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SUMARIO

Os interferons (IFN) sdo 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-m, IFN-1, IFN-k e IFN-¢, tipo Il (IFN-y) e
uma nova familia descrita como IFN-A-1, IFN-A-2 e IFN-A-3. Estas proteinas uma vez
produzidas interagem com receptores especificos das células, ativando sinais
citoplasméticos 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 sé@o de trés tipos: um receptor que interage com os IFN tipo I,
um que reage com IFN-(J(Je um terceiro que reage com os IFN-A. Apesar do avango
alcancado na elucidagdo ou compreensdo dessas interagdes, entre os interferons tipo |
com seus receptores celulares, estes mecanismos ndo foram ainda satisfatoriamente

esclarecidos.

Em relacdo a sua estrutura, os interferons fazem parte da familia de citocinas helicoidais,
apresentando uma estrutura tridimensional em a-hélices. A molécula € constituida por 5
o-hélices (A, B, C, D e E), ligadas entre si por alcas (ab, bc, cd e de). A estrutura
tridimensional dos IFN humanos tipo | ja foi descrita e mostra uma semelhanca
significativa entre os HulFN-o, e HulFN-B. Essa semelhanga € de extrema importancia
no entendimento das interagdes das moléculas com seus receptores celulares e permitem
0 mapeamento de regidbes envolvidas neste processo, assim como um melhor
entendimento dos mecanismos desencadeados, ap0s interacdo com seus receptores
celulares. Estudos realizados no laboratério de virus com os IFN humanos tipo | (HulFN-
a2 € HulFN-B) mostram significativas mudancas na sua atividade quando seus
aminoacidos sdo modificados ou substituidos, o que pode causar uma diminuicao
substancial na atividade e ligagcdo ao seu receptor, como demonstrado em células

bovinas.
Neste trabalho foi utilizado como estratégia a introducéo de sitios de restricdo entre 5 a-

hélices e algas dos IFN humanos tipo | (HulFN-a, e HulFN-B), de modo a substituir as o-

hélices B, C, D, E e algas bc, cd e de, cujas participacdes tém sido sugeridas em
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funcdes biolégicas das moléculas entre os interferons tipo I. Desta forma, a estrutura
bésica funcional do rHulFN-B e do rHulFN-a foram mantidas, permitindo o estudo do
papel das oa-hélices e algcas nas diferentes atividades biol6gicas destes IFN,

particularmente na sua espécie especificidade.

As construc8es mostraram diferencas na producao e purificacéo da proteina, na atividade
antiviral em células Vero, Wish, MDBK e L929, indicativo da modificacdo da espécie
especificidade quando comparadas aquela dos rHulFN-oz, e rHulFN-B. Os hibridos
rHUlFN-B970 e rHulFN-044B1060 apresentaram menor atividade antiviral em células
Vero, quando comparado ao rHulFN-B, ndo modificado. Entretanto, a atividade antiviral
observada em células MDBK ndo foi alterada, como também n&o foi observada atividade
antiviral em células L-929.

Os IFN construidos foram capazes de estimular os genes (6-16, 2’5°0OAS e MxA) ja
descritos como induzidos por IFN. Em células Wish foi observado o acimulo dos mRNA
de todos os genes testados, com algumas variagdes nos niveis de acumulagédo destes
MRNA. Em células L-929, o acumulo do mRNA do gene induzido por IFN, GBP, néo foi
observado para nenhum dos IFN testados, o que esta de acordo com a auséncia da

atividade antiviral nestas células.
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SUMMARY

Interferons are proteins involved in the organism defense processes, derived from cellular
responses to microorganisms, tumors and antigens and are classified in type |,
comprehending the IFN-a, IFN-B, IFN-@, IFN-1, IFN-k and IFN-¢, type Il (IFN-y) and a new
family described as IFN-A-1, IFN-A-2 and IFN-A-3. These proteins bind to specific cells
receptors, activating cytoplasmatic signals that are directed to the nucleus to stimulate
genes that codifies proteins responsible by the cellular defense mechanism. The described
cellular surface receptors are three types: a receptor that interacts with IFN type I, one with
IFN-y[J] and another with IFN-A. Despite all the research and knowledge about these
interactions, between interferons type | with your or yours receptors, these mechanisms

have not been clarified satisfactorily.

In relation to its structure, the interferons are part of the helicoidally cytokines family,
presenting a three-dimensional structure in a-helixes. The molecule is constituted by 5 a-
helixes (A, B, C, D and E), joined to each other by grips (ab, bc, cd and de). The three-
dimensional structure of the human IFN type 1 has been described and presents a
significant similarity between the HulFN-o. and HulFN-B. This similarity is of extreme
importance in the understanding of the interactions of the molecules with their cellular
receptor and allows the mapping of regions involved in this process, as a better
understanding in the trigged mechanisms, after interaction with their cellular receptors.
Studies with the humans IFN (HulFN-a. and HulFN-B) shows significant changes in their
activity when their aminoacids are modified or deleted, what can cause a substantial

reduction in the activity and binding to their receptor, as demonstrated in bovine cells.

The strategy used in this work was the introduction of restrictions sites between the 5 alfa-
helixes and grips of the humans IFN type | (-a. and -fB), in order to substitute the a-helixes
B, C, D, E and grips bc, cd e de, whose participations has been sugested in biological
functions of the IFN type |. Therefore, the basical functional structure of the rHulFN-p and
rHulFN-a. were kept, allowing the study of the roles of the o-helixes and grips in the

diferent biological function of these IFN, particularly in their specie specifity.
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The constructions presented diferences in the production and purification of the protein.
The modifications done in the structure of the HulFN-o and HulFN-B, showed alterations in
the antiviral and specie specifity in Vero, Wish, MDBK and L929 cells when compared to
those of the rHulFN-o2,. Two hybrids that were constructed (rHUlFN-B97a and rHulFN-
a443106a) presented lower antiviral activity in Vero cells, when compared the controls
rHUulFN-B and rHuUlFN-B97; however, the antiviral activity observed in MBDK cells were
equal to those observed with the controls. Furthermore, neither of the constructed IFN

presented antiviral activity in L-929 cells.

Todos os IFN construidos foram efetivos nas inducbes de genes ja descritos como
induzidos por IFN. O acumulo dos mMRNA de todos os genes testados em células Wish (6-
16, 2’5'0AS e MxA) foi observado, com algumas variacdes nos niveis de acumulacao
destes mRNA. Entretanto, em L-929, o acimulo do mRNA do gene induzido por IFN,
GBP, néo foi observado para nenhum dos IFN testados. Essa auséncia de acimulo deste
MRNA pode ser explicada em parte, uma vez que estes IFN também ndo mostraram

atividade antiviral nestas células.

All the constructed IFN were eficient in the induction of genes already reported as induced
by IFN. The acumulation of mMRNA of all the genes (6-16, 2°5°0OAS e MxA) assayed in
Wish cells were observed, with some acumulation level variations of these mRNA.
Although, in L-929 cells, the mRNA acumulation of the GBP gene, induced by IFN, was
not observed for neither of the tested IFN. One explanation for this absence of mRNA

acumulation can be the fact that these IFN did not show antiviral activity in these cells.
This study brought contributions for a better understanding of the structures and function

of the humans IFN type | (HulFN-a, and HulFN-B), as also rised other questions related to

these molecules, what leads to perspectives for future studies with these cytokines.
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1 - INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA



Desde a descoberta dos interferons como potentes agentes antivirais, muitos estudos
estdo sendo feitos com o objetivo de entender mais a respeito das diversas atividades
biol6gicas desencadeadas por estas citocinas, nas diversas células onde sao sintetizadas.
Todos os estudos obtidos com estas citocinas reforcam cada vez mais a importancia
destas, no desenvolvimento de uma resposta imune eficaz, contra varios patégenos e
substancias mitogénicas. A eficiéncia em estimular o sistema imune do hospedeiro, assim
como em induzir uma grande variedade de genes que codificam para enzimas
regulatérias do ciclo celular ou estdo envolvidas em processos de defesa contra agentes
virais, € cada vez mais notoria e estas descobertas vém aumentando a possibilidade do

uso destas citocinas como potentes agentes antivirais e antitumorais.

Atualmente, os IFN tipo | (o/p) estdo sendo amplamente utilizados para o tratamento de
diversas doencas. O uso dos HulFN-a j& foi aprovado pelo FDA, para o tratamento de
varias doencas virais, dentre elas hepatites cronicas, causadas pelos virus (HBV e HCV),
doencas herpéticas (HSV) e no tratamento de véarias doengas tumorais, como Sarcoma de
Kaposi (KS) em pacientes com AIDS, linfoma folicular, leucemia de células cabeludas,
condiloma acuminado, leucemia mielogénica crénica e outras. O HulFN-f, ja foi aprovado

para o tramento da esclerose multipla.

Entretanto, os usos terapéuticos com estes IFN, também trazem varios problemas aos
pacientes, por causa da grande quantidade de efeitos colaterais desencadeados. Varios
destes efeitos podem ser citados, desde os mais brandos, como febres, mialgias, mal
estar e fadiga, assim como efeitos mais severos, relacionados a toxicidades neuroldgicas,
que podem levar a distarbios como depressdo, sonoléncia, confusdo mental e varios
outros. Sendo assim, faz-se necessério o melhor entendimento das interacdes destas
citocinas com as células, assim como 0s mecanismos desencadeados nos processos de

defesa célular estimulados por elas.

Esforgos extensivos, particularmente com IFN humanos e murinos, tém sido feitos na
elucidagcéao da relagéo entre estrutura e funcdo nos subtipos de HulFN-o e do HulFN-3,
através de mutagénese sitio dirigida e a construcdo de moléculas hibridas. Apesar do
avanco alcancado na compreensdo das interacBes entre os interferons tipo | e seus
receptores, estes mecanismos nao foram ainda satisfatoriamente esclarecidos.

Entretanto, a descrigdo da estrutura tridimensional da molécula do interferon MulFN-, do



HulFN-o, e do HulFN-B, abriu novas perspectivas e aponta para a associagdo das
metodologias de mutacdes sitio-dirigidas e recombinantes hibridos, j& empregadas
isoladamente na compreenséo das interagdes dos IFN com seus receptores e seu papel

funcional.

O conhecimento da estrutura tridimensional permite manter a estrutura da molécula, no
processo de construcdo de hibridos ou moléculas com modificacbes de dominios
conservados, pela metodologia da engenharia genética. A importancia da nao alteracéo
da estrutura tridimensional original da molécula é reforcada pelos testes de estabilidade,
gque mostram a dependéncia da estrutura conformacional da molécula a atividade antiviral.
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 o—hélice e o seu papel na atividade biolégica na célula
hospedeira. Para isso, a utilizacdo da técnica de PCR, permite introduzir sitios para
enzimas de restricdo ao longo da sequéncia de nucleotideos, de modo a substituir ndo
apenas um, ou alguns aminoéacidos, mas as a-hélices e algas. Esta abordagem permite
mapear os dominios protéicos, cuja participacéo tem sido sugerida em funcdes biologicas

da molécula entre os IFN tipo I.

Neste sentido o objetivo deste trabalho foi estudar a relacdo das a-hélices e algcas nas
atividades biolégicas dos HulFN-o/B, usando como estratégia a insercdo de sitios de
enzimas de restricAo que permitem a substituicAo e troca destas estruturas pela
correspondente do HulFN-a ou HulFN-B. Assim, mantendo a estrutura basica
conformacional da molécula, foi possivel o estudo do papel das a-hélices e algas na sua
atividade biologica, bem como pressupor suas interacdes com 0 receptor ou receptores

celulares.



2 — REVISAO BIBLIOGRAFICA



2.1- OS INTERFERONS

O interferon (IFN) foi descrito pela primeira vez por ISAACS E LINDENMAN em 1957,
guando estes pesquisadores observaram que o sobrenadante proveniente de cultivos
infectados com virus da influenza inativado, era capaz de induzir a resisténcia a uma
infecc@o posterior com virus Influenza A, em células tratadas com este sobrenadante. A
este fator sollvel, liberado no meio, foi dado o nome de Interferon, porque os autores
estudavam o mecanismo de interferéncia viral e acreditaram ter descoberto a proteina

responsavel pelo fenébmeno.

O IFN pertence a familia das citocinas, que modulam a expressao de genes celulares,
gue apoés inducdo, sdo responsaveis pelas atividades biolégicas, entre as quais o
estabelecimento do estado antiviral, a inibicdo da multiplicacdo celular, o estimulo da
atividade citotoxica de linfocitos, células NK e macrofagos, dos antigenos de MHC classe |
e modulagdo do sistema imune. A atividade antiviral dos IFN foi, durante muitos anos,
descrita como a sua Unica atividade biolégica e se constitui na atividade que os distingue
das demais citocinas celulares (JOKLIK, 1990; revisado por STARK, 1998).

2.2- CLASSIFICACAO E NOMENCLATURA

Os IFN foram classificados inicialmente de acordo com as células que os produziam,
como por exemplo, IFN de fibroblastos (IFN-B), que produziam uma forma resistente a pH
2,0 ou os de linfécitos, que além de produzirem um IFN resistente a pH 2,0 (IFN-a)

produzem outro sensivel (IFN-y).

Atualmente, os IFN humanos séo classificados em tipo | (a, B, ®, T, k € €), tipo Il (y) e IFN-
A, sendo estes produzidos em resposta a uma grande variedade de estimulos. Os IFN-2,
recentemente descritos, foram classificados como membros da familia de citocinas de
classe Il, e apresentam semelhanca estrutural com os IFN tipo | e interleucina 10, sendo
denominados IFN-A-1, IFN-A-2 e IFN-A-3 (KOTENKO et al., 2003) ou IL-28A, IL28B e I1L29
(SHEPARD et al., 2003). Apesar de similares aos IFN tipo I, estas citocinas ligam-se a
receptores diferentes daqueles dos IFN tipo I, e sdo vistas como membros de uma familia
distinta (KOTENKO, et al, 2003).



O IFN também é identificado por um prefixo, de acordo com a espécie animal de origem.
Por exemplo, o IFN humano é designado HulFN, o murino MulFN, o bovino BolFN e o
ovino OVIFN. Além disso, os IFN recombinantes sdo designados rec ou r, como exemplo,
o interferon recombinante humano rHulFN. A denominacéo dos IFN-a € bastante confusa,
podendo ser encontrada na literatura como alfabética ou numérica, em virtude de terem
sido isolados e descritos por diferentes pesquisadores, utilizando varios sitemas de
nomenclatura. A designacdo numérica, aprovada pelo Comité de Nomenclatura da
Sociedade Internacional para Pesquisa do Interferon, é a mais utilizada (DIAZ et al.,
1993), e estéa representada na TABELA 1 (HORISBERGER & DI MARCO, 1995). Os IFN-
a consistem numa familia de moléculas com cerca de 80 a 85% de similaridade na cadeia
de aminoéacidos. De acordo com as diferencas encontradas entre os aminoacidos das
diferentes moléculas, estes sao classificados em subtipos denominados IFN-a1, IFN-ay,
IFN-ag e assim sucessivamente (DIAZ et al., 1993). Como podemos observar na TABELA
1, a diferenca entre os subtipos dos IFN pode estar relacionada com a mudanca de
apenas um aminoacido, como por exemplo, 0s IFN-o2a € IFN-a2p. A diferenga entre estes
dois subtipos é apenas no aminoacido da posi¢do 23, sendo nesta posicdo no IFN-oea

encontrado uma Lisina (K), e no IFN-o2b, encontrada uma Arginina (R).



TABELA 1 - Nomenclatura dos subtipos de IFN-a.

Alfabética Numeérica
IFN-aA | [Lys®HFN-oz
IFN-aB [Val®®, Leu®, Cys'®, Asp'®] IFN-as
IFN-aB2 IFN-og
IFN-aC IFN-a10
IFN-aD IFN-ou1
IFN-aF IFN-o21
IFN-al IFN-ou7
IFN-al’ [His14] IFN-017
IFN-.J [Met®] IFN-oi7
IFN-oJ’ [Met® Glu®®, Arg®] IFN-o7

FONTE: HORISBERGER & DI MARCO (1995)



2.2.1- PRODUCAO DOS INTERFERONS

Os IFN sdo produzidos por varios tipos celulares, em resposta a diversos agentes
indutores, tais como virus, RNA de fita dupla, endotoxinas e exotoxinas bacterianas,
micoplasmas, ricketsias e a indutores sintéticos como polinucleotideos. Estes indutores da
producdo dos IFN sdo denominados PAMPs (Padrbes Moleculares Associados a
Patogenos). O IFN-y é produzido por linfécitos T e células NK (JOKLIK, 1990). O HulFN-®»
€ produzido por leucécitos apds estimulo viral e representa 15% da populacdo dos HulFN
leucocitarios (ADOLF, 1987), sendo também descritos em bovinos, eqlinos e ovinos
(ADOLF et al., 1991). O IFN-k € produzido por queratindcitos apés infeccao viral, RNA de
dupla fita ou mesmo apds tratamento com IFN-y ou IFN-B (LAFLEUR et al., 2001). Os
IFN-A sdo produzidos por vérias linhagens celulares, hematopoiéticas ou ndo, sendo
também induzidos pela infecgéo viral e por RNA fita dupla. Os IFN-o/ s&o produzidos

principalmente por leucécitos e fibroblastos, respectivamente.

O mecanismo pelo qual ocorre a indugédo da producéo destas citocinas nas diferentes
células, pelos diversos agentes indutores, até pouco tempo atras era desconhecido.
Atualmente, varios estudos tém sido importantes na elucidacdo dos processos
relacionados a inducédo da expressdo dos IFN. Os genes que codificam para os IFN-a/p
séo regulados por proteinas conhecidas como Fatores Reguladores de Interferons (IRF).
Dois membros desta familia de proteinas (IRF3 e IRF7) sdao absolutamente requeridos
para a transcricdo dos genes destes IFN (MATSUMOTO et al., 2002; LEVY et al., 2002).
IRF3 é constitutivamente expresso na maioria dos tipos celulares, e juntamente com o
fator de transcricdo nuclear NF-xB e a proteina ativadora AP-1, IRF3 regula a transcri¢céo
do gene do IFN-B. O IFN-B uma vez produzido, ativa a transcricdo dos genes de IRF7, e
as novas proteinas sintetizadas, regulam a transcricdo de outros genes dos IFN tipo |
(SATO et al., 2000; KADOWAKI et al., 2001). Um dos mecanismos de ativagdo de IRF3 é
através de duas proteinas quinases denominadas TBK-1 e IKKe. Estas quinases por sua
vez, sdo ativadas por proteinas denominadas TANK, as quais participam da via de
sinalizacdo desencadeada pelos receptores denominados “Toll Like Receptors” TLR
(FITZGERALD et al., 2003). A descoberta destes receptores celulares trouxe inimeras
contribuicbes para o conhecimento do mecanismo de producdo dos IFN tipo I. Estes

receptores reconhecem uma variedade de componentes microbianos (PAMPS) e ativam



NF-kB, assim como outras vias de sinalizacbes (FEARON, 1997; MEDZHITQV et al.,
1997; IMLER & HOFFMANN, 2001). Varios membros desta familia de TLR (TLR1-11) j&
foram identificados em humanos (ADEREM & ULEVITCH, 2000; ROCK et al., 1998;
AKIRA et al., 2001).

Muitos trabalhos demonstram a participacéo destes TLR na inducdo dos IFN-a/f, assim
como na indugdo do IFN-A. TLR3 e TLR4 foram mostrados como mediadores da resposta
imune induzida por dsRNA, levando a ativagdo de NF-xB e a producdo do IFN-B,
independentes da via de sinalizac&o utilizada por estes receptores, descrita como MyD88
(MATSUMOTO et al., 2002; KAWAI et al., 2001; OSHIUMI et al., 2003). MyD88 € uma
proteina adaptadora, envolvida na via de sinalizacdo de quase todos os membros da
familia de TLR (AKIRA et al., 2001; HEMMI et al., 2000; HAYASHI et al., 2001; HEMMI et
al., 2002). OSHIUMI et al. (2003) mostraram uma nova molécula adaptadora denominada
TICAM-I, a qual liga-se ao dominio TIR (dominio presente nos receptores “Toll-Like” e
interleucina 1), que participa na via de sinalizagdo desencadeada por TLR3, na inducédo de
IFN-B. A via de sinalizag&o celular envolvida na producdo do IFN-B, induzida pela ligagéo
de dsRNA ao TLR3 e dos virus aos receptores celulares, é mostrada na FIGURA 1. Apos
a ligagdo destes indutores aos receptores celulares, uma série de proteinas
citoplasméticas sé@o ativadas, levando a fosforilacdo de IRF3 e NFxB, os quais migram
para o nacleo, ligando-se a regides promotoras no DNA, levando a produgédo do IFN-B
(FITZGERALD K., et al, 2003).
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FIGURA 1: Via de sinalizagado celular envolvida na produgao do IFN-B. Apos a ligagdo
dos virus e dsRNA aos receptores da superficie celular, ocorrre inducao de uma série de
proteinas citoplasmaticas, as quais sdo responsaveis pela fosforilagdo de IRF3 e NFkB.
Uma vez fosforilados, IRF3 e NFkB migram ao nucleo, ligando-se a regiées promotoras
no DNA, desencadeando assim, a transcricdo do gene que codifica para o IFN-p e

consegientemente, a producao desta citocina. Fonte: FITZGERALD K. et al, 2003.
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A producdo dos IFN-a, B, ® ou A, em diferentes tipos celulares, foi demonstrada
recentemente. Além disso, a inducao destas citocinas esté relacionada com os diferentes
tipos de TLR. COCCIA et al. (2004) mostraram a expressao dos subtipos dos IFN-a., -B, -®
e -A, em células dendriticas plasmocitdides (pDC) e células dendriticas derivadas de
mondcitos (MDDC), quando estas células foram infectadas com o virus Influenza. Além
disso, estes pesquisadores mostraram que, a inducdo da transcricdo dos genes destes
subtipos de IFN, foi relacionada com especificos TLR. A estimulacdo de TLR9 por CpG
DNA, induziu a expressao de todos os subtipos de IFN em plasmécitos (pDC), enquanto
que a estimulacdo de TLR3, por poli C, ou TLR4, por LPS, induziu somente a expressao
dos genes de IFN-B e IFN-A, em células dendriticas derivadas de mondcitos (MDDC). A
via completa de sinalizagdo desencadeada pelos TLR, envolvendo a inducdo dos
diferentes IFN ainda néo esta totalmente esclarecida, mas muitos estudos tém sido feitos,

no sentido de elucidar este mecanismo.
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2.3- GENES E ESTRUTURA

Os IFN sao uma familia de multiplos genes de citocinas induzidas, possuindo diversas
atividades biologicas (DIAZ et al., 1993; STARK et al., 1998). Os genes dos interferons
humanos tipo | encontram-se no cromossomo 9 (DIAZ et al.,, 1993). Os genes que
codificam para os subtipos de IFN-a sdo constituidos de 567 pares de base (pb), incluindo
a regido do peptideo sinal (69 pb). Os genes deta familia sdo estreitamente relacionados
antigénica e estruturalmente, em todas as espécies de mamiferos estudadas (VILCEK &
SEN, 1996). O IFN-B é codificado por um unico gene (TANIGUCHI et al., 1980), composto
de 561 pb, incluindo também a regido do peptideo sinal (63 pb). Outros genes que
codificam para os IFN-o, IFN-k e IFN-g¢ foram também descritos (PESTKA, 1997,
ORITANI et al., 2001; LAFLEUR et al., 2001; CONKLIN et al., 2002). Todos os genes dos
interferons tipo | estdo agrupados, na espécie humana, no brago curto do cromossomo 9
e acredita-se que todos estes genes tenham evoluido a partir de um mesmo gene
ancestral (VILCEK & SEN, 1996). Os genes dos interferons tipo | ndo possuem introns,

com excec¢do dos genes dos IFN-k, que possuem um intron (LAFLEUR et al., 2001).

Os genes que codificam para os interferons HulFN-X, possuem 588 a 615 pb, sendo a
regido de peptideo sinal de 66 pb. Estes genes encontram-se no braco curto do
cromossomo 19, de forma semelhante aos membros da familia IL-10 das citocinas e
possuem introns (KOTENKO et al., 2003).

O gene do IFN-y possui 558 pb, sendo a regido de peptideo sinal de 60 pb. Este gene
contém 3 introns e localiza-se no cromossomo 12. Ndo ha homologia estrutural
significativa entre os IFN do tipo | e do tipo Il (IJZZERMANS & MARQUET, 1989).

2.3.1- O IFN-a

Os IFN-a séo codificados por 14 genes nao alélicos e 4 pseudogenes, apresentando uma
similaridade dos aminoéacidos entre si de 80 a 85%. Dentre os 14 subtipos de HulFN-a,
somente dois (HUlFN-a2 e HulFN-a14), séo glicosilados (NYMAN et al., 1998). A tradugéo

primaria dos IFN-o € composta de 188 ou 189 aminoé&cidos, dos quais 23 sdo removidos
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por modificacdo pds-traducional, originando uma proteina madura de 165 a 172
aminoacidos. Em todos os IFN-a, 4 cisteinas (C) sdo altamente conservadas nas
posi¢cBes 1; 29; 98, 99 ou 100; 138 ou 139, e responséveis pela ligacdo intramolecular
(através das ligagbes S-S) na molécula (RADHAKRISHAN et al., 1996). Estas ligagcbes
sdo consideradas importantes na estabilizacdo da estrutura da molécula do IFN-a
(WETZEL et al., 1981) e imprescindiveis para a atividade biol6gica (SENDA et al., 1992).

Embora o ndmero de aminoacidos entre os sub-tipos de IFN-o seja muito similar, o
fracionamento de cerca de 25 proteinas em SDS-PAGE, mostrou que essas proteinas
migram com uma mobilidade relativa entre de 16 a 27 kDa, sugerindo diferengas nas

influéncias estruturais, na sua migracdo em SDS-PAGE (ZOON et al. 1992).

2.3.2- O IFN-B

O HulFN-B é codificado por um unico gene (TANIGUCHI et al., 1980), embora ja tenha
sido descrito a existéncia de 5 genes codificadores do IFN-f em ungulados (SEN, 2001).
Este IFN consiste em uma proteina madura de 166 aminoacidos, com 50% de identidade
em relacdo ao IFN-B murino (MulFN-B) e 35% da sequUéncia consenso do IFN-a (SEN,
2001).

O HulFN-B possui uma massa molecular entre 22-23 kDa, com uma ramificacdo de
cadeias de acUcares nas quais estao ligados varios residuos de N-lactosamina a
asparagina. A galactosamina encontrada em sistema de expressao em eucariotos néo é
encontrada no HulFN-B natural, o que indica que diferentes padrbes de glicosilacdo
ocorrem dependendo das células nas quais o IFN é produzido (KAGAWA et al., 1988). A
massa molecular do IFN-B nao glicosilado é em torno de 19 kDa (FERREIRA et al, 1979).

