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Resumo

GONCALVES, Vitéria Sequeira. Clonagem, expressao e caracterizacao da
interleucina 17 A de Bos taurus. 2015. 54f. Trabalho de Conclusdo de Curso —
Curso de Bacharelado em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas.

As citocinas sdo mediadores celulares responsaveis pela comunicacado celular.
Agem em diferentes locais do organismo, podendo serem secretadas no local de
estimulo ou migrarem para os locais necessarios a partir de ativacdo de
proteinoquinases. Essas substancias podem ser polipeptideos ou glicoproteinas
extracelulares e hidrossoluveis. Os linfécitos Th17 sdo células recentemente
descritas, efetoras e importantes na protecéao contra patégenos extracelulares, visto
que estas secretam interleucina 17 entre outras citocinas. A IL-17A é classificada
como proé-inflamatoria e pertence a uma familia de outras cinco IL-17 e é secretada
com um peso molecular de aproximadamente 35 kDa. A produgédo recombinante
dessa interleucina € um insumo importante para o estudo da modulagao da resposta
imune em infeccbes por patégenos. O sistema de expressdo mais utilizado
atualmente é em Escherichia coli, que possui 0 organismo geneticamente
caracterizado, além de ter diversas vantagens no seu processo. O presente trabalho
teve por objetivo a expressado do gene completo da interleucina 17A em Escherichia
coli. A proteina recombinante produzida em E. coli Rosetta™, apresentou um
tamanho de aproximadamente 35 kDa e foi purificada por cromatografia de afinidade
e posteriormente concentrada. Para sua caracterizacdo foram utilizados anticorpos
monoclonais anti-histidina. Portato, obtendo essa proteina de forma recombinante
pode-se utlizar tal como alternativa para o estudo de mecanismos referentes ao
bloqueio e estimulagédo da producao dela mesma.

Palavras-chave: Interleucina; expressao; Escherichia coli.



Abstract

GONGCALVES, Vitéria Sequeira. Cloning, expression and characterization of
interleukin 17 A Bos taurus. 2015. 54f. Trabalho de Conclusdo de Curso — Curso
de Bacharelado em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas.

Cytokines are cellular mediators responsible for cellular communication. They act in
different parts of the body and can be secreted in the stimulus site or migrate to the
sites required from activation of protein kinases. These substances may be
extracellular and soluble polypeptides or glycoproteins. The lymphocytes are newly
described Th17 cells, effector cells that are important in protection against
extracellular pathogens, since they secrete interleukin 17 and other cytokines. IL-17A
is classified as pro inflammatory and belongs to a family of five other IL-17 and is
secreted with a molecular weight of approximately 35kDa. The recombinant
production of such interleukin is an important input to study the modulation of the
immune response in infections by pathogens. The expression system is most widely
used in Escherichia coli, which has the organism genetically characterized, and has
several advantages in the process. This study aimed to express the complete gene
of interleukin 17A in Escherichia coli. The recombinant protein produced in E. coli
Rosetta™ was purified by affinity chromatography and then concentrated, presenting
a size of approximately 35kDa. For characterization by Dot blot anti-histidine
monoclonal antibodies were used. Therefore, getting this protein recombinant it might
be may be use as alternative to study mechanisms such as which this cytokine
stimulate cells as well by producing antibodies against It, studding r the blocking
effect.

Keywords: Interleukin; expression; Escherichia coli
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1. Introducao

O sistema imune é o responsavel pela defesa do organismo contra doencas. O
organismo é composto por duas principais linhas de defesa. A primeira linha de
defesa € representada como resposta imune inata, que compreende barreiras
fisicas, quimicas e biolégicas, independentes de um contato prévio com o agente
infectante (MEDZHITOV et al., 2000). As principais células envolvidas nessa etapa
sdo: macréfagos, neutréfilos, células dendriticas e células Natural Killer (NK)
(MURPHY, 2014). Quando a primeira linha de defesa ndo consegue controlar a
infeccdo, a segunda linha a atuar € a imunidade adquirida, que tem como principais
células os linfécitos. Essas células sao divididas em trés classes que destinguem em
suas funcoes: os linfécitos NK, os linfocitos T e os linfocitos B (TIZARD, 2014).

Os linfocitos B sdo os responsaveis por produzirem anticorpos, fornecendo
imunidade de meméria (TIZARD, 2014), enquanto os linfécitos T se dividem em
citotéxicos (CD8) e auxiliares (Th) CD4) (PARKIN et al., 2001). Dentro das linfécitos
T CD4 auxiliares sao diferenciadas principalmente 5 subpopulacées, sendo Thi,
Th2, Th17, Tth e Treg (MURPHY, 2014) que s&o destinguidas de acordo com o
padrdao de mediadores celulares secretados por elas, e por consequéncia, por sua
resposta efetora (BRADLEY et al., 2003).

A subpopulagao Th17 de linfocitos T é destacada por atuarem como importantes
células na protecao contra infeccées por microrganismos extracelulares (WAITE et
al., 2012). Os linfécitos Th17, além de secretarem principalmente a interleucina 17,
se- cretam também IL-22 e IL-26 (CHEN et al., 2007).

As citocinas sdao os principais mediadores celulares, responsaveis pela
comunicacao celular, podendo ser polipeptideos ou glicoproteinas extracelulares.
Sao hidrossoluveis e podem variar de 8 a 30kDa. Elas atuam principalmente de
forma paracrina e autécrina (LIN et al., 2000). Dependendo de sua agado sobre as
células, elas podem ser consideradas pro-inflamatérias ou anti-inflamatoérias,
regulando dessa forma a atividade, diferenciacdo, proliferacdo e a sobrevida da
célula, além do controle da producéo e da atividade de outras citocinas (CURFS et

al., 1997). As citocinas foram agrupadas em interleucinas, fatores de necrose
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tumoral, quimiocinas, interferons e fatores de crescimento mesenquimal
(RAEBURNS et al., 2002).

A IL-17A é uma citocina altamente pro-inflamatéria, secretada com
aproximadamente 35kDa, produto do gene que possui 150 aminoacidos,
pertencente a uma familia com mais 5 intrleucinas 17 (MOSELEY, et.al., 2003).
Quando encontra seu receptor a IL-17 ativa as vias de MAP quinases, e os fatores
de transcricdo NF-kB, TNFR e TRAF-6, que vao regular a expressdao de outras
citocinas pré-inflamatérias (SHALOM-BARAK et.al., 1998), favorecendo dessa forma
o recrutamento de neutréfilos no sitio de infecgdo aguda (STARK, et.al., 2005). Além
de estar sendo relatada como uma citocina ativa no desenvolvimento de doencgas
autoimines, inflamacdées e alguns tumores (TIZARD, 2014), sabe-se que seu
principal papel bioldgico é a ativagdo de netréfilos durante o processo inflamatério
(STARK et.al., 2005) e a acao contra patégenos (AUJLA et.al., 2008).

2. Revisao bibliografica

2.1. Sistema Imune

Imunologia compreende o estudo das defesas do organismo contra doencas.
Atualmente sao descritas amplas categorias de microrganismos que causam
doencas: os virus, as bactérias, os fungos patogénicos e outros organismos
eucaribticos relativamente grandes e complexos coletivamente chamados de
parasitas (MEDZHITOV et al., 2000).

Uma resposta imune especifica, assim como a producao de anticorpos contra um
patdbgeno ou seus produtos é conhecida como uma resposta imune adaptativa,
porque € desenvolvida durante a vida de um individuo como uma adaptacido a
infeccdo por aquele patégeno especifico (MURPHY, 2014). Em muitos casos uma
resposta imune adaptativa resulta em um fendmeno conhecido como memoria
imunoldgica, o que confere imunidade protetiva, por toda a vida, contra reinfeccoes
pelo mesmo patdgeno. J& a resposta imune inata esta sempre imediatamente

disponivel para combater uma grande gama de patégenos, mas ndao conduz uma
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imunidade duradoura e ndo € especifica para nenhum patdégeno individual (DELVES
et.al., 2000).

A primeira etapa que o sistema imune deve cumprir para proteger o individuo de
maneira eficaz contra uma doenga €& o0 reconhecimento imunolégico, que
compreende pela deteccdo de uma infeccdo. Essa tarefa é realizada pelas células
do sistema imune inato as quais vao proporcionar uma resposta imediata
(BANCHEREAU et al., 2000). A segunda etapa corresponde a conter a infeccao e,
se possivel, elimina-la por completo, o que envolve a agdao das fungdes imune
efetoras, bem como o sistema do complemento de proteinas sanguineas,
anticorpos, e a capacidade destrutiva dos linfocitos e outras células sanguineas
brancas. O sistema imune é capaz de se autorregular para que nao traga danos ao
préprio organismo. A falha dessa regulacao pode contribuir para o desenvolvimento
de determinadas condi¢ées como alergias e doecgas autoimunes. E por fim, a ultima
etapa € proteger o individuo contra a recorréncia de uma doencga resultante da
infecgao por um mesmo patégeno (MESQUITA JUNIOR et al., 2010).

