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1. INTRODUCAO



Os interferons (IFN) s&o proteinas envolvidas em processos de defesa do organismo
derivadas da resposta celular a microorganismos, tumores e antigenos. Os interferons
séo classificados em tipo I, compreendendo os IFN-a, IFN-B, IFN-t, IFN-m, enquanto
que o IFN-y é o tunico membro dos IFN do tipo Il. Tendo como base a sua estrutura 0s
IFN sdo membros da familia de citoquinas, que se caracterizam por apresentar na sua
molécula estruturas em a-hélice, conhecidas também como familia hematopoiética de
fatores de crescimento. Estas proteinas uma vez produzidas interagem com
receptores especificos das células, ativando sinais citoplasmaticos que, por sua vez,
séo dirigidos ao nucleo para estimularem genes que codificam proteinas responséaveis
pelos mecanismos de defesa celular. Os receptores da superficie celular descritos séo
de dois tipos: um receptor que interage com os IFN tipo | e um segundo que reage

com IFN-y.

Esforcos extensivos, particularmente com IFN humanos e murinos, tém sido dirigidos
na elucidacdo da relagdo entre estrutura e funcdo nas espécies de HulFN-o e do
HulFN-B, através de mutagénese sitio dirigida. Apesar do avan¢o alcancado na
elucidagdo ou compreensdo dessas interacdes, entre os interferons tipo | com seu ou
seus receptores, estes mecanismos ndo foram ainda satisfatoriamente esclarecidos.
Entretanto, a descricdo da estrutura tridimensional da molécula do interferon murino
recombinante abriu novas perspectivas e aponta para a associacdo das metodologias
de mutacdes sitio-dirigidas e recombinantes hibridos, ja empregadas isoladamente na
compreensdo das interacdes dos IFN com seus receptores. O conhecimento da
estrutura tridimensional permite manter a estrutura da molécula, no processo de
construcdo de hibridos ou moléculas com modificacdes de dominios conservados,
pela metodologia da engenharia genética. A importancia da ndo alteracdo da estrutura
tridimensional original da molécula é reforcada pelos testes de estabilidade, que

mostram a dependéncia da estrutura conformacional da molécula a atividade antiviral.

Estudos com HulFN-a. mostram significativas mudancas na sua atividade quando
seus aminoacidos sdo modificados, como por exemplo, nas posi¢cdes dos aminoacidos
121, 122 e 123. O aminoacido da posi¢do 123 parece ser importante na manutencao
da interacdo da hélice D com o restante da molécula. A sua dele¢do causa uma
diminuicdo substancial na atividade e ligagdo ao receptor dos HulFN-oz, em células
bovinas. Se a conformagédo da a-hélice for mantida, a dele¢éo deste aminoacido muda

efetivamente a caracteristica dos aminoacidos 125, 128 e 132.



A existéncia das 5 a-hélices observadas tanto nos IFN-a quanto nos IFN-B e a
estrutura conformacional similar dessas moléculas, permite um estudo mais detalhado
na relacdo entre uma determinada a—hélice e o seu papel na atividade biolégica na
célula hospedeira. Para isso, a utilizacdo de técnicas como mutagénese sitio-dirigida,
permite introduzir sitios de restricdo entre estas estruturas, de modo a substituir ndo
apenas 3 ou 4 aminoacidos, mas especificamente a substituicdo e troca de cada hélice
ou suas alcas, cuja participacdo tem sido sugerida em funcdes biolégicas da molécula
entre os interferons tipo |. Neste sentido o objetivo deste trabalho foi estudar a relacédo
da a-hélice E na atividade biol6gica do HulFN-B, usando como estratégia a insergéo
de sitios de restricdo que permitem a substituicAo e troca desta estrutura pela
correspondente do HUIFN-a. Assim a estrutura basica conformacional do HulFN-B
seria mantida permitindo o estudo do papel da a-hélice E na sua atividade bioldgica,

bem como das suas interagcdes com o receptor ou receptores celulares.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA



2.1 - OS INTERFERONS

2.1.1 - GENERALIDADES

Os interferons (IFN) foram primeiramente descritos por ISAACS E LINDENMAN (1957)
gquando estes observaram que o sobrenadante de células infectadas com virus era
capaz de induzir a resisténcia a infeccéo viral de outras células. A esse fator solGvel
liberado no meio, foi dado o nome de Interferon, que pertence a familia de citoquinas,
que modulam a expressado de genes celulares. Os genes induzidos sdo responsaveis
pela grande diversidade de atividades bioldgicas, entre as quais o estabelecimento do
estado antiviral, a inibicdo da multiplicagédo celular, o estimulo da atividade citotoxica
de linfécitos, células NK e macrofagos, dos antigenos de MHC classe | e modulagéo
do sistema imune. Aos IFN foi atribuida durante muitos anos apenas a fungéo antiviral
por ter sido esta, quando da sua descoberta, a primeira atividade biol6gica
demonstrada, o que os distingue das demais citoquinas descritas.

2.1.2 - CLASSIFICACAO

Os IFN séo divididos em tipo | (a, B, ® e 1) e tipo Il (y) e compreendem proteinas de
trés classes antigénicas distintas classificadas em IFN-a, IFN-B e IFN-y e s&o
produzidos por células de vertebrados em resposta a uma grande variedade de
estimulos. Os IFN-a e IFN-B sdo produzidos por leucocitos e fibroblastos
respectivamente, em resposta a infec¢do viral, RNA de fita dupla, endotoxinas e
exotoxinas bacterianas, micoplasma, ricketsia e a indutores sintéticos como
polinucleotideos. O IFN-y € produzido por linfécitos T e células NK apds sua ativagao
por antigenos ou agentes mitogénicos como a fitohemaglutinina e a concanavalina-A
(JOKLIK, 1990). O HulFN-® €é produzido por leucécitos apds estimulo viral e
representa 15% da populacdo dos HulFN leucocitarios (ADOLF, 1987), sendo

encontrado em humanos, bovinos, equinos e ovinos (ADOLF et al., 1991).



2.1.3 - GENES DOS INTERFERONS

Os genes dos interferons tipo | ndo possuem introns, sendo que os IFN-a sdo
codificados por uma familia de genes estreitamente relacionados antigénica e
estruturalmente em todas as espécies de mamiferos estudadas. A familia dos IFN
humanos é constituida por 15 genes nao alélicos e 9 pseudogenes localizados no
braco curto do cromossomo 9 humano (WEISSMAN & WEBER, 1986). Apesar de
todos os IFN apresentarem uma seqiiéncia de nucleotideos de 80 a 100% o0s seus
genes podem ser codificados em dois distintos loci , como ocore com 0s IFN-o € IFN-
oaz (DRON & TOVEY, 1992). Os genes dos HulFN-a codificam para proteinas de 165

a 172 aminoéacidos.

O HulFN-B é codificado por um unico gene, também localizado no cromossomo 9
humano, ndo possui introns e codifica uma proteina de 166 aminoéacidos (VILCEK E
SEN, 1996) e foi clonado por TANIGUCHI et al., (1980a). Os IFN-p da maioria das
outras espécies de mamiferos provavelmente possui apenas um gene, enquanto que o
de bovinos é codificado por multiplos genes (PESTKA et al., 1987; RYAN et al ., 1992).

Nao ha homologia estrutural significativa entre os IFN do tipo | e do tipo Il e, além
disso, diferentemente dos genes dos IFN tipo | que se localizam no cromossomo 9, o

gene do IFN-y contém 3 introns e localiza-se no cromossomo 12.

2.1.4-0S AMINOACIDOS

Os membros da familia IFN-o. possuem uma sequéncia de 165 a 172 aminoacidos,
dos quais 4 cisteinas (C) sdo altamente conservadas nas posi¢ées 1; 29; 98, 99 ou
100; 138 ou 139; e responsaveis pela ligacdo intramolecular (ligacdes S-S) da
molécula (RADHAKRISHAN et al., 1996). Estas ligacdes sdo importantes na
estabilizacdo da estrutura da molécula do IFN-o (WETZEL et al, 1981) e
imprescindiveis para a atividade biol6gica (SENDA et al., 1992).



O fracionamento em SDS-PAGE evidenciou em torno de 25 proteinas relacionadas
aos IFN-a obtidos pela inducédo com o virus da leucemia mielogénica crénica humana
(CML) de leucdcitos do sangue periférico. Estas proteinas mostraram uma mobilidade
relativa referente ao peso molecular entre de 16 a 27 kDa, sugerindo diferencas na
glicosilacdo ou influéncias estruturais na migracdo dos componentes SDS-PAGE
(ZOON et al.,1992).

Outro HulFN estruturalmente relacionado aos HulFN-o. é o HulFN-o (ADOLF, 1987)
com uma similaridade de 60% em nivel de aminoacidos. IFN semelhantes aos IFN-®
também foram observados em células de trofoblasto durante a pré-implantacdo dos
embrides de ovinos e bovinos, tendo sido denominado IFN de trofoblasto ovino (Tro-
OIFN) (IMAKAWA et al., 1987) e IFN de trofoblasto bovino (Tro-BOIFN) (ROBERTS et
al., 1990). Este IFN também foi encontrado em trofoblasto humano induzido com virus
(TOTH et al., 1990) ou RNA de fita dupla. O IFN de trofoblasto é secretado durante as
fases iniciais da gravidez, tendo a funcéo de promover o reconhecimento materno-fetal
(CROSS e ROBERTS, 1991). O IFN de trofoblasto humano é constituido de uma
populagdo heterogénea de IFN da qual 75% corresponde ao HulFN-B e o restante
corresponde aos HulFN-a e HulFN-o (ABOAGYE-MATHIESEN et al., 1990).

O HulFN-B é uma glicoproteina com peso molecular entre 22-23 kDa, com uma
sequéncia de 166 aminoacidos. O HulFN-B natural possui varias cadeias de agucares
ligadas a asparagina 80, sendo que 82% destas sdo um complexo de cadeias de
acucares nas quais estdo ligadas varios residuos de N-lactosamina. Um padréo
semelhante foi observado no rHulFN-B, expresso em células CHO, enquanto residuos
de galactosamina foram encontrados quando expresso em células PC8 e C127. A
galactosamina ndo € encontrada no HulFN-B natural, o que indica que diferentes
padrdes de glicosilacao ocorrem dependendo das células nas quais o IFN é produzido
(KAGAWA et al., 1988).

A anadlise da estrutura tridimensional do HulFN-B obtida por difracdo de raios X
(KARPUSAS et al., 1997) mostra que diversos amino&cidos hidrofébicos, tais como as
fenilalaninas 70 e 154 e os triptofanos 79 e 143, estdo envolvidos em interacbes
hidrofébicas e estabilizam o cerne da molécula. Assim também alguns aminoacidos
polares presentes no cerne tais como as glicinas 10 e 94, serina 118 e treonina 58

estabilizam as a-hélices através de ligagdes por pontes de hidrogénio.



O interferon recombinante rHuUlFN-B, ou seja, produzido em E. coli e portanto ndo
glicosilado, apresentou uma maior hidrofobicidade que o HulFN-B natural baseado no
maior tempo de sua retencdo em cromatografia de fase reversa. Esta maior
hidrofobicidade do rHuUlFN-B pode ser devida a perda de carboidratos hidrofilicos do
HUIFN-B (UTSUMI et al., 1987). Segundo KARPUSAS et al., (1997), baseado na
estrutura tridimensional do HulFN-B, a presenca de cadeias de carboidratos pode
interagir de forma a esconder aminoacidos hidrofébicos (presentes nas vizinhancas do
sitio de glicosilagéo) do contato com o solvente. Esta observacao foi feita baseada no
fato de que o rHuUlFN-B n&o glicosilado & muito mais insolavel e susceptivel a
agregacdo. A atividade antiviral especifica (AE) do rHUIlFN-B (1 a 2 x 108 IU/mg) foi
menor que a AE do HulFN-B (3 a 4 x 108 IU/mg) (UTSUMI et al., 1987). A maior AE do
HulFN-B pode ter sido devida a influéncia da cadeia de carboidratos que de alguma
maneira influenciou no aumento da estabilidade da proteina e na afinidade pelo
receptor (UTSUMI e SHIMIZU, 1992).

Os estudos comparativos entre o HulFN-B e o HulFN-oz demonstraram que estas
duas proteinas sdo estruturalmente relacionadas, sendo que dos 166 aminoacidos, 48
(29%) estdo localizados nas mesmas posi¢cdes. Além disso, existem duas regides
onde a similaridade é maior: a primeira entre os aminoacidos 28 e 80 (41% de
similaridade) e a segunda entre as posicoes 115 e 151 (54% de similaridade). O
triptofano, fenilanina, arginina, cisteina e tirosina sdo 0s aminoacidos mais

conservados entre moléculas estruturalmente relacionadas (TANIGUCHI et al., 1980).

O alinhamento das sequéncias dos aminoacidos dos interferons MulFN-B, HulFN-3 e
HulFN-a2 nos permite obter informacdes a respeito da similaridade destas proteinas e
consequentemente, explorar estes dados para construcdo de novas moléculas e
estudar a fungdo das suas a-hélices. Os estudos com mutagénese sitio dirigida
permitem relacionar fun¢cdes dos aminoacidos presentes nas moléculas com a
estrutura da proteina e as suas interacdes com o receptor ou receptores celulares. Na
figura 1 podemos observar o pareamento das sequéncias de aminoacidos desses trés
IFN.



