whatmann em tampao de transferéncia, por 10 minutos. Em seguida, o gel da eletroforese
foi depositado junto com a membrana PVDF e seis fragmentos de papel Whatmann foram
colocados, trés ao lado do gel e trés ao lado da membrana, acoplados a base de

transferéncia.

Posteriormente, este complexo foi colocado na cuba da eletroforese e foi iniciada a corrida
de transferéncia por 1 hora. Apds esse tempo, foram removidos cuidadosamente os seis
fragmentos de papel Whatmann junto com o gel; a membrana foi lavada, 3 vezes, com adgua
destilada e incubada em leite, por 1 hora, sob agitacdo constante. Em seguida, a membrana
foi novamente lavada com agua destilada e incubada com o anticorpo primario overnight.
Posterior a esse periodo, a membrana foi novamente lavada, 3 vezes, com agua destilada,
cada lavagem por 5 minutos. Finalmente, a membrana foi incubada com o anticorpo
secundario por 2 horas. Para revelar o gel, foi utilizado um fotodocumentador de
quimiluminescéncia, da marca Biotech R&D Laboratories, onde foi observada a fracdo de

proteinas detectadas na membrana PVDF.
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3.3.7 Andlise estatistica

Os dados experimentais foram apresentados como a média e desvio padrao (barra de erro),
em forma de histogramas, para os ensaios de viabilidade com as linhagens HMC 1.1, HMC
1.2 e Jurkat célula leucémica. Para estes mesmos ensaios, foi aplicado o método de
Kruskal-Wallis de comparacdo entre grupos para cada linhagem, comparando a
viabilidade, tratamentos e linhagem celular. Também foi analisada estatisticamente a
comparacdo de pares dos valores registrados para cada um dos tratamentos, utilizando o

programa SPSS.

No caso dos ensaios de expressdo genética dos genes para os receptores IL-2R (alfa, beta
e gama) das linhagens HMC 1.1, HMC 1.2 e dos genes CCND1, CCND2, Bcl2-11, CISH
¢ OSM nas linhagens HMC 1.1, HMC 1.2, foi considerada a normalizagdao dos valores
relativos de expressdo, utilizando como controle a expressio do gene da enzima
glyceraldeyde-3-phosphate  dehydrogenase (GAPDH). Assim, os dados foram
apresentados como niveis de expressao relativa em porcentagem. Da mesma forma, os
dados reportados para os receptores IL-2Ra (CD25) nas linhagens celulares HMC 1.1,
HMC 1.2 e Jurkat por deteccao no citdometro de fluxo FACS, foram apresentados como

porcentagem de expressao.
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3.4 RESULTADOS

3.4.1 Efeito da IL-2 peguilada com o pep5 na viabilidade células das linhagens HMC 1.1
eHMC 1.2

A ideia central do nosso trabalho foi provar de forma conceitual o efeito da construcao
molecular a partir da peguilacdo da interleucina 2 (IL-2) com o peptideo apoptotico,
denominado neste trabalho como pep5 em diferentes linhagens celulares, com possivel
expressdo de receptores IL-2R. Assim, testamos, primeiramente, as linhagens celulares de
mastocitos HMC 1.1 e HMC 1.2 em diferentes concentragdes deste produto. Esses dados
mostraram que a melhor eficiéncia apresentada do produto IL-2PEGpep5 foi em uma

concentracao de 200 ng/pL (dados ndo mostrados), apds 72 horas de tratamento.

A partir desses dados, foram realizados experimentos utilizando essa concentragdo do
produto comparados com a interleucinas-2 em solitario. No caso da linhagem HMC 1.2,
comparou-se também com o composto quimico Ruxolitinib (Ruxo). Este ¢ um inibidor
celular de vias de sinaliza¢do Janus quinase (JAK 1 e JAK 2), usado comercialmente no
tratamento de neoplasias hematopoiéticas multipotentes (mielofibrose primaria). Desta
forma, utilizou-se uma concentragdo de 1mM deste composto como controle positivo,
permitindo-nos comparar um agente com atividade de deplecao celular ativa. Desta forma,
a partir de uma concentragdo de 200 ng/pL do produto IL-2PEGpep5 e 200 ng/puL de
interleucina -2 em solitario, foram tratadas as linhagens HMC 1.1 e HMC 1.2, por 72 horas

de tratamento.
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Figura 23. O efeito do produto IL-2PEGpep5, IL-2 e sem na linhagem de mastocitos HMC 1.1 e o efeito do
produto IL-2PEGpep5, IL-2, Ruxolitinib (Ruxo) e sem na linhagem de mastocitos HMC 1.2. * (P< 0,05)

Na Figura 23, podemos observar a média ¢ o desvio padrdo calculado a partir de trés
experimentos em triplicata. Estes valores foram referenciados como a viabilidade celular
das linhagens de mastocitos HMC 1.1 e HMC 1.2. A linhagem de mastocitos HMC 1.1
mostrou ndo ter uma diferenca nas médias registradas, quando tratadas com IL-2PEGpep5
(1,1 x 10° células/mL) e IL-2 (0,91 x 10° células/mL), comparadas com amostra controle,
(1,3 x 10% células/mL) sendo esses valores nio significativos entre os grupos. Por outro
lado, a linhagem de mast6citos HMC 1.2 mostra ter uma diminuicdo das médias das
amostras tratadas com IL-2PEGpep5 (0,43 x 10° células/mL) e Ruxo (0,52 x 10°
cé¢lulas/mL). No entanto, isso ndo foi observado na amostra tratada com IL-2 em solitario
(0,99 x 10° células/mL), quando comparada com a amostra controle (1,02 x 10°

células/mL).

3.4.2 Expressdo do receptor IL-2R Alfa nas linhagens celulares HMC 1.1 e HMC 1.2

Para compreender melhor a presenca e expressdo do receptor CD25, determinamos os
niveis de expressdo deste receptor nas linhagens de mastocitos HMC 1.1 e HMC 1.2,
através da marcacdo com o anticorpo anti-CD25/PE e medidos por citometria de fluxo,
apos 48 horas de crescimento. No grafico 24, observamos primeiramente que a linhagem
HMC 1.1 apresenta um nivel basal ou reduzido da expressdo do receptor. Isto pode ser

constatado quando comparamos a populacdo celular total e a detecgdo da expressdo do
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receptor. No entanto, na linhagem HMC 1.2, os niveis de expressdao do receptor
representam um valor aproximado a 80% do total da populagdo celular, conforme

registrado nos valores detectados na andlise do grafico de citometria, comparado com a

linhagem HMC 1.1.
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Figura 24. Determinacdo da porcentagem de expressdo do receptor CD25 nas linhagens HMC 1.1 e HMC 1.2. Em
linha azul detecgdo de expressdo do receptor CD25. Em linha vermelha porcentagem total de populagéo celular.

3.4.3 Expressdo dos receptores IL-2R nas linhagens celulares HMC 1.1 e HMC 1.2

O seguinte passo foi verificar a presen¢a ou auséncia dos receptores IL-2R Alfa, IL-2R
Beta e IL-2R Gama nas linhagens de mastécitos HMC 1.1 e HMC 1.2. Assim, nds
determinamos os niveis de expressao genética através da quantificagdo dos mRNAs como
indicadores da expressao dos receptores para IL-2R presentes nas amostras. Na figura 25,
observamos as diferentes porcentagens em trés escalas diferentes e dependentes para cada
nivel de expressdo do receptor. Desta forma, o grafico descreve, apos crescimento celular
de 48 horas na linhagem HMC 1.2, uma porcentagem de expressao dos receptores para IL-

2R (alfa, beta e gama) alta, quando comparada com a linhagem HMC 1.1, evidenciando,
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principalmente, que o maior nivel de expressao foi para o receptor beta (CD122) e menor

nivel de expressao para os receptores alfa e gama, quando normalizados com o controle.

No caso, para a linhagem HMC 1.1, mostrou auséncia da expressdo dos receptores IL-2R
Alfa, IL-2R Beta. No entanto, apresentou um nivel basal de expressao do receptor IL-2R Gama
quando normalizado com o controle de expressdo. Todos os dados reportados no grafico foram o
resultado da média de dois experimentos normalizados, utilizando o gene da enzima glyceraldeyde-
3-phosphate deshydrogenase (GAPDH), que mantém uma expressdo constitutiva como controle

para uma correta medicao de expressdo nas linhagens celulares, como descrito previamente no item

3.3.6.
Expressio [L-2R-Alfa Expressio IL-2R-Beta Expressio [L-2R-Gama
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Figura 25. Relacdo dos niveis de expressdo de mRNA indicados para os receptores IL-2R Alfa, IL-2R Beta e IL-
2R Gama nas linhagens HMC 1.1 ¢ HMC 1.2. Dados obtidos a partir da média ¢ desvio padrdo de dois
experimentos.

3.4.4 Expressdo dos genes CCND1, CCND2, BcL2, CISH e OSM na linhagem HMC1.2

A partir da determinagdo de niveis de expressao dos CCND1, CCND2, BcL2, CISH, nbs
tentamos desvendar as possiveis vias de ativa¢do apos interacdo da interleucina-2 (IL-2)
com os receptores correspondentes presentes na linhagem celular de mastocitos HMC1.2.
Os dados apresentados neste experimento sdo a média e o desvio padrao de 2 experimentos
apos 2, 4, 6 e 8 horas de inducdo com a interleucina- 2. Na Figura 26, veis reportados a
partir da quantificagdo da expressao do mRNAs para os genes CCND1, CCND2, BcL2,
CISH e OSM.
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Figure 26. Relagdo dos niveis de expressdo de mRNA indicados para os genes CCND1, CCND2 ¢ Bcel2-11 na
linhagem HMC 1.2. Dados obtidos a partir da média e desvio padrdo de dois experimentos.

Os dados dos niveis de expressdo mostram que, para o gene CCND2, nao houve uma
diferenca nos niveis de expressao quando comparado com a amostra controle. Da mesma
forma, ocorre para a expressio do gene CCND2, onde ndo teve diferenga quando
comparado com a amostra controle. Por outro lado, o nivel de expressdo relativo para o
gene Bcl2-11 mostrou ter uma diferenca, apos 1 hora de inducdo com interleucina-2, duas
vezes maior da expressdo, quando comparado com a amostra controle. Porém, logo apds
esse tempo (lh), apresentou valores decrescentes, embora tenha apresentado um leve
aumento a partir das 8 horas de indu¢do com a interleucina-2. No entanto, para todos os

grupos, os valores de expressdao do gene Bcl2-11 foram caracterizados como baixos.
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Figura 27. Relacdo dos niveis de expressdo de mRNA indicados para os genes CCND1, CCND2 e Bcl2-
11 na linhagem HMC 1.2. Dados obtidos a partir da média e desvio padrdo de dois experimentos.
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Por outro lado, na Figura 27, observamos, de forma descritiva, que o gene CISH apresentou
valores de expressdo das vezes maiores somente apds 6 horas de inducao com interleucina-
2. Entretanto, nos outros tempos registrados de inducdo, nao houve diferencas na
expressao, quando comparados com a amostra controle. Para o gene OSM, teve um
aumento de expressao trés vezes maior aos niveis registrados, seguido de duas vezes maior
na indu¢do, apds de 6 horas, quando comparado com o grupo controle. Estes dados

representam a média e desvio padrao de 2 experimentos em triplicata.