Em relacdo ao HulFN-a, o HulFN-B tem de 25 a 30 % de homologia na sequiéncia de
aminoacidos e 45% na sequéncia de nucleotideos. Existe também grande homologia
entre as regides regulatérias 5’ dos genes destes IFN o que é indicativo de que eles séo

geralmente coordenadamente regulados (VILCEK & SEN, 1996).
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2.3.3- O HulFN-o

O HulFN-o é estruturalmente relacionado aos HulFN-a (ADOLF, 1987), mostrando uma
similaridade de 60% na sequéncia de aminoacidos. IFN semelhantes aos IFN-o também
foram observados em células de trofoblasto durante a pré-implantacdo dos embribes de
ovinos e bovinos, tendo sido denominado IFN de trofoblasto ovino (IMAKAWA et al.,
1987) e IFN de trofoblasto bovino (ROBERTS et al., 1990). O IFN de trofoblasto é
secretado durante as fases iniciais da gravidez, tendo a funcdo de promover o
reconhecimento materno-fetal (CROSS e ROBERTS, 1991).

O IFN de trofoblasto humano induzido por virus (TOTH et al., 1990) ou dsRNA é
constituido por uma populagéo heterogénea de IFN da qual 75% corresponde ao HulFN-f

e o restante corresponde aos HulFN-a e HulFN-o (ABOAGYE-MATHIESEN et al., 1990).

2.3.4- O IFN-A

O IFN-A é estruturalmente relacionado aos IFN tipo I, mas também relacionado a familia
das citocinas IL-10. Apresentam uma identidade de 15 a 19% na sequUéncia de
aminoacidos com os HulFN-o, porém seus genes estdo localizados no cromossomo
humano 19 (na regido q13.13), ao contrario dos demais genes dos IFN do tipo | que se
localizam no cromossomo 9, ou do IFN-y que se localizam no cromossomo 12. Este IFN
representa uma evolugdo interessante, mostrando uma intersecao entre os IFN e a
citocina da familia das IL-10 (SHEPPARD et al., 2003; KOTENKO et al., 2003; VILCEK,
2003).

2.3.5- O IFN-x

Os HulFN-k séo proteinas de 207 aminodcidos, incluindo uma sequéncia peptideo sinal
de 27 aminoacidos, sendo essa seqiiéncia clivada num processo pos-traducional na
Serina 27 (Ser?’) ou Leucina 28 (Leu?®). A proteina modificada (Leu?-Lys?°’), com 180

aminoacidos, possui uma massa molecular de 25,2 kDa. Essa sequéncia apresenta
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30-32 % de similaridade com os IFN tipo |, assim como apresentam também uma série de
cisteinas conservadas. A diferenca estrutural mais significativa entre os HulFN-x e os IFN
tipo I, € o tamanho maior da algca cd, que no HulFN-kx tem uma insercdo de 12
aminoacidos (LAFLEUR et al., 2001).

2.3.6 — O IFN-y

O HulFN-y consiste em uma proteina madura de 166 aminoacidos, com uma identidade
de 95% a 99% com o IFN-y de simios e de 56% com o IFN-y bovino (BovIFN-y), sem
homologia significativa aos HulFN-oz, ou HulFN-B. A proteina possui uma mobilidade
relativa aproximada de 20 a 25 kDa e um peptideo sinal de 20 a 25 aminodcidos
(IJZERMANS & MARQUET, 1989).

O gene do IFN-y de varias espécie ja foi clonado, como por exemplo o de porco
(DIJKMANS et al. 1990) e o de ovinos (MCINNES et al.,1993), mostrando diferentes
identidades com o HulFN-y (75% e 59%, respectivamente). As identidades mostradas
entre as diferentes espécies variam e também dependem das espécies comparadas.
Assim, o gene do OVIFN-y possui 96% de homologia com o BolFN-y e 80% com o HulFN-
v (MCINNES et al., 1993), enquanto o gene do IFN-y canino (ZUCKER et al., 1992) possui
homologia de 83%, 83%, 81%, 78%, 66% e 68%, com os genes dos BolFN-y, OvIFN-y,
PolFN-y, HUIFN-y, ratlFN-y e o MulFN-y, respectivamente.

2.4- AESTRUTURA TRIDIMENSIONAL

Em relagdo a sua estrutura, os interferons fazem parte da familia de citocinas helicoidais,
também conhecida como familia dos fatores de crescimento hematopoiético (SPRANG &
BAZAN, 1993). Além dos inteferons, a familia inclui o horménio do crescimento (GH),
vérias interleucinas (IL), o fator estimulante do crescimento de granulécitos (G-CSF), o
fator estimulante do crescimento de macrofagos (MCSF), o fator neurotréfico ciliar (CNTF)
e o fator inibidor de leucemia (LIF) (WALTER & NAGABHUSHAN, 1995).
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O primeiro IFN-B cristalizado foi o rMulFN-B (MITSUI, et al., 1993), sendo a estrutura
tridimensional da molécula estabelecida por estudos de difracao de raios-X, evidenciando
uma estrutura tridimensional muito semelhante aquela determinada para o rHulFN-ozp
(RADHAKRISHNAN, et al., 1996) e HUulFN-p (KARPUSAS, et al., 1997). Ainda, estudos
de ressonancia magnética nuclear (NMR) mostraram semelhanca entre a estrutura do
rMulFN-B e o rHulFN-a2a (KLAUS, et al, 1997). Os IFN tipo | s&o proteinas
estruturalmente relacionadas, formada por moléculas protéicas com 5 a-hélices

denominadas A, B, C, D e E, ligadas entre si por alcas ab, bc, cd e de (FIG. 2).

A estrutura do rMulFN-B (MITSUI, et al., 1993) serviu para criar os modelos da estrutura
tridimensional do HulFN-a, (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 (<
30%) e a significante delecdo nas seqiiéncias das alcas, que sdo de grande importancia
biol6gica, levaram a determinacdo das coordenadas de diversos aminoacidos destes
modelos, de forma imprecisa (WALTER, 1997).

A andlise da estrutura tridimensional do HulFN-B mostra que diversos aminoacidos
hidrofobicos, tais como as F70 e F154, W79 e W143, estdo envolvidos em interacdes
hidrofébicas e estabilizam o nudcleo da molécula. Assim também alguns aminoacidos
polares, tais como as G10 e G94, S118 e T58 estabilizam as o-hélices através de
ligagbes por pontes de hidrogénio (KARPUSAS et al., 1997).

Na FIGURA 2, podemos visualizar a estrutura conformacional descrita para o rHulFN-o.2a
(KLAUS et al., 1997). Nesta figura, s&o mostradas as cinco a-hélices A(4-21), B(51-67),
C(79-93), D(115-134), e E(138-158), além da a-hélice B’, que é responsavel por uma
mudanca na direcdo da a-hélice B. A ligacao entre a a-hélice A e B é feita por uma longa
alca ab e uma segunda alga denominada cd faz a ligagéo entre a a-hélice C e a a-hélice
D. As a-hélices D e E estéo interligadas por 3 aminoacidos (YST) dos quais a estrutura do
Y, permite a mudanca de direcdo da a-hélice. No HulFN-B o aminoécido Y situa-se
isoladamente entre as a-hélice D e E, sendo observada a mesma mudanca de direcao
das a-hélices. A alca ab é dividida em trés segmentos: abl, ab2 e ab3, sendo que os

segmentos das algas ab2 e ab3 correm em sentido perpendicular & alga ab1. No final da
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alca ab1 existe uma ponte S-S entre as C29 e C138 e uma segunda observada entre as
Cl e C98. O segmento abl possui duas hélices, sendo que nesta al¢ca esta localizada a
C31 ligada a C141, através de pontes S-S. As interacdes de pontes de hidrogénio, entre a
Y132 (alca de) e D34 e entre a R147 (a-hélice E) e L24, ajudam a estabilizar o segmento
abl da alca ab. Nas vizinhancas do sitio de glicosilacdo localizado na N80 (hélice C)

existem diversos aminoacidos hidrofébicos expostos.

O interior da molécula é formado por aminoacidos hidrofébicos, com excecdo de alguns
aminoacidos polares (S11, S72, S150 e S154; T14 e T155; Q91 e Q158; Y122; R144 e
E141 e E146), que ligam as a-hélices entre si através de pontes de hidrogénio. A a-hélice
D e alga ab também estdo ligadas ao interior da molécula através de interagbes
hidrofébicas dos aminoacidos L, | e V na hélice D e F na al¢a ab. A alca ab se interliga a
a-hélice E através de uma ligagdo S-S entre as C29 e C138. A pequena a-hélice B’
(aminoacidos 69-75) observada no sentido da a-hélice B, € uma caracteristica particular
do rHulFN-a, (SENDA et al., 1992; RADHAKRISHNAN, et al., 1996; KARPUSAS, et al.,
1997).

Embora semelhantes, a comparacdo da estrutura do rHulFN-oz, com o HulFN-B
(KARPUSAS et al., 1997) mostra algumas diferencas estruturais basicas, como a o-hélice
B’ adicional, que acarreta uma mudanca de 70° no sentido da a-hélice B. No rMulFN-B, o
segmento abl da alga ab € menor em 3 aminoacidos e 0 segmento ab2 ndo possui a
ligagdo S-S, bem como as hélices presentes no segmento abl e ab2 da alca ab, dos
rHUlFN-o2, € HUIFN-B. Apesar dos interferons rHulFN-az, € MulFN-B (KLAUS et al., 1997,
MITSUI, et al., 1993) mostrarem algumas variagdes, como, por exemplo, o tamanho da o-
hélice A (19 aminoacidos mais longa no MulFN-B) e a auséncia das pontes de dissulfeto

no MulFN-f, a sobreposicéo das duas moléculas, mostram estruturas bastante similares.

O HulFN-B também foi observado formando dimero através da interacdo com um atomo
de zinco o qual é coordenado pela histidina 121 de uma molécula e a histidina 93 e 97 de
outra molécula. Além disso, existem contatos adicionais, polar e hidrofébico, entre as a-
hélices A e C de uma molécula e a a-hélice D e alca ab de outra molécula. A dimerizagéo
do HulFN-B é de grande interesse porque essa caracteristica tém sido observada em

outras citocinas com estrutura em a-hélice e em alguns casos tém sido correlacionadas

17



com a atividade do receptor (KARPUSAS et al., 1997). Entretanto, RUNKEL et al. (2000)
descreveram dois HulFN- mutantes (H93/H97 e H121) nos quais foram substituidas as
histidinas (H) por argininas (R). Nesse estudo, ambos 0s mutantes apresentaram
atividade antiviral semelhante ao do HulFN-f natural, assim como apresentaram mesma
ligacdo ao receptor de superficie celular. Esses dados sugerem, que os dimeros
observados na estrutura cristalizado do HulFN-B, podem representar um artefato no

processo de cristalizacdo e que nao é relevante para sua funcéo bioldgica.
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FIGURA 2: Modelo estrutural do rHUIFN-a2a . As o-hélices A, B, C, D e E séo
mostradas, bem como o sentido de direcdo das a-hélices, indicado por setas e a ligacdo
com as suas respectivas algas. A a-hélice B’ se encontra no final da a-hélice B € s6
observada nos HulFN-a,. A ligacdo entre a a-hélice A e B é feita por uma longa alca ab,
dividida em trés segmentos, abl, ab2 e ab3. Uma segunda al¢ca denominada cd aparece
como ligagéo entre a a-hélice C e a a-hélice D. As pontes S-S (C29 e C138; C1 e C98)
estdo indicadas. As regides N e C-terminais foram designadas (N e C). Fonte: KLAUS et
al., 1997.
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Apesar das estruturas conformacionais dos rHulFN-oz, e HulFN-B serem muito
semelhantes, isto ndo reflete uma identidade de aminoécidos, pelo contrario, a identidade
€ menor do que 35%. Os estudos comparativos entre o HulFN-f e o HulFN-a1
demonstraram que estas duas proteinas sao estruturalmente relacionadas, sendo que dos
166 aminodcidos, 48 (29%) estdo localizados nas mesmas posi¢cées. 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 posicdes 115 e 151 (54% de similaridade). O
triptofano, fenilanina, arginina, cisteina e tirosina sdo os aminoacidos mais conservados

entre moléculas estruturalmente relacionadas (TANIGUCHI et al., 1980).
Na FIGURA 3, observamos a sobreposicdo da estrutura do rHulFN-a.,, obtida por NMR

(KLAUS et al., 1997) e da estrutura do MulFN-B, obtida por difragdo em R-X (MITSUI, et

al., 1993), evidenciando a similaridade conformacional destas moléculas.
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FIGURA 3: Sobreposicédo da estrutura conformacional dos IFN rHulFN-o2, € MulFN-
B. A estrutura do rHulFN-o2, (em laranja) obtida por NMR (KLAUS et al.,, 1997) e a
estrutura do MulFN-B (em azul), obtida por difragdo em R-X (MITSUI, et al., 1993) foram

sobrepostas. As a-hélices foram marcadas de A a E. Fonte: KLAUS et al., 1997.
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2.5- RECEPTORES CELULARES E TRANSDUCAO DE SINAL

Os IFN tipo | competem pelo mesmo receptor celular, enquanto que o IFN-A e 0 IFN-y se
ligam a receptores diferentes (BRANCA, 1981; FLORES, 1991, LI, 1994; KOTENKO, et al,
2003). As cadeias dos receptores de IFN tipo I, tipo Il e IFN-X, foram classificadas como
receptores de citocina de classe Il, tendo como base o alinhamento das sequéncias e
elementos estruturais conservados (BAZAN, 1990; UZE et al.,1995 e KOTENKO, et al,
2003).

O receptor dos HulFN tipo | € composto de duas subunidades IFNAR-1 (cadeia ) e
IFNAR-2 (cadeia B). Os genes que codificam para os componentes deste receptor estéo
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 trés formas: uma forma sollvel,
uma forma curta e outra longa, ligadas a membrana celular (DOMANSKY &
COLAMONICI, 1996; PESTKA, 1997). A forma solavel do IFNAR-2 foi detectada na urina
através de anticorpos monoclonais anti-IFNAR-2 (NOVICK, 1992) e 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 cDNA correspondentes as formas longa e
curta do IFNAR-2 e mostraram que todas as trés formas do receptor, resultam de um
processamento alternativo do mesmo gene. PIEHLER et al. (1999) e ARDUINI et al.
(1999), mostraram que a forma soluvel do dominio extracelular da cadeia IFNAR-2 é

responsavel pela ligagédo aos IFN tipo I.

A forma curta do IFNAR-2 possui 331 e a longa, 515 aminoacidos, apresentando ambas
as formas um dominio extracelular e transmembrana iguais, porém um dominio
intracelular diferente. A forma longa contém motivos comuns a todos receptores membros
da superfamilia das citocinas, que séo os residuos de cisteinas conservados e numerosos
dominios acidos no citoplasma (DOMANSKY & COLAMONICI, 1996). A forma curta do
IFNAR-2 parece ndo ser funcional, contudo a maioria das células expressa esta forma do

receptor na propor¢cdo de uma para 20 cadeias da longa (DOMANSKY et al, 1995). Por
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isso, a sua funcdo parece estar ligada a regulacdo da resposta celular ao IFN
(DOMANSKY & COLAMONICI, 1996) ou ao controle da sua expresséao.

Apos a sua interagdo com o IFN, estas duas cadeias contribuem de diferentes formas
para as suas diferentes atividades. A cadeia IFNAR-2 liga aos HulFN com moderada
afinidade (COHEN et al., 1995; CUTRONE et al., 1997) e a cadeia IFNAR-1 parece ser
um mediador das diversas respostas das células, aos diferentes tipos de IFN tipo |
(CLEARY et al.,1994; COOK et al., 1996). Aléem disso, a cadeia IFNAR-1 é responsavel
pela formagao de um receptor com alta afinidade (DOMANSKY, 1995; LUTFALLA, 1995;
PESTKA, 1997). Recentemente, estudos de mutagénese sitio dirigida nos trés dominios
diferentes (SD1, SD2 e SD3) da cadeia IFNAR-1, mostraram a importancia dos peptideos
62 a 70 (FSSLKLNVY) no SD1 e do triptofano (W129) no SD2, com relacdo a sinalizacdo
celular e ao estabelecimento da atividade biolégica, apos a ligagdo aos IFN tipo I. Além
disso, neste mesmo estudo, foi demonstrado que os aminoacidos 278 a 280, LRV, no
SD3 desta cadeia, sdo criticos para a atividade bioldgica do HulFN-a, mas ndo tem
nenhum papel na ligagdo deste IFN ao receptor (CAJEAN-FEROLDI et al., 2004).

Ap6s a interacao dos IFN tipo | com seus receptores, ocorre fosforilagdo das proteinas
kinases (TIK2/JAK1), as quais estdo constitutivamente associadas com as subunidades
destes receptores IFNAR-1 e IFNAR-2. Estas proteinas fosforiladas servem como sitios
para proteinas transdutoras de sinal e ativadoras de transcricdo (STAT). As formas
fosforiladas e ativadas das STAT-1 e STAT-2 formam complexos heterodiméricos, os
quais se associam com o fator regulatério dos interferos (IRF-9), formando o complexo
conhecido como fator estimulatério dos genes dos interferons (ISGF3). O complexo
ISGF3 formado desloca-se para o0 nucleo e liga-se a sequéncias especificas no DNA,
conhecidas como ISG (genes estimulados por interferon). Além da inducéo da formacao
do heterodimero STAT-1:STAT-2, os IFN-a/B também induzem a formacdo de outros
homodimeros e heterodimeros, tais como STAT-1:STAT-1, STAT-3:STAT-3, STAT-
5:STAT-5 e STAT-1:STAT-3. Estes complexos ligam-se a sequéncias palindrémicas
denominadas sequéncias ativadas por gama (GAS), localizadas na regido promotora de
diferentes ISG, incluindo IRF1 e c-fos. A formacg&o de outro heterodimero STAT-2:STAT-
6, foi também observada em células B tratadas com HulFN-a, sendo que este dimero
também se liga a IRF-9, formando o complexo tipo ISGF3 (Revisado por BRIERLEY &
FISH, 2002).
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Estudos recentes utilizando hibridos de IRF-9-STAT-2 mostram que IRF-9 é essencial
para a ligacdo ao DNA, como componente do ISGF3. A atividade transcricional desta
proteina localiza-se na regido C-terminal, regido que foi previamente determinada como
sitio de ligacdo do complexo heterodimero (STAT-1 e STAT-2) (KRAUS et al., 2003).
Ainda neste estudo, KRAUS et al.,(2003), mostraram que a regido C-terminal da STAT-2,
juntamente com IRF-9, é importante para a ativagao transcricional dos ISG.

A via de sinalizacdo celular JAK/STAT é uma via essencial para a sinalizacdo da
transcricdo de varios ISG, cujos produtos protéicos desempenham papéis importantes nas
diversas atividades biologicas dos IFN. Tais atividades incluem a sintese de proteinas
gquinases ativadas por RNA dupla fita (PKR), 2’5" Oligoadenilato sintetase (2’5" OAS),
MxA e proteina que se liga a guanilato (GBP) (BRIERLEY & FISH, 2002). Seqiiéncias
regulatérias especificas sdo encontradas em regides dos ISG, onde se ligam fatores de
transcricdo. Os genes que sdo induzidos em resposta aos IFN tipo |, possuem uma
sequéncia de elemento de resposta ao estimulo por IFN-a/f (ISRE), enquanto que o0s
genes induzidos em resposta ao estimulo por IFN-y, possuem um sitio de ativagdo de
IFN-y (GAS). A sequéncia do ISRE é composta por AGTTTNsTTTCC onde N é qualquer
nucleotideo. A sequiéncia de GAS é composta por TTCN3GAA, e localiza-se em regides
promotoras de diferentes ISG, incluindo IRF-1 e c-fos (BRIERLEY & FISH, 2002). A
sequéncia ISRE existe na maioria dos genes indutiveis pelos IFN tipo |, em qualquer
orientacdo, algumas vezes em multiplas copias, sendo que foram encontradas pequenas
variagdes nesta sequéncia (HAQUE & WILLIAMS, 1998).

Os IFN-A recém caracterizados ligam-se a um receptor heterodimérico, formado por uma
subunidade classificada como receptor de citocinas de classe Il (IL-28Ra) e outra
subunidade correspondente, a cadeia do receptor para interleucina-10 (IL-10Rp)
(SHEPPARD et al., 2003). Apoés interacdo com seus receptores celulares, estes ativam a
via de sinalizacdo intracelular, que por sua vez, desencadeia a fosforilacdo das STATSs,
como ocorre com os IFN tipo |, levando a sua atividade biologica (KOTENKO et al., 2003).
As atividades antiviral e antiproliferativa desencadeadas ap6és ligacdo dos HulFN-A ao
receptor celular, estdo principalmente relacionadas com a interacdo destas moléculas
com a cadeia IL-28Ra do receptor e ativagdo das STAT, principalmente a STAT-2.
Estudos de mutacdes de ponto em residuos de tirosina nesta cadeia resultaram em perda

da atividade antiviral e antiproliferativa destes IFN, quando tirosinas 343 e 517 foram
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substituidas por fenilalanina. Este estudo demonstrou que a mutacao destas tirosinas ndo
esta relacionada com a ativacdo de STAT-4, mas sim com a ativacdo das STAT-1, 2, 3 e
5 (DUMOUTIER et al., 2004).

A via completa de sinalizacdo celular desencadeada pelos HulFN-A, apds interagdo com
seus receptores celulares, ainda néo foi totalmente esclarecida, entretanto VILCEK (2003)
propés uma via de sinalizacdo parecida com a dos IFN tipo I, baseado nos estudos de
SHEPPARD et al. (2003) e KOTENKO et al. (2003). A FIGURA 4 ilustra um esgquema
representativo desta via de sinaliza¢éo, mostrando o envolvimento das STATs na ativacao
dos genes de resposta aos IFN. As proteinas envolvidas na fosforilagdo destas STATs

ainda nao foram descritas.

Algumas evidéncias mostram que o mecanismo da transducdo de sinal envolve modos
alternativos de interacéo dos receptores com o IFN, que resultam numa via de sinaliza¢éo
alternativa (ABRAMOVITCH et al., 1995; MOGENSEN et al., 1999). Centenas de novos
ISG séo descritas. Alguns deles, relacionados com o efeito antiviral dos IFN, e outros,
relacionados com o efeito anti-tumoral. LEAMAN et al. (2003) descreveram 910 genes
induzidos por HulFN-B, em melanomas, utilizando a técnica de “micro array”. Desses 910
genes, 260 foram descritos como novos genes identificados e desses 260, 104 foram

relacionados a fungdes regulatérias do crescimento celular.
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FIGURA 4: Transducdo de sinal induzida pelos IFNa/B, IFN-A e o IFN-y. Os IFN ligam-
se aos receptores celulares (IFNARL1/IFNAR1; IFNAR1/IL1I0R2 e IFNGR1/IFNGR2)
especificos. Os IFNa/B ligam-se ao receptor e ativam Jak-1 e Tyk-2, seguido da
fosforilacdo das STAT-1 e STAT-2. Estas proteinas combinam-se com o IRF-9 (IFN-
regulatory factor 9) para formar um complexo proteico trimérico (ISGF-3), que apés
translocacdo para o nucleo, liga-se ao elemento cis ISRE (IFN-stimulated response
element), encontrado na maioria dos genes induzidos por IFN-a/B. Os IFN-y ligam-se ao
receptor (IFNGR1/2) e ativam Jak-1 e Jak-2, seguido da fosforilacdo da STAT-1. O
complexo homodimero fosforilado, formado por duas STAT-1 (GAF-AAF), ap0s
translocacao para o nucleo, liga-se ao elemento GAS (IFN-y activation site) encontrado na
maioria dos genes induzidos por IFN-y. Os IFN-A, ligam-se a um receptor heterodimero
constituido pelos receptores IFN-AR1 ou IL-28Ra e IL10R2 que por sua vez ativam STAT,
de forma ainda desconhecida. Fonte: VILCEK et al., 2003.
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2.6- ATIVIDADES BIOLOGICAS DOS INTERFERONS

2.6.1- ATIVIDADE ANTIVIRAL

A atividade antiviral desencadeada pelos interferons em seus sistemas celulares
permanece ainda pouco esclarecida, uma vez que muitos genes sdo induzidos por essas
moléculas e os produtos desses genes sao proteinas cujas fun¢des ainda ndo foram
claramente elucidadas (STARK et al., 1998). Dentre as proteinas conhecidas como
induzidas pelos interferons, estdo as enzimas 2°5" oligoadenilato sintetase (2'5°0OAS), as
quais polimerizam ATP em oligoadenilatos de varios tamanhos. Este processo ocorre em
presenca de um cofator, que sdo os dsRNA, os quais s80 necessarios para o processo de
ativacdo de uma ribonuclease latente (RNAse L), pela 25" OAS, presentes em todas as
células animais. A RNAse L ativa, por sua vez, degrada fita simples de RNA (ssRNA)

tanto viral, quanto celular, inibindo assim a sintese protéica (STARK et al., 1998).

Além das enzimas 2°'5°0AS, os interferons induzem também a sintese de enzimas
conhecidas como PKR. Esta enzima esta diretamente envolvida com inibigcdo da tradugéo
de proteinas. As PKR séo ativadas quando em presenca de dsRNA ou virus, sendo entédo
auto fosforiladas e portanto, capazes de fosforilar a subunidade menor do fator de
iniciagdo da sintese protéica em eucariotos “2a” (elF-2a), inibindo assim a sintese de
proteinas celulares (STARK et al.,, 1998). O tratamento das células pelos IFN induz a
producdo de outras proteinas como as Mx, indoleamina 2,3-dioxigenase, IRF1 (ISGF2),
TNF, interleucina 1 e 2, classe | MHC, classe Il MHC, IP10, C56, GBP dentre outras
(DAVID, 1995). As proteinas Mx sdo GTPases induzidas por IFN que interferem com
alguns virus RNA de fita negativa (ARNHEITER et al., 1996).

Em estudos com camundongos deletados para o gene da RNAse L (“knockout”), foi
observado que os camundongos tratados e ndo tratados com IFN, morrem mais
rapidamente do que animais normais (ndo deletados), quando infectados com o virus da
encefalomiocardite de camundongos (EMC). Entretanto existe um consideravel efeito
antiviral (anti-EMC) do IFN nos camundongos tratados. Da mesma forma, foi observado
que em fibroblastos embrionarios de camundongo deficientes em RNAse L, PKR ou
ambas as proteinas, ainda persiste uma atividade antiviral residual contra o EMC e o virus

da estomatite vesicular (VSV), apos o tratamento com IFN. Estes dados evidenciam a
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existéncia de outros mecanismos da via da imunidade inata, contras as infec¢cfes virais
(ZHOU et al., 1997).

2.6.2- ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA

Além do estado antiviral desencadeado pelos IFN, estes também exercem atividades
antiproliferativas e antitumorais, atividades estas que podem estar ligadas a supressao de
tumores e controle de infec¢des (STARK et al, 1998). Foram descritos por estes mesmos
autores, que os IFN-o tem efeitos sobre componentes especificos do aparato de controle
do crescimento celular, como c-myc, pBR e ciclina D3. A enzima PKR pode estar
envolvida nesta acédo do IFN, uma vez que em células expressando uma PKR dominante

negativa, estes ndo apresentam atividade antiproliferativa.

