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“‘Um grande erro: crer-se mais importante do que se é e
estimar-se menos do que se vale.”

Johann Goethe



RESUMO

O sistema imune precisa distinguir entre o proprio € o nao-proprio para
fornecer protecdo contra patégenos que eventualmente invadem os nossos
tecidos. Para esta distincdo de fato acontecer é necessaria uma comunicacao
entre células apresentadoras de antigenos (APCs) e células T. Esta
comunicagao acontece a partir da aproximagcdo das duas células e
consequentemente das suas membranas e interacdo receptor-receptor,
formando uma zona de contato chamada de sinapse imunolégica. Com esta
interacao os linfécitos T sao ativados, entram num processo de proliferagao e
se diferenciam dentro de um conjunto de células efetoras. Para esta ativagéo
de fato acontecer, sdo necessarios dois sinais. O primeiro € fornecido através
da ligagado do peptideo-MHC e o receptor do linfocito T (TCR) e o segundo
pelas proteinas co-estimulatérias, especialmente as proteinas da familia B7
(CD80 e CD86) na membrana das APCs, e CD28 na célula T. Um motivo
altamente conservado em CD28, o motivo MYPPPY, €& responsavel pela
interagdo com as proteinas B7. Recentemente estudos tém mostrado que esta
ativagdo pode ser bidirecional, ou seja, durante esse processo a célula APC
também é ativada. Até o momento a interagdo CD28-B7 em macrofagos de
aves nao foi descrita na literatura. Portanto, este estudo pretende investigar
essa sinalizacado e determinar se ela foi conservada durante a evolugao, além
de fornecer dados que possam ser uteis no manejo de aves de corte,
particularmente em possiveis abordagens de investigacdo diagndstica e de
aumento de produtividade. Este trabalho tem como objetivo avaliar a ativagéo
de macréfagos de frango frente ao estimulo com CD28 recombinante. O gene
que codifica a proteina CD28 foi clonada em um sistema bacteriano e
purificada. Pelo fato de apresentar caracteristica de formacao de corpos de
inclusdo, diferentes condi¢cdes de solubilizacdo foram testadas neste trabalho.
Foi possivel estabelecer com sucesso um procedimento capaz de manter a
proteina recombinante soluvel em condigdes quimicas compativeis com as
diferentes abordagens experimentais tipicamente empregadas pelo grupo. Os
estudos de interacdo de chCD28 com B7 foram realizados utilizando uma
linhagem imortalizada de macréfagos de galinha (macrophage-like cell line-



HD11). Os resultados sugerem que o mecanismo de ativagdo parece ter sido
conservado em aves, pois a molécula CD28 reconhece os receptores da

familia B7, CD80 e CD86, presentes na superficie dos macrofagos de aves.

Palavras-chaves: CD28. B7. Imunologia. Macréfagos. Ativagao bidirecional.



ABSTRACT

The immune system needs to distinguish between itself and non-self to
provide protection against pathogens that eventually could invade our tissues.
For this, a communication between antigen-presenting cells (APCs) and T cells
is necessary. This communication happens from the approximation of the two
cells and consequently their membranes and receptor-receptor interaction,
forming a contact zone called immunological synapse. T lymphocytes are
activated with this kind of communication, entering into a proliferation process
and differentiating within a set of effector cells Two signals are required for this
activation. The first one is provided via MHC-peptide and T lymphocyte receptor
(TCR) and the second by costimulatory proteins, especially the B7 family
proteins (CD80 and CD86) on the APCs membrane, and CD28 in the T cell. A
highly conserved motif in CD28 (MYPPPY) is responsible for the interaction with
the B7 proteins. Recently studies have shown that this activation can be
bidirectional, resulting in the stimulation of the APC. To date, CD28-B7
interaction in avian macrophages has not been described in the literature.
Therefore, this study intends to investigate this signaling and to determine if it
has been conserved during the evolution, besides providing data that can be
useful in the handling of poultry, particularly in possible approaches of
diagnostic, investigation and increase of productivity. This work aims to
evaluate the activation of chicken macrophages against the stimulation with
recombinant CD28. The gene encoding the CD28 protein was cloned into a
bacterial system. Due to the presence of inclusion body formation, different
solubilization conditions were tested. A procedure capable of keeping the
recombinant protein soluble under chemical conditions, compatible with the
different experimental approaches was successfully established. Interaction
studies of chCD28 with B7 were performed using an immortalized line of
macrophage-like cell line-HD11. The results suggest that the mechanism of
activation seems to have been conserved in chicken since the CD28 molecule
recognizes the B7, CD80 and CD86 family members present on the surface of
chicken macrophages.

Key Words: CD28. B7. Imunology. Macrophage. Bidirecional activation.
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1. INTRODUGAO

O processo de ativacdo de linfécitos T, proliferacdo e produgédo de
citocinas requer a interacdo do receptor de células T (o receptor TCR) com o
complexo de histocompatibilidade maior Il (MHC-II). Necessita ainda, do cross-
linking das moléculas coestimuladoras CD80 (B7.1) e CD86 (B7.2),
encontradas na membrana das células apresentadoras de antigenos (APCs),
com CD28 ou CTLA-4 (antigeno-4 associado ao linfécito T citotoxico) na
superficie das células T (RUTKOWSKI et al, 2003).

E firmemente estabelecido que na coestimulagdo das células T a ligacdo
de CD28:B7 é estimulatério e CTLA-4:B7 ¢é inibitorio. Acredita-se que a regido
responsavel pela interacdo destas duas proteinas aos receptores B7 nas APCs
seja um dominio de seis aminoacidos altamente conservado na maioria das
espécies, também conhecido como sitio MYPPPY (ORABONA et al. 2004).

De acordo com ORABONA et al. (2004) existe uma sinalizagao
bidirecional quando essa interacdo acontece. Além da ativacédo da célula T, a
célula APC também é estimulada. Eles mostraram essa estimulacdo quando
trataram as células dendriticas com CD28, e observaram que essa interagao
estimulou as células a desenvolver uma imunidade protetiva contra infecgdes
via aumento da regulagao de interleucina-6 (IL-6). Esta prote¢do também foi
observada em testes tumorais, que resultou na erradicacdo de tumores
pobremente imunogénicos. O mesmo efeito foi visto mais tarde no estudo de
MIR (2014), onde os macrofagos mostraram-se ativados quando ele utilizou
anticorpos monoclonais que mimetizaram a ligagao de CD28.

Por isso, o uso de CD28 constitui uma ferramenta valiosa no aumento da
resposta imune durante uma vacinagéo ou indugao de respostas anti-tumorais,
além de estudos de pesquisa basica e aplicada com o intuito de esclarecer as
interacdes do sistema imune que ainda nao foram completamente decifradas e

o desenvolvimento de possiveis imunoterapias.
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1.1 OBJETIVO GERAL

O principal objetivo deste projeto é avaliar a resposta de uma linhagem
imortalizada de macréfagos de galinha (HD11) quando estimulados com CD28
recombinante (rCD28) que atuaria como um mimético do linfécito T. Neste
contexto, as consequéncias da interagao rCD28-APC estdo sendo analisadas
contribuindo para o entendimento da sinalizagao reversa em aves, o qual ainda

nao esta estabelecido.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Expressao e purificacdo da proteina recombinante selvagem (CD28wt) e
o mutante (CD28A - deletado para o sitio MYPPPY);

e Solubilizagdo das proteinas recombinantes;

e Analise da interacdo com os receptores B7.1 e B7.2;

e Analise da importancia do sitio MYPPPY;

e Observacao da sinalizagao bidirecional em aves.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR DE CD28 E CTLA-4

As moléculas CD28 e CTLA-4 existem como glicoproteinas
homodiméricas ligadas por ligacdo dissulfeto. Ambas possuem dominios
extracelulares contendo os loops CDR1, CDR2 e CDR3. A maior concentragcao
de residuos conservados tanto no CD28 como CTLA-4 em quase todas as
espécies é o motivo MYPPPY que se encontra no CDR3. Estudos de mutagdes
nesta regido mostraram que estes residuos sao importantes para a ligagdo com
B7.1 e B7.2. (HARRIS e RONCHESE, 1999).

A molécula CD28 é uma proteina integral de membrana, que se
encontra na superficie de células TCD4+ e TCD8+. A maior parte da
contribuicdo do CD28 na ativacdo das células T; é dada pela cauda
citoplasmatica. Esta cauda possui motivos especificos que sao fosforilados e
iniciam uma cascata de sinalizacao interna.

Embora o CD28 seja constitutivamente expresso na membrana
plasmatica, o CTLA-4 tem um padrao de expressdao muito mais complexo. A
molécula n&o parece ter expressao em células T em repouso, mas € super-
regulada durante a progressdo do ciclo celular. Depois da transcricdo e
traducao, a proteina associa-se com o complexo adaptador de clatrina AP-1 e é
encontrado localizado predominantemente nas vesiculas intracelulares. A
estimulagao do receptor TCR leva o transporte da proteina para a superficie da
célula T. Entretanto, € rapidamente endocitado por um segundo adaptador de
clatrina AP-2 (SANSOM et al, 2003).
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FIGURA 1. DINAMICA DA INTERAGAO CD28/ CTLA-4 — CD80 (B7.1) /CD86 (B7.2). FONTE:
SANSOM et al, 2003

Estruturas de cristais mostraram que B7.1 existe como um dimero ligado
a dois locais de ligagdo de CD28 ou CTLA-4 (SANSOM et al, 2003). Dados
cristalograficos recentes também indicaram que B7.2 é incapaz de formar
dimeros estaveis, sendo portanto um monémero.

Apesar de bem documentado que CD28 € um homodimero, evidéncias
recentes sugerem que esse dimero pode possuir apenas um local de ligagcao
para os ligantes, contrastando com a natureza bivalente de CTLA-4 (SANSOM
et al, 2003).