3.4.5 Expressdo dos genes CISH e OSM sob inducgdo com IL-2 e Ruxolitinib na linhagem
HMC 1.2 em 1 hora

Para constatar a ativacao de vias moleculares, a partir da indu¢do com a interleucina-2 e
Ruxolitinib, nés utilizamos uma concentragdo de 200ng/uL da IL-2 e 1uM do composto
Ruxolitinib comparados com a amostra controle em 1 hora de indugdo. Na Figura 28,
mostram-se as médias e o desvio padrdo de dois experimentos dos genes CISH e OSM.
Como podemos observar no histograma, os valores referentes para a expressao do gene
CISH, apo6s 1 hora de indug¢do com a interleucina -2, mostraram ter uma expressao de 3,8,
valor aproximadamente quatro vezes maior do que o valor registrado para a amostra
controle. Em constate, para a indugdo com o composto Ruxolitinib, o valor registrado da

expressao foi de 1,0, sendo igual ao registrado para a amostra controle.
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Figura 28. Relagdo dos niveis de expressdo de mRNA indicados para os genes CISH e OSM na linhagem
HMC 1.2 sob estimulagdo com IL-2 e Ruxolitinib em 1 hora. Dados obtidos a partir da média e desvio padrao
de dois experimentos.
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3.4.6 Ativacao de STATYS induzida por IL-2 em linhagens Humanas de mastocitos

De modo a verificar uma ativacdo e internalizacdo da interleucina-2, estimamos a
expressao da proteina pSTATS nas linhagens HMC 1.1, HMC 1.2, Rosa WT e D816V de
mastdcitos humanos, utilizando o método de western blotting e utilizando a expressao
constitutiva da proteina GAPH. Na Figura 29, foram detectadas as fragdes correspondentes
a expressao das proteinas pSTATS e pERK, em auséncia ou presenga da IL-2. Podemos
observar que, na linhagem HMC 1.2, houve uma alta expressdo quando tratada por 1 hora
com a IL-2 (+). Isto pode ser notado quando comparamos com amostra controle (-) da

mesma linhagem.
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Figura 29. Expressao das proteinas pSTATS e pERK sob estimulagao da interleucina-2 nas HMC 1.1, HMC
1.2, Rosa WT e D816V de mastdcitos humanos linhagens, (+) representa presenga da IL-2 e (-) representa
auséncia da IL-2.

Por outro lado, quando observada a expressao da proteina pERK na linhagem HMC 1.2,
mostra ter o mesmo nivel de expressao quando comparadas a amostra tratada com 1L-2 e
sem tratar com a IL-2. No caso da linhagem HMC 1.1, observamos que nao houve
diferencas na expressdo, tanto na proteina pSTATS como a proteina pERK, quando tratada
com IL-2 por 1 hora. Da mesma forma, para as linhagens Rosa WT e D816V, notamos que
nao existe diferencas na expressao da proteina pSTATS e a pERK, quando comparamos a

amostra tratada e ndo tratada para cada linhagem com a I1-2 por 1 hora.
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3.4.7 Ativagdo da proteina pSTATS na linhagem HMC 1.2 sob inducio da IL-2 em

intervalos de tempo

Apo6s observar a ativagdo da expressdo da proteina pSTATS na linhagem HMC 1.2 de
mastocitos, verificamos os tempos relativos a ativagao desta proteina, no decurso de 1 hora
ap6s estimulacdo com a interleucina-2. Na Figura 30, podemos observar a expressao
constitutiva da proteina pSTAS nos tempos 1, 5, 15, 30 e 60 minutos, respectivamente,
quando comparados com a amostra controle. Estes dados mostram que, nos diferentes
tempos avaliados, a expressao da proteina se mantém constante, sendo observado que o
maior incremento da expressao incide nos tempos 5 e 15 minutos ap6s estimulagdo. Por
outro lado, se observa que, para a expressao da proteina pERK, os valores referentes a

expressao se mantém de forma constante, quando comparado com a amostra controle.
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Figure 30. Expressdo das proteinas pSTATS e pERK sob estimulaggo da interleucina-2 em diferentes
intervalos de tempo (1°, 5°, 15°, 30’e 60”) minutos da linhagem HMC 1.2. (Con) amostra controle.

3.4.9 Expressdo do receptor CD25 induzido por Fitohemaglutinina (PHA) na linhagem

leucémica Jurkat

Para verificar a expressdo, ou ndo, do receptor CD25 na linhagem leucémica Jurkat,
realizamos uma avaliagdo prévia utilizando um marcador de detec¢ao do anticorpo anti-
CD25/PE, medido através de citometria de fluxo (dados nao mostrados). Esses dados
reportaram que houve uma expressdo minima deste receptor, mas de forma basal. Desta
forma, decidimos amplificar sua expressdo utilizando o composto fito-hemaglutinina
(PHA) como agente indutor. Na figura 32, podemos observar a porcentagem de expressao

do receptor CD25, induzido a partir de trés diferentes concentracdes de PHA 1ug/mL,
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Sug/mL e 10pg/mL, respectivamente. Estes dados mostram que existe um aumento de
expressao do receptor CD25 nas amostras da linhagem leucémica tratadas com Spg/mL e
10pg/mL de PHA, mas ndo observado na amostra tratada com lug/mL PHA, quando
comparadas com amostra controle, apos 48 horas de tratamento. Por outro lado, na figura
32a, observamos a analise grafica por citometria de fluxo de todas as amostras tratadas com
PHA (1pg/mL, Spg/mL, 10pug/mL e o controle), onde se mostra uma evidente diminuicao
da populagdo de células leucémicas vivas (quadro cor rosa), conforme aumento da
concentracdo de PHA. Em contraste, na Figura 32, mostra-se o aumento de expressao do
receptor CD25, em propor¢dao ao aumento das concentracdes do PHA nas amostras

tratadas.
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Figura 31. Deteccdo da expressdo do receptor CD25 induzido pela fito-hemaglutinina (PHA) nas
concentragdes 1ug/mL, Spg/mL e 10ug/mL apds 48 horas de tratamento na linhagem leucémica Jurkat,
utilizando a técnica de citometria FACS. Valor médio de porcentagem dos valores registrados para trés
leituras no citometro de fluxo FACS.
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3.4.10 Apoptose induzida na linhagem leucémica Jurkat em diferentes concentracoes de

Fitohemaglutinina (PHA)

O seguinte passo foi avaliar a inducao a morte celular via apoptose causada por diferentes
concentracdes de fitohemaglutinina (PHA) na linhagem leucémica Jurkat. A partir de
quatro amostras tratadas, com concentra¢des de 1pg/mL, 2ug/mL, Spg/mL e 10pg/mL,
respectivamente, foram avaliadas as taxas de apoptose. Na figura 33, mostra-se a
porcentagem de inducdo a apoptose nas amostras analisadas por citometria de fluxo, onde
podemos observar que, a medida que aumenta a concentragao de PHA, ha um incremento
de forma exponencial das taxas de morte celular. Isto pode ser constatado quando
comparamos as amostras tratadas com Ipg/mL, 2ug/mL, Sug/mL e 10pug/mL e o
respectivo controle. Da mesma forma, no esquema grafico da citometria, na Figura 33,
pode-se observar a transi¢ao de células viaveis para células depletadas compreendido nas
areas do quadro inferior esquerdo (Células vivas), e o quadro superior direito (células

mortas).
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Figura 32. Detecgdo de apoptose induzida por Polihidroxialcanoatos (PHA) nas concentragdes 1ug/mL,
2pug/mL, Spg/mL e Sug/mL apds 48 horas de tratamento na linhagem leucémica Jurkat, utilizando a

técnica de citometria FACS. Valor médio de porcentagem dos valores registrados para trés leituras no
citometro de fluxo FACS.
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3.5 DISCUSSOES

Tendo em vista os dados observados ao longo do desenvolvimento desses experimentos,
podemos considerar alguns aspectos importantes. Primeiro, em relagdo ao efeito da
constru¢do quimica através da peguilacao da interleucina-2 (IL-2) e o peptideo apoptotico
pepS em células mastocitarias, foi observado que, em 4 diferentes tratamentos, a
viabilidade celular apresenta diferengas significativas entre eles (p< 0,05) na linhagem
HMC 1.2. Porém, isso ndo foi observado para a linhagem HMC 1.1, utilizando como
método de andlise o teste de comparacdo de Kruskal-wallis de amostras independentes.
Portanto, ndo foi possivel evidenciar algum tipo de supressdo celular nesta linhagem. Por
outro lado, comparando as variancias entre os diferentes tratamentos na linhagem HMC
1.2, observamos que existe uma diferenga significativa (p<0,05) entre o grupo Ruxo (1uM)
e o grupo ndo tratado como controle. Entretanto, essa diferenca significativa ndo foi notada
nos grupos tratados com IL-2PEGpep5 (200 ng/mL) e IL-2 (200 ng/mL) em solitério,

quando comparados com o grupo ndo tratado como controle na mesma linhagem.

Podemos considerar que, apesar de possuir diferengas aparentes na comparagao de médias
entre o grupo tratado com o produto IL-2PEGpep5 (200 ng/mL) e a grupo nao tratado como
controle, os valores de viabilidade ndo apresentam uma significancia estatistica, embora
este método de andlise também mostre uma tendéncia de valor significativo nesses
resultados com um aumento do tamanho amostral entres estes grupos. Em alternativa, o
método de andlise estatistico indica que o composto ruxolitinib (Ruxo), em uma
concentracao de 1uM, sugere ter uma influéncia nas taxas de viabilidade na linhagem HMC
1.2 no grupo tratado, podendo considerar-se uma supressao celular apds 72 horas de
tratamento. Cabe ressaltar que o composto de inibi¢cdo celular ruxolitinib, conhecido
comercialmente com o nome de Jakavi®, ¢ um farmaco aprovado pela FDA, em novembro
de 2011 (MASCARENHAS; HOFFMAN, 2012), utilizado como um medicamento
inibidor seletivo das vias de sinalizagao JAK/STAT (SONBOL et al., 2013). O mecanismo
de atuacdo deste composto (ruxolitinib) deve-se a sua alta afinidade pelo sitio catalitico de
ligacao da molécula de ATP no dominio quinase (JAK), inibindo igualmente sua fungao
celular. Assim, como resultado desta agdo, ha uma diminui¢do da fosforilagao da via de

ativacdo STAT-3/5, Akt e ERK nas células tratadas.
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Por outro lado, o ruxolitinib foi caracterizado como uma classe de medicamento com acao
antineoplastica (LIMA et al., 2019) e antirreumatoide (BJORN; HASSELBALCH, 2015),
usado principalmente para o tratamento em pacientes com mielofibrose, uma doenca
considerada como um tipo de neoplasia de mieloproliferacio, formando uma
esplenomegalia como sintoma nas pessoas que a padecem (PASSAMONTI et al., 2017).
Adicionalmente, este composto também mostrou ter uma resposta clinica positiva para
certos tipos de leucemias mieloide (HARRISON et al., 2013). Podemos constatar nossos
resultados com os estudos reportados sobre o efeito do composto ruxolitinib em mastocitos,
onde foi mostrado uma atenuacdo da desgranulagdo e a producdo de citocinas, como sdo
Interleucina-6 (IL-6) e o Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a) (HERMANS et al.,
2018), envolvidas nos processos inflamatorios decorrentes da atividade proliferativa das
células mastocitarias (YACOUB; PROCHASKA, 2016), especificamente pela inibi¢ao das
vias JAK1/JAK2-STATS, que sdo ativadas apos ligagdo do IgE com o receptor KIT
(BAUMGARTNER et al., 2009; MORALES et al., 2010; SHELBURNE et al., 2003).