Algumas proteinas envolvidas no ciclo celular e apoptose foram identificadas como sendo
induzidas por IFN tipo |. Galectina 9, uma galactosidase que se liga a lectina, esta
envolvida em processos de apoptose, e foi demonstrado que a inducdo do gene que
codifica para essa proteina, foi significativamente elevada, quando células de melanomas
foram tratadas com HulFN-B. A expressao do gene que codifica para outra proteina
relacionada ao controle do crescimento celular, a K12, também conhecida como
SECTML1, foi também elevada, quando essas células foram tratadas pelo mesmo IFN.
Outros varios genes relacionados com apoptose ou controle do ciclo celular foram

observados como altamente induzidos pelos IFN-o/ (LEAMAN et al., 2003).

2.7- USO CLINICO DOS IFN

Desde a década de 1960, a partir da descoberta dos interferons como potentes agentes
antivirais, muito estudo tem sido feito no sentido de um melhor entendimento da interacdo
destas citocinas com seus receptores celulares, assim como o desencadeamento de
sinais citoplasméticos, os quais sdo responsaveis pela inducdo de diversos genes,
relacionados com a atividade bioldgica dos diferentes tipos de IFN. O conhecimento desta

ampla variedade de atividades bioldgicas, incluindo suas a¢fes antivirica, antiproliferativa,
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antitumoral, imunomodulatéria e anti-fibrética, foi um grande incentivo na busca do uso
dos IFN como agentes terapéuticos.

ApO6s muita pesquisa, os IFNs tipo | (o e B) e tipo Il (y), foram aprovados pelo FDA (Food
and Drug Administration) para o tratamento de diversas infec¢gfes por virus, canceres e
doencas degenerativas do SNC e do tecido conjuntivo (JONASCH & HALUSKA, 2001).
Entre os tratamentos ja aprovados podemos citar o uso do IFN-o no tratamento de
hepatite crénica causada pelos virus da hepatite C ou B, de verrugas genitais, da
tricoleucemia, condiloma acuminado, sarcoma de Kaposi (em pacientes com AIDS), do
melanoma maligno e da leucemia mieldide crénica. O emprego do IFN-B foi aprovado
para o tratamento da esclerose mdultipla e o emprego do IFN-y foi aprovado para o
tratamento da doenca granulomatosa crénica, mostrando 6timos resultados (JONASCH &
HALUSKA, 2001).

Um dos maiores problemas no uso clinico dos IFN é o efeito colateral. O tratamento
prolongado com estas citocinas pode causar um impacto na qualidade de vida e na
habilidade fisica dos pacientes. Dentre os principais efeitos colaterais, podemos citar:
fadiga; toxicidade do sistema nervoso central, incluindo sonoléncia, confuséo, letargia,
tonteiras e vertigens; depresséo; disfun¢des de glandulas, levando a super produgéo ou
diminuicdo de hormonios. Portanto, para minimizar estes efeitos e em alguns casos,
prolongar a vida do paciente, os IFN tem sido utilizados em alguns casos, associado com
outro medicamento, como no caso do tratamento de Sarcoma de Kaposi, em pacientes
aidéticos. Nestes pacientes, 0 uso terapéutico com o IFN-o € combinado com o uso de
AZT (zidovudina). Outro exemplo é o uso de citarabina (ara-C), associado ao IFN-a, no
tratamento da leucemia mielogénica cronica (JONASCH & HALUSKA, 2001).

2.8- RELACAO ENTRE ESTRUTURA E FUNCAO

O estudo relacionando estrutura e fungéo dos IFN, se iniciou através do uso da técnica de
mutagénese sitio dirigida, o que possibilita a substituigdo de um ou mais aminoécidos na
molécula. Como mostrado na FIGURA 5, através do pareamento da seqiéncia dos
aminoacidos dos diferentes IFN descritos (MulFN-B, HulFN-B e HulFN-a), é possivel

analisar os aminoacidos mais conservados entre os diferentes tipos, assim como analisar
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o tamanho de cada a-hélice e algas, no sentido de minimizar os problemas que podem

ser gerados, na construcdo dos IFN recombinantes e hibridos.
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FIGURA 5: Pareamento dos aminoacidos inferidos da seqiiéncia de nucleotideos
dos interferons beta murino (Mup), beta humano (Hup) e o alfa 2 humano (Hua). As
regides das a-hélices (A, B, C, D e E) estdo agrupadas nos retangulos coloridos. As al¢cas
ab, bc, cd e de, estdo fora dos retangulos, entre as o-hélices. Os aminoacidos

conservados entre os trés IFN estdo grifados em cinza.
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Estudos de mutagénese no HulFN-B (RUNKEL et al., 1998) identificaram os aminoacidos
R35 na al¢ca ab, K123 na a-hélice D e N84, Y92 na a-hélice C, como estando envolvidos
em interacdes funcionais com o receptor. Os residuos de aminoacidos expostos ao meio
extracelular, que interagem com IFNAR-2, ndo sdo bem conservados entre os HUlFN-§ e
HulFN-o. (MOGENSEN et al., 1999). Estudos com anticorpos monoclonais (mAc) que
bloqueiam a atividade do IFN-B in vitro, mostraram duas regides de ligagdo ao receptor
em faces opostas da molécula, uma delas compreendida entre os aminoacidos 40-53 da
alca ab e a-hélice B (REDLICH et al., 1991). Para os HulFN-qa, residuos de aminoacidos
expostos ao solvente nas por¢des 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 interacdes com o receptor (RADHAKRISHNAN et al., 1996) e a a-
hélice C tem sido implicada nas interacdes entre HulFN-ou € HulFN-as, com IFNAR-1
(UZE et al., 1994). Portanto, estas s&o evidéncias que regides especificas que entram em
contato com IFNAR-1 e IFNAR-2 podem ser diferentes para os subtipos de HulFN-a,
daquelas definidas para o HUlFN-B (RUNKEL et al., 2000). A comparacdo dos mutantes
A2 (no qual foram substituidos os aminoacidos F15, Q16, Q18, K19, W22 e Q23 por
alaninas) e del (no qual foram substituidos os aminoacidos K136 e E137 por alaninas),
sugere que uma ativacdo do receptor de IFN tipo | por diferentes mutantes HulFN-f,
podem levar a estados ativados distintos do receptor, o que difere na eficiéncia com a
qgual ele induz uma resposta funcional (RUNKEL et al., 2000). Este fato est4 de acordo
com os estudos mutacionais do sitio de ligagdo do HulFN-B (RUNKEL et al., 1998).
Mutag&o do aminoacido R35 do IFN-B resultou em uma diminuigdo na atividade deste IFN
guando comparado com a mutagdo homoéloga do aminoacido R33 no HulFN-o.. Apesar
da consideravel homologia na seqiiéncia de aminoacidos entre HulFN-o. € HulFN-B na
alca ab, o arranjo espacial da maioria dos residuos importantes para a ligagdo é bem
diferente (PIEHLER & SCHREIBER, 1999).

Estudos de mutagénese sitio dirigida também com os IFN-o, tem mostrado uma relagéo
das a-hélices e alcas, no desenvolvimento das diversas atividades biolégicas deste IFN,
assim como na espécie especificidade. WEBER et al. (1987) introduziram uma série de
aminoacidos na a-hélice D do HulFN-a», 0 que aumentou substancialmente a atividade
deste IFN em células murinas. A melhor combinagdo de substituicdes foi nas posi¢des

121, 125 e 132, sendo observado uma reatividade parcial comparada com aquela
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observada nos HulFN-o.. Estes dados indicam que a alga ab e a a-hélice D interagem
com a subunidade IFNAR-2 (UZE et al., 1994; UZE et al., 1995, WALTER, 1997),
estabelecendo uma relacédo entre estrutura e atividade biologica.

A mudanca nos aminodcidos dos rHulFN-as na a-hélice C e do rHulFN-ou nas a-hélices
A, C e D e na alca ab parecem estar relacionados com a menor atividade biol6gica destes
IFN em comparacdo com o rHulFN-az. Contudo, em estudos de competicdo por
receptores, houve uma maior afinidade do rHulFN-og pela cadeia o do receptor
(HUIFNAR-1) em comparacdo com 0 rHulFN-oacon € rHulFN-az,, 0 que ndo esta
relacionado com a atividade biolégica. Um aumento da antigenicidade do rHuUlFN-acon
também foi observado, o que pode estar relacionado com os 15 aminoacidos diferentes
presentes nesta molécula, em relagcao ao rHulFN-o.,. Entretanto, a maioria das trocas dos
aminoacidos foi conservativa e ndo trouxe mudanca conformacional na molécula
(WALTER et al.,, 1997), sugerindo que a carga e a afinidade do aminoacido com o
receptor, podem estar relacionadas ao papel funcional do ligante. Neste sentido, residuos
de aminoacidos expostos ao solvente nas porc¢des da alca abl, de e a-hélices B e E dos
IFN-a. foram identificados como funcionalmente importantes (MITSUI et al., 1993) e
fundamentais para as interacdes com o receptor (RADHAKRISHNAN et al., 1996). Nos
IFN-a1 e IFN-as a a-hélice C foi implicada nas interages entre com IFNAR-1 (UZE et al.,
1994).

O HulFN-ou possui atividade antiviral e afinidade pelo receptor de IFN em células
humanas em torno de 20x menos que o HulFN-oo,. As diferengas em 8 amoécidos
localizados na a-hélice A (D10), al¢a ab (S22, F27 e K31), a-hélice C (T68, D79 e a C85)
e a-hélice D (R124) podem ser os responsaveis pela diminuicdo na afinidade de ligacao
ao receptor e a menor atividade antiviral em células humanas. Estudos recentes de
mutagénese sitio dirigida mostraram que se a (S86) e (N90) forem substituidas pela
Tirosina (Y), a atividade antiproliferativa da molécula aumenta. No mesmo estudo, foi
observado que se a (Y86) for substituida pela isoleucina (l), a atividade antiproliferativa
permanece igual, ao passo que se esta for substituida pelo &cido aspartico (D), lisina (K)
ou alanina (A), a atividade antiproliferativa é substancialmente diminuida. Os resultados
sugerem que residuos hidrofobicos na posicdo 86, assim como a regido amino terminal,

podem ser importantes para a interacdo da molécula com seu receptor. A partir desses

33



resultados, ficou demonstrada a importancia da a-hélice C, principalmente os residuos 81
a 95, na atividade antiproliferativa dos HulFN-a e que os residuos 86 e/ou 90 podem estar

relacionados com a interagéo ao receptor (HU et al., 2001).

2.9- OS INTERFERONS HIiBRIDOS

Os interferons hibridos foram feitos por engenharia genética, utilizando-se, na sua
maioria, enzimas de restricdo pré-existentes na molécula dos IFN em estudo. Por este
motivo os subtipos de HulFN-o foram os mais utilizados, por apresentarem 80 a 85% de
identidade na sua sequéncia de aminoacidos, o que faz com que a substituicdo de um
fragmento ndo traga modificagBes substanciais nesta sequéncia. Técnicas utilizando PCR
e “overlaping“ das sequéncias de acidos nucléicos, também foram utilizadas. Os IFN
obtidos foram expressos em varios sistemas, tais como sistema livre de células (WECK et
al., 1981), sistemas bacterianos (NAGATA et al., 1980) e sistemas de levedura (TUITE et
al., 1982).

2.9.1- HIBRIDOS DE IFN-a

Os leucécitos quando infectados por virus produzem os HulFN-oz e HulFN-a, com maior
abundancia (HISCOTT et al., 1984). Embora a diferenga entre estes dois IFN seja de
somente 29 aminoacidos, o HulFN-a, mostra maior atividade em células bovinas e
humanas e o HulFN-ox mostra maior atividade em células humanas, e alguma atividade
em células murinas (STEWART et al., 1980). Varias construcfes foram feitas na tentativa
de determinar o dominio protéico, como a construcdo do hibrido HulFN-az/au/ow,
compreendendo o residuo de aminoacido 63 a 92, indicando que a atividade em células
humanas est4 relacionada a sequéncia no N-terminal. Esta regido difere em 13 das 63
posicbes dos aminoacidos e se estende do N-terminal até a a-hélice B. A atividade em
células murinas esté localizada na porcéo C-terminal do HulFN-a1, 0 que também permitiu
sugerir que a interacdo com receptores estaria ligada a 2 sitios de ligacdo (STREULI et
al., 1981).
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O HulFN-a; possui uma atividade especifica em células humanas de 2 a 3x108 U/mg de
proteina, 50 a 100 vezes maior do que o HulFN-os, apesar destes interferons
apresentarem uma diferenca de 35 aminoécidos em um total de 166. Cerca de 14 hibridos
foram construidos com base nos aminoacidos 62, 92 e 150 e todos apresentaram
atividade antiviral similar em células bovinas (MEISTER et al., 1986). A andlise das
construcdes, em células humanas, mostrou que a por¢cao compreendida entre os residuos
1 a 61, do HulFN-asg, € responsavel pela atividade antiviral nestas células (MEISTER et
al., 1986). Alguns hibridos com o N-terminal de HulFN-oi, perderam a atividade em
células humanas, o que é indicativo de que nem a regidao N ou C-terminal sozinhos, sao
responsaveis pela atividade antiviral. Também foi observado que o N-terminal também é

necessario para a atividade antiproliferativa dos HulFN-o (FIDLER et al., 1987).

Os subtipos HulFN-o> e HulFN-ay7 diferem em 30 posicdes em seus aminoacidos e
apresentam atividade antiviral em células bovinas e humanas, mas, por outro lado,
divergem na atividade antiviral em células murinas, onde o HulFN-ai7 € mais ativo. A
construcdo de hibridos com estas sub-espécies de IFN mostrou que a atividade em
células murinas esta relacionada aos residuos 1 a 121 do HulFN-oi7, onde estes IFN
diferem em apenas 7 aminoacidos (MIZOGUCHI et al., 1985).

A analise das 14 sub-espécies de interferon humano naturais existentes foi utilizada para
a construcdo do IFN consenso (HulFNcns) € expresso em E coli. Esta molécula sintética
apresentou todas as atividades observadas nos subtipos de HulFN-o, estando muito
proxima do HulFN-o.:1, de quem difere em apenas 10 residuos de aminoacidos. Além
disso, assemelha-se ao HulFN-B com 30% de identidade. A sua atividade antiviral foi 10
vezes superior a qualquer HulFN-a e quando comparado ao HulFN-a, mostrou resultados
semelhantes ndo s6 na atividade antiviral, mas também na antiproliferativa e em células
NK (OZES et al., 1992) .

Muitos estudos tém sido feitos, no sentido de determinar a atividade antiproliferativa dos
subtipos diferentes de HulFN-a. Os subtipos HUlFN-a21a € HUlFN-ac foram utilizados na
construcdo de 8 recombinantes hibridos (HU et al.,, 2001). Os dados obtidos neste
trabalho demonstraram que, a regido compreendida entre os aminoacidos 81-95 é

importante para a atividade antiproliferativa. Além disso, através da substituicdo de um
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aminoacido em regides especificas da molécula, por mutagénese sitio dirigida, também
ficou estabelecido que a S na posi¢do 86 e N na posicdo 90, quando substituidos por Y,
aumentam a atividade antiproliferativa. Neste mesmo estudo, a analise por dicroismo
circular mostrou que as substituicdes destes aminoacidos ndo causaram modificacdes na
estrutura conformacional da proteina. A introducdo de aminoacidos hidrofobicos, na
posicdo 86, assim como na regido amino terminal, podem ser importantes para a
interacdo da molécula com seu receptor (Hu et al, 2001). A partir desses resultados, ficou
demonstrado a importancia da a-hélice C, principalmente os residuos 81 a 95, na
atividade antiproliferativa dos subtipos de HulFN-a. e que os residuos 86 e/ou 90 podem

estar relacionados com a interacdo ao receptor.

Além dos estudos dos hibridos HulFN-oz1a/a2c, realizado por HU et al. (2001), que
relaciona estes com as atividades antiproliferativa e antiviral, estudos com estes mesmos
hibridos demonstraram uma diferenca também nas suas propriedades antigénicas.
SCHMEISSER et al. (2002) utilizando diferentes anticorpos monoclonais (anti-IFN-a, anti-
IFN-a; e anti-IFN-og/1/8), mostraram que estes sub-tipos estudados (HUlFN-oz21a € HUlFN-
o) séo antigenicamente distintos, uma vez que o anticorpo anti-IFN-a1 reagiu com o
HulFN-o2, mas ndo com o0 HulFN-a21a. Além disso, as regides N-terminal (aminoacidos 1-
75) do HulFN-a214 € regido C-terminal (aminoacidos 76-166) do HulFN-a.; (hibrido HulFN-
az1a/HUIFN-a), foram analisadas através de ensaios de ELISA, utilizando os mesmos
anticorpos citados. Os resultados obtidos mostraram que a insercdo dos aminoacidos
112-132 (a-hélice D) do HulFN-o> na molécula do HulFN-o21a, foi responséavel pela
diminuicdo da imunoreatividade deste IFN com os anticorpos monoclonais testados.
Entretanto, a insercdo dos aminoacidos 76-81 (algca bc) do HulFN-a, na molécula do
HulFN-o214, restaurou a imunoreatividade deste hibrido. Também neste mesmo estudo
com este hibrido, substituicbes dos aminoacidos nas posi¢fes 86 e 90 (a-hélice C),
afetaram a imunoreatividade desta molécula. Estes dados sugerem a importancia das a-
hélices C e D e alca bc nas propriedades antigénicas dos HulFN-o. (SCHMEISSER et al.,
2002).
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2.9.2- HIBRIDOS ENTRE ESPECIES DE IFN-a

IFN murino/humano — os hibridos contruidos utilizando a regido 1-121 do HulFN-a e
residuos 122-165/167 do MulFN-a, foram testados, em relacdo a atividade antiviral, em
células humanas, murinas e bovinas. Estes estudos demonstraram que os residuos de
aminoacidos N-terminal 1-62 e o residuo interno de 62-122 do HulFN-a estdo
relacionadas a atividade antiviral em células humanas, enquanto que somente 0s
residuos compreendidos entre 62-122 estéo relacionados a atividade em células bovinas
(HORISBERGER & DI MARCO, 1995). A atividade em células murinas reside nos 104
aminoacidos do C-terminal. Os 44 residuos do C-terminal parecem ser 0s mais

importantes e compreendem as a-hélices D e E.

IFN bovino/humano — a atividade antiviral do BolFN-a.C é 10° vezes menor em células
humanas em comparagdo com sua atividade em células bovinas. Esta diferenca
significativa serviu para comprovar o papel dos residuos 1-44 do HulFN-o, na atividade
antiviral em células humanas. O HulFN-aJ1 foi utilizado na construcao dos hibridos tendo
sido utilizados 2 regifes: uma compreendendo a regido 1-44 e outra, os residuos 10-44
(SHAFFERMAN et al., 1987). A regido entre os aminoacidos 10-44 mostrou ser critica
para a atividade antiviral em células humanas, sendo observado um aumento de 10*
vezes na atividade antiviral em células humanas. Estes dados sugerem que a a-hélice A e
parte da alca ab s&o responsaveis pela alta atividade antiviral em células humanas e

presumivelmente pela interacdo com o receptor.

2.9.3- HIBRIDOS DE IFN-B/a.

Em estudos realizados com os rHulFN-B, rHulFN-o, € IFN hibridos para as a-hélices A,
B e C e alcas ab, bc e cd, em nosso laboratério (CARVALHO, 1998), foi possivel mostrar
a importancia destas a-hélices e algas, dentro da estrutura das moléculas de maneira
geral. Todos os hibridos construidos foram obtidos a partir dos genes que codificam para
0s HulFN-o2, € HulFN-B, clonados em vetor pDSss. Os modelos dos IFN hibridos
demonstraram que as estruturas substituidas mantiveram a conformagdo similar & da

suas moléculas de origem, o que indica que cada molécula deva apresentar algumas
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caracteristicas exclusivas do rHulFN-oz, € do rHulFN-B. Porém algumas diferencas foram
observadas no rHUlFN-B107a25, No qual foram substituidas as a-hélices A, B, C e alcas
ab, bc e cd do rHulFN-a2, pelas mesmas do rHulFN-B, apresentando este um
encurtamento da a-hélice C, porém uma al¢a cd mais longa. No rHHuUlFN-02,109p, onde
foram substituidas as mesmas o-hélices do rHulFN-B, pelas do rHulFN-az, algumas
mudancgas estruturais também foram observadas na regido C-terminal da alca cd e N-

terminal da a-hélice D.

Além destas mudancas estruturais dos hibridos rHuUlFN-B10702, € rHuUlFN-o2,1098,
mudangas também de atividade antiviral nos diferentes sistemas celulares testados foram
observadas. O hibrido rHUlFN-B10702, apresentou atividade antiviral em células Wish e
Vero, entretanto ndo apresentou atividade antiviral detectavel em células MDBK e L-929.
Ja o hibrido rHulFN-0.2,1098, apresentou atividade antiviral em todas as células testadas
(Wish, Vero, MDBK e L-929). Portanto estas variagdes observadas na atividade antiviral
destes hibridos em células MDBK, sugere que a espécie-especificidade do HulFN-o
parece ndo estar somente relacionada a alga ab, mas também & outras estruturas
localizadas em algumas das a-hélices B e C e/ou nas algcas bc e/ou cd. Este dado indica
que devam existir sitios nas regiées N-terminal ou C-terminal do HulFNo.,, importantes na
manutencdo da atividade antiviral em células MDBK. Em células murinas L-929 a espécie
especificidade do HulFN-a2, foi relacionada a a-hélice A, uma vez que esta atividade foi
restabelecida no hibrido rHulFN-a2,1098, assim como mostrada para o hibrido rHulFN-
o245, também construido por CARVALHO, (1998), cuja a-hélice A e alca ab do HulFN-

B, foi substituida pelas mesmas do IFN-c.p.

Um dos IFN hibridos construidos por CARVALHO (1998), denominado rHulFN-a443106a.,
no qual foram substituidas as a-hélices B e C e algas bc e cd do HulFN-oo, pelas
mesmas do HulFN-B, ndo foi utilizado por este autor em seu trabalho. Nenhum teste de
atividade bioldégica com este hibrido foi feito. Sendo assim, para relacionarmos as o-
hélices B e C e alcas bc e cd com a atividade biolégica dos HulFN-a2, € HulFN-, assim
como compararmos sua atividade biol6gica com aquela dos hibridos construidos em
nosso trabalho, este hibrido foi produzido e utilizado por nds, nos testes de atividades

biol6gicas.
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Além dos hibridos construidos por CARVALHO (1998), outras constru¢des foram feitas
em nosso laboratério. Um destes hibridos, denominado rHulFN-B131a, foi construido
durante minha dissertacdo de mestrado, BRITO (2000), e neste hibrido foi substituida a o-
hélice E do rHulFN-B pela mesma do rHulFN-o2,. Foram construidos também os IFN
recombinantes rHUlFN-$131 e rHulFNa,128, dos quais foram substituidos os aminoé&cidos
H131 para R131 e L128 para R128, respectivamente, ambos no final da a-hélice D. A
atividade antiviral especifica foi observada para todos os IFN construidos em células
Vero, entretanto somente os rHulFN-oz, € rHulFN-02,128, apresentaram atividade em
MDBK e nenhum deles, apresentaram atividade em L-929. Os dados obtidos mostraram
que a a-hélice E do HulFN-az,, néo teve influéncia na atividade antiviral ou espécie
especificidade destes IFN humanos (BRITO, 2000).
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3 - OBJETIVOS
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3.1- OBJETIVO GERAL

Estudar a relagdo entre estrutura e funcdo dos HulFN-a e HulFN-B, utilizando

técnicas de engenharia genética, para construgcao de hibridos de HulFN-Ba e HulFN-

ap.

3.2- OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 - Construir hibridos de interferons humanos rHulFN-az, e rHUulFN-B, baseados

nas substituicdes das a-hélices D e E e algas cd e de.

2 - Verificar a atividade antiviral dos interferons hibridos.

3 - Verificar a neutralizagdo da atividade antiviral dos hibridos por anticorpos

policlonais.

4 - Detectar os genes induzidos pelos interferons recombinantes e hibridos.

5 - Verificar a atividade biologica do hibrido rHulFN-a44B106a.

6 - Comparar a atividade biolégica do hibrido rHulFN-a44f106a, com o0s

hibridos construidos.

7 - Relacionar a estrutura e funcdo das a-hélices e algas com as atividades

biol6égicas dos interferons, em cultura de células.
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4 - MATERIAL E METODOS
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4.1- CONSTRUCAO DOS HIBRIDOS

4.1.1- INICIADORES

As modifica¢des introduzidas nas moléculas dos HulFN-a. e HulFN-B foram feitas através
da técnica do PCR (INNIS, 1990), adicionando-se aos diversos iniciadores os sitios de
enzimas de restricdo desejados, de tal forma que permitissem a construcao dos hibridos.
Nos IFN controles e hibridos construidos, foram inseridos o sitio para a enzima de
restricdo MLU | nos DNA que codificam para estes IFN. A insergdo do sitio da enzima de
restricdo, acarretou na modificagdo de um aminoacido acido aspartico (D94) para alanina
(A94) na molécula do HulFN-a2, € a modificagdo de uma histidina (H97) para alanina
(A97), na molécula do HulFN-B. Assim, nos hibridos construidos, foram substituidas as a-
hélices D e E e alcas cd e de do rHulFN-a2, pelas mesmas do rHulFN-B e vice versa.
Estes hibridos foram denominados rHuUlFN-a94f e rHulFN-f97a, sendo os numeros
relacionados a posicdo do aminoacido que foi mutado. O molde para a amplificacdo dos
produtos de PCR foram os HulFN-o, € HUlFN-B clonados no laboratério, alguns deles ja

adicionados de enzimas de restricdo por engenharia genética (CARVALHO, 1998).

Os iniciadores foram desenhados como descrito a seguir:

1. Através do alinhamento das sequéncias de aminoacidos dos HulFN-owy, € -, conforme
descrito por MITSUI et al. (1993), e baseando na estrutura tridimensional do MulFN-f3,
determinada por difracdo de raios X, avaliando assim as regides correspondentes as

a-hélices.
2. Através do alinhamento das sequiéncias de nucleotideos e introducédo de sitios para

enzimas de restricdo, tornando possivel a substituicdo das o-hélices e alcas

correspondentes.
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Os iniciadores empregados para a inser¢cao do sitio da enzima de restricdo Mlu | na

sequéncia de nucleotideos, que codificavam para os HulFN-az, € HulFN- foram:

IFNaMlu 5’

IFNaMlu 3’

IFNBMIu5'

IFNBMIuU3'

5'- TCA TAT ACG CGT TGG AAG CCT GT -3'
Milu |

5-TCC CCA CGC GTT CAG CTG CTG GTA -3
Milu |

5'- ATA CCG ACG CGT TGA AGA CAG TCC TG -3'
Miu |

5'-CGA TGA CGC GTT TAT CTG ATG ATA GAC-3'
Miu |

Além disso, foram empregados iniciadores localizados nas regibes N-terminal e C-

terminal, para amplificacao do fragmento que codifica para a molécula inteira de ambos os

IFN, tendo como base as sequéncias dos HulFN-oo, € HulFN-B descritas (OHNO &

TANIGUCHI, 1981). Os iniciadores foram identificados como Pa5', Pa3’, PB5 e PR3,

sendo que a letra grega define o tipo de interferon e o numeral a posi¢do na fita positiva.