Mup INYKQLQLQE RTNIRKCQEL LEQLNGKI-- NLTYRADFKI PMEMTEKMQ-
Huf MSYNLLGFLQ RSSNFQCQKL LWQLNGRLEY CLKDRMNFDI PEEIKQLQQF
Huo  CDLPQTHS LGSRRTLMLL AQQLKISLFS CLKDRHDFGF PQEEFGLQQF
MuB -KSYTAFAIQ EMLONVFLVR N LLDEL HQQLTVFLKT
Hup QKEDAALTIY EMLONIFIN TIVENLLAN VYHQINHLKT
Hua QKAETIPVLH EMIQQIFNLF ST FYTE LYQQLNDLEA
Mup VLEEKQE-ER L YLKLMKYNS YAWMVVRAEI
Huf VLEEKLEKED (H) RYLKAKEYSH CAWTIVRVEI
Huo CVIQGVGVTE TPLEKED YSP CAWEVVRAEI
MuB FRNFLIIRRL TRNFQN
Huf LRNFYFINRL TGYLRN
Hua MRSFSLSTNL QESLRSKE

a-hélices DA DB IC ID DE

FIGURA 1 - Pareamento dos aminoacidos inferidos da seqiiéncia de nucleotideos da
a-hélice E dos interferons beta murino (Mu), humano (Huf) e o interferon humano
alfa 2 (Hua). A regido das a-hélices esta grifada e o local da inser¢do do sitio de Kpn | esta
sublinhado. Entre parénteses foram colocados os aminoacidos substituidos pelo
amonoacido Arginina (R) em cada um dos IFN onde a substituicdo ocorreu.



2.1.5- RECEPTORES CELULARES

Estudos de competicdo dos IFN pela ligacdo as células demonstraram que os IFN tipo
I (o, B € ®) competem pelo mesmo receptor, enquanto que o IFN-y se liga a receptores
diferentes (BRANCA, 1981; FLORES, 1991; LI, 1994).

O receptor dos HulFN tipol é composto de duas subunidades IFNAR-1, (cadeia o),
IFNAR-2 (cadeia ), Os genes que codificam para os componentes deste receptor
est&o localizados no braco distal do cromossomo 21 e foram clonados por UZE et al,
(1990) e NOVICK et al, (1994), repectivamente.

A cadeia B do receptor do HulFN tipo | é composta de uma forma sollvel, uma forma
curta e outra longa ligadas a membrana celular (DOMANSKY & COLAMONICI, 1996;
PESTKA, 1997). A forma solivel do IFNAR-2 foi detectada na urina através de
anticorpos monoclonais anti-IFNAR-1 (NOVICK, 1992) e apds purificacdo e purificacao
parcial foi identificada como uma nova cadeia de receptor de IFN tipo | (NOVICK,
1994). O cDNA deste novo receptor, obtido a partir de uma biblioteca de cDNA de
células de linhagem monocitica (NOVICK et al.,1994), mostrou dois mRNAs de 1,5 e
4,5 kb. Outros autores (DOMANSKY et al., 1995; LUTFALLA et al., 1995) também
clonaram dois cDNAs correspondentes as formas longa e curta do IFNAR-2 e
monstraram que todas as trés formas do receptor (sollvel, curta e longa) resultam de

um processamento alternativo do mesmo gene.

A diferenca nas formas do receptor € que a curta do IFNAR-2 possui 331 amino&cidos
e a longa 515 aminoéacidos, apresentando ambas as formas um dominio extracelular e
transmembrana iguais, porém o dominio intracelular é diferente. Por outro lado, a
forma longa contém os motivos comuns a todos receptores membros da superfamilia
das citoquinas que compreende residuos de cisteinas conservados € numerosos
dominios acidicos no citoplasma DOMANSKY, (1996). A forma curta do IFNAR-2 ndo
é funcional e a maioria das células expressa esta forma do receptor na propor¢édo de
uma para 20 cadeias da longa (DOMANSKY et al, 1995), cuja funcédo pode ser de
regulacdo da resposta celular ao IFN (DOMANSKY & COLAMONICI, 1996).

Ambas as cadeias do receptor de IFN tipo | (IFNAR-1 e IFNAR-2) e tipo Il foram

classificadas como receptores de citoquina classe Il (BAZAN, 1990), baseando-se no

alinhamento das sequéncias e elementos estruturais conservados (UZE et al .,1995).
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Tanto IFNAR-1 quanto IFNAR-2 contribuem de diferentes formas, apés a interacdo

com o IFN, para as suas diferentes atividades.

O uso de células murinas transfectadas somente com a cadeia IFNAR-2 mostrou que
os HulFN ligaram-se com moderada afinidade (COHEN et al ., 1995; CUTRONE et al.,
1997). Porém, quando estas células eram co-transfectadas com IFNAR-2 a afinidade
de ligacdo do complexo IFNAR-1/IFNAR-2, aumentou em aproximadamente 10x (LIM
et al., 1994). Funcionalmente, tem sido sugerido que IFNAR-1 seja um mediador das
diferentes respostas das células aos diferentes IFN tipo | (CLEARY et al .,1994; COOK
et al., 1996). Algumas evidéncias mostram que o mecanismo da transducédo de sinal
citoplasmética envolve modos alternativos de interacao dos receptores com o IFN, que
resulta numa via de sinalizagdo alternativa (ABRAMOVITCH et al., 1995; MOGENSEN
et al., 1999). Estes dados indicam que a cadeia IFNAR-2 é responsavel pela ligacao e
a cadeia IFNAR-1 é responsavel pela formagdo de um receptor com alta afinidade
(DOMANSKY, 1995; LUTFALLA, 1995; PESTKA, 1997), através das quais todos o0s
IFN apresentaram alta afinidade pelo receptor.

O receptor do HUlFN-y possui duas subunidades denominadas IFNyR-1 (localizada no
cromossomo 21) e IFNyR-2 (localizada no cromossomo 6). O IFNyR-1 humano foi
clonado por AGUET et al., (1980) e diferentemente dos receptores de IFN tipo I, esta
cadeia € suficiente para a ligagdo do IFN ao receptor com uma alta afinidade. Na
regido intracitoplasmatica, a subunidade IFNyR-1 possui uma seqiiéncia de cinco
amino&cidos (Y#’DKPH*1) que sdo necessarios para a transducédo de sinal (COOK,

1992) sendo que esta seqiiéncia é conservada no receptor dos murinos.

A segunda sub-unidade do receptor do HulFN-y (IFNyR-2) foi clonada por SOH, 1994
e desempenha um papel menos importante na afinidade do IFN-y com o receptor

porém, é muito importante na transducgédo do sinal (KOTENKO et al., 1995).

2.1.6 - AESTRUTURA TRIDIMENSIONAL

As estruturas tridimensionais dos rHulFN-az, (RADHAKRISHNAN et al., 1996) e
rHUlFN-o2a (KLAUS et al., 1997) sdo praticamente iguais e estdo representadas no
modelo apresentado na FIG. 2. As cinco a-hélices estdo marcadas A, B, C, D e E. A

a-hélice B’ se encontra no final da a-hélice B e corresponde a uma mudanga na
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direcdo desta hélice. A ligacédo entre a a-hélice A e B é feita por uma longa alca ab,
que por sua vez é dividida em trés segmentos: abl, ab2 e ab3. Uma segunda alca
denominada cd faz a ligacdo entre a a-hélice C e a a-hélice D. Os segmentos das
alcas ab2 e ab3 correm em sentido perpendicular & alca abl. No final da alca abl
existe uma ponte S-S entre as Cisteinas 29 e 138 e uma segunda observada entre as
Cisteinas 1 e 98. O segmento abl possui duas hélices, sendo que nesta alca esta
localizada a cisteina 31 ligada a 141, através de pontes S-S. As interacdes por pontes
de hidrogénio entre a tirosina 132 (al¢a de) e acido aspartico 34 e entre a arginina 147
(a-hélice E) e leucina 24 ajudam a estabilizar o segmento abl da algca ab. Nas
vizinhancas do sitio de glicosilacdo localizado na asparagina 80 (hélice C) existem
diversos amino&cidos hidrofébicos expostos. A presenga da cadeia de carboidrato
pode agir de forma a esconder estes aminoacidos do contato com o solvente visto

gue, o rHuUlFN-B néo glicosilado é muito insoltvel e susceptivel a agregacéo.
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x Alga abl B,
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(C1-98)

e
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FIGURA 2- Modelo estrutural do rHUIFN-a2. . As cinco a-hélices | B, C, D e E sédo mostradas,
assim como detalhes da algca ab. A a-hélice B’ se encontra no final da a-hélice B. A ligacédo
entre a a-hélice e B é feita por uma longa alga ab, dividida em trés segmentos, abl, ab2 e
ab3. Uma segunda algca denominada cd aparece como ligacéo entre a a-hélice C e a a-hélice
D. As pontes S-S (C29 e C138; C1 e C98) estdo indicadas. As regifes N e C terminal foram
apontads (N e C). O sentido de direcdo das a-hélices esté indicado por setas.

; =
&)
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O interior da molécula (cerne) é formado por aminoacidos hidrofébicos, com excecéo
de alguns aminoé&cidos polares. Estes aminoacidos incluem as serinas (S11, S72,
S150 e S154), treoninas (T14 e T155), glutaminas (Q91 e Q158), tirosina (Y122)
arginina (R144) e acidos glutamicos (E141 e E146), que ligam as a-hélices ao cerne
da molécula através de pontes de hidrogénio. A a-hélice D e al¢ca ab também estéo
ligadas ao cerne através de intera¢des hidrofébicas dos aminoacidos leucina (L),
isoleucina (I) e valina (V) na hélice D e fenilalanina (F) na al¢a ab. A alca ab também é
interligada a a-hélice E através de uma ligacao S-S entre as cisteinas 29 e 138. Uma
pequena a-hélice, denominada B’ (aminoacidos 69-75) € observada no sentido da a-

hélice B, é uma caracteristica particular do rHulFN-c.,.

O primeiro IFN-B cristalizado foi o rMulFN-B (MITSUI, et al., 1993) sendo a estrutura
tridimensional da molécula estabelecida por difracdo de raios-X, evidenciando uma
estrutura tridimensional deste IFN muito semelhante aquela determinada para o
rHUlFN-az, (RADHAKRISHNAN, et al., 1996) e HulFN-B (KARPUSAS, et al., 1997) por
difracdo de raios-X, e do rHulFN-o2a (KLAUS, et al., 1997) determinada por
ressonancia magnética nuclear. Contudo, a comparacdo com o HulFN- (KARPUSAS
et al., 1997) mostra algumas diferencas estruturais basicas. A a-hélice B’ adicional,
devido a uma brusca mudanca de 70° no sentido da a-hélice B, observada no rHulFN-
o2, Ndo esta presente nos rMulFN-B e no HulFN-B. No rMulFN-3, o segmento abl da
alca ab € menor em 3 aminoéacidos e o segmento ab2 ndo possui a ligacdo S-S, bem
como as hélices presentes no segmento abl e ab2 da al¢a ab, dos rHulFN-az, e
HulFN-B.

A estrutura tridimensional dos IFN tipo | € muito similar aguela apresentada pela
interleucina 10 (IL10) (WALTER & NAGABHUSHAN, 1995). Estes IFN fazem parte da
familia das citoquinas que apresentam uma estrutura tridimensional em a-hélice
(SPRANG & BAZAN, 1993), sendo subdivida em trés subfamilias: citoquinas de cadeia
curta: as interleucinas 2(IL2), 4(IL-4) e 5(IL5); de cadeia longa: o hormdnio do
crescimento (GH) e o fator estimulador de col6nias de granuldcitos (G-CSF); e por
altimo as citoquinas que possuem estrutura semelhante ao IFN (ROZWARSKI et al.,
1994). A diferenca estrutural entre as subfamilias das citoquinas e os IFN é a presenca
de uma quinta a-hélice (a-hélice D) nos IFN, que nas outras subfamilias é substituida
por uma longa alga (ROZWARSKI et al., 1994).
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A estrutura do rMulFN-B (SENDA et al., 1992), serviu para criar os modelos da
estrutura tridimensional do HulFN-oz, (MURGOLO et al.,, 1993), do HulFN-as
(MIERTUS et al., 1997) e do IFN-t ovino (SENDA et al., 1995a). Apesar da estrutura
geral dos modelos com o rMulFN-B ter sido muito semelhante a baixa homologia da
cadeia polipeptidica (menor que 30%), e a significante dele¢cdo nas sequiéncias das
alcas, que sdo de grande importancia biolégica, levaram a determinacdo das
coordenadas de diversos aminodcidos destes modelos de froma imprecisa (WALTER,
1997).

A utilizacdo de seqliéncias consenso e da estrutura tridimensional do rHuUlFN-o,
(RADHAKRISHNAN et al., 1996), foram utilizados para criar os modelos dos HulFN-
acon (consenso), HulFN-o: e HulFN-as (WALTER, 1997). A identidade da cadeia
polipeptidica dos HulFN-a indica que a estrutura tercidria € altamente conservada,
contudo eles apresentam diversos niveis de atividade biolégica. Por esse motivo, o
uso da engenharia genética se constitui numa ferramenta importante para estudos da
relagcdo entre estrutura e fungdo. Para o estudo dos dominios dos IFN relacionados a
estrutura e fung¢do, os aminoacidos consenso foram preservados, sendo alguns dos
demais substituidos. A mudanca de alguns aminoacidos dos rHulFN-ag na a-hélice C
e do rHulFN-a1 nas a-hélices , C e D e na algca ab podem estar relacionados com a
menor atividade biolégica destes IFN em comparacao com o rHulFN-az,. Entretanto,
houve uma maior afinidade do rHulFN-og pela cadeia o do receptor (HUIFNAR-1) em
comparagdo com 0 rHulFN-ocon € rHulFN-oz, 0 que ndo pode ser explicado. O
aumento da antigenicidade deste IFN sintético pode estar relacionado com os 15
aminoacidos diferentes presentes nesta molécula, em relagdo ao rHulFN-o2,, que
apresentam suas cadeias laterais expostas ao solvente.Entretanto, a maioria das
trocas dos aminoé&cidos foi conservativa e ndo trouxe mudanga conformacional
(WALTER et al. 1997).