Ambas as respostas imunes, inata e adaptativa, dependem de atividades das
células sanguineas brancas ou de leucécitos. Todas essas células sdo originarias da
medula éssea, e muitas delas também se desenvolvem e maturam nesse ambiente
(MEDZHITQV et al., 2000). Portanto elas migram para vigiar dos tecidos periféricos,
sendo que algumas delas permanecem dentro dos tecidos, outras circulando na
corrente sanguinea e em um sistema especializados de vasos chamado sistema
linfatico, que tem a funcdo de drenar fluidos extracelulares e células livres dos
tecidos, transportando-as pelo corpo como linfa e, finalmente, as devolve ao sistema
sanguineo (MURPHY, 2014).

Os orgéos linfoides, ou tecidos linféides podem ser organizados de maneira geral
em centrais (medula 6ssea e timo), que corresponde o lugar onde os linfocitos séo
produzidos, e em orgaos periféricos (linfonodos, baco e tecidos linfoides da
mucosa), onde os linfocitos virgens maduros sdao mantidos e as respostas imunes
adaptativas sao iniciadas. Os linfonodos sao orgaos linfoides de extrema
organizacao, localizados nos pontos de convergéncia de vasos do sistema linfatico,
que coleta liquido extracelular (linfa) dos tecidos e retorna-o ao sangue (LUCIANI et

al., 2006). A linfa circula lentamente favorecendo todos os processos de fagocitose.
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As moléculas processadas podem ser apresentadas na superficie por células
dendriticas apresentadoras de antigeno (JUNQUEIRA et al., 2012).

2.2. Imunologia Inata

A imunidade inata € representada por barreiras fisicas, quimicas e biolégicas,
células especializadas e moléculas soluveis, presentes em todos os individuos,
independentemente de contato prévio com imunégenos ou agentes agressores, e
nao se altera qualitativa ou quantitativamente apés o contato (MEDZHITQV et al.,
2000).

A imunidade inata, como é considerada a primeira linha de defesa contra
infecgdes, fornece protecao ja na superficies epiteliais do organismo. Os epitélios
impdéem uma barreira fisica entre o0 meio interno e o externo, que contém patégenos.
Esses epitélios incluem a pele e os revestimentos das estruturas tubulares do corpo:
tratos gastrointestinal, respiratério e geniturinario. Essas células epiteliais tem por
caracteristica estarem unidas por juncdes ocludentes, que formam um bloqueio
efetivo contra o ambiente externo (PARKIN et al., 2001). As infeccbes vao ocorrer
quando um patdégeno coloniza ou consegue atravessar estas primeiras barreiras. A
importancia do epitélio na protecado contra a infeccao torna-se evidente quando a
barreira é rompida, como ferimentos, queimaduras e perda de integridade do
epitélio. Quando nao houver lesdo nesta barreira os patbgenos podem estabelecer
uma infeccdo pela adesao especifica e pela colonizacao das superficies epiteliais
(MEZHITQV et al., 2000).

A mucosa epitelial secreta um liquido denominado muco, constituido de
glicoproteinas denominadas de mucinas, que sao glicoproteinas. O muco possui
varias funcdes protetoras. Os microrganismos recobertos pelo muco podem ser
impedidos de aderir ao epitélio e, no trato respiratério, podem ser expelidos pelo
fluxo de mucosa (HAMMAD et al., 2015). Além disso, o sistema imune inato ainda
conta com pH acido do estdmago, as enzimas digestivas, os sais biliares, os acidos
graxos e os lisolipideos presentes no trato gastrintestinal, que ajudam na defesa do
organismo. Um grupo importante de proteinas com fungao antimicrobiana inclui as

enzimas que atacam as caracteristicas quimicas especificas da parede celular
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bacteriana. Entre elas estdo a lisozima, que é uma glicosidase que quebra uma
ponte quimica presente no componente peptideoglicano da parede celular
bacteriana, e a fosfolipase A, secretora, ambas secretadam as lagrimas, na saliva e
pelos fagécitos. Um segundo grupo de agentes antimicrobianos secretados pelas
células epiteliais e pelos fagdcitos inclui os peptideos antimicrobianos, que
compreendem as defensinas (rompem a membrana celular de bactérias, fungos e a
membrana do envelope de alguns virus), as catelicidinas (pro-peptideo inativo que
quando secretado rompe a membrana e é téxico para uma grande variedade de
microrganismos) e as histadinas (ativos contra fungos patogénicos) (TIZARD, 2014).

As bactérias ndo patogénicas que recobrem grande parte da superficie epitelial
sao conhecidas como bactérias comensais ou microbiota e competem com o0s
microganismos patogénicos pelos nutrientes e pelo sitio de adesdo nas células
epiteliais. Algumas dessas bactérias ainda produzem substancias antimicrobianas
como o &cido lactico, e algumas linhagens também podem produzir bacterinas
(peptideos antibacterianos) (JACK et al., 1995). Sob algumas circustancias, os
préprios microrganismos comensais podem causar doengas caso 0 Seu crescimento
seja incontrolavel ou ainda se o sistema imune estiver comprometido (FRANK et al.,
2002).

As principais células efetoras da imunidade inata sdo: macréfagos, neutréfilos,
células dendriticas e células Natural Killer. Os seus mecanismos caracteristicos sdo
fagocitose, liberagcdo de mediadores inflamatérios, ativagao de proteinas do sistema
complemento, bem como sintese de proteinas de fase aguda, citocinas e
quimiocinas. Esses mecanismos sao ativados por estimulos especificos,
representados por estruturas moleculares de ocorréncia ubiqua em microrganismos,
mas que nao ocorrem na espécie humana. Moléculas tais como lipopolissacarideos,
residuos de manose e acidos teicoicos, comumente encontradas na superficie de
microrganismos, constituem os padrées moleculares associados a patdgenos,
ativam a resposta imune inata, por interacdo com diferentes receptores conhecidos
como Receptores de Reconhecimento Padrdo dentre os quais destacams-se a
familia dos receptores Toll-like (MEDZHITOV et al., 1997).

Entre os varios RRPs envolvidos em opsonizacao, ativacdo de complemento e
fagocitose, os TLRs se destacam por seu papel central na ligacido de patégeno e
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iniciacdo da resposta inflamatéria. Esses receptores estdo presentes principalmente
em macréfagos, neutréfilos, e células dendriticas (CRUVINEL et al., 2010).

A fagocitose tem inicio pela ligacdo dos receptores de superficie do fagécito ao
patdgeno, o qual, entdo € internalizado em vesiculas denominadas fagossomos. No
interior do fagdcito o fagossomo funde-se a lisossomos, cujo conteudo é liberado
com a digestao e a eliminacao do patégeno (ABBAS, 2013).

2.2.1. Células

2.2.1.1. Neutrofilos

Os neutrofilos sdo os leucdcitos que aparecem em maior quantidade no sangue
periférico, desempenhando um papel crucial nas fases precoces das reacdes
inflamatérias e sensiveis a agentes quimiotaxicos. Estdo entre as primeiras células a
migrarem dos vasos para os tecidos atraidos por quimiocinas, como interleucina 8, e
sao ativados por estimulos, como produtos bacterianos, proteinas do complemento
(C5a), imunocomplexos, quimiocinas e citocinas (AMULIC et al., 2012).

A ligacdo de seus receptores para opsoninas promove a estimulacdo da sua
capacidade fagocitaria. O processo de fagocitose pode-se dividir em etapas:
ativacao, quimiotaxia, adeséao, ingestao e destruicado. Quando os neutréfilos se ligam
as células endoteliais e recebem um sinal duplo, composto pela ligacdo com a
integrina e o estimulo TNF-a ou proteinas do complemento, secretam elastase,
defensinas e oxidantes. Os neutrofilos sdo atraidos para as areas de maiores
concentragcdes de quimiotéticos (difundidos a partir dos sitios de invasao
microbiana). As opsoninas recobrem as bactérias com a intengcdo de neutralizar a
carga eletrostatica, promovendo a adesdao (KOLACZKOWSKA et al., 2013).

A superficie das células fagociticas € também recoberta por muitos receptores de
reconhecimentos padrdo, que podem interagir com seus ligantes na superficie de
agentes infecciosos. Quando um neutréfilo encontra uma bactéria, o lamelipodio flui
por cima e ao redor do organismo, e ha ligagdo entre as opsoninas presentes no
microrganismo e o0s receptores da superficie do neutréfilo. A bactéria é por fim
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atraida para a célula e engolfada, entrando em um vaculo chamado fagossomo. Por
meio de dois processos distintos ocorre a destruicdo do agente infeccioso, um
envolve a geracao de potentes oxidantes e outro a liberagdo de enzimas liticas e
peptideos antimicrobianos do granulos intracelulares (KOLACZKOWSKA et al.,
2013).