Além disso, foram adicionados os sitios das enzimas de restricdo BamH | na posicao 5’ e

Hind Il na posicao 3’ dos iniciadores, permitindo assim a inser¢ao nos plasmideos de

expressao (pDsss ou pQE). Os iniciadores sdo mostrados abaixo:

Pa3’ | 5-CCCAAGCTTCCTTACTTCTTAAAC-3'

Bam HI

Pad’ | 5. cGCAGGATCCTGTGATCTGCCTCAAACC-3'

HindlllI

PB5' | 5-GCCGGATCCTACAACCTTGGATTCCT-3'

BamHI|

PB3" | 5-GCCAAGCTTAGTTTCGGTCATTTCCTGTAAGTC-3'

Hindlll
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O hibrido contruido por CARVALHO (1998), foi também produzido e utilizado em nosso
trabalho, nos testes de atividades biologicas. Ele foi construido, inserindo-se os sitios das
enzimas de restricdo PST | e XHO | nos DNA que codificam para os HulFN-o, € HUlFN-
B. A insercéo do sitio para PST | acarretou na substituicdo dos aminoacidos glicina (G44)
e asparagina (N45), para leucina (L44) e glutamina (Q45). J& a insercdo do sitio para
XHO 1, acarretou na substituicdo do aminoacido metionina (M111) para acido glutamico
(E111). Sendo assim, o hibrido construido a partir destas mutacdes foi denominado
rHUlFN-04431060.

Este hibrido citado foi clonado em vetor de expressdo pDSss (CARVALHO 1998). O
plasmideo foi digerido com as enzimas Bam HI e Hind Ill, para retirada do inserto, uma
vez que foi observado em experimentos anteriores, que a proteina hibrida clonada, nédo
era produzida pela E coli. O inserto obtido foi purificado e clonado em vetor de expressao
PQE 9 (QUIAGEN). Apés a clonagem deste hibrido em pQE 9, foi entédo possivel produzir

a proteina e uiliza-la em nossos ensaios bioldgicos.

4.1.2- AMPLIFICACAO POR PCR

A amplificacdo dos fragmentos dos genes que codificam para os HulFN-az, € HUlFN-B, foi
feita em duas etapas para a introdugdo do sitio Mlu I. Uma reagéo foi feita utilizando os
iniciadores Pa5’/IFNaMIu3’ e PB5/IFNBMIu3’, que amplificam a regido que codifica os
aminoécidos de 1-94, do HulFN-ows, ou 1-97, do HUlFN-B, respectivamente. A regido das
moléculas relativas a estes fragmentos, sdo as a-hélices A, B e C e alcas ab e bc. Outra
reacao foi feita utilizando os iniciadores Pa3’/IFNaMIu5’ e PR3 /IFNBMIu5”, que amplificam
a regido compreendida entre os aminoacidos 94-165, do HulFN-a.z,, € 1-97, do HulFN-B,
respectivamente. A regido correspondente a estes fragmentos sdo as o-hélices D e E e

alcas cd e de das moléculas.

Apo6s a amplificacdo dos fragmentos e ligacdo destes entre si, de maneira a formar os
recombinantes rHulFN-a94 e rHulFN-B97, assim como os hibridos rHulFN-094p3 e
rHUulFN-B97a., estes insertos foram ligados ao vetor e bactérias foram transformadas. A

selecdo dos clones obtidos, foi feita utilizando os iniciadores Pa/B5' e Pa/B3', de acordo
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com o tipo IFN utilizado. No caso das constru¢cbes de IFN hibridos, a verificagdo dos
clones foi feita utilizando os iniciadores PB5' e Pa3' ou vice-versa, dependendo da

construgao.

Nas reacdes de amplificagdo por PCR foram utilizados 10ng de DNA do plasmideo
pDSse/HUlFN-020/3, 10pM dos iniciadores, 0,2mM dos desoxiribonucleotideos, 10ul de
tampdo 10x Taq polimerase, 1,5mM MgCl,, 0,125U de taq polimerase (Promega, USA) e
H.Odd estéril g.s.p. 100ul. Ap6s homogeneizagao, foram adicionados a reacao 80ul de
6leo mineral (Nujol). A amplificacdo foi feita em aparelho de PCR (Perkin Elmer, USA)

utilizando as seguintes condicoes:

01 ciclo: 95°C/ 5" - 54°C/30"" - 72°C/1
30 ciclos: 95°C/30"" - 54°C/30"" - 72°C/1’
01 ciclo: 95°C/30"" - 54°C/30" - 72°C/10°

4.1.3- FRACIONAMENTO ELETROFORETICO E PURIFICACAO DO PRODUTO DE
PCR

O produto de PCR (10ul) adicionado a 1ul de tampéo de amostra (50% glicerol, 40% azul
de bromofenol 0.85% p/v, 10% v/v 10x TAE) foi fracionado em gel de agarose (1%), em
tampdo TAE, a 50V, por 40 a 60 minutos. O fragmento de DNA foi visualizado e
fotografado sob iluminacdo luz UV onda longa (366nm). O tamanho dos fragmentos foi
estimado pela comparacdo com o controle positivo obtido (amplificagdo do fragmento
inteiro dos IFN). As bandas de aproximadamente 280/230pb do rHulFN-a e 290/210 pb do

rHulFN-B foram recortadas do gel e o DNA purificado.

A purificacdo dos fragmentos de DNA amplificados por PCR, foi feita com o kit "Wizard
PCR Preps DNA Purification System” (Promega, BRA), segundo o protocolo do fabricante.
Em resumo, as bandas recortadas do gel de agarose de baixo ponto de liquefacdo, foram
fundidas a 70°C e adicionado 1ml de resina de purificagdo. Em seguida a resina foi
passada em coluna, a qual se fixa 0 DNA, sendo entdo a coluna lavada com etanol 80% e

0 DNA eluido em 50 ul de agua e estocado a -20°C.
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4.2- CLONAGEM

4.2.1- LIGACAO DOS PRODUTOS DE PCR

Os fragmentos de DNA amplificados por PCR e purificados (10ul) foram digeridos em
presenca de 1U da enzima de restricdo Mlu | (GIBCO-BRL, USA), 2 ul de tampéo 3 e H,O
dd g.s.p. 20 ul, sendo em seguida incubados a 37°C por 2 h. Em seguida, os insertos
foram fracionados em gel 1% agarose de baixo ponto de liquefacdo, em tampé&o TAE 1x,
sendo o DNA visualizado com luz UV manual (UVGL-25,UVP inc., USA), com
comprimento de onda longa (366nm), para se evitar quebras no DNA. As bandas
correspondentes ao inserto foram cortadas do gel e purificadas utilizando-se o Kit "Wizard
PCR Preps DNA Purification System” (Promega, BRA). Os fragmentos de DNA, apés
digestdo, foram entédo ligados entre si e inseridos no vetor de clonagem pGEM-T Easy
(Promega, BRA).

A reacao de ligacéo foi feita utilizando uma relagdo molar de 3 partes de inserto para 1
parte de vetor, sendo que a concentracdo de ambas foi avaliada apés corrida em gel 1%
agarose, em tampéo TAE 1x. Nesta reacdo foram empregados aproximadamente 25ng de
inserto, 50ng do vetor, 1U de T4 DNA Ligase (Promega, BRA), 1ul de tampéao de ligacdo
10x e H,O para uma reacao total de 10ul. A reacéo foi incubada a 14°C em aparelho
Termomixer Confort (EPPENDORF), durante 16 a 18 h. O controle da ligacéo foi feito em
tubo separado onde foram adicionados 0s mesmos reagentes da reacdo de ligacao,

exceto o inserto.

4.2.2- PREPARO DAS BACTERIAS COMPETENTES

A bactéria hospedeira Escherichia coli, linhagem M15, foi utilizada na producédo das
proteinas recombinantes e a linhagem DH5a, utilizada para as clonagens dos IFNSs.
Ambas foram transformadas com os vetores pDSse/IFNs e pGEM-T/IFNs respectivamente.
Para a transformacdo, as bactérias foram preparadas de maneira a se tornarem
competentes para receberem o plasmideo. Para tanto, estas foram inoculadas em 50ml
de Meio Luria Bertani (LB) e incubadas sob agitacdo (180 rpm, Shaker Superohm G-25,

Brasil), a 37°C, durante 16h. Desta cultura, foram transferidos 4ml para 400ml de LB e
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incubados nas mesmas condi¢des. O crescimento foi acompanhado até que cada cultura
estivesse numa D.Ogoonm igual a 0.375, correspondendo a um crescimento equivalente
a metade da fase logaritmica. As bactérias foram centrifugadas a 1600xg, durante 30
minutos, a 4°C e o sedimento homogeneizado em 80 ml da solugéo de 75 mM CacCly, 10
mM Tris-HCI pH 8.0. A suspenséo bacteriana foi incubada a 0°C por 20 minutos e
centrifugada como anteriormente. O sedimento celular foi homogeneizado com 16ml da
mesma solucgdo, distribuido em aliquotas (100ul), as quais foram congeladas rapidamente

em mistura gelo seco-alcool e estocadas a temperatura de -70°C.

4.2.3- TRANSFORMAGCAO BACTERIANA (SAMBROOK et al., 1989)

Aos 100ul de bactéria competente E. coli DH5a foram adicionados 5ul provenientes da
reacdo de ligacdo dos insertos ao vetor de pGEM-T e 95ul de T.E., pH 7,2. A reacao foi
suavemente agitada e imediatamente incubada em banho de gelo, por 30 minutos,
quando foi feito o choque térmico, incubando-se a mistura a 42°C por 120 segundos e
banho de gelo novamente. Foi entdo adicionado 1 mL de meio LB (bacto triptona 1% plv,
extrato de levedura 0.5% p/v, 171mM NacCl) as bactérias, sendo estas incubadas a 37°C
por 60 minutos. As bactérias foram entdo sedimentadas em microcentrifuga,
homogeneizadas em 100ul de meio LB e os volumes de 30 e 70ul foram semeados em
placas de Petri contendo LB agar acrescido de 100ug/mL de ampicilina . As placas foram
incubadas em estufa 37°C, por 16h. Paralelamente foram feitos controles do crescimento
de bactérias competentes ndo transformadas, em placas contendo &gar LB (1.5% p/v
agar, 0.5% p/v extrato de levedura, 0.1% pl/v triptona, 0.5% p/v NaCl) suplementado ou

ndo, com ampicilina.

4.2.4- IDENTIFICACAO DOS CLONES (INNIS, 1990)

A identificacdo dos clones foi feita pela reagao de PCR, utilizando-se os iniciadores Pa5’,
Pa3’, PB5’ e PB3’ para os respectivos HulFN-a ou . As reacBes de amplificacdo foram
realizadas utilizando-se 1ul dos clones (ap6s o0 seu crescimento em 100ul de meio LB 1x,

durante aproximadamente 3h), 10pM de cada iniciador, 0,2uM de cada nucleotideo
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(dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 2ul de tampdo 10x, 1,5mM de MgCl,, 0,5U de Taq
Polimerase (Promega, BRA) e H>O dd estéril g.s.p. 20pl.

O produto de PCR, ao qual foi adicionado 1ul de tampdo de amostra, foi aplicado em gel
de agarose (1%), em tampao TAE 1X e o fracionamento efetuado a 100V, por 20 a 40
min. O fragmento de DNA foi entdo visualizado pelo tratamento com brometo de etidio e
fotografado sob luz UV (366nm). O tamanho dos fragmentos foi estimado pela /

comparacado com o controle positivo obtido (amplificacdo do fragmento inteiro dos IFN).

4.3- EXTRACAO DO DNA PLASMIDIAL

4.3.1- PREPARACAO EM PEQUENA ESCALA

A extracdo plasmidial em pequena escala foi feita utilizando o Kit “Wizard® Plus SV
Minipreps DNA Purification System” (Promega, BRA). Os clones positivos no PCR foram
crescidos em 10ml de meio LB suplementado com 100 ug/mL de ampicilina. A cultura
bacteriana foi centrifugada por 30 minutos e o sedimento das bactérias foi
homogeneizado em solucdo de ressuspensdo. A essa solucdo foi adicionado tampéo de
lise, sendo em seguida misturada e incubada 5 minutos a temperatura ambiente e logo
apo6s, adicionado o tampéo de neutralizacdo. O sobrenadante foi purificado em coluna
com resina, na qual se liga o DNA plasmidial. A coluna foi lavada com etanol 80% e o

DNA eluido em 100ul de HoO dd estéril e estocado a -20°C. Estes plasmideos foram

utilizados em reacdes de digestdo e em reacdes de sequenciamento.

4.3.2- PREPARACAO EM LARGA ESCALA (SAMBROOK et al., 1989)

Para a producgéo do plasmideo em larga escala, foram inoculados 5ml de uma cultura de
bactérias transformadas em 500ml de meio LB suplementado com 100ug/ml de
ampicilina. Esta cultura foi incubada a 37°C, sob a agitacdo de 100 rpm, por 18 h. As
bactérias foram sedimentadas por centrifugacdo por 30 minutos, 3500xg, a 4°C e o

precipitado solubilizado em 20ml de tampé&o GTE (4.10.5) contendo 0.1g (p/v) de lisozima
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e incubado a temperatura ambiente por 25 minutos. Foram entdo adicionados 40ml de
solugédo 0,2M NaOH e 1% (p/v) SDS, preparada no momento do uso, homogeneizado,
incubado em banho de gelo durante 5 minutos. Apés esta incubacao, foram adicionados
20ml de 3 M acetato de potassio (KoAc) pH 5,0 gelado, a reacdo homogeneizada e
novamente incubada em banho de gelo por 15 minutos. A mistura foi centrifugada a
3800xg, refrigerada a 4°C e em seguida filtrada em 8 camadas de gaze hidréfila. Ao
filtrado foram adicionados 0.7 vezes do volume de alcool isopropilico (Merck, Alemanha).
A mistura foi incubada a temperatura ambiente, por 10 minutos e centrifugada 3800xg,
durante 30 minutos. O sobrenadante foi desprezado, o precipitado solubilizado em 10mi
de TE (4.10.30) e misturado com 8.6 g de cloreto de césio (BRL, EUA). Apos a
homogeneizagdo, a solugdo foi transferida para tubos de ultracentrifugagdo com
capacidade para 18,5ml (Sorvall, EUA.) e acrescentados 1mg/ml de brometo de etidio
(EtBr) que foram lacrados e entéo centrifugados a 243.000xg, por 18 h, em ultracentrifuga

Sorvall.

O DNA do plasmideo fracionado foi visualizado em luz ultravioleta manual (366 nm),
coletado com auxilio de agulha 40x12, acoplada em seringa de 10ml e transferido para
tubo cdnico com capacidade de 15ml. Ao DNA coletado foi adicionado 1/3 do volume de
2-butanol e apés agitagcdo e centrifugacdo por 15 segundos, 500xg, a fase superior
contendo 2-butanol e EtBr foi desprezada. Esta operacdo foi repetida até que a fase
inferior ficasse totalmente clara, quando entdo foi coletada e o seu volume completado

com H»O dd estéril g.s.p. 10ml. Foram adicionados ao tubo 17ml de alcool etilico absoluto

(Merck, Alemanha) e entdo o material homogeneizado e centrifugado a 3.200xg, durante

40 minutos, a temperatura ambiente para posterior coleta do DNA.

O DNA precipitado foi solubilizado em 500ul de TE (4.10.30) estéril e sua concentracao
calculada, apés leitura da DO2sonm de uma aliquota diluida 1/50 em H,O. Para o calculo foi
considerado que uma unidade de DO corresponde a uma solucdo de DNA de
concentracdo 50ug/ml (SAMBROOK et al., 1989). O plasmideo obtido foi entdo estocado
a -20°C.
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4.4- SEQUENCIAMENTO

Os fragmentos de DNA purificados, clonados no plasmideo pGEM-T, foram seqiienciados
pelo método reacdo do sequenciamento automatico, utilizando o kit "ET Dyenamic Kit For

Mega Bace" (Amersham Pharmacia Biotech, USA).

4.5 - PRODUGAO E PURIFICAGAO DOS INTERFERONS RECOMBINANTES

Os produtos de PCR clonados em pGEM-T, foram transferidos para o plasmideo pDSss
6xHis (BUJARD, 1987) ou pQE9 (QUIAGEN), para expressdo em E. coli. Estes
plasmideos contém um sitio promotor/operador (P/O2) localizado préximo ao sitio de
ligacdo do ribossomo (RBS). A atividade deste promotor € reprimida pela ligacdo de uma
proteina repressora lac ao operador. A atividade do promotor pode ser restabelecida pela
adicdo de pB-D-thiogalactoside (IPTG) o qual inativa o repressor liberando assim o
operador. ApGs a regido de ligacao ao ribossomo (RBS) segue-se o codigo de iniciacao
(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.
Finalmente, este plasmideo possui trés cédons de terminacdo da traducdo nas trés
diferentes janelas de leitura. A insercdo das histidinas adjacentes permite a facil
purificacdo e concentracdo da proteina recombinante produzida, através da cromatografia
de afinidade em resina de quelato de niquel (STUBER, 1990). Na FIGURA 6, estio
ilustradas estas regides, assim como os sitios das enzimas de restricdo presentes no sitio

de clonagem.
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BamHI Sal | Hincll Pstl Hindlll E

-‘ atg agaggatcg |6XHISC| SITIODE CLONAGEM |TAATTAGCTGAGP

FIGURA 6: Principais regibes do sitio de clonagem do plasmideo

pD856.

(A) - Sequéncia do promotor e do operador; (B) - Sequéncia de ligacdo ao ribossomo;

(C) - Sequéncia que codifica para 6 His; (D) - Codon de terminagdo da tradugéo para

qualquer das trés janelas de leitura; (E) - Sitio de clonagem.
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A identificacdo dos clones positivos foi feita através do PCR, assim como descrito
anteriormente para os insertos clonados em pGEM-T. A expressdo dos HulFN
recombinantes hibridos foi feita pela inducdo das bactérias com 4mM de IPTG, apéds
atingirem uma DOsgoonm de 0,7 por 5 horas, a 37°C. Amostras néo induzidas também foram
feitas como controle da inducado dos IFN recombinantes. Apos 5 horas de indugéo as
bactérias foram sedimentadas, o sobrenadante desprezado e o0 precipitado
homogeneizado em 10ml de tampdo A (6M Guanidina HCI, 100mM fosfato de sodio,
10mM tris/HCI pH 8,0), sob agitacdo durante 30 minutos a 100rpm. O lisado bacteriano foi
centrifugado a 10.000 rpm em centrifuga Sorval rotor S34 por 15min a 4°C, o liquido
sobrenadante foi coletado e procedida entdo, a purificagcdo por cromatografia de afinidade

em quelato de Ni?*.

4.5.1- PURIFICACAO DAS PROTEINAS RECOMBINANTES

Ao sobrenadante obtido, foram adicionados 1ml da resina de quelato de niquel (QIAGEN,
EUA) carregada com Ni?* e previamente equilibrada com tamp&do A (6M Guanidina HCI,
0.1M fosfato de sdédio, 0,01M tris/HCI pH 8). A mistura resina/rHUlFN foi colocada em um
tubo cobnico de 50ml, este foi selado e entdo agitado em um tambor rolante a
aproximadamente 25rpm durante 1h. Logo em seguida, a mistura foi transferida para uma
coluna de dimensfes de 1cm didmetro por 6cm de altura onde a resina foi adicionada e o
liquido restante correspondente a fracdo residual (proteinas ndo ligadas a resina), foi
coletado em tubo falcon 15 ml. Em seguida foi feita eluicdo da proteina ligada a resina,
utilizando-se os seguintes eluentes, sendo os tampdes B, C, D, E, F e G, a mesma
férmula, mudando somente o pH (8M uréia, 0.1M fosfato de sddio, 0,01M tris/HCI):

a) O tampéo A, num volume de 5x ao da coluna, sendo coletado em uma fracao;

b) O tampéo B, pH 8,0, coletado em uma fracao;

c) O tampéao C, pH 6,0, também coletado em uma fracéo;

d) Os tampdes D (pH5,5), E (pH5,0), F (pH4,5) e G (pH4,0) foram coletados em

fracGes de 500ul;
e) A coluna foi lavada com tampéo H (6M Guanidina-HCI, 0.2M CH3COO4, pH 2.7) e

o0 eluato desprezado.
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4.5.2- CARACTERIZACAO DAS PROTEINAS EM GEL SDS - PAGE (LAEMMLI, 1970)

As amostras de cada fracdo foram diluidas 2 vezes em tamp&o de amostra de proeteina
(20% glicerol, 2%SDS, 0,375M Tris pH8,8, 0,75M B-Mercaptoetanol e 0,25 % v/v do
corante azul de bromofenol), fervidas a 100°C por 5minutos e analisadas em gel SDS-
PAGE 12,5%. Os marcadores de peso molecular usados foram padrdes de proteinas com
mobilidade relativa que variaram entre 18 a 66 kDa. As fragdes que apresentaram maior
grau de pureza quando fracionadas em PAGE foram agrupadas e dialisadas em PBS
(137mM NacCl, 2.7mM KCI, 4.3mM Na2HPO4, 1.4mM KoHPOy4) com 0,025% SDS. Os
géis guardados para registro foram corados por 1 hora a 37°C com agitacdo em solucao
de corante coomassie blue, descorados em solugéo fixadora | e entdo mantidos em
solucao de etanol 10% até desaparecimento da coloracao de fundo. Os géis foram secos
entre duas folhas de papel celofane, sendo estas folhas esticadas e presas sobre uma
placa de vidro durante 48h a temperatura ambiente.

4.6- ENSAIOS BIOLOGICOS

Todas as proteinas recombinantes obtidas foram testadas quanto a atividade biolégica.
Os ensaios bioldgicos de atividade antiviral, neutralizacdo da atividade antiviral e inducéo
de genes pelos interferons construidos, foram testados em diferentes sistemas celulares.
As células foram cultivadas um numero desconhecido de vezes no laboratorio de virus em
meio minimo essencial autoclavavel (MEM-Gibco), acrescido de 5% de soro fetal bovino
para a manutencdo, além dos antibiéticos fungizona, penicilina e gentamicina. As células
foram mantidas em garrafas de 500ml, em tambor rolante a 37°C ou em garrafas plasticas
de 25cm?/50ml em estufa de CO2, a 37°C. O sub-cultivo foi realizado quando as células

apresentavam 90% de confluéncia.
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4.6.1- CELULAS

VERO

As células de linhagem continua VERO sé&o derivadas de rim do macaco verde e foram
obtidas da "American Type Culture Collection", Maryland - U.S.A., na passagem n° 126.
Estas células foram empregadas em todos os experimentos de infeccéo e titulacdo das

amostras de virus e dos Interferons recombinantes e hibridos.

WISH

As células de linhagem continua WISH, derivadas de células amniéticas humanas, foram
obtidas da “American Type Culture Collection” (catalogo numero CCL-25), Maryland -
EUA. Estas células foram utilizadas para a titulagdo dos interferons recombinantes e
hibridos e para andlise da expressdo dos mMRNA dos genes induzidos por estes

interferons.

MDBK

As células MDBK, originadas de rim bovino, foram obtidas da “American Type Culture
Collection”, Maryland - E.U.A. Estas células foram utilizadas para a titulacdo dos

interferons recombinantes e hibridos.

L-929

As células L-929 (fibroblastos de camundongos) foram obtidas do Roche Institute of
Molecular Biologie, Nutley, New Jersey, USA, gentilmente cedidas pelo Dr. Sidney Pestka.
Estas células foram utilizadas para multiplicacdo do virus da Encefalomiocardite de
Camundongo (EMC), para a titulacdo e andlise da expressdo dos mRNA dos genes

induzidos pelos interferons recombinantes e hibridos.

55



4.6.2- OS VIRUS

VIRUS DA ENCEFALOMIOCARDITE MURINA (EMC)

O virus EMC foi cedido pelo Dr. IAN KERR, Londres, Reino Unido. Estoques de virus
foram obtidos em cultivos de fibroblastos de camundongo, em células L-929 e titulados
pelo sistema de microtécnica, sendo o titulo obtido de 1x10*! TCIDso (“Tissue Culture

Infective Dose”).

VIRUS HERPES BOVINO (BHV-1)

A amostra colorado do virus BHV-1 foi gentilmente cedida pelo Dr. Mauricio Resende, do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas, UFMG. O virus foi titulado em células MDBK, sendo o
titulo 1 X 1079TCIDso. Estes virus foram utilizados nas titulacdes dos interferons

recombinates e hibridos em células MDBK.

4.7- MEDIDA DA ATIVIDADE BIOLOGICA

4.7.1- IFN PADRAO E ANTICORPOS UTILIZADOS

Os IFN padrdes utilizados foram: HulFN-az, (cat. n° 6.a.23-902530) NIH e o rHuUlFN-f

clonado em vetor pDSss € produzido em nosso laboratério.

O hrHuUIFN /a4 utilizado foi produzido em nosso laboratorio, a partir de bactérias E. coli
JM103 transformadas com o plasmideo pPIT a2 contendo o gene do hrHuUlFN az/ou
(WEBER et al., 1987).

Os anticorpos policlonais anti-IFN de leucocitos (anti-HulFN-o) foram produzidos em
carneiros e gentiimente cedidos pela Dra. Barbara Dalton e Dra. Marilyn Paucker
(Children Hospital, PA, EUA). Os anticorpos secundarios anti-carneiro, ligados a
peroxidase, utilizados nos ensaios de western blot, foram gentilmente cedidos pelo Dr.

Carlos Chaves, do departamento de Bioquimica, deste instituto.
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4.7.2- MEDIDA DA ATIVIDADE ANTIVIRAL

A titulacdo das amostras dos interferons recombinantes e hibridos foi feita em sistema de
microtécnica (FERREIRA et al., 1979). Os titulos dos interferons foram obtidos utilizando-
se células VERO, WISH, MDBK e L-929. Em cada camara foram adicionadas 60 mil
células, sendo em seguida adicionado os interferons, os quais foram diluidos em MEM
contendo 5% de SFB na razéo de 2 e 200 pul das diluicdes foram aplicados nas camaras
da placa de microtécnica. Quatro camaras foram reservadas para o controle de células
(células + meio) e outras quatro para o controle de virus (células + meio + virus). Apos a

diluicéo dos interferons, foram acrescentados 10, 100 ou 1000 TCIDgq do virus EMC,
dependendo do tipo celular e 200 TCIDgq do virus BHV-1 em células MDBK. O efeito

citopatico (ECP) dos controles de virus foi monitorado até 48 horas, sendo entdo feita
leitura das monocamadas tratadas com os interferons. O titulo foi expresso pela reciproca
da diluicdo na qual houve redugcdo em 50% do ECP, quando comparado ao ECP

observado nas camaras controle de virus.

4.7.3- NEUTRALIZACAO DA ATIVIDADE ANTIVIRAL (FERREIRA et al.,1979)

Os interferons recombinantes e hibridos foram diluidos na razdo de 2, em placa de
microtécnica de 96 cémaras, em volume de 50ul de meio MEM. A seguir foram
adicionados 50ul de anticorpo anti-IFN-a. A placa foi incubada a 37°C por 60 minutos em
atmosfera com 5% CO; e apds este tempo foram adicionadas células VERO e virus EMC
nas condi¢cbes descritas anteriormente para a titulagdo. A neutralizagéo foi observada com
a diminuicdo do titulo viral dos interferons, quando estes foram neutralizados pelos

anticorpos, comparados com os titulos dos interferons nao tratados com os anticorpos.