2.1.7 - RELACAO ENTRE ESTRUTURA E FUNCAO

Estudos de estrutura e funcdo utilizando mutages de ponto, moléculas hibridas entre
os IFN-a e utilizando células murinas e bovinas transfectadas com diferentes cadeias
do receptor, indicam que existem sitios especificos dentro da molécula do IFN
responsaveis pela interacdo com a subunidade o (IFNAR-1) e com a 3 (IFNAR-2) do
receptor (UZE et al, 1995). Diferencas estruturais foram propostas como sendo

responsaveis pelas diferentes atividades dos IFN, especialmente IFN-o. e IFN-B
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(DOMANSKI et al., 1998; LEWERENZ et al., 1998; RUSSEL-HARDE et al., 1999). A
comparagdo do epitopo funcional do IFN-a. e IFN-B no IFNAR-2 sugeriu que a
orientacdo angular de ambos os ligantes a IFNAR-2, pode diferir, apesar da
sobreposicdo do sitio de ligacdo (PIEHLER e SCHREIBER, 1999). Isto pode levar a
diferentes orientacdes do dominio intracelular do IFNAR-2 e IFNAR-1 em um
complexo ternario, o que pode ser critico no padrao de ativacao da resposta celular ao
IFN-a2 e IFN-B. Este fato estd de acordo com os estudos mutacionais do sitio de
ligagdo do IFN-B (RUNKEL et al.,, 1998). Mutacdo do aminoacido R35 do IFN-B
resultou em uma diminuicdo na atividade deste IFN quando comparado com a
mutacdo homologa do aminoacido R33 no IFN-a,. Apesar da consideravel homologia
na sequéncia de aminoacidos entre IFN-o. e IFN- na al¢ca ab, o arranjo espacial da
maioria dos residuos é importante para a ligagdo ser diferente (PIEHLER e
SCHREIBER, 1999).

Alguns experimentos com IFN-a, indicam que a a-hélice A e C e regido amino-terminal
da alga ab se ligam ao IFNAR-1 (WEBER, et al., 1987). A atividade antiviral do HulFN-
a1 em células humanas é 100 vezes menor que a do HulFN-a; e no entanto os dois
IFN apresentam a mesma atividade antiviral em células bovinas (WEBER, et al.,
1987). Contudo, em células humanas transfectadas com a molécula do receptor
IFNAR-1 bovino, a atividade antiviral do HulFN-oz aumenta e se equipara a do HulFN-
oz (MOUCHEL-VIELH, 1992). Esta diferenca estd relacionada a seqiiéncia dos
aminoacidos compreendidos na posicdol16-29 da a-hélice A e regidao amino-terminal
da alca ab (WEBER et al., 1987). Alguns estudos mostram que aminoacidos presentes
nas posicdes 29 a 36 da alca ab sédo extremamentes importantes para as atividades
dos IFN, em particular uma ligacao dissulfeto entre os aminoacidos 29-139 (SENDA et
al., 1995). Por estas razdes, acredita-se que a a-hélice /A e a regido amino-terminal da
alca ab sejam importantes na interacdo com a subunidade IFNAR-1 (UZE et al, 1994;
UZE et al, 1995). No entanto, estudos de mapeamento mutacional de sitios na
molécula do IFN-B, baseado na estrutura tridimensional, levaram a identificacdo de
duas regides distintas de ligacdo ao receptor em faces opostas da molécula. Uma
regido, definida por mutacdes nas a-hélices A e E e na alca ab, foram criticas para a
ligacdo a IFNAR-2. Cada um dos 4 mutantes construidos (A2, AB1, AB2 e E)
mostraram uma diminuicdo substancial (10x), na afinidade de ligacdo ao receptor e
proporcionalmente, redugdo na atividade funcional. Esta regido da molécula parece
estar relacionada com o sitio de ligagdo do IFNAR-2 e IFN-f. Mutagfes nas a-hélices

B, C e D e partes das alcas bc e de, também mostraram efeitos na ligacdo ao

16



receptor, atividade antiviral e antiproliferativa. Para os mutantes B e C2, a ligacdo ao
IFNAR-2 nédo foi afetada, sugerindo que a reducdo da afinidade pelo receptor de
células Daudi, pode ser atribuida a alteracdes na interacdo desta cadeia com a
IFNAR-1. Os mutantes nas alcas bc, del e a-hélice D, também demonstraram
atividade reduzida, ao passo que foi mantida a propriedade de ligacdo ao IFNAR-2,
similar ao IFN-B. Isto leva a creditar que esta regido da molécula compreende o sitio
de ligacéo do IFN-B ao IFNAR-1 (RUNKEL et al., 2000).

Estudos de mutagénese no IFN-B (RUNKEL et al., 1998), identificaram os aminoacidos
R35 na alca ab, K123 na a-hélice D e N84, Y92 na a-hélice C, como estando
envolvidos em interagBes funcionais com o receptor. Os residuos de aminoacidos
expostos ao solvente que interagem com IFNAR-2, ndo sdo bem conservados entre 0s
IFN-B e IFN-o (MOGENSEN et al.,, 1999). Estudos com anticorpos monoclonais
(mAbs) que bloqueiam a atividade do IFN-B in vitro, mostraram duas regibes de
ligacdo ao receptor em faces opostas da molécula, uma delas compreendida entre os
amino&cidos 40-53 da alca ab e a-hélice B (REDLICH et al., 1991). Para os IFN-a,
residuos de aminoacidos expostos ao solvente nas porcdes da alca abl, de e a-
hélices B e E, foram identificados como funcionalmente importantes (MITSUI et al.,
1993) e tem sido sugerido como sendo importantes para as interagdes com o receptor
(RADHAKRISHNAN et al., 1996) e a a-hélice C tem sido implicada nas interagfes
entre IFN-au e IFN-os, com IFNAR-1 (UZE et al., 1994). Portanto, estas sdo evidéncias
gue regides especificas que entram em contato com IFNAR-1 e IFNAR-2 podem ser
diferentes para os subtipos de IFN-a, daquelas definidas para o IFN- (RUNKEL et al.,
2000). A comparacao dos mutantes A2 e del sugere que uma ativacdo do receptor de
IFN tipo | por diferentes mutantes IFN-B, podem levar a estados ativados distintos do
receptor, o que difere na eficiéncia com a qual ele induz uma resposta funcional
(RUNKEL et al., 2000).

A observacédo da estrutura tridimensional dos IFN tipo | nos mostra que as a-hélice A e
C se apresentam em um dominio da molécula enquanto o outro dominio da molécula é
formada pela o-hélice D e alca ab e no centro da molécula as a-hélices B e E.
Extensivos estudos de mutagénese sitio dirigida (revisto por MITSUI et al., 1993)
demonstraram que a alca ab e a a-hélice D contém amoacidos que s&o importantes
no sentido de que substituicbes de determinadas posi¢cfes causam grandes perdas de
atividade. Além disso, na alga ab foi identificado um aminoacido (R33) que possui um

papel chave na relacdo entre ligacdo e atividade. WEBER et al., (1987), introduziram
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uma série de aminoacidos na hélice D do HulFN-a, 0 que aumentou substancialmente
a atividade destes em células murinas. A melhor combinacédo de substituicbes foi nas
posicoes 121, 125 e 132, sendo observado uma reatividade parcial comparada com
aguela observada nos HulFN-ou. Estes dados de atividade bioldgica e de estrutura
tridimensional indicam que a alga ab e a a-hélice D é um sitio de ligagdo e que esta
interacdo ocorre com a subunidade IFNAR-2 (UZE et al ,1994; UZE et al; 1995;
WALTER, 1997).

O HulFN-as € o unico IFN que apresenta afinidade pela cadeia o do receptor (IFNAR-
1) dos IFN tipo I. Estudos feitos por UZE et al (1994) mostraram que a afinidade pelo
receptor pode ter sido causada por mudancas eletrostaticas induzidas pelos
amoacidos isoleucina 86 e acido aspartico 89 (a-hélice C) que provavelmente
interagem com o IFNAR-1. O HulFN-a1 possui atividade antiviral e afinidade pelo
receptor de IFN em células humanas em torno de 20x menores que 0 HulFN-o,. As
diferencas em 8 amoécidos localizados na a-hélice  (acido aspéartico 10), alca ab
(serina 22, fenilalania 27 e lisina 31), a-hélice C (treonina 68, acido aspartico 79 e
cisteina 85) e a-hélice D (arginina 124) podem ser os responsaveis pela diminuicdo na

afinidade de ligagéo ao receptor e a menor atividade antiviral em células humanas.
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3. OBJETIVOS
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3.1 -OBJETIVO GERAL

Estudar o papel da a-hélice E nas propriedades bioldgicas dos interferons
tentando estabelecer a relacdo entre estrutura e funcdo, utilizando como

estratégia a substituicdo da respectiva a-hélice do HulFN-p pela do HulFN-otp.

3.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 - Inserir um sitio para enzima de restricdo Kpn | na al¢ca de dos HulFN-az, €
HuUlFN-B;

2 — Substituir no HulFN-B a a-hélice E pela a-hélice respectiva do HulFN-a.;

3 - Expressar em E. coli os interferons modificados;

4 - Verificar a atividade antiviral e a atividade especifica, dos interferons

recombinantes e hibridos construidos.
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4. MATERIAL E METODOS
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4.1 - CELULAS
4.1.1 - VERO (YASUMURA & KAWAKITA, 1963)

As células de linhagem continua VERO foram derivadas do rim do macaco verde e
obtidas da "American Type Culture Collection", Maryland - U.S.A., na passagem n°
126. Essas células foram sub-cultivadas num numero desconhecido de vezes no
laboratério de virus, em meio minimo essencial autoclavavel (MEM-Gibco) acrescido
de 5% de soro fetal bovino (SFB) para a manutencdo, ou 1% para infeccao viral,

acrescido dos antibiéticos fungizona, penicilina e gentamicina (FERREIRA et al, 1979).

As células foram mantidas em garrafas de 500 ml, em tambor rolante a 37°9C e o sub-
cultivo feito em intervalos de 7 a 8 dias ap0s o tratamento com tripsina-EDTA (OCA,

1973). As garrafas foram inoculadas com 18 x 106 células obtendo-se apos 7 dias de

cultivo uma média de 80 x 106 células.

As células VERO foram empregadas em todos os experimentos de infec¢do viral e

titulacdo das amostras de virus e interferons.
4.1.2 - MDBK

Células de rim bovino foram obtidas da American Type Culture Collection, Maryland,
E.U.A, isoladas por S. H. Madin e N. B. Darby (1958). As células foram cultivadas em

MEM com 5% de SFB utilizando-se 0 mesmo protocolo das células Vero.
4.1.3- MURINAS L 929

As células murinas L929 foram obtidas do Roche Institute of Molecular Biologie,
Nutley, New Jersey, USA, gentiimente cedidas pelo Dr. Sidney Pestka. Foram
mantidas no laboratério em garrafas retangulares, em meio minimo de Eagle (Gibco,
USA), madificado, suplementado com glutamina, 10% de soro fetal bovino (Flow
Laboratories, USA) e antibiéticos. O implante foi de 1 x 10’ células/ml em garrafas
plasticas 25cm?/40ml (Nunc, Denmark) e apés formarem uma monocamada completa,
as células foram tripsinizadas e transferidas para garrafas redondas, de 500 ml
(Cisper, Brasil) com volume final de 80 ml e incubadas a 37°C em tambor rolante.
Apos a formacdo da monocamada (48 horas), as garrafas redondas foram utilizadas

para multiplicacdo do virus da encefalomiocardite de camundongo (EMC).
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4.2 - OS VIiRUS

4.2.1- VIRUS DA ENCEFALOMIOCARDITE DE CAMUNDONGO (EMC)

O virus EMC foi cedido pelo Dr. lan Kerr, Londres, Reino Unido. Estoques de virus
foram obtidos em cultivos de fibroblastos de camundongo, em células derivadas de rim
de hamster neonato (BHK21) e foram cultivados em células VERO. O virus EMC

utilizado nos experimentos foi titulado em células VERO, pelo método de microtécnica.

4.2.2 - VIRUS DA ESTOMATITE VESICULAR (VSV)

A amostra do sorotipo Indiana do VSV foi fornecida pelo Dr. Kurt Paucker,
Philadelphia, Pennsylvania, USA. A amostra inicial foi multiplicada em fibroblasto de

embrido de galinha e posteriormente adaptada em células VERO.

4.3 - MEDIDA DA ATIVIDADE BIOLOGICA

4.3.1 - ATIVIDADE ANTIVIRAL

4.3.1.1 - TITULACAO DOS INTERFERONS (FERREIRA, 1979)

METODO DIRETO. A titulag&o foi feita em sistema de microtécnica, em células VERO,
MDBK e L929. O IFN foi diluido em MEM contendo 5% de SFB e 200 ul aplicados na
primeira cAmara da placa de microtécnica. O IFN foi diluido em série, na razdo de
dois, utilizando-se uma camara por diluicdo. O controle de células e virus foram feitos
em quatro camaras. Apos a diluicdo dos IFN, foram acrescentados 100 a 200 TCIDsg
do virus EMC nas placas com células VERO e L929 e VSV na placa com células
MDBK. O efeito citopético (ECP) de 75% a 100% foi obtido em 36 a 48 horas ap6s

incubacédo a 37°C em atmosfera contendo 5% de CO..

O titulo foi expresso pela reciproca da diluicdo na qual foi observado uma reducdo em

50% do ECP quando comparado aquelas nas camaras do controle de virus.
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Em todas as titulacbes foi utilizado HulFN-B como padrdo, sendo os titulos dos
experimentos ajustados de acordo com a variagdo do titulo deste padrdo e as
titulacdes repetidas pelo menos 3x em experimentos independentes.