2.2 OS LIGANTES B7.1 EB7.2

Embora B7.1 exista como dimero e B7.2 apresenta-se como um
mondmero, ambos tém um dominio tipo constante e um tipo variavel (Collins et
al.,, 2002). Residuos conservados encontrados nestes dominios tém
demonstrado serem criticos para a ligagdo com CD28 e CTLA-4 (HARRIS e
RONCHESE, 1999). Essas duas moléculas parecem ser distantemente
relacionadas, pois apresentam uma identidade de sequéncia de aminoacidos
apenas de 26%.

DAVIS et al, (2003) indicaram que B7.1 é o ligante mais potente para
CTLA-4, baseado nao somente na afinidade mais alta, mas também por causa
da avidez dele que € maior. Apesar de ter uma afinidade mais fraca para CD28,

0 B7.2 é provavelmente o ligante mais eficiente comparado com B7.1.
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A expressdo de B7.1 e B7.2 na superficie das células difere
quantitativamente e qualitativamente nas APCs. B7.2 ¢é expresso
constitutivamente nos monadcitos e pode ser rapidamente induzido nas células
B ativadas. Ja o B7.1 ndo € expresso nos mondcitos em repouso e apresenta-
se pouco nas células dendriticas. Embora a expressdo seja induzida em
macrofagos ativados, células B e células matadoras profissionais (natural
killer), o tempo da indugédo da expressao de B7.1 € mais lenta do que de B7.2
(SLAVIK et al, 1999).

2.3 PAPEL DE CD28 NA ATIVACAO DE CELULAS T

Os linfocitos T sao cruciais para a maioria das respostas imunes, € uma
imunossupressao severa ocorre em individuos ou animais deficientes em
células T. O modelo atual de como as células T tornam-se ativadas é derivado
de uma teoria de um sinal 2 que foi primeiro observado na ativagéo das células
B proposto por BRETSCHER e COHN em 1970, e mais tarde foi expandido
para as células T por LAFFERTY e CUNNINGHAM. (ALEGRE et al, 2001)

De acordo com este modelo, além da interagdo com o MHC (sinal 1), os
linfécitos T necessitam reconhecer também moléculas co-estimuladoras (sinal
2). A descoberta do CD28 como um prototipo co-estimulatério do TCR forneceu
evidéncias para que o modelo de sinal 2 seja requerido para a ativacéo total da
célula T (CHEN e FLIES, 2013), ja que na auséncia dele as células geralmente
direcionam-se para um estado apoptdtico ou para um estado anérgico, que é
caracterizado pela incapacidade de produzir interleucina-2 (IL-2) e/ou proliferar.
E importante salientar que a ativagdo da célula T pode ocorrer na auséncia do
sinal 2 apenas se o sinal do TCR for muito forte (SHARPE e FREEMAN, 2002).
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FIGURA 2. MODELO ATUAL DA ATIVAGAO DE CELULAS T E
SEUS COESTIMULADORES. FONTE: ALEGRE et al, 2001

Durante o reconhecimento do MHC-peptideo pelo TCR, uma estrutura
juncional é formada entre as células T e APC. A sinapse imunoldgica é
composta de complexos de ativacdo supra-molecular distal, periférico e central
(dASMAC, pSMAC e cSMAC respectivamente), que contém moléculas
especificas que sao cruciais para a formagao da sinapse imune. Estudos de
imagem mostraram que na cSMAC, o CD28 forma microclusters com o TCR, e
estes microclusters iniciam o recrutamento das moléculas de sinalizagdo e
ativacao da célula T (CHEN e FLIES, 2013).

& dSMAC
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FIGURA 3. PERFIL DA SINAPSE IMUNOLOGICA FORMADA DURANTE A ATIVAGAO DA
CELULA T. FONTE: CHEN e FLIES, 2013.
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Os principais efeitos do CD28 sdo aumentar e sustentar a resposta da
célula T que foi iniciada pela sinalizagao antigeno-receptor. Essa sustentagéo é
dada pela estimulacdo da sobrevivéncia da célula, possibilitando assim a
producao de citocinas, expansao clonal e diferenciagcdo. O CD28 também
otimiza a resposta das células T previamente ativadas promovendo a producao
de IL-2 e sobrevivéncia (SHARPE e FREEMAN, 2002).

Seguindo a ativagdo, moléculas co-estimulatérias adicionais como
receptores inibitoérios, sao recrutados para a sinapse imunoldgica. O CTLA-4
que possui um papel inibitério, acumula-se na mesma regidgo cSMAC do CD28
excluindo-o fisicamente (CHEN e FLIES, 2013) por competicdo com os ligantes
B7.1 e B7.2 e diminuicdo da expressdo de CD28 por endocitose. Além disso,
foi demonstrado que ele desliga a sinalizagdo positiva por meio do
recrutamento de fosfatases que desfosforilam as moléculas chaves da
sinalizagdo do TCR. O CTLA-4 pode também ter um papel na trans-endocitose,
onde a molécula sequestra os receptores B7.1 e B7.2 da superficie das APCs e
esse complexo € endocitado pela célula T.

A ativagao da célula T € um processo muito complexo, que envolve uma
rede sincronizada de moléculas co-estimulatérias e co-inibitérias. O equilibrio
destes sinais € crucial para maximizar as respostas imunes protetoras,
mantendo a tolerancia imunolégica e prevenindo a autoimunidade (SHARPE e
FREEMAN, 2002).

2.4 A SINALIZACAO BIDIRECIONAL DE CD28

B7.1 e B7.2 podem receber sinais co-inibitorios e co-estimulatorios. Este
evento é descrito como sinalizagdo reversa ou bidirecional, onde estes
receptores podem ter um importante mecanismo de feedback para a regulagao
das interacdes de APCs como parte da rede de co-sinalizagao (CHEN, 2004).

Estudos de interacdo das moléculas B7 em células dendriticas (DCs)
mostraram que a ligagdo de CTLA-4 em células T regulatérias induziram a
expressao da enzima tolerogénica indoleamina 2,3 dioxigenase (IDO) nas
células dendriticas (LOGUE e SHA, 2004). Esta enzima cataboliza o triptofano
e leva a inibicao da funcao da célula. ORABONA et al (2004), relataram que a

interacdo CD28-B7 tem resultados diferentes. O tratamento com CD28 levou a
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producado de IL-6 e interferon gama (IFN-y) nas células dendriticas. Entretanto,
a IL-6 inibe a super-regulacao de IFN-y através da diminuigdo da regulagdo do
receptor de IFN-y (IFN-yR) e do aumento da regulacdo do supressor de

sinalizagao da citocina 3 (SOCS3).
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FIGURA 4. REPRESENTAGCAO DA SINALIZACAO REVERSA EM CELULAS DENDRITICAS.
FONTE: LOGUE e SHA, 2004.

Os efeitos de IL-6 sdo dominantes nas células dendriticas tratadas com
CD28 e é capaz de aumentar a imunidade mediada por células. Assim a
interagdo das moléculas B7 com CD28 leva a ativagao das células dendriticas
enquanto a interacdo com CTLA-4 resulta na tolerogenicidade delas. (LOGUE
e SHA, 2004). ORABONA et al (2004) demonstraram em modelos in vivo € in
vitro que o pré-tratamento com CD28 teve um efeito protetivo nas células
dendriticas quando infectadas com Candida albicans. Observaram também o
mesmo efeito protetivo, quando injetaram CD28 e houve a erradicacéo de
tumores pobremente imunogénicos.

O mesmo efeito protetivo foi observado em macréfagos nos estudos de

MIR (2013). Ele estimulou os receptores B7 na superficie de macréfagos com
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anticorpos monoclonais agonistas, e um efeito protetivo foi visto quando as
células foram infectadas com Mycobacterium tuberculosis. Esse efeito também
mostrou ser dependente de IL-6, além de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)

e interleucina 1 (IL-1).

2.5 O SISTEMA IMUNE DE AVES

O sistema imune de aves difere do sistema imune de mamiferos em
alguns pontos, como por exemplo, as galinhas possuem diferentes repertérios
de receptores Toll-like (TLR) e quimiocinas; além disso, as aves ndo possuem
linfonodos, porém existe a Bursa de Fabricius que funciona como um 6rgao
linfoide primario; ndo apresentam plaquetas, mas possuem trombdcitos que
representam as mesmas fungdes. (KAISER, 2010; WU et al., 2011).

O processo de ativacdo de células T é similar nas aves, e 0s co-
receptores essenciais para o sinal 2 possuem seus motivos conservados.
Comparacbes de banco de dados revelaram que existem similaridades
relevantes do CD28 de aves com o CD28 de mamiferos. Galinhas e mamiferos
compartilham 50% de identidade na sequéncia de aminoacidos, enquanto ratos
e humanos compartilham 67% (YOUNG et al, 1994).

Um dos residuos de cisteina no dominio extracelular e outro na regido
transmembrana do CD28 estdo ausentes nas galinhas. Isto pode explicar do
porqué a molécula de galinhas ser monomérica, enquanto o CD28 de
mamiferos € um homodimero ligado por uma ponte dissulfeto (YOUNG et al,
1994).