4.8- GENES INDUZIDOS EM CELULAS: OBTENCAO DE RNA HIBRIDIZACAO

4.8.1- EXTRACAO DO RNA CELULAR TOTAL

A extracdo do RNA total de células Wish e L-929, foi feita para verificacdo do acumulo dos
MRNA dos genes induzidos (6-16, 2'5"0OAS, MxA e GBP) pelos IFN hibridos construidos.
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Para tanto, estas células foram crescidas até 90% de confluéncia, sendo entéo tratadas
ou ndo com 500U/ml dos interferons recombinantes e hibridos obtidos. Ap6s 18 horas de
tratamento, as células foram coletadas e processadas de acordo com o método de
CHOMCZYNSKI & SACCHI (1987) com algumas modificagdes. As culturas foram lavadas
duas vezes com PBS e adicionadas de 2ml/garrafa (80cm? de &rea) de solucdo de
RNAZzol (tiocianato de guanidina 2M; citrato de sodio 12,5 mM pH 7,0; sarcosil 0,25% plv;
acetato de sodio 0,1M; 50% v/v fenol). As culturas foram deixadas em repouso no banho
de gelo por 30 minutos e homogeneizadas em seguida, utilizando-se pipetas Pasteur,
sendo os fluidos transferidos para microtubos previamente adicionados de 10% v/v de
cloroférmio. A mistura foi entdo homogeneizada em vortex, durante 30 segundos, seguido
de incubagéo por 15 minutos em banho de gelo. Em seguida, o material foi centrifugado a
13.500rpm em microcentrifuga por 15 minutos, a 4°C. A fase aquosa foi coletada e
transferida para outro microtubo. O RNA foi precipitado através da adi¢cdo de igual volume
de isopropanol, com incubagdo a -70°C por 45 minutos ou -20°C por 18 horas e
centrifugagcdo a 13.500rpm por 30 minutos, a 4°C. O sedimento contendo o RNA foi
lavado 2 vezes com etanol 75 %, seco a temperatura ambiente por aproximadamente 20
minutos e solubilizado em ddH.O Depec (H»O deionizada tratada com 0.05% de

dietilpirocarbonato), quantificado por espectrofotometria e estocado a -70°C.

4.8.2- FRACIONAMENTO ELETROFORETICO DOS RNA (SAMBROOK et al., 1989)

O fracionamento eletroforético foi feito utilizando-se 20ug de RNA total, em gel
desnaturante contendo 1,5% p/v de agarose (Gibco BRL); 2,2M de formaldeido a 37%
(Merck) em tampédo MOPS [40mM de acido-morfolino-propano-sulfénico (Sigma), 10mM
de acetato de sédio e 1mM de EDTA, pH 7,0. As amostras foram desnaturadas pela
adicdo de 50% p/v de formamida (Gibco BRL); 15% v/v de formaldeido e 10% do tampéao
MOPS 10X, em um volume total de 20ul e incubadas a 56°C por 15 minutos. Em seguida,
em cada amostra foram adicionados 2ul de tampéo de amostra 10X (50% v/v de glicerol,
1mM de EDTA, 0,4% p/v de azul de bromofenol e 0,4% p/v de xileno cianol). As amostras
foram aplicadas no gel e o fracionamento efetuado em tampao MOPS 1X a 50V, durante
90 a 150 minutos. Em seguida, o gel contendo o RNA foi corado em solucdo aquosa de

brometo de etidio (0,5ug/mL) por 5 minutos e fotografado sob iluminacdo ultravioleta
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(320nm). Confirmada a integridade do RNA, o excesso de formaldeido foi removido

através da lavagem em agua autoclavada e o RNA transferido para a membrana de nylon.

4.8.3- TRANSFERENCIA DE “NORTHERN” (SAMBROOK et al., 1989)

Apos o fracionamento eletroforético do RNA em gel de agarose, a posicdo dos RNA
ribossomais 18S e 28S foi marcada, procedendo-se entdo a transferéncia por capilaridade
dos RNA para membrana de nylon (Hybond N, Amersham, UK), conforme SAMBROOK et
al., (1989). A transferéncia foi feita em tampdo SSC 10x por no minimo 12 h. Apos a
transferéncia, a fixacdo dos RNA a membrana de nylon foi realizada pela exposigéo a luz
UV (320nm) por 2 minutos. As membranas foram guardadas entre duas folhas de papel

de filtro, seladas dentro de saco plastico e armazenadas a 4°C até momento do uso.

4.8.4- SONDAS MOLECULARES

Foram empregados como sondas moleculares:

a) Um fragmento de 0,5 Kb correspondente ao cDNA do gene do interferon rHulFN-owp
clonado em pDSsg entre 0s sitios de restricao de Bam HI e Hind 111,

b) Um fragmento de 0,7 Kb correspondente ao cDNA do gene 6.16, induzido por
interferon, clonado no sitio EcoRI do plasmideo pBR322, que foi gentilmente cedido
Pelo Dr. lan M. Kerr, Imperial Cancer Research Fund, Londres, Inglaterra.

¢) Um fragmento de 1,25 Kb do gene 2’ 5’ oligoadenilato sintetase, induzido por interferon,
obtido de cDNA e clonado no plasmideo pSP64 nos sitios de restricdo Smal/EcoRl,
gentilmente cedido pelo Dr. Jean Content, Institute Pasteur, Paris, Franca.

d) Um fragmento de 1,6 kb correspondente ao gene da proteina MxA, clonado no sitio

Bam HI e Hind Il do plasmideo pUC 19, em nosso laboratério.

e) Um fragmento de 1,6 kb do gene GBP Murino , induzido por interferon

f) Para a normalizacéo das quantidades de RNAs aplicadas nas canaletas, foi investigada

a expressdo do RNA ribossomal 18S. O oligonucleotideo correspondente ao rRNA 18S

humano, cuja sequéncia é complementar a sequéncia do gene na posi¢édo 1471 a 1550,
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foi sintetizado pela Invitrogen, BR e purificado através de eletroforese em gel de

poliacrilamida.

4.8.5- MARCACAO ISOTOPICA DAS SONDAS MOLECULARES (RIGBY et al., 1977)

As sondas dos genes dos rHulFN-az,, 6.16, 2’ 5’ oligoadenilato sintetase, MxA e GBP
Murino, foram marcadas radioativamente utilizando-se [a®P] dCTP (Amersham
Bioscience, UK) como radiois6topo, com atividade especifica de 3000 Ci/mmol, de acordo
com o Kit Rediprimell (Random Primer Labelling), Amersham Bioscience, UK. Para a
marcacgao destas, a quantia de 2,5 a 50 ng de DNA foram diluidos em 45ul de TE pH 8,0
(25mM Tris-HCI pH8,0; 1mM EDTA) e desnaturados por 5 minutos a 96° C, quando foram
entdo adicionados as misturas de marcagdes (solucao tampdo, dATP, dGTP, dTTP,
enzima exonuclease Klenow livre e iniciadores aleatérios), acrescidos de 5pl de [0®?P]
dCTP e incubado por 30 minutos a 37° C. As reacdes foram interrompidas pela adigédo de
5ul de EDTA 0,2M ou 50ul de T.E. pH 8,0. As sondas marcadas foram purificadas através
de cromatografia de filtracdo em coluna Sephadex G-50 (Sigma, USA) e eluidas em T.E
pH 8,0.

O oligonucleotideo 18S foi marcado na sua extremidade 3' OH pela transferéncia do
grupo fosfato fornecido pelo ATP, contendo *2P na posi¢do y, com atividade especifica de
3000 Ci/mmol. A reacdo de marcacao foi realizada com 5 pmoles de oligonucleotideo
(Invitrogen, Br), 5ul de [y*?P] ATP 3000Ci/mmol (Amershan Bioscience, UK), 2ul Tampéo
PNK 10X (Promega, USA), 1ul de PNK 10u/pl (Promega, USA) e agua deionizada g.s.p.
20ul. A reacéo foi incubada por uma hora, a 37°C, purificada através de cromatografia de

filtracdo em coluna Sephadex G-50 e eluida em agua deionizada.

4.8.6- HIBRIDIZACAO (CHURCH & GILBERT, 1984)
A hibridizacao foi feita de acordo com método descrito por CHURCH & GILBERT (1984).

As membranas contendo os mRNA foram colocadas em tubo de hibridizacdo e pré-

hibridizadas por 15 minutos a 65°C em solugcédo contendo 50% (v/v) de 0,5M NaxHPO, ,
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7% (p/v) de SDS, 1% (p/v) de BSA e 1mM EDTA. Em seguida, as sondas marcadas
radioativamente foram desnaturadas por 5 minutos a 96°C, resfriadas em banho de gelo
por 5 minutos, sendo entdo adicionadas a solugcdo contida no tubo (solucao de pré-
hibridizag&o). As membranas foram incubadas a 65° C, por um minimo de 12 horas, sob
agitacdo, utilizando-se incubadora (modelo 400 - Robbins Scientific, USA). Apos a
hibridizacdo as membranas foram lavadas duas vezes em solucdo de lavagem 1 (50%
(v/v) de 0,5M NazHPO4, 1% (p/v) de SDS e 1mM de EDTA), a 65° C durante 30 minutos.
Em seguida, as membranas foram expostas contra filme de raio X Kodak GBX 6493050,
sendo estes revelados posteriormente, utilizando-se revelador e fixador indicados pelo
fabricante.

4.9- ANALISE DOS INTERFERONS POR “WESTERN BLOT”

4.9.1- FRACIONAMENTO ELETROFORETICO E TRANSFERENCIA DAS PROTEINAS

Os interferons obtidos foram fracionados em SDS/PAGE 12%, a 100V, por
aproximadamente 1,5 horas e transferidos para membrana de nitrocelulose (Hybond ECL,
Amersham Pharmacia Biotech), conforme protocolo do "Kit Bio-Rad Transferency" (Bio-
Rad Laboratories, USA). Apos transferéncia, as membranas foram coradas com "ponceau
1%" para visualizagéo da eficiéncia da mesma. As membranas foram bloqueadas por 18 a
20 horas a 4°C, utilizando-se PBS 1X/Tween 0,1% contendo 5% de leite em poé
desnatado.

4.9.2- REACAO COM ANTICORPOS E REVELACAO

Para a reacdo com o0s anticorpos primarios, as membranas bloqueadas foram
primeiramente lavadas por 3 vezes em PBS/Tween 0,1%. Em seguida, estas foram
incubadas com os anticorpos primarios a 4°C, por 18-24 horas, em solugdo de
PBS/Tween contendo 5% de BSA (albumina bovina sérica). Apés o periodo de incubacéo,
as membranas foram lavadas novamente em PBS/Tween 0,1% por 3 vezes, incubadas
durante 1 hora, a temperatura ambiente, com o anticorpo secundario respectivo ligado a

peroxidase, em solugcdo PBS/Tween 0,1% contendo 5% de leite em pd desnatado. Apds
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nova sessao de lavagens por 3 vezes em PBS/Tween, as membranas foram incubadas
em solugéo reveladora "ECL-Plus" (Amersham Bioscience, UK) por 5min, expostas contra
filme de raio X, em intervalos de 30 segundos a 10 minutos (Hyperfilm ECL, Amersham
Bioscience, UK) e reveladas utilizando-se revelador e fixador (Kodak), de acordo com
recomendacdes do fabricante.
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5 - RESULTADOS
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5.1- CONSTRUCAO DOS IFN RECOMBINANTES E HIBRIDOS

5.1.1 - AMPLIFICACAO DOS FRAGMENTOS DOS GENES QUE CODIFICAM PARA OS
INTERFERONS

A construcdo dos interferons hibridos foi possivel através da técnica do PCR pela
insercdo de enzimas de restricdo, tendo sido obtida a insercdo do sitio para a enzima Miu
I. A sequéncia de nucletideos que codifica para os interferons humanos HulFN-oo, €
HulFN-B foram clonados em plasmideo de expressédo (pDSss ou pQE9) e as proteinas
recombinantes produzidas em E. coli e purificadas em cromatografia de afinidade de
quelato de Ni?*.

A insercao do sitio foi obtida pela amplificacdo de dois fragmentos de cada um desses
genes dos IFN, sendo esses fragmentos relacionados a regido 5 e 3" respectivamente.
Para tanto, a amplificacéo dos fragmentos do gene do HulFN-owp, foi obtida, utilizando-se
iniciadores que flanqueiam as regides 5 e 3" desse gene, combinados com iniciadores
gue se ligam a regides internas nesse gene. Os iniciadores utilizados para a obtencdo do
fragmento da regido 5 do gene do HulFN-oz, foram IFNaP5 e IFNaMIu3’, cuja
amplificacdo foi um fragmento de 282 pb (FIG. 7, canaleta 3). J& os iniciadores utilizados
para a amplificacdo do fragmento da regido 3~ deste mesmo IFN, foram o0s iniciadores

IFNaP3’ e IFNaMIu5’, sendo amplificado um fragmento de 213pb (FIG. 7, canaleta 2).

As amplificagbes dos fragmentos dos genes que codificam para o HulFN-B foram obtidos
da mesma maneira que as do HulFN-oz,. Contudo, os iniciadores utilizados para
amplificar o fragmento da regido 5 deste gene, foram os IFNBP5 e IFNBMIu3’, cuja
amplificacao resultou num fragmento de 291 pb (FIG. 7, canaleta 4). A regidao 3" deste
gene foi amplificada utilizando-se os iniciadores IFNBP3’ e IFNBMIu5’, cuja amplificagéo
obtida foi um fragmento de 207 pb (FIG. 7, canaleta 1). Como controle positivo das
reacOes da PCR, foi feito uma reacéo utilizando os iniciadores IFNaP5/IFNaP3’ e o
fragmento de nucleotideos que codifica para do rHulFN-a.,, sendo obtido um produto de
PCR que mostrou uma mobilidade relativa correspondente a um fragmento de

aproximadamente 500 pb (FIG.7, canaleta 5).
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500 pb

FIGURA 7: Amplificacdo por PCR dos fragmentos clonados dos nucleotideos que
codificam para os HulFN-a2, e HUIFN-B, para insercdo do sitio da enzima Mlu I. Os
produtos de PCR foram fracionados em gel 1% agarose, corado com EtBr e fotografado
sob luz UV. Canaleta 1, amplificado pelos iniciadores IFNBP3’ e IFNBMIuS’ (207 pb);
Canaleta 2, amplificado pelos iniciadores IFNaP3’ e IFNaMIu5’ (213 pb); Canaleta 3,
amplificado pelos iniciadores IFNoaP5 e IFNaMIu3’ (282 pb); Canaleta 4, amplificado
pelos iniciadores IFNBP5’ e IFNBMIu3’ (292 pb); Canaleta 5, amplificado pelos iniciadores
IFNaP5’ e IFNaP3’ (500 pb).
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5.1.2 — CADEIA DE AMINOACIDOS DOS HIBRIDOS CONSTRUIDOS

Em todos os hibridos construidos em nosso trabalho, assim como os hibridos construidos
por CARVALHO (1998), as regidbes de mutacbes foram planejadas de maneira a
conservar alguns aminoécidos importantes, tais com a tirosina (Y), que & importante na
mudanca de direcdo de a-helices, a cisteina (C), responsavel pela formacdo de pontes
dissulfeto e outros como triptofano (W) e fenilalanina (F), os quais sdo altamente
hidrofébicos. Da mesma forma, as muta¢gBes foram planejadas de maneira a manter o
tamanho das alcas e a-hélices, tentando nao interferir muito na estrutura conformacional
da molécula. Entretanto, a previsdo destas alteragdes objetivando manter a estrutura da
molécula é apenas tedrica, sendo que a andlise do efeito destas construcdes deve ser
feita minuciosamente, através de testes bioldgicos, os quais fornecem informacdo da
integridade estrutural dos hibridos construidos. As alteragbes feitas podem ser
visualizadas na estrutura primaria da proteina, na cadeia de aminoacidos. Na FIGURA 8,
visualizamos a representacdo das sequéncias de aminoacidos na formacgéo das quimeras
propostas, assim como as regides de a-hélices (sublinhadas) e algas (n&o sublinhadas) e
0s aminoacidos substituidos na troca das regifes proprostas, assim como os aminoacidos

gue foram conservados (grifados em amarelo).
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Hibrido rHUlFN-a94p

01 10 20 30 40 50
MSHHHHHH CDLPQTHSLG SRRTLMLLAQ QLKISLFSCL KDRHDFGFPQ EEFGLQQFQK
51 - AETIPVLHEM IQQIFNLFST KDSSAAWDET LLDKFYTELY QQLNHLKTVL
101 - EEKLEKEDFT RGKLMSSLHL KRYYGRILRY LKAKEYSHCA WTIVRVEILR
151 - NEYFINRLTG YLRN

Hibrido rHUlFN-B97al

01 10 20 30 40 50
MSHHHHHH SYNLLGFLQ RSSNFQCQKL LWQLNGRLEY CLKDRMNFDI PEEIKQLQQF
51 - QKEDAALTIY EMLONIFATF RQODSSSTGWN ETIVENLLAN VYHQINHLEA
101 - CVIQGVGVTE TPLEKEDSIL AVRKYFQRIT RYRKEKKYSP CAWEVVRAEI
151 - MRSFSLSTNL QESLRSKE

Hibrido rHUlFN-a445106a.

01 10 20 30 40 50
MSHHHHHH CDLPQTHSLG SRRTLMLLAQ QLKISLFSCL KDRHDFGFPQ EEFLQQFQOKE
51- DAALTIYEML ONIFAIFRQD SSSTGWNETI VENLLANVYH QINHLKTVLE
101- EKLEKEDSIL AVRKYFQRIT RYRKEKKYSP CAWEVVRAEI MRSFSLSTNL
151- QESLRSKE

FIGURA 8: Representacdo da sequéncia de aminoacidos dos IFN hibridos. A
sequéncia dos aminoacidos dos rHulFN-a (preto) e rHulFN-B (vermelho) foram utilizadas
na montagem da sequéncia dos hibridos propostos. As a-hélices estdo sublinhadas e os
aminoacidos conservados, mesmo com a troca das regides de interesse, estao grifados

em amarelo.
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5.2- CLONAGEM DOS INTERFERONS RECOMBINANTES HIBRIDOS EM VETOR
PGEM-T

A construcdo dos interferons recombinantes hibridos, através da introdugdo do sitio para
a enzima de restricdo Mlu |, permitiu a troca das a-hélices D e E e alcas cd e de entre os
rHUlFN-o2, € rHUlFN-B. Para isto, os cédons AAT (N93), GAC (D94) e CTG (L95) foram
trocados por AAC (N93), GCG (A94) e TTG (L95), no HulFN-oz,. Neste IFN as
substituicGes para a insercdo do sitio de restricdo Mlu | alterou apenas o0 aminoacido D94
por uma A94, o que modifica a carga de negativa para neutra. No rHulFN-B, os codons
CAT (H97) e CTG (L98) foram substituidos por GCG (A97) e TTG (L98), alterando apenas
0 H97 que passou a ser uma A97. A modificagdo do aminoacido no rHulFN-B modifica a

carga positiva da H para uma neutra da A.

Uma vez obtido os fragmentos amplificados e clonados em vetor, as bactérias contendo o
inserto foram selecionadas pela migracdo relativa do produto de PCR, o qual foi
amplificado com iniciadores especificos para os IFN (FIG. 9). Em todas as reagfes, foram
amplificados fragmentos de igual tamanho molecular, aos controles positivos, utilizando-
se fragmentos que codificavam para as proteinas maduras, sem as modificacdes
introduzidas. A confirmagdo da presenca do sitio da enzima de restricdo Miu | no DNA
dos clones, foi feita através da digestdo dos produtos de PCR, como também, apds a

obtencdo da sequiéncia de seus nucleotideos.
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FIGURA 9: Selecdo dos interferons recombinantes hibridos inseridos em pGEM-T.
As coldnias selecionadas foram crescidas em meio com antibiéticos e empregadas para
amplificagdo por PCR utilizando-se iniciadores especificos para rHulFN-p e rHulFN-a.. Os
produtos foram fracionados em gel de agarose, corado com EtBr e fotografado sob luz
UV. Vérios insertos foram amplificados. Gel A: canaletas 1-10, rHUlFN-B97; canaletas 11-
20, rHulFN-094; canaletas 21-26, rHUlFN-B97a. Gel B: canaletas 1-4, rHUlFN-B97a ;

canaletas 5-15, rHUlFN-a94f. A amplificagdo dos controles positivos é mostrada (+).
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5.3 - TRANSFERENCIA DOS INTERFERONS RECOMBINANTES E HIiBRIDOS PARA
VETOR DE EXPRESSAO

Ap6s a clonagem dos insertos em vetor pGEM-T, estes plasmideos foram digeridos com
as enzimas Bam HI e Hind lll, para se obter os insertos de interesse. Uma vez obtidos os
insertos, estes foram transferidos para vetor de expressdo (pDSss ou pQE9), os quais
também foram digeridos com as mesmas enzimas. Apoés a ligacdo aos plasmideos, E.coli
M15/pDM1 foi transformada com estes e os clones foram obtidos, conforme ja descrito.
Os fragmentos amplificados foram fracionados eletroforeticamente em gel de agarose.
Varios clones testados foram amplificados e foi obtido DNA de igual tamanho molecular
aos controles positivos, sendo entdo selecionados 5 clones de cada interferon e
escolhido a partir destes, o melhor produtor da proteina. A FIGURA 10 mostra os
resultados da amplificacdo dos hibridos que apresentam a mesma mobilidade relativa

dos controles positivos.
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FIGURA 10: Transferéncia dos interferons recombinantes e hibridos para vetor de

expressdo. As coldnias selecionadas foram crescidas em meio com antibidticos e

empregadas para amplificagdo por PCR utilizando-se iniciadores especificos para

rHUlFN-B e rHulFN-a. Os produtos foram fracionados em gel de agarose, corado com

EtBr e fotografado sob luz UV. Vérios insertos foram amplificados. Gel A: canaletas 1-10,
rHUlFN-094; canaletas 11-19, rHUlFN-a.94f. Gel B: canaletas 1-6, rHUIFN-B97; canaletas

7-12, rHuUlFN-B97a. A amplificagdo do controle positivo foi mostrada (+) e controle

negativo da reacao (-).
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5.4- PRODUCAO DOS INTERFERONS.

A producdo dos IFN recombinantes e hibridos construidos, mostraram bandas com a
mobilidade relativa a massa molecular estimada em torno de 21 a 26 kDa (FIG. 11 e 12).
Todos os interferons recombinantes hibridos obtidos foram selecionados entre 5 clones
que melhor produziram as proteinas, apés inducao com IPTG.

Na FIGURA 11 sdo mostradas as diferencas na producdo de proteinas pelos diferentes
clones testados, referentes ao hibrido rHulFN-a44$106a, construido por CARVALHO,
(1998). Nas canaletas onde foram aplicadas as amostras dos clones induzidos com IPTG,
foram observadas uma banda diferencial em relacdo aos clones correspondentes néo

induzidos, com uma mobilidade relativa em torno de 26 kDa.
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FIGURA 11: Producé&o do hibrido rHulFN-a44p106a, em E.coli M15. As proteinas dos

Y

IFN hibridos, obtidas dos clones do rHulFN-a443106a induzidos por IPTG por 5 horas,
foram fracionadas eletroforeticamente em SDS-PAGE e coradas pelo comassie blue. As
letras | indicam as culturas induzidas com IPTG e as letras NI, indicam as culturas nao
induzidas. A seta indica a banda diferencial correspondente aos IFN, obtidas das culturas
induzidas. Canaletas 1 e 2, clone 1; Canaletas 3 e 4, clone 5; Canaletas 5 e 6, clone 6;
Canaletas 7 a 10, clones 9, 13 e 17, respectivamente; Canaleta 10, padrdo de peso

molecular (PM) indicando a mobilidade relativa das proteinas (padréo) em kDa.
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Na FIGURA 12 sado mostrados somente as proteinas referentes aos clones dos rHulFN-f,
rHUlFN-a94, rHUlFN-B97, rHUIlFN-B97a, os quais foram previamente selecionados quanto
a producdo das proteinas. Nesta figura, também foi observada uma banda diferencial nas
canaletas onde foram aplicadas as amostras dos clones induzidos com IPTG, em relacéo
aos clones ndo induzidos. Entretanto, nestes hibridos foram observadas diferencas na
mobilidade relativa das proteinas, em gel de poliacrilamida. Os hibridos rHulFN-B,
rHUlFN-B97 e rHulFN-B97a, apresentaram uma mobilidade relativa correspondente a
proteinas com 22 kDa, enquanto o hibrido rHulFN-a94 apresentou uma mobilidade

relativa proxima das proteinas com 24 kDa.
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FIGURA 12: Producéo dos IFN recombinantes hibridos, em E.coli M15. As proteinas
dos IFN hibridos foram obtidas pela inducdo com IPTG por 5 horas, fracionadas
eletroforeticamente em SDS-PAGE e coradas pelo comassie blue. As letras | indicam as
culturas induzidas e as letras NI, indicam as culturas néo induzidas. A seta indica a banda
diferencial correspondente aos IFN, obtidas das culturas induzidas. Canaletas 1 e 2,
clones rHUlFN-094; Canaletas 3 e 4, clones rHulFN-B97; Canaletas 5 e 6, clones rHulFN-
B97a; Canaletas 7 e 8, clones rHulFN-B. Canaleta 9, padrdo de peso molecular (PM)

mostrando a mobilidade relativa das proteinas (padréo) em kDa.
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Na FIGURA 13 observamos o fracionamento das proteinas obtidas de cinco clones
diferentes testados, referentes ao hibrido rHUlFN-a94. A producéo do IFN hibrido néo foi
visualizada em SDS-PAGE, como podemos observar nesta figura. Nas canaletas onde
foram aplicadas as amostras dos clones induzidos com IPTG, nenhuma banda diferencial
em relagdo aos clones correspondentes n&o induzidos, foi observada, com mobilidade
relativa em torno de 21 a 26 kDa, como esperado.
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FIGURA 13: Producgéo do IFN hibrido rHulFN-a948, em E.coli M15. Apo6s 5 horas de
inducdo com IPTG, as proteinas das bactérias (clones 1 a 5) induzidas ou nédo, foram
fracionadas eletroforeticamente em SDS-PAGE e coradas pelo comassie blue. As letras |
indicam as culturas induzidas e as letras NI, indicam as culturas ndo induzidas. Canaletas
1 e 2, clone 1; Canaletas 3 e 4, clone 2; Canaletas 5 e 6, clone 3; Canaletas 7 e 8, clone
4; Canaleta 9, clone 5; PM - padrdo de peso molecular (PM) mostrando a mobilidade

relativa das proteinas (padrao) em kDa.
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5.5- ANALISE DA EXPRESSAO DOS GENES DOS INTERFERONS RECOMBINANTES
HIBRIDOS EM BACTERIAS E. coli M15

Ap6s a analise da produgédo dos interferons recombinantes e hibridos em E. coli M15, foi
observado que o rHuUlFN-a94p néo foi produzido, ou pelo menos a sua detec¢éo néo foi
observada nem na medida da atividade antiviral nem no SDS-PAGE (FIG. 13). Para
resolver o problema, duas abordagens foram feitas. O material foi enviado para
seqguenciamento dos nucleotideos e para confirmar se o problema foi na transcricdo do
gene ou na traducdo do mRNA transcrito, os clones selecionados foram induzidos com
IPTG por 5 h, sendo em seguida feita a extracdo do mRNA total (FIG. 14). Apos a
transferéncia para a membrana, o acimulo do mRNA dos interferons foi observado,
utiizando-se o fragmento de DNA correspondente ao HulFN-a2p,, marcado com
radioisétopo [a*2P] dCTP (Amersham Bioscience, UK). Como observado na FIGURA 14, o
hibrido rHUlFN-a.94f3, apds a indugdo com IPTG, apresentou grande acumulo de mRNA,
assim como pode ser observado o acumulo dos mRNA dos outros hibridos rHulFN-094 e
rHUlFN-B97a. Estes dados sugeriram que o problema estava na traducdo da proteina e
apos andlise da sequUéncia de pares de bases obtida no seqlienciamento automatico,
foram comprovados dele¢bes na sequéncia do DNA desse IFN hibrido, o que gerou

codons de terminacgédo, impedindo a producéo da proteina.