METODO INDIRETO. O método da titulagéo indireto foi empregado para as células
MDBK e L929. Na titulacdo indireta, o IFN foi diluido na placa de microtécnica como
descrito para titulacdo direta. ApGs a diluicdo dos IFN foram acrescentados 100 ul de
uma suspensdo de células (60 x 10%) em cada camara. As placas foram incubadas a
37°C em atmosfera contendo 5% de CO; durante 18 a 24 h. Apds esta incubacao, o
meio das placas foi retirado e adicionados 100 a 200 TCIDso do virus em volume final
de 200 ul. Nas camaras reservadas para o controle células foi adicionado apenas o
meio. As placas foram entéo incubadas a 37°C em atmosfera contendo 5% de CO; por
36 a 48 horas, até atingir um ECP de 75% a 100%.

O EMC foi utilizado como virus desafio nas titulagbes em células Vero e L929,
enquanto que o VSV foi empregado nas titulacdes em células MDBK.

4.3.2- NEUTRALIZACAO DA ATIVIDADE ANTIVIRAL

A neutralizacdo da atividade antiviral foi feita conforme modificacdo descrita por
FERREIRA et al., (1979). Os IFN foram diluidos na razdo de 2, em placa de
microtécnica de 96 camaras, em volume de 50 ul de MEM, contendo 5% SFB. A
seguir, foram adicionados 400 U de anticorpo antiHulFN-o. ou antiHUlFN-B, em um
volume de 50 pl. A placa foi incubada a 37°C por 60 min em atmosfera com 5% COx.

Apo6s este tempo de incubacao, foi feita uma titulagéo do IFN residual.

4.3.3- INTERFERONS E ANTICORPOS PADROES UTILIZADOS

Os IFN padrdes utilizados foram: HulFN-B (cat n° 10150 - lot. 82007) do National
Institutes of Health (NIH); HulFN-a.2, (cat. n® 6.a.23-902527) NIH, USA.

Os anticorpos policlonais antilFN de leucécitos (antiHUlFN-o - 1 x 107 UN/ml) e antilFN
de fibroblastos humanos (antiHUlFN-B - 2,4 x 10* UN/ml), foram produzidos em
carneiros e gentiimente cedidos pela Dra. Barbara Dalton e Dra. Marilyn Paucker
(Children Hospital, PA, EUA).
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4.3.4 — PADROES DE TAMANHO E MASSA MOLECULAR UTILIZADOS

Os fragmentos do genoma (env e gag) do virus HIV, amplificados por PCR, foram
utilizados como padrbes de tamanhos moleculares em eletroforese em gel de agarose

(padréo interno do laboratério de virus).

Os marcadores de massa molecular utilizados em géis de poliacrilamida “SDS
MOLECULAR WEIGHT MARKERS” foram obtidos da Sigma Chemical Company.

4.4 — A CONSTRUCAO DOS HiBRIDOS

4.4.1 - CONSTRUGAO DOS INICIADORES

As modificagbes introduzidas nas moléculas dos HUIFN-a e HUIFN-B foram feitas
através da técnica do PCR (INNIS & GELFANO, 1990). Para tanto foi necesséria a
confeccdo de diversos iniciadores que possibilitaram a inser¢cdo de novos sitios para
enzimas de restricdo, que permitiram a constru¢cdo do hibrido, tendo como base a
estrutura dos HulFN-a.2, € HUlFN-B. A determinacdo destes iniciadores foi baseada na
sequéncia de nucleotideos e no alinhamento das sequiéncias de aminoacidos dos
HulFN-a2n € HUIFN-B e baseado na estrutura tridimensional do rMulFN-f determinada

por difracéo de raios X.

Para permitir a substituicao da a-hélice E do HulFN-B pela mesma a-hélice do HulFN-
o, foi necessario a introdugéo do sitio da enzima de restricdo Kpn | no fragmento que
codifica para o HulFN-a2, € HulFN-B. Para isto, a sequéncia de nucleotideos do
fragmento do HulFN-a2, CTC (L), localizada na posicao 128, foi trocada por CGG (R).
A sequéncia de nucleotideos na posicdo 131 (CAT) correspondente ao aminoacido
histidina (H) do HulFN-B, foi substituida por CGG que corresponde ao aminoacido

arginina (R).

Os iniciadores planejados para a insercao do sitio da enzima de restricao Kpn | no

fragmento que codifica para o HulFN-oo, foram:

25



oK%’

5'- GAATACCTCGGTACCTGAAAGAG -3

Kpnl

aK3’

5'- CTCTTTCAGGTACCGAGTGATTC -3'
Kpnl

Os iniciadores planejados para a insercao do sitio da enzima de restricdo Kpn | no

fragmento que codifica para o HulFN- foram:

BK5'

5'- AGGATTCTGCGGTACCTGAAGGCC -3'

Kpnl

BK3'

5'- GGCCTTCAGGTACCGCAGAATCCT -3'

Kpnl

Além disso, foram criados iniciadores construidos nas sequéncias 5 e 3’ dos genes

gue codificam para os HulFN-o, € HUulFN-B. Na regido 5’ foram criados os iniciadores

Pa5' e PB5’ e na regido 3’, foram criados os iniciadores Pa3’ e PB3'. Estes iniciadores

foram adicionados das sequiéncias de nucleotideos reconhecidas pelas enzimas de

restricdo Bam H

Pa3’

Pa¥’

PB5'

PB3’

| e Hind 1l respectivamente, como é mostrado abaixo.

5'-CCCAAGCTTCCTTACTTCTTAAAC-3'
Hindlll

5'-CGCAGGATCCTGTGATCTGCCTCAAACC-3'
Bam HI

5-GCCGGATCCTACAACCTTGGATTCCT-3
BamHI

5-GCCAAGCTTAGTTTCGGTCATTTCCTGTAAGTC-3'
Hindlll
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4.4.2 - AMPLIFICACAO POR PCR

A introducéo do sitio Kpn | no fragmento que codifica para o HulFN-a, foi feita através
de duas reacdes de PCR. Uma reacao utilizando os iniciadores Pa5’ e aK3' e a outra
utilizando os iniciadores Pa3’ e aK5'. Da mesma forma, para a introdugao do sitio Kpn
I no fragmento que codifica para o HUlFN-f foram necessérias duas reacfes de PCR.

Uma utilizando iniciadores Pp5' e K3’ e a outra utilizando os iniciadores PB3' e BK5'.

As reagfes de amplificacdo dos fragmentos de DNA foram feitas utilizando-se 10 ng
de DNA do plasmideo pDSss/HUlFN-a2,, 10 pM de cada iniciador, 0,2 mM de cada
desoxiribonucleotideo, 10 ul de tampé&o 10x Taqg polimerase, 1.5 mM MgCI2, 0.125 U
de taq polimerase (Promega, USA) e H,Odd estéril g.s.p. 100 ul. Apés ser
homogeneizada, foi adicionado a reacdo 80 ul de 6leo mineral Nujol (Schering -Plough
S/A) e a incubacéo feita em aparelho termociclador (Perkin Elmer, USA) seguindo o
protocolo abaixo : 01 ciclo a 95°C/ 5min; 45°C / 30 seg; 72°C/1min ; 30 ciclos a 95°C/
30 seg; 45°C / 30 seg; 72°C/1min ; 01 ciclo a 95°C/ 30 seg ; 45°C/ 30 seg; 72°C/10min.

Os produtos de PCR foram fracionados em gel de agarose 1% em tampao TAE e as
bandas correspondentes aos fragmentos de aproximadamente 400 e 100 pb forma
recortadas do gel e purificadas utilizando-se o “Kit PCR Preps” (Promega). O
fragmento de 400 pb purificado do gel foi digerido com as enzimas de restrigdo Bam HI
e Kpn | e o fragmento de 100 pb, digerido com as enzimas de restricdo Hind Ill e Kpn I.
Apo6s digestdo, os fragmentos foram ligados entre si e em seguida ligados ao
plasmideo pDSss 6xHis, 0 qual foi previamente digerido com as enzimas de restricdo
Bam HI e Hind III.

4.4.3 - FRACIONAMENTO ELETROFORETICO DO PRODUTO DE PCR

O produto de PCR (5 ul) ao qual foi adicionado 1 ul de tampéo de amostra foi aplicado
em gel de agarose (1%), em tampé&o TAE e o fracionamento efetuado a 50 V, por 40 a
60 minutos. O fragmento de DNA foi visualizado pela coloragdo com brometo de etidio

e fotografado sob iluminagéo luz UV (320nm).
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A purificagdo do amplificado foi efetuada utilizando-se o "QIAEXIlI GEL extration kit"
(QIAGEN - USA), segundo especificacdes do fabricante. O DNA foi eluido em 50 pul de

agua e conservado a -20°C.

4.4.4 — DIGESTAO ENZIMATICA

Os fragmentos de DNA amplificados (500 ng) e purificados, foram digeridos em
presenca de 10 U de Kpn | (BRL, USA), conforme especificacdes do fabricante. O
fragmento de DNA de 100 pb foi em seguida digerido com 2,5 U de Hind IlI (Biolabs,
Inglaterra) e o fragmento de DNA de 400 pb, digerido com 2,5 U de Bam HI (Biolabs,
Inglaterra).

Em seguida, tanto o inserto quanto o vetor de expressao (plasmideo pDSss) foram
fracionados em gel 1,5% agarose em tampdo TAE 1x e o DNA visualizado com luz
U.V. manual (UVGL-25,UVP inc.,E.U.A) comprimento de onda longa (360nm) para se
evitar quebras no DNA. As bandas correspondentes ao fragmento do inserto, foram
cortadas do gel e purificadas utilizando-se o "kit GeneClean" (Bio 101 Inc., E.U.A).

4.4.5 - LIGACAO DOS PRODUTOS DE PCR AO VETOR DE EXPRESSAO

4.4.5.1 - O PLASMIDEO PDSss 6XHIS

Para se produzir os HulFN-a e 8 e os IFN hibridos em E. coli foi escolhido o plasmideo
de expressdo pDSss 6xHis (BUJARD, 1987). Este plasmideo contém um
promotor/operador (P/O2) localizado proximo ao sitio de ligagdo do ribossomo (RBS).
A atividade deste promotor é reprimida pela ligagdo de uma proteina repressora lac ao
operador. A atividade do promotor pode ser restabelecida pela adicdo de [-D-
thiogalactoside (IPTG) o qual inativa o repressor, liberando assim o operador. Apés a
regido de ligacdo ao ribossomo (RBS) segue-se o coédigo de iniciacdo (ATG), as
sequéncias que codificam para 6 moléculas do aminoéacido histidina e um sitio de
clonagem adjacente, que permite a insercdo do fragmento de DNA a ser expresso. A
insercao das histidinas adjacentes, permite a facil purificacdo e concentracdo da

proteina recombinante produzida através da cromatografia de afinidade em resina de
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quelato de niquel (STUBER, 1990). Finalmente, este plasmideo possui trés codons de

terminacéo da traducéo nas trés diferentes janelas de leitura.

4.4.5.2 - REACAO DE LIGACAO

A reacao de ligacao foi feita utilizando uma relacdo molar de 10 partes de inserto para
1 parte de vetor, sendo que a concentracdo de ambas foi avaliada apés corrida em gel
a 1% agarose em tampdo TAE. Nesta reacdo foram empregados aproximadamente
100 ng de inserto, 10 ng do vetor, 1 U de T4 DNA Ligase (Biolabs, 400Uweiss/ul), 4 ul
de tampéao de ligacdo (Promega, Madison, WI., E.U.A.) e H,Odd q.s.p. 20 ul. A reacdo
foi incubada a 14°C (BOD, FANEN, Sédo Paulo, Brasil) durante 18 h. O controle da
ligagcéo foi feito em tubo separado onde foram adicionados os mesmos reagentes da

reacdo de ligagéo, exceto o inserto.

4.4.6 - INSERCAO DOS HUIFN MUTAGENIZADOS EM E.COLI

A bactéria Escherichia coli M15/pDM1, foi escolhida em nosso trabalho para produgéo
da proteina, por conter o plasmideo repressor do gene da lactose pDM1, que regula a
expressao das proteinas recombinantes. Além disso, este plasmideo possui 0 gene de

resisténcia a canamicina, o que facilita a selecdo dos clones.

O preparo da bactéria competente Escherichia coli M15, foi feito inoculando esta
bactéria em 50 ml de 1x Meio LB e incubando sob agitacdo (180 rpm, Shaker
Superohm G-25, Brasil) a 37°C durante 16 h. Desta cultura, foram transferidos 4 ml
para 400 ml de LB e incubados nas mesmas condi¢cbes. O crescimento foi

acompanhado até a cultura atingir uma D.O (A ) igual a 0,375, correspondendo a

600nm
um crescimento equivalente a metade da fase logaritmica. As bactérias foram
centrifugadas a 1600xg durante 30 min a 4°C e o sedimento homogeneizado em 80 ml
da solugéo de 75 mM CacCly, 10 mM Tris-HCI pH 8. A suspensédo bacteriana foi
incubada a 0°C por 20 min. e centrifugada como anteriormente. O sedimento celular
foi homogeneizado com 16 ml da mesma solucdo acrescidos de glicerol a 15%,
distribuido em aliquotas (500 ul) e congelado rapidamente em mistura gelo seco-

alcool. O tubos foram estocados em temperatura de -70°C.
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A bactéria competente foi retirada do freezer -70° C e incubada em banho de gelo por
30 minutos. Em tubos Eppendorfs (1,5 ml) foram adicionados 100 ul da bactéria M15
(competente) a reacdo de ligacdo (20 ul). A reacdo foi suavemente agitada e
imediatamente incubada em gelo por 30 minutos. Apds esse tempo foi feito o choque
térmico incubando-se a reacéo a 42°C, por 120 segundos e novamente em gelo por 30
segundos. Foi entdo adicionado 1 ml de Meio LB 1x sem antibiéticos a cada reacéo e
incubadas a 37°C por 60 minutos. As bactérias foram sedimentadas em
microcentrifuga, homogeneizadas em 100 pul de 1x Meio LB e um volume de 30 e 70 pl
foi semeado em placas de Petri contendo LB &gar acrescido de 100 pg/ml de
ampicilina e 25 ug/ml de canamicina. As placas foram incubadas em estufa 37°C por
16 h, e feita em seguida contagem do nimero de coldnias. Paralelamente foram feitos
controles do crescimento de bactérias competentes ndo transformadas, em placas

contendo agar LB suplementado , ou ndo, com ampicilina.