Complementarmente, observamos ser interessante que este composto possa ter um
potencial terapéutico em afec¢des patoldgicas, tais como a mastocitose sistémica e a
mastocitose cutanea, como também em doengas cronicas de inflamacao na pele, como ¢ a
dermatite atopica, devido a inibicdo das vias de ativacdo JAK/STAT mediadoras na
expansdo clonal dos mastécitos (BAO; ZHANG; CHAN, 2013). Em contraste, estas vias
de sinalizacao estao presentes em células T regulatorias, que desempenham um importante
papel nos processos de homeostase e de respostas do sistema imune (MOSS et al., 2004;
NEGRIN, 2011). A diminui¢do deste tipo celular em pacientes diagnosticados com
neoplasias mieloproliferativas, assim como em outros pacientes com doengas similares,
pode, eventualmente, comprometer a estabilidade do sistema imune, levando ao
aparecimento de severas respostas inflamatorias (SATHER et al., 2007). Estudos
posteriores ao nivel bioquimico sdo necessarios para tentar desvendar uma melhor
especificidade do produto ruxolitinib, sendo importante considerar estudos que envolvam
formas andlogas da molécula, de modo a ndo afetar as células regulatorias para futuros
tratamentos de doencas derivadas da atividade anormal dos mastocitos, sem interferir na

homeostase do sistema imunologico dos pacientes tratados.
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Em relacao ao produto IL-2PEGpep5, podemos afirmar que a amostra tratada com este
produto mostrou uma atuacao de supressdo na linhagem HMC 1.2, visto quando
comparamos os numeros de células vidveis deste grupo com o grupo ndo tratado como o
controle, apds 72 horas de tratamento. No entanto, essa mesma validez ndo foi encontrada
estatisticamente, sugerindo aumentar o tamanho amostral deste grupo. Nesse cenario,
podemos considerar importante ampliar o nimero de experimentos utilizando o produto
IL-2PEGpep5 e, assim, confirmar o efeito causado apds tratamento na linhagem de
mastdcitos HMC 1.2 com uma significancia estatistica. Por outro lado, estudos moleculares
identificaram que 93% das pessoas diagnosticadas com mastocitose sistémica reportam
uma alta expressdo do receptor CD25 (IL-2Ra) (TEODOSIO et al., 2010), revelando uma
caracteristica especifica de imunofenotipagem para esta doencga. Importante lembrar que
este marcador molecular ¢ um dos trés componentes do complexo proteico de alta afinidade

IL-2R (STAUBER et al., 2006).

Assim, para este estudo, o produto proposto a partir da peguilagdo da interleucina -2 com
o peptideo apoptotico pepS, se perfilaria como uma alternativa potencial com alta
especificidade terap€utica para pacientes com mastocitose sistémica, mas ainda sdo
necessarios testes in vitro para confirmar sua verdadeira eficacia na reducao da expansao
clonal dos mastocitos precursores desta afecgdo. Em outros estudos, usando os caes como
modelo animal, também foi identificado o receptor CD25 (IL-2Ra) como um marcador
para células tumorais de mastocitose canino e, em alguns casos, em mastocitos envolvidos
na dermatite alérgica, mas ndo detectado em mastdcitos presentes no tecido conjuntivo sem
alteracoes (MEYER; GRUBER; KLOPFLEISCH, 2012). Em frente a estas condi¢des
patologicas, podemos propor que o produto peguilado IL-2PEGpep5 seria um notavel
candidato para realizar uma prova de conceito inicial in vitro em células tumorais de
mastocitose isoladas a partir de tecido canino, seguido testes pré-clinicos em camundongos
transplantados com tecido tumoral de mastocitose canino e subsequentes fases do
progresso do produto. Uma vantagem no desenvolvimento de produtos farmacéuticos
veterinarios, em especifico para animais de estimag¢ao, ¢ o tempo estimado para aplicagdo.
Comecando desde a prova de conceito até a fase de aprovagao e disponibilidade do novo
produto no mercado, seriam 5 anos (HUNTER et al., 2011), tempo muito menor do que os

processos para o desenvolvimento de produtos farmacoldgicos para uso em humanos
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(FDA, 2018). Desta forma, estudos iniciais e prova de conceito com base no produto
peguilado IL-2PEGpep5 seriam uma nova estratégia, pensando em uma aplicabilidade em

curto prazo para uso em caes como animais estimagao.

Um segundo aspecto importante neste trabalho foi a confirmagdo da expressdo de
receptores IL-2R (alfa, beta e gama) na linhagem HMC 1.2, porém, ndo encontrados na
linhagem HMC 1.1. Por um lado, os resultados observados a partir da detec¢do de
expressao mRNAs para estes receptores mostraram que na linhagem de mastocitos HMC
1.1 ndo seriam expressos, o que poderia explicar, provavelmente, que estas células nao sao
afetadas pela atividade tanto da molécula da interleucina-2 como pelo produto peguilado
IL-2PEGpep5, devido ao fato de ndo possuir o receptor com a afinidade para a interacao
com a molécula. Por outro lado, o receptor CD25 (IL-2R-alfa) apresentou uma alta
expressdo na linhagem de mastocitos HMC 1.2, mas com auséncia da sua expressdao em
outras linhagens de mastocitos como a HMC 1.1, Rosa wt e D816V. Podemos encontrar
uma diferenga do receptor CD25 presente em células CDS, CD4, NK e Treg, nas quais este
marcador parece ndo ter uma funcao de transcri¢ao de sinal, devido a auséncia de dominios
intracelulares, sendo um elemento chave no recrutamento da interleucina-2 presente no
meio extracelular. No entanto, nos mastocitos, o receptor CD25 pode exercer um papel
regulatorio, com uma estreita correlacdo no aparecimento das doengas mastocitarias,
decorrentes da inadequada funcdo dos mastdcitos, independente da interacdo com a

citocina IL-2 (NATOLI et al., 2018).

Nossos dados também sugerem que a linhagem HMC 1.2 apresenta uma expressao dos
receptores IL-2R-Beta e IL-2R-gama. No entanto, nestes dois marcadores, em uma menor
propor¢ao do que o reportado para o receptor CD25. Interessante notar que a expressao IL-
2R-Beta e IL-2R-gama na linhagem HMC 1.2, ndo apresenta uma descri¢do prévia para
este tipo mastocito, considerando relevante este tipo de analise ainda pouco compreendida.
Experimentos posteriores sdo necessarios para ratificar a expressao destes dois tipos de
receptores e suas possiveis vias de sinalizacao intracelular. Adicionalmente, este resultado
pode confirmar também um possivel efeito causado pelo produto peguilado IL-2PEGpep5
no grupo tratado da linhagem HMC 1.2, devido a presenca dos trés tipos de receptores,

facilitando, assim, a intera¢do com a interleucina-2.
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Um terceiro aspecto importante neste trabalho ¢ a identifica¢ao de proteinas intracelulares,
envolvidas nos processos de proliferacao celular e vias da transcri¢cao de sinal a partir da
ligagdo com interleucina-2. O produto de expressdo dos genes CCND1 e CCND2 parecem
ndo ter uma participagdo no processo de sinalizac¢do intracelular, apos 1 hora de inducao

com a interleucina-2 na linhagem de mastocitos celular HMC 1.2.

Previamente descrito, a Ciclina D1 ¢ o produto codificado pelo gene CCNDI1, considerado
como um importante regulador do ciclo celular, com alvo especifico na proteina B-catenina
que, por sua vez, esta envolvida no controle e constitui¢do do sistema de adesdo célula-
célula, sendo essencial na formacdo de novos tecidos (CLEVERS; NUSSE, 2012;
STEINHART; ANGERS, 2018). Entretanto, o gene CCND2 codifica a proteina regulatéria
Ciclina D2, que participa ativamente nos eventos mitoticos, especialmente na coordenagao
temporaria da transicdo G1/S do ciclo celular, ambas ciclinas dependentes de ativagdo via
quinases (INABA et al., 1992; SHERR; ROBERTS, 2004). Uma caracteristica em comum
dos produtos codificados a partir dos genes CCNDI1 e CCND2, ¢ a possivel inducdo a
expressdo por meio da transcri¢do de sinal de certos tipos de citocinas, logo apos ligacdo
com receptores especificos da membrana (BRASIER, 2008). No caso da Interleucina-2,
nao foi possivel elucidar este tipo de sinalizagdo na linhagem de mastécitos HMC 1.2,

embora esta apresente os trés tipos de receptores (IL-2R) com afinidade para esta citocina.

Neste estudo, também observamos uma provavel expressdo de genes envolvidos em
processos de regulacdo do metabolismo celular na linhagem HMC 1.2 de mastocitos. Os
genes Bcl2-11, com um tempo de indugdo de 8 horas com a interleucina-2, e os genes CISH
e OSM, em um periodo de inducdo de 1 hora, em presenca ou auséncia da interleucina-2 e
o composto Ruxo. Em primeiro lugar, o gene Bcl2-11 codifica uma proteina que pertence
a familia das Bcl-2 e estdo envolvidas no controle da maioria dos tipos de morte celular,
incluindo apoptose tanto na inibi¢cdo (antiapoptdtico) como na indugdo (pro-apoptético),
necrose € na autofagia (CHIPUK et al., 2010; YIP; REED, 2008). Em niveis baixos de
expressdao do gene Bcl2, reprime a indugdo de apoptose mediada pela sinalizagdo do
receptor FasR-ligante, enquanto em altos niveis de expressao do gene Bcl-2, promove a

acdo apoptotica mediada pelo receptor de morte FasR, bloqueando a expressdao de genes
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que codificam certos tipos de caspases (SHAMAS-DIN et al., 2013; SHINOURA et al.,
1999; YOULE; STRASSER, 2008). Em outros estudos realizados em células T CD4 e CD8
de camundongo, foi reportado que a IL-2 pode ser um elemento estimulante a processos
apoptoticos por si s6 (LENARDO, 1991). Entretanto, em nossos dados preliminares, vemos
que esta citocina nao atuaria como um tipo indutor para algum tipo de morte celular. Isto
pode ser constatado quando observamos os niveis de expressdo reportados para o gene
Bcl2-11, apresentando unicamente uma expressdo constitutiva em baixos niveis de
expressao, ao longo das 8 horas de estimulacdo com a interleucina-2 na linhagem HMC 1.2

de mastocitos.