A partir destes resultados, foram feitas varias tentativas de clonagem do hibrido rHulFN-
o943, em outros vetores de expressdo pQE 10 e pQE11, os quais possuem inser¢des de
bases, que permitem a correcdo na traducao total da proteina. Além disso, foram feitas
também varias tentativas de obteng&o dos fragmentos dos HulFN-a. e HulFN-f, atraves
do PCR, na intencdo da constru¢éo do hibrido com a sequéncia de nucleotideos correta.
No entanto, todas as tentativas foram fracassadas e portanto, como 0 prazo permitido
para a defesa de tese estava terminando, as tentativas de construcéo deste hibrido foram
encerradas. Sendo assim, a partir deste resultado, ndo serdo observados dados de testes

de atividade bioldgica, referentes ao hibrido rHUlFNa.94p.
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FIGURA 14: Analise do mRNA dos interferons recombinantes hibridos ap4s 5 horas
de inducao das bactérias M15. O RNA total das bactérias foi induzido com IPTG por 5 h
e apoés extragdo, fracionado em gel de agarose desnaturante e transferido para
membrana de nylon. O acimulo do mRNA correspondentes aos IFN recombinantes foi
visualizado ap0s hibridizagdo com sonda especifica. Canaletas 1 e 2, rHulFN-094;
Canaletas 3 e 4, rHulFN-B97; Canaletas 5 e 6, rHulFN-a94f; Canaletas 7 e 8, rHulFN-

B97a. | = induzido, NI = ndo induzido.
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5.6 - ANALISE DA PRODUCAO DO INTERFERON HIBRIDO rHUIFN-a44B106a, POR
ENSAIO DE WESTERN BLOT

O hibrido rHUlFN-0443106a produzido apresentou um padrdo semelhante ao rHUIlFN-094
em sua mobilidade relativa em SDS-PAGE (FIGURAS 11 e 12), sendo esta mobilidade
relativa correspondente a migragdo do padrdo com 26 kDa. A producdo do hibrido

rHUlFN-a44p106a foi confirmada por ensaio de “Western Blot”.

Como observado na FIGURA 15, os seis clones selecionados (clones 1, 5, 6, 9, 13 e 17)
produziram a proteina quando induzidos com IPTG. A visualizacdo das bandas referentes
as proteinas foi possivel pela adicdo do anticorpo secundario ligado a peroxidase. O
controle positivo da reagédo foi o HulFNaoab, utilizado como IFN padrdao em todos os
experimentos. Nas canaletas onde foram aplicadas as amostras dos clones nao induzidos
(clones 1, 5 e 6), ndo foi possivel observar bandas referentes aos hibridos. Apds a
confirmagdo por imunoreacgéo (“immunoblot”), o clone 17 foi selecionado para uso em

todos os testes bioldgicos.
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FIGURA 15: Andlise da producéo do interferon hibrido rHulFNa44B106a., por ensaio
de Western Blot. As proteinas de varios clones do rHulFNa44p3106c foram obtidas pela
inducdo com IPTG por 5 horas, fracionadas eletroforeticamente em SDS-PAGE e
transferidas para membrana de nitrocelulose. Apés a transferéncia, o IFN foi identificado
por anticopo anti-IFNa., revelado por conjugado/Peroxidase e exposto em filme de raio X.
As letras | indicam bactérias induzidas e as letras NI, ndo induzidas. Canaletas 1 e 2,
clone 1; Canaletas 3 e 4, clone 5; Canaletas 5 e 6, clone 6; Canaletas 7, 8 e 9, clones 9,

13 e 17, respectivamente; Canaleta 10, controle positivo HulFN-a..
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5.7- PURIFICACAO DOS INTERFERONS.

A purificagdo de proteinas recombinantes foi feita conforme STUBER et al., (1990), com
algumas modificagcdes, como a utilizagdo de um gradiente de pH durante a eluicdo das
fracbes, a fim de se melhorar o grau de pureza e consequentemente, aumentar a

atividade especifica das proteinas produzidas.

Na FIGURA 16, € mostrado o fracionamento em SDS-PAGE de diferentes fragdes obtidas
na purificacdo do rHulFN-094, relativas aos pH 5, 4,5 e 4. Nesta figura pode ser
observado que a proteina foi eluida em pH 4,5 (fracdes 1 e 2) e no pH 4,0 (fragc&o 1). No
pH 5,0 néo foi detectada a presenca da proteina. Neste sistema de purificagdo desse IFN,

s6 foi observada uma banda referente proteina contaminante, na canaleta 5, pH 4,0.
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FIGURA 16: Purificagdo do interferon recombinante rHulFN-a94. O IFN produzido em
E. coli M15 foi purificado em coluna de quelato de niquel. A eluicdo das proteinas foi
obtida em tampao uréia 8M, pH 4,5 e 4,0 e as duas primeiras fracdes obtidas, foram
fracionadas em gel de poliacrilamida. A seta indica a banda do rHulFN-094, de
aproximadamente 25 kDa. Canaletas 1 e 2, fracdo eluida em pH 5; Canaletas 3 e 4,
fracdo eluida em pH 4,5; Canaletas 5 e 6, fracdo eluida em pH 4; Canaleta 7, padréo de
peso molecular mostrando a mobilidade relativa das proteinas (padrdo) em kDa.
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Na FIGURA 17, é mostrado SDS-PAGE com fracionamentos de diferentes fracdes obtidas
na purificagdo do rHuUlFN-B97a, relativas aos pH 5, 4,5 e 4, assim como fra¢des relativas
aos pH 8 e 6, para a confirmar se a proteina ndo foi eluida nestes pH. Em todas as
fracOes analisadas nos pH 5, 4,5 e 4, foram observadas bandas referentes a este hibrido.
Entretanto, nas fragBes obtidas no pH 4, foram observadas também, bandas referentes a
proteinas contaminantes. Sendo assim, somente proteinas obtidas nas fra¢cdes dos pH 5
e 4,5 foram agrupadas e dialisadas.
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FIGURA 17: Purificagéo do interferon rHulFN-B97a. O IFN hibrido produzido em E. coli
M15 foi purificado em coluna de quelato de niquel, as proteinas foram eluidas em tampéao
uréia 8M, nos pH 8, 6, 5, 4,5 e 4,0 e fracionadas SDS-PAGE. A seta indica a banda do
rHUlFN-B97a, de aproximadamente 22 kDa. Canaletas 2 a 6, fragfes eluidas em pH 5;
Canaletas 7 a 10, fracBes eluidas em pH 4,5; Canaletas 11 a 13, fracdes eluidas em pH 4;
Canaleta 14, fracdo eluida em pH 8; Canaleta 15, fracdo eluida em pH 6; Canaleta 1 e 16,

padrdo de peso molecular mostrando a mobilidade relativa das proteinas (padrdo) em
kDa.
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Na FIGURA 18, é mostrado SDS-PAGE com fracionamentos de diferentes fracdes obtidas
na purificagdo do rHuUlFN-B97, relativas aos pH 4,5 e 4. Pode ser observado nesta figura
que as proteinas foram purificadas no pH 4,5, onde foram visualizadas bandas referentes
a estas. Nas fragbes do pH 4 foram observadas ainda, pequenas quantidades da
proteina, as quais nao sdo visiveis na figura, mas foram observadas no gel. Bandas

referentes a proteinas contaminantes ndo foram observadas.
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FIGURA 18: Purificagdo do interferon recombinante rHulFN-B97. O IFN hibrido
produzido em E. coli M15 foi purificado em coluna de quelato de niquel, as proteinas
foram eluidas em tamp&o uréia 8M, nos pH 4,5 e 4,0 e fracionadas SDS-PAGE. A seta
indica a banda do rHuUlFN-B97, de aproximadamente 22 kDa. Canaletas 1 a 4, fragbes
eluidas em pH 4,5; Canaletas 5 a 7, fracdes eluidas em pH 4; Canaleta 8, padréo de

peso molecular mostrando a mobilidade relativa das proteinas (padréo) em kDa.
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Na FIGURA 19 é mostrado SDS-PAGE com fracionamentos de diferentes fracdes obtidas
na purificagdo do rHulFN-B, relativas aos pH 5, 4,5 e 4. Nesta figura, pode ser observado
bandas relativas as proteinas nas fracdes 2 e 3 do pH 5 e nas fracdes 1 e 2 do pH 4,5.
N&o foram observadas bandas nas fragbes do pH 4. Bandas referentes a proteinas

contaminantes ndo foram observadas.
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FIGURA 19: Purificacdo do interferon recombinante rHulFN-B. O IFN hibrido
produzido em E. coli M15 foi purificado em coluna de quelato de niquel, as proteinas
foram eluidas em tampéao uréia 8M, nos pH 5 e 4,5 e fracionadas SDS-PAGE. A seta
indica a banda do rHulFN-B, de aproximadamente 22 kDa. Canaleta 1, padrdo de peso
molecular mostrando a mobilidade relativa das proteinas (padrdao) em kDa; Canaletas 2 e
4, fracdes eluidas em pH 5; Canaletas 5 e 6, fracOes eluidas em pH 4,5; Canaletas 7 e 8,

fracdes eluidas em pH 4.
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Na FIGURA 20, é mostrado SDS-PAGE com fracionamentos de diferentes fracdes obtidas
na purificacdo do rHulFN-a443106a, relativas aos pH 5,0, 4,5 e 4,0. Nesta figura, pode
ser observado bandas relativas as proteinas, somente nas fra¢cdes do pH 5,0. Entretanto,
nessas fragBes foram eluidas proteinas de massa molecular diferentes, sendo observado
duas bandas mais fortes, situadas entre 20 e 29 kDa.
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FIGURA 20: Purificacdo do interferon hibrido rHulFN-a44f106a. O IFN hibrido
produzido em E. coli M15 foi purificado em coluna de quelato de niquel, as proteinas
foram eluidas em tampao uréia 8M, nos pH 5, 4,5 e 4 e fracionadas SDS-PAGE. A seta
indica a banda do rHulFN-B, de aproximadamente 22 kDa. Canaletas 1 e 4, fragbes
eluidas em pH 5; Canaletas 5 a 8, fracbes eluidas em pH 4,5; Canaletas 9, fragcbes
eluidas em pH 4; Canaleta 10, padrdo de peso molecular mostrando a mobilidade relativa

das proteinas (padrao) em kDa.
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5.8 - ATIVIDADES BIOLOGICAS

Dentre as varias propriedades apresentadas pelos interferons, uma delas é a espécie-
especificidade, isto €, o IFN produzido em células de uma dada espécie tem uma maior
atividade antiviral em células da mesma espécie que o produziu. Contudo, alguns FN
humanos, como o HulFNas e HulFNa, apresentam atividade cruzada em células bovinas
e murinas, em diferentes niveis, enquanto que o HulFN- mostra atividade antiviral muito
baixa nestas células. Os estudo empregando-se moléculas hibridas destes IFN, permite
avaliar os dominios das proteinas, envolvidos na interagdo com 0s receptores e as
diferentes respostas celulares. Os hibridos construidos foram analisados em diferentes

células (Vero, L-929, MDBK e WISH), através da sua atividade antiviral.

Ap0s a producéo e purificag@o dos IFN, estes foram dialisados em PBS e o primeiro teste
de atividade bioldgica foi de medida de atividade antiviral em células Vero. Na titulacdo
das amostras dialisadas, nenhum dos IFN apresentou titulo em relagdo a atividade
antiviral (FIGURA 21 A). Nas canaletas onde foram aplicadas diluicbes seriadas das
proteinas hibridas, nenhum efeito de inibicdo da multiplicacdo do virus foi observado. Nas
canaletas do controle de virus, observamos o efeito citopéatico (ECP) e nas canaletas do

controle de células, a viabilidade das mesmas, no experimento de titulagdo.

Entretanto, quando analisamos a titulagdo dos extratos bacterianos induzidos com IPTG,
das culturas referentes as proteinas hibridas, observamos que nas canaletas onde foram
aplicadas diluicbes seriadas das amostras dos clones induzidos (), houve uma protecao
das células, assim como esta protegcdo ndo foi observada nas canaletas onde foram

aplicadas as amostras das bactérias nao induzidas (NI) (FIGURA 21 B).

Com este resultado, resolvemos entdo adicionar 0 mesmo tampdo de amostra de
proteina, o qual foi adicionado aos extratos bacterianos, as amostras dos IFN dialisados e
aguecer estas amostras 60°C, por 5 minutos. Os resultados sdo mostrados na FIGURA
22.
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FIGURA 21: Titulo dos interferons recombinantes e hibridos, em células Vero. As

diluicdes seriadas na razdo de 2 das diferentes prepara¢cdes dos IFN recombinantes

purificados e dialisados (A) e dos extratos bacterianos induzidos (1) ou ndo (NI) (B), foram

incubadas com células Vero e ap6s 24h tratadas com virus EMC (100 TCIDso). As células

foram observadas diariamente até quando foi observado um ECP de 100% no controle de

virus. O titulo foi expresso como o inverso da diluicdo onde ocorreu uma redugédo em 50%

do ECP, quando comparado as células tratadas com IFN e o controle de virus.

93



Para todas as amostras dos IFN purificados e dialisados testadas, foram feitas
preparacfes em paralelo destas, com tampé&o de amostra de proteinas 2x, o qual contém
0,75M de B-mercaptoetanol e 2% de SDS. Isto porque foi observado que os interferons
purificados e dialisados ndo apresentavam atividade antiviral em células Vero, como
mostrado anteriormente (FIGURA 21 A). Sendo assim, uma vez que moléculas contendo
elevado teor de aminoacidos hidrofébicos tendem a formar complexos quando em
solucdo, resolvemos entdo testar a atividade destas proteinas acrescidas de tampéo de

amostra.

As células tratadas com os IFN preparados com o tampdo de amostra e aquecidos a
60°C, por 5 minutos, mostraram atividade antiviral em células Vero (FIG. 22). Além disso,
observa-se que o recombinante rHulFN-a94, apresentpu uma atividade antiviral, sem o
tampao de amostra, entretanto esta atividade foi muito menor, comparada com a atividade
deste quando acrescentado de tampao de amostra e aquecido. Em outras células, como
em MDBK e Wish, também foi observada atividade antiviral dos IFN recombinantes e

hibridos, somente quando acrescentado o tampé&o de amostra (dado ndo mostrado).
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FIGURA 22: Titulo dos interferons recombinantes hibridos purificados, em células
Vero. As diluicbes seriadas na razdo de 2 das diferentes preparagbes dos IFN
recombinantes purificados foram incubadas com células Vero e apds 24h tratadas com
virus EMC (100 TCIDsp). As células foram observadas diariamente até quando foi
observado um ECP de 100% no controle de virus. O titulo foi expresso como o inverso da
diluicdo onde ocorreu uma redugdo em 50% do ECP, quando comparado as células

tratadas com IFN e o controle de virus.
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5.8.1 - EFEITO DO B-MERCAPTOETANOL E DO TAMPAO DE AMOSTRA, NA
MULTIPLICACAO DO VIRUS EMC, EM CELULAS VERO

O B-mercaptoetanol (BME) é um agente redutor que quebra pontes de sulfeto. Este
agente redutor é utilizado em tampao de amostra de proteinas, juntamente com SDS, um
detergente anibnico que rompe quase todas as interacfes ndo-covalentes nas proteinas
nativas. Estes se ligam as cadeias protéicas principais, numa proporcédo de um SDS para
cada dois aminoacidos, o que da ao complexo de SDS/proteina, uma carga negativa,

aproximadamente proporcional a massa da proteina.

Em algumas construcdes, os IFN hibridos obtidos (FIG. 22) apresentaram atividade
antiviral somente apods a adicdo do tampao de amostra e aquecimento (60°C). Entretanto,
a inibicdo da multiplicac@o dos virus poderia estar associada ao efeito inibidor do SDS ou
BME. Para tanto, foi testado o efeito destas substéncias no ciclo de multiplicacdo dos
virus EMC, utilizados em células VERO. Quantidades de BME relativas ao do tampéo de
amostra foram testadas isoladamente, assim como o tampao de amostra. Além disso, as
amostras foram também aquecidas, assim como as amostras de interferons testadas nos

experimentos de titulacao.
Os resultados estdo mostrados na FIGURA 23, e mostram que tanto o -mercaptoetanol

guanto as outras substancias contidas no tampéo de amostra, nao possuem efeito sobre

a multiplicacdo do Virus EMC.

96



Bmercap.| + + + + - - - -
T. A. 2X - - - - + + +

+
Aquecido| + - + - + - + - CcC CVv

Diluicao

=
o | @ T@ECE T @D ’.Q‘
o (D DOGODOOOOOO O
1/800 %mm@ﬂﬂﬁm.‘ﬂ"
uieoo | iﬁmﬁQQQQ..QQ
1/3.200 ”‘@@Q...‘.‘.G
1/6.400 ”%@@@'QOQ‘..
1/12.800) @ M Q

1/25.600 @ . £ @ ‘

FIGURA 23: Efeito do B-mercaptoetanol e do tamp&o de amostra, na multiplicacéo

do virus EMC, em células Vero. Diluigbes seriadas do -mercaptoetanol e do tampé&o de
amostra, aquecidas (60°C) ou néo, por 5 minutos, foram incubadas em estufa de CO- por
24 horas com células Vero. Em seguida foram adicionados virus EMC (100 TCIDso) por 48
horas, quando entao foi observado o efeito dessas substancias na multiplicacdo do virus,
comparando-se o0 efeito citopatico das camaras onde foram adicionados o pB-
mercaptoetanol e o tampao de amostra de proteinas 2x, com as camaras de controle de
virus (CV) e de células (CC).
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5.8.2 - ATIVIDADE ANTIVIRAL EM DIFERENTES SISTEMAS CELULARES

Os experimento de titulagdo dos IFN nos diversos sistemas celulares foram feitos no
minimo 3 vezes (experimentos independentes). Os titulos mostrados referem-se a uma
média entre os valores obtidos. Estes valores podem ser observados nas TABELAS 2 e 3,
assim como também podem ser visualizados nas FIGURAS 24 a 28. A atividade antiviral
nao foi observada em células L-929 para nenhum dos interferons hibridos testados.

Nas FIGURAS 24, 25, 26, 27 e 28, pode-se observar a protecdo das células, contra o
virus utilizado no desafio, pelos interferons recombinantes obtidos. O titulo foi dado como
o inverso da diluicdo na qual foi observada uma redugdo em 50% do ECP, quando

comparada aquelas nas camaras do controle de virus.

O rHulFN-B, que ndo possui nenhuma modificacdo na sequiéncia dos aminoacidos, foi
também produzido em E. coli como os outros hibridos, para servir de controle nos testes
realizados. O rHuUlFN-B mostrou uma atividade antiviral de 1x10°, 6x10° e 5x10° U/ml, em
células Vero, Wish e MDBK, respectivamente, sendo todas estas células desafiadas com
o virus EMC. Entretanto, mostrou uma diminui¢do na atividade antiviral em células MDBK
(6x10* U/ml), quando desafiadas com o virus BHV-1. Além disso, esse mesmo IFN néo
apresentou atividade antiviral detectavel (ou <1x10? U/ml) em células L-929 (TABELAS 2
e 3; FIG. 28).

O rHuUlFN-B97, que possui uma substituicdo da H97 pela A97, apresentou uma atividade
antiviral de 5x10° e 8x10° U/ml, em células Vero e Wish, respectivamente, desafiadas com
o virus EMC. Em células MDBK, apresentou atividade antiviral de (6x10° e 1x10° U/ml)
desafiadas com o virus EMC e BHV-1, respectivamente. Ja em células L-929 desafiadas
com o virus EMC, esse IFN também n&o apresentou atividade antiviral detectavel
(TABELAS 2 e 3; FIG. 28).

O hibrido rHulFN-B97a, cujas a-hélices C, D e E e alcas cd e de do IFN-B foram
substituidas por aquelas correspondentes do IFN-o, apresentou uma atividade antiviral de
5x10* U/ml em células Vero, entretanto a atividade antiviral foi menor em células Wish
(8x10% U/ml) e ndo detectavel em células L-929 (<1x102 U/ml), quando desafiadas com o

virus EMC. No entanto, em células MDBK, desafiadas tanto com o virus EMC como o
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BHV-1, a atividade antiviral desse hibrido foi maior (1x10° e 1x10° U/ml, respectivamente),
2 e 1 log, em relagdo a atividade antiviral do rHulFN- nas mesmas células (TABELAS 2 e
3; FIG. 28).

O rHulFN-094, gue possui uma substituicdo do D94 por L94, apresentou uma atividade
antiviral de 7x10° e 8x10° U/ml, em células Vero e Wish, respectivamente, desafiadas com
o virus EMC., Em células MDBK desafiadas com o EMC, apresentou maior atividade
antiviral (6x10° U/ml) e em células MDBK desafiadas com o virus BHV-1, a atividade
antiviral foi semelhante aquela das células Vero (3x10° U/ml). Da mesma forma como
encontrado para os outros IFN, em células L-929 desafiadas com o virus EMC, esse IFN

também ndo apresentou atividade antiviral detectavel (TABELAS 2 e 3; FIG. 28).

O hibrido rHulFN-0443106a., cujas a-hélices B e C e alcas bc e cd do HulFN-a2, foram
substituidas pelas mesmas do HulFN-B, a atividade antiviral detectavel em células Vero e
Wish foi menor em relacdo aos outros hibridos (4x10% e 6x10% U/ml, respectivamente),
assim como néo foi detectavel atividade em células L-929 (<1x10? U/ml). Entretanto, a
atividade antiviral observada em células MDBK desafiadas tanto com o virus EMC (5x10°
U/ml) quanto com o virus BHV-1 (1x10° U/ml), foi semelhante a dos outros hibridos
citados anteriormente (TABELAS 2 e 3; FIG. 28).

O HulFN-oyp utilizado em células Vero, Wish e MDBK como IFN padrdo e o HulFN-ozo1

utilizado em células L-929, foram titulados em experimentos anteriores sendo seus titulos

respectivamente 1x10° U/ml e 3x10* U/m.
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TABELA 2 - Titulo dos interferons (U/ml) obtidos em células VERO, WISH e L-

929 desafiadas com o virus EMC.

Células IFNooos  IFNozs  IFNB

IFNB97 IFNo94 IFNB97a  IFNa44B1060

VERO *NT 1x10° 1x10°

WISH *NT 1x10°  6x10°

L-929 3x10* *NT  <1x10?

5x10° 7x10° 5x10* 4x10°
8x10° 8x10° 8x10° 6x10°
<1x102 <1x102 <1x102 <1x102

*NT — N&o testado

<1x10? — Diluicdo minima testada

TABELA 3 - Titulo dos interferons (U/ml) obtidos em células MDBK

desafiadas com os virus EMC e BHV-1.

INTERFERONS RECOMBINANTES

Virus 2B B po7 94 B97a 0441060
EMC
1000 TCIDs,  2x10% 5x10° 6x10° 6x10° 1x10° 5x10°
BHV-1
200 TCIDs, ~ 1x105 6x10*  1x10° 3x10° 1x10° 1x10°
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FIGURA 24: Atividade antiviral dos interferons recombinantes em células VERO. As
diluicbes seriadas das diferentes preparacfes dos IFN recombinantes purificados foram
incubadas por 24 horas com células Vero, sendo em seguida, desafiadas com virus EMC
(100 TCIDsg) por 48 horas. O titulo foi dado como a reciproca da diluicdo na qual foi
observada uma reducdo em 50% do ECP quando comparada aquelas nas camaras do

controle de virus.
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FIGURA 25: Atividade antiviral dos interferons recombinantes em células Wish. As

diluicbes seriadas das diferentes preparacfes dos IFN recombinantes purificados foram

incubadas por 24 horas com células Wish, sendo em seguida, desafiadas com virus EMC

(100 TCIDso) por 48 horas.

O titulo foi dado como o inverso da diluigdo na qual foi

observada uma reducdo em 50% do ECP quando comparada aquelas nas camaras do

controle de virus.
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FIGURA 26: Atividade antiviral dos interferons recombinantes em células MDBK
desafiadas com o virus EMC. As diluigbes seriadas das diferentes preparacdes dos IFN
recombinantes purificados foram incubadas por 24 horas com células MDBK, sendo em
seguida, desafiadas com virus EMC (1000 TCIDso) por 48 horas. O titulo foi calculado pelo
inverso da diluicho na qual foi observada uma reducdo em 50% do ECP quando

comparada aquelas nas camaras do controle de virus.

103



1,E+07 ~
1,E4+06 -
B IFNB
1,E+05 -+ IFNB97
- O IFNA9%4
g 1,E+04 +
D O IFNB97A
1,E+03 - O IFNA44B106A
IFNA2b
1,E+02 +
1,E+01 ]

FIGURA 27: Atividade antiviral dos interferons recombinantes em células MDBK,
desafiadas com o BHV-1. As diluigbes seriadas das diferentes prepara¢fes dos IFN
recombinantes purificados foram incubadas por 24 horas com células MDBK, sendo em
seguida, desafiadas com virus BHV-1 (200 TCIDso) por 48 horas. O titulo foi calculado
pelo inverso da diluicAo na qual foi observada uma reducdo em 50% do ECP quando

comparada aquelas nas camaras do controle de virus.
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* Virus utilizados em cada célula:

Wish - EMC (100 TCIDsp)
Vero - EMC (100 TCIDso)
L-929 - EMC (10 TCIDso)
MDBK-1 - EMC (1000 TCIDsp)
MDBK-2 — BHV1 (200 TCIDsp)

FIGURA 28: Comparacgao da atividade antiviral dos interferons recombinantes, nos

diferentes sistemas celulares. As diluigcbes seriadas das diferentes preparac¢des dos IFN

recombinantes purificados, foram incubadas por 24 horas com células Wish, Vero, L-929

ou MDBK, sendo em seguida, desafiadas com os respectivos virus, por 48 horas. O titulo

foi calculado pelo inverso da diluicdo na qual foi observada uma reducdo em 50% do

ECP, quando comparada aquelas nas camaras do controle de virus.
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59 - NEUTRALIZACAO DA ATIVIDADE ANTIVIRAL DOS INTERFERONS
RECOMBINANTES E HIBRIDOS EM CELULAS VERO, POR ANTICORPO ANTI-a.