Essas células também sofrem degranulacdo, ocasionando a liberacao de trés
classes de granulos para o meio extracelular, sendo eles:

1) Granulos primarios: contém mediadores importantes;

2) Granulos secundarios: contém componentes secretados exclusivamente por
neutrofilos;

3) Granulos terciarios: contém principalmente as proteinas catepsinas e gelatinases
(BRINKMANN et al., 2004).

Estudos mostram que os neutrédfilos também podem gerar as chamadas
“armadilhas neutrofilicas” ou “neutrophilic extracellular traps”, que sao capazes de
anular fatores de viruléncia e destruir bacterias extracelulares. A NET € um tipo de
morte celular, onde o material do nucleo da célula é liberado, formando uma rede de
fibras extracelulares. Essa rede de DNA ¢é revestida por proteinas antimicrobianas,
sendo assim, muito importantes para contencdo de invasores microbianos
(ZAWROTNIAK et al., 2013).

A producao de neutrofilos é regulada por uma citocina denominada G-CSF, e
a sua diminuicao, por sua taxa de apoptose. Neutrofilos normais migram para os
tecidos, onde por fim passam a ser apoptéticos e sédo fagocitados por macrofagos. A
producédo de G-CSF é regulada por sua taxa de apoptose. Assim, neutréfilos que
estdo morrendo sdo removidos por macréfagos. Estes macrofagos produzem
interleucina 23 de modo que, conforme os neutréfilos morrem, a produgao de IL-23
aumenta. A IL-23 promove a producgédo de IL-17 por linfécitos. A IL-17 estimula a
producéo de G-CSF e atividade das células-tronco. Assim, a taxa de producao de
neutréfilos € compativel com sua taxa de remocao por apoptose (AMULIC et al.,
2012).
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2.2.1.2. Macroéfagos

Os macréfagos sao fagoécitos eficientes, originados da maturagao dos mondcitos
que cirulam na corrente sanguinea. Quando as células imauras migram para 0s
tecidos, tornam-se macréfagos (TIZARD, 2014). Eles ndo apenas detectam e
controlam microrganismos invasores como também, quando estimulados, secretam
citocinas (IL-1, IL-6, IL-12, IL-18 e 0 TNF-a) que promovem respostas imunes inatas
e adaptativas. Sao capazes de controlar a inflamacgéao contribuindo diretamente para
o reparo de tecidos lesionados ao remover células mortas, e auxiliando o processo
de cicatrizacdo (MOSSER et al., 2008). Além disso, essas células reconhecem a
leséo tissular, provem o recrutamento de neutréfilos e regulam os processos pelos

quais os neutrofilos recrutam monécitos (TIZARD, 2014).

Em caso de invasao microbiana e desenvolvimento de inflamacao, os monécitos
do sangue respondem e se ligam a células endoteliais vasculares de forma similar
aos neutrofilos. Varias horas depois da entra dos neutréfilos no sitio inflamatério, os
macréfagos chegam. Os macro6fagos liberam colagenases e elastases que destroem
o tecido conjuntivo préximo (GORDON et al., 2005).

2.2.1.3. Mastocitos

Os mastécitos tém sido cada vez mais descritos como células efetoras do
sistema imune inato, que se localizam em todo o corpo, mas especialmente nas
interfaces com o meio externo e perto dos vasos sanguineos, contribuindo na
protecdo contra patdégenos, através do seu recrutamento para os sitios de infeccao.
(JONSSON et al., 2012).

Os mastdcitos de rato também tém sido associados no combate a infecgao por
helmintos, durante qual eles proliferam e contribuem para a expulsao do organismo
através de varios mecanismos. Da medula éssea, 0os progenitores migram para 0s
tecidos periféricos como células imaturas e se diferenciam in situ de acordo com as

caracteristicas particulares do microambiente (KALESNIKOFF et al. 2008).

Sao ativados pelo reconhecimento de antigenos multivalentes pelas IgEs.
Estimulos como produtos da ativacdo do complemento, substancias basicas,
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inclusive alguns venenos de animais, certos neuropeptideos e diversos agentes
fisicos também podem ativar mastdcitos, independentemente da ligacao de IgE. A
ligagdo de componentes bacterianos aos TLRs 1, 2, 4 e 6 e a outros receptores
especificos, como o CD48, também ativa os mastécitos, levando a liberacao de
mediadores (CRUVINIEL et al., 2010).

Ha evidéncias experimentais da participacao de mastocitos também em doencas
cardiovasculares, processos neoplasicos, infeccoes parasitarias e bacterianas,
enfermidades fibrosantes e doencas autoimunes (KALESNIKOFF et al., 2008).

2.2.1.4. Basofilos e Eosinofilos

Sao granulécitos derivados de progenitores na medula 6ssea, € la mesmo
amadurecem. Constituem em torno de menos de 1% dos leucécitos circulantes no
sangue periférico. Embora nao estejam normalmente presentes nos tecidos, podem
ser recrutados para sitios inflamatérios, em conjunto com eosindéfilos. Sao ativados
por complexos IgE-antigeno, podendo contribuir para as reagdes de
hipersensibilidade imediata (CRUVINIEL et al., 2010).

Os granuldcitos eosindfilos sdo células cruciais no combate a infecgbes, sendo
sua acao antiparasitaria (helmintos) uma das mais potentes e eficazes do
organismo. Sao também importantes nas reacdes alérgicas e asma. Os eosinofilos
se desenvolvem na medula 6ssea, produzindo e armazenando muitos granulos
proteoliticos secundarios antes de sair da medula. Apds a maturagao, circulam pela
corrente sanguinea em pequenas quantidades, podendo ser encontrados em maior
namero nas regidbes de mucosas, como do trato gastrintestinal, respiratério e
geniturinario (ABBAS, 2003). Sao recrutados por quimiocinas e moléculas de adesao
para os sitios de infeccao parasitaria e reacoes alérgicas (PARKIN et al., 2001).

Uma vez ativados, os eosindfilos induzem inflamacédo, mediante producéao e
liberacdo do conteudo dos gréanulos catibnicos eosinofilicos. Os principais
componentes desses granulos sao: proteina basica principal, proteina catiénica

eosinofilica, neurotoxina derivadade eosinéfilos e peroxidase eosinofilica, que tém
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grande potencial citotéxico sobre parasitas, mas também podem causar lesdo
tecidual (HOGAN et al., 2008).

2.2.1.5. Células Dentriticas

As células dendriticas, especializadas na captura e apresentagdo de antigenos
para os linfécitos, sdo consideradas uma ponte entre imunidade inata e adaptativa,
por serem atraidas e ativadas por elementos da resposta inata e viabilizarem a
sensibilizacao de linfécitos T auxiliares da resposta adaptativa. Essas células
permanecem em tecidos periféricos, como pele, figado, intestino, onde capturam
antigenos e se tornam ativas, migrando para os linfonodos regionais, onde
processam e apresentam antigenos protéicos ou lipidicos aos linfocitos T. As células
dendriticas imaturas sado altamente eficazes na captura de antigenos, enquanto as
maduras sao mais eficientes na apresentacao de antigenos (BANCHEREAU et al.,
2000). Os antigenos capturados sao processados dentro das células e apresentados

em sua superficie, inseridos em moleculas apresentadoras de antigenos (MHCs).

Durante sua vida util, as DCs imaturas migram da medula éssea pela corrente
sanguinea, atingindo tecidos periféricos como a pele, onde se tornam residentes.
Um aspecto curioso € que as DCs sdo as primeiras células a chegarem a um sitio
infeccioso, precedendo até mesmo os neutrofilos (BANCHEREAU et al., 2000). Apés
o contato com o antigeno, as DCs se tornam ativadas e migram pelos vasos
linfaticos até os orgaos linféides secundarios. Podem receber sinais de maturagéo a
partir de células NK, Linfocitos Natural Killer T e LT, de moléculas pro-inflamatérias,
como citocinas, prostaglandinas e interferons e dos PAMPs (BANCHEREAU et al.,
2000). As células dendriticas retém o antigeno nos orgaos linféides por periodos
extensos, o que pode contribuir para a memdria imunolégica (CRUVINEL et al.,
2010).
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2.2.1.6. Células Natural Killer (NK)

Elas se desenvolvem na medula éssea das mesmas células progenitoras como
linfécitos T e linfocitos B e circulam no sangue, constituindo de 5% a 20% das
células monocleares do sangue (CERWENKA et al., 2001). Elas sao classificadas
como ceélulas do sistema imune inato devido a seus receptores invariaveis
(MURPHY, 2014).