A importancia econdbmica das galinhas exige uma identificagdo mais
extensa das moléculas relacionadas ao sistema imune (POWELL et al, 2009).
O que foi descrito na literatura até o momento é bastante superficial comparado
com o arsenal que se tem do sistema imune de mamiferos. A galinha é a
espécie pecuaria mais numerosa do mundo e acredita-se que a producéo ira
aumentar dramaticamente nas préximas décadas. A intensidade atual e
crescente da producdo de aves so é possivel com o uso da vacinagao. Varias
vacinas sdo dadas durante a curta vida de um frango de corte comercial, com
cinco semanas ou menos. Mas, este intenso regime de vacinagao pode levar

os patdégenos a desenvolver resisténcias as vacinas atuais e
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consequentemente a uma maior viruléncia (WU e KAISER, 2011). Para
manipular novas vacinas ou estratégias de aumentar a produgdo de forma
saudavel, sera necessario entender o sistema imune de aves e particularmente
0 mecanismo de apresentacdo de antigenos nesses animais. O estudo de
moléculas estimulatorias tém, portanto, fungdes importantes nas galinhas, pois
podem fornecer informacdes relativas para a pesquisa basica, como os
mecanismos de evolugdo por exemplo, além do interesse industrial para o
desenvolvimento de ferramentas para o aumento da producdo e de

diagnostico.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 EXPRESSAO E PURIFICACAO DAS PROTEINAS CD28WT e CD28A de
G. gallus

A porgéao extracelular da proteina CD28 tipo selvagem, do inglés wild
type (wt), foi previamente clonada em vetor pET28a (+), e a sua expressao e
purificacdo foram padronizadas por FIDALGO (2012). A mesma porgao
extracelular com sitio MYPPPY deletado (CD28A) foi posteriormente construido
por INGBERMAN (2015), que também padronizou a expressao e purificagao
dela.

Diferentes partidas de expressao e também de purificacao das proteinas
recombinantes foram realizadas durante a execucado experimental deste
trabalho, sendo que apds a avaliacdo da pureza de cada lote, 0 mesmo foi

estocado de forma adequada a -20°C.

3.1.1 Expressao recombinante em pequena escala das por¢des extracelulares
de CD28wt e CD28A

Para expressao da porgao extracelular das duas proteinas, os
plasmideos que foram previamente construidos por FIGALGO (2012) e
INGBERMAN (2015) para CD28wt e CD28A respectivamente, foram
eletroporados em E. coli BL21 (DE3) STAR. Apés a eletroporagao, as bactérias
transformadas foram deixadas 1 hora em estufa a 37°C para a recuperacao
das mesmas antes do plagueamento. Depois as bactérias foram plaqueadas
em meio LB-agar com 30ug/ml de antibidtico kanamicina. A placa de Petri foi
armazenada em estufa por 16h a 37°C. Para o pré-inéculo, quatro colbnias
isoladas foram selecionadas em 3ml de meio LB acrescido de 30ug/ml do
mesmo antibidtico utilizado anteriormente. Estes inéculos foram deixados 16
horas a 37°C sob agitagdo constante de 220 rpm. As culturas saturadas foram
diluidas na proporcao 1:50 em 10ml de meio LB com 30ug/ml de kanamicina e
crescidas a 37°C sob agitagcado constante até atingirem a absorbancia de 0,6 a
600nm. Depois da D.O ser atingida, cada amostra foi dividida pela metade e

5ml de cada foram induzidos com 0,2mM de IPTG (isopropil- B-D-



25

tiogalactosideo) com o intuito de ativar a expressédo da proteina. As culturas
induzidas e seus respectivos controles n&do induzidos foram incubados a 37°C e
220 rpm por 3 horas.

Aliquotas de 1ml de cada amostra foram coletadas e centrifugadas a
6000 rpm por 5min em temperatura ambiente. Os sedimentos de bactérias
foram ressuspendidos em 50ul de tampao de amostra redutor (60 mM Tris-ClI
pH 6.8, 2% SDS, 10% glicerol, 5% p-mercaptoetanol e 0.01% azul de
bromofeno) e aquecidos a 95°C por 20min.

As amostras foram submetidas a uma separacgao eletroforética por SDS-
PAGE, em gel de poliacrilamida 15% (SAMBROOK et al, 2001), onde 10ul de
cada amostra foram inseridos em cada poco. Apos a corrida em eletroforese, o
gel foi corado com o uso de azul de coomassie para a verificagao das colbénias

que tiveram maior expressao da proteina de interesse.

3.1.2 Expressao recombinante em larga escala das porgdes extracelulares de
CD28wt e CD28A

A partir da analise do gel referente as expressées em pequena escala,
uma das quatro coldnias foi selecionada para prosseguir com a expressao em
larga escala. Para esta expressao, o mesmo protocolo descrito no item 3.1.1 foi
feito, com a diferenga do volume de pré-inéculo e inéculo utilizados. O pré-
in6culo na expressao foi de 20ml e o indculo de 1000ml. Além disso, logo apds
a expressdo a cultura de bactérias foi separada em volumes de 250ml e
centrifugada 5000 rpm por 15 min a 4°C. Os pellets foram congelados em -
80°C até a sua purificacdo. Dois pellets referente a 250ml de bactéria, foram
descongelados e ressuspendidos em 12,5ml de tampéao de lise (50mM Tris-
HCI, 1mM EDTA e 50mM NaCl, pH 8.0) acrescido de 1mM de inibidores de
protease NEM e PMSF.

As bactérias passaram por uma lise mecanica em prensa de French, sob
pressdo de 1000 Pa. Apds a ruptura das células bacterianas, os lisados foram
centrifugados a 9000 g por 30min a 4°C. Como ja era conhecido que as
proteinas formavam corpos de inclusdo quando eram expressas em cepas
bacterianas (FIDALGO, 2012 e INGBERMAN, 2015), os pellets foram

ressuspendidos diretamente em 12,5ml de tampdo desnaturante (50 mM
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NaH2PO4, 500 mM NaCl, 8 M ureia, pH 8,8 TmM PMSF e NEM). Depois, a
suspensao foi centrifugada novamente com a velocidade de 9000g por 30min
em temperatura ambiente. Os sobrenadantes foram unidos e uma aliquota foi
analisada em gel de poliacrilamida 15% da mesma forma que na mini

expressao.

3.1.3 Purificacédo das porgdes extracelulares de CD28wt e CD28A

As purificagbes foram feitas em 1,5ml de resina de niquel (Ni-NTA
agarose QIAGEN). O lisado de bactéria que foi ressuspendido em tampéao
desnaturante, do item 3.1.2, foi incubado com a resina por 1 hora em
temperatura ambiente com 20mM de imidazol. Duas lavagens de 10ml foram
feitas com 40mM de imidazol. A eluicdo foi realizada com 10ml de tampao
desnaturante com 300mM de imidazol, com coletas de 2ml. Amostras das
lavagens e eluatos foram analisadas em gel de poliacrilamida 15% em tampé&o
de amostra redutor (com 5% de B-mercaptoetanol), onde 10ul/pogo foram
depositados no gel. As proteinas purificadas foram aliquotadas e estocadas a -
20 °C.

3.2 ESTRATEGIAS DE SOLUBILIZAGCAO DE CD28

Experimentos que foram feitos anteriormente pelo grupo (FIDALGO,
2012 e INGBERMAN, 2015) mostraram que tanto a proteina CD28wt quanto
CD28A tendem a formar corpos de inclusdo durante a expressao nas bactérias
e que a sua solubilizagdo é feita somente com a utilizagdo de um agente
caotropico, no caso a ureia. Mas, este agente desnaturante precisa ser retirado
da amostra porque ele impossibilita a utilizacao desta em ensaios de cultivo
celular, por ser extremamente toxico as células em grandes quantidades.

Por isso, foi decidido testar alguns parametros para que as proteinas

fossem expressadas diretamente na forma soluvel.
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3.2.1 Teste de expressdo em pequena escala de CD28A — parametros:
temperatura e IPTG

As temperaturas de 20°C e 37°C com diferentes concentragdes de IPTG

foram testadas com a proteina CD28A, conforme o esquema da FIGURA 5.

l l Pré-Indculo (10ml)

[j Indculo (120 ml)

A RRA L

FIGURA 5. DESENHO EXPERIMENTAL DO TESTE DE TEMPERATURA E IPTG. X=0,2mM;
X/2=0,1mM; P = pellet e SN = sobrenadante. FONTE: o autor (2018).

A metodologia foi a mesma do item 3.1.2, diferenciando nos volumes de
pré-inéculo e inéculo que foram de 10 e 120ml respectivamente, e propor¢ao
de diluicéo que foi de 1:100. Uma vez atingida a absorbancia de 0,6 a 600nm, o
in6culo foi dividido em 6 frascos com 20ml/cada. As concentragdes de 0,2mM e
0,1mM de IPTG foram adicionadas a cada dois frascos. As duas amostras
restantes ndo receberam adi¢cdo de IPTG, sendo os controles negativos.

Os dois grupos foram separados e colocados em shakers com
temperaturas diferentes por 3 horas, para a indugdo da expressao. Depois as
bactérias foram submetidas a uma centrifugacédo de 6000 rpm por 5min, e os
pellets ressuspendidos em 10ml de tampao de lise nativa (50mM NaH2PO4,
500mM NaCl, pH 7.0) com 1mM de PMSF e NEM. A suspenséo de células
passou por uma lise por cisalhamento em prensa de French a 1000 Pa e

posteriormente o lisado foi centrifugado por 30min a 9000g a 4°C. Os
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sobrenadantes foram armazenados em -20°C e em uma pequena parte dos
pellets foram adicionados 5ml de tampdo de lise desnaturante (50 mM
NaH2PO4, 500 mM NaCl, 8 M uréia, pH 8,8 1mM PMSF e NEM). O restante
dos pellets foi também guardado em -20°C.

Uma aliquota de cada sobrenadante e pellet ressuspendido foi
misturada com tampao de amostra redutor e aquecidos a 95°C por 20min.
Depois as amostras passaram por uma separagao eletroforética por SDS-
PAGE, em gel de poliacrilamida 15%, onde 10ul de cada foram depositados no

gel. Apos a corrida, o gel foi corado com o uso de azul de coomasie.

3.2.2 Teste de redobramento (refolding) de CD28A na matriz Ni-NTA-Agarose

A metodologia para este teste foi montada com base em dois protocolos
— SAMBROOK e RUSSEL (2001) e AMERSHAM (1999) e esta descrita abaixo.