A neutralizacdo da atividade antiviral dos IFN recombinantes pelo anticorpo policlonal
antiHUlFN-a, em células Vero infectadas com o virus EMC, é mostrado na FIGURA 29 (A
e B). Podemos observar a neutralizagédo total da atividade antiviral do rHulFN-a94 pelo
anticorpo antiHulFN-a.. Contudo, a atividade do hibrido rHulFN-B97a foi parcialmente
neutralizada pelo anticorpo antiHulFN-a,, assim como a atividade antiviral dos interferons
rHUulFN-B e rHulFN-B97. N&o foi possivel analisar a neutralizagdo da atividade antiviral do
interferon hibrido rHulFN-044p3106a neste experimento, uma vez este IFN possui baixa

atividade antiviral em células Vero (4x10% U/ml).
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FIGURA 29: Neutralizagdo da atividade antiviral dos interferons recombinantes em

células Vero, por anticorpo Anti-a. Os IFN recombinantes foram diluidos em série em

placa de microtécnica e incubados a 37°C com anticorpo antiHulFN-a por 1 hora. Apés

esse intervalo foram adicionados células Vero e virus EMC (100 TCIDso) e incubados em

estufa de CO,, a 37°C, por 48 h quando foi feita a leitura do ECP.
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5.10 - ANALISE DOS NIVEIS DA ACUMULACAO DE mRNA DOS GENES INDUZIDOS
PELOS INTERFERONS RECOMBINANTES E HIBRIDOS

A protecdo das células a infeccao viral pelos IFN esté relacionada com a capacidade
desses em induzir uma série de genes (ISG), os quais desencadeardo VArios processos,
que levardo ao estado antiviral. Dentre estes genes induzidos pelos interferons, podemos
citar véarios conhecidos, que ja foram mostrados como relacionados com o
desenvolvimento de um estado antiviral na célula. A induc@o de alguns desses genes
sabidamente induzidos por IFN, como 2'5" oligoadenilato sintetase (2°5°OAS), 6-16 e
MxA, foram analisados em células WISH. Da mesma forma, foi analisada também a

inducdo do gene GBP em células murinas L-929.

Na FIGURA 30 estéo apresentados os resultados das indug¢des de genes 2°'5'0OAS e 6-16
pelos IFN hibridos e IFN controles rHulFN-o2, € rHuUulFN-B, e na FIGURA 31, sao
mostrados os resultados da indugdo do gene MxA, também por estes IFN. As células
Wish tratadas com estes IFN apresentaram acumulo dos mRNA do gene 2’5’ OAS (FIG.
30 A), do gene 6-16 (FIG. 30 B) e do gene MxA (FIG. 31 A). Os maiores niveis de
acumulagdo dos mRNA do gene 2’5" OAS em células Wish, pode ser observada nas
células tratadas com os rHulFN-B e rHulFN-B97 (FIG. 30 A), no entanto, nas células
tratadas pelos outros IFN, rHUlFN-a94, rHUlFN-B97a e o rHulFN-a44p106q, foi observado
também um nivel de acumulagédo deste mRNA (FIG. 30 A). Nas células tratadas ou n&do
com o tampdo de amostra de proteina, ndo foram observados niveis detectaveis deste
mMRNA (FIG. 30 A).

As células Wish quando tratadas com estes IFN apresentaram niveis de acumulo do
MRNA do gene 6-16 (FIG. 30 B). Nas células Wish nao tratadas com os IFN, ndo foram
observados niveis detectaveis de mRNA do gene 6-16, assim como nas células tratadas
com o tampédo de amostra de proteina (FIG. 30 B). Observa-se também na FIGURA 30
(C), a normalizacao da quantidade de RNA aplicados em cada canaleta, através da

visualizagdo do RNA ribossomal 18S.
Na FIGURA 31, observamos um acumulo dos mRNA transcritos do gene MxA, induzidos

pelos IFN hibridos testados, assim como pelo IFN padrdo HulFN-a2.. Entretanto,

observamos um maior acimulo do mRNA quando as células foram tratadas com o IFN

108



recombinante HulFN-B e com o hibrido rHulFN-B97. Nas células ndo tratadas com IFN,
ndo foi observado acumulo deste mRNA, a ndo ser niveis basais de transcricdo desse
gene. A normalizacdo da quantidade de RNA aplicados em cada canaleta foi observada,
através da visualizagdo do RNA ribossomal 18S (FIG. 31 B).

Na FIGURA 32 sdo apresentados os resultados da inducdo do gene GBP pelos IFN
hibridos e IFN controle rHulFN-oz01, em células L-929. Como observado na FIGURA 32
A, ndo houve acumulo dos mRNA do gene GBP, para nenhum dos interferons
recombinantes e hibridos testados (rHulFN-094, rHulFN-B, rHulFN-B97, HUulFN-B97a e
rHUulFN-044p31060). No entanto, a acumulagdo do mRNA do gene GBP, foi observada nas
células tratadas com o IFN recombinante, rHUlFN-az0u, 0 qual ja foi mostrado como tendo
atividade antiviral nessas células. As células tratadas ou nao com tampéo de amostra de
proteinas, também nao apresentaram niveis detectaveis de acumulo de transcritos desse
gene. A normalizagdo da quantidade de RNA aplicados em cada canaleta foi feita

também, através da visualizagdo do RNA ribossomal 18S.
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FIGURA 30: Acumulacdo dos mRNA dos genes 2'50AS e 6-16, induzidos pelos
interferons recombinantes e hibridos, em células Wish. Células WISH foram tratadas
com os diferentes interferons por (18 h) e o RNA total foi extraido, quantificado e
separado eletroforeticamente em gel de agarose. Em seguida foram transferidos para
membrana de nylon e a membrana tratada com sondas marcadas radioativamente
correspondendo aos genes 2'5°0AS (A) e 6-16 (B), e o RNA ribossomal 18S (C). As
setas indicam as bandas referentes aos RNAs obtidos. Canaleta 1, HulFN-oz,; Canaleta
2, células ndo tratadas; Canaleta 3, células tratadas com tampdo de aplicagdo de
amostra; Canaleta 4, rHulFN-B; canaleta 5, rHulFN-094; Canaleta 6, HulFN-B97a;
Canaleta 7, rHUlFN-B97; Canaleta 8, rHulFN-a443106¢.
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FIGURA 31: Acumulacdo do mRNA do gene MxA, induzido pelos interferons
recombinantes e hibridos, em células Wish. Células WISH foram tratadas com os
diferentes interferons por (18 h) e o RNA total foi extraido, quantificado e separado
eletroforeticamente em gel de agarose. Em seguida foram transferidos para membrana
de nylon e a membrana tratada com sondas marcadas radioativamente correspondendo
ao gene MxA (A) e o RNA ribossomal 18 S (B). As setas indicam as bandas referentes
aos mMRNA obtidos. Canaleta 1, HulFN-azp; Canaleta 2, células nao tratadas; Canaleta 3,
rHUlFN-B; Canaleta 4, rHulFN-a94; Canaleta 5, HulFN-B97a; Canaleta 6, HulFN-B97;
Canaleta 7, rHUlFN-a4431060.
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FIGURA 32: Acumulacdo do mRNA do gene GBP, induzido pelos interferons

recombinantes e hibridos, em células L-929. Células L-929 foram tratadas
com os diferentes interferons por (18 h) e o RNA total foi extraido, quantificado e
separado eletroforeticamente em gel de agarose. Em seguida foram transferidos
para membrana de nylon e a membrana tratada com sondas marcadas
radioativamente correspondendo ao gene GBP (A) e o RNA ribossomal 18S (B).
As setas indicam as bandas referentes aos RNAs obtidos. Canaleta 1, HulFN-
az0u; Canaleta 2, células nado tratadas; Canaleta 3, células tratadas com tampao
de aplicacdo de amostra; Canaleta 4, rHulFN-B; Canaleta 5, rHulFN-094; Canaleta

6, HUIFN-B97a; Canaleta 7, rHUIFN-B97; Canaleta 8, rHUlFN-a443106a.
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6 — DISCUSSAO E CONCLUSOES
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6.1- CONSTRUCAO E CLONAGEM DOS INTERFERONS HUMANOS HIiBIDOS

A construcao de proteinas hibridas através do uso da engenharia genética é uma técnica
que vem sendo utilizada, no Laboratério de Virus, desde a década de 1980. O pioneiro
destas construgbes foi CARVALHO, que em sua tese de doutorado (1998), mostrou a
construcdo de varios HulFNo/HUIFNB hibridos. Todas estas constru¢des foram possiveis,
a partir da obtencdo do fragmento génico que codifica para estas proteinas ndo mutadas
(naturais), os quais foram clonados em vetores de expresséo, sendo estes utilizados

como molde para a insercao das diferentes mutacoes.

Neste trabalho, a contrucdo dos hibridos foi possivel pela utilizacdo de construgdes
anteriores, algumas delas adicionadas de novos sitios de restriccdo que permitiu a
construcdo de novos hibridos. Através da técnica do PCR, foi possivel inserir os sitios de
restricdo nos fragmentos dos acidos nucleicos que codificam para a proteina madura dos
HulFN e a consequente construcdo dos diferentes fragmentos propostos (FIG. 7). A
transferéncia para vetores de expressao (FIG. 10), permitiu a producdo das proteinas em
procariotos, como descrito por STUBER, 1990. O sequenciamento dos plasmideos
obtidos com os hibridos confirmou a correta clonagem destes, assim como a inser¢ao das

modificacBes desejadas.

6.2 - PRODUCAO E PURIFICACAO DOS INTERFERONS

A produgdo dos rHulFN utilizados neste trabalho, foi feita em sistema de procarioto,
utilizando a bactéria E. coli M15. Todos os IFN foram produzidos pela bactéria apés
inducdo com IPTG (FIG. 11 e 12), sendo uns induzidos em mair ou menor quantidade. A
variagdo na producdo destas proteinas é devida a alguns fatores intrinsecos da propria
proteina recombinante, como também a fatores do hospedeiro (bactéria). Um exemplo
bem conhecido em relacdo aos fatores protéicos é em relacdo a alta hidrofobicidade do
HulFN-B, que além de causar um efeito toéxico na bactéria hospedeira, também é
responsavel pela dificuldade de purificacéo e cristalizagdo deste IFN (FRESENIUS et al.,
1997). Este autor propds a substituicdo de 10 residuos hidrofébicos de fenilalanina e
leucina (expostos nas a-hélices D e E) pelo aminoacido serina. Os resultados mostraram

que, em trés moléculas em que apenas um destes aminoacidos foi trocado, houve
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aumento da solubilidade e producao do rHulFN-B sem modificacdo da atividade biolégica
(FRESENIUS et al., 1997). Além disso, proteinas de eucariontes sdo muito pouco
expressas em E.coli, quando estas contém sequiéncias de codons raramente usados pela
bactéria, inseridas nos vetores de expressao, também chamada “hungry coédon syndrome”
(KURLAND e GALLANT, 1996).

A concentracdo das proteinas ndo foi possivel de ser avaliada por espectrofotometria
através do “Kit Bio-Rad Assay” (Bio-Rad laboratories, USA). Este método de quantificacédo
nao foi sensivel o suficiente para quantificar os IFN, mas a confirmacao da producao das
proteinas foi feita através da visualizacdo destas em SDS-PAGE. Neste sistema de
fracionamento eletroforético de proteinas desnaturadas, foi possivel a visualizagdo de
bandas referentes aos IFN, sendo a mobilidade relativa destas proteinas comparada
aguela de padrbes de massa molecular, que evidenciam a mobilidade relativa de

proteinas conhecidas, com massa molecular também conhecida.

Em todas as proteinas produzidas pelos plasmideos de expressao pDSss € pQE9, foram
inseridos os amino acidos M, S e seis residuos de H, na sua regido N-terminal. A
afinidade de ligacao das 6 histidinas a Ni-NTA, que € maior que a afinidade de ligacao
entre antigeno/anticorpo ou enzima/substrato, foi utilizada para a purificacdo das
proteinas recombinantes (HOCHULI et al., 1987). A cauda de H nédo é carregada em pH
fisiolégico e geralmente ndo altera a secrecdo, compartimentalizacdo e o enovelamento
das proteinas, ndo interferindo na estrutura e funcéo das proteinas (STUBER et al., 1990).
Por isso, este método descrito ha mais de uma década tem sido utilizado até hoje para a
purificagdo de uma grande variedade de proteinas recombinantes, inclusive IFN hibridos
(rHulFNa2\ag) com algumas variagbes em relagdo a coluna de afinidade (PLATIS e
FOSTER, 2003).

A purificagdo das proteinas foi confirmada em SDS-PAGE. Todos os IFN recombinantes
e hibridos foram purificados neste sistema. Entretanto, algumas diferencas na purificacao
foram observadas. O rHulFN-B97a foi 0 que apresentou um melhor grau de purificagéo,
em relacdo a quantidade purificada, comparado com todos os outros hibridos (FIG. 17). A
proteina foi eluida em todos os gradientes de pH utilizados (5,0; 4,5 e 4,0), entretanto, em

relacdo a pureza, as amostras das proteinas que foram eluidas no pH 4,0, foram as que
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apresentaram maior quantidade de proteinas contaminantes. A diminuicdo do pH
favoreceu a eluicdo de outras proteinas ligadas a coluna. Estes dados estdo de acordo
com STUBER et al., 1990, cujas proteinas recombinantes foram eluidas nos pH 5,9 e 4,5.
Entretanto, estes pesquisadores ndo usaram gradientes de pH. Em nosso trabalho, o uso
deste gradiente foi adaptado, de acordo com os resultados obtidos.

Os IFN recombinantes rHulFN-a94, rHulFN-B97 e rHulFN-B, apresentaram um grau de
purificacdo parecidos (FIG 16, 18 e 19). Contudo o grau de purificacdo ndo foi satisfatério
e precisa ser aprimorado. Os rHulFN-a94 e rHulFN-B97 foram eluidos nos pH 4,5 e 4,0,
entretanto, no pH 4,0 também foi observado bandas referentes a proteinas
contaminantes, mas em quantidades bem menores que aquelas mostradas para o
rHUlFN-B97a. J& o rHulFN-B, foi eluido nos pH 5,0 e 4,5 e na fragdo 1 do pH 5,0 foi

observado pequenas quantidades de bandas referentes a proteinas contaminantes.

O rHulFN-044p106a foi 0 que apresentou menor grau de purificacdo (FIG. 20). Este
hibrido foi eluido somente em fra¢des do pH 5,0 e nestas fra¢cdes, bandas relacionadas a
proteinas contaminantes também foram visualizadas no gel. Varias tentativas foram feitas
no sentido de melhorar a purificagdo deste hibrido, entretanto sem sucesso. A dificuldade
da purificacdo de proteinas que possuem cisteinas (HulFN-o2, € HulFN-B possuem
respectivamente, 4 e 3 cisteinas), ja foi descrita (STUBER et al., 1990). Entretanto, as
duas bandas mais fortes de proteinas observadas, apresentavam uma mobilidade relativa
de 20 e 26 kDa aproximadamente. Este dado sugere a possibilidade de ter ocorrido
sintese da proteina inteira, assim como a sintese pode ter sido interrompida por algum
fator e isto, levou a producdo de uma proteina com menor massa. Entretanto, isto é
apenas uma especulacdo, uma vez que deveriam ter sido feitos testes para comprovar
esta hipo6tese. O fato é que este hibrido apresentou atividade bioldgica e a confirmacéo de
gue a atividade observada era realmente relacionada ao rHulFN-a443106q, foi feita

através de ensaio de imunoreacéo (Western Blot).

O tamanho molecular aparente dos IFN recombinantes e hibridos, apds purificagéo, foi
estimado entre 20 e 26 kDa, a partir dos dados de mobilidade relativa (Rf) obtidos em
SDS-PAGE (FIGURAS 16 a 20). A diferenca de mobilidade relativa observada entre os
hibridos pode ser explicada em parte, devido ao calculo do peso molecular aparente estar

sujeito a erro. Entretanto, as diferencas podem também ser atribuidas as caracteristicas
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bioguimicas das moléculas. O SDS, utilizado na técnica de fracionamento de proteina em
SDS-PAGE, se liga a toda cadeia polipeptidica, mascarando a carga da molécula e
contibuindo para que estas sejam desnaturadas. Além disso, 0 agente redutor [3-
mercaptoetanol rompe as pontes dissulfeto das proteinas. Neste contexto, a migragéo da
proteina s6 dependeria da massa molecular desta. Porém, como demonstrado por alguns
pesquisadores, isto ndo é a regra (DUBE e FLYNN, 1998). A quantidade de SDS que se
liga aos aa bésicos e hidrofobicos € maior que naqueles acidos e hidrofilicos, como
demonstrado a muitos anos, por MALEY et al., (1977). Também, a quantidade de SDS
que se liga as proteinas é influenciado pela concentracdo de sal, carga elétrica média e
conformagéo estrutural da proteina (PITT-RIVERS e IMPIOMBATO, 1968; TUNG e
KNIGHT, 1972).

6.3 - ATIVIDADES BIOLOGICAS

As modificagdes feitas na estrutura dos IFN controles rHulFN-a94 e rHulFN-B97, assim
como nos rHulFN hibridos rHUlFN-B97a e rHulFN-a443106a, foram testadas em relacdo
a atividade antiviral e inducdo de genes por 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 relacdo entre estrutura e funcdo. 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 biologicas similares, porém, mostrando diferengas quantitativas e qualitativas,
quando testados em sistemas homoélogos ou heter6logos (LEAMAN et al.,, 2003;
DUMOUTIER et al., 2004).

Os testes da atividade bioldgica das proteinas recombinantes e hibridas, foram feitas
didlises em tampao de uréia com concentracdes decrescentes (6M, 4M e 2M) e em
seguida, dialisadas contra PBS contendo 0,025% de SDS. Este processo de dialise
diminuindo gradativamente a concentracdo da uréia foi feito, na tentativa de minimizar a
renaturacdo incorreta das proteinas, assim como minimizar a formacdo de agregados,
uma vez que ja foi demonstrado que, principalmente o IFN- produzido em sistema de

procarioto, ou seja, ndo glicosilado, possui essa caracteristica (KARPUSAS et al., 1998).
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Além disso, a adicdo de SDS ao PBS foi feita também, porque dados do laboratério
mostraram o aumento da estabilidade da atividade antiviral (FERREIRA, 1982). O uso de
SDS em tampd@es utilizados para a dialide de IFN ja foi descrito por véarios autores, sendo
também mostrado nas preparagdes de amostras do rHulFN-Bseri7, devido ao alto teor de

residuos hidrofébicos expostos na molécula do IFN-B. (KARPUSAS et al., 1998).

A medida da atividade bioldégica dos recombinantes produzidos e dialisados foi
evidenciada pelo desenvolvimento da atividade antiviral, o qual € descrita como uma das
principais atividades dos IFN (FIG. 21). Os resultados de medida da atividade antiviral dos
IFN construidos s6 foram observados, em presenca de B-mercaptoetanol (BME) e SDS, e
guanso as amostras foram aquecidas a 60°C, durante 5 minutos (FIG. 22). Estes dados
vdo contra aqueles encontrados na literatura, onde as proteinas utilizadas sé&o
renaturadas em tampdes especificos, como mostrado recentemente por PLATIS e
FOSTER, 2003. Além disso, as C31 e C141 formam pontes dissulfeto do HUlFN-B e entre
as C1 e C98 e entre as C29 e C138 no HulFN-o, 0 que é de extrema importancia para a
manutencdo da estrutura conformacional da molécula e a sua interagdo com o receptor
celular (KARPUSAS et al., 1998). O tratamento dos recombinantes constrruidos com ME
provavelmente ira desfazer as pontes de S-S, porém ao ser diluido em meio de cultura
deve retornar ao estado conformacional natural o que permite a sua interagdo com o

receptor.

Como ja dito anteriormente, o IFN-B ndo glicosilado forma agregados entre as suas
moléculas, além de ser suceptivel & formacdo de dimeros, através da ligagdo entre as
duas histidinas presentes nas moléculas, nas posi¢cdes 93 e 97 (KARPUSAS et al., 1998).
Em relagdo a formacdo de dimero, no entanto, RUNKEL et al., (2000), mostraram as
substituicbes das H97 por A97 nédo interferiram com a atividade bioldégica do mutante.
Sendo assim, a formag&o do dimero ainda é uma controvérsia, em relacdo ao seu papel
na atividade biolégica desestes IFN. Nossos resultados com o HulFN-B97, no qual
também foi substituida a H97 por A97, também estao de acordo com os de RUNKEL et
al., (2000).

Os resultados obtidos em nossos estudos indicam que os IFN recombinantes e hibridos
obtidos, apés dialise, podem néo ter tido a renaturacdo que permitissem a interacdo com

0s receptores. Possivelmente, por interacfes intramoleculares de tal forma a expor ou
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aminoacidos carregados ou regifes hidrofébicas, que passaram a interferir na ligacéo
com o receptor celular. Por outro lado, também indicam o papel das cisteinas,
provavelmente pela formacdo de pontes dissulfeto, na estrutura destes hibridos. Esta
suposicao € baseada no fato de que quando foi adicionado BME e SDS e as amostras
foram aquecidas, houve o restabelecimento da atividade antiviral. Tudo indica que as
proteinas tiveram suas pontes dissulfeto rompidas pelo BME e em meio isotbnico das
células ocorreu, mesmo que por um breve momento o0 restabelecimento da estrutura

conformacional passivel de induzir a protecéo antiviral.

A guantidade do tamp&o de amostra de proteinas foi ajustada, através de testes em
varios experimentos, de forma que a concentragdo néo foi toxica para as células, mas o
suficiente para a manter a atividade da proteina. O tampé&o de amostra de proteina, que é
utilizado na concentragéo 1x para fracionamento em SDS-PAGE, foi diluido 10x para ser
utiizado nas amostras de proteinas, nos experimentos de medida das atividades
biologicas. Sendo assim, a quantidade de BME e SDS foi menor, mas necessaria para o

restabelecimento da atividade protéica.

A partir dos resultados obtidos com as proteinas adicionadas de tampdo de amostra de
proteina, foi necessario mostrar que a inibicdo da multiplicacdo do Virus EMC néo era
ocasionada pela acdo das substancias contidas no tamp&o da amostra utilizado ou da
presenca de inibidores apds o aquecimento. Os resultados obtidos mostraram que nem o
BME, nem os componentes do tampéo de amostra, foram capazes de interferir com a
multiplicacdo do virus (FIG. 23). Sendo assim, ficou demonstrado que a inibicdo da
multiplicacdo do virus no teste de atividade antiviral obtida, era devida exclusivamente,

aos IFN testados.

6.3.1 — ATIVIDADE ANTIVIRAL DOS IFN RECOMBINANTES E HIBRIDOS - rHulFN-,

rHUlFN-B97, rHUlFN-a94, rHUlFN-B97a E rHUlFN-a44B106a

ATIVIDADE ANTIVIRAL EM CELULAS VERO

A atividade antiviral apresentada pelo rHulFN-B e pelo IFN controle rHUlFN-B97, em

células Vero desafiadas com o virus EMC (1X10° e 5X10° U\ml, respectivamente), foi
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muito semelhante (FIG. 24). Assim, a substituicdo do aminoacido H97, com carga
positiva, para A97, com carga neutra, na por¢ao inicial da alga cd na molécula do rHulFN-
B, ndo determinou nenhuma alteracdo da molécula que pudesse interferir na ligacdo da

molécula ao receptor destas células e na atividade antiviral.

Da mesma maneira, a atividade antiviral observada para o rHulFN-a94 em células Vero
desafiadas com o virus EMC (7x10° U\ml), foi muito semelhante a atividade do HulFN-a.
(FIG. 24). Portanto, a substituicdo do aminoacido D94 com carga negativa, para A94, com
carga neutra, ndo influenciou na ligacdo ao receptor e na atividade antiviral do IFN

controle construido.

Em relacdo a atividade antiviral apresentada pelos hibridos rHulFN-B97a e rHulFN-
a44B106a. (5x10* e 4x10% U\ml), em células Vero, houve uma diminuicdo em cerca de um
a dois log da atividade biologica em relagdo aos controles (FIG. 24). Estes resultados
associados aos dados obtidos em nosso laboratério com os hibridos rHulFN-B131a
(BRITO, 2000) e rHulFN-f107a (CARVALHO, 1998), cuja atividade antiviral especifica
nestas células foi também menor aquela apresentada pelo rHUlFN-B, nos permite sugerir
que a atividade antiviral nestas células pode estar relacionada a regidao C-terminal da
molécula do HulFN-B, ou mais especificamente as a-hélices D e E, as quais foram

substituidas pelas mesmas do HulFN-a.

ATIVIDADE ANTIVIRAL EM CELULAS WISH

A atividade antiviral apresentada pelo rHulFN-B e pelo IFN controle rHUlFN-B97, em
células Wish, desafiadas com o virus EMC (6X10° e 8X10° U\ml, respectivamente), foi
muito semelhante (FIG. 25). Sendo assim, como observado em células Vero, a
substituicdo do aminoacido H97, para A97, nao determinou nenhuma alteracao
conformacional da molécula que pudesse interferir na ligacdo da molécula ao receptor

destas células e na atividade antiviral.

Da mesma maneira, a atividade antiviral observada para o rHulFN-a94 em células Wish

desafiadas com o virus EMC (8x10° U\ml), foi muito semelhante a atividade do HulFN-a.2
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(FIG. 25). Portanto, a substituicdo do aminoacido D94 para A94, nado influenciou na
ligacdo ao receptor e na atividade antiviral do IFN controle construido, em células

humanas.

A baixa atividade antiviral apresentada pelos hibridos rHUlFN-B97a e rHulFN-a4431060.
(8x10% e 4x10% U\ml), em células Wish (FIG. 25), foi um dado interessante e importante,
que associado também a outros dados obtidos em nosso laboratério com os hibridos
rHUlFN-B46a e rHUlFN-B107a (CARVALHO, 1998), nos permite sugerir que a regiao C-
terminal do HulFN-$ € importante para manutengdo de sua atividade antiviral em células
humanas. Entretanto, esta regido em separado, ndo é responsavel pelo aumento de
afinidade de ligacdo deste IFN ao seu receptor celular, uma vez que CARVALHO, (1998),
observou também que o hibrido rHulFN-a1098, cuja regido C-terminal, ou mais
precisamente a-hélices D e E do HulFN-B foi adicionada ao HulFN-a, apresentou uma

menor atividade antiviral em células Wish, comparado ao controle rHulFN-a109.