Também podemos observar uma indugdo, ou ndo, dos genes CISH e OSM, apos
estimulacdo por 1 hora com a interleucina-2 (IL-2). O produto do gene CISH contém um
dominio SH2 e um dominio SOCS. Este ultimo esta predominantemente associado com a
familia das proteinas SOCS (KHOR et al., 2010; YOSHIMURA; NAKA; KUBO, 2007),
proteinas supressoras de sinalizagdo intracelular de citocinas. A proteina CIS codificada
pelo gene CISH, exerce uma importante fung@o na ativagdo das células T e na proliferagdo
via citocina-indu¢do (DELCONTE et al., 2016). As citocinas, como a IL-2 e a IL-7, podem
controlar a expressdo da proteina CIS, através da ligacdo com seus receptores, mediado
pelo mecanismo de sinalizacdo JAK/STAT (BEVINGTON et al., 2020; HU et al., 2014;
LIN; LEONARD, 2000). Adicionalmente, a expressao desta proteina pode ser induzida em
pouco tempo e, portanto, levar a uma rapida transcri¢do de sinal, especificamente pela
ligacdo com o receptor IL-2RB, bloqueando a fosforizacdo do dimero STATS, impedindo
sua ativacdo (AMAN et al., 1999). Uma elevada expressao do produto codificado pelo gene
CISH, pode causar uma regulagdo negativa na sinaliza¢ao do receptor de citocinas através
da via JAK/STAT, e gerar a prolifera¢do e sobrevivéncia independente de ativagdo STATS
em células T (LI et al., 2000).

Em nossos estudos, podemos observar que a expressao do gene CISH ¢ trés vezes maior
no grupo estimulado com a IL-2 do que o grupo sem estimulo e/ou o grupo estimulado com
o composto Ruxo em um corto periodo (1h). Assim, podemos notar que ¢ interessante que
a IL-2, de forma rapida, causa uma sinalizagdo intracelular e uma possivel repressao no

mecanismo de sinalizagdo, via receptor IL-2R, considerando que a citocina IL-2 pode
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sinalizar pelas rotas JAK1/STATS ou JAK2/STATS nos mastocitos € o produto do gene

CISH regula alguma destas duas vias de sinalizacao.

Observando também a expressao do gene OSM que esté estreitamente relacionado com o
desenvolvimento das afegdes inflamatorias (RYAN et al., 2015) e sua alta expressao, o
torna um potentemente inibidor na diferenciacdo de mioblastos, principalmente pela
ativagdo da via JAK1/STAT e um bloqueador do fator inibidor de leucemia (LIF) em
células leucémicas (XIAO et al., 2011) diferem de nossos resultados. A diferenca destes
estudos e de outros que descrevem que o gene OSM murino, como um gene prematuro,
induzido por um subconjunto de citocinas, incluindo a IL2, IL3 e eritropoietina (EPO), em
linhagens celulares mieloides e linfoides, através da via JAK/STATS (YOSHIMURA et
al., 1996), nossos dados ndo mostraram uma expressdo génica do gene OSM, apds
estimulagdo com IL-2 ¢ com o composto Ruxo, durante um intervalo de tempo curto (1
hora) na linhagem celular HMC 1.2 de mastdcitos. Esses dados sugerem que, de alguma
forma, a citocina IL-2 ¢ o composto Ruxo ndo causariam eventualmente um estimulo na
expressao do gene OSM, apds encubacao com estas duas moléculas e, assim, confirmado
quando comparamos os valores de expressao destes dois grupos com o grupo sem estimulo
na linhagem HMC 1.2 de mastocitos. Portanto, ndo haveria um bloqueio da via

JAK/STATS durante este periodo.

Por outro lado, foi evidente também notar que a expressao do produto do gene pSTATS foi
ativada rapidamente (a partir do 1 minuto), apds estimulo com a citocina IL-2, mostrando
um alto nivel de ativacdo entre os minutos 5 a 15, durante um intervalo de 1 hora de
incubacdo na linhagem HMC 1.2. Nao obstante, esses mesmos niveis de expressao nao
foram observados nas linhagens HMC 1.1, Rosa wt e D816V de mastocitos, no mesmo
periodo. Em contraste, o produto do gene pERK1/2 parece ser ativado de forma constitutiva
e independente do estimulo com a citocina IL-2 na linhagem HMC 1.2, em baixos niveis
de ativagdo nas linhagens HMC 1.1, Rosa wt e D816V. Podemos ressaltar que a interagao
e provavel internalizacdo da interleucina-2, se produz na linhagem HMC 1.2, ja que foi a
linhagem que apresentou altos niveis dos receptores IL-2Ra e IL-2RB, em baixos niveis o
do receptor IL-2Ry, receptores afinidade para esta citocina. Além disso, notamos uma

ativacao rapida da via JAK/pSTATS, ap6s estimulo com a citocina IL-2, ratificando uma
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vez a sua funcionalidade e possivel potencial como molécula sinalizadora na linhagem

HMC 1.2 de mastocitos.

Por outro lado, ndo foi considerado o produto peguilado IL-2PEGpep5 para estes
experimentos de expressdao génica, devido a escassez de material para produzir a
constru¢do quimica € a um elevado custo de producao, limitando-nos a somente observar
a atividade da IL-2 e do composto Ruxo, apos diferentes periodos de indugdo a expressao
dos genes na linhagem HMC 1.2, a qual mostrou mais relevancia neste estudo. Finalmente,
podemos sugerir a molécula IL-2 como um adequado modelo de molécula carregadora de
pequenas moléculas, ja que parece ndo alterar o metabolismo normal da linhagem HMC
1.2, e pode ser considerada para futuros estudos em células mastocitarias com receptores

positivos para esta citocina.

Com base nos resultados obtidos a partir da linhagem celular leucémica Jurkat, podemos
observar, de uma forma parcial, que nao houve um efeito na viabilidade celular, tanto no
grupo tratado com a citocina IL-2 na concentragdo de 200 ng/uL, como no grupo tratado
com a constru¢do quimica através da peguilacdo da interleucina-2 (IL-2) e peptideo
apoptotico pepS, na concentracao de 200 ng/uL, quando comparamos suas médias com o
grupo controle. Adicionalmente, ndo existem diferengas significativas entre os grupos
tratados e viabilidade (p> 0,05), utilizando como método de andlise o teste de comparagdo
de Kruskal-wallis de amostras independentes. Portanto, ndo foi possivel evidenciar algum
tipo de supressdo nesta linhagem celular leucémica. Uma provavel razdo de ndo observar
um efeito apds tratamento, se deve ao fato desta linhagem ter registrado uma baixa
expressdo do receptor IL-2Ra. Isto pode ser verificado quando se observa a porcentagem
de expressao apos crescimento celular de 24, 48 e 72 horas, na linhagem leucémica Jurkat,
sem algum estimulo (dados ndo mostrados), sendo estes dados corroborados em outros
estudos que usam a célula leucémica Jurkat como modelo experimental (SHATROVA et
al., 2015). Duas caracteristicas nao propriamente exclusivas, podemos levar em
consideragdo, com base nos trabalhos descritos previamente, onde foi interessante notar
que as células leucémicas derivadas de pacientes com IL-2Ra (+) ndo responderam a
estimulos com a citocina IL-2, independente dos niveis da expressdo do receptor IL-2Ra

(KAUSHANSKY, 2006). Assim, este tipo de marcador pode ter uma fun¢do diferente da
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ja descrita previamente, como um elemento membro que participa na formagdo do
complexo proteico IL-2R de alta afinidade para a interleucina-2 (STAUBER et al., 2006).
Esta outra fun¢do seria o recrutamento da IL-2 presente no ambiente para a trans-
apresentacao para outras células, favorecendo a interagdo célula-célula (IKEMIZU;
CHIRIFU; DAVIS, 2012; NAKASE et al., 1993; WUEST et al., 2011). Uma outra
particularidade do receptor IL-2Ra ¢ sua presenga como molécula solivel no soro
sanguineo. Estudos relacionados reportam um elevado numero do sIL-2R presente em
amostras de pacientes diagnosticados com leucemia mieloide aguda (LMA)(NAKASE et
al., 1992, 2012), que apresentam este receptor de forma livre no soro (sIL-2R). Portanto,
atuaria como regulador negativo, que compete pela citocina IL-2 com as células CDS ou

células Killer (DLOUHY et al., 2017; LAIL; LEUNG; LAI 1991).

Existem alguns compostos derivados de plantas, como o PHA, que podem induzir a
expressao de certos tipos receptores que, por sua vez, ativam mecanismos intracelulares
em células do sistema imunoldgico. Como descrito no item 3.3.2, a fitohemaglutinina, ou
denominado PHA, é uma glicoproteina que apresenta uma potente atividade de aglutinacao
celular mitogénica. O mecanismo de a¢do deste composto se deve a alta afinidade por uma
variedade de receptores mitogénicos presentes na membrana das células T, promovendo a
ativagdo e divisdo celular, atuando como um ativador inespecifico (JIAO et al., 2019).
Comparando nossos resultados com estes estudos, observamos um aumento da expressao
do receptor IL-2Ra na célula leucémica Jurkat, quando estimulada com 1 pg/ mL, 5 ug/
mL e 10 pg/ mL de PHA, apds estimulag@o de 48 horas. Estes dados podem ser também
confirmados com resultados obtidos em estudos anteriores, onde uma concentragao de 5
png/ mL induziu a mais do que 30% da expressdao do receptor IL-2Ra na mesma célula
leucémica e em células PBMCs (JIAO et al., 2019; SHATROVA et al., 2015). Em
contraste, observamos uma elevada taxa de morte celular por inducao a apoptose, a medida
que aumenta a concentracdo do composto PHA, durante as 48 horas do estimulo. Esses
resultados foram semelhantes aos obtidos em células PBMCs, ratificando, sim, este efeito
observado (JIAO et al., 2019). Podemos considerar o PHA como um composto mediador
em processos apoptdticos em células leucémicas. A identificacdo de peptideos
intracelulares, ou mRNAs especificos para células leucémicas, ou células CDS, apos

estimulo com PHA, seriam um elemento potencial para a constru¢do de novas



129

biomoléculas que tenham um efeito indutor a morte celular via apoptose, como futuro

tratamento para neoplasias hemoliticas e doencas inflamatérias autoimunes.
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3.6 CONCLUSOES

e Ascélulas mastocitarias desempenham um papel primordial na homeostase e foram
caracterizadas como unidades chaves, mediadoras das respostas imunologicas € no
controle das doencas autoimunes ¢ inflamatorias. Nesse cenario, consideramos
importante nosso estudo molecular, realizado para tentar avaliar o efeito causado
pelo conjugado IL-2PEGpep5 como um bioproduto, como uma prova de conceito

em linhagem de mastocitos e leucémica.

e Como conclusdo deste capitulo, podemos ver um efeito de supressdo celular
causado pelo tratamento de 72 horas, com conjugacdo quimica da interleucina-2
humana e o peptideo apoptotico pep5, em uma concentragdo de 200 ng/uL na
linhagem HMC 1.2. No entanto, ndo foi observado o mesmo efeito na linhagem
HMC 1.1. Ainda sdo necessarios mais experimentos para aumentar o tamanho
amostral e obter uma validez cientifica dos dados reportados. Adicionalmente,
quando estas duas mesmas linhagens tratadas com a interleucina-2 em solitario, nao

foram notadas algum estimulo, tanto na proliferacdo quanto na viabilidade celular.

e Interessante descrever que a linhagem de mastdcitos HMC 1.2 expressa os trés tipos
de receptores para a IL-2R alfa, IL-2R beta e IL-2R gama, diferente da linhagem
da HMC 1.1, que s6 expressou o receptor IL2R gama em nivel basal, ndo foi
observado a expressdo dos outros dos marcadores. Os genes CCND1 e CCND2
parecem ser nao ativados pelo estimulo com a interleucina-2, ap6és uma hora de
incubagdo, apesar da linhagem de mastocitos HMC 1.2 expressar os trés tipos de

receptores para esta citocina.

e O gene Bcl2-11 apresentou, unicamente, uma expressdo constitutiva em baixos
niveis de expressdo, ao longo das 8 horas de estimulacdo com a interleucina-2, na
linhagem HMC 1.2 de mastocitos, de forma preliminar, consideramos que a IL-2

nao atuaria como um indutor nesta linhagem de mastdcitos.

e Observamos que a expressao do gene CISH ¢ trés vezes maior no grupo estimulado

com a IL-2 do que no grupo sem estimulo e/ou o grupo estimulado com o composto
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Ruxo em um corto periodo (1h). Assim, podemos notar que € interessante que a IL-
2, de forma rapida, causa uma sinalizagao intracelular e uma possivel repressao no

mecanismo de sinalizac¢do via receptor IL-2R.