3.2.2.1 Lavagem dos corpos de inclusao

O pellet correspondente a amostra de 0,2mM e 37°C do item 3.2.1, foi
descongelado e ressuspendido em 10ml de tampao de lise celular (50mM Tris-
HCI, 10mM EDTA, 100mM NaCl, 0,5% Triton X-100, pH 8.0) acrescido de 1mM
de PMSF e NEM. Esta suspensao foi deixada em repouso por 5min em
temperatura ambiente, e depois centrifugada em velocidade alta 10000 g por
15min a 4°C. Aliquotas do sobrenadante e pellet foram guardadas e
prosseguiu-se entdo com as lavagens dos corpos de inclusdo com tampao
(20mM Tris-HCI, 2% Triton X-100, 1mM PMSF pH 8.0) com concentragdes de
ureia crescentes. Quatro lavagens de 5ml/cada foram feitas com variagdo na
concentracdo de ureia de 2M, 4M, 6M e 8M no tampao desnaturante. Entre
cada lavagem foi feita uma centrifugagdao de 6000g por 10min a 4°C, aliquotas
do sobrenadante e pellet ressuspendidas em 100ul de agua miliQ foram
guardados a 4°C. Os sobrenadantes foram sempre guardados enquanto os
pellets ressuspendidos no tampao com quantidade de ureia superior. O mesmo
processo foi feito com a amostra controle (ndo induzido com IPTG). Todas as
aliquotas foram diluidas em tampao de amostra redutor e aquecidos a 95°C por

20min. Depois as amostras passaram por uma separagao eletroforética por
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SDS-PAGE, em gel de poliacrilamida 15%, onde 10ul de cada foram
depositados no gel. Apds a corrida, o gel foi corado com o uso de azul de

coomasie.

3.2.2.2 Refolding de CD28A na matriz Ni-NTA-Agarose

Como a proteina foi solubilizada com 4M de ureia e o objetivo era ainda
retirar completamente o agente caotrdpico, o sobrenadante desta lavagem do
item 3.2.2.1, foi usado no teste de refolding na coluna de niquel. Esta solugao
de 5ml foi incubada com 200ul de resina e 10mM de imidazol a 4°C por 1hora.
Depois do void (produto néo ligado) ter sido coletado, foram feitas 2 lavagens
com 2ml de tampao desnaturante 4M e 2M de ureia, acrescido de 10mM e
20mM de imidazol, nesta ordem. A elui¢ao foi feita com 1ml do mesmo tampéo
sem ureia e com 500mM de imidazol. Uma aliquota de cada amostra foi diluida
com tampéao de amostra redutor e aquecida a 95°C por 20min. Posteriormente
foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida 15%, onde

10ul/pogo foram depositados.

3.2.2.3 Renaturacido de CD28A por diluicdo e concentragdo por

cromatografia de afinidade

Um novo protocolo foi sugerido pelo pesquisador Nilson Ivo Tonin
Zanchin (pesquisador do Instituto Carlos Chagas — ICC), onde 4ml da proteina
previamente purificada no item 3.1.3 foi diluida gota a gota em 320ml de
tampéo de renaturagado (20mM Tris-HCI, 100mM NaCl, 5% glicerol, 0,2mM DTT
pH 9.3), deixando a concentracéo final de ureia por volta de 100mM. A mistura
foi mantida a 4°C e depois depositada em 500ul de resina de niquel Ni-NTA
através de um sistema de bomba peristaltica com um fluxo baixo (0,5 a

1ml/min). A proteina foi eluida com 5ml de PBS em 300mM de imidazol.
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3.2.3 Dialise de CD28wt e CD28A

As amostras purificadas foram submetidas a uma didlise sucessiva e
decrescente do seu agente caotrépico (8M ureia) utilizando a metodologia de
KAKOULIDOU et al (2007), com a modificacdo da ultima etapa onde as
amostras permaneceram no tampao Mix — sem a glicina-éster. Para chegarmos
a conclusao de que as proteinas sédo estaveis somente com o tampao Mix (20
mM Tris / HCI, pH 8.5, 1 mM EDTA, 50 mM glicina—NaOH, pH 10.8, 1 mM
glutationa reduzida, 0.1 mM glutationa oxidada, 0.4 M arginina—HCI), testes
foram realizados modificando a ultima etapa deste protocolo. As amostras
foram testadas em tampéo fosfato (PBS do inglés Phosphate Buffer Saline) e
tampao Mix com e sem as glutationas. Depois da dialise as amostras foram
centrifugadas 13000 rpm por 2 min para a separagao do que havia precipitado
e 0 que ainda estava soluvel. As amostras foram submetidas a uma separacao

eletroforética em gel redutor e n&o-redutor 15% 1mm.

3.3 ANALISE DA SOLUBILIDADE DAS PROTEINAS RECOMBINANTES

As proteinas dialisadas foram diluidas em meio DMEM suplementado
com 15% de soro fetal bovino (SFB) e centrifugadas 13400rpm por 5min. Os
sobrenadantes foram submetidos a uma corrida eletroforética SDS-PAGE, em
gel de poliacrilamida 15%. Apés a corrida, foi feito um Western Blot. O
anticorpo primario contra as duas recombinantes, previamente desenvolvido
por FIDALGO (2012) foi utilizado na diluicdo de 1:2000 (ug/ul) enquanto o

anticorpo secundario (anti-mouse HRP), 1:3000.

3.4 ANALISE DO PERFIL DE B7.1 e B7.2 EM CELULAS HD11

Para verificar o perfil de expressédo dos receptores que interagem com
CD28 nas células macrophage-like cell line (HD11), foi feita uma marcacéo
com anticorpos primarios contra CD80 e CD86.

As células foram cultivadas em meio DMEM alta glicose suplementado
com 15% de soro fetal bovino (SFB) e 120ug de sulfato de gentamicina em

estufa 5% de CO? a 37°C. Cada 5x10° células foram colocadas em microtubos
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de 600ul. Em seguida, um bloqueio com 1% de albumina de soro bovino (BSA
do inglés Bovine Serum Albumin) por 30 min a 4°C foi realizado. As marcagodes
foram feitas com diluicbes seriadas do anticorpo mouse anti-chicken CD80
(GeneTex) e mouse anti-chicken CD86 (AbD Serotec). Como controle foi
utilizada uma imunoglobulina 1gG irrelevante de camundongo (Invitrogen).
Lavagens foram feitas com PBS e um novo bloqueio com 1%BSA foi feito antes
da marcagao com o segundo anticorpo ligado a um fluoréforo. A marcagao com
1:500 do anticorpo secundario (anti-mouse FITC — Sigma) diluido em 0,5% de
BSA por 40 min na auséncia de luz foi feita. As amostras foram fixadas com 1%
de PFA por 15min. Para retirar o PFA, as amostras foram centrifugadas 2min
5000rpm e o pellet foi diluido em uma solugdo de bloqueio PBS, 2%BSA,
0,05% azida. A leitura foi feita em citbmetro de fluxo FACSCalibur (Becton

Dickinson).

3.5 ANALISE DA INTERACAO DAS PROTEINAS RECOMBINANTES EM
CELULAS HD11

Com o intuito de observar a diferenca da interagdo entre as duas
proteinas, uma analise de citometria foi feita com as células HD11 que foram
cultivadas como descrito no item 3.4. 5x10° células foram colocadas em
microtubos de 600ul e fixadas com 1% de PFA por 10min. Os bloqueios com
0,5% de glicina por 10min e 1% de BSA por 20 min, foram feitos em seguida.
Posteriormente, as proteinas dialisadas foram diluidas em DMEM 15% e
incubadas overnight a 4°C com as células. Foi realizada uma marcagédo com
1:2000 (ug/ul) do anticorpo primario (anti-CD28; FIDALGO, 2012) diluido em
0,5% de BSA por 1h a 4°C, e depois uma outra marcacdo com 1:500 do
anticorpo secundario (anti- mouse FITC — Sigma) diluido em 0,5% de BSA por
40 min na auséncia de luz. As amostras foram diluidas em 500ul de PBS e
analisadas em citdmetro de fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson). Entre cada
uma das etapas, centrifugagcdes de 5000 rpm por 2min foram feitas para
pelletizar as células. Lavagens com PBS depois da fixagdo, incubacéo

overnight e anticorpos foram realizadas. O volume trabalho foi de 200ul.
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3.6 SEQUENCIAMENTO DOS VETORES CONSTRUIDOS PARA
EXPRESSAO DE CD28WT E CD28A

As reagdes de sequenciamento foram feitas incubando 2 pL de BigDye
v3.1 (Applied Biosystems), 3 yL de tampao para sequenciamento 5 vezes
concentrado, 5 pmol de iniciador forward e reverso e 500 ng do plasmideo em
um volume final de 20 pL. A reacgao foi realizada a 96 °C por 2 minutos, 96 °C
por 15 segundos, 50 °C por 15 segundos e 60 °C por 4 minutos, num total de
35 cliclos. As sequéncias obtidas foram analisadas por alinhamento com a
sequéncia referéncia usando-se o programa ClustalW. Apds a reacdo, as
amostras foram precipitadas, adicionando-se 2uL de solu¢cdo de precipitacao
(acetato de sodio 1,5 M, EDTA 0,25 M) e 30 yL de etanol 100% (Merck), com
incubacado em gelo por 10 minutos e centrifugagao por 20 minutos a 18.000xg e
4 °C. O sobrenadante foi descartado e o sedimento recebeu 500 pL de etanol
70% (Merck) gelado para lavagem e remogé&o de residuos de sais. Em seguida,
os tubos foram novamente centrifugados e o precipitado seco por uma hora. As
reagdes foram mantidas em -20 °C até serem aplicadas no sequenciador, cuja

aplicacao requer adicao de 10 uL de formamida (HI-DI) logo antes da corrida.