As células NK podem ser ativadas em resposta a IFNs ou citocinas derivadas dos
macrofagos. Podem reconhecer e destruir células tumorais e células infectadas,
acreditando-se que antes do inicio da resposta imune adaptativa elas sejam
importantes para manter as infecgdes virais sob controle. Possuem granulos
citoplasmaticos que contém proteinas citotoxicas distintas e sao funcionalmente
identificadas pela sua habilidade de destruir certas linhagens de células tumorais in
vitro sem a necessidade de imunizacao especifica (YOKOYAMA et al., 2004). Esses
granulos contém granzimas citotdxicas e a proteina formadora de poros perforina, as
quais sao liberadas na superficie da célula-alvo. A célula liga-se através de seus
receptores de superficie celular programada. Além disso, secretam citocinas pro-
inflamatérias como, IL-1, IL-2 e principalmente IFN-[] (CERWENKA et al., 2001).

2.2.2. Sistema Complemento

O sistema complemento € um conjunto de proteinas sollveis presentes no
sangue e em outros liquidos corporais. E composto por mais de 30 diferentes
proteinas plasmaticas, que sdo produzidas principalmente no figado. Quando nao ha
manifestagéo de infeccdo no organismo, essas proteinas circulam na forma inativa;
quando na presenca do patégeno ou de anticorpos ligados a patégenos, o sistema
complemento sofre ativacao (SARMA et al., 2011). Apesar de seu papel principal ser
a protecao contra infecgdes, o sistema complemento pode regular 0s processos
inflamatérios, remover células danificadas ou alteradas, enviar sinais de “perigo”

para o corpo e regular a resposta imune adaptativa (RICKLIN et al., 2010).

As proteinas do complemento sao ativadas de forma gradual, conferindo a esses
complexos processos composto de trés principais etapas. A primeira etapa
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compreende a sua ativacdo, que pode ser dado de trés formas descritas: via
classica, via alternativa e via da lecitina. A segunda etapa € a producdo de uma
proteina chamada C3b. Ja na terceira etapa o complexo terminal do complemento é
montado através de uma via de amplificacdo (RICKLIN et.al.,, 2010). Diferentes
proteinas do complemento interagem umas com as outras para formar varias vias de
diferente ativacao do sistema, sendo que todas terdo o objetivo comum de destruir o
patdogeno (MURPHY, 2014).

As vias alternativas e das lecitinas sdo ativadas diretamente pelos carboidratos
microbianos, diferindo da via classica que é ativada por anticorpos ligados a
superficie de um organismo e assim funciona somente em conjunto com a resposta
imune adaptativa (SARMA et al., 2011).

A regulacao da ativacdo do sistema complemento é promovida por proteinas
soluveis circulantes juntamente com as acopladas a membrana celular. Esse
mecanismo é espécie-especifico, sua ativacdo do em baixos niveis nao compromete
as células do préprio organismo e impede que, nos momentos de intensa ativagao,
ocorra deposi¢cao dos complexos gerados sobre as células (ITURRY-YAMAMOTO et
al., 2000).

2.2.3. Padroes Moleculares Associados a Patégenos (PAMPSs)

Os microrganismos crescem muito rapido, bem como sdo altamente
diversificados e podem sofrer mutagdes que alteram muitas de suas moléculas de
superficie com rapidez. Portanto, o sistema imune nao tenta reconhecer todas as
possiveis moléculas microbianas, mas sim utilizar receptores que podem se ligar e
responder a moléculas essenciais e abundantes comuns a diversos microrganismos,
mas ausentes dos tecidos animais normais. Tais moléculas sdo padrdes moleculares
amplamente distribuidos (WILLART et al., 2013).

Os receptores que reconhecem os PAMPs sdo em geral reconhecidos como
receptores de reconhecimento de padrdes, e sdo aptos a reconhecer estruturas
como oligossacarideos, ricos em manose, peptideoglicanos e lipossacarideos da
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parede celular bacteriana e DNA CpG nao metilado, comuns a muitos patégenos e
conservados durante evolugdo (MURPHY, 2014).

2.2.4. Receptores Toll-like (TLR)

Os receptores do tipo Toll sédo proteinas transmembrana com a caracteristica de
serem altamente conservadas. Responsaveis pela deteccdo e reconhecimento de
patdbgenos microbianos extracelulares, como fungos e bactérias, assim como a
geracao de sinais para a producao de proteinas e citocinas pré-inflamatérias. Outros
TLRs estao presentes no interior das células, sendo resonsaveis pela deteccao de
invasores intracelulares, como os virus (KAWAI et al., 2010).

Os TLRs funcionam como PRR presentes nas células do sistema imune inato,
responsaveis pelo reconhecimento dos PAMPs, que sao expressos por uma grande
gama de agentes infecciosos (IWASAKI et al., 2010). Sendo assim, a ativacdo da
imunidade inata a partir da associacdo PRR-PAMP é um passo crucial no
desenvolvimento da imunidade adquirida contra os antigenos especificos
(ARANCIBIA et al., 2007). De acordo com o numero de possiveis combinac¢des de
cadeias de TLRs, acredita-se que os TLRs atualmente conhecidos, possam,
coletivamente, reconhecer quase todos os PAMPs (TIZARD, 2014).

E necessario que ocorra um equilibrio entre a ativacdo e inativagdo dos TLRs,
para assim evitar que ocorra uma resposta inflamatéria ou imunolégica excessiva. A
ativacdo desses receptores pode ser regulada por diferentes moléculas que
permitem um equilibrio, a partir dos receptores reguladores intra e extracelular
(ARANCIBIA et.al., 2007).

No momento em que um PAMP encontra e liga-se ao seu TLR correspondente, a
célula recebe sinais, que desencadeiam a formacao de complexos multiproteicos de
sinalizacao e portanto, o desencadeamento de cascatas de transducéo de sinal, e
por fim a célula pode produzir moléculas reguladoras proé-inflamatérias (IWASAKI et
al., 2010).
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2.3. Imunologia Adquirida

Quando a infeccdo ndo pode ser controlada pela imunidade inata e transcede
seus limites, uma segunda linha de defesa é necesséria para conter o patégeno.
Portanto, para combater a ampla gama de patégenos que o individuo os linfécitos,
que correspodem as células do sistema imune adquirido, precisam ser capazes de
reconhecer uma grande variedade de antigenos de bactérias, virus e de outros
organismos causadores de doencas. Um antigeno corresponde a qualquer molécula
ou parte de uma, que é especificamente reconhecida por proteinas de
reconhecimento altamente especializados dos linfocitos (GOLDMAN et al., 2008).

2.3.1. Linfocitos

Os linfocitos sao células responsaveis pelo centro da imunidade adquirida e das
defesas do organismo. Nessa classe, existem trés categorias de células: a Natural
Killer, que participam da imunidade inata, os linfocitos T, que sdo os reguladores da
imunidade adaptativa e responsaveis pela imunidade celular, e os linfécitos B, que
sao os responsaveis pela producao de anticorpos (LAROSA, et al., 2008).

Essas células podem ser tanto encontradas nos orgaos linfoides do organismo,
como no sangue e espalhadas nas superficies mucosas. Apresentam diversas
subpopulacdes que ndo podem ser identificadas pela sua estrutura, devido sua
aparéncia uniforme. Elas se diferenciam pelas suas moléculas de superficie e seu
comportamento. Cada uma das moléculas apresenta uma denominacao funcional ou
quimica e atualmente o sistema de nomenclatura fornece nimeros sequenciais para
todas as moléculas: CD4, CD8, CD16 e assim por diante (IZCUE et al., 2009).

As estruturas mais importantes da superficie de um linfécito, sdo os receptores
de antigenos, denominados como TCR ou BCR. Eles sdo muito varidveis com
relacdo a sua especificidade antigénica, permitindo que cada individuo desenvolva
respostas imunes contra uma grande diversidade de patégenos (BUSSLINGER et
al., 2004). O CD3 é o nome dado as proteinas do TCR que transmitem o sinal do
receptor para o linfécito T e por isso, estdo presente em todos os linfocitos T. O CD4
€ um receptor para moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC)
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de classe Il das células apresentadoras de antigenos, que reconhecem os antigenos
exégenos processados. Ja o CD8, é expresso somente nos linfécitos que combatem
células anormais, chamados de linfocitos T citotoxicos. Ele corresponde a
recepetores para moléculas do MHC de classe | (NEEFJES et al., 2011).

Os linfocitos possuem proteinas de superficie com diferentes funcgdes
fisioldgicas, entre elas estdo enzimas, proteinas transportadoras, e muitos
receptores. Os receptores sdo necessarios para que ocorra a comunicagao com as
células vizinhas. Essas células possuem receptores para citocinas, anticorpos,
sistema complemento. Além disso, possuem as moléculas de adesao, que incluem

integrinas, selectinas, superfamilia das imunoglobinas, CD58 e CD2 (TIZARD, 2014).

A producao de novos linfécitos se da nos tecidos linféides especializados, os
tecidos linféides centrais, os quais sdo representados principalmente pela medula
Ossea para a maioria das células B e o timo para maioria das células T (MURHY,
2014).