4.5 - IDENTIFICACAO DOS CLONES

A identificag@o dos clones contendo os insertos do IFN foi feita pela PCR, utilizando-se
as bactérias transformadas e os iniciadores pp5, pp3’, pab e pa3', descritos

anteriormente.

As PCR foram feitas com 1 ul das colbnias transformadas crescidas em meio LB, 1
pmol dos iniciadores, 50 uM (0,4 ul) de cada nucleotideo (dATP, dCTP, dGTP, dTTP),
2 pl de tampéo 10x, 1,2 ul de MgCl,, 0,05 U de Taq Polimerase (Promega, E.U.A, Cat.

n. M186A) e H.Odd estéril g.s.p. 20 pul. A reacgao foi feita como descrito anteriormente.
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4.6 - EXTRACAO DO DNA PLASMIDIAL

4.6.1 - PREPARACAO EM PEQUENA ESCALA (5 ml)

As bactérias transformadas foram pré-inoculadas em 5 ml de meio LB suplementado
com 100 pg/ml de ampicilina e 25 pg/ml de canamicina e incubadas a 37°C sob
agitacao a 180 rpm por 16 h. Apds incubacéo, a cultura bacteriana foi centrifugada e o
plasmideo extraido segundo protocolo do Kit "Wizard plus minipreps DNA purification

system" da Promega. O plasmideo foi eluido em 50 ul de agua e estocado a -20°C.

4.6.2 - PREPARAGCAO EM LARGA ESCALA (500 ml)

Uma cultura de 5 ml de bactérias transformadas crescida "overnight" foi inoculada em
500 ml de Meio LB 1x, suplementado com 100 pug/ml de ampicilina e 25 ug/ml de
canamicina. Esta cultura foi incubada a 37°C sob a agitagdo de 100 rpm por 18 h. O
DNA plasmidial foi obtido segundo especificacdes de BIRNBOIN e DOLY, 1979.

O DNA precipitado foi solubilizado em 500 ul de TE estéril e sua concentracdo
calculada, ap6s leitura da D.Ozonm de uma aliquota diluida 1/50 em H,O. Para o
calculo foi considerado que uma unidade D.O corresponde a uma solugéo de DNA de
concentragao 50 ug/ml (SAMBROOK, 1989). Para se estimar o grau de contaminacao
do DNA com proteinas, foi realizado o calculo, que corresponde ao relagdo entre as
D.O (Azs0nm/Azgonm).

4.7 - SEQUENCIAMENTO (SANGER, 1977)

O sequenciamento do DNA foi feito através do método da terminacdo da cadeia
(SANGER, 1977) sendo utilizado na reagdo o Kit Sequenase® (United States
Biochemical, EUA). A enzima utilizada nesta reacéo foi a DNA polimerase derivada do
fago T7 (Sequenase 2.0 TM, United States Biochemical, EUA), a qual possui alta
atividade de polimerase no sentido 5'-3'e baixa atividade de exonuclease no sentido 3'-
5"

Os cDNAs dos HulFN-a e HulFN-B e os cDNAs dos IFN recombinantes e hibrido,

clonados no plasmidio pDSse e purificados em preparacdo de larga escala, foram

empregados nas reagdes de sequenciamento. Para sequienciar os cDNAs clonados no
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plasmidio pDSss, foram utilizados iniciadores pDS5’ e pDS3' que flanqueiam o sitio de

clonagem desse plasmideo. Os iniciadores séo:

pDS5'= Homdlogo a regido +91 até +110 do plasmideo pDSse
5 TTCATTAAAGAGGAGAAATT 3
pDS3'= Homaologo a regido +181 até +200 do plasmideo pDSse. Fita ndo codificadora.

5' CTATCAACAGGAGTCCAAGC 3'

O sequenciamento automatico foi feito em aparelho da Pharmacia, conforme

instrucdes do fabricante.

4.8 - PRODUCAO E PURIFICACAO DOS INTERFERONS MUTAGENIZADOS
RECOMBINANTES (STUBER, 1990)

Os HulFN-o. e HUulFN-B e os IFN hibridos, inseridos no plasmideo pDSse, foram
produzidos em E. coli. Este plasmideo insere seis histidinas a proteina recombinante
permitindo a purificagdo e concentragdo da proteina produzida, através da
cromatografia de afinidade em resina de quelato de niquel (STUBER, 1990).

A producéo do IFN foi feita pelo inéculo das bactérias contendo o IFN recombinante

em 5 ml de meio de cultura LB, contendo antibiéticos e incubadas por 18 horas a 370C
sob agitacdo de 180 rpm. Apds este periodo, a cultura foi diluida 1:50, em 200 ml do
mesmo meio e novamente incubada a 37°C, sob agitacdo de 180 rpm até atingir uma
D.Os0onm de 0,7. Antes da cultura ser induzida com 0,2 mM de IPTG foi retirado uma
amostra de 1 ml. A cultura foi incubada por mais 5 h e entéo, retirados 1 ml (cultura
induzida) para andlise em gel e o restante centrifugado a 3200xg por 30 min. O
sobrenadante foi desprezado e o precipitado homogeneizado em 20 ml de tampao A
(6M Guanidina HCI, 0,1 M fosfato de sd6dio, 0,01 M tris/HCI pH 8). O lisado bacteriano
foi centrifugado a 10.000xg durante 30 min a 4°C, o liquido sobrenadante coletado e

utilizado na purificagéo.

32



4.8.1 - PURIFICACAO DAS PROTEINAS RECOMBINANTES

O sobrenadante obtido no item anterior foi purificado em uma coluna de dimensdes
1cm didmetro/6cm altura, contendo 1 ml da resina de quelato de niquel (QIAGEN,
EUA) carregada com Ni?* e previamente equiliborada com tamp&do A. A amostra foi
eluida num fluxo de 10 ml/h, sendo a fragéo residual (proteinas nao ligadas a resina)

coletada.

As proteinas foram eluidas com 20 ml de tampéao A, coletando-se fracbes de 1,5 ml. O
tampdo utilizado (8M guanidina-HCI, 0,1M fosfato de sdédio, 0,01M tris/HCI) para as
eluicdes seguintes somente se maodificou o pH: B (pH 6), C (pH 5) e D (pH 4). A coluna
foi inicialmente equilibrada com o tamp&o B e, apds a aplicagdo da amostra, os eluatos
dos diferentes tampdes (B, C, D) foram coletados em fragfes de 1,5 ml, para dosagem
de proteinas e titulagdo dos IFN. Finalmente, a coluna foi lavada com tampé&o F (6M
Guanidina-HCI, 0.2M CH3;COO., pH 2,7) e o eluato desprezado.

O IFN foi titulado nas amostras de cada fracdo. Estas amostras foram diluidas 1:2 em
tampao de aplicagéo de proteina 2x e analisadas em gel de poliacrilamida 12,5% /SDS
(PAGE) sob condi¢des desnaturantes.

4.8.2 - FRACIONAMENTO DAS PROTEINAS — PAGE (LAEMMLI, 1970)

As proteinas recombinantes purificadas apés fervura em tampao de amostra, foram
separadas eletroforeticamente em PAGE-SDS a 12,5%. Como marcador de peso
molecular foram usados padrbes de proteinas de massas que variaram entre 10,6 a
66,0 kDa. O gel foi corado 1 hora a 37°C com agitacdo em solugdo de corante
coomassie blue diluido em solugdo fixadora |, descorado por no minimo 2 h na sol.
fixadora | e entdo mantido em solugéo de etanol 10% até desaparecer o fundo azul do

gel. O gel foi seco entre duas folhas de papel celofane.
As fragBes que apresentaram maior titulo de IFN e maior grau de pureza quando

fracionadas em PAGE, foram agrupadas e dialisadas em tamp&o 0,1M citrato de sodio
pH 4, 0,1% SDS, 1 mM DTT, 0,15 M NaCl, 1 mM EDTA e conservadas a -70°C.
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4.8.3 - DOSAGEM DAS PROTEINAS

A concentracdo das proteinas foi determinada por espectrofotometria através do “Kit

Bio-Rad Assay” (Bio-Rad laboratories USA), conforme especificacdes do fabricante.

4.9 - SOLUCOES E MEIOS

Agar LB: 1,5% plv agar, 0.5% p/v extrato de levedura, 0,1% p/v triptona, 0,5% p/v
NacCl, acertar pH 7,5 com sol. 2 N de NaOH.

Etanol wash: etanol 75%, 0,01M Tris-HCI, pH 7.6, 0,01M EDTA pH 8

FENOL: fenol destilado, 0,1 g de B-hidroxiquinolina, saturado em de Tris-HCI, pH 8.

GEL 1% AGAROSE TAE : 1% (p/v) Agarose, 1x TAE, 0,5 ug/ml EtBr

GTE: 50 mM glicose, 25 mM Tris-HCI, pH 8; 10 mM EDTA

H.O DEPC : H,O deionizada tratada com 0.05% de dietilpirocarbonato (DEPC) por 12
h a 4°C e apds, autoclavada durante 45min.

ISOTIOCIANATO DE GUANIDINA 4M: 4M isotiocianato de guanidina (BRL), 30 mM acetato
de Saodio pH 5,2; 0,1 M DTT, 0.5% p/v N-laurylsarkosyl

MEIO LB: Bacto triptona 1% p/v, extrato de levedura 0,5% p/v, 171 mM NaCl

MEM: Meio minimo de Eagle, suplementado com sais de Earle (Sigma, E.U.A), 2 mM
de glutamina (Sigma, EUA), 20% (v/v) de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, lote
1125, Campinas, SP) e com as mesmas concentra¢des dos antibioticos do PAF.

PBS: 137 mM NacCl; 2,7 mM KCI; 4,3 mM NazHPOg4; 1,4 mM KoHPO,, pH 7.

SOLUCAO DO CORANTE COOMASSIE BLUE: 0,25% p/v do corante coomassie blue R 250
(Sigma, EUA) diluido em solucao fixadora 1.

SOLUGAO DE FOSFATO ESTOQUE: 0,5 M Na;HPO.; o pH foi ajustado para 7,2 com &cido
fosforico.

SOLUCAO FIXADORA DE PROTEINAS |: 40% Metanol, 10% acido acético galcial.

SoLUCAO NAIL: 9 ml de sol. (8 M Nal + 0.022 M DTT) + 1 ml de 1 M tampé&o fosfato de
sédio pH 6.
STET: 8% p/v sacarose, 5% p/v NP40, 50 mM Tris-HCI, pH 8; 50 mM EDTA pH 8.
TAMPAO DE AMOSTRA DE PROTEINAS: 20% glicerol, 2% SDS, 0,375 M Tris pH8,8; 0,75 M
B-Mercaptoetanol e 0,25 % v/v do corante azul de bromofenol (Sigma, EUA).
TAMPAO DE AMOSTRA DNA: 50% glicerol, 40% azul de bromofenol 0.85% p/v, 10% v/v
10x TAE

TAMPAO DE LIGAGAO 5X: 0.25 M Tris-HCI (pH 7,6), 50 mM MgCl,, 5 mM ATP, 5 mM
DTT, 25% pl/v polietileno glicol-8.000

TAMPAO DE SEQUENCIA 5X: 200 mM Tris-HCI pH 7,5, 50 mM MgClz, 250 mM NaCl

TAMPAO 1X TAE: 20,3 mM KH,PO,, 10,04 M Tris Acetato, 10 mM EDTA pH 8

TAMPAO DE TAQ POLIMERASE 10x: 500 mM KCI, 100 mM Tris-HCI (pH 9 a 25°C), 15
mM MgCl,, 1% triton X-100

TE: Tris pH 7,4 10 mM, EDTA 1 mM

TAMPAO A - GUANIDINA/HCL 6M: 6 M Guanidina HCI, 0.1 M fosfato de sédio, 0,01 M
tris/HCI pH 8.

TRIPSINA: 0.25% p/v (Difco E.U.A), 0.085% de NaHCOs;, em salina de Hanks 1x.
Acertar pH para 7,2 a 7,4 com NaHCOs. Filtrar em membrana esterilizante 0,22
um e estocar em freezer a -20°C.
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5. RESULTADOS
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5.1 - AMPLIFICACAO DOS FRAGMENTOS DOS INTERFERONS.