3.7 ENSAIO DE INTERAGAO CD28-CD80

A interacdo entre CD80 e CD28 recombinante foi observada no ensaio
de Elisa, onde 600ng de proteina recombinante CD28 foi imobilizada na placa
(Nunc MaxiSorp) por 16h a 4°C. A parte, 1000ug de extrato celular (lise com
tampao PBS 1% triton x-100) foi incubado nas células HD11 nas mesmas
condigdes com o anticorpo mouse anti-chicken CD80 (GeneTex) na diluicdo de
1:1000. A placa foi lavada 3x com tampao Mix, e bloqueada com 1%BSA por
1h 37°C. Depois a incubacao do complexo CD80-anticorpo foi adicionada e a
incubacao por 2h a 37°C foi feita. A placa foi lavada com PBS e bloqueada
novamente sob as mesmas condi¢des. A incubacdo do anticorpo mouse anti-
HRP (Sigma) 1:5000 foi feita por 2h a 37°C. A revelacao foi feita com TMB e a
reacao foi parada com 10mM H2SO4.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 EXPRESSAO E PURIFICACAO DAS PROTEINAS CD28WT e CD28A

4.1.2 Expressao recombinante em pequena escala das porc¢des extracelulares
de CD28wt e CD28A

Para analisar a expressao da porcao extracelular de CD28wt e CD28A
foram feitas culturas liquidas bacterianas em pequena escala (tipicamente 10
mL) de células transformadas com os vetores de interesse. A separagéo
eletroforética das proteinas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) seguida de

coloragéo com a azul de coomassie pode ser observada na fig. 6.

97 kDa -
66 kDa
45 kDa

665 kDa
J0kDa

—p 20,1 kDa

144 kDa «.

FIGURA 6. EXPRESSAO EM PEQUENA ESCALA DA PORGCAO EXTRACELULAR DE
CD28WT CD28A. Perfil eletroforético em gel de poliacrilamida 15% de quatro coldnias
bacterianas distintas expressando a porgao extracelular de CD28A (A-esquerda) e CD28wt (B-
direita). | — Colbnias induzidas; NI- Colénias nao-induzidas. As proteinas resolvidas no gel

foram evidenciadas através de coloragéo por azul de coomassie. FONTE: O autor (2018).

Tanto para CD28wt (Fig. 6B) como CD28A (Fig. 6A) € possivel notar que
as expressodes foram eficientes, pois as bandas esperadas para cada uma das
proteinas apresentaram perfil aparente de migracao eletroforética compativel
com a massa molecular prevista de 20kDa. Além disso pode ser observado que
ha pouco ou nenhum vazamento de expressdo uma vez que as bandas
esperadas sao expressas apenas com a adigdo de IPTG as culturas (comparar
culturas nao induzidas (NI), i.e. sem adi¢cdo de IPTG, com culturas incubadas

com IPTG (l)). As colénias que apresentaram qualitativamente melhor eficiéncia
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de expressao foram escolhidas para a obtencao de proteina recombinante em

larga escala.

4.1.3 Expressado recombinante em larga escala e purificagdo das porc¢oes
extracelulares de CD28wt e CD28A

Tanto CD28wt quanto CD28A mostraram a caracteristica de formar
corpos de inclusdo, encontrando-se nos precipitados quando as bactérias
foram rompidas por forca de cisalhamento, através de prensa de French, em
tampao de lise nativo ndo contendo detergentes ou agentes caotrdpicos
(FIDALGO, 2012 e INGBERMAN, 2015). Para permitir a solubilizagdo e

purificacdo das mesmas, optou-se pela utilizagdo de agente desnaturante (8M

de ureia).
MM SN1 SN2 SN3| SN1 SM2 SN3' P P2 P3
400ml  400m| H0ml| 40ml 400ml  200ml | 40dml 400ml  Hml
97 kDa
66 kDa
45 kDa
J0kDa =
20,1 kDa
L]
144 kDa
SOBREMADANTE S0BREMADANTE FELLET
Tp. lise MNativa [3mM NaH2ZPOd4, Tp. desnaturante (20mM NaHZPOJ4, S00mM NaCl,
00mM MaCl. pH 7,00 BM ureia. pH 8.8)

FIGURA 7. SOLUBILIZACAO DE CD28 COM TAMPAO DESNATURANTE CONTENDO 8M DE
UREIA. Perfil eletroforético em gel de poliacrilamida 15% da proteina CD28 usando tamp&o de
lise desnaturante com 8M ureia. SN1-SN3 — Sobrenadantes do tampéo da lise nativa; SN1'-
SN3’ — Sobrenadantes provenientes do tampao desnaturante com 8M de ureia; P1’-P3’ —
sedimentos restantes da solubilizagdo com tampao desnaturante contendo ureia. MM:

marcador de massa molecular; SN: sobrenadante; P: precipitado. FONTE: O autor (2018).
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Na figura 7 é possivel observar que a proteina foi solubilizada com a
adicdo do tampao desnaturante, permanecendo no sobrenadante. As duas
proteinas apresentaram a mesma caracteristica de formacdo de corpos de
inclusdo e solubilizagdo com ureia.

As purificacbes também foram bem-sucedidas, como pode ser
observado na imagem representativa (Fig.8A) de um dos diversos lotes obtidos
de proteina recombinante. As condicdes de purificagdo que foram
estabelecidas permitiram pouca perda de proteinas nas fragdes de lavagem
(LAV1 e LAV2) e o enriquecimento de proteina purificada nas primeiras fragbes
eluidas da matriz cromatografica. Na Fig. 8B €& apresentado o perfil
eletroforético das proteinas purificadas, podendo ser claramente visualizada a
pequena variagao de massa molecular apresentada entre as duas proteinas.

A B
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FIGURA 8. PURIFICACAO EM RESINA NI-NTA. A. Imagem ilustrativa de uma das purificagdes
realizadas para CD28wt. MM: marcador de peso molecular; VOID: produto n&o ligado; LAV:
lavagens com 40mM imidazol; E: eluato — 300mM imidazol; a purificagdo de CD28A foi
bastante similar ao da proteina CD28wt. B. Perfil eletroforético das duas proteinas purificadas
em gel de poliacrilamida 15% - 15ul/pogo. FONTE: O autor (2018).

4.2 ESTRATEGIAS DE SOLUBILIZAGAO DE CD28

A producdo de uma determinada proteina na forma de corpos de
inclusdo pode ser vantajosa uma vez que grandes quantidades (miligramas por
litro de cultura) da proteina de interesse permanece pura, na forma de um
precipitado, enquanto todas as outras proteinas contaminantes soluveis podem
ser facilmente separadas através do simples processamento fisico das

amostras por centrifugagcao. De fato, a lise de bactérias em tampao nativo, a
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remocgao de contaminantes perifericamente presentes nos corpos de inclusao a
partir da lavagem destes em tampdes com concentragbes crescentes de
agente caotrépico (e.g. uréia ou guanidina) e por fim a obteng¢ao de corpos de
inclusdo puros ja tem sido descrita na literatura (VENTURA et al. 2006). Além
disso, a expressao de proteinas recombinantes em corpos de inclusdo pode
proteger o produto de degradagao proteolitica (FIDALGO, 2012). Entretanto a
obtencado de proteina soluvel acaba invariavelmente necessitando o uso de
altas concentragdes (acima de 2M) de agente caotrdpico, inviabilizando o uso
direto destas solugdes em células vivas.

Outro problema metodoldgico enfrentado pelo grupo desde o inicio dos
estudos de CD28 tem sido o fato das proteinas recombinantes precipitarem
apos a remocao do agente caotrépico, por dialise, depois da primeira fase da
purificagcdo. Como mencionado, tais agentes necessitam ser posteriormente
removidos uma vez que séo incompativeis com grande parte das abordagens
bioquimicas ou funcionais deste projeto (e.g. interagdo proteina-proteina e
cultivo celular). Aparentemente intermediarios estruturais instaveis acabavam
se formando durante a retirada do agente desnaturante e proporcionando a
associagao destas formas entre si e a formagao de agregados proteicos (FINK,
1998; RUDOLPH e LILIE, 1996).

Durante boa parte do desenvolvimento deste projeto, o foco foi em
encontrar na literatura abordagens experimentais ja empregadas para outras
proteinas recombinantes e que trouxessem alternativas (e.g. tampdes com
agentes estabilizantes) para a minimizagdo da formagéo de precipitado apos a
remogao do agente caotropico. Na verdade, grande parte dos resultados
descritos a seguir foram obtidos pela combinagcdo de metodologias ja utilizadas
com abordagens empiricas testadas especificamente para as proteinas

recombinantes de interesse.

421 Teste de expressdao em pequena escala de CD28A — parametros:

temperatura e IPTG

Temperaturas mais baixas frequentemente levam a uma reducédo da
formacgao dos corpos de inclusdo devido a menor sintese proteica, mudancgas

nos niveis do estresse celular, diminuicdo da taxa de agregacdo e de
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interagcdes hidrofébicas entre os polipeptidios (FINK, 1998) que sdo favorecidas
em temperaturas mais altas.

De acordo com ROSANO e CECCARELLI (2014) quando a formacgao
dos corpos de inclusdo € um problema, a sintese da proteina recombinante
deve ser feita na faixa de 15-25°C, apesar de SAN-MIGUEL et al (2013)
demonstrarem uma expressao em 4°C por 72h. Entretanto, quando se trabalha
com uma temperatura mais baixas, o crescimento € mais devagar, levando
muitas vezes a uma sintese reduzida que pode resultar em rendimentos de
proteina mais baixos.

Apesar-de varios autores afirmarem que um crescimento e uma taxa de
expressao mais lentos favorecem a solubilizagcdo da proteina recombinante, a
proteina CD28A nao apresentou mudangas na solubilizacdo quando testada
em diferentes concentragcdes de IPTG. Entretanto é possivel afirmar que a sua
expressao é bastante dependente da temperatura, ja que em 20°C ela nao

apresentou nenhuma expressdo aparente, conforme pode ser observado na

figura 9.
20°C 37 °C
NI X2 X NI X2 X
MM SN P SN P SN P SN P P SN SN P
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FIGURA 9. EXPRESSAO EM PEQUENA ESCALA DE CD28A COM VARIACAO DE

TEMPERATURA E IPTG. Perfil eletroforético em gel de poliacrilamida 15% da expresséo de
CD28A submetida a diferentes concentracdes de IPTG e temperatura sob condi¢gdes de tampao
nativo. SN — Sobrenadante; P — Pellet; NI — Colénias néo-induzidas; X/2 — 0,1mM de IPTG; X —
0,2mM IPTG. FONTE: O autor (2018).
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4.2.2 Teste de redobramento (refolding) de CD28A na matriz Ni-NTA-Agarose

Em muitos casos, a produgcdo de proteinas recombinantes em
hospedeiros procariontes, resulta em um processo incompleto de dobramento
que geralmente leva a acumulagdo dos agregados proteicos, no citoplasma
e/ou no espaco periplasmatico das células (GROOT e VENTURA, 2006).