A expressdao do produto do gene pSTATS foi ativada rapidamente, comegando
desde o primeiro minuto apds estimulo com a citocina IL-2, mostrando um alto
nivel de ativagdo entre os minutos 5 a 15, durante o tempo de 1 hora de incubagdo
na linhagem HMC 1.2, embora os mesmos niveis de expressao nao tenham sido
observados nas linhagens HMC 1.1, Rosa wt ¢ D816V de mastocitos no mesmo

periodo.

Nao houve um efeito na viabilidade celular da linhagem leucémica Jurkat, quando
tratada com a citocina IL-2, na concentracdao de 200 ng/puL. Da mesma forma, nao
foi possivel observar o efeito quando tratada com a constru¢do quimica através da
peguilacgdo da interleucina-2 (IL-2) e peptideo apoptotico pepS, na concentracio de

200 ng/pL, em um tempo de 72 horas.

Observamos um aumento da expressao do receptor IL2R alfa (CD25) na linhagem
leucémica Jurkat, quando estimulada por 48 horas com diferentes concentragdes do
composto PHA. No entanto, a medida que aumenta a concentragdo do composto

PHA aumenta a taxa de morte celular por indugao a apoptose.
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CAPITULO 4

Atividade biologica do IL-2PEGpepS murino € humano em
células T CD8
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4. INTRODUCAO
4.1.1 Linfocitos T

Os linfocitos sdo globulos brancos que t€ém importantes fungdes imunologicas. As
principais populagdes de linfocitos sdo células B, células T e células natural Killer (NK)
(COSTA et al., 2019). Eles estao tipicamente associados, embora sem exclusividade, a
respostas imunes adaptativas, sendo, em 2010, descritos pela primeira vez linfocitos que
atuam no inato do sistema imune (WAGNER; SOUZA; CRUVINEL, 2010). O grupo de
células T ¢ um dos grupos mais importantes dos globulos brancos presentes no sistema
imunolodgico. Estas células nascem a partir de células hematopoiéticas presentes na medula
Ossea. Apos formacdo, migram para o timo, onde continuam os processos de maduracao
(ACTOR, 2019; LUBBERS et al., 2017). As células T desempenham um papel essencial
nas respostas imunes adaptativas contra infe¢des e no desenvolvimento e controle de
neoplasias. Estas células sdao estimuladas por pequenas moléculas denominadas citocinas,
que promovem a ativacdo de outras células do sistema imunoldgico, assim como sua
propria proliferacdo e diferenciagdo celular. Dentro dos grupos de células do sistema
imunologico, existem varias subpopulacdes celulares que incluem: células T nativas, que
possuem a habilidade de responder a antigenos nao especificos; células T de memoria, que
provém da ativacdo anterior do antigeno e mantém a imunidade por longos periodos de
tempo; e células T reguladoras (Treg), que conservam as respostas imunologicas sob
controle em valores tolerdveis (ALBERTS; JOHNSON; LEWIS, 2002; KAMINSKI et al.,
2013).

Desta forma, as respostas imunes ddo inicio quando as células T nativas encontram e
interagem com os antigenos ou ligantes, como estimuladores apresentados por um
subgrupo celular denominado como células dendriticas (DCs), resultando na proliferacao,
diferenciagdo e producdo de citocinas, como a interleucina 2 (IL 2) em células efetoras,
que, por sua vez, distribuem-se para atuar na elimina¢do de organismos ou moléculas
invasoras, por meio da producdo de citocinas efetoras e mediadores citotoxicos,
estimulando a geracdo de respostas (TROBAUGH et al., 2010). Por outro lado, apds
ativacao das células efetoras, elas possuem curtos periodos de sobrevivéncia, apesar de

uma propor¢ao sobreviver, como células T de memoria, que continuam como subconjuntos
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heterogéneos com base na migragao, localizag¢ao do tecido e capacidade de autorrenovagao
(MARTIN; BADOVINAC, 2018). Todas estas células sdo dependentes a partir do sistema
imunoldgico e seguem o mesmo programa de ativagdo ou proliferacdo, mas s6 podem
sobreviver dentro das limitagdes impostas pelo organismo. Estudos realizados em
camundongos adultos mostraram que o numero total de linfocitos permanece constante e
mostra uma tendéncia de retorno. Ou seja, um processo dependente da densidade celular
que se aproxima sempre a uma distribuicdo estaciondria de densidades populacionais. Este
processo ¢ denominado homeostase (IZRAELSON et al., 2018; RODRIGUEZ-PEREA et
al., 2016).

4.1.2 Células T efetoras e de diferenciagdo

No interior do sistema imune existem células especializadas, conhecidas como células T e
B de memoria, e células B efetoras de sobrevivéncia persistente, que secretam
constitutivamente anticorpos de alta afinidade, consideradas como a estrutura do sistema
de memoria imunolégica (SALLUSTO; GEGINAT; LANZAVECCHIA, 2004). As células
T de memoria compreendem as subpopulagdes de células T CD4 e CDS. Estas células
podem, eventualmente, adquirir fungdes efetoras, de forma répida, para suprimir células
infectadas ou anormais, e/ou secretar citocinas € quimiocinas inflamatorias que possam
inibir a invasdo de organismos exégenos (LAIDLAW; CRAFT; KAECH, 2016;
YOUNGBLOOD et al., 2017). De outra parte, as células T CD4 efetoras podem também
auxiliar nas respostas das células B, aumentando a diferenciacado de células T CDS, através
da ativagcdo de células apresentadoras de antigenos (APCs) ou secrecdo de citocinas
especificas, como as interleucinas IL-2, IL-4 e IL -5 (SEDDIKI et al., 2006). Em alguns
eventos, o sistema imune protetor pode ser mediado por um dos dois mecanismos de
resposta do sistema imunologico, seja pela producao de anticorpos ou pela ativagdo de
células T CDS citotoxicas, dependendo do melhor tipo de resposta que precisa ser gerada

(JOSHI et al., 2007).
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4.1.2 Células T CD8" citotoxicas

As células T CDS8" sdo conhecidas como células citotoxicas efetoras, em fun¢do de sua
capacidade de induzir a morte celular através da liberacao de granulos citoliticos, ou
inducdo de apoptose mediada pela ativagdo de receptores Faz (EFFROS et al., 2005;
IZAWA et al.,, 2012), que, por sua vez, sinaliza por meio do reconhecimento do antigeno
em moléculas HLA de classe I, expressas em células apresentadoras de antigeno (APCs )
(FRIESE et al., 2008). Estas células efetoras exercem sua funcao basicamente por dois
mecanismos principais (DEY etal.,2019; ELLMEIER; HAUST; TSCHISMAROV, 2013).
O primeiro por ataques citoliticos a células alvo, iniciados pelas células CD8" apos
interagdo entre os receptores TCR das células CD8" e o peptideo na molécula MHC Classe
I da célula alvo. Assim, estas células (CD8") sdo estimuladas a incidir as células alvo, por
meio da liberacdo de perforina, uma molécula que produz canais na membrana plasmatica
da célula alvo, induzindo a lise celular (DUFAIT et al., 2019; JOHNSON et al., 2014).
Além disso, as células CD8" podem secretar outros tipos de proteases, como as granzimas,
que transpassam por canais da célula alvo, promovendo a apoptose celular (YANG et al.,
2019). O segundo mecanismo ¢ a secre¢ao de moléculas sinalizadoras, como o interferon
gama (IFNy), fator de necrose tumoral (TNFa) e interleucina-2 (IL-2), além de outras
citocinas e quimiocinas, que promovem o recrutamento de outras células do sistema imune
para lugares de possivel infeccdo. Essas citocinas e quimiocinas induzem um efeito
quimiotatico, que incentiva a participagdo de células, principalmente mononucleadas para
o local da infeccao, levando a supressdo do agente infeccioso e a excisao das células mortas

(CLENET et al., 2017; FERRANDO-MARTINEZ et al., 2014; SZABA et al., 2014).

4.1.3 A ativacdo das células T CD8 e as doencas autoimunes

As doengas decorrentes da autoimunogenecidade sdo afeg¢des caracterizadas como
complexas atividades, que levam a perda de tolerancia imunoldgica a autoantigenos e
respostas imunoldgicas anormais e sem controle contra células e tecidos saudaveis

(ZHERNAKOVA; WITHOFF; WIIMENGA, 2013), promovendo rapidamente um
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aumento e producdo de células imunes autorreativas ou o desenvolvimento de

autoanticorpos, sendo ainda estes processos pouco compreendidos (AHMADI et al., 2017).

Em trabalhos repostados, documentam que as células T CD8 apresentam um papel critico
no desenvolvimento das doencas autoimunes, como reportado para a diabetes. Estes
estudos mostram que, no inicio precoce da hiperglicemia, as células T CD8 sao as células
infiltradas no pancreas, mais abundantes durante da inflamagao (insulite), afetando
principalmente as células B (MORGAN et al., 2014). Assim, clones autorreativos de células
CDS8 foram encontrados no sangue periférico, apresentando a propria especificidade de
antigeno que as células T CD8, que se infiltram no pancreas e originam a doenga (WONG
et al., 2007). Assim como na diabetes, o papel das células CD8 tem sido evidenciada em
outras doengas autoimunes, como a esclerose multipla, que sugere que as células T CD8
mostram perfis de metilagdo em diferentes lugares do DNA (LI; XIAO; CHEN, 2017).
Considerando que o processo de metilagdo do DNA cumpre uma fungao critica na esclerose
multipla, principalmente pela regulacdo de genes alvo, foi evidente que 95% dos pacientes
diagnosticados com esclerose multipla apresentaram regides diferencialmente metiladas
nas células T CD8, mostrando niveis de hipermetilagio quando comparados aos grupos
controles (APC2, HOXA2, HRNBP3, HEXDC e NTRK3). Dado que a fun¢ao de metilagao
do DNA, em regides promotoras dos genes, ¢ a inibicdo a expressdo de certos genes, ¢
provavel que esses genes hipermetilados possam silenciar as fungdes das células T CDS,
promovendo-as a participar na patogénese (BOS et al., 2015). No entanto, o papel da
hipermetilacio do DNA em genes de cé€lulas do sistema imunoldgico de pacientes com

esclerose multipla ainda ¢ pouco entendido.

Em outros estudos, utilizando roedores como modelo de investigagdo, ¢ revelado que a
deficiéncia de células T CDS8 favorece resisténcia ao desenvolvimento de Lupus
eritematoso sistémico (SLE) nestes animais, sugerindo um atributo protagonico para este

subgrupo de células T no progresso da doenca.