2.3.1.1. Linfécitos B

A maturacao dos linfécitos B ocorre na medula éssea e quando ja& maturados
entram na circulagao e migram para os orgaos linféides secundarios (LEBIEN et al.,
2008). As imunoglobulinas IgM e IgD sao as responsaveis pelo reconhecimento de
antigeno dessas células, e sdo conhecidas por BCR. As imunoglobulinas se
diferenciam em 5 por suas diferentes cadeias pesadas, sendo elas IgG, IgD, IgE e
IgM, e todas elas apresentam uma porcao variavel que determina a especificidade
de ligacao ao antigeno (MCHEYZER-WILLIAMS et al., 2003).

Os linfécitos B sao os responsaveis pela imunidade do tipo humoral, que é a
producéo e liberacdo de anticorpos que tem por objetivo neutralizar e até destruir os
antigenos contra os quais foram gerados. Os processos de ativacao dessas células
comecam com o BCR ligando-se a um epitopo antigénico, e por consequéncia o
desencadeamento de uma sequéncia de eventos intracelular (LEBIEN et al., 2008).



29

Os linfécitos B funcionam também como apresentadoras de antigenos, a partir do
momento que internalizam e processam o antigeno ligado ao receptor BCR. Os
peptideos formados pelo processamento sdo expostos na membrana, ligados as
moléculas MHC de classe Il e sdo entdo apresentados para os Linfocitos T CD4
(MCHEYZER-WILLIAMS, et al., 2003).

Alguns linfocitos B permanecem vivos como células de memdria, proliferam e
formam os centros germinativos. As células de memaria sdo selecionadas pela sua
capacidade de ligacdo ao antigeno, e por envio de sinais aos linfécitos T, a
apoptose é impedida nessas células. Esses linfécitos B de memoria dependem de
BCR funcional para sobreviver, sugerindo que uma ligacao constante aos antigenos

de baixa afinidade os mantém vivos (LEBIEN et al., 2008).

2.3.1.2. Linfécitos T

O processo de maturacao dos linfocitos T esta ligado a expressdo de um
receptor de célula T funcional e dos seus co-receptores CD4/CD8. Esse processo
ocorre no timo e depois de maturados migram pela corrente sanguinea (PARKIN et
al., 2001). Ainda na etapa de maturacéo, os linféitos T passam por um processo de
selecado clonal que os garante como tolerantes aos proprios antigenos, mas capazes
de reconhecer antigenos estranhos ao organismo quando apresentados pelo MHC
préprio (BHANDOOLA et al., 2007). Eles sé reconhecem antigenos ja processados e
que sao apresentados por moléculas MHC na superficie das células apresentadora
de antigeno.

Existem diversos subtipos de linfocitos T efetores descritos, entretanto os dois
principais sao 0s auxiliares e os citotéxicos, que apresentam as moléculas CD4 e
CD8 respectivamente. Os linfocitos T CD4 sao responsaveis por comandar outras
células da resposta imune no momento da expulsdo do patégeno, além de atuarem
na ativacao de linfocitos B, macréfagos ou até mesmo dos linfocitos T CD8. J& os
CD8 tem a responsabilidade principalmente de controlar as respostas antivirais além
de possuirem uma resposta antitumoral (PARKIN et al., 2001).
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2.3.1.2.1. Linfécitos T Citotoxicas CD8

Esses linfécitos reconhecem os antigenos intracitoplasmaticos que séao
apresentados por moléculas MHC de classe |, que sdo expressas por praticamente
todas as células nucleadas. As principais células reconhecidas por linfécitos T CD8
sao as infectadas por virus ou tumorais (PARKIN et al., 2001). Quando se adere a
célula alvo, os linfocitos T CD8 proliferam e, em um encontro posterior, podem
eliminar por citotoxicidade qualquer célula que apresente esse antigeno especifico.
Essas células sao responsaveis por induzirem a apoptose na célula alvo pela agao
de suas moléculas citotdxicas efetoras, como as perforinas e granzimas (PARISH et
al., 2009).

2.3.1.2.2. Linfécitos T auxiliares (Th) CD4

As principais subpopulacées CD4 efetoras sdo atualmente distinguidas como
Th1, Th2, Th17 e Tfth e Treg (MURPHY, 2014) Essas subpopulacdoes sao
diferenciadas de acordo com o padrdo de citocinas que elas seretam, e
consequentemente, diferentes respostas efetoras (BRADLEY et al., 2003).

As células Th1 sdo responsaveis pelo auxilio do controle de bactérias, que
causam infecgcdes intravesiculares em macrofagos. Quando uma célula Th1
reconhece o antigeno bacteriano apresentado na superficie de um macréfago
infectado, ele vai interagir com a célula infectada para ativa-la ainda mais,
estimulando assim a atividade bactericida dos macrofagos, com o objetivo de
permitir que eles matem a bactéria intracelular. A diferenciacdo dessas células é
induzida pela interleucina 12 em conjunto com interleucina 18. Quando ativados, os
Th1 secretam IL-2, Interferon-[1 ,Fator de Necrose Tumoral e linfotoxina. Os
linfécitos Th1 geram respostas imunes do tipo celular, dessa forma protegendo o
organismo contra microrganismos intracelulares (ZHU et al., 2010).

A subpopulalgdo de células importantes nas respostas imunes humorais séo as
células Th2, que produzem interleucina 4, interleucina 5, interlecuina 6 e interleucina
10, facilitando a producédo de anticorpos (PARKIN et al.,, 2001). As respostas dos
linfécitos Th2 estdo associadas a imunidade aumentada contra agentes parasitarios.
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A terceira e mais recente subpopulacéo de células T, sdo os chamados linfécitos
Th17, que séo efetores e importantes na protecdo contra infecgdes por
microrganismos extracelulares. Essa nova subpopulagdo comecou a ser descrita e
elucidada com a descoberta da interleucina 23 que, juntamente com a IL-1 e IL-6
pode induzir o desenvolvimento de doencas auto-imunes por seu papel pro-
inflamatério e indutor da diferenciacao e ativacdo dos Th17 (WAITE et al., 2012). Os
Th17 produzem IL-22, IL-26 e outras citocinas efetoras da familia IL-17 (CHEN et al.,
2007).

As células Th17 surgem quando as citocinas IL-6 e o TGF- B estdo presentes e
h&a a auséncia de IL-4 e IL-12 (MURPHY, 2014), onde a IL-6 produzida na fase
aguda de um processo inflamatério inibe a geracdo das células reguladoras
induzidas por TGF-B, o qual permite a proliferacéo das células Th17, visto que esta é
uma citocina responsavel pela inibicdo de IFN-[1, favorecendo a expresao de
receptores para IL-23 (MARGAN et al., 2006). Esse fato sugere que a resposta a IL-
23 induzida por IL-6 e TGF-B sirvam como um fator que favorece a sobrevida de
células Th17 (BETTELLI et al., 2006).

2.4. Citocinas

As citocinas sao as principais responsaveis pela comunicacdo celular. Sao
polipeptideos ou glicoproteinas extracelulares, hidrossollveis, que podem variar
entre 8 e aproximadamente 30kDa. Podem ser produzidas tanto no local da lesé&o
como por células do sistema imune, a partir de ativacdo de proteinoquinases
ativadas por mitégenos. Essas proteinas sdo armazenadas na forma de moléculas
pré-formadas, atuando principalmente de forma paracrina, autdcrina e endocrina
(LIN et al., 2000). As citocinas se assemelham em suas atividades, portanto agdes
semelhantes podem ser provocadas por diferentes citocinas. Elas possuem
receptores especificos que, quando ligados, ativam mensageiros intracelulares que
vao regular a transcricao génica. Normalmente essas substancias sdo formadas em
cascatas, ou seja, uma citocina estimula sua célula-alvo a produzir mais citocinas
(CURFS et al., 1997). Podem ser caracterizadas tanto como pré-inflamatérias, com o

objetivo de aumentar a resposta inflamatéria, quanto anti-inflamatérias, visando
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atenuar a resposta inflamatéria. Elas influenciam a atividade, diferenciacao,
proliferacao e a sobrevida da célula, bem como regulam a produc¢éao e a atividade de
outras citocinas (CURFS et al., 1997).

Devido suas atividades nos organismos, as citocinas se tornam necessarias para
conduzir a resposta inflamatéria aos locias de infeccdo e lesdo. Entretanto, a
presenca em excesso das substancias pro-infalamtérias pode manifestar-se com

instabilidade hemodindmica ou disturbios metabdlicos (LIN et al., 2000).

A classificagdo das citocinas ndo pode ser realizada baseando-se em sua célula
de origem ou fungdo bioldgica, portanto elas foram agrupadas em interleucinas
numeradas de 1 a 35, fatores de necrose tumoral, quimiocinas, interferons e fatores
de crescimento mesenquimal (RAEBURNS et al., 2002).