As proteinas recombinantes frequentemente requerem a assisténcia de
moduladores para o dobramento das mesmas, tais como chaperonas, durante
a expressado em E. coli. Num sistema de super expresséo, a taxa de agregacéo
de proteinas € geralmente muito maior do que o dobramento e as chaperonas
s&o rapidamente utilizadas (YAMAGUCHI e MIYAZAKI, 2014).

4.2.2.1 Lavagem dos corpos de inclusao

Os corpos de inclusdo contém proteinas relativamente puras e intactas,
e muitos trabalhos tém relatado a recuperagéo destas formas agregadas como
proteinas biologicamente ativas.

De acordo com YAMAGUCHI e MIYAZAKI (2014) em um procedimento
tipico, as formas agregadas sao desnaturadas e dissolvidas com altas
concentragcbes de um agente desnaturante, como ureia, hidrocloreto de
guanidina (GdnHCI) ou detergentes i6nicos como N-lauroylsarcosina. Estes
reagentes quimicos sdo usados para diminuir as interagdes nado covalentes
entre as proteinas. Além disso, os agentes redutores como dithiothreitol ou 2-
mercaptoethanol sdo adicionados para reduzir as pontes dissulfeto indesejadas
inter- e/ou intra-moleculares.

O procedimento para remover o agente desnaturante é considerado o
passo chave na eficiente recuperacdo das mesmas proteinas e atividade
biolégica das mesmas. Com base nisso, abordagens de redobramento foram
testadas com o objetivo de promover o dobramento correto das proteinas
desnaturadas durante o procedimento de remogao do agente desnaturante.
Para determinar se as proteinas recombinantes poderiam ser solubilizadas com
concentracdes mais baixas de desnaturante, os corpos de inclusao bacterianos
obtidos por centrifugacdo foram lavados com tampao contendo quantidades

crescentes de uréia (Fig. 10 e 11).
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FIGURA 10. LAVAGENS DOS CORPOS DE INCLUSAO COM QUANTIDADES CRESCENTES
DE UREIA. Perfil eletroforético em gel de poliacriiamida 15% das lavagens com tampéo
desnaturante com diferentes quantidades de ureia. NI — Colénias nao-induzidas; | — Colbnias
induzidas; SN — Sobrenadante; P — Pellet; TL — Tamp&o de lise nativa; WB1 — Tampé&o
desnaturante 2M ureia; WB2 — Tampao desnaturante 4M ureia. M — Marcador proteina
purificada CD28A. FONTE: O autor (2018).
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FIGURA 11. LAVAGENS DOS CORPOS DE INCLUSAO COM QUANTIDADES CRESCENTES
DE UREIA. Perfil eletroforético em gel de poliacrilamida 15% das lavagens com tampao
desnaturante com diferentes quantidades de ureia. NI — Col6nias n&o-induzidas; | — Col6nias
induzidas; SN — Sobrenadante; P — Pellet; WB2 — Tamp&o desnaturante 4M ureia; WB3 —
Tampao desnaturante 6M ureia; WB4 — Tampao desnaturante 8M ureia. M — Marcador proteina
purificada CD28A. FONTE: O autor (2018).



40

Uma pequena parte da proteina foi solubilizada com 4M e 6M de ureia
(Fig. 11, painel da esquerda e do meio). Como a proteina nao foi detectada no
sobrenadante na lavagem do sedimento com 8M, acredita-se que a mesma

pode ter sido perdida no processo de solubilizagao (Fig. 11, painel direita).

4.2.2.2 Refolding de CD28A na matriz Ni-NTA-Agarose

Diante do resultado obtido anteriormente, o sobrenadante referente a
lavagem com 4M de ureia, foi incubado com a matriz Ni-NTA-Agarose. Foram
feitas lavagens da resina com tampao desnaturante contendo quantidades

decrescentes.

M v L1 L2 E RESINA

20 kKDa——s—

FIGURA 12. REFOLDING DO SOBRENADANTE COM 4M DE UREIA. Perfil eletroforético em
gel de poliacrilamida 15% das lavagens com tampao desnaturante com quantidades
decrescentes de ureia. V — Produto ndo ligado na resina; L1 — Lavagem com tampéo
desnaturante contendo 4M de ureia e 10mM de imidazol; L2 — Lavagem com tampéo
desnaturante contendo 2M de ureia e 20mM de imidazol; E — eluigdo com tampao desnaturante
com 500mM de imidazol. M — Marcador proteina purificada CD28A. FONTE: O autor (2018).

Acreditava-se que a ligagao da proteina com a resina poderia ajudar o
dobramento dela quando as concentragdes de ureia diminuissem e a eluicdo
da mesma seria forgada pela grande quantidade de imidazol adicionado no
tampao. Apesar deste possuir uma maior afinidade ao metal, provavelmente
com a retirada da ureia a proteina se dobrou de tal forma que escondeu o
metal, ndo permitindo a interacdo com o imidazol. Sendo assim, a proteina

ficou presa na matriz cromatografica.
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4.2.2.3 Renaturacado de CD28A por diluicdo e concentragao por
cromatografia de afinidade

A metodologia deste protocolo foi feita a partir do uso de um sistema de
bombeamento, onde 4ml da proteina purificada foram diluidos gota a gota num
volume grande de tampao de renaturacédo, o qual permitiria o0 dobramento da
mesma. O tampao contendo a proteina diluida foi ligado numa bomba
peristaltica, que injetou lentamente a mistura na matriz cromatografica.

Acredita-se que a renaturagao, que foi realizada com uma diluigao lenta,
foi eficiente porque nao foi observado nenhum tipo de precipitado sendo
formado. Mas como era necessario concentrar a proteina, quando esta foi
submetida a passagem entre a resina de niquel ela precipitou no topo da
coluna, pois foi observada uma camada branca granular. Por isso nao foi
possivel observar nenhuma banda na FIGURA 13 correspondente a proteina
desejada, pois esta ndo foi eluida. Mais tarde, uma aliquota da resina foi
analisada e foi possivel comprovar que a proteina estava na resina (dados nao
mostrados).

M VOID CD28 A

66,5 kDa

20 kDa ’

FIGURA 13. RENATURACAO DA PROTEINA CD28A. Perfil eletroforético em gel de
poliacrilamida 15% da tentativa de renaturagcédo de CD28A. VOID: produto n&o ligado; CD28A:
eluicao da proteina com 300mM de imidazol. FONTE: O autor (2018).
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4.2.3 Dialise de CD28wt e CD28A

A arginina € muito usada no dobramento de proteinas obtidas a partir de
corpos de inclusdo e parece funcionar para muitas proteinas com diferentes
propriedades quimicas e fisicas. De acordo com TSUMOTO et al (2004), pouco
se sabe sobre o0 mecanismo de agdo da arginina, mas acredita-se que ela
estabiliza as proteinas por supressdo da agregacao, ndo sendo tdo forte a
ponto de desnatura-las.

O protocolo de KAKOULIDOU et al (2007) foi o que melhor apresentou
resultados na solubilizagdo das proteinas recombinantes. Com 400mM de
arginina as duas proteinas ficaram soluveis e possivelmente se encontravam
proxima a conformacgao correta. Tal afirmagdo poderia ser confirmada com
estudos espectroscoépicos (e.g. dicroismo circular ou difracdo de raios-X) os
quais poderiam ser empregados para estudos estruturais mais detalhados.

Porém, na ultima etapa onde houve a troca para o PBS, uma grande
quantidade das duas proteinas precipitadas foi observada visivelmente. Com
isso, novas dialises foram realizadas e uma amostra de cada foi coletada para

a andlise em SDS-PAGE como pode ser observado na figura 14.
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FIGURA 14. GEL REDUTOR REPRESENTATIVO DAS AMOSTRAS RESULTANTES DA
DIALISE. Perfil eletroforético das amostras apds as dialises decrescentes utilizando como base o
protocolo de KAKOULIDOU et al (2007). SN-sobrenadante; PL-pellet. FONTE O autor (2018). Os
resultados mostrados séo referentes a proteina CD28wt. As dialises da proteina CD28A

apresentaram resultados similares (dados n&do mostrados).
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Na figura 14 a analise de precipitados (PL) das amostras contendo
arginina (com e sem glutationa) ndo foi incluida pois nenhum precipitado foi
detectado apos centrifugacao do dialisado, sugerindo que a adicdo de arginina
ao tampao foi eficiente na manutencao da proteina recombinante na forma
soluvel.