Em pacientes com Lupus eritematoso sistémico, a progressao da doenga se correlaciona
com um aumento do nimero de células T CDS circulantes, que expressam proteases como
a perforina e granzima, promovidas pela acdo das células dendriticas (DCs), ativadas a

partir do interferon alfa (IFN-a). Apods diferenciagcao das células T CDS ativadas, podem
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suprimir c€lulas alvo deficientes do receptor de superficie Fas e, eventualmente, células
sadias (BLANCO et al., 2005). Em estudos relacionados, em camundongos portadores de
uma mutag¢do na proteina tirosina quinase MER, que causa a fagocitose e depuracdo de
células apoptoticas, desenvolveram espontaneamente autoanticorpos anti-DNA, sendo este
um fator determinante no diagnéstico da doenga Lupus eritematoso sistémico (FELTON et
al., 2018). Em contraste, camundongos com a tendéncia a desenvolver SLE e deficientes
para o receptor IFN tipo I, reduziram o numero de células T CDS8 e doengas similares ao
lupus menos severo, mostrando que este tipo de receptor atua como mediador na

proliferagao das células T CD8 nesta doenca (SANTIAGO-RABER et al., 2003).

Desta forma, como descrito nos trabalhos anteriormente citados, as células efetoras CD8
podem desenvolver as doencas autoimunes em distintos niveis, por meio da secregdo
desregulada de citocinas inflamatorias, perfis de diferenciacdo alterados, modificagdes
genéticas e indu¢do de apoptose inadequada das células normais, destacando o seu papel
critico na estabilidade e a homeostase dos 6rgdos e tecidos do organismo. Neste cenario, a
identificacdo dos mecanismos pelos quais estas doengas aparecem e o desenvolvimento de
imunoterapéuticos derivados das moléculas sinalizadoras, podem ser uma alternativa

potencial em futuros tratamentos destes tipos de afecdes.

4.1.4. Anadlise estatistica

Os dados experimentais foram apresentados como a média e desvio padrdo (barra de erro),
em forma de histogramas tanto paras os ensaios de isolamento de linfocitos totais
(PBMCs), quanto para os ensaios de viabilidade na linhagem de células HEK-Blue. Os
valores calculados para a populacao de células T CDS8 foram representados como a média
da porcentagem medida por citometria. Também para os com ensaios células HEK-Blue,
foi aplicado o método de Kruskal-Wallis de comparagdo entre grupos, comparando a
viabilidade, tratamentos e linhagem celular e analisado estatisticamente a comparagao de

pares dos valores registrados para cada um dos tratamentos, utilizando o programa SPSS.
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4.2 OBJETIVOS

4.2.1 Objetivo Geral

e Avaliar o efeito da constru¢do quimica da interleucina-2 murina ¢ humana IL-
2PEGpepS5.

4.2.2 Objetivos Especificos

Determinar os linfocitos totais PBMCs, através do isolamento de bago e do sangue
periférico de camundongos;

e Avaliar a atividade da biomolécula IL-2PEGpep5 murina, por meio quantificacao
de células CD8 de camundongo, apos tratamento;

e Determinar os niveis de expressdo de receptores IL-2R alfa (CD25) em linhagem
células T HEK-Blue;

e Auvaliar a atividade da biomolécula IL-2PEGpep5 humana, por meio quantificagao
de viabilidade celular, apds tratamento.
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4.3 MATERIAL E METODOS

4.3.1 Determinacdo de linfécitos totais de camundongo

4.3.1.1 Teste ex vivo

Foram coletados sangue e bago de camundongos (Mus musculus) da linhagem especifica
BALB/c e excedentes, obtidos do biotério de producao e experimentacdo da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas. Os animais foram eutanasiados, sob as seguintes condicdes:
administragdo via inalatoria de isoflurano anestésico da empresa BioChimico Industry®,
em camara de gds com exposi¢cdo do animal e, verificando a perda da consciéncia do
animal. Logo apds este processo, o sangue foi, entdo, coletado por puncdo cardiaca e
colocado em tubos eppendorf de 2 mL, contendo 0,1 mM de EDTA como anticoagulante.
O bago foi retirado por incisao e colocado em uma solucao de PBS 1%, para conservagao

e posterior tratamento para isolamento de linfocitos.

Desta forma, utilizamos 5 animais por experimento, em um total de 2 experimentos, sendo
este nimero representativo para determinacao de nimero de linfécitos totais PBMCs. Cada
experimento foi realizado no intervalo de 15 dias ou mais, utilizando um unico grupo para
obtencdo dos linfocitos do sangue e células de bago, de modo a caracterizar e manipular

células CDS8 derivadas desta linhagem de camundongo.

4.3.1.2 Isolamento de linfocitos In vitro

Para o isolamento de linfocitos, utilizamos as amostras de sangue periférico e de bago
coletadas previamente, apos eutandsia dos camundongos. Para obten¢do das células de
baco, foi macerado e peneirado em um separador celular de nylon, com tamanho de poros
de 40um. Logo em seguida, as amostras de sangue periférico e células de bago foram
tratadas com solucao de Ficoll (PM 400), com densidade de 1,078 g/ mL e pH: 5,5-7,5,
seguindo o protocolo de Ficoll-Paque Plus. O principio deste método estd baseado na
separagdo pela diferenga de densidade celular entre granuldcitos, eritrdcitos e células

mononucleares (linfocitos e monocitos) (Figura 34).
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Figura 33. Isolamento de linfécitos totais utilizando o método Ficoll-Paque PLUS. (1) tubo de ensaio contendo
3 mL e 4 mL. (2). Apds primeira centrifugacdo, observa-se separagdo em fases da amostra. (3) Remogao da fase
superior para coleta dos linfocitos totais. (4) Isolamento e lavagem de linfocitos totais. (5) Preservacdo de
linfocitos totais em meio RPMI1640.

4.3.2 Determinacdo da viabilidade celular pelo método de citometria para células T CD8

citotoxicas
4.3.2.1 Quantificacao total de células T

Inicialmente, determinaremos o nimero de linfocitos totais presentes em sangue periférico
e em células do bago, através da contagem de células por microscopia Otica em camara
Neubauer. O método de camara de Neubauer (CNB) consiste numa area de contagem
Imm?, e subdividida em 9 quadrantes, cada um deles com uma 4rea de 0,04mm?(1/25mm?).
Desta forma, foram tomados 4 quadrantes aleatorios das laterais para fazer a contagem
celular de linfocitos totais. Este nimero final sera calculado utilizando a seguinte formula,
linfocitos totais / uL = (linfocitos contados x fator de diluicdo x 10) /4, obtendo o nimero

total de linfocitos por amostra.

4.3.2.2 Ensaio de viabilidade

4.3.2.2.1 Determinacdo de subpopulagées de células T CD8 pelo método de citometria de

fluxo

Para determinar o efeito da constru¢do quimica IL-2PEGpep3, utilizando como base a I1-2

murina, utilizamos as subpopulagdes de células T CDS, a partir de linfécitos PBMCs
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isolados da linhagem de camundongo BALB/c, foi utilizado o método de citometria de
fluxo. De forma resumida, utilizamos 0,4 mL de amostras de PBMCs separados do bago e
do sangue periférico, que foram colocadas em 4 mL de tampao PBS para citometria (PBS
Ix e 10% FBS), continuando com a centrifugacao, usando os parametros de 1000 rpm, a
4°C, durante 5 minutos. Entao, o pellet formado foi ressuspendido em 50uL de anti-CD8a-
FITC, identificado com o cédigo (100705) da empresa BioLegend®. Em seguida, as
amostras, contendo o anticorpo, foram incubadas por 30 minutos, a 16 °C. Logo ap0s este
tempo, as amostras foram lavadas com 4 mL de tampao PBS para citometria e
centrifugadas a 1000 rpm, a 4°C, por 5 minutos. Finalmente, o pellet formado foi
ressuspendido, em 200 pL de tampao PBS para citometria, para posterior leitura no

citOmetro.

4.3.3.1 Determinacdo da expressdo de receptores IL-2R alfa (CD25) na linhagem celular
HEK-Blue

A linhagem HEK-Blue ¢ uma célula derivada da linhagem celular HEK 293 humana, apds
transfecdo com gene que expressa o receptor IL-2R e um gene reporter induzivel
denominado SEAP (fosfatase alcalina embrionaria secretada), como resposta ao estimulo
da IL-2, ou outro tipo de citocina. Esta célula produz uma cor azul, cuja intensidade ¢
captada no comprimento de onda de 630 nandmetros. Assim, estas células foram cultivadas
em frascos de 100 mL de meio e mantidas em preservagao, em 30 mL de meio RPMI 1640
suplementado com soro fetal 10% e antibidtico normocina, em uma concentracao de 50

mg/mL. A densidade considerada para cultivo foi de 8 a 10 x 10° células/mL, até seu uso.

Para determinar os niveis de expressao dos receptores para o receptor IL-2R alfa (CD25),
foi crescida, de modo a atingir uma densidade celular de 7 x 10° células/mL ao inicio dos
experimentos. Assim, logo apds crescimento de 48 horas, 50 puL de cultura celular foi
colocada em 5mL de PBS 1%. Logo, as amostras foram quantificadas, utilizando o
programa de analise de viabilidade celular (CASY), que utiliza como método um sistema
de contagem de células multicanal de campo elétrico. Apds medicdo, as culturas foram
diluidas, até atingir uma densidade celular de 1 x 10° células/mL de cultura.

Posteriormente, foi crescida até 48 horas, e, em seguida, 0,4 mL das culturas foram
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colocadas em 4 mL de FACS buffer, continuando com a centrifugacdo, usando os
parametros de 1000 rpm, a 4°C, durante 5 minutos. Entdo, o pellet formado foi
ressuspendido em 45ul de anti-CD25- PE, identificado com o codigo (PC61.5)
eBioscience™, da companhia Thermo Fisher Scientific. Em seguida, as amostras contendo
o anticorpo foram incubadas por 30 minutos, a 16 °C. Logo ap0s este tempo, as amostras
foram lavadas com 4 mL de FACS buffer e centrifugadas a 1000 rpm, a 4°C, por 5 minutos.
Finalmente, o pellet formado foi ressuspendido em 200 puL. de FACS buffer, para posterior

leitura no citOmetro.