Os produtos das amplificacbes em que foram utilizados os iniciadores IFNa5 e
IFNaK3’, 406 pb, (FIG. 3, canaleta 3) e os iniciadores IFNB5’ e IFNBK3’, 405 pb, (FIG.
3, canaleta 1) e os produtos das amplificagces em gque foram utilizados os iniciadores
IFNa3’ e IFNaK5’, 125 pb, (FIG. 3, canaleta 4) e os iniciadores IFNB3’ e IFNBKS’, 120
pb, (FIG. 3, canaleta 2), foram fracionados em gel de agarose 1% em tampao TAE e
purificados utilizando-se o "QIAEXIlI GEL extration kit" (QIAGEN - USA), segundo
especificagbes do fabricante. Como controles positivos, foram feitas reagfes utilizando
os iniciadores IFNa5’/IFNa3’ e IFNBS/IFNB3’ e os DNAs dos rHulFN-o2, € rHulFN-f
respectivamente, nas quais foram amplificados fragmentos de 540 pb (FIG.3,
canaletas 5 e 6).
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FIGURA 3 - FRACIONAMENTO EM GEL DE AGAROSE 1% DOS PRODUTOS DE PCR
DOS RHUIFN-as E RHUIFN-B. Os produtos amplificados (5ul) foram fracionados
em gel 1% agarose corado com EtBr e fotografado sob luz UV. Os fragmentos
amplificados dos rHuUlFN-B (canaletas 1 e 2) e rHulFN-azb (canaletas 3 e 4),
possuem diferentes tamanhos moleculares; canaletas C1 e C2, fragmentos
amplificados do rHuUlFN-B e do rHulFN-az» , respectivamente; canaleta P,
padrao de tamanho molecular.
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5.2- CLONAGEM DOS INTERFERONS RECOMBINANTES E HIBRIDO.

O IFN hibrido, ou seja, rHUIlFN-B com sitio para enzima de restricdo Kpn | e a-hélice E
do HulFN-o2s, 0 qual chamamos de rHulFN-BKa, foi construido pelas amplificagdes do
DNA com os iniciadores IFNB5/IFNBK3’ e IFNa3’/IFNaK5’. Apds a digestdo, os DNAs
foram submetidos a reacao de ligacdo na qual além dos dois insertos, foi adicionado o
DNA do plasmideo pDSse digerido com as enzimas de restricdo Bam HI e Hind I11.

Os rHulFN-o e rHUlFN-B com sitio para enzima de restricdo Kpn I, foram denominados

rHUulFN-aK e rHulFN-Bk, respectivamente.

As bactérias E.coli M15/pDM1 transformadas com o plasmideo pDSss contendo os
genes dos IFN recombinantes e do hibrido, rHulFN-oK, rHUlFN-Bk e rHulFN-Bka,
foram crescidas em meio LB contendo 100 pg/ml de ampicilina e 25 ug/ml de
canamicina, sendo que as culturas foram utilizadas para o PCR. Para verificar a
presenca do DNA do hibrido rHulFN-BKa, foram utilizados os iniciadores especificos
(IFNBS/IFNa3’). Neste PCR, foram feitas duas reacdes como controle positivo,
utilizando-se iniciadores IFNB5/IFNB3' e IFNa5'/IFNa3d’ com os rHUlFN-B e rHulFN-azs,
respectivamente. Dos vinte e dois clones testados, sete (FIG 6, canaletas 1, 3, 5, 6, 7,
8 e 10) amplificaram fragmentos de igual tamanho molecular dos controles positivos.
Para verificar a presenca do DNA dos rHulFN-aK e rHulFN-Bk, foram utilizados os
iniciadores especificos para o rHulFN-aK IFNa5/IFNa3’, (FIG. 4) e IFNBS/IFNB3’ para
o rHulFN-BK (FIG. 5). Em todos os clones testados para o rHulFN-oK, foram
observados fragmentos de aproximadamente 540 pb (FIG.4 canaletas 1 a 16) sendo
estes de igual tamanho do observado no controle positivo “+” (E.coli M15/ pDM1 +
rHulFN-o2,). Em apenas um clone, dos onze testados para o rHulFN-BK, foi observado
fragmento de 540 pb (FIG 5, canaleta 2). A confirmacdo da presenca do sitio da
enzima de restricdo Kpn | nos cDNAs foi feita através da digestdo dos produtos de
PCR dos clones com esta enzima e o fracionamento em gel 1% agarose. Para todos
os clones testados na PCR que foram positivos, foram feitas extragdes do plasmideo
em pequena escala, sendo estes estocados a -20°C e as bactérias congeladas a -
70°C. Os clones 2, rHUlFN-BK (FIG 5, canaleta 2); 3, rHuUlFN-aK (Fig 4, canaleta 3) e o

5, rHUIlFN-BKa (FIG 6, canaleta 7), foram escolhidos para a producao das proteinas.

A confirmacgado da exata localizagéo do sitio da enzima de restricdo Kpn | nos cDNAs
do rHulFN-oK, rHuUlFN-BK e rHulFN-BKa, foi feita através do sequenciamento manual

(SANGER et al., 1977) e do sequenciamento automatico.
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FIGURA 4 - Fracionamento em gel de agarose dos produtos de PCR
das colbnias transformadas com a construcdo do rHulFN-aK. Os
produtos do PCR foram amplificados a partir dos clones crescidos por 16 h,
sendo estes fracionados em gel 1% agarose, corado com EtBr e fotografado
sob luz UV. Canaletas 1 a 16, fragmentos amplificados do rHulFN-aK
(clones 1 a 16); canaleta C1, fragmento amplificado do rHulFN-a.2b.

4 56 7 8 91011 cC1

FIGURA 5 - Fracionamento em gel de agarose 1% dos produtos de PCR
das col6nias transformadas com a construgdo do rHulFN-BK. Os
produtos das reacbes de PCR foram fracionadas em gel 1% agarose,
corado com EtBr e fotografado sob luz UV. Canaletas 1 a 11, fragmentos
amplificados do rHulFN-BK (clones 1 a 11); Canaleta C1, fragmento
amplificado do rHuUlFN-p.
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FIGURA 6 - Fracionamento em gel de agarose dos produtos de PCR das
coldnias transformadas com a constru¢do do rHulFN-BKa. Os produtos de
PCR foram amplificados a partir dos clones crescidos por 16 h e fracionados em
gel 1% agarose, corado com EtBr e fotografado sob luz UV. Canaletas 1 a 22,
fragmentos amplificados do rHuUlFN-BKa (clones 1 a 22); canaletas C1 e C2,
fragmentos amplificados dos rHuUlFN-o2n € rHUlFN-, respectivamente.
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5.3 —= SEQUENCIAMENTO

O sequenciamento do DNA dos IFN hibrido e recombinantes obtidos, foi feito através
do método da terminacdo da cadeia (SANGER et al, 1977) e através do

sequenciamento automatico.

Na figura 7A, observamos parte do sequenciamento obtido do rHulFN-BKa, 0 que
evidenciou a presenca do sitio para a enzima de restricdo Kpn | (grifado em vermelho)
e confirmou a substituicdo da a-hélice E do rHulFN-B, pela do rHulFN-a.. Na figura 7B,
podemos observar o pareamento de parte das sequéncias de aminoacidos dos
interferons MulFN-$, HUlFN-B e HulFN-a, mostrando a substituicdo dos aminoacidos H

e L pelo R, nos HulFN-B e HulFN-a, respectivamente
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Model 377 16sBETALFA-REV Signal G:147 A:143 T:112 C:93
Version 3.3 DT {BD Set Any-Primer}
ABI200 BETALFA-REV BD matrix 28/07/98
Version 3.2 Lane 16 Points 1246 to 7988 Pk 1 Loc: 1246
GTCTTA GGA GGG I_FN—»[} o
CAGAATCCTCCCATAATATCTT I'CAGG
130 140 150

Muf} HLKSYYWRVQ RYLKLMKYNS . YAWMVVRAET . FRNFLIIRRL. TRNFQON

Huf} HLKRYYGRIL (H) RYLKAKEYSH.CAWTIVRVEI.LRNFYFINRL.TGYLRN

Huo AVRKYFQRIT (L) RYLKEKKYSP.CAWEVVRAEI . MRSFSLSTNL.QESLRSKE
Kpn I

B

FIGURA 7 - Pareamento dos aminoacidos inferidos da seqiéncia de
nucleotideos da a-hélice E dos interferons beta murino (Mup), humano (Hup)
e o interferon humano alfa (Hua). A — Sequenciamento de nucleotideos
mostrando o sitio de restricdo da enzima Kpn | e parte da sequéncia dos HulFN-a
e HulFN-B. Os nimeros correspondem a posi¢ao dos nucleotideos levando-se em
consideragdo toda a sequéncia. B - A regido da o-hélice E esta marcada em
amarelo, para cada IFN, bem como determinado o local da inser¢do do sitio de

Kpn I. Entre parénteses foram colocados os aminoéacidos substituidos pelo
Arginina (R) em cada um dos IFN.
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5.4 - PRODUCAO DOS INTERFERONS.

A producdo dos IFN em E. coli M15 pbde ser observada através do fracionamento
eletroforético em SDS-PAGE 12,5%, corado com coomassie blue, das amostras
obtidas apds indugcdo com IPTG. Na FIG.8, podemos observar bandas
correspondentes aos rHUIFN, com tamanho molecular aparente em torno de 20 kDA.
As culturas dos clones que expressam os rHulFN-Bka e rHulFN-Bk foram induzidas
nas D.O (Asoonm) 0.7 € 1,2, sendo que a cultura do clone que expressa rHulFN-Bka,
produziu maior quantidade de proteina em D.O (Asoonm) 1,2, comparada com a mesma
cultura induzida em D.O (Asoonm) 0,7. Estes dados confirmam aqueles obtidos por
CARVALHO, (1998), o qual observou que a inducdo do clone rHulFN-B com D.O. 1,2,
resultou em uma maior quantidade de proteina produzida, uma vez que a massa final
de bactérias foi 40% maior. STUBER et al.,(1990) descreveram a técnica
recomendando a indu¢do com IPTG quando a D.O (Asconm) da cultura atingisse 0,7. A

cultura do clone que expressa o rHUlFN-aK foi induzida em DO (Asoonm) 0,7.

43



P 12 345678 9 10
kDa . - -

A T

45 —>

29 —>

20 =

- L
-

FIGURA 8 - Eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5% corado com
coomassie blue, dos rHUlFN-BK, rHuUlFN-BKa e rHulFN-aK produzidos em
E.coli M15. Os IFN hibridos e recombinantes induzidos com IPTG ou nao
foram fracionados em gel de poliacrilamida, apdés ser adicionado tampédo de
amostra. Canaletas 1 e 3, rHulFN-BKoa induzidos em D.O. 0,7 e 1,2
respectivamente; canaletas 2 e 4, rHulFN-BKa ndo induzidos; canaletas 5 e 7,
rHUlFN-BK induzidos em D.O. 0,7 e 1,2 respectivamente; canalets 6 e 8,
rHuUlFN-BK néo induzidos; canaletas 9 e 10, rHulFN-ok induzido e n&o induzido,
respectivamente (D.O. 0,7); canaleta P, padrdo de massa molecular (1ug de
proteina).
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5.5 - PURIFICACAO DOS INTERFERONS.

A purificacdo de proteinas recombinantes foi feita conforme STUBER et al., (1990).
Aos interferons recombinantes foram adicionados na por¢cdo amino-terminal 6
histidinas, provenientes do plasmideo pDSss, que permitem a purificacdo por afinidade
em coluna de Ni**. A purificagdo foi modificada pela utilizacdo de um gradiente de pH
durante a eluicho das fragcbes, a fim de se melhorar o grau de pureza e
consequentemente aumentar a atividade especifica das proteinas produzidas. Nas
figuras 9, 10 e 11 sdo mostradas proteinas produzidas e a purificacdo dos rHulFN-aK,
rHUlFN-BKo e rHulFN-BK. O IFN ligado a coluna de quelato de niquel foi eluido com o
tampdo uréia 8 M nos pH 5 (FIG 9, canaletas 4 a 10), pH 5 e 4 (FIG 10, canaletas 5 a
15) e pH 5 e 4 (FIG 11, canaletas 3 a 16). A fragédo 5.2 (FIG 9, canaleta 5) do rHUlFN-
oK eluida em pH 5,0 foi escolhida para os experimentos subsequentes, por estar com
maior quantidade da proteina purificada. As fracdes 4.1 (FIG 10, canaleta 10) e 4.3
(FIG 11, canaleta 10), eluidas em pH 4,0 dos rHulFN-BKa e rHulFN-BK,
respectivamente, também foram selecionadas para os experimentos subsequentes por

estarem com maior quantidade de proteinas purificadas.
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FIGURA 9 - Eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5%, corado com
coomassie blue, das fra¢gdes eluidas da purificacdo do rHulFN-aK em
coluna de quelato de niquel. Os IFN hibridos e recombinantes construidos
foram fracionados em gel de poliacrilamida, ap6s ser adicionado tampéao de
amostra. As fragBes foram eluidas em tampao uréia 8 M. Canaleta 1, pH 8;
canaletas 2 e 3, pH 6; canaletas 4 a 10, pH 5; canaletas 11 e 12, pH 4;
canaleta P, padrdo de massa molecular (cada banda corresponde a 1ug de
proteina).
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FIGURA 10 - Eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5%, corado com coomassie
blue, das fragdes obtidas da purificacdo do IFN hibrido (rHulFN-BKa) em coluna
de quelato de niquel Os IFN hibridos e recombinantes construidos foram fracionados
em gel de poliacrilamida, apds ser adicionado tampdo de amostra. As fracdes foram
eluidas em tampéo uréia 8 M. Canaleta 1, pH 8; canaletas 2 a 4, pH 6.0; canaletas 5 a
9, pH 5; canaletas 10 a 15, pH 4; canaleta L, lisado de bactérias expressando o
rHUIFN-BKa, induzidas com IPTG; canaleta P, padrdo de massa molecular (2ug de
proteina).
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FIGURA 11 - Eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5%, corado com
coomassie blue, das fragdes obtidas da purificagdo do rHUlFN-BK em coluna de
quelato de niquel. Os IFN hibridos e recombinantes construidos foram fracionados
em gel de poliacrilamida, apos ser adicionado tampéo de amostra. As fracdes foram
eluidas em tampéo uréia 8 M. Canaleta 1, pH 8; canaleta 2, pH 6; canaletas 3 a 7, pH
5; canaletas 8 a 16, pH 4,0; canaleta P, padrdo de massa molecular (2ug de

proteina).