2.5. Interleucina 17

A IL-17A é uma citocina classificada como pré-inflamatéria, secretada
principalmente pelos linfécitos Th17. Estudos apontam que as células Th17 ndo sao
as Unicas a secretarem essa interleucina, visto que foi detectada IL-17 em
camundongos sem linfécitos B e linfocitos T. Sugere-se que existe um grupo de
células do sistema imune inato que s&o produtoras de IL-17 (UHLIG et al., 2006).
Foi descrita pela primeira vez em 1995 como pertencente a familia das citocinas,
chamada IL-17 (MOSELEY et al., 2003). Também nessa familia foram identificados
outros cinco membros, (IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E e IL-17F), que atuam como
promotores de infiltracdo celular e promotores de expressdo de diversas citocinas
pré-inflamatérias (DONG, et al., 2006).

A proteina IL-17A é produto de um gene o qual possui 150 aminoacidos,
enquanto seu peso molecular € de 15kDa e é secretada como uma glicoproteina
homodimerica unida por pontes dissulfeto com um peso total entre 30 e 35kDa
(MOSELEY et.al., 2003). Ela apresenta uma similaridade entre 20 e 50% com as
demais IL-17, porém é mais similar a IL-17F, evidenciado pelas suas funcdes
biolégicas e pesos moleculares similares (DONG et al., 2003).
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O receptor para IL-17 é denominado IL-17R e representa uma proteina
transmembrana de aproximadamente 130kDa, distribuida em grande quantidade nos
tecidos. Uma vez unida a seu receptor de membrana, as vias de MAP quinases séo
ativadas e ocorre a ativagdo dos fatores de transcricdo, os quais regulam
positivamente a expressao de citocinas pré-inflamatérias como IL-1, IL-6,IL-17F, IL-
8, TNF-a, entre outras (SHALOM-BARAK et al., 1998). Por fim, ha o recrutamento de
neutroéfilos no sitio da infeccdo aguda e o favorecimento dos efeitos inflamatérios de
certas doencas autoimunes (STARK et al., 2005).

A IL-17A vem sendo descrita como uma citocina pré-inflamatéria, que atua em
diversos tecidos do organismo, envolvendo-se no desenvolvimento de
autoimunidade, inflamagao e alguns tumores (TIZARD, 2014). Foi identificado que
seu principal papel biolégico € a ativagado e expansao rapida de neutrofilos durante
um processo infeccioso (STARK et al., 2005).

Embora a familia das IL-17 tenha sido relacionada com doencgas inflamatérias, é
importante ressaltar que sua principal funcao é na acao contra patégenos (AUJLA et
al., 2008). A inducéo de IL-17A em resposta a varios patégenos extracelulares é
dependente de IL-23, e leva a mobilizacao de linfécitos T CD4 e CD8 (HAPPEL, et
al., 2003). Alguns estudos apontam um papel importante no controle da infeccao por
parasitas extracelulares, evidenciando a producao de IL-17A por células TCD4 de
forma dependente da IL-23, induzida por células apresentadoras de antigenos,
favorecendo o recrutamento de neutréfilos, dessa forma sugerindo ter um papel
importante na eliminagéo e controle do crescimento de microrganismos (WU et al.,
2007).

Estudos recentes mostram que a interleucina 17 esta envolvida em amplificar a
ligacao entre a inflamagéao crbnica e a destruicdo da matriz extracelular, e, portanto,
envolvidas em doencas com manifestacdo de inflamacao induzida por danos. Nesse
sentido, apresentam resultados positivos obtidos a partir de ensaios clinicos que
usaram como ferramenta para tratamento, a inibicdo da atividade da IL-17
(MIOSSEC et al., 2012). Além disso, desempenham papéis de protecdo na defesa
do hospedeiro contra patégenos em células epiteliais. Em uma fase inicial de
infeccdo por patdégeno, a IL-17A juntamente com a IL-17F, sdo importantes no

controle da carga bacteriana, ao passo que mais tarde, a IL-17A deixa de agir com
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tanta intensidade, mas ainda assim € efetora. Essa citocina também contribui para a
producdo de outras citocinas e quimiocinas proé-inflamatérias sob a presenca de
patdgenos extracelulares. Portanto um defeito na producao de IL-17 resulta em um
aumento da disseminagao bacteriana, correlacionada com a reducédo de mediadores
inflamatérios e 0 ndo recrutamento de neutréfilos (JIN et al., 2013).

A producado de proteinas recombinantes tem sido uma um area extremamente
ampla, com fins terapéuticos, veterinarios e agropecuarios, e tem se mostrado eficaz
tecnologicamente (CHEN et al., 2012). O sistema de expressao ideal depende de
qual proteina se tem interesse expressar. O sistema de expressado em Escherichia
coli segue sendo o principal sistema bacteriano a ser escolhido (GORDON et al.,
2008). Esse microrganismo & amplamente caracterizado geneticamente e apresenta
como vantagens para o processo seu rapido crescimento, sua densidade celular é
facilmente alcangada, seu cultivo € realizado em meios comercialmente disponiveis
e o processo de transformagdo com o DNA exégeno € simples (ROSANO et al.,
2000).

Producédo recombinante dessa interleucina é uma importante forma de estudar a
modulacéo da resposta imune em infeccdes por diferentes agentes, sendo que a sua
utilizacao fica inviavel de forma comercial devido ao alto custo, portanto a producéo
deste insumo poderia viabilizar enumeras pesquisas no estudo da modulagcéo

imunoldgica por esta citocina.

3. Objetivos

3.1. Objetivos gerais

O presente trabalho visou realizar a clonagem, expressao e caracterizacao da

interleucina 17A de Bos taurus, na forma recombinante em E. coli.
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3.2. Objetivos especificos

- Amplificar a sequéncia completa do gene da interleucina 17A e clona-la em
vetor pAE;

- Expressao da IL-17 em cepa de Escherichia coli;
- Otimizacao do tempo de inducéo da expressao;
- Avaliagdo do rendimento na expressédo em diferentes cepas;

- Caracterizagao da proteina recombinante.

4. Metodologia

4.1. Desenho in silico dos iniciadores

Para obter a sequéncia, foram construidos in silico oligo iniciadores (primers) no
software Vector NTI Advance ™ (Invitrogen), com base na sequéncia depositada no
GeneBank (AF412040).

Sequéncia ™

Forward ¥ GGA CTC GAG ATG GCT TCT ATG AGA AC ® 58,4 °C

Reverse > CGG AAT TCA GCC AAA TGG CGG ACAA*® 62,2 °C

Tabela 1 - Sequéncia dos oligo iniciadores utilizados para obter a sequéncia da IL-17A.

4.2. Amplificacao da sequéncia da IL-17 a partir de cDNA de esplendcitos

bovinos

A técnica de PCR foi realizada a partir de amostras de cDNA de esplenécitos
bovinos, para a amplificacdo do gene da IL-17A. A técnica foi realizada utilizando
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Taq DNA Polimerase, com 35 ciclos de 94 °C por 1 min, temperatura de anelamento
em gradiente de 51 °C, 56 °C e 62 °C por 1 min, e 72 °C por 1 min.

4.3. Clonagem no plasmideo pAE do gene IL-17A

A clonagem foi realizada utilizado o plasmideo pAE, que se encontra na
Biblioteca de vetores do Centro de Desenvolvimento Tecnoldgico (CDTec), o qual é
utilizado amplamente para expressdao de proteinas em Escherichia coli. Sua
regulacao é baseada pelo promotor T7, possui resisténcia ao antibidético ampicilina e
responsavel por adicionar 6 aminoacidos de histidina (6xHis) na regido N-terminal a

proteina produzida, permitindo posteriormente a purificacdo em colunas de niquel.

Tanto o produto obtido através da técnica da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), quanto o vetor de expressao foram submetidos a restricdo com as enzimas
EcoRl e Xhol (BioLabs) separadamente por 18h a 37 °C, a fim de tornar suas
extremidades coesivas. A ligacdo destas duas partes foi realizada com a enzima T4
DNA Ligase (Invitrogen) por 26 °C por 1h.

O produto da ligagéo foi utilizado para transformacédo da cepa E. coli TOP10F,
promovendo a propagacao do plasmideo. A transformacgao foi realizada segundo a
técnica de transformacéo por choque térmico, onde foi utilizado 100 uL de CaCl,
(100mM), uma colbnia de placa contendo E. coli TOP10F em meio LB (Luria Bertani)
agar com 24h e plasmideo/inserto. Os componentes em microtubo permaneceram
em banho de gelo por 15min, seguido de uma incubacdo de 1min a 42 °C e
posteriormente 2min novamente em gelo, para que ocorra o choque térmico através
destas oscilagdes de temperatura. A transformacéo foi cultivada em meio Luria
Bertani agar adicionado com o antibiético ampicilina (100 pg/mL). O cultivo foi
mantido por 16h a 37 °C. As colbnias que se desenvolveram na placa foram
cultivadas em 1 mL de meio LB liquido com ampicilina, por 16h a 37 °C. Os cultivos
foram centrifugados por 3min a 12.000 x g, e a partir do pellet de células formado, foi
realizada a técnica MicroPrep (JOUGLARD et al. 2002), uma extracdo rapida de
DNA com fenol-cloroférmio. O resultado foi visualizado em gel de agarose 1%, 100 V
por 1h.
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4.4. Selecao dos clones e confirmacao da clonagem

Os clones que apresentaram tamanho superior quando comparado com o vetor
de origem, foram cultivados em 10 mL de meio LB liquido com 100 pg/mL de
ampicilina, por 16h a 37 °C e agitacdo de 150rpm. A extracao plasmidial foi realizada
de modo adaptado de SAMBROOK; RUSSEL (2001), através de lise alcalina. Para
confirmar a presenca do inserto nos plasmideos recombinantes, foi realizada a
técnica de PCR com os mesmos parametros ja citados, e posteriormente o produto
foi digerido com a enzima Kpnl. Depois de confirmado por ambas as técnicas a
amostra foi enviada para sequenciamento pela a empresa ACTGene analises - POA.