4.3.3.2 Determinacdo da viabilidade celular da linhagem celular HEK-Blue apos
tratamento com IL-2PEGpep5

Para determinar a viabilidade celular, a célula foi crescida, de modo a atingir uma
densidade celular de 7-8 x 10° células/mL. Logo apds este tempo de crescimento de 48
horas, 50 uL de cultura celular foi colocada em SmL de PBS 1%, para quantificagdo e
diluigdo, atingindo uma densidade de 1 x 10%, utilizando o método de CASY program. Em
seguida, 100 puL da cultura foi colocada e distribuida em placas de cultura aderente, de
modo a atingir um total de 15 pogos, trés por cada tratamento; incubagcdo com IL-2 os
grupos controle, 1 ng/uL de IL-2, 10 Ong/uL de IL-2 e 100 ng/uL de IL-2, tratamento com
IL-2 e produto peguilado, controle, 10 ng/uL de IL-2, 10 Ong/uL de IL-2, 100 ng/uL de
IL-2PEGpep5 (Cons), 200 ng/uL de IL-2PEGpep5 (Cons). Posteriormente, as amostras
foram colocadas em incubagdo, a 37°C, em camara suplementada, com CO2 5%, durante
24 horas. Logo apo6s este tempo, as amostras foram retiradas e medidas no

espectrofotometro, em um comprimento de onda de 630 nandmetros (nm).
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4.4 RESULTADOS

4.4.1 Quantificacao de Linfocitos Totais PBMCs de Camundongo

Apos selecdo de camundongos no biotério de experimentacao e produ¢do da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas, para coleta dos tecidos, foram retirados sangue periférico e bacgo,
para posteriormente serem feitas extrag@o e isolamento de linfocitos totais destes dois tipos
de tecidos. Portanto, foi estimado o numero total de linfocitos, usando o método de
contagem em camara Neubauer. Os valores registrados para linfocitos totais para cada
experimento, foram de 14,7 x 10° células por mL de sangue para o sangue periférico,
enquanto para o baco, os valores foram de 16,68 x 10° células por mL de sangue (Figura

35A).

Considerando que os numeros normais de leucocitos (WBC) representam,
aproximadamente, 2% do total das células do sangue em murinos (EVERDS;
BOLLINGER, 2012), notamos que os valores obtidos na quantificacdo dos linfdcitos totais
do sangue periférico e do bago foram apropriados para realizar os testes de viabilidade e

de citotoxicidade (Figura 35B).

__Linfdcitos bago

Figura 34. (A) Quantifica¢@o do niimero de linfocitos totais em isolados de sangue periférico e bago de
camundongo. (B) Microscopia 6tica das amostras isoladas de sangue periférico e bagco de camundongo.
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4.4.2 Quantificacdo da subpopulacdo de células CD8 de camundongo

Apbs isolamento de células PBMCs de camundongo, foram tomados 200 pL da cultura,
contendo 1 x 10%células de linfocitos totais de baco, e 1 x 10%/células de linfocitos totais
do sangue periférico, que foram marcadas com o anticorpo monoclonal anti-CD8 FITC,
para detecg¢do de subpopulagdes de células T CD8. Na figura 36, observamos os valores
registrados em porcentagem de numero de células presentes nas culturas, por meio da
marcagdo especifica, medidos por citometria de fluxo, os valores correspondem a 99%
células T CD8 de isolados de baco, e 98,3% para células T CDS8 isoladas do sangue

periférico. Estes valores representam a média de 1 experimento em triplicata.
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Figura 35. Porcentagem de niimero de células T CD8 presentes em culturas celulares de PBMCs de
bago e do sangue periférico de camundongo.
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4.4.3 Efeito da IL-2 peguilada com o pep5 na viabilidade em células CDS8 de

Camundongo

Posteriormente a quantificacdo de subpopulagdes de células T CDS8 de bago e do sangue
periférico, procedeu-se o tratamento das culturas com o produto peguilado, utilizando a
interleucina-2 murina como base dessa construgdao quimica (IL-2PEGpep5), denominado
aqui Cons, com uma concentracdo de 100 ng/mL, por um periodo de 24 horas apds
isolamento. Na Figura 37, podemos observar um valor de 74% de nimero de células T
CDS8, para o grupo de PBMCs isolados de bago tratadas com IL-2PEGpep5, ¢ 85,5% para
o grupo nao tratado. Por outro lado, para o grupo de PBMCs isolados do sangue periférico,
tratadas com IL-2PEGpep5, foi registrado um valor de 71,4 % e 78,1 % para o grupo nao

tratado. Estes valores representam a média e desvio padrao de 1 experimento em triplicata.
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Figura 36. Porcentagem de numero de células T CD8 presentes em culturas celulares de PBMCs de bago e
do sangue periférico de camundongo, apds tratamento de 24 horas com IL-2PEGpep5 e controle.
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4.4.4 Expressdo de receptores IL-2R alfa (CD25) na linhagem celular HEK-BLUE

Para constatar a presenca e expressao do receptor IL-2R alfa CD25, foram determinados
os niveis de expressdo deste receptor na linhagem HEK-Blue, por meio da marcacdo com
o anticorpo anti-CD25/PE, medidos por citometria de fluxo, apds 48 horas de crescimento
celular. Na Figura 38, observamos os niveis de expressao do receptor IL-2R alfa (CD25)
da linhagem HEK-Blue. O valor de expressao foi de 98 % e o niimero total de células foi
de 99 %. Isto pode ser constatado quando comparamos a populagdo celular total e o nimero

de células detectadas com a expressdo do receptor, conforme registrado na andlise do
grafico de citometria.
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Figura 37. Porcentagem de expressdo do receptor IL-2 alfa (CD25) em células HEK-Blue, quantificado
por meio da marcagdo especifica com anticorpo monoclonal anti-CD25/PE.
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4.4.5 Efeito da IL-2 peguilada com o pep5 na viabilidade celular da linhagem HEK-
BLUE

Com a finalidade de estudar o efeito da constru¢do quimica através da peguilagdo da
interleucina -2 humana, em células HEK- Blue com caracteristicas de células T e derivadas
da linhagem células HEK 293, estas células foram tratadas com o produto IL-2PEGpep5,
por um periodo de 24 horas. O primeiro passo foi observar o nivel de estimulo causado
pela IL-2 nas células. Na figura 39A, observamos os valores registrados da média e desvio
padrao da absorbancia de trés experimentos, apos estimulo com IL-2, sendo um valor de
0,95 nm para o grupo controle; 1,3 nm para a concentragdo de Ing/mL; 1,8 nm para a
concentragdo de 10 ng/mL; e 2,38 para a concentracao de 100 ng/mL de IL-2. O grupo
tratado com a concentracdo de 100 ng/mL de IL-2 mostrou uma significncia ao nivel de

(p<0,05), pelo método de comparagdo de pares, sendo os outros grupos ndo significativos.
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Figura 38. (A) quantificacdo da viabilidade celular da linhagem HEK-Blue ap6s 24 horas de estimulo
em diferentes concentragdes de IL-2. (B), quantificagdo da viabilidade celular apos 24 horas de incubagao
em diferentes concentragdes de IL-2 e o produto IL-2PEG. * (P<0,005)
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Do mesmo modo, foi comparado em diferentes grupos o efeito causado pela IL-2 em
solitario, em duas concentragdes diferentes com o produto peguilhado, também utilizando
duas concentragdes distintas. Na Figura 39B, observamos os valores registrados da média
e desvio padrio da absorbancia de trés experimentos, apds estimulo com IL-2 e IL-
2PEGpepS5. Assim, foram registrados os valores de 1,8 nm para o grupo controle; 2,37 nm
para a concentragdo de 10 ng/mL de IL-2; 2,55 nm para a concentragdo de 100 ng/mL de
IL-2; 1,48 para a concentracao de 100 ng/mL do IL-2PEGpep5 (Cons); e 0,71 para a
concentragdo de 200 ng/mL do IL-2PEGpep5 (Cons). O grupo tratado com a concentracao
de 200 ng/mL de IL-2PEGpep5 mostrou uma significancia ao nivel de (p< 0,05) pelo

método de comparacdo de pares, sendo os outros grupos nao significativos.
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4.5 DISCUSSOES

Podemos considerar que o nimero de linfocitos totais PBMCs, isolados através do processo
de separacdo de Fico-Paque, de um total de 1 mL de sangue da linhagem BALB/c de
camundongo, representa 2% do total de leucocitos coletados em nossos experimentos. Isto
pode ser confirmado quando comparamos os dados obtidos a partir do isolamento em
outros estudos relacionados, onde se mostra que, em amostras entre 200 a 300 pL de sangue
de animais sadios, foram obtidos para cada camundongo, um valor aproximado de 3 a 5 x
10 PBMCs por mililitro (mL) (KUMAR et al., 2017). Por outro lado, notamos que o
ntiimero de células PBMCs isoladas a partir do bago (16,68 x 10° células/mL) foi um pouco
maior do que as células PBMCs isoladas do sangue periférico (14,7 x 10° células/mL), ndo

encontrando diferencas quando comparamos os valores médios.

Em outros estudos, utilizando as linhagens C57BL/6NCr, 129/SvHsd e BALB/cAnNCr de
camundongo, foram quantificadas as porcentagens de células vivas da subpopulagdo de
célula T CDS, onde se observou que fémeas da linhagem CS57BL/6NCr exibiram um
elevado numero de células, quando comparados com a linhagem BALB/cAnNCr
(HENSEL et al., 2019). A diferenca deste estudo, utilizando a linhagem BALB/c, ¢ que,
provavelmente, o nimero de células CD8 seja menor, embora ndés ndo tenhamos
conseguido isolar a subpopulacdo de células T CDS8, dado que tivemos dificuldade na
aquisicao do material para realizar este processo. Podemos considerar como importante a
utilizacdo de outras linhagens, como a C57BL/6NCr, na qual pode-se isolar um maior
numero de células T CD8, aumentando o tamanho amostral, utilizando menor nimero de

animais.

Os dados mostrados através da quantificagao e porcentagem de nimero de células T CD8
marcadas, mostram manter uma viabilidade, ap6s 24 horas de incubagdo. Isto pode ser
constatado quando comparamos o valor inicial medido no citdmetro, tanto para células
isoladas do bago (99 %), como para as células isoladas do sangue periférico (98%). Cabe

ressaltar que estes valores sao uma estimativa preliminar, dado que foi realizado somente
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um experimento, sem a quantificagao exata do total de células T CDS8 isoladas, para saber

o nimero inicial de células utilizadas para cada tratamento.

Com relagdo aos dados obtidos em subpopulagdes de células T CDS8, posterior ao
tratamento com o produto IL-2PEGpep5 murino, consideramos que nao houve uma
diferenca na deteccdo de células T CD8, quando comparamos os valores registrados para
o grupo tratado com o peguilhado, em uma concentragdo de 100 ng/mL do bago (74%) e o
grupo controle (85,5%). Da mesma forma, ndo houve uma diferenca do nimero de células
T CD8 detectadas por marcagao, quando comparamos os valores registrados para o grupo
tratado com o peguilhado, em uma concentragdo de 100 ng/mL do sangue periférico
(71,4%) e o grupo controle (85,5%). Por outro lado, consideramos relevante citar que o
produto conjugado IL-2PEGpep5 murino ndo foi verificado apos reagdo de peguilagdo,
devido a escassez disponivel para realizar a verificagdao estrutural. Ainda ¢ necessario
realizar estudo para haver uma correta peguilacdo e ampliacdo dos experimentos, a fim de

que os dados tenham uma validez cientifica.

A expressdao de receptores IL-2R alfa (CD25) foi evidente, j4 que a porcentagem de
expressao representou 98%, valor semelhante a porcentagem do total de células avaliadas
(99%), comprovando uma expressao em todas as células. A linhagem HEK-Blue ¢ derivada
de células HEK 293. Estudos experimentais, utilizando os métodos de qRT-PCR e de
citometria de fluxo na HEK293, para avaliar quantitativamente os RNAs de CD25 e o nivel
de expressdo de proteina, mostraram um aumento de 4,8 vezes o valor de mRNA, e um
aumento de 76,2% nos niveis de proteina de CD25, ao comparar em outras linhagens
celulares transfectadas com o gene de expressao e linhagens controle (DEHBASHI et al.,
2019). Comparando com este estudo, confirmamos que a linhagem HEK-Blue seria um
modelo adequado para ensaios experimentais decorrentes da avaliagdo do receptor IL-2R

alfa (CD25).