A mesma avaliagao foi feita em gel nao redutor, para observar se esta
proteina poderia ter formado dimeros ou pontes dissulfeto ja que possui
cisteinas na sua composi¢ao. Na figura 15 é possivel observar que a maioria

da proteina se encontra na conformagdo monomeérica, a qual é a forma

desejada.
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FIGURA 15. CD28 E EXPRESSA E PURIFICADA PRINCIPALMENTE COMO UM
MONOMERO. Amostras submetidas a uma separacéo eletroforética em gel nao-redutor 15%.
SN-sobrenadante; PL-pellet. Linhas 1 e 2: amostras da didlise com glutationa antes da

centrifugagdo. FONTE: o autor (2018).
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4.3 ANALISE DA SOLUBILIDADE DAS PROTEINAS RECOMBINANTES

Para avaliar a estabilidade da proteina apds a dialise, foi realizada uma
curva de diluicdo da proteina dialisada com o meio em que as células seriam
incubadas. Foi observado que as proteinas permaneceram soluveis quando
comparado com a curva de proteina recombinante diluida em tampao de

amostra redutor.
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FIGURA 16. WESTERN BLOT DAS PROTEINAS RECOMBINANTES DILUIDAS EM MEIO DE

CULTIVO. A: Curva padrao obtida a partir da diluigdo seriada de CD28 purificado (em tampéao
desnaturante) em DMEM 5%SFB acrescido de tampado de amostra (TA) 2,5x. B: Proteinas
recombinantes dialisadas sem glutaniona que foram diluidas em DMEM 15% SFB e
centrifugadas 13400rpm 2min. A massa desejada para ser depositada no gel foi diluida em TA
2,5x. DMEM+1° (controle negativo), meio acrescido de anticorpo primario. FONTE: o autor
(2018).
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FIGURA 16B. QUANTIFICACAO RELATIVA DO WESTERN BLOT DA FIGURA 16.
Densitometria do Western Blot com o uso do software IMAGEJ. FONTE: o autor (2018).
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Acredita-se que as proteinas permaneceram soluveis pela estabilidade
dada pelo conjunto de proteinas e outros componentes do soro presentes no

meio DMEM completo.

4.4 ANALISE DO PERFIL DE B7.1 e B7.2 EM CELULAS HD11

Linhagens imortalizadas sédo frequentemente usadas no lugar de
células de cultivo primario na pesquisa. Elas oferecem muitas vantagens como
relagao custo-beneficio, manipulagao facil, fornecimento ilimitado de material, e
contorno com as preocupacdes éticas associadas ao uso de tecidos animais e
humanos. Linhagens celulares também fornecem uma populagdo pura de
células, que sao valiosas, uma vez que proporcionam uma amostra consistente
e resultados reprodutiveis (KAUR e DUFOUR, 2012).

A linhagem HD11 tém sido usada por numerosos investigadores para
estudos da biologia de macréfagos de aves (SCHAT et al, 2014). Como os
macréfagos também s&o considerados células apresentadoras de antigenos
profissionais e participam amplamente de praticamente todos os eventos do
sistema imune, foi escolhida esta linhagem para a analise da interagcdo com
CD28 recombinante.

O primeiro passo foi investigar a expresséo dos receptores neste modelo
experimental por citometria de fluxo. Na figura 17A é possivel observar que a
linhagem HD11 expressa os receptores CD80/CD86 (B7.1/B7.2) que interagem
com CD28.
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FIGURA 17A. EXPRESSAO DOS RECEPTORES CD80 E CD86 NA SUPERFICIE DAS
CELULAS HD11. Diluicdo dos anticorpos mouse anti-chicken CD80 (TexasGen) e mouse anti-
chicken CD86 (AbD Serotec). Como controle foi utilizada uma imunoglobulina IgG irrelevante
de camundongo (Invitrogen) como pode ser visualizada na ultima linha. O anticorpo ligado ao
fluoréforo (anti-mouse FITC — Sigma - diluigdo 1:500) o qual reconhece os anticorpos primarios
foi utilizado como controle negativo de fluorescéncia. Eixos x: fluorescéncia; y: células

marcadas. Programa utilizado: Flowing Software 2.5.1 FONTE: o autor (2018).

Interessantemente o perfil de expressao dos receptores é similar ao
perfil de uma outra linhagem de macréfagos de aves (MQ-NCSU)
(BARJESTEH et al, 2014) e contrario ao que €& descrito na literatura (figura
17B). SUBAUSTE, MALEFYT e FUH (1998) disseram “enquanto as células
dendriticas expressam ambos 0s ligantes coestimuladores,

mondcitos/macroéfagos expressam somente CD86.”
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FIGURA 17B. COMPARACAO DA EXPRESSAO DE CD80 E CD86. A. Sobreposicéo dos picos
de fluorescéncia da figura 17A correspondentes as diluicdes de CD80 e CD86. B. Populacao
selecionada para as analises (grafico 1) e determinagédo dos quadrantes positivo e negativo
(gréfico 2) utilizando como controle a fluorescéncia da célula marcada apenas com o anticorpo
anti-mouse-FITC. Eixos x: fluorescéncia; y: células marcadas. Programa utilizado: Flowing
Software 2.5.1 FONTE: o autor (2018).

Por isso, KAUR e DUFOUR (2012) afirmam que apesar das linhagens
celulares serem uma ferramenta poderosa, deve-se ter cuidado ao utiliza-las no
lugar de células de cultivo primario. As linhagens celulares sdo geneticamente
manipuladas e isto pode alterar o fenétipo delas, fungdes nativas e respostas
aos estimulos.

Como a linhagem HD11 possui um perfil contrario de expressdo as
células de cultivo primario, o estudo torna-se mais interessante. Uma vez que,
€ possivel comparar as respostas de ambas as células frente ao estimulo com

CD28 e determinar se a resposta reversa € dependente do ligante CD28 ou do
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receptor que € estimulado. Como foi descrito no item 2.2 o CD80 interage
melhor com CTLA-4, que promove uma resposta inibitoria tanto para célula T
como para a APC, enquanto o CD86 interage melhor com CD28, que é
amplamente descrito ser coestimulatério. Mas MIR (2014) observou a resposta
reversa em macrofagos ndo com o estimulo de CD28, mas com anticorpos
especificos para CD80 e CD86. Isto sugere que, talvez a ativagdo da APC nao
seja dependente do ligante, mas da estimulacdo que ele exerce sobre os
receptores de superficie.

Linhagens de mamiferos, como RAW 264.7, demonstraram ter também
o mesmo perfil de expressdao (em anexo). Sendo assim, estudos de
comparagao de resposta celular frente ao CD28 recombinante de aves podem
ser feitos, afim de analisar se um sistema heterdlogo de ave poderia ser capaz

de ativar um sistema de mamiferos.

4.5 ANALISE DA INTERAGAO DAS PROTEINAS RECOMBINANTES EM
CELULAS HD11

Varios ensaios de ligagcao de rCD28 nas células HD11 foram realizados.
O objetivo sempre foi determinar se o sitio MYPPPY é a regido crucial para que
a interagdo ocorra. O sitio, como ja foi mencionado no item 2.1, € um motivo
altamente conservado em todas as espécies, inclusive nas aves. Muitos
autores afirmam que esse motivo € a regidao determinante para que a ligagao
com os receptores CD80 e CD86 aconteca. TRUNEH et al (1996) por exemplo,
demonstraram que mutagdes pontuais e até a delecao total deste sitio afeta
diretamente a ligacdo com os receptores B7. Portanto, a proteina mutada,
CD28A (MYPPPY-deletado), foi desenhada por INGBERMAN (2015) com o
intuito de ser o melhor controle para a proteina CD28wt nos ensaios de ligacao
e ativagao das células APCs.

Inicialmente, antes da obtencdo das proteinas soluveis, analises da
interacdo na superficie de células HD11 foram realizadas. Nestes ensaios, as
células foram incubadas com as proteinas purificadas e diluidas em PBS. Os
resultados sempre mostraram que as duas proteinas, CD28wt e CD28A,
interagiam igualmente e que a quantidade de células marcadas era muito

baixa.
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TRUNEH et al (1996), mostraram um ensaio de ligagado similar com
concentragbes bastante altas do ligante. A principio, foi pensado que as
concentracdes testadas até aquele momento estavam abaixo do limite de
deteccao do citdmetro. Por isso, as concentragdes de CD28wt e CD28A foram
aumentadas 20 e 50x no ensaio de ligagdo, como pode ser observado na figura
18.

A B

CD284 250ug.m
CD28wt 250ug.m

FL1-H

Meédia da fluorescéncia

Anti-CD2Z

[giG-FIT:
‘ CD2E8A 500ug.m
L CD28wt S00ug.ml

FLL-H

FIGURA 18. ENSAIO DE LIGACAO CD28-HD11. A. Interagdo de CD28wt e CD28A em

concentragdes altas na superficie de células HD11; Anti-CD28 monoclonal: 1:200 (ul/ul), I1gG-
FITC: 1:500. Eixos x: fluorescéncia; y: células marcadas. Programa utilizado: Flowing Software

2.5.1 B. Analise estatistica da interacdo de CD28wt e CD28A no software GraphPad Prism.

Analise por test t, * p<0,01. FONTE: o autor (2018).

Na figura 18, é possivel observar que as duas proteinas interagem
igualmente pois ndo ha diferenga significativa na ligagao entre elas. Além disso,
a quantidade de células marcadas & baixa. Por isso, foi concluido naquele
momento, que durante a diluicdo das proteinas em PBS, as mesmas poderiam
estar precipitando. E o padrao de marcacao aparentemente menor de CD28A
na superficie das células HD11, poderia ser devido a diferenca da taxa de
precipitacdo entre CD28A e CD28wt (observado em ensaio de ELISA por
INGBERMAN, 2015). Frente a isso estratégias de solubilizacdo das duas

proteinas recombinantes foram testadas como mencionado no item 3.2.
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FIGURA 19. MARCAGCAO DAS CELULAS COM CD28WT E CD8A SOLUBILIZADAS. A.
Sobreposicao dos picos de fluorescéncia de chCD28. B. Padrao de ligacdo de cada proteina
separadamente. C. Populagao selecionada para as analises e determinagdo dos quadrantes
positivo e negativo (grafico da direita) utilizando como controle a fluorescéncia da célula
marcada apenas com o anticorpo anti-CD28 (1:2000 - ug/ul) e IgG-FITC (1:500). D. Analise
estatistica da interacdo de CD28wt e CD28A no software GraphPad Prism. Analise por test t, *
p<0,01. Eixos x: fluorescéncia; y: células marcadas. Programa utilizado: Flowing Software.
FONTE: o autor (2018).