ATIVIDADE ANTIVIRAL EM CELULAS MDBK

Varios pesquisadores virologistas mostram que 0s virus desenvolvem mecanismos de
defesa, que impedem as células hospedeiras de interfirirem em seu ciclo de multiplicacéo,
0 que permite que alguns virus sejam mais ou menos “patogénicos”, em relagcdo a
diferentes sistemas celulares. Recentemente, BARRECA e O'HARE, 2004, mostraram
diferencas no padrao de inibicdo da multiplicagcdo do virus humano Herpes Simples 1
(HSV), em diferentes células (Vero e MDBK). A inibicdo da multiplicacdo do HSV foi
fortemente evidenciada, apos 6 dias de infeccédo, em células MDBK, ao contrario daquela
observada em células Vero. Parte deste efeito foi relacionado a produgdo de IFN em
MDBK, induzida pela infeccao viral, o que ndo ocorre em células Vero, ja que estas sao
deficientes nesta via de inducdo destas citocinas. Outro dado interessante mostrado neste
trabalho foi, a capacidade do HSV em induzir a producédo de IFN em MDBK, e a falta de
capacidade de induzir a producdo de IFN em células humanas HeLa (BARRECA e
O'HARE, 2004). Portanto, para avaliarmos se existe alguma diferenca entre o titulo de
atividade antiviral entre os IFN recombinantes e hibridos em MDBK, estas células foram

desafiadas por dois virus diferentes, EMC e BHV-1.

121



Em células MDBK desafiadas com o virus EMC, o titulo de atividade antiviral dos rHulFN-
B e rHUlFN-B97 foi muito semelhante (5x10° e 5x10° U/ml) (FIG. 26). Estes titulos também
foram muito semelhantes aos obtidos em células Wish e Vero. Entretanto, em MDBK
desafiadas com o BHV-1, o titulo do rHulFN- foi cerca de um log menor (FIG. 27).

O titulo do rHulFN-a94 em MDBK desafiadas com EMC foi 6x10° U/ml, também muito
semelhante ao titulo do HulFN-o.y, (FIG. 26).

Os hibridos rHuUlFN-B97a e rHulFN-a44p31060 apresentaram um titulo de atividade
antiviral em MDBK, desafiadas com o EMC, de 1x10° e 5x10° U/ml (FIG.26).

A analise das FIGURAS 26 e 27 permite a observacdo de que a maioria dos IFN
construidos apresentou atividade antiviral menor nas células MDBK, quando estas foram
desafiadas com o BHV-1. Quando comparamos o titulo de atividade antiviral obtido nestas
células, observamos que, os rHulFN-B, rHulFN-094 e rHulFN-B97a apresentaram
atividade antiviral cerca de um log menor (FIGURAS 26 e 27). Este dado é sugestivo de
que o virus EMC pode ser “menos eficiente” que o BHV-1 em relagdo a inducdo da
producdo de IFN nestas células e que estes IFN podem ter sido menos eficientes em
interferir nos processos de defesa desencadeados pelos BHV-1. Diferencas nos titulos
obtidos nestas células eram esperados, uma vez que estes virus desenvolvem
mecanismos de defesa, para manutencdo do seu ciclo de multiplicacdo nas células
hospedeiras (BARRECA e O'HARE, 2004).

ATIVIDADE ANTIVIRAL EM CELULAS L-929

Nenhum dos IFN recombinantes e hibridos construidos apresentaram atividade antiviral
detectavel em células murinas L-929 (FIG. 28). Estes dados nado foram muito
surpreendentes, uma vez que ja foi descrito na literatura que os HulFN-oo, € HulFN-$

possuem baixa atividade antiviral nestas células (STEWART et al., 1980).
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6.3.2 — RELACAO ENTRE ESTRUTURA E FUNCAO DAS a-HELICES E ALCAS DOS
IFN RECOMBINANTES E HIBRIDOS, NOS DIFERENTES SISTEMAS CELULARES.

OS IFN CONTROLES rHulFN-B, rHulFN-B97 e rHulFN-a94.

Algumas diferencas nos titulos de atividade antiviral dos IFN recombinantes e hibridos,
foram observadas nas diversas células testadas. Em células Wish e Vero, os rHuUlFN- e
rHUlFN-B97 ndo apresentaram diferencas significativas entre os dois tipos celulares. Da
mesma maneira, a atividade antiviral apresentada por estes IFN em células MDBK foi
muito semelhante (FIG. 28). Portanto, estes dados nos permitem sugerir que, ndo houve
nenhuma interferéncia na interacdo do rHulFN-B97 com o receptor destas células, mesmo
com a mudanca de um aminoacido com carga positiva (H), para um aminoacido com

carga neutra (A).

Em recente artigo de revisdo dos HulFN-a\B, foi avaliado a importancia da glicosilacdo do
rHUlFN-B, o qual sem a glicosilacdo € muito suceptivel a agregacdo, além da
possibilidade de formacdo de dimeros, através da ligacdo entre as duas histidinas
presentes nas moléculas, nas posi¢oes 93 e 97 (Revisado por KARPUSAS et al., 1998).
Entretanto, RUNKEL et al. (2000) descreveram dois HulFN-p mutantes (H93/H97 e H121),
nos quais foram substituidas as histidinas (H) por argininas (R). Neste estudo, ambos os
mutantes apresentaram atividade antiviral semelhante ao do HulFN-B natural, assim como
apresentaram mesma ligagdo ao receptor de superficie celular. Portanto, nossos dados
associados aos de RUNKEL et al., (2000), permitem sugerir, que os dimeros observados
na estrutura do HulFN-B cristalizado, podem representar um artefato no processo de

cristalizacdo e que ndo é relevante para sua fungéo biolégica.

A atividade antiviral observada para o rHulFN-a94 em células Vero e Wish, foi muito
semelhante, sendo esta menor que a do HulFN-oo,, cerca de 1,2 vezes apenas. Da
mesma maneira, a atividade antiviral observada em MDBK para este IFN controle, foi
muito semelhante ao HulFN-az, (FIG. 28). Portanto, as pequenas diferencas de titulos de
atividade antiviral encontradas entre as células Wish, Vero e MDBK, permitem concluir
que a alteragdo do D94 para A94, com a a mudanca de aminoacido de carga negativa,

para um aminodcido de carga neutra, ndo interfere na interagdo deste IFN com o receptor
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celular, assim como ndo altera a especificidade deste IFN. Varios trabalhos tém
demonstrado a atividade antiviral dos subtipos de IFN-a humanos, em células bovinas,
sendo confirmado também no nosso trabalho que, o subtipo HulFN-az,, possui atividade
nestas células. HU et al., 1999, mostraram a semelhanca da atividade antiviral especifica,
entre 0s HulFN-azc € HulFN-o212 nas células MDBK e Wish. Entretanto, estes mesmos
autores mostraram dois hibridos entre estes subtipos, denominados HY-1 (HulFN-o1al-
75\HUIFN-012c76-165) e HY-2 (HUulFN-021a1-95\HUlIFN-02c96-165), 0s quais apresentaram
uma atividade maior de 20 vezes e 30 vezes, respectivamente, em ceélulas MDBK,
comparado com Wish. Estes dados sugerem que a por¢do C-terminal do HulFN-oy: €
importante para a interacdo deste com o receptor celular, e esta regido pode influenciar

na espécie especificidade (células bovinas).

O HIBRIDO rHuUlFN-B97a.

A substituicdo das a-hélices D e E e alcas cd e de do HulFN-B pelas mesmas do HulFN-a
no hibrido rHUlFN-B97a, representada na FIGURA 8, acarretou numa diminuicdo da
atividade antiviral de 10 vezes em células Vero e de 100 vezes em células Wish,
comparada com a atividade do rHuUlFN-B97 (FIG. 28). A diminuicdo da atividade antiviral
observada, nestas duas células, podem estar relacionadas as o-hélices e alcas
substituidas. A importancia das a-hélices D e E e alca de na manuten¢do da atividade
antiviral do HulFN-B em células humanas e de macaco foi também demonstrado por
CARVALHO (1998), atraveés da constru¢do do hibrido rHulFN-f107a. Em seu trabalho,
CARVALHO mostrou que a atividade antiviral deste hibrido em células Wish e Vero, foi
reduzida em relacao ao rHulFN-B107, mostrando a importancia das a-hélices D e E e alca
de, na atividade antiviral nestas células. Entretanto, a diferenga deste hibrido construido
por CARVALHO e do hibrido rHulFN-B97a construido em nosso trabalho, foi na al¢a cd,
compreendida entre os aminoacidos 97 a 107 (A, L, K, T, V, L, E, E, K, L e E) do rHulFN-
B. Portanto, a analise destes dados obtidos, em conjunto, permite sugerir também a

participacao desta alca cd na manutencédo da atividade antiviral em células Wish e Vero.

Ainda em relagdo a este hibrido, a atividade antiviral observada em células bovinas

MDBK, desafiadas com o virus EMC, foi 1,6 vezes maior em relagdo a atividade do

124



rHUIlFN-B97 nestas mesmas células (FIG. 26). Entretanto essa diferengca ndo é
considerada significativa, em virtude da ocorréncia de variagbes na titulagdo, que podem
chegar a um fator de 2. Da mesma forma, em células MDBK, desafiadas com o BHV-1, a
atividade antiviral deste hibrido foi semelhante ao do rHulFN-B97 (FIG. 27). Mas, se
analisarmos o aumento da atividade deste hibrido em MDBK, comparada a sua atividade
em células humanas Wish, que foi de 125 vezes (FIG. 28), e em células de macaco Vero,
que foi de 20 vezes (FIG. 28), podemos sugerir que a adi¢cdo da regido C-terminal do
HuFN-a, na molécula do HulFN-B, parece ter sido responsavel pelo aumento da atividade
antiviral deste hibrido em células MDBK. Estes dados estdo de pleno acordo com aqueles
encontrados na literatura, assim como ja demonstrado por HU et al.,, 1999, a relagdo
desta porgcdo C-terminal do HuFN-a», na atividade espécie especifica, relacionada com

células bovinas, do HulFN-o..

O HIBRIDO rHulFN-a4481060

A substituicdo das a-hélices B e C e alcas bc e de do HulFN-a pelas mesmas do HulFN-
no hibrido rHulFN-a44B106a, representada na FIGURA 8, influenciou na atividade
antiviral desencadeada pelos IFN em células humanas e de macaco. A atividade antiviral
deste hibrido em células Vero foi 250 vezes menor do que aquela observada para o IFN
padrdo HulFN-o2, € em células Wish, foi 166 vezes menor (FIG. 28). Estes dados
encontrados nos permitem fazer algumas sugestfes a respeito destas estruturas, na
participacdo da atividade biolégica dos IFN, quando comparamos com os dados obtidos
por CARVALHO, (1998), com o hibrido rHulFN-B46c. Este hibrido apresentou baixa
atividade especifica nas duas células testadas (Wish e Vero), comparado ao hibrido
rHUulFN-a453, que apresentou uma diferenca de dois log maior na atividade antiviral,
nestas mesmas células. Sendo assim, a analise dos dados obtidos por CARVALHO,
somado aos dados obtidos em nosso trabalho, nos permite sugerir a importancia das o-
hélices B e C e alcas bc e de do HulFN-a, na manutencdo da atividade antiviral em
células humanas e de macaco, e ainda, sugerir que as o-hélices D e E e alca de do
HulFN-a, ndo sédo de extrema importancia para esta atividade, uma vez que estas
estruturas foram acrescentadas na regido C-terminal do hibrido rHulFN-a44p31060, e

mesmo assim, a atividade antiviral ndo foi aumentada.
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Ainda os resultados de atividade antiviral apresentados pelo rHulFN-a44p3106a em células
MDBK, sugere o envolvimento da regido C-terminal do HulFN-o na interagdo com o
receptor celular e espécie especificidade, em células bovinas. A baixa atividade antiviral
apresentada por este hibrido em células Vero e Wish (FIG. 24 e 25), foi diferente daquela
apresentada por este hibrido em células MDBK (FIG. 26), quando desafiadas com EMC.
A diferenca observada foi de 125 vezes maior que a atividade em Vero e em Wish (FIG.
28). Ainda para este mesmo hibrido, a atividade antiviral apresentada em MDBK (FIG.
27), desafiadas com BHV-1, foi 25 vezes maior (FIG. 28). A manutencdo da regidao C-
terminal do HulFN-a2, na molécula hibrida (aa 106-165), provavelmente foi responsavel
pelo aumento da atividade antiviral deste hibrido em células MDBK. Estes dados,
portanto, reforcam a importancia da regido C-terminal do HulFN-a2b, na especificidade de
interacdo desta molécula com os receptores celulares bovinos, como ja demonstrado por
HU et al., 1999, em relagdo do HulFN-az.. Entretanto, ndo s6 esta regido C-terminal esta
envolvida na especificidade dos HulFN-o, em células bovinas. CARVALHO, (1998),
mostrou uma perda total da atividade antiviral do hibrido rHulFN-B46a em MDBK e ainda
uma atividade antiviral significativa do rHulFN-a45p3, nestas mesmas ceélulas. Estes dados
portanto, nos permite sugerir que além da participagdo das a-hélices D e E e alga de do
HulFN-a, na manutencgéo da atividade antiviral em células bovinas, observada pela adicao
destas estruturas na molécula do rHulFN-a44p106a, a regido N-terminal, mais
precisamente a a-hélice A e alca ab, deste IFN, também é de extrema importancia para a

atividade antiviral dos HulFN-a, em células MDBK.

A atividade antiviral dos IFN tipo | (HulFN-o2,, HUulFN-o1 € HulFN-B) € diferente em
células humanas, bovinas e murinas. Varios estudos tém sido feitos, para tentar mapear
as regides que podem estar relacionadas a capacidade destes IFN em desencadear uma
alta atividade antiviral em um tipo celular e ndo em outro. Os HulFN-o. e HulFN-B,
mostram maior atividade em células bovinas e humanas, enquanto que o HulFN-ou
mostra maior atividade em células humanas e alguma atividade em células murinas
(STEWART et al., 1980).

A construcéo de hibridos entre os HulFN-a2, € HulFN-B e os testes de atividade antiviral

feitos em células murinas L-929, em nosso trabalho, nos permite sugerir que os dominios
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protéicos relacionados com a atividade antiviral destes IFN em células murinas, nao esta
relacionada as a-hélices D e E e alcas cd e de do HulFN-oz,, Uma vez que substituimos
estas estruturas do HulFN-B, pelas mesmas do HulFN-o2,, € mesmo assim a atividade

antiviral em L-929 nao foi observada.

E claro que estes dados n&o sio conclusivos, uma vez que, seria necessario um estudo
mais detalhado da participacdo de cada regido dos HulFN-o e HUIFN-B, nas atividades
bioldgicas destas citocinas. Mas, com certeza, eles sdo importantes para demonstrar que
€ possivel alterar partes inteiras (oa-hélices e algas) destas moléculas, mantendo a
estrutura conformacional e a interacdo destas com seus receptores celulares, ainda que
as alteracbes possam levar a uma diferente sinalizacdo intracitoplasmatica, levando a

uma diminuicao nas respostas celulares envolvidadas com estas proteinas.

6.4 - NEUTRALIZACAO DA ATIVIDADE ANTIVIRAL

A total neutralizagéo da atividade antiviral do rHulFN-094 pelo anticorpo antiHulFN-a
mostra que a substituicdo do D94 por A94 ndo alterou a localizacdo do epitopo ou
epitopos reconhecidos por estes anticorpos policlonais, ja descritos (FIG. 29). A
neutralizacdo parcial da atividade antiviral dos rHuUlFN-97a (FIG. 29), pelo anticorpo
antiHUlFN-a, j& era esperada, uma vez que a maioria dos epitopos imunodominantes dos
HulFN-a, como demonstrado por diversos estudos, estdo localizados em trés regibes
hidrofilicas, a-hélice A, a alca ab e a alca cd e a-hélice D/E (HORISBERGER e
DIMARCO, 1995; KONTSEK, 1994).

Muitos estudos com os diferentes subtipos de IFN-a tém sido feitos, no intuito de localizar
nestas citocinas, regides relacionadas com as propriedades antigénicas. SHMEISSER et
al., (2002), construiram uma série de hibridos entre os sub-tipos de rHulFN-oc € rHulFN-
o1a € testaram com estes hibridos, um painel de 27 anticorpos monoclonais (anti-IFN-a,
anti-lIFN-o e anti-IFN-asg/18). Neste estudo os autores mostraram que os sub-tipos HulFN-
a2 € HulFN-o212 S80 antigenicamente distintos, confirmando os dados encontrados na
literatura, que mostram que os sub-tipos de HulFN-o. possuem propriedades antigénicas

diferentes (ZOON et al.,, 1992). Neste trabalho foram identificadas também algumas
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regibes imunodominantes destes IFN, dentre elas, a al¢a bc, residuos de 76-95, a-hélice
C e D (SHMEISSER et al., 2002).

Poucos estudos de localizagdo de epitopos foram realizados com o HulFN-B. Mais
recentemente, RUNKEL et al., (2000), construiram uma série de mutantes de HulFN-B,
substituindo uma série de aminoacidos ao longo da cadeia polipeptidica deste IFN, por
Alaninas (A). Estas mutacdes de ponto serviram para estudar a importancia de cada
regido da molécula, nas diversas atividades biolégicas do HulFN-B, como atividade
antiviral e antiproliferativa, como também, estudar a interagdo deste IFN com seus
receptores celulares e fazer um possivel mapeamento das regides envolvidas na
imonogenicidade. Neste trabalho, foram determinadas as regides compreendendo as
alcas ab e cd e a-hélices B, C e D, como regides importantes nas propriedades
antigénicas, sendo reconhecidas per alguns anticorpos monoclonais testados. Estes
dados obtidos confirmaram aqueles descritos por REDLICH et al., (1991), que também
determinaram como regifes importantes envolvidas nas propriedades imonoldgicas do

HulFN-B, a alca ab e parte N-terminal da a-hélice B.

A pequena neutralizagdo da atividade antiviral dos rHulFN-B e HUlFN-B97 (FIG 29), pelo
anticorpo policlonal anti-IFN-a, pode ser sugestivo de uma reacdo cruzada entre os IFN
tipo |. Para melhor determinacao dos sitios imunogénicos e da existéncia de possiveis
regibes com propriedades antigénicas comuns entre os IFN-a/f, seria necessario a
utilizacdo de varios anticorpos monoclonais ou policlonais, utilizando os hibridos de IFN-o

e -B, com mutacdes em varias regiées da molécula.

6.5 — GENES INDUZIDOS PELOS INTERFERONS RECOMBINANTES E HIBRIDOS

Os IFN ativam cascatas de sinalizacdo que culminam com a expressao de genes, que sdo
responsaveis pelos seus diversos efeitos bioldgicos. A via de sinalizacdo celular
JAK/STAT desencadeada, vai culminar com a transcricdo de varios destes genes, cujos
produtos protéicos desempenham papéis importantes nas diversas atividades biol6gicas
dos IFN. Dentre os principais genes mais descritos, alguns s&o intensivamente estudados

e estéo relacionados com a atividade antiviral, induzida pelos IFN. Tais atividades incluem
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a sintese de proteinas quinases ativadas por RNA dupla fita (PKR), 2°5" Oligoadenilato
sintetase (2'5° OAS), MxA e proteina que se liga a guanilato (GBP) (BRIERLEY & FISH,
2002).

Os interferons tipo | (IFN-a e IFN-B) e o interferon tipo 1, desencadeam diferentes
respostas de inducdo de genes. O gene 6-16, ISG 15 e ISG 54 sdo altamente indutiveis
pelos IFN-o e IFN-B e n&o pelo IFN-y. O complexo principal de histocompatibilidade
classe Il e alguns genes especificos de macréfagos sado induzidos preferencialmente pelo
IFN-y, enquanto que os genes 2°5"° OAS, 1-8 e MHC classe | sédo induzidos pelos IFN-q,
IFN-B e IFN-y (REID et al., 1989). RANI et al.,(1996), descreveram um gene denominado
beta-R1 que é seletivamente induzido pelo HUlFN-f. Foram necessérias quantidades 250
vezes maiores do HulFN-a para induzir quantidades semelhantes de mRNA do gene
beta-R1 induzidas pelo HulFN-B. O estudo do mecanismo de inducdo do gene beta-R1
em células de fibrosarcoma mutantes deficientes em diversos componentes necessarios
para a transducgéo do sinal dos IFN tipo I, demonstrou que a expresséo deste gene requer
o complexo ISGF3 e um componente adicional, que é mais eficientemente formado pela
inducdo com o HulFN-B (RANI et al., 1996). Além disso, recentemente, LEAMAN et al.
(2003), descreveram varios genes como sendo induzidos por HulFN-B, mas n&o por
HulFN-a, em alguns tipos de melanomas, e varios destes genes foram relacionados a

fungbes regulatorias do crescimento celular.

Os genes indutiveis por IFN tipo | ja sdo detectados em células, apdés uma hora de
tratamento. A observacdo da acumulacdo de mRNA de genes induzidos pelos IFN
recombinantes e hibridos construidos, foi observada em células Wish e L-929, ap6s 18
horas de indugdo (FIGURAS 30 a 32). Todos os interferons testados, foram capazes de
promover o acumulo do mRNA dos genes Mxa, 6-16 e 2’5°'0OAS. As células Wish nao
tratadas pelos IFN, apresentaram um nivel basal de acumulacdo dos mRNA dos genes
2’5" OAS, 6-16 e MxA (FIG. 30 a 32). Entretanto, a producao de niveis basais destes

MRNA sempre s&o observados em outros trabalhos.

O acumulo do mRNA dos genes 2'5° OAS e MxA foi maior em células tratadas com os
IFN recombinantes rHulFN-B e rHulFN-B97, quando comparado ao acumulo de mRNA de

células tratadas com os IFN hibridos (rHulFN-B97a e rHulFN-a44p1060), assim como de
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células tratada com o IFN controle rHulFN-a94 e com o IFN padrdo HulFNo».. Essa
diferenca encontrada nos niveis de acumulagcdo dos mRNA pode ser vista, como
relacionada ao desencadeamento de atividade antiviral pelas células, uma vez que os IFN
recombinantes rHuUlFN-B e rHulFN-B97, também apresentaram significante atividade
antiviral em células Wish (TABELA 2). Entretanto, somente estes resultados ndo sdo
suficientes para relacionar estes genes apenas com a atividade antiviral, jA que o IFN
recombinate rHulFN-a94, apresentou maior atividade antiviral em células Wish e um
menor acumulo de mMRNA dos genes 2'5°0AS e MxA, comparado com os rHulFN-B e
rHUlFN-B97. Estas variagfes nos niveis de acumulo de mRNA podem também ter sido
causadas pelas variagbes no método de titulacdo (FERREIRA et al., 1979), o que
consequentemente acarretou em quantidades diferentes (U/ml) de IFN, no tratamento das
células. Apesar das enzimas 2’5°0OAS e MxA estarem relacionadas a atividade antiviral
contra diversos virus e também a atividade antiproliferativa (STARK et al., 1998), néo foi
demonstrado haver uma forte correlagdo entre a atividade antiviral do rHUulFN-094 e os
niveis de inducao da 2’5’ OAS e MxA. Na verdade, além destes sistemas, sabe-se que 0s
IFN inibem a multiplicacdo viral através da inducdo de inumeras outras proteinas
conhecidas e outras ainda desconhecidas (STARK et al., 1998). Assim, os IFN sédo
responsaveis pela indugdo de diversas proteinas que em conjunto sdo responsaveis pelo

estado antiviral.

Em células L-929, ndo foram observados acumulo de mRNA do gene GBP, quando estas
foram tratadas com os IFN recombinantes e hibridos. O acimulo de mRNA deste gene s6
foi observado nas células tratadas com o HulFNaou (FIG. 32). Estes dados no entanto,
evidenciam os resultados obtidos de atividade antiviral nestas células, uma vez que
também nenhum dos IFN recombinantes e hibridos testados, apresentaram atividade
antiviral detectavel em L-929, ao contrario do HulFNazaa. A indugdo deste gene pelos IFN
poderia ter sido observada também em células Wish, para melhor complementacéo
destes dados. Portanto, este resultado precisa ser melhor avaliado, para de fato
relacionar a atividade desta enzima com a atividade antiviral e também da interacdo dos
IFN construidos com seus receptores celulares, uma vez que estes ndo apresentaram

atividade antiviral e nem inducdo de genes nestas células.
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6.6 — CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Este estudo trouxe algumas contribuicbes para um melhor entendimento da estrutura e
fungcéo dos IFN humanos tipo | (HulFN-a, e HulFN-B), como também levantou vérias
outras questbes referentes a estas moléculas, o que abre perspectivas para futuros

estudos relacionados com estas citocinas.

Em nosso trabalho, foi possivel mapear algumas das regifes importantes na atividade
biol6gica dos HulFN-a, e HulFN-B, abrindo varias perspectivas para o uso destes
recombinantes e hibridos, no tratamento de varias doengas. Entretanto, um estudo
minucioso do uso destas proteinas recombinantes “in vivo”, deve ser feito, para avaliar os
possiveis efeitos colaterais desencadeados com o uso prolongado e em altas doses,
destas citocinas. Além disso, como em nosso trabalho sé foram observadas atividades
biol6gicas destas proteinas, quando adicionado o tampdo de amostra, testes de
toxicidade das substancias contidas no tampao devem ser feitos. Uma menor diluicdo
deste reagente, poderia também ser avaliada, para tentar minimizar a quantidade
utilizada.

Experimentos com estas proteinas recombinantes “in vivo”, podem ser dispendiosos e
dificeis. A utilizagdo de animais como o boi, poderia ser interessante, entretanto, seria um
trabalho caro e pouco provavel de ser feito. Mas, a facilidade da realizacdo destes testes
em camundongos abre possibidades da obtencao dos testes “in vivo”. Porém, como os
hibridos construidos em nosso trabalho ndo apresentaram atividade em células murinas,
0 que néo significa que ndo possuem nenhuma atividade em camundongo, estes testes
deveriam ser feitos, para no caso de realmente ndo apresentarem nenhuma atividades
nestes animais, outras proteinas recombinantes sejam construidas. Como ja mostrado
anteriormente, os diferentes subtipos de HulFN-a apresentam atividade biolégica
diversificada em células humanas, murinas e bovinas. Portanto, 0 mapeamento da regiao
importante na atividade destes IFN em células murinas, pode ser de grande interesse,

para estudos futuros, relacionados com os hibidos.
Outros testes, objetivando o mapeamento da localizacdo dos epitopos reconhecidos por

anticorpos monoclonais e policlonais (anti-o e anti-), nas moléculas dos IFN

recombinantes e hibridos construidos devem ser feitos. Em nosso trabalho, utilizamos
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somente o anticorpo policlonal anti-a, 0 que n&o foi suficiente para a localizagdo exata
destes epitopos, mas permitiram comprovar dados ja descritos na literatura mostrando
gque a maioria dos epitopos imunodominantes dos HulFN-a, estdo localizados em trés

regides hidrofilicas, a-hélice A, a alca ab e a alca cd e a-hélice D/E.

Além da atividade antiviral, a atividade antiproliferativa relacionada aos hibridos deve ser
avaliada. Estes testes podem ser feitos “in vitro”, utillizando células linfobloastéides
(DAUDI), nas quais estes IFN possuem atividade antiproliferativa, como ja demonstrado

na literatura.

Como previsto, este trabalho respondeu algumas questdes referentes aos HulFN-o, e
HulFN-B, entretanto também levantou varias hipéteses relacionadas ao uso destas
proteinas recombinantes, como possiveis agentes terapéuticos. Além disso, algumas
questdes relacionadas as atividades bioldgicas desencadeadas por estas proteinas

hibridas, precisam ainda ser avaliadas e respondidas.
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	QLQLQERTNIRKCQELLEQ(5-23)
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	IFN(Mlu5'
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