Os dados reportados através dos ensaios de citotoxicidade na linhagem HEK-Blue,
revelam, primeiramente, uma indugdo a sobre expressao celular, quando as amostras foram

tratadas na concentracao de 100 ng/mL de IL-2, sendo esse valor significativo no nivel de
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significancia de (p<0,05), analisado através do método estatistico de comparagao de pares,
confirmando o estimulo causado, ap6s incubagao com a molécula sinalizadora interleucina-
2 (IL-2), sugerindo que outros receptores para [L-2 podem ser induzidos a expressdo, dado
que o receptor nao ¢ uma proteina de transcri¢ao de sinal. Segundo, vemos que o produto
IL-2PEGpep5 causa um efeito de deletério nas células da linhagem HEK-Blue, em uma
concentracdo de 200ng/L do produto, sendo este valor significativo no nivel de
significancia de (p<0,05), analisado através do método estatistico de comparagdo de pares,
sugerindo que esta concentracao leva a uma diminui¢ao da viabilidade celular, posterior ao

tratamento de 24 horas.
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4.6 CONCLUSOES

e Notamos que o numero de células PBMCs, isoladas a partir do bago, foi de 16,68 x
106 células/mL. Entretanto, o numero de células PBMCs isoladas do sangue
periférico foi de 14,7 x 106 células/mL, ndo encontrando diferencas quando

comparamos os valores médios destes dois tecidos.

e A quantificacdao, em termos de porcentagem de numero de células T CD8, medidas
pelo método de citometria de fluxo, apos 24 horas de crescimento, parece manter
uma sobrevivéncia celular, s6 diminuindo em 10% do valor inicial quantificado,
tanto para as células isoladas do bago quanto para as células isoladas do sangue

periférico.

e Os valores reportados para o grupo de células T CD8 do baco tratado com o
peguilhado, em uma concentragdo de 100 ng/mL, foi de 74 %, ¢ o grupo controle,
85,5%. Da mesma forma, o numero de células T CD8 detectadas por marcagao,
quando comparamos os valores registrados para o grupo tratado com o peguilhado,
em uma concentragdo de 100 ng/mL do sangue periférico, foi de 71,4 %, e o grupo
controle, 78,1%, ndo havendo diferencas entre as médias dos grupos tratados e os

grupos controle.

e (Consideramos relevante citar que o produto conjugado IL-2PEGpep5 murino nao
foi verificado apds reagdo de peguilacdo, devido a escassez disponivel de material
para realizar a verificagdo estrutural. Por essa razdo, sera necessario realizar estudos
para haver uma correta peguilacdo e ampliagdo dos experimentos, para obtengao de

uma validez cientifica.

e Foi evidente a expressao de receptores IL-2R alfa (CD25) na linhagem de células
T HEK-Blue, ja que a porcentagem de expressao representou um valor de 98%, de

um total de 99% de células detectadas através da citometria de fluxo.
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Houve uma indugdo a sobre expressao celular quando as amostras foram tratadas
na concentracao de 100 ng/mL de interleucina-2, sendo esse valor significativo no

nivel de significancia de (p<0,05).

O produto IL-2PEGpep5 causou um efeito deletério nas células da linhagem HEK-
Blue, em uma concentracdo de 200 ng/L. do produto, quando comparado com o

grupo controle, sendo este valor significativo ao nivel de significancia de (p<0,05).
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4.7 PERSPECTIVAS

O desenvolvimento deste projeto foi somente um primeiro passo para gerar uma prova de
conceito, baseado na utilizagao da interleucina-2 como veiculo, que possa direcionar agao
do peptideo apoptotico pepS a células que sdo causadoras de doengas autoimunes e
inflamatorias. As demonstragdes e respostas preliminares por alguns grupos de células,
abrem a porta para pesquisas futuras, nas quais possam haver melhorias em varios aspectos
que nao puderam ser considerados neste estudo, como: modifica¢des estruturais, utilizagao
de outros peptideos com alta letalidade e a continuidade nos testes, tanto in vitro como in
vivo, para tornar este produto uma molécula potencial ndo controle e tratamentos das
doengas cronicas derivadas de alteragdes no processo de resposta imunoldgica, ou de indole
autossomal recessiva em alguns pacientes. Futuramente, também podem ser considerados
outros compostos que possam participar na constru¢do de moléculas quiméricas, com alta
especificidade para células causadoras de doencas autoimunes e inflamatorias, sendo

possivel aproveitar evidéncias mostradas neste trabalho.

Hé o cenario em que cada vez mais pessoas sao diagnosticadas com algum tipo de doenca
autoimune, como diabetes tipo I, artrite reumatoide, lupus sistémicos e doengas raras, como
a mastocitose, causando um grave efeito na satide das pessoas que as padecem. Nos ltimos
50 anos, triplicou o niumero de casos reportados no mundo, com uma alta incidéncia no
Brasil, afetando, aproximadamente, 5% da populagdo. Apesar de, hoje em dia, existirem
alguns tratamentos clinicos para combater estes tipos de doengas, eles ainda mostram
numerosas reagdes severas em quase 40% dos pacientes ja tratados. Quando os tratamentos
sao usados em combinagdo, mais da metade dos pacientes pode apresentar reagdes
adversas. O proposito serd seguir na busca para contribuicdo com imunoterapéuticos, a

fim de tentar melhorar a qualidade de vida dos pacientes com estes tipos de afe¢des.
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structure formed by 12 mooessive ghetamine resdoes in the M - terminal
region of the mabared monne (L 2 The ooding. sequencoes of buman and
murime (L2 are substamtally conserwed, exhibiting 2 75% nadeotide

E-masil acibresses ab g be (A Odentss Vibesieriaa) i
g el oy 10 1070 6} ismiig, SO0 1 DE39
Recwived 14 December 2019, Receivsd in sevised form 4 Felauary 2000, Aoy

b (ML Camargs Kiirseh), S b (M. Ao Seplas).

4 5 Febwuary 2020

Avallabie online 12 Febrmry 2020
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8. ANEXO 4- Solicitagdo de patente

AUSPIN l:mnunicaﬁu de Cl'lli.‘-lﬂ
Io: CC-Pi-2021-0021
PROTEINA RECOMBINANTE QUIMERICA AFOPTOTICA, COM ACAQ SOBRE O
Titubo Provisanio: SISTEMA IMUNCLOGICO PARA TERAPEUTICA DE DOEMGCAS AUTCIMUNES E
INFLAMATORIAS,
Modalidace de Protecho; Patente
i“:';;::"ﬂ“"“mm N0 houve divulgacso do conteddo totsl ou parcial dessa criagho. | ]

Existe expectativa de divulgacho
da criachio? Sim. conforme material snexado. [0TOS2021)

A pesquisa fol desenvolvida am
cooperacho com instiulgbes [Amexo 2 - Quadro Resuma]
externas ¥

Senhor Coondanadar,

Encaminho & ssla Agéncia a Comunicagho de Criaclo indicada acima pars andlise da viabihidade & providéndias cabivals
g padichs oo protecho

Deciar cibnem & contosdiincis oom o5 termos da Resolotlo USP N* T.035, de 17 de derembng de 2074, am especial com
o seu arfigo T @ parkgiaion.

smammmhm evpniuas BsCiarecTentos.

d% C'lm.-: ,_E'IE{:I g 5P, 12/04 2o
ALEXY  VALEMOCI, o = dete)y

Campus USP o Unidsde AcadémicaOngao™

Dmpartamanto®

Cienie, encaminhe-s4 a Coordenacho da Agincia USP de Inovagio.

1210472021 ’i,é',_f“" =
Chpde do Depanamento acs naturs g oata

Morme compleln® Profa. Susans Mans lssy Saed
Deparamenic®. Depanamento de Tecnologia Bi

Derwtor div LnidedefOnsdo (assinatura e data; o

Homé complelo®:  Prof. Humberio Gomes Feraz
Carmpus USP 8 Unidade AcadémicaOrgia®.  Faculdade de Ciéncias Farmacéuticasl Camgus Butanti



9. Anexo 5- Concessdo de Bolsa no Exterior

M. Alexy Orozeo Valencia

Aw. Prof. Meliz de moraes, 1235, Bloco C. apto 410
55040 Sac Paulo

Brazil

Letter of Confirmation — Advanced Research Opportunities Programn
Ciear Mr. Valencia,

We are pleased to ket you know that you have been selected for 3 research project
at RWTH Aachen University funded by the “Advanced Ressarch Opportunities
Program” (AROP). You will receive a monthly rate of 1_800 EUR for 8 months of
your time at RWTH Aachen University and a trawel grant of 1.000 EUR, amounting
to an AROP scholarship of 11.800.00 EUR.

It will be paid to your German bank account named in the declaration of ac-
ceptance. i you do not have a German bank account it will b2 paid to you at the
Bursary of RWTH Aachen {R¥WTH main building. Templengraben 55, opening
hours: Mo-Fr. 2:00-12-00)

A= 3 prerequisite for payment of the stipend, please fully complete and sign the
enclosed acceptance form and send it back to us by May 17, 2020. The declaration
of acceptance is required for the scholarship to ke disbursed.

Dwring the scholarship pened, you are obliged to inform the University immediately
of any changes to the detaills given in the application (address, bank details) as
well as of any change or termination of the training or education program or of your
stay abrosd. Furthermiore, you ane obliged to inform BRWTH Aachen University of
any remuneration or funding received during your stay abnosd.

Please Note: ou may flexibly choose the time of youwr research stay at RWTH
Aachen University in 2020 {as the situation pemmits) but it is yet unclear as of now i
the scholarship amount can be transferred to 2021, We will keep you posted and
are trying to sofve this isswe as soon as possible. Please let us know the exact time
frame of your stay as soon as it can be defined.

If there is anything we can do for you in the meantime, please let us know.
Yours sincerely,

On behalf of the Rector
The Ghanceiior

p-pa.

_JI-;[L_,_

Birgit Thun-Vi&
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The Rector

Departrnent 2.0

Int=mational Camce

Divialon 2.4
Intemational Sirategy

MLA
Edrgit Thun-V1e&
PROMOS, URDP, UNITECH

Turmsiralle 46
52062 Aachen
GERMAMNY

2. [Floor, Room 201

Phone:  +4% 241 80-9065T
Fau =45 241 30-92661

Bingit Thundd:
. rath-aachen.de

wawe nwih-aachen defkusink
Reference: i

30.04. 2020
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10. Anexo 6 - Selecdo de tecnologia promissoria pelo ICB-USP

EMERGE

SEARCH

CERTIFICADO DE PARTICIPAGAD

ESTE DOCUMENTO CERTIFICA QUE

ALEXY OROZCO

participou do processo do EMERGE Search ICB-USP entre novembro e
dezembro de 2019 com a tecnologia "ImmunoLeukin - Imunoterapéutico para
doencas autoimunes", tendo apresentado um Pitch dessa tecnologia no dia 12

de dezembro de 2019 no InovaBra

LUISA VERAS DE SANDES-GUIMARAES LUIS CARLOS DE SOUZA FERREIRA
EMERGE INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS - USP

Sao Paulo, 29 de janeiro de 2020