48



5.6 - ATIVIDADE ANTIVIRAL DOS INTERFERONS.

As células tratadas com os IFN adquirem a capacidade de resistir a infec¢cdo contra
diversos virus. A atividade antiviral dos IFN foi medida em células de macacos (Vero),
murinas (L929) e bovinas (MDBK), através da determinagéo do titulo dos interferons. A
tabela 1 mostra os valores obtidos em atividade especifica (unidades de IFN/mg de
proteina) e unidades de interferon por ml (U/ml). As unidades representam valores
obtidos nas titulacbes em relacdo a um padrdo interno de uma mesma partida,

mantida a —70°C.

Os rHulFN-azp, rHUulFN-ak mostraram atividade antiviral em células MDBK e nenhum
dos interferons utilizados (rHUlFN-ozp, rHUlFN-ak, rHUlFN-B e o rHulFN-Bko) foi capaz

de inibir o crescimento do virus em células murinas L929.

Os rHulFN-Bk e rHulFN-Bko n&o apresentaram atividade antiviral detectavel em
células L929 e MDBK, porém apresentaram titulo de 1,9 x 10° e 1,2 x 10* UIFN/mg em

células Vero, respectivamente .

Os titulos dos interferons recombinantes e hibrido e sua espécie especificidade sao
mostrados na FIG.12. Em células Vero, o rHulFN-Bka apresentou uma AE menor (um
log), em relacéo ao rHUlFN-f e ambos n&o apresentaram atividade antiviral em células
MDBK e L929.

O rHulFN-Bk apresentou uma AE muito semelhante aquela apresentada pelo rHulFN-f
em células Vero, assim como ndo apresentou titulo em células MDBK e L929. A
atividade especifica do rHulFN-ok foi semelhante a do rHulFN-a2, em células Vero,
mas em células MDBK, a AE rHulFN-ak (1,1 x 10°), foi maior (um log) que a do
rHUlFN-o2, (4,6 x 10°).
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TABELA 1

Atividade especifica (AE) e titulo dos interferons (U/ml) em varias células

INTERFERONS VERO MDBK L929
AE u/mL AE u/mL AE u/mL
rHUIFN-az 9,3x10° | 2,5x10° | 4,6x10° | 1,3x10° | <1 <10
rHUlFN-ak 8,6x10° | 2,5x10° | 1,1x10" | 3,2x10° <1 <10
rHUlFN-B 1,2x10° | 1x10* <1 <10 <1 <10
rHUlFN-Bk 1,9x10° | 1,6x10* <1 <10 <1 <10
rHUlFN-Bka 1,2x10* | 1x10* <1 <10 <1 <10
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FIGURA 12 - Atividade especifica dos interferons recombinantes e do
hibrido. As diluicdes seriadas das diferentes preparacdes de IFN recombinantes
purificados foram incubadas por 24 horas com células Vero e L929 sendo em
seguida, desafiadas com virus EMC (100 TCIDso) e células MDBK desafiadas com
virus VSV (100 TCIDso), por 48 horas.
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5.7 - NEUTRALIZACAO DA ATIVIDADE ANTIVIRAL DOS INTERFERONS
RECOMBINANTES E HIBRIDO.

A neutralizacdo da atividade antiviral dos IFN recombinantes, pelos anticorpos
policlonais antiHulFN-o e antiHulFN-, em células Vero infectadas com o virus EMC, é
mostrado na figura 13. A atividade antiviral dos rHulFN-oz, € rHulFN-ok foi
neutralizada pelo anticorpo antiHulFN-o.. A atividade do hibrido rHulFN-Bko foi
neutralizada parcialmente com o anticorpo antiHulFN-B assim como os rHulFN-Bk e
rHUlFN-B.
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Titulo dos IFN (U/ml log1o)

IFN-a2b IFN-Bk IFN-ak IFN-Bka IFN-B

FIGURA 13 — Neutralizagdo da atividade antiviral dos interferons recombinantes e do
hibrido. Os IFN recombinantes purificados foram diluidos em série, em placa de
microtécnica e incubados a 37°C com anticorpo antiHulFN-a ou antiHulFN-B, por 1 hora.
ApOs esse intervalo foram adicionados células Vero e virus EMC e incubados em estufa
de CO2 & 37°C, por 48 h e apds esse periodo, foi titulado o IFN residual.
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6. DISCUSSAO E CONCLUSOES
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6.1- PRODUCAO DOS INTERFERONS

A producéo dos rHulFN utilizados neste trabalho, foi feita em E. coli M15 utilizando-se
como plasmidio de expresséo o pDSse. A produgéo dos rHulFN-az, , rHUIFN-B, e dos
IFN mutagenizados, apresentou grandes variagbes, sendo que a quantidade de

proteinas variou entre niveis de < 1 mg/L a 6 mg/L.

A producdo de IFN, levando-se em consideracdo a quantidade de proteina produzida
(FIG. 8), indica que os melhores niveis de producdo foram alcancados apds cinco
horas de inducdo com IPTG. Estes dados assemelham-se aos obtidos por STUBER et
al., 1990, que também descreveu uma grande variagcdo nos niveis de producdo de

fragmentos do receptor de HulFN-y pelo pDSse.

As culturas de bactérias produtoras do rHulFN-BKa, induzidas com IPTG,
expressaram uma quantidade maior da proteina quando induzidas em DO 1,2
(aproximadamente 6 mg/L), comparada com aquelas induzidas com DO 0,7
(aproximadamente 2 mg/L). As culturas de bactérias produtoras do rHulFN-BK nédo
apresentaram variacao na producao (aproximadamente 1 mg/L), em fung¢éo da DO. O
HulFN-B € uma proteina extremamente hidrofébica (MITSUI et al., 1993) e a presenca
de regibes hidrofébicas em proteinas recombinantes geralmente tem um efeito toxico
sobre a bactéria hospedeira. Acredita-se que este efeito seja ocasionado pela
associacao da proteina a sistemas de membranas vitais para a bactéria hospedeira
(STUBER et al., 1990). A alta hidrofobicidade do HulFN-B além de causar um efeito
téxico também é responsavel pela dificuldade de purificacdo e cristalizacdo deste IFN
(FRESENIUS et al., 1997). Este autor propds a mutacédo de 10 residuos hidrofébicos
fenilalanina e leucina (expostos nas a-hélices D e E) pelo aminoacido serina. Os
resultados preliminares mostraram que em trés moléculas em que apenas um destes
aminoacidos foi trocado, houve aumento da solubilidade e producédo do rHulFN- sem
modificagdo da atividade biolégica (FRESENIUS et al., 1997).

Os niveis de produgdo dos rHulFN-oz, e rHulFN-aK foram em média 3 mg/L de
cultura. Proteinas de eucariontes sdo muito pouco expressas em E.coli, quando estas
contém sequéncias de codons raramente usados pela bactéria, inseridas nos vetores
de expressdo, também chamada “hungry codon syndrome” (KURLAND e GALLANT,
1996).
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6.2- PURIFICACAO DAS PROTEINAS RECOMBINANTES

O sistema de purificac@o escolhido foi descrito por HOCHULI et al.(1987) e € baseado
na cromatografia de afinidade de Ni2 Isto permite a obtencdo de uma proteina
altamente purificada (geralmente >95%) em um s6 passo de purificagdo, mesmo em
preparacdes cuja proteina esteja presente em concentracdes menores que 1%
(JAKNECHT et al., 1991).

O grau de produc¢do dos HulFN foi observado em quantidades iguais ou inferiores a 6
mg/L. A purificagdo do rHulFN-BKoa mostrou quantidades superiores em relagdo aos
rHUlFN-BK e rHulFN-aK. Estes dados s&do esperados, uma vez que o grau de
purificacdo das proteinas recombinantes ndo depende do tipo de proteina, mas
principalmente do nivel de expressdo. Os niveis de purificacdo maiores que 95%
foram possivel apenas em proteinas produzidas em quantidades de, pelo menos, 20
mg/L de cultura (STUBER et al., 1990).

Os rHulFN foram eluidos nos pH 5 e/ou 4 (FIG. 9, 10 e 11) o que impediu que estas
fracdes fossem contaminadas com outras proteinas eluidas no pH 5,5 favorecendo um
aumento do grau de purificacdo das fracdes eluidas em pH 5. Estes dados estdo de
acordo com aqueles obtidos no método de purificagdo descrito por STUBER (1990),
cujas proteinas recombinantes foram eluidas nos pH 5,9 e 4,5, néo utilizando,

portanto, um gradiente de pH.

Os rHulFN-BK e rHulFN-BKa, foram obtidos com maior grau de purificacdo, quando
comparados com o rHulFN-aK. Contudo o grau de purificacdo ainda néo é satisfatorio
e precisa ser aprimorado. A dificuldade da purificacdo de proteinas que possuem
Cisteinas (HulFN-a2, € HulFN-B possuem respectivamente 4 e 3 Cisteinas), ja é
conhecida e é aconselhavel a purificacdo em presenca de 20 mM 2-mercaptoetanol,
afim de se evitar a captura de contaminantes via pontes dissulfeto (STUBER et al.,

1990).

O tamanho molecular aparente do rHulFN-B e rHulFN-Bka, apés purificagédo, foi
estimado em 20kDa, a partir dos dados de mobilidade relativa (Rf) obtidos em SDS-
PAGE (FIG. 9, 10 e 11). A diferenca observada, em relacdo ao HulFN-B natural (22 a
23kDa) (VILCEK & SEN, 1996), é devida a sua glicosilagdo, pois o rHulFN-B,

produzido em E. coli, apresentou mobilidade similar.
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6.3 - ATIVIDADES BIOLOGICAS

As modificacdes feitas na estrutura dos controles rHulFN-a.2, € rHUulFN-B, assim como
no rHuUlFN hibrido, modificado em sua alfa hélice E, foram testadas em relacdo a
atividade antiviral e espécie especificidade destes interferons. Estes experimentos
foram feitos para confirmar a possibilidade do uso de modelagem molecular
computacional, em associacdo com a engenharia genética, como ferramentas
fundamentais para os estudos da relacé@o entre estrutura e funcéo. A base para estes
estudos foi o fato de que os HulFN-o2, € HulFN-B, além de possuirem estrutura
tridimensional muito semelhante (KARPUSAS et al., 1997; RADHAKRISHNAN et al.,
1996; KLAUS et al., 1997) induzem atividades bioldgicas similares, porém, mostrando
diferencas quantitativas e qualitativas quando testados em sistemas homélogos ou
heterdlogos (MITSUI et al., 1993; WEBER et al., 1987).

6.3.1 — ATIVIDADE ANTIVIRAL ESPECIFICA DOS HUIFN RECOMBINANTES E
CONTROLES

A atividade antiviral especifica (AE) apresentada pelos rHulFN-oz, € rHulFN-aK
(FIG.12), observada nas células Vero, MDBK e L929, foi muito semelhante. Assim, a
substituicdo do aminoé&cido L128 para R128, porc¢éo final da a-hélice D na molécula do
rHulFN-a2,, Nndo determinou nenhuma alteracdo conformacional da molécula que
pudesse interferir na atividade antiviral ou espécie especificidade. A substituicao foi
necessaria para poder ser criado o sitio para a enzima de restricdo Kpn I. A AE do
rHUlFN-o.2, em células Vero e MDBK foi de 9,3 x 10° e 4,6 x 10° ,respectivamente. Em
células murinas L929 nao foi detectada atividade antiviral. A alta AE do rHulFN-oup,
tanto em células de macaco como em bovinas e baixa AE em células murinas
também, foi descrita por outros autores (PESTKA, 1997a; WEBER et al., 1987).

Extensivos estudos através da mutagénese sitio dirigida dos IFN-a, mostraram que a
maioria dos aminoacidos conservados € muito importante na manutencdo da plena
atividade bioldgica. Dentre eles os C1, C29, C98 e C138 importantes na formacéo de
pontes S-S e na manutencdo da conformacao da molécula; os aminoacidos S28 e os
R33 e R125 importantes na interacdo com receptor e na transducdo de sinais; 0s
aminoacidos L80, L81, L130, A139 e W140 importantes na formacdo de hélice
(KLAUS et al., 1997). Contudo, alguns residuos altamente conservados, como o F47,

Q48, K49 e Q62, quando substituidos, ndo alteram a atividade antiviral ou
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antiproliferativa (VALENZUELA, 1985). Entretanto, o0 mesmo prediz que estes

amino&cidos conservados podem estar ligados a outro tipo de atividade biol6gica
ainda néo conhecida.

A introducéo do sitio de Kpn I, no rHulFN-B acarretou a substituicAo do aminoacido
H131, pelo aminoacido R131. Esta modificagdo néo alterou a AE do rHulFN-BK né&o
sendo muito diferente daquela observada para o rHUlFN-B em células Vero (FIG 12). A
troca do amino&cido histidina (H), pelo aminoacido arginina (R) no ultimo amino&cido
da a-hélice D do rHuUlFN-B, parece néo ter alterado a estrutura conformacional da
molécula. Embora os dois sejam basicos, o amino&cido histidina € hidrofébico e a
arginina hidrofilico, esta alteracdo parece nao interferir com as interacdes entre 0s
aminoacidos da molécula e do receptor que interfiram com a atividade, ndo alterando a

espécie especificidade do rHulFN-BK em células MDBK e L929.

O rHulFN-B apresentou AE somente em células Vero, de 1,2 x 10° cerca de 77,5
vezes menor do que a AE observada para o rHulFN-az, nas mesmas células. Em
células MDBK e em células L929, o rHuUlFN-B ndo apresentou nenhuma atividade
antiviral detectavel. Esta grande diferencga entre a atividade antiviral entre rHUlFN-ow, €
rHUlFN-B (MITSUI et al., 1993), principalmente em células bovinas (MDBK) e murinas

(L929) foi também observada no IFN hibrido construido.