4.5. Expressao darlL-17A

A construcao ja confirmada pelo sequenciamento foi utilizada para transformacéao
das cepas de E. coli de expressdo Rosetta™, Ril, Plyss, C41 e C43 pelo mesmo
método descrito anteriormente. Inicialmente a expressao foi realizada em pequeno
volume, partindo de um pré inéculo de 2 mL de meio LB liquido adicionado de
ampicilina 100ug/mL para todos os cultivos e clorofenicol 100ug/mL somente para as
cepas Rosetta™, Ril e Plyss, a 37 °C por 18h com agitacdo de 150 rpm.
Posteriormente o volume do cultivo foi aumentado para 10 mL contendo os mesmos
antibiéticos. Os cultivos ficaram incubados as mesmas condicbes anteriores até
atingirem a densidade éptica (D.O. 600nm) de 0,6 (fase log) para iniciar a inducao
da expressao da proteina recombinante. Foram coletadas aliquotas dos cultivos no
periodo de 0, 1, 2, 3, 4 e 24 horas, para avaliacdo do melhor tempo de expressao.
Apébs 24 horas os cultivos foram centrifugados a 9.000 x g por 3min, o sobrenadante
foi descartado e o pellet obtido eluido em tampao PBS (phosphate buffered saline).
As amostras das expressdes foram preparadas com tampao redutor, desnaturadas e
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) na concentracdo de

15%. A indugéo foi realizada com IPTG 1mM (Isopropil B-D-1-thiogalactopiranosidio).

Somente a cepa Rosetta™ apresentou expressdo da proteina de interesse. O
plasmideo pAE/IL-17 foi inserido novamente na cepa escolhida pelo mesmo método



38

ja descrito de transformacgéo por choque térmico. A transformagéo foi propagada em
um pré-inéculo de 150 mL de meio LB liquido acrescido de clorofenicol e ampicilina
na proporcao de 1:1, cultivado por 16h a 37 °C com agitacdo de 150rpm. O pré-
indculo foi transferido para 350 mL de meio LB liquido, totalizando 500 mL de cultivo
final acrescido dos antibiéticos na mesma propor¢cédo, que permaneceu em agitacao
até atingir a D.O. de 0,6 (D.O.gp), correspondendo a metade da fase log de
crescimento bacteriano. Assim, apds a retirada de amostra de 1 mL, o cultivo foi
induzido com IPTG para concentragao final de 1mM, a 37 °C com agitacado constante
de 150 rpm. Apo6s 3h houve nova retirada de 1 mL do cultivo, visto que esse foi o

tempo com maior expressao.

4.6. Purificacao dariL-17A

O pellet celular dos cultivos, foi obtido através de centrifugacao por 10 min a
9.000 x g e eluido em 25 mL de tampao de lise Akta Wash (NaH.PO, 0,2M; NaCl
0,5M; Imidazol 10mM) e assim a amostra foi sonicada por 10min de 60Hz com pulso
de 6 segundos. Logo apds a amostra foi incubada a 4 °C com lisozima 100 ug/mL
por 1h sob agitacédo e posteriormente centrifugada novamente por 15min a 9.000 x g
e 0 sobrenadante obtido foi armazenado a 4 °C. O pellet resultante foi ressuspedido
em 25 mL de tampéao de solubilizacdo Akta Wash com Uréia (NaH».PO,4 0,2M; NaCl
0,5M; Uréia 8M; Imidazol 10mM) e incubado a 4 °C por 3h sob agitagdo. Houve uma
nova centrifugacdo a 9.000 x g, 4 °C por 10min, onde o sobrenadante obtido foi
armazenado a 4 °C para posteriormente ser purificado. As amostras resultantes da
lise foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida de 15%.

As amostras nos tampdes de solubilizagao, resultante das centrifugagdes, foram
filtradas com membrana com cut off de 0,8 um para a retirada de restos celulares
antes da purificagdo. Apos a filtracdo, as amostra foram submetidas a cromatografia
de afinidade com o uso da coluna de niquel HisTrap TALON®, a qual liga os
residuos de histidina presentes no tag da proteina recombinante, a qual € inserida
pelo vetor pAE. ApOs este processo as amostras foram verificadas em gel de
poliacrilamida.
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A concentracdo da proteina foi realizada utilizando tubos de dialise, que séo
membranas semipermedveis seletivas para moléculas maiores, como proteinas.
Pelo principio de osmose a proteina foi mantida no tubo, enquanto as outras

moléculas menores conseguiram atravessar as membranas.

4.7. Caracterizacao da riL-17

Para a caracterizacdo da proteina recombinante, foi utilizada a técnica de Dot
blot. As amostras da proteina foram colocadas na membrana de nitrocelulose a
membrana foi bloqueada com leite em p6 5%, diluido em PBS-T (phosphate buffered
saline + 0,05% de Tween 20). Para deteccdo da tag de histidina presentes na
proteina recombinante, foi utilizado anticorpo monoclonal (MAb) anti-6xHis, por 1h,
na diluicao 1:5000 em PBS-T.Em seguida a membrana foi incubada com anticorpo
secundario (anti-mouse) conjugado com peroxidase (Sigma-Aldrich), na mesma
diluicdo. Para revelacdo da reacao foi utilizado 0,006 mg de DAB (3,3-
Diaminobenzidina) em solu¢do contendo Tris HCI 50mM, Sulfato de Niquel 0,3% e

peroxido de hidrogénio (H20y).
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5. Resultados e discussao

5.1. Contrucao dos iniciadores

O desenho in silico foi criado com o software Vector NTI Advance™ (Invitrogen),
demonstrando a regiao a ser amplificada (Figura 1), que compreende uma regiao de
476 pares de base.

sy} ILATIpAE
xhe _‘ Eprd {258)

|' 1 L pAE/IL-17

i 3247 bp .‘
IL-17 jpAE = /i
stp & y

1 ori

Figura 1 — Gene da IL-17A. Imagem A) Porcao a ser isolada utilizando os iniciadores construidos e

suas respectivas enzimas de restricdo. Imagem B) Construcdo pAE/IL-17A.

Fonte: Vector NTI Advance™ (Invitrogen).

5.2. APCR

Ocorreu a amplificacédo do fragmento esperado, visto que o produto da reacdo
pode ser observado com tamanho esperado de 476pb quando submetido a
eletroforese. Foram testadas diferentes concentracbes de cDNA com diferentes
temperaturas de anelamento (Figura 2), onde os resultados mostram que a
amplificagéo ocorreu com 1ug (concentragéo) de cDNA nas diferentes temperaturas
de 51 °C, 56 °C e 62 °C. Todas as temperaturas testadas se mostraram eficazes

para a amplificacao da sequéncia desejada, porém foi necessario utilizar uma maior
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quantidade de material genético para a realizagdo da reacdo em cadeia da

polimerase.

~476bp

Figura 2 — Eletroforese em gel de agarose 1%. Produto de amplificacdo pela reagédo de PCR das
diferentes concentragées de cDNA e temperaturas de anelamento. 1) Marcador Ladder 100pb 2) 0,5
pg cDNA a 51 ¢C 3) 0,5 ug cDNA a 56 °C 4) 0,5 ug cDNA a 62 °C 5) 1 ug cDNA a 51 °C 6) 1 ug cDNA
a56°C 7)1 ugcDNA a62°C.

Fonte: A autora.

5.3. Clonagem e selecao dos clones

O produto da PCR, juntamente com o vetor, foram submetidos a restricdo com as
enzimas EcoRl e Xhol (BioLabs). Com as extremidades ja coesas, a ligacao foi

realizada com T4 DNA Ligase (Invirogen).

O produto da ligacao entre a sequéncia amplificada de IL-17 no vetor pAE foi
transformado em cepa de E. coli TOP10F, para identificar em qual dos plasmideos
ocorreu a insercao do gene. Das col6nias isoladas foram extraidos plasmideos
(Figura 3).
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Figura 3 — Eletroforese em gel de agarose de 1% - extragdo plasmidial. O resultado da extracédo
plasmidial de 6 clones de E. coli, que cresceram em meio de cultivo suplementado com ampicilina. A
primeira coluna possui o plasmideo pAE integro, usado como controle para comparar com os demais

clones.