Quando as proteinas foram solubilizadas em tamp&o Mix e diluidas em
DMEM com SFB, a quantidade de células marcadas aumentou (comparar
figuras 18 e 19) no ensaio de citometria. Os resultados sugerem que de fato, as
proteinas precipitaram quando foram diluidas anteriormente em PBS.

O objetivo inicial do projeto sempre foi investigar uma possivel ativagao
da APC frente ao estimulo de CD28. Para determinar a concentracdo que
deveria ser usada para ativar as células HD11 num futuro ensaio de qPCR
(PCR em tempo real), diluigdes de CD28wt e CD28A foram feitas com intuito de

encontrar uma diferenga de interacao entre as duas proteinas.
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FIGURA 20. MARCAGCAO DE CELULAS HD11 COM CD28WT E CD28A NUMA DILUICAO
SERIADA. Proteinas recombinantes em tamp&o mix diluidas em DMEM 15%SFB. Controles:
Anti-CD28 monoclonal (1:2000 ug/ul) e IgG-FITC (1:500). FONTE: o autor (2018).

A figura 20 demonstra que as duas proteinas interagem de forma similar
na superficie dos macrofagos.

Um outro ensaio de interagao nas células HD11 foi feito, uma proteina
nao-relacionada, a tiorredoxina (TRX), que possui o tamanho de 17 kDa, foi
utilizada como controle negativo de ligagao. O resultado pode ser observado na
figura 21 e 22.
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FIGURA 21. PERFIL DE LIGACAO DE CD28WT, CD28A E TRX. Diluigdo das proteinas
dialisadas 10ug/ml, 20ug/ml e 40ug/ml em DMEM 15%SFB da esquerda para direita. Controle
negativo de interagdo: Trx (ultima linha). Controle da fluorescéncia: anticorpo anti-CD28
(1:2000 - ug/ul) e IgG-FITC (1:500). Eixos x: fluorescéncia; y: células marcadas. Programa
utilizado: Flowing Software 2.5.1 FONTE: o autor (2018).

A ligacao da proteina CD28A na superficie das células HD11 apesar de
surpreendente, poderia ser explicado por exemplo pela presenga de outros
ligantes de CD28, que interagem com esta molécula de forma independente da
presenca do sitio MYPPPY. De fato, CHEN e FLIES (2013) descrevem a
presenga de um terceiro ligante para CD28, o B7-H2, e essa interagao parece
ser independente do sitio MYPPPY.

Ainda, a ligacao de CD28 com CD80/86 poderia ocorrer através de sitios
de ligacao diferentes do sitio MYPPPY ja descrito para mamiferos. Talvez a
ligacédo entre CD28 e seus parceiros classicos CD80/CD86 na célula HD11 seja
biologicamente relevante, entretanto como consequéncia das condigdes
experimentais aqui empregadas, outras interagdes nao investigadas em
detalhe (e.g. com B7-H2 ou outros receptores nao descritos) podem suplantar

ou competir pela disponibilidade das proteinas recombinantes empregadas.
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O nosso grupo optou pelo desenvolvimento da proteina mutada (CD28A)
porque ela é o controle mais adequado para o ensaio. ORABONA et al (2004)
realizaram um estudo similar de interacdo CD28-APC. Eles utilizaram uma
proteina nao relacionada (IgG) como controle da proteina quimérica CD28-IgG,
assim como nesse ensaio foi usada a Trx. Se compararmos a ligagéo da Trx e
das chCD28, observaremos que ela se liga muito menos na superficie das
células, mas essa diminuigcado é principalmente pela nao relagdo com o sistema
e nao pela falta ou diminuicdo da interacdo com os receptores da célula. Em
outras palavras, a proteina Trx naturalmente n&o tem interagcdo com as proteinas
CD80/86, assim como IgG, por isso nao estdo relacionadas com o sistema e

interagem muito menos com as células.
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FIGURA 22. COMPARACAO DO PERFIL DE LIGACAO ENTRE CD28WT, CD28A E TRX. A.
Sobreposicdo dos picos das fluorescéncias de rCD28 e Trx. B. Gréfico representativo das
médias de fluorescéncia. C. Populagdo selecionada para as analises e determinagdo dos
quadrantes positivo (H2) e negativo (H1). Controle: fluorescéncia da célula marcada apenas
com o anticorpo anti-CD28 (1:2000 ug/ul) e IgG-FITC (1:500). Diluigdo de anti-Trx: 1:500. Eixo
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x: fluorescéncia; y: células marcadas. Programa utilizado: Flowing Software 2.5.1. FONTE: o

autor (2018).

Também nao pode ser descartada a possibilidade de que a proteina
recombinante heterologamente expressa em bactéria possa ter adquirido
propriedades adesivas inesperadas as quais possam apresentar ou nao
atividade biolégica que ainda nado foram descritas, mas que merece ser

futuramente investigada.

46 SEQUENCIAMENTO DOS VETORES CONSTRUIDOS PARA
EXPRESSAO DE CD28WT E CD28A

Para confirmar a delecdo do sitio MYPPPY e descartar qualquer
possivel erro foi feito o sequenciamento dos vetores das duas proteinas e
como observado na figura 23 o sitio MYPPPY estd ausente na construgcéo
CD28A.

CD28wt MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASVTENKILVAQRPLLIVANRTATLVCNYTYNGTGKEFR
Fsperada @  --—-—————————————————-—-—- VTENKILVAQRPLLIVANRTATLVCNYTYNGTGKEFR

LA A AR A S LSS S S SES RS EEEESREEESESEE SR RS S S
CD238wt ASLHEGTDSAVEVCEFISWNMTEINSNSNEEFNCRGIHDKDEVIFNLWNMSASQTDIYFCK
Esperada ASLHEKGTDSAVEVCFISWNMTKINSNSNEKEFNCRGIHDKDEVIFNLWNMSASQTDIYFCK
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CD28A MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASVTENKILVAQRPLLIVANRTATLVCNYTYNGTGKEFR

Esperada @ -—-————————————————————-—- VTENKILVAQRPLLIVANRTATLVCNYTYNGTGKEFR
LA A AR R R RS S S LRSS EEEEEEEE RS EEESESEE RS S,

cDhz28An ASLHKGTDSAVEVCFISWNMTKINSNSNEEFNCRGIHDKDEVIFNLWNMSASQTDIYFCK

Esperada ASLHEGTDSAVEVCFISWNMTKINSNSNEEFNCRGIHDKDEVIFNLWNMSASQTDIYFCK

Jo o v dr ok ko e o gk o ke ok e ok i e ok ok o o i ok e ol ok ok i ok e ke o o ok o o ke ok o o o o ok i ok g ke ok ok ok e o o e ok o o
CD28A IE YNEKSNGTVIHVRETPIQTQEPESATSYWStop
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FIGURA 23. SEQUENCIAMENTO DE NUCLEOTIDEOS DOS VETORES DE CD28WT E
CD28A. Alinhamento da sequéncia referéncia (esperada) com o resultado do sequenciamento de
nucleotideos. O simbolo (*) representa aminoacidos da sequéncia analisada que coincidem com
aquelas da referéncia. Em rosa, o sitio MYPPPY presente na proteina CD28wt e ausente na
CD28A. FONTE: o autor (2018).
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4.7 ENSAIO DE INTERACAO CD28-CD80

Um ensaio de ligacdo direta (Fig. 24) entre proteinas purificadas foi
realizado com o intuito dissecar, sob o aspecto molecular, a contribuicdo de
CD80 nas interagdes evidenciadas com o uso de CD28 recombinante e células

HD11 integras.
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FIGURA 24. GRAFICO DAS ABSORBANCIAS DO ENSAIO DE ELISA. Ligacdo de chCD28 na
placa (600ng/poco). Incubagdo com 1000ug de extrato de HD11 que foi previamente incubado com
anti-chicken CD80 (1:1000). Anti-HRP 1:5000. Bloqueio com 1%BSA e revelagdo com TMB.
FONTE: o autor (2018).

Quando observamos a figura 23, é possivel afirmar que as proteinas
CD28wt e CD28A apresentam o mesmo padrao de ligagédo. Acredita-se que a
mutacdo da proteina CD28A tenha dado a ela uma caracteristica de ser
altamente aderente, ja que mesmo em concentragées mais baixas ela continua
interagindo com os receptores B7. Esta hipétese é corroborada pelos dados
apresentados na figura 20. Ainda, o resultado da figura 23 sugere que a
interacdo com um terceiro ligante poderia ser excluida, ou pelo menos teria
menor participagdo, pois com o0 uso de anticorpos anti-CD80, apenas a
interacdo entre CD28wt/CD28A e CD80 esta sendo evidenciada. Apesar da
expressado de CD80 ser maior que a de CD86 nas células HD11 sugerindo que
neste modelo experimental a interagcdo CD28-CD80 seja mais biologicamente
relevante, a interacdo CD28-CD86 merece ser também futuramente

investigada.
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5. CONCLUSAO

O problema da solubilidade das proteinas recombinantes foi resolvido
permitindo assim os testes que foram feitos em seguida.

O mecanismo de ativagdo de células T é conservado nas aves e,
possivelmente existe também uma ativacao bidirecional nos macréfagos. Os
resultados deste estudo indicam que CD28 recombinante reconhece os
receptores da superficie de macrofagos. Estudos futuros empregando PCR em
tempo real e detecgao direta de citocinas secretadas pelos macréfagos por
ELISA confirmardo se os macréfagos sao ativados apés interagdo com CD28.

Se a ativacado de fato ocorrer sera a primeira vez que a sinalizacao
reversa sera demonstrada em aves. Este resultado é bastante promissor, pois
CD28 pode ser uma ferramenta bastante util no desenvolvimento de novas
tecnologias para mercado de aves. A proteina pode ser utilizada como
adjuvante e/lou na fabricagdo de tetrameros, além de auxiliar no

desenvolvimento de kits tais como multiplex.
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ANEXO

Marca¢do anti-CD80 murino
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