6.3.2- ATIVIDADE DO HiBRIDO (RHUIFN-BKa)

O rHulFN-BKa, apresentou em células Vero AE menor quando comparado aos
controles do rHulFN-Bk (15 vezes) e do rHulFN-ak (716 vezes), entretanto as
diferencas entre os recombinantes ndo modificados (rHUlFN-B e o rHulFN-ob)
também é acentuada (Tabela 1). Por outro lado, em células bovinas ou murinas, néo
houve atividade antiviral detectavel, da mesma forma que o observado para o rHulFN-
B. Estes dados sugerem que a a-hélice E ndo tem influéncia na determinacéo da
espécie especificidade em células MDBK ou L929, assim como na atividade antiviral
do rHulFN-B. Estes dados estdo em desacordo com os achados RUNKEL et al. (2000)
que ao substituirem varios aminoacidos, sendo alguns na a-hélice E (V148, R152 e
N158) por alanina, descreveram uma diminuicdo de 5 a 50 vezes na atividade antiviral.
A substituicdo da a-hélice E natural do rHUlFN-B pela do rHulFN-o2, (rHUlFN-BKa )

nao trouxe maiores conseqiiéncias em termos de titulo, tendo o rHulFN-B nao
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modificado apresentado uma atividade um pouco maior (1,2 vezes). Por outro lado
guando observado a quantidade obtida apds purificagdo o rHulFN-BKa mostrou
maiores quantidades (0,660mg/mL) em comparag¢éo com o rHulFN-Bk (0,082mg/mL).
Estes dados indicam que as alteracGes processadas, em relacdo a ligagdo com o
receptor para este IFN, ndo interferiram significativamente. Além disso, sugerem que
0s aminoacidos V148 e N158, modificados por RUNKEL et al. (2000), ndo interferm
com a atividade biol6gica do rHuUlFN-B. Inclusive o V148 foi substituido por A148 na
substituicdo da a-hélice E e o N148 por T148 (Fig. 7)

O motivo da pequena diferenca em titulo observada entre os rHUlFN-f e rHUIlFN-BKa
pode ser devida a substituicdo do T143, aminoacido hidrofébico, envolvido na
estabilizacdo da molécula do rHulFN-B (Karpusas et al.,, 1997). Por outro lado,
considerando a cristalizacdo descrita por Senda et al., (1993), em que a a-hélice E
esta compreendida entre os aminoécidos 133 e 155, hd uma quebra, pela prolina
(P140) na oa-hélice o que ou diminui o tamanho da a-hélice E natural do rHulFN-a.2, ou
divide em duas oa-hélices (uma anterior a prolina e outra posterior a prolina). Desta
forma, a substituicdo feita no rHulFN-BK pela a-hélice E do rHulFN-az,, apesar de
introduzir 10 aminoéacidos (RYLKEKKYSP), que ndo fazem parte desta estrutura no

rHUlFNB (Fig 7B), ndo altera significativamente a sua atividade antiviral.

O fato é que em qualquer circunstancia, a proteina produzida ndo apresentou perda da
atividade antiviral, antes pelo contrario o hibrido mostrou um aumento de 1,6 vezes no
titulo, o que pode indicar que a alteracao feita melhora a interagdo com o receptor.
Estes dados n&o séao conclusivos, em virtude das variagdes na titulacdo que podem

chegar a um fator de 2, mas devem ser melhor investigados.

A atividade antiviral do rHulFN-a2, ndo pode ser comparada com a do rHulFN-BK,
porque a diferenca de titulo em relacdo ao rHulFN-B é da ordem de 266 vezes. Além
disso, a cristalizagdo deste IFN aponta para a sua dimerizacdo (KARPUSAS et al.,
1997) através de ions de zinco, possivelmente importantes na interagcdo com o
receptor. Entretanto, a diferenga da AE em células Vero, sugere que a a-hélice E,
pode ter modificado a estrutura conformacional da molécula do rHulFN-o2, mostrando
a importancia desta a-hélice na interacdo deste IFN ao seu ou seus receptores
celulares. Estas modificagBes por certo alteram a interagdo entre os aminoacidos das

a-hélices entre si como também destas com o receptor celular.
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Estes dados e as consideracdes feitas, tomados em conjunto, apontam para a
interagdo de unidades de receptores diferentes para os HulFN-f e HulFN-oz,. A
interacdo destes interferons com um Unico receptor, ou mesmo o uso de sub-unidades
ou cadeias (UZE et al., 1995), para os dois IFN &, atualmente, insustentavel, tendo em
vista que a dimerizacdo da molécula do HulFN-B ocorre pelo contato de superficies

opostas, enquanto a do HulFN-a.2, acontece no mesmo lado (KARPUSAS et al. 1997).

Experimentos com moléculas hibridas entre os HulFN-a, e HulFN-a: (REHBERG et
al., 1982; STREULI et al., 1981; SEN et al., 1984; WEBER et al., 1987) ou entre os
HulFN-as € HulFN-a: (MEISTER et al., 1986) demonstraram que a regido N-terminal
(aa 1-63/a-hélice , alca ab e regido N-terminal da a-hélice B) do HulFN-a.2 ou HUlFN-
ag respectivamente sdo essenciais na manutencdo da alta atividade antiviral em
células humanas. Outro estudo utilizando moléculas hibridas entre os HulFN-az e o
IFN bovino ac (BolFN-ac) demonstrou que a regido C-terminal da a-hélice A e a alca
ab do HulFN-o7 (aa 10-44) sdo responsaveis pela alta atividade deste IFN em células
humanas. Entretanto, em nenhum destes estudos foi possivel a determinacdo das
estruturas importantes na espécie-especificidade dos IFN-a. em células bovinas porque
todos os IFN alfas humanos apresentam atividades biolégicas iguais nestas células.
Em nosso trabalho, com a utilizacdo da molécula hibrida rHulFN-BKa, foi possivel
avaliar que a a-hélice E ndo esta relacionada com espécie especificidade da molécula.
Experimentos com moléculas hibridas entre os HulFN-as € HulFN-o: (MEISTER et al.,
1986), entre os HulFN-a; e HulFN-a1 (WEBER et al., 1987) descreveram um segundo
sitio localizado na regido central da molécula do IFN (C-terminal a-hélice B e a-hélice

C) importante no aumento da atividade antiviral, porém, em células humanas.

6.4 - NEUTRALIZACAO DA ATIVIDADE ANTIVIRAL

A neutralizacdo da atividade antiviral dos rHulFN-aK e do rHulFN-o2, pelo anticorpo
antiHUlFN-o. mostram que a substituicdo do L131 por R131 nédo alterou a localizagéo
do epitopo ou epitopos reconhecidos por estes anticorpos policlonais, ja descritos. A
neutralizacdo parcial da atividade antiviral dos rHulFN-BKa, rHuUlFN-BK e rHulFN-§
pelo anticorpo antiHuUlFN-B, pode ter ocorrido por causa de uma menor quantidade de

anticorpos em relacdo a quantidade de IFN na reacao.

A maioria dos epitopos imunodominantes dos HulFN-a, como demonstrado por
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diversos estudos, estao localizados em trés regides hidrofilicas, a-hélice , a alca ab e
a alca cd/a-hélice D/E. No entanto, a grande maioria dos anticorpos monoclonais
estudados se ligam a epitopos localizados na regido da alga cd/a-hélice D e E
(HORISBERGER e DIMARCO, 1995; KONTSEK, 1994). A maior parte destes
anticorpos inibe a atividade antiviral e antiproliferativa dos IFN-a, o que pode ser
devido a modificagcdes na conformacgéo da molécula apés a interacdo com o anticorpo,
prejudicando de alguma forma a ligagdo do IFN ao receptor (HORISBERGER et al.,

1995)

Diferente dos HulFN-a, poucos estudos de localizacdo de epitopos foram realizados
com o HulFN-B. REDLICH et al. (1991) utilizando um painel de anticorpos monoclonais
anti-HUlFN-BS (HulFN-B onde foi trocada a C17 por S), testaram a imunoreatividade
destes anticorpos (em ensaio imuno-enzimatico, ELISA) contra 159 octapeptideos.
Estes octapeptideos eram representativos de toda a sequéncia do HulFN-B. Foram
identificados por esta técnica, trés anticorpos denominados Al, A5 e A7 que se ligam
a epitopos localizados na regido dos aminoacidos 39-56 (alga abs.e parte N-terminal
da a-hélice B). Estes anticorpos foram responsaveis pela neutralizacdo da atividade
antiviral e antiproliferativa do HulFN-BS. Segundo REDLICH et al.,(1991), esta regido é

importante na manutencao das atividades biol6gicas do HulFN-p.

Uma localizagdo mais precisa dos epitopos da molécula deveria ser feita através do
uso de moléculas hibridas entre os rHUlFN-B e rHulFN-o,, em que as estruturas o-
hélices B e C ou as alcas bc e cd fossem substituidas entre os dois interferons. Dentre
estas estruturas, ja foi demonstrado que a algca cd é imunodominante (LYDON et
al.,.1985)
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7. RESUMO
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Os interferons (IFN) s&o proteinas envolvidas em processos de defesa do organismo
derivadas da resposta celular a microorganismos, tumores e antigenos e sao
classificados em tipo I, compreendendo os IFN-a, IFN-B, IFN-t, IFN-w, e IFN do tipo Il
em que o IFN-y é o Unico membro. Estas proteinas uma vez produzidas interagem
com receptores especificos das células, ativando sinais citoplasmaticos que, por sua
vez, sdo dirigidos ao ndcleo para estimularem genes que codificam proteinas
responsaveis pelos mecanismos de defesa celular. Os receptores da superficie celular
descritos sdo de dois tipos: um receptor que interage com os IFN tipo | e um segundo
gue reage com IFN-y. Apesar do avanc¢o alcangado na elucidacdo ou compreensédo
dessas interagbes, entre os interferons tipo | com seu ou seus receptores, estes

mecanismos nao foram ainda satisfatoriamente esclarecidos.

Estudos com HulFN-a. mostram significativas mudangas na sua atividade quando
seus aminoacidos sdo modificados ou retirados, o que pode causar uma diminuigdo
substancial na atividade e ligagdo ao seu receptor, como demonstrado em células
bovinas. Neste trabalho foi utilizado como estratégia a introdugéo de sitios de restricao
entre 5 a-hélices dos IFN, de modo a substituir a a-hélice E, cuja participacdo tem sido
sugerida em fungdes biologicas da molécula entre os interferons tipo I. Desta forma, a
estrutura basica funcional do rHulFN-B e do rHulFN-oa seriam mantidas permitindo o
estudo do papel da o-hélice E nas diferentes atividades bioldgicas destes IFN,

particularmente na sua espécie especificidade.

As construgbes mostraram diferengas na purificacdo da proteina, sendo 0s niveis
obtidos dos rHulFN-az, € rHulFN-aK, em média da ordem de 3mg/L de cultura, ndo
havendo portanto diferenca entre o natural e o modificado, sendo o mesmo observado
para os HulFN-B e o rHulFN-BK. Entretanto, no HulFN-Bk foi menor a quantidade
obtida apos purificagéo (1mg/L) do que a do rHUlFN-BKa (6 mg/L). Isto provavelmente
foi devido a substituicAo dos aminoacidos da a-hélice E do rHulFN-BKo pelos do

rHulFN-a.2, cuja molécula é menos hidrofébica.

As modificacdes feitas na estrutura do rHulFN-oK ndo mostraram alteracdes na
atividade antiviral ou espécie especificidade em células Vero, MDBK e L929, quando
comparadas aquela dos rHulFN-o2,. Da mesma forma a introdugéo do sitio de Kpn I,
no rHulFN-B, que acarretou a substituicdo do aminoacido H131 pelo R131, n&o alterou
a AE do rHulFN-BK ndo sendo muito diferente daquela observada para o rHulFN-B em

células Vero. O rHulFN-BKa, apresentou AE menor em células Vero, quando
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comparado aos controles do rHulFN-Bk (15 vezes) e do rHulFN-ak (716 vezes), o que

também foi observado entre os controles (rHUlFN-B e o rHUulFN-owp).

Em células bovinas ou murinas, ndo houve atividade antiviral detectavel, da mesma
forma que o observado para o rHuUlFN-B. Estes dados sugerem que a a-hélice E ndo
tem influéncia na determinacdo da espécie especificidade em células MDBK ou L929,
mas € importante na atividade antiviral do rHulFN-B. Estes dados sugerem que a
regido da o-hélice necessaria é determinada pela seqiéncia dos udltimos 18
aminoacidos de um total de 26 da a-hélice natural. Isto é sugerido devido a quebra da
estrutura da a-hélice pela prolina, presente na sequiéncia de aminoacidos da do
rHulFN-a, adicionados. Neste caso o tamanho da a-hélice E do rHulFN-B estaria
diminuida, se comparada com a natural, ou dividida em duas a-hélices (uma anterior e
outra posterior a prolina). Estas modificacbes por certo alteram a interacdo entre 0s
aminoacidos das o-hélices entre si como também destas com o receptor celular.
Assim, quando comparamos o titulo do rHulFN-Bk com o do rHulFN-B, ha um aumento
de 1,6 vezes, o que pode indicar que a alteracdo feita melhora a interagdo com o
receptor. Estes dados néo sdo conclusivos, mas devem ser mais investigados. Ainda
assim, nos sugerem que a interagdo dos interferons com um (nico receptor, ou
mesmo o uso de sub-unidades ou cadeias iguais para os dois IFN é insustentavel. E
possivel que a interacdo destes interferons ocorra com uma ou duas cadeias, como ja
descrito, mas seguramente ou a interacdo com o receptor ocorre diferentemente para
cada um deles ou deve existir uma 3 cadeias que possa distingli-los e por

conseguinte os IFN exercem as suas diferentes atividades biolégicas
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