Fonte: A autora.

De acordo com a fase de leitura, a calda de histidina, adicionado pelo vetor pAE
(conhecido como fusion tag) na frente do fragmento da IL-17, facilita o processo de
purificagcdo que conta com o reconhecimento da proteina recombinante expressa a
partir de anticorpos especificos durante a utilizacao da coluna de cromatografia de
afinidade.

O resultado do gel de agarose sugeriu que houve insercao do gene da IL-17A em
duas colbnias, que estao representadas pela coluna D e F na figura 3. A insercao do
gene de interesse na construcdo do plasmideo foi cofirmada pela técnica de PCR,
utilizando os primers para o gene da IL-17. O produto obtido apresenta o mesmo
tamanho do fragmento obtido inicialmente, comprovando a clonagem e insercéao
correta no plasmideo (Figura 4). A primeira confirmacao da eficacia dos processos
de clonagem e transformacdo foi comprovada pela extragdo plasmidial que
demonstrou resultados de plasmideos com numero de pares de bases superior ao

plasmideo de origem.
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Figura 4 — Eletroforese em gel de agarose 1% - confirmagéo dos clones pAE/IL-17A. A) Marcador de
peso molecular Ladder 100pb B) PCR do clone da coluna D (Figura 3) C) PCR do clone da coluna F
(Figura 3).

Fonte: A autora.

5.4. Caracterizacao

Para caracterizar os plasmideos extraidos, o produto da PCR foi submetida a
restricdo com a enzima Kpnl, visto que o fragmento apresenta um sitio de clivagem
para esta enzima, que divide o fragmento em dois menores com 257pb e 219pb
(Figura 5). Essa digestao serviu para indicar a presenga do inserto esperado no

plasmideo em questéo.

O produto da reagcdo de PCR foi encaminhada para realizacdo de
sequenciamento para a empresa ACTGene, e o contig formado foi usado na
pesquisa através da ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search),
apesentando 99% de identidade com a sequéncia do gene da IL-17 de bovinos, com

numero de acesso AF412040 no GeneBank.
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250pb

Figura 5 — Eletroforese em gel de agarose de 1% - digestdo do fragmento de IL-17 com Kpnl . A
restricdo separa em dois fragmentos menores, sendo um de aproximadamente 257pb e o outro com
219pb. M) Marcador Ladder 1kb (Sigma) 1) Produto de PCR digerido com enzima Kpnl 2) Produto de
PCR néo digerido.

Fonte: A autora.

5.5. Expressao dariL-17A

A expressdo da proteina recombinante foi testada em 4 cepas diferentes, no
entanto a expressao s6 pode ser visualizada na cepa Rosetta™, principalmente na
terceira hora apdés a indugdo com IPTG 1mM. Porém pode ser observado a
expressao antes mesmo da presenca do IPTG 1mM. No gel de poliacrilamida na
concentragdo de 15% pode-se observar a proteina com um tamanho de
aproximadamente 35kDa (Figura 6).
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30kDa

Figura 6 — SDS-PAGE em gel de poliacrilamida 15% - expresséo da rlL-17A. A) Hora 0 - momento da
inducéo, de B) a E) horas 1, 2, 3 e 4 respectivamente F) Hora 24 G) Marcador H) Rosetta™ nao

transformada.

Fonte: A autora.

A cepa Rosetta™ demonstrou ser capaz de produzir a proteina de interesse,
ainda que com rendimento baixo da mesma. A proteina rlL-17 foi expressa utilizando
a cepa Rosetta™ em 500 mL de meio liquido acrescido de antibiéticos. Quanto a
sua solubilizacdo, a proteina recombinante apareceu tanto em tampao Akta Wash

quanto no tampéao adicionado de 8M de uréia para (Figura 7).
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4 37kDa
4smmmm ~35kDa
4 ?5kDa

Figura 7 — SDS- PAGE em gel de poliacrilamida 15% - confirmacdo da expressao de rIL-17 - A)
Extrato de E.coli ndo tranformada B) Amostra eluida em Akta Wash C) Amostra eluida em Akta Wash
com Uréia D) Marcador de peso molecular.

Fonte: A autora.

Através do resultado da figura 7, pode se observar que a proteina esta
presente tanto de forma solivel como na forma de corpos de inclusdo, necessitando

do agente desnaturante uréia 8M para sua recuperacao.

5.6. Purificacao

As duas amostras eluidas nos tampdes com uréia e sem foram filtradas em
depois submetidas ao processo de purificacdo por cromatografia de afinidade. A
figura 8-A ilustra a purificacdo realizada a partir do tamp&o sem uréia nas diferentes
fracdes de eluicdo, mostrando que a proteina pura foi eluida apenas em uma fragao
com a presenca de alguns agregados proteicos. A figura 8-B apresenta os
resultados da purificacdo a partir da amostra eluida em tampao com uréia. Essa
purificacao evidencia que a proteina pura também foi obtida apenas em uma fracao.
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A) B)

Figura 8 — Purificagdo da rIL-17A. Imagem A) SDS-PAGE- Gel de poliacrilamida 15% para verificar a
purificagcdo da proteina recombinante eluida em tampao Akta Wash. A) 20%; B) 40% C) 60% D) 80%
E) Marcador de peso molecular. Imagem B) SDS-PAGE — Gel de poliacrilamida 15% para verificar a

purificagdo da proteina recombinante eluida em tampéao Akta Wash com Uréia 8M. A) 10% B) 40% C)

40% D) 60% E) 80% F) 100% G)100% H) Marcador de peso molecular.
Fonte: A autora.

A proteina foi eluida na fracdo de 20% quando purificada do tampao Akta
Wash, porém esta mesma aparece com a formacao de agregados proteicos. Ja na
amostra eluida no tampao Akta Wash com uréia 8M a proteina aparece na fracao de

40% com o tamanho esperado, sem a formacao de agregados proteicos.

Os niveis de expressao da proteina ficaram baixos, portanto foi necessario
que fosse realizado o processo de concentracédo das fragdes purificadas por meio de

tubos de dialise. Os resultados estao ilustrados na figura 9.
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Figura 9 — SDS-PAGE - Gel de poliacrilamida 15% - resultado das concentragbes. A) Amostra

purificada e concentrada a partir do tampao Akta Wash; B) Amostra purificada e concentrada a partir

do tampéao Akta Wash com Uréia 8M.

5.7. Dot Blot

Na membrana de nitrocelulose foram testadas cinco amostras, para identificar em

qual a proteina recombinante estava presente (Figura 10).

Figura 10 — Membrana de nitrocelulose — resultado Dot Blot. Para controle positivo foi utilizado
uma proteina com a cauda de histidina e para o controle negativo um proteina sem calda de
histidina. 1) Proteina eluida em tampao Akta Wash ; 2) Proteina eluida em Akta Wash 2; 3)
Proteina eleuida em Akta Wash com uréia 8M 1; 4) Proteina eluida em Akta Wash com uréia 8M

2; 5) Fragéo da purificagéo de 40% (amostra Akta Wash com uréia 8M).
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A reagdo com o anticorpo anti-histidina foi evidente em todas as amostras
testadas, comprovando a capacidade do plasmideo pAE em adicionar a os
aminodcidos histidina a proteina recombinante expressa. Portanto o resultado obtido
por essa técnica sugere que a proteina obtida é a proteina recombinante de
interesse. No entanto ainda € necessario aprimorar a técnica de purificacao, e a
realizacdo de um Western Blot, que vai evidenciar o peso molecular esperado

juntamente com o reconhecimento pelo anticorpo anti-histidina.
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6. Conclusoées e Perspectivas

O presente trabalho apresenta os processos de clonagem, expressao e
caracterizagcao do fragmento proteico correpondente ao gene completo da IL-
17A, utilizando como sistema de expressdo Eschericia coli cepa Rosetta™.

A obtencdo do fragmento confirmado pelos resultados da PCR, restricao,
SDS-PAGE e sequenciamento, apontam que as técnicas empregadas para a
construgao do plasmideo pAE/rIL-17A foram eficazes e satisfatérias, bem como
0s processos de expressao e purificacdo apds a expansao do cultivo da bactéria
E.coli.

A expressao recombinante dessa proteina no sistema de E. coli possibilita o
estudo da estimulacdo da resposta imunoldgica, podendo também ser utilizada
para testes de bloqueio dela mesma e sinalizagdo. Sua atividade sera verificada
na indugéo de esplendcitos. Aléem disso, o estudo de mecanismos referentes as
atividades dessa interleucina e sua modulagcdo do sistema imune durante a
resposta imune contra patégenos é um objetivo futuro do grupo de pesquisa,
visto que este mesmo trabalha com vacinas contras bactérias, virus e

protozoarios.
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